ES 2873 846 T5

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA
@Nﬂmero de publicacién: 2 873 846
@Int. Cl.:
A61K 39/395  (200s01) AGTP 35/02 (2006.01)
A61K 45/06 o601 A6TP 37/04 (2006.01)
A61P 35/00 00601 A6TP 43/00 (2006.01)
CO7K 14/47 (2006.01)
CO7K 16/26 (2006.01)
CO7K 16/18 (2006.01)
CO7K 16/28 (2006.01)
CO7K 16/30 (2006.01)
A61K 38/00 (2006.01)
A61K 39/00 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA MODIFICADA T5
TRAS OPOSICION
Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 18.11.2016 ~ PCT/US2016/062748
Fecha y numero de publicacién internacional: 26.05.2017 WO17087789
Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 18.11.2016 E 16867215 (2)
Fecha y numero de publicacién de la concesion europea modificada tras oposicién: 12.03.2025 EP 3377103

Titulo: Complementacion de fragmento de anticuerpo funcional para un sistema de dos
componentes para eliminacién redirigida de células no deseadas

Prioridad: @ Titular/es:

REVITOPE LIMITED (100.00%)
Angel Building, 407 St. John Street
London EC1V 4AD, GB

19.11.2015 US 201562257552 P
22.12.2015 US 201562270907 P

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccién de la patente modificada:
23.06.2025 COBBOLD, MARK

Agente/Representante:
UNGRIA LOPEZ, Javier



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 873 846 TS

DESCRIPCION

Complementacién de fragmento de anticuerpo funcional para un sistema de dos componentes para eliminacién
redirigida de células no deseadas

Campo

La presente solicitud se refiere a agentes de acoplamiento de linfocitos T dirigidos para tratar una afeccién
caracterizada por la presencia de células no deseadas. En particular, se refiere a agentes que se pueden usar para
tratar una afeccién caracterizada por la presencia de células no deseadas, tales como cancer u otras células que
causan enfermedades.

Antecedentes

El cancer y otras enfermedades causadas por la presencia de células no deseadas crean una pérdida significativa de
vidas, sufrimiento e impacto econémico. Las estrategias inmunoterapéuticas para dirigirse al cancer han sido un area
activa de investigacién clinica traslacional.

Una variedad de enfoques se ha explorado para inmunoterapia, pero muchos de estos enfoques anteriores carecen
de suficiente especificidad para determinadas células no deseadas. Por ejemplo, se han disefiado semicuerpos, cada
uno con una porcién de scFv que se une a diferentes antigenos en una célula diana, un dominio Fc que permite el
emparejamiento con un semicuerpo complementario y una pareja de unién capaz de formar una asociacién con otra
pareja de unién en un semicuerpo complementario. Documento de patente WO 2007/062466. Sin embargo, estos
semicuerpos no son necesariamente especificos para células cancerosas y podrian unirse y tener actividad en otras
células que expresan los mismos antigenos. Véase también el documento de patente WO 2013/104804, que
proporciona un primer polipéptido con un resto de direccionamiento que se une a un primer antigeno y un primer
fragmento de un dominio funcional, junto con un segundo polipéptido con un resto de direccionamiento que se une a
un segundo antigeno y un segundo fragmento de un dominio funcional que es complementario al primer fragmento del
dominio funcional. Del mismo modo, este enfoque no es necesariamente especifico para células cancerosas y podria
unirse y tener actividad en otras células que expresan los mismos antigenos.

Aunque con enfoques anteriores se han mostrado algunos datos de ensayo positivos, las estrategias terapéuticas
clinicamente eficaces deben ser capaces de provocar una respuesta inmunitaria fuerte en un individuo que padece
una enfermedad tal como cancer. Ademas, las terapias eficaces deberian ser muy especificas y no causar efectos
secundarios no deseados a otros tipos de células del organismo. El documento de patente US 2015/0183875 se refiere
a una molécula que comprende: (i) un resto de direccionamiento capaz de dirigirse directa o indirectamente a células
no deseadas, Yy (ii) un resto adicional que tiene una regién de unién de células inmunitarias enmascarada para evitar
la unién del resto adicional a una célula inmunitaria, en donde la regién de unién de la célula inmunitaria enmascarada
es capaz de desenmascararse de forma selectiva cuando la molécula estad en las proximidades de las células no
deseadas para permitir la unién del resto adicional a una célula inmunitaria. El documento de patente WO 2015/013671
se refiere a anticuerpos multiespecificos y a anticuerpos activables multiespecificos que se unen especificamente a
dos 0 mas antigenos o epitopos diferentes, asi como a métodos para fabricar y usar estos anticuerpos multiespecificos
y/o anticuerpos activables multiespecificos en una variedad de indicaciones terapéuticas, de diagnéstico y profilacticas.
En este campo de la inmunoterapia redirigida se requieren desarrollos adicionales.

Sumario

La invencién reivindicada en la actualidad es como se define en las reivindicaciones. Para evitar dudas, en la medida
en la que materia objeto que no entra dentro de la invencién reivindicada en la actualidad se mencione en el presente
documento, se incluye simplemente con fines de referencia. De acuerdo con la descripcién, los inventores describen
un agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido para tratar una afeccién caracterizada por la presencia de células
no deseadas. Este agente incluye (a) un resto de direccionamiento que es capaz de dirigirse a las células no deseadas;
(b) un primer dominio de acoplamiento de linfocitos T capaz de actividad cuando se une a un segundo dominio de
acoplamiento de linfocitos T, en donde el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T no es parte del agente; (c)
al menos una pareja de unién inerte capaz de unirse al primer dominio de unién a linfocitos T de modo que el primer
dominio de unién a linfocitos T no se una al segundo dominio de unién a linfocitos T a menos que se retire la pareja
de unidn inerte; y (d) al menos un sitio de escisiéon que separa el primer dominio de acoplamiento de linfocitos células
T y la pareja de unién inerte.

En el presente documento se desvela un sistema de dos componentes para tratar una afeccién caracterizada por la
presencia de células no deseadas, comprendiendo el sistema de dos componentes un primer componente que
comprende un agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido que comprende:

a. un primer componente que comprende un agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido que comprende:

i. un primer resto de direccionamiento que es capaz de dirigirse a las células no deseadas;
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ii. un primer dominio de acoplamiento de linfocitos T capaz de actividad de acoplamiento de linfocitos T cuando se

une a un segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T, en donde el segundo dominio de acoplamiento de

linfocitos T no es parte del primer componente;

ii. una primera pareja de unién inerte para el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T que se une al primer
5 dominio de acoplamiento de linfocitos T de modo que el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T no se una

al segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T a menos que se retire la pareja de unidn inerte; y

iv. un sitio de escisién que separa el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T y la primera pareja de unién

inerte, en donde el sitio de escision:

10 (1) se escinde mediante una enzima expresada por las células no deseadas;
(2) se escinde por medio de una reaccién de escisién sensible al pH dentro de la célula no deseada;
(3) se escinde mediante una reaccion de escisién dependiente de complemento; o
(4) se escinde mediante una proteasa que esta colocalizada en la célula no deseada mediante un resto de
direccionamiento que es igual o diferente al resto de direccionamiento en el agente,
15
b. un segundo componente que comprende un segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T capaz de actividad
de acoplamiento de linfocitos T cuando se une al primer dominio de acoplamiento de linfocitos T, en donde el
primer y el segundo dominios de acoplamiento de linfocitos T son capaces de unirse cuando ninguno esté unido a
una pareja de unién inerte.
20

En un primer aspecto de la invencién, el sistema de dos componentes es un kit o composicién para uso en el
tratamiento de cancer, en donde el kit o composicién comprende

a. un primer componente que comprende un agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido que comprende:
25
i. un primer resto de direccionamiento que es capaz de dirigirse a células cancerosas en donde el primer resto
de direccionamiento es un anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo;
ii. un primer dominio de acoplamiento de linfocitos T capaz de actividad de acoplamiento de linfocitos T cuando
se une a un segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T, en donde el segundo dominio de acoplamiento
30 de linfocitos T no es parte del primer componente, y en donde el primer dominio de acoplamiento de linfocitos
T es un dominio VH o VL;
ii. una primera pareja de unién inerte para el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T que se une al
primer dominio de acoplamiento de linfocitos T de modo que el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T
no se una al segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T a menos que se retire la primera pareja de unién
35 inerte en donde, si el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VH, la primera pareja de
unién inerte es un dominio VL y, si el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VL, la
primera pareja de unién inerte es un dominio VH; y
iv. un primer sitio de escisién de proteasa que separa el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T y la
primera pareja de unién inerte, en donde el primer sitio de escisién de proteasa es capaz de liberar la primera
40 pareja de unién inerte del dominio de acoplamiento de linfocitos T en presencia de una proteasa expresada por
las células cancerosas,

b. un segundo componente que comprende un agente de acoplamiento a linfocitos T dirigido que comprende:

45 i. un segundo resto de direccionamiento que es capaz de dirigirse a células cancerosas en donde el segundo
resto de direccionamiento es un anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo;
ii. un segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T capaz de actividad de acoplamiento de linfocitos T
cuando se une al primer dominio de acoplamiento de linfocitos T, en donde el primer y el segundo dominios de
acoplamiento de linfocitos T, cuando se emparejan entre si, son capaces de unirse a CD3 o al receptor de

50 linfocitos T (TCR) cuando ninguno est4 unido a una pareja de unién inerte y ademas en donde si el primer
dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VH, el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T
es un dominio VI, y si el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VI, el segundo dominio
de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VH;
iii una segunda pareja de unién inerte para el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T que se une al

55 segundo dominio de segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T de tal manera que el segundo dominio
de acoplamiento de linfocitos T no se una al primer dominio de acoplamiento de linfocitos T a menos que se
retire la segunda pareja de unién inerte, en donde si el segundo dominio de unién a linfocitos T es un dominio
VH, la segunda pareja de unién inerte es un dominio VL y si el segundo dominio de unién a linfocitos T es un
dominio VL, la segunda pareja de unién inerte es un dominio VH; y

60 iv. un segundo sitio de escisién de proteasa que separa el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T y
la segunda pareja de unién inerte, en donde el segundo sitio de escisién de proteasa es capaz de liberar la
segunda pareja de unioén inerte del segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T en presencia de una
proteasa expresada por las células cancerosas,

65 en donde la escisién del segundo sitio de escision de proteasa causa la pérdida de la segunda pareja de unién inerte
y la complementacién con el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T del kit o la composicion.
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En otra divulgacién, el segundo componente del sistema de dos componentes ademas comprende un segundo resto
de direccionamiento que es capaz de dirigirse a las células no deseadas.

En otra divulgacion, el segundo componente del sistema de dos componentes ademas comprende una segunda pareja
de unién inerte para el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T que se une al segundo dominio de
acoplamiento de linfocitos T de modo que el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T no se una al primer
dominio de acoplamiento de linfocitos T a menos que se retire la pareja de unién inerte y

a. un sitio de escisién que separa el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T y la segunda pareja de unién
inerte, en donde el sitio de escision:

i. se escinde mediante una enzima expresada por las células no deseadas;

ii. se escinde por medio de una reaccién de escisién sensible al pH dentro de la célula no deseada,;

ii. se escinde mediante una reaccion de escisién dependiente de complemento; o

iv. se escinde mediante una proteasa que esté colocalizada en la célula no deseada mediante un resto de
direccionamiento que es igual o diferente al resto de direccionamiento en el agente,

en donde la escisién del sitio de escision causa la pérdida de la pareja de unién inerte y complementacidn con el primer
dominio de acoplamiento de linfocitos T del sistema de dos componentes.

En algunas realizaciones, el primer y el segundo restos de direccionamiento del sistema de dos componentes son
iguales.

En algunas realizaciones, el primer y el segundo restos de direccionamiento del sistema de dos componentes son
diferentes.

El primer y el segundo sitios de escisién pueden ser iguales.
El primer y el segundo sitios de escisién pueden ser diferentes.

Se desvela en donde al menos un sitio de escisién es un sitio de escisién de proteasa. El al menos un sitio de escisién
puede ser capaz de escision fuera de las células no deseadas.

También se desvela en donde al menos una enzima expresada por las células no deseadas es una proteasa.

También se desvela en donde al menos una pareja de unién inerte se une especificamente al dominio de acoplamiento
de linfocitos T.

En una divulgacién del sistema de dos componentes, al menos una pareja de unién inerte es un dominio VH o VL.

El primer dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VH y la primera pareja de unién inerte es un dominio
VL, y cuando el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VL, la primera pareja de unién inerte es
un dominio VH. El segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VH y la segunda pareja de unién
inerte es un dominio VL, y cuando el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VL, la segunda
pareja de unién inerte es un dominio VH.

Se desvela en donde al menos un resto de direccionamiento es un anticuerpo o fragmento funcional del mismo.

En un segundo aspecto de la invencién, un conjunto de moléculas de acido nucleico codifica el primer y el segundo
componentes del primer aspecto de la invencién. También se desvela en donde una molécula de &cido nucleico
codifica el componente para uso en un sistema de dos componentes.

En algunas realizaciones de la invencién, un dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VH y el otro
dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VL.

En otra divulgacién, un componente para uso en un sistema de dos componentes para tratar una afeccién
caracterizada por la presencia de células no deseadas que comprende un primer agente de acoplamiento de linfocitos
T dirigido comprende:

a. un resto de direccionamiento que es capaz de dirigirse a las células no deseadas;

b. un primer dominio de acoplamiento de linfocitos T capaz de actividad de acoplamiento de linfocitos T cuando se
une a un segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T, en donde el segundo dominio de acoplamiento de
linfocitos T no es parte del primer agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido;

€. Una pareja de unidn inerte para el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T que se une al primer dominio
de acoplamiento de linfocitos T de modo que el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T ho se una al segundo
dominio de acoplamiento de linfocitos T a menos que se retire la pareja de unién inerte; y
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d. un sitio de escisién que separa el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T y la pareja de unién inerte, en
donde el sitio de escision:

i. se escinde mediante una enzima expresada por las células no deseadas;
ii. se escinde por medio de una reaccién de escisién sensible al pH dentro de la célula no deseada,;
ii. se escinde mediante una reaccion de escisién dependiente de complemento; o

se escinde mediante una proteasa que esta colocalizada en la célula no deseada mediante un resto de
direccionamiento que es igual o diferente al resto de direccionamiento en el agente, en donde la escisién del sitio
de escisién causa la pérdida de la pareja de unidn inerte y permite complementacién con el segundo dominio de
acoplamiento de linfocitos T que no es parte del agente.

También se desvela un método para tratar en un paciente una enfermedad caracterizada por la presencia de células
no deseadas, método que comprende administrar al paciente el sistema de dos componentes desvelado. También se
desvela un método para dirigir una respuesta inmunitaria de un paciente a células no deseadas, método que
comprende administrar el sistema de dos componentes desvelado. Estas células no deseadas pueden ser células
cancerosas. El cancer puede ser uno cualquiera de cancer de mama, cancer de ovario, cdncer de endometrio, cancer
de cuello uterino, cancer de vejiga, céncer renal, melanoma, cancer de pulmén, céncer de préstata, cancer testicular,
cancer de tiroides, cancer cerebral, cancer de es6fago, cancer gastrico, cancer pancreético, cancer colorrectal, cancer
de higado, leucemia, mieloma, linfoma no Hodgkin, linfoma de Hodgkin, leucemia mieloide aguda, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia linfoblastica crénica, trastorno linfoproliferativo, trastorno mielodisplasico, enfermedad
mieloproliferativa o enfermedad premaligna.

Los objetos y ventajas adicionales se presentaran en parte en la descripcién que sigue a continuacién, y en parte
seran evidentes a partir de la descripcion, o se pueden aprender con la practica. Los objetos y ventajas de la invencién
se realizaran y alcanzaran por medio de los elementos y combinaciones de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas.

Se debe entender que tanto la descripcién general mencionada anteriormente como la descripcién detallada que sigue
a continuacién son Unicamente a modo de ejemplo y explicativas y no limitan las reivindicaciones.

Los dibujos adjuntos, que se incorporan y forman parte de la presente memoria descriptiva, ilustran una (varias)
realizacién o realizaciones y, junto con la descripcién, sirven para explicar los principios que se describen en el
presente documento.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra un ejemplo de un primer componente de un sistema de dos componentes, donde el primer
componente es un agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido en un estado inactivo con una pareja de unién
inerte.

La Figura 2 muestra el proceso mediante el cual se escinde el conector escindible y la pareja de unidn inerte se
libera para crear una entidad activa.

La Figura 3 ilustra la creacién de un agente de acoplamiento de linfocitos T, dirigido activo después de liberar la
pareja de unién inerte de un par de componentes complementarios en un sistema de dos componentes.

Las Figuras 4A-C ilustran la escisién del proceso por etapas del par de componentes complementarios en un
sistema de dos componentes que se unen a la célula diana (A), la escisién del conector que une las parejas de
unién inertes (A 'y B) y la unién para crear un resto activo competente de linfocitos T.

Las Figuras 5A-B proporcionan la evaluacién de los constructos mediante SDS PAGE vy tincién con azul de
Coomassie.

La Figura 6 muestra la expresiéon de FNy como una aproximacién para la respuesta de los linfocitos T cuando las
células cancerosas se trataron con diversos constructos y combinaciones individuales, con 6245 sirviendo como
control positivo y la combinacién de 6248 y 6249 mostrando resultados beneficiosos.

La Figura 7 muestra la expresién de FNy como aproximacién para la respuesta de los linfocitos T cuando las
células cancerosas se trataron con diversos constructos y combinaciones individuales, con 6245 como control
positivo y la combinacidén de 6248 y 6249 mostrando resultados beneficiosos.

La Figura 8 muestra la expresién de FNy como aproximacién para la respuesta de los linfocitos T cuando las
células cancerosas se trataron con diferentes concentraciones de constructos, con 6245 como control positivo y la
combinacién de 6248 y 6249 mostrando resultados beneficiosos.

Las Figuras 9A-B muestran la expresién de FNy como aproximacién para la respuesta de los linfocitos T cuando
las células cancerosas se trataron con controles o diferentes concentraciones de constructos, con 6245 como
control positivo y la combinaciéon de 6248 y 6249 mostrando resultados beneficiosos. PHA también sirvié como
control positivo para la activacién inespecifica de linfocitos T.

La Figura 10 muestra la expresiéon de FNy como aproximacién para la respuesta de los linfocitos T cuando las
células cancerosas se trataron con controles o diferentes concentraciones de constructos, con niveles muy bajos
de los constructos que tienen solo un VH o VL para el scFv anti-CDE3, pero los constructos biespecificos de control
positivo (tanto 9332 como 9333) mostraron niveles de actividad més altos.

La Figura 11 proporciona una evaluaciéon estequiométrica de constructos complementarios de un sistema de dos
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componentes.

La Figura 12 muestra la expresiéon de FNy como aproximacién para la respuesta de los linfocitos T cuando las
células cancerosas MCF-7 se trataron con controles o diferentes concentraciones de constructos.

La Figura 13 muestra la expresiéon de FNy como aproximacién para la respuesta de los linfocitos T cuando las
células cancerosas se trataron con controles o diferentes concentraciones de constructos que se dirigen a EpCAM.
La Figura 14 muestra la expresiéon de FNy como aproximacién para la respuesta de los linfocitos T cuando las
células cancerosas se trataron con controles o diferentes concentraciones de constructos que se dirigen a epitopos
de EGFR biparatdpicos o0 una combinacién de direccionamiento de EpCAM y EGFR.

La Figura 15 muestra el impacto de los inhibidores de proteasa en constructos que contienen sitios de escisién de
proteasa o que no contienen sitios de escisiéon de proteasa.

La Figura 16 muestra que se pueden usar diferentes tipos de restos de direccionamiento, emparejando de forma
satisfactoria un constructo que tiene un resto de direccionamiento de VHH con un constructo que tiene un resto de
scFv.

La Figura 17 muestra un esquema de secuencias para los constructos 6248 y 6249 con los diversos conectores
encuadrados y el sitio de escisiéon de proteasa en negrita y subrayado. La etiqueta His también esta en negrita.

Descripcién de las secuencias

Las Tablas 1A y 1B proporcionan un listado de ciertas secuencias a las que se hace referencia en el presente
documento.

Tabla 1A: Descripcion de las Secuencias y SEQ ID Nos

Descripcién Secuencia N°.
Sitio de escision de ADAM28 KPAKFFRL 1
Sitio de escision de ADAM28 DPAKFFRL 2
Sitio de escision de ADAM28 KPMKFFRL 3
Sitio de escision de ADAM28 LPAKFFRL 4
Sitio de escision de ADAM28 LPMKFFRL 5
Sitio de escision de ADAM28 KPAMFFRL 6
Sitio de escisién de ADAM28 YPAKFFRL 7
Sitio de escision de ADAM28 KWAKFFRL 8
Sitio de escision de ADAM28 DPMKFFRL 9
Sitio de escision de ADAM28 DPAMFFRL 10
Sitio de escision de ADAM28 DPMMFFRL 11
Sitio de escision de ADAM28 KMAMFFRL 12
Sitio de escision de ADAM28 KMAMFFIM 13
Sitio de escision de ADAM28 KPAMFFIM 14
Sitio de escision de ADAM28 LPAMFFRL 15
Sitio de escision de ADAM28 LPMMFFRL 16
Sitio de escision de ADAM28 LMAMFFRL 17
Sitio de escision de ADAM28 LMAMFFIM 18
Sitio de escision de ADAM28 LPAMFFIM 19
Sitio de escision de ADAM28 LPAMFFYM 20
Sitio de escision de ADAM28 KPMMFFRL 21
Sitio de escision de ADAM28 KPAKFFYM 22
Sitio de escision de ADAM28 KPAKFFIM 23
Sitio de escision de ADAM28 IPMKFFRL 24
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(continuacién)

Tabla 1A: Descripcion de las Secuencias y SEQ ID Nos

Descripcién Secuencia N°.
Sitio de escision de ADAM28 IPAMFFRL 25
Sitio de escision de ADAM28 IPMMFFRL 26
Sitio de escision de ADAM28 IMAMFFRL 27
Sitio de escision de ADAM28 IMAMFFIM 28
Sitio de escision de ADAM28 IPAMFFIM 29
Sitio de escision de ADAM28 IPAMFFYM 30
Sitio de escision de catepsina B FR 31
Sitio de escision de catepsina B FK 32
Sitio de escision de catepsina B VA 33
Sitio de escision de catepsina B VR 34
Sitio de escisién de catepsina B V{Cit} 35
Sitio de escision de catepsina B HLVEALYL 36
Sitio de escision de catepsina B SLLKSRMVPNFN 37
Sitio de escision de catepsina B SLLIARRMPNFN 38
Sitio de escision de catepsina B KKFA 39
Sitio de escision de catepsina B AFKK 40
Sitio de escisién de catepsina B QQQ 41
Sitio de escision de catepsina D PRSFFRLGK 42
Sitio de escision de catepsina D SGVVIATVIVIT 43
Sitio de escision de catepsina K GGP 44
Sitio de escisién de MMP1 SLGPQGIWGQFN 45
Sitio de escision de MMP2 AIPVSLR 46
Sitio de escisién de MMP2 SLPLGLWAPNFN 47
Sitio de escisién de MMP2 HPVGLLAR 48
Sitio de escisién de MMP2 GPLGVRGK 49
Sitio de escisién de MMP2 GPLGLWAQ 50
Sitio de escisién de MMP3 STAVIVSA 51
Sitio de escisién de MMP7 GPLGLARK 52
Sitio de escisién de MMP7 RPLALWRS 53
Sitio de escisién de MMP7 SLRPLALWRSFN 54
Sitio de escisién de MMP2/9 GILGVP 55
Sitio de escisién de MMP2/9 GPLGIAGQ 56
Sitio de escisién de MMP9 AVRWLLTA 57
Sitio de escisién de MMP9 PLGLYAL 58
Sitio de escision de MMP9 GPQGIAGQR 59
Sitio de escisién de MMP9 KPVSLSYR 60
Sitio de escisién de MMP11 AAATSIAM 61
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(continuacién)

Tabla 1A: Descripcion de las Secuencias y SEQ ID Nos

Descripcién Secuencia N°.
Sitio de escisién de MMP11 AAGAMFLE 62
Sitio de escision de MMP13 GPQGLAGQRGIV 63
Sitio de escision de MMP14 PRHLR 64
Sitio de escision de MMP14 PQGLLGAPGILG 65
Sitio de escision de MMP14 PRSAKELR 66
PSA / KLK3 HSSKLQ 67
PSA / KLK3 SSKLQ 68
KLK4 RQQR 69
TMPRSS2 GGR 70
Legumaina AAN 71
ST14 (Matriptasa) QAR 72
Sitio de escisién de C1s YLGRSYKV 73
Sitio de escisién de C1s MQLGRX 74
Sitio de escision de MASP2 SLGRKIQI 75
Sitio de escisién de C2a y Bb GLARSNLDE 76
Sitio de escisién de uPa TYSRSRYL 77
Sitio de escisién de uPa KKSPGRVVGGSY 78
Sitio de escisién de uPa NSGRAVTY 79
Sitio de escisién de uPa AFK 80
Activador de plasmindgeno de tipo tisular (tPA) GGSGQRGRKALE 81
IADAM10 PRYEAYKMGK 82
ADAM12 LAQAF 83
ADAM17 EHADLLAVVAK 84
Conector de aminoécido flexible (se puede presentary GGGGS 85
de forma repetida)

Conector de aminoécido flexible (se puede presentary GGGS 86
de forma repetida)

Conector de aminoécido flexible (se puede presentary GS 87
de forma repetida)

Conector de aminoécido flexible (se puede presentary GSGGS 88
de forma repetida)

Conector de aminoécido flexible (se puede presentary GGSG 89
de forma repetida)

Conector de aminoécido flexible (se puede presentary GGSGG 90
de forma repetida)

Conector de aminoécido flexible (se puede presentary GSGSG 91
de forma repetida)

Conector de aminoécido flexible (se puede presentary GSGGG 92
de forma repetida)

Conector de aminoacido flexible (se puede presentary GGGSG 93

de forma repetida)
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(continuacién)

Tabla 1A: Descripcion de las Secuencias y SEQ ID Nos

Descripcién

Secuencia

N°.

Conector de aminoacido flexible (se puede presentar
de forma repetida)

GSSSG

94

Aptamero anti-EGFR (aglutinante firme con Kd =
2,4 nM)

UGCCGECUAUAAUGCACGGAUTIAATCGC

COUAGRARAGCAUGTUICARAGCOG

95

IAptdmero anti-EGFR

AAURAUCGT
UGUCARAGCCS

96

IAptdmero anti-EGFR

Jr“'ZIf'AbTmL PCGCACGCAUIAAUCGC

GUAGRARRGUCAUGUCARAGCCE

97

IAptdmero anti-EGFR

N «v]‘ TLT T AN

S R TTE TR L B :
UGCCGCCANBUCACACGGRIINUARTCGT

SOTTTRN T T T CRIT AR T g )
-.,_,GI AGAAAAGUATGUCAARAGCCG

G

98

IAptdmero anti-EGFR

TGCCGCUGHAUAACACGGACUUARDT

COURGURARGUATGUCRRRGLOS

99

IAptdmero anti-EGFR

UGUCGECU

FUSTTROA DD B ATT
CHUAGAAMAGCATIGUCAMAL

CUAUUGCACGEAUIIUARTCGT

2eG

100

IAptdmero anti-EGFR

TN e

UGCUGCHUUADCCCACATTAUUIIUUICCC

CUCAUAACRANRNICUCCCCOC

101

IAptdmero anti-EGFR

UGENGCUE "%UAU COEUNCGUATUUARTZGT
CGUAGARAAG SUCNANGCCG

102

IAptdmero anti-EGFR

UGCAARGARRRCGCACGEIATTTIAADCG
oG

\;\ Theis

g

" T vy
i ,«KJLL AL 1\.\ ;Is_k‘\\“k;t

103

IAptdmero anti-EGFR

AERLLE

WCUC

LA UUT TAAUCCA

104

IAptdmero anti-EGFR

UiECd

o~ '\]’T-n ’17\

PARLYE

105

IAptdmero anti-EGFR

UGTAGCUGUA

T NTT T T T Y
SCACGUATUTAATCGT
I -
COTIAGARARD GLA\UG' ITCAAAG

.-4(\[1

106

IAptdmero anti-EGFR

JUCCHAURADCCCGEGT

AUAGUCAACAATRITCCRALCUC

¥ .\L.» J?“%UMJ b

107

IAptdmero anti-EGFR

UCCACH CACACGUATNJURAUCGCC

CCACTIAUAL

TR T
VAAAGUAUGIICARAGOTG

\; J m G

108

IAptdmero anti-EGFR

SCUTACUADTIAATCEC

UCCCUCAACCUC
AR

A
AARGUAUGTCAS

"

ST T
CETTRAGA

109

IAptdmero anti-EGFR

T T T T TT BTN T
AN, “Ju"\;u VAL LTT L‘L"L\, JLj\'

UGCCGCURUALC

P - T T 7 -
COTTAGRRAAAGLANGIICAARAGRCLG

110

IAptdmero anti-EGFR

BT TR R R T R R I RT T
AGCCCCUAGARCACACGGATTUUAATL

1CGT

CGUAGRARRAGCAUGIICRAAGCOG

111

IAptdmero anti-EGFR

T T

UGTCAATAUATTAACACGGAARUTUAR

COUAGARRAGCAIIGUCAARGCLG

AT

TGC

112
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Tabla 1A: Descripcion de las Secuencias y SEQ ID Nos

Descripcién Secuencia

N°.

SGAUNUAALICGO

UGECCEE UN TAGOCGEAL

COUAGAARAGCALGUCAAAGCCG

IAptdmero anti-EGFR

113

, ) UGZAGATAUALGUCACUCAUTURAAUCLCC
IAptamero anti-EGFR

CTIRIIAARD ¥ CETARS Ha
GUAVAAAARACAUTARCUAAGCUD

114

USTAGCUGUIAUUGCACACAUIAAALICET

T ACTIAR RSO ATIGUCARRGOCG
GUAGTADAGCAUGUCAAAGTLG

IAptdmero anti-EGFR

115

AUALIC SZTLAQ A

UACCAA
Aptamero anti-EGFR T 2 N
AGTAUGIICAR]

T VT T
GUAGARS

116

UGTCGCUAUGCCCACGGAATUITAATTGC

~ - - -
CEUAGAARAACALIGUCARAARGIICG

IAptdmero anti-EGFR

117

PRI A RCESSATIT PPN
TGCCGECUATTUAGUACGGATTUAALINIGT

Aptamero anti-EGFR ‘ o T
CGUAGARARAGCATGUCARAGTCG

118

[p—— TS [
OGOCGECUANTUAGTACGGATUARMATCGEC

CORTT TR e

Aptamero ant-EGFR COUAGARARGCAUGUCNARGCCE

119

JGACADGGAIRIUAAULGC

TGUARGUTAAIAL

CGUAGAARRGUANGUIARRGCC

IAptdmero anti-EGFR

120

UGHCGCCATNIACGLACGEAUUTITAANTICGT

COUAGRRRAGCRUGTCARAGONG

~

IAptdmero anti-EGFR

121

U8 "”‘"""j VOUACACAARTITUAATICGT

LN,

IAptdmero anti-EGFR

SUTTTR P T T 2 T el
CHUATAARAGCAIIGUICAAMAGTOG

122

UIGCACTAUCIICAL

TTAUAABRRGCATTGUCAAS "f'”f:G

TR

Fa Roighe .a\j

IAptdmero anti-EGFR

123

UGquC’FJ JIAATACACT '-‘«WUU}\_?- UCGC
JURGAARAG r‘,”.

IAptdmero anti-EGFR

124

N T T TR By ey

UGCARACARUAAGCACGUATTTUARUTGU

COURGTRAAAGCAUGICARRGS

4
h

IAptdmero anti-EGFR

125

~TTE TR TR AT TR AT
CUHACCACRARAUCCCACATATNIIARIICUC

CCARUCARAUCUNGUCTAUTNCC

IAptdmero anti-EGFR

126

T IE AL A BC L GER R
UG UARACUCACACGGAVAUAL -

Aptamero anti-EGFR . e T e
P CGURGARRAGCAIGUCARRGOCE

127

FCGUADGUCACACGUATJARALCET
SUATAARRGTAUGUCARAGCTG

lTh\\‘_

IAptdmero anti-EGFR

128

T GCTE =~ P
Uil Tl:—i AACACACGGAGAALA

O Nalalel
RS AN

JCRBRRAGUOG

Aptamero anti-EGFR bt

129

USCCCAUATAACGCACGGAUAUARTCGT
-

Aptamero anti-EGFR AOTTROR D RSO ARALCC
CRUAGARAAAGUALIGUCARAGLCG

130

UGECAVUADACAGUACGGATTFUARUCGO

BRI T aTare
COUAGAARAGCAUGSUCARNAGCIS

IAptdmero anti-EGFR

131

UCCAGAARUALGCACACATUUARICACT

4N Y T

IAptdmero anti-EGFR N . ~
TAGARAAGCAUGUICABRGUC

132

10
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Tabla 1A: Descripcion de las Secuencias y SEQ ID Nos

Descripcién Secuencia

N°.

T T I D T
UCOGOUAANS

TR D
GUAGAARAG

IAptamero anti-EGFR

133

Tl
L (a:: ..L, :J

IAptdmero anti-EGFR

134

AUNGCONANNNUACACGUAULINARIICGCE
AAAMAGCATGUCANAGCCG

IAptdmero anti-EGFR

135

JATRIGUAATTUUT

\CCAUGUACRAGUCG

TABAACIA

e WAL

IAptdmero anti-EGFR

136

UGHCGCCATARUGTAC

Py - P e
COITAGARALRAGCRIIGIICCARAGTOG

PV ¥ &

GGAULLAALCGL

IAptdmero anti-EGFR

137

ST T

UGCCGUITATAACCCACGGARIITUAALCYT

Aptamero anti-EGFR . e ARRC
P COGUAGRRRAGCAUGTCARBGCCG

138

HGEUGAAUATTATLIAL CRCGGN HIUAALNTGC

Aptamero anti-EGFR - e PP
P CEUATARBRAGCNAUSTICARAGCDG

139

UGCCGAUAUNNANCACGGATIIAATCGT
CGUAGARRAGUAUGTICCARAGCTS

IAptdmero anti-EGFR

140

UGU f\,‘. CUABRATFIGIAC URATIAAUCGET

NI ‘w"l‘i('\

Aptamero anti-EGFR o et
COUAGIAAGUAUGIICARRGULL

141

UGCAACCAITARAGCRCG

CG
CEUAUTAURA ‘SLALT""UC{ A

IAptdmero anti-EGFR

142

USCCECURTATRGORCH
GUAGTARAGCATGUC aRR

IAptdmero anti-EGFR

143

f. U TTRTTT Z\_ TTITT TTC’P‘]
IT RSNt L \‘Jﬁu\.l \vw"l«..z "’\J Fa RV ../uupi'x.\‘ T
ok ~y N N

COGUAGUARAGCAIIGUCARMAGCOG

IAptdmero anti-EGFR

144

UGCAGGUAUTADAACNCGGAUTUARTCGT

AAGCAUGUCNAAGTIG

IAptdmero anti-EGFR

e

Lt 'IT T..‘\\:,: ANy

145

UGUOCTUAUAACACACGGAUTAADTGT

CEUAGRARAGCAUGUCCAAGCCG

IAptdmero anti-EGFR

146

UGCCCGUARTIGCACGGARUURARAUCGCC

GUAGAAAAGCAUCUCCAAGCTGG

IAptdmero anti-EGFR

147

ACUCCCURUAUNGCAACURCADARICGE
Aptamero anti-EGFR ACULCCUAUAUNGCARACUACAUARICE

148

CGUARRUARGCAUGUNCARGLOG
UGRARGCURGRUCACACUARATUARICGT

IAptdmero anti-EGFR

O
f.T
Cj

'3

i

"y

4
2
G
(\

CAUGUCAAAARAGTUG

149

TTOACT

Aptamero anti-EGFR - ) S s IR
P CCGRACCBAAGCATACCATCECE

CGUACATUTAUUCA

150

151

Aptamero anti-EGER UGEACG '\3 CUAACACACGUATAUARAUCEC
P CGUAGARAAGCAUGUCAAS
. ) UGUCGCARAATAGTACE
IAptamero anti-EGFR b o~ - -
COEITAGRAAANGCATIG "

152

11
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Descripcién

Secuencia

N°.

IAptdmero anti-EGFR

DRI
LA

UGSAGUGL *’LH

o -
GUAGAARAG

JAUUUA

153

IAptdmero anti-EGFR

UGCUACUAUATCGUAGGUAACUAAUCGT

y P aral
iy

CCUACARRACTIC v(‘ FIUAARAMACUCG

154

IAptdmero anti-EGFR

PTTRTIANT P 7
T §
e «r\\,.nAwm

AAAGCALGH

155

IAptdmero anti-EGFR

COCRUCUGITACUACAGGAATIIURAATICGC

- T T T T T OTL
CGUAGAARAGCRIGUCCAAGTCG

156

IAptdmero anti-EGFR

UGCCCAUARRUTAGCACGEATIIAAUCEC

R T

faaFad ™R T el aral
COUAGAARRGTR ‘\GJ‘J\,L AWAGUC

157

IAptdmero anti-EGFR

UGECOGCAAVARCAUACACATIAUAATCGE
3

—~ P T T ¢ g
CEUAGARRARAGCAUGUCAADGLCH

158

IAptdmero anti-EGFR

VGCARCUATANCGUACGUATGUARTNIGT
CGUAGARARAGUAUGTICAARGCT

159

IAptdmero anti-EGFR

TN A o TR AT
U NteiY IT“‘L AT} Kj‘-.a.n,’)i\f\a(\ji’l; e\ L _»“‘u. (:‘\,

COITAGARARGUAUTGIC i

160

IAptdmero anti-EGFR

CCARGULG
TCCGECUAAGUCACACGAAATTUARINTGT

CGUAGARAAGCAUGUCCARGTCG

161

IAptdmero anti-EGFR

UGUAGCAATANACACZGUAAINTAATNTGT

CGUATAURRGUATTGUCRARAGCOG

162

IAptdmero anti-EGFR

UGOCEUT TAUAT TAUCACGEATUUARTCGT
4 7\1

i AUGHICCAAGCLG

(Ve

163

IAptdmero anti-EGFR

CGUAGRADMAG
URACACAUATAUCAAGUAACTHIAUCUICE
UHAGUARACTCAUCIICCA 7% cC

164

12
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Tabla 1B: Descripcion de Secuencias de Constructos y SEQ ID Nos

Descripcién

Secuencia

NO

Constructo 6245
cadena Unica; scFv anti-EPCAM [V-KAPPA de Mus
musculus (IGKV8-19*01 (98,00 %)-IGKJ5*01 L126>|
(112)) [12.3.9] (1-113) -conector tris(tetraglicil-seril)
de 15-meros (114-128) -VH de Mus musculus|
(IGHV1-54*01 (85,90 %)-(IGHD)-IGHJ4*01, S123>T,
(243)) [8.8.14] (129-248)] -conector de tetraglicil-seril
de 5-meros (249-253)
-scFv anti-CD3E [VH humanizado (IGHV1-46*01 de
Homo sapiens (82,50 %)-(IGHD)-IGHJ6*01) [8.8.12]
(254-372) -conector de 18-meros (373-390) -V-
KAPPA (IGKV4-59*01 de Mus musculus (81,70 %)
IGKJ1*01  L124>V (493) [5.3.9] (391-496)]
hexahistidina (497-502) NUmero de Registro CAS
1005198-65-1 ChemID: 1005198-65-1

ELVMTOSESSLTVTAGERKVIMECKSSQS
LINSGNQENYLTWYQOKPGOPPKLLIYW
ASTRESGVPDRETGSGSGTDFILTIEEV
QAEDLAVYYCONDYSYPLTFGAGTRKLEL
KGGGGEEGEGGSGEEESEVOLLEQSGARL
VRPGTSVKISCRASGYAFTNYWLGWVEKD
RPGHGLEWIGDIFPGSGNIHYNERKERGK
ATLTADKSSSTAYMOLSSLTFEDSAVYF
CARLERNWDEPMDYWGQGTTVIVE3GGGE
SDVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY
TETRYTMHWVRQAPGOGLEWIGYINFER
GYTNYADSVKGREFTITTDKSTSITAYMEL
SSLRSEDTATYYCARYYDDEYCLDYWGO
GTTVIVSSGEGTSTGSGGEGGEGGADDI
VLTQSPATLELEPGERATLSCRASQSVS
YMNWYQOKPGKAPKRWIYDTSKVASGVPE
ARFSGSGSGTDYSLTINSLEAEDAATYY
COOWSSNPLTFGGGTRKVE TKHHHHHHE

165

Constructo 6246
cadena Unica; scFv anti-EPCAM [V-KAPPA de Mus
musculus (IGKV8-19*01 (98,00 %)-IGKJ5*01 L126>]
(112)) [12.3.9] (1-113) -conector tris(tetraglicil-seril)
de 15-meros (114-128) -VH de Mus musculus|
(IGHV1-54*01 (85,90 %)-(IGHD)-IGHJ4*01, S123>T,
(243)) [8.8.14] (129-248)] -conector de tetraglicil-seril
de 5-meros (249-253) -scFv anti-CD3E [VH
humanizado (IGHV1-46*01 de Homo sapiens (82,50
%)-(IGHD)-IGHJ6*01) [8.8.12] (254-372) conector de
18-meros (373-390) -hexahistidina (391-396)

ELVMTQSPSSLTVTAGERKVIMSCKSSQS
LLNSGNQRKNYLTWYQOKPGQPPKLLIYW
ASTRESGVPDREFTGSGSGTDETLTISSYV
QAEDLAVYYCONDYSYPLTFGAGTKLET
KGGGGSGGGEGESGGEGEESEVQLLEQSGAREL
VRPGTSVKISCKASGYAFTNYWLGWVKQ
RPGHGLEWIGDIFPGSGNIHYNEKFKGK
ATLTADKSSSTAYMQLSSLTFEDSAVYF
CARLRNWDEPMDYWGQOGTTVIVSSGGGG
SDVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGY
TEFTRYTMHWVRQAPGQGLEWIGY INPSR
GYTNYADSVKGRFTITTDKSTSTAYMEL
SSLRSEDTATYYCARYYDDHYCLDYWGQ
GTTVTIVSSGEGTSTGSGGSGGSGGADHH
HHHH

166

13
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(continuacién)

Tabla 1B: Descripcién de Secuencias de Constructos y SEQ ID Nos

Descripcién

Secuencia

NO

Constructo 6247

cadena Unica; scFv anti-EPCAM [V-KAPPA de Mus
musculus (IGKV8-19*01 (98,00 %)-IGKJ5*01 L126>]
(112)) [12.3.9] (1-113) -conector tris(tetraglicil-seril)
de 15-meros (114-128) -VH de Mus musculus|
(IGHV1-54*01 (85,90 %)-(IGHD)-IGHJ4*01, S123>T,
(243)) [8.8.14] (129-248)] -conector de tetraglicil-seril
de 5-meros (249-253) -anti-CD3E-V-KAPPA (IGKV4-
59*01 de Mus musculus (81,70 %)-IGKJ1*01 L124>V|
(356) [5.3.9] (254-359)] -hexahistidina (360-365)

ELVMTQOSPSSLTVTAGERKVIMSCKSSQOS
LLNSGNQRNYLTWYQQKPGOPPKLLIYW
ASTRESGVPDRETGSGSGTDETLTISSY
QAEDLAVYYCONDYSYPLTFGAGTKLET
KGGGGSGGGGESGGGESEVQLLEQSGAREL
VRPGTSVKISCRASGYAFTNYWLGWVEKQ
RPGHGLEWIGDIFPGSGNIHYNEKEFKGK
ATLTADKSSSTAYMQLSSLTFEDSAVYF
CARLRNWDEPMDYWGQGTTVTVSSGGGG
SDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQ
SVSYMNWYQOKPGKAPKRWIYDTSKVAS
GVPARFSGSGSGTDYSLTINSLEAEDAA
TYYCOOWSSNPLTFGGGTKVEIKHHHHH
H

167

Constructo 6248

cadena Unica; scFv anti-EPCAM [V-KAPPA de Mus
musculus (IGKV8-19*01 (98,00 %)-IGKJ5*01 L126>]
(112)) [12.3.9] (1-113) -conector tris(tetraglicil-seril)
de 15-meros (114-128) -VH de Mus musculus|
(IGHV1-54*01 (85,90 %)-(IGHD)-IGHJ4*01, S123>T,
(243)) [8.8.14] (129-248)] -conector de tetraglicil-seril
de 5-meros (249-253) -scFv anti-CD3E [VH
humanizado (IGHV1-46*01 de Homo sapiens (82,50
%)-(IGHD)-IGHJ6*01) [8.8.12] (254-372) conector de
25-meros (373-397 que contiene sitio de escisién de
MMP2, AIPVSLR (SEQ ID NO: 46)) -V-KAPPA (V-
KAPPA de Homo sapiens de gantenerumab, CAS:
1043556-46-2; 398-505), 87-hexahistidina (506-511)

ELVMTQSPESLTVTAGERVIMSCKSSOS
LINSGNQENYLTWYQORKPGOPPRKLLIYW
ASTRESGVPDRFTGSGSGTRYTLTISSV
QAEDLAVYYCONDYSYPLTFGAGTKLE L
KGGGGSGGGGSGEGEIEVOLLEQSGAEL
VRPGTSVKISCRASGYAFTNYWLGWVEKQ
RPGHGLEWIGDIFPGSGNIHYNEKFRGK
ATLTADKSSETAYMOLSSLTYEDSAVY Y
CARLRNWDEPMDYWGQGTTVIVSSGGGG
SDVOQLVOSGAEVEKEPGASVREVECKAZGY
TETRYTMEWVRQAPGQGLEWIGY INPSR
GYTNYADSVEGRETITTDRSTSTAYMEL
SSLRSEDTATYYCARYYDDHYCLDYWGO
GTTVIVSSGEGTSTGSGATIPVELRGSGE
SGGADDIVLTOSPATLSLEPGERATLEC
RASQSVSSEYLAWYQOKPGOAPRLLIYG
ASSRATGVPARESGSGSGTDEFTLYISEL
EPEDFATYYCLOIYNMPITEFGQGTRVET

KHHHHHE

168

14
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(c

ontinuacién)

Tabla 1B: Descripcién de Secuencias de Constructos y SEQ ID Nos

Descripcién

Secuencia

NO

Constructo 6249

cadena Unica; scFv anti-EPCAM [V-KAPPA de Mus
musculus (IGKV8-19*01 (98,00 %)-IGKJ5*01 L126>]
(112)) [12.3.9] (1-113) -conector tris(tetraglicil-seril)
de 15-meros (114-128) -VH de Mus musculus|
(IGHV1-54*01 (85,90 %)-(IGHD)-IGHJ4*01, S123>T,
(243)) [8.8.14] (129-248)] -conector de tetraglicil-seril
de 5-meros (249-253) -scFv anti-CD3E V-KAPPA
(IGKV4-59*01 de Mus musculus (81,70 %)-IGKJ1*01
L124>V (493) [5.3.9] (254-359)] conector de 25-
meros (360-384 que contiene sitio de escisién de
MMP2, AIPVSLR (SEQ ID NO: 46)) -regién V de
cadena pesada de Ig (clon alfa-MUC1-1, Acceso
GenBank S36265; 385-502)-hexahistidina (503-508)

ELVMTQOSPSSLTVTAGERKVIMSCKSSQOS
LLNSGNQENYLTWYQQKPGQPPKLLIYW
ASTRESGVPDREFTGSGSGTDEFTLTISSV
QAEDLAVYYCONDYSYPLTFGAGTKLET
KGGGGSGGGGESGGGESEVQLLEQSGAREL
VRPGTSVKISCKASGYAFTNYWLGWVEKQ
RPGHGLEWIGDIFPGSGNIHYNEKFKGK
ATLTADKSSSTAYMQLSSLTFEDSAVYF
CARLRNWDEPMDYWGQGTTVTVSSGGGG
SDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQ
SVSYMNWYQOKPGKAPKRWIYDTSKVAS
GVPARFSGSGSGTDYSLTINSLEAEDAA
TYYCOOWSSNPLTFGGGTKVEIKGEGTS
TGSGAIPVSLRGSGGSGGADDVQLVQSG
AEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTGYYMHW
VROAPGOGLEWMGW INPNSGGTNYAQKE
QGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARDFLSGYLDYWGQGTLVTVSSHH
HHHH

169

Constructo 9327
VLVH—VHDVL de EpCAM
cadena Unica; scFv anti-EPCAM [V-KAPPA de Mus
musculus (IGKV8-19*01 (98,00 %)-IGKJ5*01 L126>|
(112)) [12.3.9] (1-113) -conector tris(tetraglicil-seril)
de 15-meros (114-128) -VH de Mus musculus|
(IGHV1-54*01 (85,90 %)-(IGHD)-IGHJ4*01, $123>T
(243)) [8.8.14] (129-248)]

-conector de tetraglicil-seril de 5-meros (249-253)
-scFv anti-CD3E [VH humanizado (IGHV1-46*01 de
Homo sapiens (82,50 %)-(IGHD)-IGHJ6*01) [8.8.12]
(254-372) - conector de 25-meros (373-397)-V-
KAPPA (V-KAPPA de Homo sapiens de
gantenerumab, CAS: 1043556-46-2; 398-505);
-hexahistidina (506-511)

ELVMTOSPSSLIVIAGERVIMGLRAA0S
LLNSGNQOKNYLTWYOUKPGOPPKLLI YW
ASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSY
QAEDLAVYYCONDYSYPLTFGAGTRKLET
KGGGGSGEGGSGEGGSEVOLLEQSGAEL
VRPGTSVKISCKASGYAFTNYWLGWVKY
RPGHGLEWIGDIFPGSGNIHYNEKFKGK
ATLTADKSSSTAYMOLSSLTFEDSAVYF
CARLRNWDEPMDYWRGOGTTVTVSSGGGG
SDVOLVOSGARVKKPGASVEVSCKASGY

170

Secuencia de anti-EpCAM de Brischwein K et a/., Mol.
Immunol. (2006) 43:1129-43

- i,

A

Vol

SGGADDT
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(continuacién)

Tabla 1B: Descripcién de Secuencias de Constructos y SEQ ID Nos

Descripcién Secuencia N.°
Constructo 9328 ELVMTQOSPSSLTVTAGERVIMSCKESQS 171
cadena unica; scFv anti-EPCAM [V-KAPPA de Mus TR OINOENY T T Y O ~ T.TV
musculus (IGKV8-19*01 (98,00 %)-IGKJ5*01 L126> LE’D‘ - (‘TN(LE‘N *\LTW :99526*& PKI;LI jf'i
(112)) [12.3.9] (1-113) -conector tris(tetraglicil-seri)| AS TRESGVPDREFTGSGESGTRFTLTISSY
de 15-meros (114-128) -VH de Mus musculus OAEDLAVYYCONDYSYPLTFGAGTKLET
(IGHV1-54*01 (85,90 %)~(IGHD)- IGHJ4*01, §123>T| =~ =~ e e Tt T ‘
(243)) [8.8.14] (129-248)] - conector de tetraglicil-seri] L EGEGEGEEGGGEEGEGEEEEVULLEQSGARL
de 5-meros (249-253) - scFv anti-CD3E V-KAPPA VR PGTSVHEISCKASGYAFTNYWLGWVRKQ
(IGKV4-59*01 de Mus musculus (81,70 %)-IGKJ1*01 AT FWT O T BRe T ——
L124>V (493) [5.3.9] (254-359)]-conector de 25 R?ETH(J;T;‘;E“IJ}?‘F?P_C”GNIH%NEKr {UK
meros (360-384) - regién V de cadena pesada de Ig) ATLTADKSSSTAYMQLSSLTFEDSAVY
(clon alfa-MUC1-1, Acceso GenBank S36265; 3851 ~ AR T, RNWDEP DYWRCOGTTVTVSSGGS
502)-hexahistidina (503-508) % ,RIiRNix\:&Ehf EW ,Q"i iﬁl ?“GBUG
SDIVLTQSPATLILSPGERATLSCRASQ
SVSYMNWYQQKPGKAPKRWIYDTSKVAS
GVPARFSGEGSGTDYSLTINSLEARDAA
TYYCQOWSSNPLTEFGGGTRVEIKGEGTS
TGSGGGGSGGGESGESGGADDVOLVQSG
AEVEKKPGASVKVICKASGYTFTGYYMHW
VROAPGOGLEWMGWINPNSGGTNYAQKE
QGRVTITRDTSASTAYMELISLRSEDTA
VYYCARDFLSGYLDYWGQGTLVIVSESHH
HHHH
Constructo 9329 QVOLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASYFD172

VHH-CD3e de Glipicano 3 (VH-MMP2-VL)

Secuencia de VHH de Glipicano 3 anti-humano del
documento de Patente de Estados Unidos N.°
2012145469; restos 1-116) -conector tris(tetraglicil
seril) de 5-meros (117-122)-scFv anti-CD3E [VH
humanizado (IGHV1-46*01 de Homo sapiens
(82,50 %)-(IGHD)-IGHJ6*01) [8.8.12] (123-241)
conector de 25-meros (242-266 que contiene sitio de
escision de MMP2, AIPVSLR (SEQ ID NO: 48)) V-
KAPPA de Homo sapiens de gantenerumab, CAS:
1043556-46-2; 267-374),

-hexahistidina (375-380)

FDSYEMSWVRQAPGKGLEWIGSIYHSGS
TYYNPSLKSRVTISRDNSKNTLYLQMNT
LRAEDTATYYCARVNMDREDYWGQGTLV
TVSSSGGGGSDVQLVQSGAEVKKPGASY
KVSCKASGYTEFTRYTMHWVRQAPGQGLE
WIGYINPSRGYTNYADSVKGREFTITTDK
STSTAYMELSSLRSEDTATYYCARYYDD
HYCLDYWGQGTTVTVSSGEGTSTGSGAL
PVSLRGSGGSGGADDIVLTOSPATLSLS
PGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
OAPRLLIYGASSRATGVPAREFSGSGSGT
DETLTISSLEPEDFATYYCLQIYNMPIT

FGQGTKVEIKHHHHHH
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(continuacién)

Tabla 1B: Descripcién de Secuencias de Constructos y SEQ ID Nos

VHH-CD3e de EGFR (VH-VL)

Secuencia de Vui de EGFR anti-humano de la
secuencia 7D12 de Schmitz KR et al., Structure. 2 de
julio de 2013; 21(7): 1214-24; restos 1-124) -conector|
tris(tetraglicil-seril) de 30-meros (125-154)-scFv anti
CD3E [VH humanizado (IGHV1-46*01 de Homo|
sapiens (82,50 %)-(IGHD)-IGHJ6*01) [8.8.12] (155
273) -conector de 18-meros (274-291)-V-KAPPA
(IGKV4-59*01 de Mus musculus (81,70 %)-IGKJ1*01
L124>V (394)

[5.3.9] (292-397)] -hexahistidina (398-403) Secuencia
de CD3e anti-humano de Brischwein K et al., Mol.
Immunol. (2006) 43:1129-43 documento de patente
de Estados Unidos US7919089

T TN

PVo

SREYGMGWERQAPGKERE GISWRGD
STGYADSVRGRETISRDNAKNTVDLOMN
SLKPEDTAIYYCAARAGSAWYGTLYEYD
YWGOGTOVTVESGGEEEGGGGEGGEESG
GGGEIGEEGEEGGEGSDVOLVOSGAEVEKP
GASVEVSCKASGY TETRYTMHWRVRQAFPG
QGLEWIGYINPSRGYTNYADSVEKGRETI
TTOKSTSTAYMELSSLRSEDTATYYCAR
YYDDHYCLDYWGQGTTVIVISGEGTSTG
SCGIGESGEADDIVLTOIPATLSLEPGE
RATLICRASQSVIYMNWYQOQRPGEAPKR
WIYDTSKVASGYPARFSGSGSGTDYSLT
INSLEAEDAATYYCOQOWSSNPLTEGGEGET
KVEITKHHHHHE

Descripcién Secuencia N.°
Constructo 9330 DIQMTOSTSSLSASLGDRVTIZCEAIQG 173
anti-[SDC1 de Homo sapiens (sindecano-1, CD138),| 1y T, NWY OOK PG TVE TYYTQTT
scFv, de indatuximab CAS: 1238517-16-2, IE\H&' LNV" * \;\jhl DG { ihLLE (et f> i %95
documento de patente de Estados Unidos| GYEPSRESGSGSGTDYSLTISNLEPEDIG
82%%11%0819(?12?(]5K£\1/;§%PEA3 9‘16(1"1482) mUSCU/tUS TYYCQQYSKLPRTFGGETKLE TKRGGGG
- - el - -conector atalalalnTalalalaiciasvis NN Y TT ) TN QY
tris(tetraglicil-seril) de 15-meros (109-123) [VH de| S5GEGEGSGEGEEQVOLAOSGSELMMPGAS
Mus musculus (IGHV1-9*01 - (IGHD)-IGHJ4*01) VKISCKATGY TFSNYWIEWVKQRPGHGL
[8.8.15] (124-245) -conector tris(tetraglicil-seril) de 54 gt o~ CURETY T T AR I TR (Y o
meros (246-250)-scFv anti-CD3E [VH humanizado| - LG5 LLEGTGRIIYRERVRGRATETAD
(IGHV1-46*01 de Homo sapiens (82,50 %)-(IGHD){ LS ENTVOMOLSSLTSEDSAVYYCARRDY
IGHJ6*01) [8.8.12] (251-369) conector de 25-meros YGNFYYAMDYWGOGTSVTVISGEGGIDY
(370-394 que contiene sitio de escision de MMP2,| N IR T Ty €S T T Ty »
AIPVSLR (SEQ ID NO: 48)) V-KAPPA de Homo QLVOSGAEVRKPGASVEVICKASGYTET
sapiens de gantenerumab, CAS: 1043556-46-2; 395 RY TMHWVROAPGOGLEWIGY INPSRGYT
°02); -hexahistidina (503-508) NYADSVKGRFTITTDKSTSTAYMELSSL
REEDTATYYCARYYDDHYCLDYWRGQGTT
VIVESGEGTSTGSGAIPVELRGIGGEG
ADDIVLTQEPATLSLEPGERATLSCRAS
OSVSSSYLAWYQOQKPGOAPRLLIYGASS
RATGVPARFSGSGSGTRDFTLTISSLERE
DEFATYYCLQIYNMPITEFGOGTRVEIKHH
Constructo 9332 QVELEESGGGESVQTGGSLELTCAASGRT 174

17
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(continuacién)

Tabla 1B: Descripcién de Secuencias de Constructos y SEQ ID Nos

Descripcién

Secuencia

NO

VHH-CD3e de EGFR (VH-MMP2-VL)

Secuencia de Vwh de EGFR anti-humano de la
secuencia 7D12 de Schmitz KR et al., Structure. 2 de
julio de 2013; 21(7): 1214-24; restos 1-124) -conector|
tris(tetraglicil-seril) de 30-meros (125-154)-scFv anti
CD3E [VH humanizado (IGHV1-46*01 de Homo|
sapiens (82,50 %)-(IGHD)-IGHJ6*01) [8.8.12] (155
273) conector de 25-meros (274-298 que contiene
sitio de escision de MMP2, AIPVSLR (SEQ ID NO:
46)) V-KAPPA de Homo sapiens de gantenerumab,
CAS: 1043556-46-2; 299-406); -hexahistidina (407
412)

SESYGMGWERQAPGREREFVSGISWRGD
STGYADSVRKGRETISRDNARKNTVDLOMN
SLEKPEDTAIYYCAAAAGSAWYGTLYEYD
TRGQGTOVTVELHGLEESGEGGEEGEGESEE
GOEEEEEESGEGGEDVOLVOSGAERVEKE
GASVRVESCKASGY TEFTRYTMHEWVRQAFG
QGLEWIGYINPSRGYTNYADSVKGRETI
TTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYYCAR
YYDDHYCLDYWGOGTTVTV EGTETG
SGATPVSLRGSGGSGGADDIVLTQSPAT
LSLSPGERATLESCRASQSVISSSYLAWYQ
QRPGOAPRLLIYGASSRATGVPARFLGS
COGTDETLTISSLEPEDFATYYCLOIYN

o8
DDA

MPITFGQGTKVEIKHHHHEHH

Constructo 9333 EVOLVESGGGLVOAGGSLRLSCAASGRT [17°

VhH-CD3e de EGFR (VH-VL) FOSYAMGWFRQAPGKEREFVVAINWSSG

Secuencia de Vmi de EGFR anti-humano de la| ¢y a myc iR BT T QR ONAKNTMY T,OMN

secuencia 9G8 de Schmitz KR et al., Structure. 2 de ? 1'_1}2:‘1)?“ ’ Kﬂii{ ! - :R,I N;:E\N,U_j : I.X%Mt

julio de 2013; 21(7): 1214-24; restos 1-127) -conector] @ LEKPEDTAVY YCAAGYQINSGNYNFRDY

tris(tetraglicil-seril) de 30-meros (128-157)-scFv antq EYDYWGOGTOVIVESGEGESGEGEESEGE

CD3E [VH humanizado (IGHV1-86*01 de HOMO| r oy e oo o ot i 2 g e T ST 7 5 (o T T

sapiens (82,50 %)-(GHD)-IGHJ6*01) [8.8.12] (158] G GEGESGEGGEEGEEEEDVOLVOSGALY

276) -conector de 18-meros (277-294)-V-KAPPA KKPGASVKVSCKASGY TFTRY TMHWVRQ

(IGKV4-59*01 de Mus musculus (81,70 %)-IGKJ1*01 APGUGLEWIGYINPSRGYTNYADSVKER

L124>V(394) [5.3.9] (292-397)] -hexahistidina (401

406)
FTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYY
CARYYDDHYCLDYWGQOQGTTVIVSSGEGT
STGEIGGSGESGGADDIVLTQSPATLSLS
PGERATLSCRASQSVSYMNWYQQKPGKA
PEKRWIYDTSKVASGVFAREFSGEGSGTDY
SLTINSLEAEDAATYYCQQOWSSNPLTEG
GGTKVEIRKHHHHHH

Constructo 9334 OVERLEESGGGSVOTGGESLRLTCAASGRT 176
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(continuacién)

Tabla 1B: Descripcién de Secuencias de Constructos y SEQ ID Nos

Descripcién Secuencia N.°
Constructo 9335 EVOLVESGGCLVOAGGESLRLSCAASGRT 177
Viir-CD3e de EGFR (VL-MMP2-VH) FSSYAMCHWFROAPGKEREFVVAINWSSS

Secuencia de Vwh de EGFR anti-humano de la o - T
secuencia 9G8 de Schmitz KR et al., Structure. 2 de{ ST Y YADSVKGRET I SRDNAKNTMY LOMN

julio det20t1_3?(t21t(7)3|_1%14'26"?;6%"83 1_1272128 157) SLEPEDTAVYYCAAGYQINSGNYNFRDY
-conector tris(tetraglicil-seril) de 30-meros L7 = IR NN
scFv anti-CD3E V-KAPPA (IGKV4-5901 de Mus & ¥ DY WGQGTQVIVSSGEGEESGLEEEGEG

musculus (81,70 %)-IGKJ1*01 L124>V (493)[6.3.9] S GGGEGESGEGEGESGEGEESDIVLTQOSPATL

(158-263)]-conector de 25-meros (264-288 que| TTT Qo 0 Qe TN N .,
contiene sitio de escisién de MMP2, AIPVSLR (SEQ SLSPGERATLSCRASUSVSYMNWYQUKE

ID NO: 46)) -region V de cadena pesada de Ig (clon| GKAPKRWIYDTSKVASGVPARFEGEGEG

alfa-MUC1-1, TDYSLTINSLEAEDAATYYCQOWSSNPL
Acceso GenBank S36265; T T T T T T 6 €3 T € PN R T TN TN T T g
289—406)—hexahistidina (307_412) TEFGGGTRVEIRKGEGTSTGSGAIPVSLRG

SGGEGGADDVOLVOSGAEVKRKPGASVKY
SCEKASGYTFTGYYMHWVROAPGOGLEWM
GWINPNSGGTNYAQRKFQGRVTITRITSA
STAYMELSSLREEDTAVYYCARDEYLSGY
LDYWGQGTLVIVISHHEHEEH

Descripcion detallada
|. Sistema de dos componentes que comprende al menos un agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido

Se describe una variedad de agentes de acoplamiento de linfocitos T dirigidos, que se incluyen como parte de un
sistema de dos componentes que comprende un primer componente y un segundo componente. En cada divulgacién,
sin embargo, se puede usar un resto de direccionamiento para suministrar el agente de acoplamiento de linfocitos T
dirigido a una zona de células no deseadas, lo que permite un efecto terapéutico al suministrarse por via local. El
agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido también contiene un primer dominio de acoplamiento de linfocitos T
capaz de actividad cuando se une a un segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T, pero el segundo dominio de
acoplamiento de linfocitos T no es parte del agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido. En otras palabras, sin el
segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T que no es parte del agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido,
el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T no es capaz de actividad de acoplamiento de linfocitos T. El agente
de acoplamiento de linfocitos T dirigido también comprende una pareja de unién inerte capaz de unirse al primer
dominio de acoplamiento de linfocitos T y evitar que se una a un segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T. En
otras palabras, la pareja de unidn inerte se une al primer dominio de acoplamiento de linfocitos T de modo que el
primer dominio de acoplamiento de linfocitos T no se una al segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T a menos
que se retire la pareja de unién inerte. Al no unirse, la aplicacién no excluye la unién no especifica o bajos niveles de
unién (por ejemplo, <1 %, <5 %, < 10 %). El concepto es uno de insuficiencia funcional con la complementacién de
VH/VL de novo suficiente para unirse a diana de linfocitos T. La escisién proteolitica libera los grupos VH o VL inertes
permitiendo la oportunidad de volver a emparejar los pares VH y VL activos en la superficie celular. Ademés, el agente
de acoplamiento de linfocitos T dirigido incluye un sitio de escisién que separa el primer dominio de acoplamiento de
linfocitos T y la pareja de unién inerte. El sitio de escisién se escinde cuando el agente de acoplamiento de linfocitos
T dirigido esta en el microentorno de las células no deseadas.

El segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T puede ser parte de un segundo agente de acoplamiento de
linfocitos T dirigido. Por lo tanto, un kit o composicién puede comprender dos agentes de acoplamiento de linfocitos T
dirigidos, uno con un primer dominio de acoplamiento de linfocitos T y otro con un segundo dominio de acoplamiento
de linfocitos T. En tal kit o composicion, las parejas de unién inertes pueden ser capaces de disociacién una vez que
se ha escindido el sitio de escisién en cada agente; después de la disociacién, los dos dominios de acoplamiento de
linfocitos T pueden ser capaces de unirse entre si y exhibir actividad.

En divulgaciones con dos agentes de acoplamiento de linfocitos T dirigidos, el sistema de dos componentes
comprende un dominio de acoplamiento de linfocitos T que puede ser un dominio VH y otro dominio de acoplamiento
de linfocitos T que puede ser un dominio VL. En divulgaciones con dos agentes de acoplamiento de linfocitos T
dirigidos, los restos de direccionamiento en el primer componente y en el segundo componente pueden ser iguales o
pueden ser diferentes.
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En divulgaciones con dos agentes de acoplamiento de linfocitos T dirigidos, los sitios de escisién en el primer
componente y en el segundo componente pueden ser iguales o pueden ser diferentes.

La Figura 1 muestra un ejemplo de un constructo de agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido que comprende
(a) un dominio de direccionamiento de scFv que comprende un dominio VH y un dominio VL que se unen a la diana,
en donde el dominio VH y el dominio VL estdn conectados mediante un conector flexible; (b) un dominio de
acoplamiento de linfocitos T inactivo que comprende un dominio VL que se une a un dominio VH inerte, en donde los
dominios VH y VL estan conectados mediante un conector flexible que tiene un sitio de escisién, y (¢) un conector
flexible que se une al dominio de direccionamiento y al dominio de acoplamiento de linfocitos T inactivo.

La Figura 2 muestra el proceso mediante el cual se escinde el conector escindible y la pareja de unién inerte se libera
para crear una entidad sin una pareja de unién inerte. Esta entidad aun es inactiva porque el dominio VL en el dominio
de acoplamiento de linfocitos T no es activo por si mismo.

La Figura 3 ilustra la creacién de un agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido después de liberar la pareja de
unién inerte de un par de agentes de acoplamiento de linfocitos T dirigidos complementarios.

Las Figuras 4A-C ilustran la escisién del proceso por etapas de los agentes de acoplamiento de linfocitos T dirigidos
que se unen a la célula diana (4A), la escisién de las parejas de unién inertes (4A y 4B), y la unién para crear un
agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido activo (4C).

Alternativamente, el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T puede no estar unido a un resto de
direccionamiento y/o puede no comprender un sitio de escisién y una pareja de unién inerte. En algunos casos, el
segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T puede estar conjugado o unido a un resto de direccionamiento (ya
sea un resto de direccionamiento igual o un resto de direccionamiento diferente), pero en la divulgacién podria no
estar conjugado o unido a una pareja de unién inerte. En tal divulgacién, solo el primer dominio de acoplamiento de
linfocitos T estd4 unido a una pareja de unién inerte. En otra divulgacién, el segundo dominio de acoplamiento de
linfocitos T también puede comprender un resto de direccionamiento, un sitio de escision, y una pareja de unién inerte,
cada uno tal como se describe en el presente documento.

La disposiciéon estructural desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal del primer componente puede
comprender IBVL-L1-TCEVH-L2-TVL-L3-TVH. La disposicién estructural desde el extremo N-terminal al extremo C-
terminal del segundo componente puede comprender TCEVL-L2-TVH-L3-TVL. La disposicién estructural desde el
extremo N-terminal al extremo C-terminal del segundo componente puede comprender IBVH-L1-TCEVL-L2-TBVH-
L3-TBVL. En cada uno de estos, IB significa pareja de unién inerte e IBVL es una pareja de unién inerte de VL, mientras
que IBVH es un dominio de unién de insercién de VH. TCE significa acoplamiento de linfocitos T y un TCEVL es una
porciébn VL de un dominio de acoplamiento de linfocitos T y un TCEVH es una porcién VH de un dominio de
acoplamiento de linfocitos T. TB significa dominio de unién a diana y un TBVH es una porcién VH de un dominio de
unién a diana y un TBVL es una porcién de VL de un dominio de unién a diana. L1 es un conector con un sitio de
escisién de proteasa, mientras que L2 y L3 son opcionalmente conectores que opcionalmente no se pueden escindir
por la misma proteasa que L1.

A. Resto de direccionamiento

El resto de direccionamiento funciona en el agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido suministrando el agente al
entorno local de las células no deseadas, lo que permite una estrategia de tratamiento localizada. En ciertos casos, el
resto de direccionamiento se dirige a las células no deseadas uniéndose especificamente a las células no deseadas.
En algunos casos, el resto de direccionamiento se une especificamente a las células no deseadas incluso mientras la
pareja de unién inerte se une al primer dominio de acoplamiento de linfocitos T.

En algunas divulgaciones, un primer resto de direccionamiento esta unido, opcionalmente mediante un conector, a un
primer dominio de acoplamiento de linfocitos T y, como parte de un constructo separado, un segundo resto de
direccionamiento estd unido, opcionalmente mediante un conector, a un segundo dominio de acoplamiento de
linfocitos T. De esta manera, cada parte complementaria del dominio de acoplamiento de linfocitos T se suministra a
las células no deseadas mediante un resto de direccionamiento separado. En algunas divulgaciones, los restos de
direccionamiento son del mismo tipo y, en otras, los restos de direccionamiento son diferentes. Cuando los restos de
direccionamiento son de diferentes tipos, se pueden dirigir a diferentes epitopos (ya sea superpuestos o no
superpuestos) en la misma proteina diana de la célula no deseada o se pueden dirigir a diferentes proteinas diana. En
situaciones en las que los restos de direccionamiento se dirigen a diferentes proteinas, la célula no deseada expresara
un antigeno que corresponde a cada uno de los dos tipos de restos diana, proporcionando una especificidad adicional
para este enfoque.

El resto de direccionamiento puede ser un anticuerpo o parte funcional del mismo. Por parte funcional, los
investigadores se refieren a cualquier fragmento de anticuerpo que conserva su actividad de unién a la diana en la
célula no deseada, tal como un scFv o VHH u otro fragmento funcional que incluya una inmunoglobulina desprovista
de cadenas ligeras, Fab, Fab', F(ab")2, Fv, fragmento de anticuerpo, diacuerpo, scAB, anticuerpo de cadena pesada
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de dominio Unico, anticuerpo de cadena ligera de dominio Unico, Fd, regiones CDR o cualquier porcién o secuencia
peptidica del anticuerpo que sea capaz de unirse al antigeno o epitopo. A menos que se indique especificamente
como "anticuerpo de longitud completa”, cuando la solicitud se refiere a un anticuerpo, incluye inherentemente una
referencia a una parte funcional del mismo.

Ciertas dianas de anticuerpo (con los ejemplos de tipos de células no deseadas entre paréntesis) pueden incluir:
Her2/Neu (neoplasias malignas epiteliales); CD22 (linfocitos B, autoinmunes o malignos); EpCAM (CD326) (neoplasias
malignas epiteliales); EGFR (neoplasias malignas epiteliales); PMSA (carcinoma de préstata); CD30 (neoplasias
malignas de linfocitos B); CD20 (linfocitos B, autoinmunes, alérgicos o malignos); ¢D33 (neoplasias malignas
mieloides); IgE de membrana (linfocitos B alérgicos); receptor de IgE (CD23) (mastocitos o linfocitos B en
enfermedades alérgicas), CD80 (linfocitos B, autoinmunes, alérgicos o malignos); CD86 (linfocitos B, autoinmunes,
alérgicos o malignos); CD2 (linfomas de linfocitos T o linfocitos NK); CA125 (canceres multiples, incluyendo carcinoma
de ovario); anhidrasa carbénica X (canceres multiples, incluyendo carcinoma de células renales); CD70 (linfocitos B,
autoinmunes, alérgicos o malignos); CD74 (linfocitos B, autoinmunes, alérgicos o malignos); CD56 (linfomas de
linfocitos T o linfocitos NK); CD40 (linfocitos B, autoinmunes, alérgicos o malignos); CD19 (linfocitos B, autoinmunes,
alérgicos o malignos); c-met/HGFR (neoplasias malignas del tracto gastrointestinal y hepéticas; TRAIL-R1 (neoplasias
malignas multiples incluyendo carcinoma de ovario y colorrectal); DRS (neoplasias malignas multiples incluyendo
carcinoma de ovario y colorrectal); PD-1 (linfocitos B, autoinmunes, alérgicos o malignos); PD1L (neoplasias malignas
multiples incluyendo adenocarcinoma epitelial); IGF-1R (la mayoria de las neoplasias malignas incluyendo
adenocarcinoma epitelial); VEGF-R2 (la vasculatura asociada a la mayoria de las neoplasias malignas incluyendo
adenocarcinomas epiteliales; antigeno de células madre prostaticas (PSCA) (adenocarcinoma de préstata); MUC1
(neoplasias malignas epiteliales); CanAg (tumores tales como carcinomas de colon y pancreas); mesotelina (muchos
tumores incluyendo mesotelioma y adenocarcinoma de ovario y pancreatico); P-cadherina (neoplasias malignas
epiteliales, incluyendo adenocarcinoma de mama); miostatina (GDF8) (muchos tumores incluyendo sarcoma y
adenocarcinoma de ovario y pancreatico); Cripto (TDGF1) (neoplasias malignas epiteliales incluyendo cénceres de
colon, mama, pulmén, ovario y pancreaticos); ACVRL 1/ALK1 (neoplasias malignas multiples incluyendo leucemias y
linfomas); MUCS5AC (neoplasias malignas epiteliales, incluyendo adenocarcinoma de mama); CEACAM (neoplasias
malignas epiteliales, incluyendo adenocarcinoma de mama); CD137 (linfocitos B o linfocitos T, autoinmunes, alérgicos
o malignos); CXCRA4 (linfocitos B o linfocitos T, autoinmunes, alérgicos o malignos); Neuropilina 1 (neoplasias malignas
epiteliales, incluyendo cancer de pulmén), Glipicanos (canceres multiples incluyendo canceres de higado, cerebro y
mama); HER3/EGFR (neoplasias malignas epiteliales); PDGFRa (neoplasias malignas epiteliales); EphA2 (cdnceres
multiples incluyendo neuroblastoma, melanoma, cancer de mama, y carcinoma de pulmén microcitico); CD38
(mieloma); CD138 (mieloma); a4-integrina (AML, mieloma, CLL, y la mayoria de los linfomas).

Los anticuerpos pueden incluir un anticuerpo anti-receptor del factor de crecimiento epidérmico tal como Cetuximab,
un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CD20 tal como Rituximab, un anticuerpo anti-CD22 tal como Inotuzumab,
G544 o0 BUS9, un anticuerpo anti-CD70, un anticuerpo anti-CD33 tal como hp67.6 o Gemtuzumab, un anticuerpo anti-
MUCI tal como GP1.4 y SM3, un anticuerpo anti-CD40, un anticuerpo anti-CD74, un anticuerpo anti-P- cadherina, un
anticuerpo anti-EpCAM , un anticuerpo anti-CD138, un anticuerpo anti-E-cadherina, un anticuerpo anti-CEA, un
anticuerpo anti-FGFR3 y un anticuerpo anti-a4-integrina tal como natalizumab.

La Tabla 2A proporciona ejemplos no limitantes de tipos de cancer, posibles restos diana y proteasas que son
expresadas por esos tipos de cancer. Para preparar un sistema de dos componentes, el cancer se puede identificar a
partir de la columna 1, una o dos dianas elegidas para el resto de direccionamiento (si se desea) y también una o dos
proteasas elegidas para el tipo de cancer (si se desea). Otras secciones de la presente solicitud discuten cuando usar
uno frente a dos restos de direccionamiento y uno frente a dos sitios de escisién de proteasa.

Tabla 2A: Coordinacién de tipo de cancer, dianas para resto de direccionamiento, y proteasas que pueden
escindir sitios de escisién
Cancer Dianas para resto de direccionamiento

Proteasas que pueden
escindir sitios de escisién
ADAM17, CD59, EpCAM, HER2, Integrina aV, Integrina aVp3,KLK3 (PSA), KLK4,

MCP-1, PCLA, PSCA, PSMA, RANKL, RG1, SLC44A4 STEAP-ADAM17, Catepsina B, uPA,
1, VEGF-C uPAR, HPN, ST14, TMPRSS2

Céncer de préstata

Cancer de mama

CA125, CCN1, CD44, CD98, c-RET, DLL4, EpCAM, Episialina,
GPNMB, HER2/neu, HERS3, IGF-1R, Integrina a6p4, LFL2, LIV-1,
Ly6E, MUC1, MUC18, NRP1, Fosfatidilserina, PRLR, TACSTD-
2, Tenascina C, TWEAKR, VANGL2, PD-L1, PD-L2

MMP2, MMP9, Catepsina L,
Catepsina K, Catepsina B,
MMP11, HPN, ST14, ADAM28

Mieloma

BCMA, IGF-1R, DKK-1, ICAM-1, CD138/Sindecano 1, CD38,
GRP78, FGFR3, SLAMFB, CD48, TfR(CD71) APRIL, CD40,
CD19, DR5, CXCR4

MMP2, MMP9, MMP1, MMP?7,
TMPRSS2, PRSS22, KLK11

Linforna de linfocitos|

B

CD20, CD22, CD19, CD37, CD70, HLA-DR, CD70b

ADAM?28, Catepsina B, MMP9
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(continuacién)

Tabla 2A: Coordinacion de tipo de cancer, dianas para resto de direccionamiento, y proteasas que pueden
escindir sitios de escisién

células renales

Cancer Dianas para resto de direccionamiento Proteasas que pueden
escindir sitios de escisién
Carcinoma deHER2/neu, EGFR, ALK, EphA2, GD2, EGFRVIII, ALK ST14, MMP9

Carcinoma gastrico

VEGFR-2, CLDN18, GCC, C242, HER2/neu, FGFR2, EpCAM,
GPR49, HERS, IGFR

MMP2, MMP9, Catepsina B,
uPA, uPAR

Glioblastoma

HER2/neu, EGFR, ALK, EphA2, GD2, EGFRvIII, ALK

MMP2, MMP9,

Linforna de linfocitos|
T

CD2, CD4, CD5, CD71, CD30

Catepsina B, Catepsina D,
MMP9

Linfoma de Hodgkin

CD30, CD40, IL-3Ra, CD30

Catepsina B

Céncer de pulmén

EGFR, IGF-1R, HERS, Integrina a5p1, antigeno de Lewis y/b,
EGFL7, TPBG, DKK-1, NaPi2b, flt4, cMet, CD71

Catepsina B, MMP2, MMP9,
ST14, ADAM17

Carcinoma
Pancreatico

SLC44A4, uPAR, MUC1, MUCH16, TACSTD-2, CEA, EphhA4,
mesotelina, EGFR, MUC13, MU5AC, AGF-1R, HERS, CD71

Catepsina B, ST14, ADAM28

Céncer de cabeza vy
cuello

EGFR, EpCAM, HER2

Catepsina B, ST14, ADAM17

Leucemia mieloidelCD33, CD133, CD123, CD45, CD98, c-Kit, Lewis Y, Siglec-15,ADAM17, Catepsina B, uPA,
aguda FLT-3 uPAR
Melanoma MUC18, CD40, GD2, CEACAM1, Cadherina-19, GM3, Integrina|Catepsina B, MMP9

a5p1, TYRP1, GD3, Integrina aV

Cancer de ovario

HER2/neu, EpCAM, CA125, DLL4, Integrina aV3, MUCS5A,
NaPi2B, Mesotelina, CLDN6

Catepsina B, MMP2, MMP9

Céncer de higado

Glipicano-3, FGFR4, ENPP3, PIVKA-Il, PLVAP, cMet, EpCAM

Catepsina B, MMP9

Carcinoma
Colorrectal

EGFR, Lewis y/b, Progastrina, GPR49, CEA, CLDN1, A33, CKS8,
Integrina aV, EpCAM, DLL4, EGFL7, FAP,

Catepsina S, Catepsina L,
Catepsina B, UuPA, UuPAR,

MMP2, MMP9, ST14

Por ejemplo, cuando los restos de direccionamiento en el primer y el segundo componentes son diferentes, la Tabla
2B proporciona un listado no limitante de restos de direccionamiento potenciales para usar en combinacién con tipos
de cancer en particular. En un sistema de dos componentes, un resto de direccionamiento podria estar presente para
el primer componente y opcionalmente puede estar presente un segundo resto de direccionamiento para el segundo
componente. Si solo el primer componente tiene un resto de direccionamiento o si el primer y el segundo componentes
tienen el mismo resto de direccionamiento, cualquier resto de direccionamiento enumerado en la columna 1 o en la
columna 2 de la tabla se puede usar cuando el tipo de cancer estd enumerado en la columna 3.

Tabla 2B: Restos de direccionamiento para uso en el sistema de dos componentes

Resto de

primer componente

direccionamiento para el

Resto de direccionamiento
opcional para el segundo
componente

Tipo de cancer

Anticuerpo frentea C
como Rituximab)

D20 (tal

IAnticuerpo frente a CD80 Linfoma

Anticuerpo frentea C
como Rituximab)

D20 (talAnticuerpo frente a CD22 (tal comolLinfoma
Inotuzumab)

Anticuerpo frentea C
como Rituximab)

D20 (tal

IAnticuerpo frente a CD70 Linfoma

Anticuerpo frente a HER2

IAnticuerpo frente a EpCAM

Neoplasias malignas epiteliales

Anticuerpo frente a EGFR
(tal como Cetuximab)

Anticuerpo frente a nucleo de
proteina mucina

Cancer de mama

Anticuerpo frente a EGFR
(tal como Cetuximab)

Anticuerpo frente a HER2

Neoplasias malignas epiteliales

Anticuerpo frente a EGFR
(tal como Cetuximab)

Receptor de anticuerpo frente a
transferrina

Gliomas

Anticuerpo frente a
gp95/gp97

Anticuerpo frente a p-glicoproteina

Melanomas resistentes a farmacos

Anticuerpo frente a TRAILA
R1

IAnticuerpo frente a DR5

neoplasias  malignas  mdltiples,
carcinoma de ovario y colorrectal

incluyendo

Anticuerpo frente a IL-4

Anticuerpo frente a IL-6

Linfomas y leucemia

Anticuerpo frente a CD19

Anticuerpo frente a CD22

Linfoma

Anticuerpo frente a PMSA

IAnticuerpo frente a PSCA

Carcinoma de préstata
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(continuacién)

Tabla 2B: Restos de direccionamiento para uso en el sistema de dos componentes

Resto de
direccionamiento para el
primer componente

Resto de direccionamiento
opcional para el segundo
componente

Tipo de cancer

ﬁ‘:;'ﬁgﬁ;go frente 2 ID_Anticuerpo frente a Cripto (TDGF1) |Neoplasias malignas epiteliales
Anticuerpo frente a CD74  |Anticuerpo frente a CD40 Linfomas

Anticuerpo frente a PD1L  |Anticuerpo frente a IGF-1R \Adenocarcinoma epitelial
Anticuerpo frente a CD38  |Anticuerpo frente a CD138 Mieloma

Anticuerpo frente a BCMA  |Anticuerpo frente a CD138 0 CD38 |Mieloma

Anticuerpo frente a CD33

Anticuerpo frente a CD133

Neoplasias malignas mieloides, por ejemplo, AML

Anticuerpo frente a CD33

Anticuerpo frente a CD123

Neoplasias malighas mieloides tal como AML

Anticuerpo frente a CD49d |Anticuerpo frente a CD33 Neoplasias malignas mieloides

Anticuerpo frente a PSMA  |Anticuerpo frente a PSCA Céncer de préstata

Anticuerpo frente a Glipicano

3 IAnticuerpo frente a cMet o EpCAM

Carcinoma hepatocelular

Anticuerpo frente a EpCAM |Anticuerpo frente a EGFR Céncer de pulmén

Anticuerpo frente a EpCAM |Anticuerpo frente a MUC1
Anticuerpo frente a Anticuerpo frente a EGFR
EpCAM

Anticuerpo frente a MUCA1
Anticuerpo frente a GD2
Anticuerpo frente a HER2

Céncer pancreatico
Carcinoma colorrectal

Carcinoma de ovario
Sarcoma
Cancer de mama

Anticuerpo frente a EGFR
Anticuerpo frente a HER2
Anticuerpo frente a HER3

Anticuerpo frente a IL-13R  |Anticuerpo frente a EGFR Céncer cerebral

También se desvela en donde el resto de direccionamiento no es un anticuerpo, pero es otro tipo de resto de
direccionamiento. Por ejemplo, un resto de direccionamiento puede ser una pareja de unién para una proteina
conocida por su expresién en la célula no deseada. Tales niveles de expresién pueden incluir sobreexpresién. Por
ejemplo, las siguientes parejas de unidén se pueden unir a las siguientes dianas en una célula no deseada:

Tabla 3: Parejas de unién que no son anticuerpos y dianas correspondientes
Pareja de unién Diana en célula no deseada

IL-2 Receptor de IL-2
IL-4 Receptor de IL-4
IL-6 Receptor de IL-6
a-MSH Receptor de MSH (receptor de hormona estimulante de

melanocitos)
TR (receptor de transferrina)

Transferrina

Acido félico FOLR (receptor 1 de folato) y/o FOLH1 (folato hidroxilasa)
EGF y/o TGFa EGFR (receptor de EGF)

PD1 PD-L1 y/o PD-L2

IL13 IL-13R (Glioblastoma)

Factor de células madre CXCR4
Factor de crecimiento similar a IalGFR
insulina (IGF)
CD40

CD40L

No es necesario que la pareja de unién comprenda la secuencia de longitud completa o de tipo silvestre para las
parejas de unidén que se enumeran en la Tabla 3. Todo lo que se requiere es que la pareja de unién se una a la diana
en la célula no deseada y, por lo tanto, puede incluir formas truncadas, analogos, variantes, y derivados que se
conocen bien en la técnica.

Ademas, la pareja de unién puede ser un aptdmero que es capaz de unirse a una proteina conocida por qué se expresa
en la célula no deseada. Los aptdmeros que se unen a células no deseadas, tales como células cancerosas, se
conocen bien y se conocen métodos para disefiarlos.

Para seleccionar un panel de aptameros especificos de células diana de una biblioteca de candidatos aleatorios se
pueden usar sistemas SELEX basados en células. Un conjunto de ADNss se puede disolver en tampén de unién y se
puede desnaturalizarse y a continuacién se puede incubar con células diana. Después del lavado, los ADN unidos se
pueden eluir calentando y a continuacién se pueden incubar con células negativas (si se desea), centrifugar y retirar
el sobrenadante. El sobrenadante se puede amplificar mediante PCR con cebadores marcados con biotina. EI ADNss
de sentido (codificante) seleccionado se puede separar de la hebra biotinilada antisentido (no codificante) usando
perlas revestidas con estreptavidina. Para aumentar la afinidad, se puede aumentar la fuerza del lavado aumentando
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el tiempo de lavado, el volumen de tampén y el nimero de lavados. Después de las rondas de seleccibén deseadas, el
conjunto de ADNss seleccionado se puede amplificar por PCR y se puede clonar en E. coli y secuenciar. Véase
Shangguan et al, Aptamers evolved from live cells as effective molecular probes for cancer study, PNAS 103
(32:11838-11843 (2006); Lyu et al., Generating Cell Targeting Aptamers for Nanotherapeutics Using Cell- SELEX,
Theranostics 6(9): 1440-1452 (2016), véase también Li et al., Inhibition of Cell Proliferation by an Anti-EGFR Aptamer,
PLoS One 6(6): 20229 (2011). Estas referencias describen enfoques especificos para disefiar aptameros y aptameros
especificos que se unen a células cancerosas.

Por ejemplo, un aptdmero puede comprender las SEQ ID NO: 94 a 164. En algunas realizaciones, un aptdmero puede
comprender la SEQ ID NO: 95. Estos aptameros estén dirigidos a EGFR y se proporcionan solo como representativos
de los aptdmeros que se pueden unir a las dianas presentadas en células no deseadas. Otros aptameros frente a
otras dianas en células no deseadas se describen en Zhu et al., Progress in Aptamer Mediated Drug Delivery Vehicles
for Cancer Targeting, Theranostics 4(9): 931-944 (2014).

Los aptdmeros para uso en el presente documento se pueden unir a la diana en la célula no deseada con una Kd en
el intervalo nanomolar a picomolar (tal como de 1 picomolar a 500 hanomolar o de 1 picomolar a 100 nanomolar).

B. Dominio de acoplamiento de linfocitos T

El agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido comprende un primer dominio de acoplamiento de linfocitos T que
es incapaz de acoplarse a un linfocito T solo. En su lugar, el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T es capaz
de actividad cuando se une a un segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T, que no es parte del agente de
acoplamiento de linfocitos T dirigido. Por lo tanto, el primer y el segundo dominios de acoplamiento de linfocitos T
puede ser cualquiera de dos restos que no tengan actividad de acoplamiento de linfocitos T solos, pero que la tienen
cuando se combinan entre si. En otras palabras, el primer y el segundo dominios de acoplamiento de linfocitos T son
mitades complementarias de una proteina activa funcional.

Cuando los dos dominios de acoplamiento de linfocitos T estan asociados juntos en el sistema de dos componentes,
se pueden unir al antigeno CD3 y/o al receptor de linfocitos T en la superficie del linfocito T, ya que estos activan los
linfocitos T. CD3 esta presente en todos los linfocitos T y consta de subunidades denominadas y, 6, £, Z, y n. La cola
citoplasméatica de CD3 es suficiente para transducir las sefiales necesarias para la activaciéon de los linfocitos T en
ausencia de los otros componentes del complejo receptor de TCR. Normalmente, la activacién de la citotoxicidad de
los linfocitos T depende en primer lugar de la unién del TCR con una proteina del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC), que a su vez se une a un antigeno extrafio, ubicado en una célula separada. En una
situacién normal, solamente cuando se ha producido esta unién inicial de TCR-MHC, puede resultar la cascada
significativa dependiente de CD3 responsable de la expansién clonal de los linfocitos T y, por Gltimo, de la citotoxicidad
de los linfocitos T. Sin embargo, en algunos casos, cuando el sistema de dos componentes se une a CD3 y/o al TCR,
la activacién de los linfocitos T citotéxicos en ausencia de TCR-MHC independiente se puede producir en virtud de la
reticulacién de las moléculas de CD3 y/o TCR imitando una formacién de sinapsis inmunitaria. Esto significa que los
linfocitos T se pueden activar por via citotéxica de una manera clonalmente independiente, es decir, de una manera
que es independiente del clon de TCR especifico portado por el linfocito T. Esto permite la activacién de todo el
compartimento de los linfocitos T en lugar de solo los linfocitos T especificos de una determinada identidad clonal.

En una divulgacién, el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VH y el segundo dominio de
acoplamiento de linfocitos T es un dominio VL. En otra divulgacién, el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T
es un dominio VL y el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VH. En tales divulgaciones,
cuando se emparejan juntos, el primer y el segundo dominios de acoplamiento de linfocitos T pueden comprender un
scFv.

Si el primer y el segundo dominios de acoplamiento de linfocitos T son un par de dominios VH y VL, los dominios VH
y VL pueden ser especificos para un antigeno expresado en la superficie de un linfocito T, tal como CD3 o TCR. Si el
antigeno es CD3, un dominio de acoplamiento de linfocitos T potencial se puede obtener a partir de muromonab.

C. Pareja de unién inerte

El agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido también comprende al menos una pareja de unién inerte capaz de
unirse al primer dominio de acoplamiento de linfocitos T y evitar que se una a un segundo dominio de acoplamiento
de linfocitos T a menos que se produzcan ciertas condiciones. Cuando el primer dominio de acoplamiento de linfocitos
T esta unido a la al menos una pareja de unién inerte, no tiene una actividad de acoplamiento de linfocitos T. En otras
palabras, la al menos una pareja de unién inerte paraliza la funcién del primer dominio de acoplamiento de linfocitos
T bloqueando la unién de su par complementario (el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T) y evitando que
los dos dominios se unan juntos para tener una actividad de acoplamiento de linfocitos T. En otras palabras, la pareja
de unién inerte se une al primer dominio de acoplamiento de linfocitos T de modo que el primer dominio de
acoplamiento de linfocitos T no se una al segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T a menos que se retire la
pareja de unién inerte. Al no unirse, la aplicacién no excluye la unién inespecifica o bajos niveles de unién (por ejemplo,
<1 %, <5%, <10 %).
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La pareja de unién inerte se puede unir especificamente al dominio de acoplamiento de linfocitos T.

La al menos una pareja de unién inerte puede ser un dominio VH o VL. Cuando el dominio de acoplamiento de linfocitos
T en el agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido es un dominio VH, la pareja de unién inerte puede ser un
dominio VL y cuando el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VL, la pareja de unién inerte
puede ser un dominio VH.

Si un primer componente comprende un resto de direccionamiento y un dominio de acoplamiento de linfocitos T de VL
y una pareja de unién inerte de VH, la pareja de unién inerte de VH puede tener una constante de disociacién de
equilibrio para unirse al dominio de acoplamiento de linfocitos T de VL, que es mayor que la constante de disociacién
de equilibrio del dominio de acoplamiento de linfocitos T de VL para su pareja de dominio de acoplamiento de linfocitos
T de VH en el segundo componente. La frase anterior puede ser igualmente cierta cuando VH se cambia por VL y
viceversa.

Basandose en la evidencia empirica de los ejemplos, se cree que el uso de la pareja de unién inerte como pareja de
emparejamiento incorrecto con el dominio de acoplamiento de linfocitos T en el constructo da como resultado
constructos que son més estables y mas faciles de fabricar.

D. Sitio de escisién

En el presente documento también se desvela Unicamente como referencia que, el sitio de escisién se puede (i)
escindir mediante una enzima expresada por las células no deseadas; (ii) escindir por medio de una reaccién de
escisién sensible al pH dentro de la célula no deseada; (iii) escindir mediante una reaccién de escisién dependiente
de complemento; o (iv) escindir mediante una proteasa que est4 colocalizada en la célula no deseada mediante un
resto de direccionamiento que es igual o diferente al resto de direccionamiento en el agente. En el contexto de la
invencién, el sitio de escisiéon es un sitio de escisién de proteasa.

Los sitios de escisién funcionan para liberar la pareja de unién inerte del primer dominio de acoplamiento de linfocitos
T. Los sitios de escisién pueden funcionar de diferentes maneras para liberar la pareja de unién inerte de los epitopos
de linfocitos T del primer dominio de acoplamiento de linfocitos T en el microentorno de las células no deseadas. La
escisién se puede producir dentro de la célula no deseada o fuera de la célula no deseada, dependiendo de la
estrategia empleada. Si la escisién se produce fuera de la célula no deseada, el dominio de acoplamiento de linfocitos
T se puede presentar sin internalizarse primero en una célula y acoplarse en las rutas cléasicas de procesamiento de
antigenos.

Al menos un sitio de escision se puede escindir mediante una enzima expresada por las células no deseadas. Se sabe
que las células cancerosas, por ejemplo, expresan ciertas enzimas, tales como proteasas, y estas se pueden emplear
en esta estrategia para escindir el sitio de escision del agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido. A modo de
ejemplo no limitante, la catepsina B escinde FR, FK, VA y VR entre otros; la catepsina D escinde PRSFFRLGK (SEQ
ID NO: 45), ADAM28 escinde KPAKFFRL (SEQ ID NO: 1), DPAKFFRL (SEQ ID NO: 2), KPMKFFRL (SEQ ID NO: 3)
y LPAKFFRL (SEQ ID NO: 4); y MMP2 escinde AIPVSLR (SEQ ID NO: 46), SLPLGLWAPNFN (SEQ ID NO: 47),
HPVGLLAR (SEQ ID NO: 48), GPLGVRGK (SEQ ID NO: 49), y GPLGLWAQ (SEQ ID NO: 50), por ejemplo. También
se pueden emplear otros sitios de escision enumerados en las Tablas 1A o 2A. Los sitios de escisiéon de proteasa y
las proteasas asociadas con el cancer se conocen bien en la técnica. Oncomine (W, Gneeming. oig) es una base de
datos de expresidén génica del cancer en linea, por lo que cuando el agente que se desvela en el presente documento
es para tratar el cancer, la persona con experiencia puede buscar en la base de datos Oncomine para identificar un
sitio de escisién de proteasa en particular (o dos sitios de escisién de proteasa) que sera apropiado para tratar un tipo
de céncer dado Las bases de datos alternativas incluyen el European B|0|nformat|c Institute KL en
particular fwway ghi ag ko). Las bases de datos de proteasas incluyen PMAP {wwaw i © 1}, corte peptidico
ExPASy (ca expasy org/tools/peptldecutter) y PMAP.Cut DB (cutdb.burnham. org)

En el presente documento también se desvela Unicamente como referencia que, al menos un sitio de escisién se
puede escindir por medio de una reaccién de escisién sensible al pH dentro de la célula no deseada. Si el agente de
acoplamiento de linfocitos T dirigido se internaliza en la célula, la reaccién de escisién se puede producir dentro de la
célula y se puede desencadenar por un cambio en el pH entre el microentorno fuera de la célula no deseada y el
interior de la célula. Especificamente, se sabe que algunos tipos de céncer tienen entornos acidos en el interior de las
células cancerosas. Este enfoque se puede emplear cuando el tipo de célula no deseada interior tiene un pH
caracteristicamente diferente del microentorno extracelular, tal como particularmente el glicocaliz. Dado que la escisién
por pH se puede producir en todas las células de las lisozimas, la seleccién de un agente de direccionamiento, cuando
se usa un sitio de escisidén sensible al pH, puede requerir, cuando se desee, mas especificidad. Por ejemplo, cuando
se usa un sitio de escisién sensible al pH, se puede desear un agente de direccionamiento que se una solo o muy
preferentemente a las células cancerosas (tal como, por ejemplo, un anticuerpo que se une a la mesotelina para el
tratamiento del cancer de pulmén).

En el presente documento también se desvela Unicamente como referencia que, al menos un sitio de escisién se
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puede escindir mediante una reaccién de escisién dependiente de complemento. Una vez que los agentes de
acoplamiento de linfocitos T dirigidos se unen a la célula no deseada, se puede activar la cascada del complemento
del paciente. En tal caso, la cascada del complemento también se puede usar para escindir la pareja de unién inerte
del primer dominio de acoplamiento de linfocitos T mediante el uso de un sitio de escisién sensible a una proteasa del
complemento. Por ejemplo, C1r y C1s y las convertasas C3 (C4B,2a y C3b,Bb) son serina proteasas. C3/C5 y C5
también son proteasas del complemento. También se pueden usar proteinas de unién asociadas a manosa (MASP),
serina proteasas que también participan en la cascada del complemento y son responsables de la escisién de C4 y
C2 en C4b2b (una convertasa C3). Por ejemplo, y sin limitacién, C1s escinde YIGrSYKV y MQLGRX. Se cree que
MASP2 escinde SLGRKIQI. Se cree que el componente del complemento C2a y el factor del complemento Bb
escinden GLARSNLDE.

En el presente documento también se desvela Unicamente como referencia que, al menos un sitio de escisién se
puede escindir mediante una proteasa que esta colocalizada en la célula no deseada mediante un resto de
direccionamiento que es igual o diferente al resto de direccionamiento en el agente de acoplamiento de linfocitos T
dirigido. Por ejemplo, cualquier proteasa se puede dirigir simultdneamente al microentorno de las células no deseadas
conjugando la proteasa con un agente de direccionamiento que suministra la proteasa a esa ubicacién. El agente de
direccionamiento puede ser cualquier agente de direccionamiento que se describe en el presente documento. La
proteasa se puede fijar al agente de direccionamiento mediante un péptido o conector quimico y puede mantener
suficiente actividad enzimética cuando se une al agente de direccionamiento.

Tanto el primer componente como el segundo componente pueden presentar emparejamiento incorrecto con una
pareja de unién inerte. En una divulgacién, el sitio de escisién de proteasa en el primer componente y en el segundo
componente es el mismo iguales. En otra divulgacién, los sitios de escisién de proteasa en el primer componente y en
el segundo componente son diferentes sitios de escisién para la misma proteasa. En otra divulgacién, los sitios de
escisién de proteasa en el primer componente y en el segundo componente son sitios de escisién para diferentes
proteasas. En algunas divulgaciones que emplean dos proteasas diferentes, la célula no deseada expresa ambas
proteasas.

En una divulgacién, en un primer componente, la pareja de unién inerte en un estado no escindido interfiere con la
unién especifica de un dominio de acoplamiento de linfocitos T, VL o VH, a su pareja de dominio de acoplamiento de
linfocitos T, VH o VL, respectivamente, en un segundo componente. En una divulgacion, la pareja de unién inerte en
un estado no escindido inhibe la unién del dominio de acoplamiento de linfocitos T, VL o VH, a su pareja de dominio
de acoplamiento de linfocitos T, VH o VL, respectivamente, en un segundo componente de modo que la constante de
disociacién (Kd) del dominio de acoplamiento de linfocitos T, VL o VH, para su pareja de dominio de acoplamiento de
linfocitos T, VH o VL, respectivamente, en un segundo componente en un estado no escindido sea al menos 100 veces
mayor que la Kd del dominio de acoplamiento de linfocitos T, VL o VH, para su pareja de dominio de acoplamiento de
linfocitos T, VH o VL, respectivamente, en un segundo componente en estado escindido.

E. Conectores

Ademas del sitio de escisién, opcionalmente se pueden usar conectores para unir las partes separadas de los agentes
de acoplamiento de linfocitos T dirigidos juntas. Por conector, los investigadores incluyen cualquier resto quimico que
una estas partes. En algunas realizaciones, los conectores pueden ser conectores flexibles. Los conectores incluyen
péptidos, polimeros, nucleétidos, éacidos nucleicos, polisacaridos y especies orgéanicas lipidicas (tal como
polietilenglicol). En algunas realizaciones, el conector es un conector peptidico. Los conectores peptidicos pueden
tener una longitud de aproximadamente 2-100, 10-50 o 15-30 aminoé&cidos. En algunas realizaciones, los conectores
peptidicos pueden tener al menos 10, al menos 15 o al menos 20 aminoéacidos de longitud y no mas de 80, no mas de
90 o no mas de 100 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, el conector es un conector peptidico que tiene
una secuencia o secuencias GGGGS (SEQ ID NO: 85), GGGS (SEQ ID NO: 86), GS (SEQ ID NO: 87), GSGGS (SEQ
ID NO: 88), GGSG (SEQ ID NO: 89), GGSGG (SEQ ID NO: 90), GSGSG (SEQ ID NO: 91), GSGGG (SEQ ID NO: 92),
GGGSG (SEQ ID NO: 93), y/o GSSSG (SEQ ID NO: 94) unicas o de repeticién.

En algunas realizaciones, el conector es un conector de maleimida (MPA) o SMCC.
F. Métodos de fabricacién

Los agentes de acoplamiento de linfocitos T dirigidos, como se describe en el presente documento, se pueden fabricar
usando técnicas de ingenieria genética. Especificamente, un acido nucleico se puede expresar en un hospedador
adecuado para producir un agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido. Por ejemplo, se puede preparar un vector
que comprenda una secuencia de acidos nucleicos que codifique el agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido
incluyendo todas sus partes componentes y conectores y ese vector se puede usar para transformarse en una célula
hospedadora apropiada.

En el vector también se pueden usar diversos elementos reguladores, dependiendo de la naturaleza del hospedador

y la forma de introduccién del acido nucleico en el hospedador, y, si se desea, el mantenimiento o la integracién
episémica.
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También se pueden emplear técnicas de enlace quimico, tales como el uso de conectores de maleimida o SMCC.

En los casos en los que la pareja de unién es un aptamero, una persona con experiencia habitual en la materia podria
comprender cdmo conjugar un aptdmero con una proteina, es decir, el dominio de acoplamiento de linfocitos T. Los
aptédmeros se pueden conjugar usando un enlace tiol u otras quimicas de conjugacién estandar. Un grupo maleimido,
succinimido o SH se puede afiadir al aptdmero para unirlo al dominio de acoplamiento de linfocitos T.

Il. Composiciones farmacéuticas

Los agentes de acoplamiento de linfocitos T dirigidos se pueden emplear como composiciones farmacéuticas. Como
tales, se pueden preparar junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Si se desea la administracién

parenteral, por ejemplo, los agentes de acoplamiento de linfocitos T dirigidos se pueden proporcionar en agua para
Inyeccién estéril, sin pirégenos o solucién salina estéril, sin pirégenos. Alternativamente, los agentes de acoplamiento
de linfocitos T dirigidos se pueden proporcionar en forma liofilizada para resuspensién con la adicién de un vehiculo
liquido estéril.

lll. Métodos de tratamiento
A. Reduccién de células no deseadas, direccionamiento de la respuesta inmunitaria y tratamiento del cancer

Los agentes de acoplamiento de linfocitos T dirigidos que se describe en el presente documento se pueden usar en
un método de tratamiento de una enfermedad en un paciente caracterizada por la presencia de células no deseadas
que comprende administrar un sistema de dos componentes que comprende al menos un agente de acoplamiento de
linfocitos T dirigido y un segundo componente al paciente, ya que cada uno de los componentes se ha descrito en
detalle de varias formas anteriormente. Ademas, los agentes que se describen en el presente documento también se
pueden usar en un método para dirigir la propia respuesta inmunitaria del paciente a células no deseadas que
comprende administrar un sistema de dos componentes al paciente.

La cantidad de agente administrado al paciente la puede elegir el médico del paciente para proporcionar una cantidad
eficaz para tratar la afeccién en cuestién. El primer componente y el segundo componente del sistema de dos
componentes se pueden administrar en la misma formulacién o en dos formulaciones diferentes dentro de un periodo
de tiempo suficientemente cercano para que sean activos en el paciente.

El paciente que recibe el tratamiento puede ser un ser humano. El paciente puede ser un primate o cualquier mamifero.
Alternativamente, el paciente puede ser un animal, tal como un animal domesticado (por ejemplo, un perro o un gato),
un animal de laboratorio (por ejemplo, un roedor de laboratorio, tal como un ratén, rata o conejo) o un animal importante
en agricultura (tal como caballos, bovinos, ovinos o caprinos).

La afeccién caracterizada por células no deseadas puede incluir cancer. El cancer puede ser una neoplasia maligna
sélida o no sélida. El cancer puede ser un tumor sélido en donde el tumor sélido no es un Linfoma. El cancer puede
ser cualquier cancer tal como cancer de mama, cancer de ovario, cancer de endometrio, cadncer de cuello uterino,
cancer de vejiga, cadncer renal, melanoma, cancer de pulmén, cancer de prostata, cancer testicular, cancer de tiroides,
cancer de cerebro, cancer de esé6fago, cancer gastrico, cancer pancreatico, cancer colorrectal, cancer de higado,
leucemia, mieloma, linfoma no Hodgkin, linfoma de Hodgkin, leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblastica aguda,
leucemia linfoblastica crénica, trastorno linfoproliferativo, trastorno mielodisplasico, enfermedad mieloproliferativa y
enfermedad premaligna.

El sistema de dos componentes se puede administrar solo o en conjunto con otras formas de terapia, incluyendo
cirugia, radiacién o quimioterapia tradicional.

Ejemplos

Ejemplo 1. Preparacion de constructos

En los ejemplos se prepararon y usaron diversos constructos, tanto de control como experimentales.

A. Constructos biespecificos de scFv de cadena dnica

En la presente solicitud se usé un constructo de scFv de cadena Unica para que sirviera como control positivo. El
constructo 6245 (SEQ ID NO: 165) se prepard como un anticuerpo biespecifico que comprende un scFv anti-EPCAM
y un scFv anti-CD3E. Este constructo no comprende ningiin emparejamiento incorrecto con una pareja de unién inerte

y tiene restos tanto de direccionamiento activo como de acoplamiento de linfocitos T.

B. Constructos de sistemas de dos componentes escindidos previamente que usan un scFv de
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direccionamiento

Los constructos 6246 (SEQ ID NO: 166) y 6247 (SEQ ID NO: 167) son constructos escindidos previamente
complementarios en un sistema de dos componentes. Por escindido previamente, la descripcién se refiere a un
constructo con un resto de direccionamiento funcional y un resto de acoplamiento de linfocitos T no emparejado (es
decir, uno que no tiene un emparejamiento incorrecto con una pareja de unién inerte y uno que tampoco esté
emparejado todavia con su pareja correcta para formar un complejo de acoplamiento de linfocitos T funcional). Ambos
constructos comprenden un scFv anti-EPCAM. El constructo 6246 comprende un dominio VH anti-CD3E, mientras
que el constructo 6247 comprende un dominio VL anti-CD3E. Ninguna construccién contiene una pareja de unién
inerte como pareja de emparejamiento incorrecto.

C. Constructos de sistema de dos componentes que usan un scFv de direccionamiento y un dominio de
acoplamiento de linfocitos T emparejado incorrectamente con una pareja de unién inerte, asi como un sitio

de escision de proteasa para liberar la pareja de unién inerte

Los constructos 6248 (SEQ ID NO: 168) y 6249 (SEQ ID NO: 169) son constructos complementarlos en un sistema
de dos componentes. Ambos constructos comprenden un scFv anti-EPCAM. El constructo 6248 comprende un
dominio VH anti-CD3E unido mediante un conector de 25-meros que tiene un sitio de escisién de MMP2 (AIPVSLR
(SEQ ID NO: 46)) a un dominio VL de pareja de unién inerte de gantenerumab. El constructo 6249 comprende un
dominio VL anti-CD3E unido mediante un conector de 25-meros que tiene un sitio de escisién de MMP2 (AIPVSLR
(SEQ ID NO: 46)) a un dominio VH de pareja de unién inerte del anticuerpo alfa-MUC1-1 de clon.

D. Constructos de sistema de dos componentes con un resto de direccionamiento, y un dominio de
acoplamiento de linfocitos T emparejado incorrectamente con una pareja de unién inerte sin un sitio de
escision de proteasa para liberar la pareja de unién inerte

Los constructos 9327 (SEQ ID NO: 170) y 9328 (SEQ ID NO: 171) son constructos de sistema de los componentes
que usan un dominio de direccionamiento de scFv; sin embargo, no tienen un sitio de escisién de proteasa para liberar
la pareja de unién inerte que sirva como resto de emparejamiento incorrecto. Ambos constructos comprenden un scFv
anti-EpCAM para dirigir los constructos a las células no deseadas que expresan EpCAM. El constructo 9327
comprende un dominio VH anti-CD3E unido por un conector de 25-meros que no tiene un sitio de escisiéon de proteasa
correspondiente a una proteasa usada en los ejemplos a un dominio VL de pareja de unién inerte de gantenerumab.
El constructo 9328 comprende un dominio VI anti-CD3E unido por un conector de 25-meros que no tiene un sitio de
escisién de proteasa correspondiente a una proteasa usada en los ejemplos a un dominio Vh de pareja de unién inerte
del anticuerpo alfa-MUC1-1 clon.

Dado que estos constructos no tienen un sitio de escisién de proteasa correspondiente a una proteasa usada en los
ejemplos, la pareja de unidén inerte permanecera unida al constructo, evitando que los dos posibles componentes
complementarios del sistema de dos componentes se unan para crear un scFv anti-CD3E activo.

E. Constructos que proporcionan diferentes restos de direccionamiento

Los constructos 9329 (SEQ ID NO: 172) y 9330 (SEQ ID NO: 173) proporcionan diferentes restos de direccionamiento.
Se pretendia usar estos constructos en sistemas de dos componentes donde un constructo se dirige a un primer
antigeno en una célula cancerosa y el segundo constructo se dirige a un segundo antigeno en la misma célula
cancerosa. Dado que el tamafio relativo de los restos de direccionamiento de scFv y VHH son similares, se pretendia
que estos constructos se "mezclaran y emparejaran” con los constructos emparejables que tienen un dominio VL anti-
CD3E.

El constructo 9329 comprende una secuencia de VHH anti-glipicano-3. También comprende un dominio VH anti- CD3E
unido por un conector de 25-meros que comprende un sitio de escisién de MMP2 (AIPVSLR (SEQ ID NO: 46)) a un
dominio VL de pareja de unidn inerte de gantenerumab.

El constructo 9330 comprende un scFv anti-SDC1 de indatuximab como resto de direccionamiento. También
comprende un dominio VH anti-CD3E unido por un conector de 25-meros que comprende un sitio de escision de
MMP2 (AIPVSLR (SEQ ID NO: 46)) a un dominio VL de pareja de unidn inerte de gantenerumab.

F. Constructos biespecificos de VHH/scFv

Los constructos 9332 (SEQ ID NO: 174) y 9333 (SEQ ID NO: 175) son constructos biespecificos de VHH/scFv que
comprenden una porcién de VHH anti-EGFR y una porcién de scFv anti-CD3E. Estos dos constructos no comprenden
un dominio de unién de inserto.

G. Constructos de sistema de dos componentes que usan un dominio VHH de direccionamiento, un dominio
de acoplamiento de linfocitos T emparejado incorrectamente con una pareja de unién inerte y que comprende
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un sitio de escisién de proteasa para liberar la pareja de unién inerte

Los constructos 9334 (SEQ ID NO: 176) y 9335 (SEQ ID NO: 177) son constructos de sistemas de dos componentes
complementarios que usan un dominio VHH de direccionamiento. Ambos constructos comprenden un dominio VHH
anti-EGFR para dirigirse a las células no deseadas que expresan EGFR. El constructo 9334 comprende un dominio
VH anti-CD3E unido por un conector de 25 meros que tiene un sitio de escision de MMP2 (AIPVSLR (SEQ ID NO: 46))
a un dominio VL de pareja de unién inerte de gantenerumab. El constructo 9335 se prepar6é comprendiendo un dominio
VH anti-CD3E unido por un conector de 25-meros que tiene un sitio de escisién de MMP2 (AIPVSLR (SEQ ID NO:
46)) a un dominio VH de pareja de unién inerte del anticuerpo alfa-MUC1-1 de clon.

Por lo tanto, como resumen, los constructos son los que se proporcionan en la Tabla 4, con mas detalles y secuencias
proporcionadas anteriormente en la Tabla 1B, con IBD representando la pareja de unién inerte.

Tabla 4: Sumario de constructos
N.° Resto de;Resto de acoplamiento;IBD? 4 Escisién? |;Con qué se empareja?
Direccionamiento |de linfocitos T?
6245 |scFv anti-EpCAM scFv anti-CD3E sin IBD, sin escision [No es necesario emparejamiento para
la actividad de TCE (control positivo)
6246 |scFv anti-EPCAM VH anti-CD3E sin IBD, sin escisién [se empareja con al menos 6247
6247 |scFv anti-EPCAM VL anti-CD3E sin IBD, sin escisién [se empareja con al menos 6246
6248 |scFv anti-EPCAM VH anti-CD3E sitio de escisibn delse empareja con al menos 6249
MMP2 y VL inerte
6249 |scFv anti-EPCAM VL anti-CD3E sitio de escisibn delse empareja con al menos 6248
MMP2 y VH inerte
9327 |scFv anti-EpCAM VH anti-CD3E sin sitio de escisién yjno se puede emparejar facilmente con
VL inerte 9328 porque no tiene sitio de escisién
(control negativo)
9328 |scFv anti-EpCAM VL anti-CD3E sin sitio de escisién yjno se puede emparejar facilmente con
VH inerte 9327 porque no tiene sitio de escisién
(control negativo)
9329 |VHH anti-Glipicano 3 |VH anti-CD3E sitio de escisibn de'mezclar y emparejar’ con constructos
MMP2 y VL inerte emparejables que tienen un dominio
VL anti-CD3E
9330 |scFv anti-SDC1 delVH anti-CD3E sitio de escisibn de'mezclar y emparejar’ con constructos
indatuximab MMP2 y VL inerte emparejables que tienen un dominio
VL anti-CD3E
9332 |VHH anti-EGFR|scFv anti-CD3E sin IBD, sin escisién [no es necesario emparejamiento para
(7D12) la actividad de TCE (control positivo)
9333 |VHH anti-EGFR (9D8)scFv anti-CD3E sin IBD, sin escisién [no es necesario emparejamiento para
la actividad de TCE (control positivo)
9334 |VHH anti-EGFR VH anti-CD3E sitio de escisibn delse empareja con al menos 9335
MMP2 y VL inerte
9335 |VHH anti-EGFR VL anti-CD3E sitio de escisibn delse empareja con al menos 9334
MMP2 y VH inerte

H. Preparacién y almacenamiento de todos los constructos

Los constructos se generaron mediante DNA2.0 (Newark, California) y se expresaron en células HEK293T. Se
disefiaron oligonucleétidos monocatenarios para cubrir una secuencia especifica con una etiqueta de hexahistidina C-
terminal para ayudar con la purificacién en direcciéon descendente. Los oligonucleétidos se sintetizaron por via quimica
y a continuacién se ensamblaron usando una variedad de protocolos patentados dependiendo de las caracteristicas
de la secuencia. En algunos casos, se usé PCR independiente del molde. En algunos casos, se ensamblaron
secuencias mas pequefias para crear secuencias mas grandes mediante el uso de digestibn con enzimas de
restriccion estandar y ensamblaje mediado por ligasa. A continuacién, los oligonucleétidos ensamblados se clonaron
en plasmidos de E. coli estandar y la secuencia bicatenaria completa se verificé mediante secuenciacién automética
de Sanger en el hardware ABI. Los constructos se expresaron mediante transfeccién transitoria en células HEK293T
a una escala de 150 ml y los fragmentos de anticuerpos se purificaron usando cromatografia de afinidad.

Antes de que comenzaran los experimentos, los constructos se descongelaron en hielo y se dividieron en alicuotas en
condiciones estériles en tubos de baja unién a proteinas. Las alicuotas se almacenaron a - 80 °C hasta que se
requirieron. Las alicuotas se descongelaron en hielo inmediatamente antes de su uso. Se usaron alicuotas durante un
méaximo de cinco ciclos de congelacién-descongelacién.

Ejemplo 2. Fabricacién de constructo de evaluacién
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A. Figura 5A: Evaluacién de constructos mediante SDS PAGE y tincidn con azul de Coomassie

Las alicuotas de anticuerpo descongelaron en hielo, y se diluyeron en Tris 25 mM a pH 7,4 hasta una concentracién
final de 2,0 mg/ml. Si los constructos tuvieran una dilucién mayor que la mencionada, se podria omitir la etapa de
dilucién. A cada muestra se afiadié un volumen apropiado de 6X tampédn de muestra en gel (Tris 0,5 M a pH 6,8, SDS
al 12 % (p/v), glicerol al 25 % (v/v), EDTA 5 mM, N-etiimaleimida 200 mM), que a continuacién se calenté a 90 °C
durante 10 minutos.

Se desarrollaron 10 pg de cada constructo en un gel de gradiente al 4-20 % fabricado previamente. Una vez
desarrollados, los geles se fijaron durante 30 minutos en tampén de tincidén (acido acético al 10 %, metanol al 50 %
(viv) y dH20 al 40 % (v/v)) y a continuacién se hizo tincién durante 2 horas con azul de Coomassie R-250 (0,25 % en
tampén de tincidn), seguido de destefiido de 2 a 3 horas en tampén de tincién con varios cambios de tampdn si fuera
necesario. Los geles se almacenaron en 4cido acético al 7 % (v/v) antes de la documentacion.

Los resultados se muestran en la Figura 5A. Esto muestra que las proteinas se han preparado y tienen una pureza
muy alta, junto con la masa molecular correcta predicha por su secuencia.

B. Figura 5B

En la Figura 5B se evaluaron constructos adicionales. El método usado para la Figura 5A se us6 para 5B.

Los constructos 6245 (el constructo biespecifico que no requiere emparejamiento), 6248 y 6248 (constructos
emparejables con una pareja de unién inerte y un sitio de escision de MMP2) se produjeron de forma adecuada. Los
constructos 6246 y 6247 (que no contienen una pareja de unién inerte) se produjeron con rendimientos bajos y se cree

que son inestables. Es probable que el emparejamiento de VH/VL sea importante para la estabilidad del fragmento.

Por lo tanto, los investigadores creen que los constructos con emparejamientos incorrectos con una pareja de unién
inerte son més estables y mas faciles de fabricar.

C. Rendimiento

El rendimiento de los constructos evaluados en la Figura 5B fue el que sigue a continuacion:

Tabla 5: Rendimientos

Constructo |Rendimiento (mg) |
6245 13,29

6246 0,57

6247 3,24

6248 17,54

6249 43,52

Ejemplo 3. Evaluacién de la expresion de FNy en linfocitos T mezclados con lineas de células tumorales y
tratados con diversos constructos

Las preparaciones de constructos individuales y constructos mixtos se sometieron a ensayo para determinar su
expresion de FNy para probar la capacidad de los constructos complementarios en un sistema de dos componentes
para provocar una respuesta de linfocitos T.

Antecedentes de los ensayos de FNy en general: Se sabe que la expresiéon de marcadores de citoquinas /n vitro,
tal como la expresiéon de FNy, tiene un valor predictivo para las respuestas de los linfocitos T y, por lo tanto, predice
resultados in vivo. Como se describe en Ghanekar et al., Clin Diag Lab Immunol j8(3): 628-31 (2001), la expresidn de
FNy en linfocitos T CD8+ medida por citometria de flujo de citoquinas (CFC) es un marcador sustituto para la respuesta
de linfocitos T citotéxicos. Ghanekar en 628. Algunos trabajos anteriores demostraron que existe una fuerte correlacién
entre la expresién de FNy por los linfocitos T CD8+ y la actividad de las células efectoras CTL. Ghanekar en 630.
Algunos trabajos anteriores muestran que el uso de datos sobre la expresién de FNy permite una mayor precisién en
la evaluacién de las respuestas de los linfocitos T CD8+ en un entorno clinico. /d. en 631. Esto demuestra que se
sabia que los ensayos de expresién de citoquinas en el presente documento tenian un valor predictivo para las
respuestas in vivo y clinicas. Aunque los métodos del presente documento no siguen las etapas

exactas del método de Ghanekar porque hay multiples formas de evaluar la expresién de FNy, Ghanekar demuestra
que la expresién de FNy es una aproximacién para la actividad de los linfocitos T.
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Cultivo de lineas de linfocitos T: En los ensayos de FNy se usaron linfocitos T citotéxicos y se cultivaron en medio
RPMI-1640 que contenia L-glutamina 4,0 mM, penicilina y estreptomicina al 1 %, FBS inactivado por calor al 10 %,
suero humano inactivado por calor al 1 % (suero AB combinado, TCS Bioscience) y 1.000 U/ml de IL-2. Las células
se mantuvieron a una densidad de 1-2 x 10° células/ml y se alimentaron reemplazando tres cuartos del medio cada
48 horas. Se generaron originalmente mediante la adicién de 10 ug de péptido NLVPMVATY viral restringido por HLA-
A*0201 a 10 millones de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un donante + para HLA-A * 0201.
Las células se cultivaron en medio RPMI-1640 que contenia L-glutamina 4,0 mM, penicilina y estreptomicina al 1 %,
FBS inactivado por calor al 10 % y suero humano inactivado por calor al 1 % (suero AB combinado, TCS Bioscience)
durante cuatro dias antes de cambiar el medio para que incluyera 1000 U/ml de IL-2. Los linfocitos T eran
predominantemente linfocitos T CD8+ con una pequefia cantidad de linfocitos T CD4+ también.

Cultivo de lineas celulares tumorales: Se usaron las siguientes lineas celulares: SW620, MCF-7, SNU398 y U266.
Las células se cultivaron en DMEM que contenia FBS al 10 %, y solucién de penicilina/estreptomicina al 1 % excepto
las células SNU398 y U266 que se cultivaron en medio RPMI-1640 que contenia FBS inactivado por calor al 10 %,
glutamina 2 mM y solucién de penicilina/estreptomicina al 1 %. Las células SW620 se obtienen a partir de una
metéastasis de cancer de colon humano. Las células MCF-7 se obtienen a partir de un sitio metastésico de cancer de
mama humano (derrame pleural). Las células SNU398 se obtienen a partir de un paciente con carcinoma hepatocelular
anaplasico humano en 1990. Las células U266 se obtienen a partir de un paciente con mieloma multiple masculino
que secreta IgE.

Impacto de los constructos en la produccién de FNy: Las lineas de células adherentes se sembraron en placas de
96 pocillos (100.000 células por pocillo) durante al menos 16 horas. Las células no adherentes (100.000 células por
pocillo) se sembraron en placas el dia del experimento centrifugando el cultivo a 400 x g durante 5 minutos y
resuspendiendo las células en medio de linfocitos T. Se afiadieron 20.000 linfocitos T en medio de linfocitos T. Los
constructos se prepararon en medio de linfocitos T y se afiadieron a los cultivos. Cuando se usaron mezclas de
constructos, estas se mezclaron previamente antes de la adicién a los cultivos. El volumen final en el cultivo fue de
200 pl por pocillo. Los cultivos se incubaron durante 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 % y una humedad relativa de un
100 %. Los cultivos se centrifugaron a 400 x g durante 5 minutos y los sobrenadantes se aspiraron y se colocaron en
una placa separada. Los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C hasta que se analizaron para determinar el FNy.

ELISA de FNy: Los niveles de FNy en sobrenadantes de cultivo tisular se sometieron a ensayo usando un kit de ELISA
Ready-Set-Go de eBioscience (n.° de cat. 88-7316-88) o un kit ELISA Max de FNy humano de BioLegend (n.° de cat.
430106) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

A. Figura 6

El FNy se evalu6 para diversos constructos individuales y constructos mixtos. La produccién de FNy y los protocolos
de ensayo de ELISA proporcionados anteriormente se usaron, excepto en los casos indicados. Las células SW620 se
cultivaron en DMEM que contenia FBS al 10 %, y solucién de penicilina/estreptomicina al 1 %. Las células se
sembraron en placas en una placa de 96 pocillos (100.000 células por pocillo) el dia antes del experimento. El dia del
experimento el medio se aspiré y se descarté. Se afiadieron 20.000 linfocitos T en medio de linfocitos T. Los
constructos (concentracion final de 1 pg/ml) se prepararon en medio de linfocitos T y se afiadieron al cultivo. Los
controles fueron PHA-M (concentracion final de 10 pyg/ml), células SW620 més linfocitos T sin adiciones, y células
SW620 sin linfocitos T u otras adiciones. Cada condicidén se desarrollé por triplicado. El volumen final en el cultivo fue
de 200 pl por pocillo. El cultivo se incubé durante 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 % y una humedad relativa de un 100 %.
El cultivo se centrifugé a 400 x g durante 5 minutos y los sobrenadantes se aspiraron y se colocaron en una placa
separada. Los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C hasta que se analizaron para determinar el FNy.

El FNy se evalué para diversos constructos individuales y constructos mixtos. Los constructos individuales se
evaluaron, con el constructo 6425 (un scFv biespecifico para EpCAM y CD3E) sirviendo como control positivo. El valor
inicial de FNy se evalué en linfocitos T con células cancerosas SW620, células cancerosas SW620 solas, y linfocitos
T estimulados de forma no especifica con fitohemaglutinina (PHA) para mostrar la capacidad de los linfocitos T para
expresion de FNy.

En las células tumorales SW620, los constructos se usaron a una concentracién final de 1 pg/ml. Los cultivos se
incubaron durante 4 horas y los sobrenadantes se sometieron ensayo para FNy. Se proporciona la media + desviacién
estandar de triplicados. Se evalu6 para diversos constructos individuales y constructos mixtos. Los cultivos se
incubaron durante 4 horas y los sobrenadantes se sometieron ensayo para FNy. Se proporciona la media + desviacién
estandar de triplicados. Los constructos se usaron a una concentracién final de 1 pg/ml. Los cultivos se incubaron
durante 24 horas y los sobrenadantes se sometieron ensayo para FNy. Se proporciona la media * desviacién estdndar
de triplicados.

El constructo 6245 sirve como control positivo porque este constructo tiene un direccionamiento tanto de scFv anti-

EpCAM como de scFv anti-CD3E; por lo tanto, es un constructo biespecifico que no requiere emparejamiento para
actividad de acoplamiento de linfocitos T (TCE).
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Los constructos 6248 y 6249 (pares de un sistema de dos componentes que tiene cada uno una pareja de unién inerte
separada del VL o VH de acoplamiento de linfocitos T anti-CD3E, respectivamente, mediante un conector con un sitio
de escision de MMP2) mostraron mas expresién de FNy cuando se emparejaron juntos que cuando se administraron
solos. La combinacién de 6246 y 6247 (pares de un sistema de dos componentes sin ningin emparejamiento
incorrecto con una pareja de unién inerte o sitio de escisién de proteasa requerido para que se asocien) proporciona
una respuesta mucho menor que la combinacién de 6248 y 6249 probablemente debido a que 6246 y 6247 no estan
protegidos durante la fabricacién mediante la pareja de unidn inerte, que se cree que estabiliza los dominios VH y VL
anti-CD3E sin emparejar en cada constructo, respectivamente. Por lo tanto, los investigadores creen que los
constructos con emparejamientos incorrectos que tienen una pareja de unién inerte son méas estables y mas faciles
de fabricar que los constructos escindidos previamente que tienen un dominio VH o VL anti-CD3E sin emparejar.

B. Figura 7

El FNy se evalué para diversos constructos individuales y constructos mixtos. Las células SW620 se cultivaron en
DMEM que contenia FBS al 10 %, y solucién de penicilina/estreptomicina al 1 %. Las células se sembraron en placas
en una placa de 96 pocillos (100.000 células por pocillo) el dia antes del experimento. El dia del experimento el medio
se aspird y se descartd. Se afiadieron 20.000 linfocitos T en medio de linfocitos T. Los constructos (concentracién final
de 1 pg/ml) se prepararon en medio de linfocitos T y se afiadieron al cultivo. Cuando se usaron mezclas de constructos,
estas se mezclaron previamente antes de la adicién a los cultivos (la concentracién final de los constructos fue de
1 Mg/ml por constructo). Los controles fueron PHA-M ((concentracion final de 10 pg/ml), células SW620 mas linfocitos
T sin adiciones, y células SW620 sin linfocitos T u otras adiciones. Cada condicién se desarrollé por triplicado. El
volumen final en el cultivo fue de 200 pl por pocillo. El cultivo se incubé durante 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 % y una
humedad relativa de un 100 %. El cultivo se centrifugé a 400 x g durante 5 minutos y los sobrenadantes se aspiraron
y se colocaron en una placa separada. Los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C hasta que se analizaron para
determinar el FNy. Se proporciona la media *+ desviacion estandar de triplicados.

El constructo 6245 sirve como control positivo porque este constructo tiene un direccionamiento tanto de scFv anti-
EpCAM como de scFv anti-CD3E; por lo tanto, es un constructo biespecifico que no requiere emparejamiento para
actividad de acoplamiento de linfocitos T (TCE).

Los constructos 6248 y 6249 (pares de un sistema de dos componentes que tiene cada uno una pareja de unién inerte
separada del VL o VH de acoplamiento de linfocitos T anti-CD3E, respectivamente, mediante un conector con un sitio
de escision de MMP2) mostraron mas expresién de FNy cuando se emparejaron juntos que cuando se administraron
solos. La combinacién de 6246 y 6247 (pares de un sistema de dos componentes sin ningiin dominio de unién o sitio
de escisidén de proteasa requerido para que se asocien) proporciona una respuesta mucho menor que la combinacién
de 6248 y 6249 probablemente debido a que 6246 y 6247 no estan protegidos durante la fabricacién mediante la
pareja de unién inerte, que se cree que estabiliza los dominios VH y VL anti-CD3E sin emparejar en cada constructo,
respectivamente. Por lo tanto, los investigadores creen que los constructos con emparejamientos incorrectos que
tienen una pareja de unién inerte son més estables y mas faciles de fabricar que los constructos con un dominio VH o
VL anti-CD3E sin emparejar.

C. Figura 8

Las células SW620 se cultivaron en DMEM que contenia FBS al 10 %, y solucidn de penicilina/estreptomicina al 1 %.
Las células se sembraron en placas en una placa de 96 pocillos (100.000 células por pocillo) el dia antes del
experimento. El dia del experimento el medio se aspir6 y se descartd. Se afiadieron 20.000 linfocitos T en medio de
linfocitos T. Los constructos (concentracién final que varia de 1 ng/ml a 1 pg/ml) se prepararon en medio de linfocitos
T y se afladieron al cultivo. Cuando se usaron mezclas de constructos, estas se mezclaron previamente antes de la
adicién a los cultivos (la concentracion final de los constructos varié de 1 ng/ml a 1 ug/ml por constructo). Los controles
fueron células SW620 mas linfocitos T sin adiciones, y células SW620 sin linfocitos T u otras adiciones. Cada condicién
se desarrollé por triplicado. El volumen final en el cultivo fue de 200 pl por pocillo. El cultivo se incubé durante 24 horas
a 37 °C, CO2 al 5 % y una humedad relativa de un 100 %. El cultivo se centrifugé a 400 x g durante 5 minutos y los
sobrenadantes se aspiraron y se colocaron en una placa separada. Los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C hasta
que se analizaron para determinar el FNy. En la Figura 8 se muestra la media + desviacién estandar de triplicados.

Los constructos 6245 sirvieron como control positivo y se evaluaron los constructos emparejados 6248 y 6249. Tanto
el constructo de control como el sistema de dos componentes emparejados mostraron expresién de FNy. Esto
demuestra que los dominios inertes VL y VH se estdn escindiendo a partir de los constructos 6248 y 6249,
respectivamente, y que estos dos constructos se estdn emparejando para crear un scFv anti-CD3E completo, que es
capaz de acoplarse a linfocitos T.

El sistema de dos componentes (6248 y 6249) tiene una potencia menor que el constructo 6245 biespecifico, aunque
todavia esté en un intervalo aceptable y realmente puede ofrecer ventajas de dosificacién al evitar efectos secundarios.

D. Figuras 9A-B
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Las células SW620 se cultivaron en DMEM que contenia FBS al 10 %, y solucidn de penicilina/estreptomicina al 1 %.
Las células se sembraron en placas en una placa de 96 pocillos (100.000 células por pocillo) el dia antes del
experimento. El dia del experimento el medio se aspir6 y se descartd. Se afiadieron 20.000 linfocitos T en medio de
linfocitos T. Los constructos (concentracién final que varia de 1 ng/ml a 1 pg/ml) se prepararon en medio de linfocitos
T y se afladieron al cultivo. Cuando se usaron mezclas de constructos, estas se mezclaron previamente antes de la
adicién a los cultivos (la concentracién final de los constructos varié de 10 ng/ml a 10 pyg/ml por constructo). Los
controles fueron PHA-M ((concentracién final de 10 pg/ml), células SW620 mas linfocitos T sin adiciones, y células
SW620 sin linfocitos T u otras adiciones. Cada condicidén se desarrollé por triplicado. El volumen final en el cultivo fue
de 200 pl por pocillo. El cultivo se incubé durante 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 % y una humedad relativa de un 100 %.
El cultivo se centrifugé a 400 x g durante 5 minutos y los sobrenadantes se aspiraron y se colocaron en una placa
separada. Los sobrenadantes se almacenaron a -200 °C hasta que se analizaron para determinar el FNy. En las
Figuras 9A-B se muestra la media + desviacién estandar de triplicados.

Tanto el constructo de control como el sistema de dos componentes emparejados mostraron expresion de FNy. Esto
demuestra que los dominios inertes VL y VH se estdn escindiendo a partir de los constructos 6248 y 6249,
respectivamente, y que estos dos constructos se estdn emparejando para crear un scFv anti-CD3E completo, que es
capaz de acoplarse a linfocitos T.

El sistema de dos componentes (6248 y 6249) tiene una potencia menor que el constructo 6245 biespecifico, aunque
todavia esté en un intervalo aceptable y realmente puede ofrecer ventajas de dosificacién al evitar efectos secundarios.

E. Figura 10

Las células SW620 se cultivaron en DMEM que contenia FBS al 10 %, y solucidn de penicilina/estreptomicina al 1 %.
Las células se sembraron en placas en una placa de 96 pocillos (100.000 células por pocillo) el dia antes del
experimento. El dia del experimento el medio se aspir6 y se descartd. Se afiadieron 20.000 linfocitos T en medio de
linfocitos T. Los constructos (concentracién final de 1 pg/ml) se prepararon en medio de linfocitos T y se afiadieron al
cultivo. Cuando se usaron mezclas de constructos, estas se mezclaron previamente antes de la adicién a los cultivos
(la concentracién final de los constructos fue de 1 pg/ml por constructo). Los controles fueron PHA-M ((concentracién
final de 10 pg/ml), células SW620 mas linfocitos T sin adiciones, y células SW620 sin linfocitos T u otras adiciones.
Cada condicién se desarroll6 por triplicado. El volumen final en el cultivo fue de 200 pl por pocillo. El cultivo se incubé
durante 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 % y una humedad relativa de un 100 %. El cultivo se centrifugé a 400 x g durante
5 minutos y los sobrenadantes se aspiraron y se colocaron en una placa separada. Los sobrenadantes se almacenaron
a -20 °C hasta que se analizaron para determinar el FNy. La Figura 10 proporciona la media + desviacién estandar de
triplicados.

La Figura 10 muestra un nivel muy bajo de expresién de FNy para los constructos que tienen solo un VH o VL para el
scFv anti-CD3E; sin embargo, los constructos biespecificos positivos con un scFv completo (9332 y 9333) mostraron
niveles de expresién de FNy més altos.

F. Evaluacioén estequiometria de constructos complementarios de un sistema de dos componentes (Figura 11)

Los constructos complementarios de un sistema de dos componentes (6248 y 6249) se afiadieron juntos en relaciones
variables, como se muestra en la Figura 11.

Las células SW620 se cultivaron en DMEM que contenia FBS al 10 %, y solucidn de penicilina/estreptomicina al 1 %.
Las células se sembraron en placas en una placa de 96 pocillos (100.000 células por pocillo) el dia antes del
experimento. El dia del experimento el medio se aspir6 y se descartd. Se afiadieron 20.000 linfocitos T en medio de
linfocitos T. Los constructos se mezclaron previamente en las relaciones especificadas en medio de linfocitos T y se
afiadieron al cultivo (la concentracién final de los constructos fue de 1 pug/ml en total). Los dos componentes, 6248 y
6249, uno conteniendo el dominio VH del resto de activaciéon de CD3 (6249) y el otro conteniendo el dominio VL del
resto de activacién de CD3 (6248), se mezclaron previamente en las relaciones 100:0, 90:10, 75:25, 50:50, 25:75,
10:90y 0:100. Las mezclas de los dos componentes se afiadieron a 100.000 células tumorales no deseadas y 20.000
linfocitos T. Los controles fueron PHA-M ((concentracién final de 10 pg/ml), células SW620 mas linfocitos T sin
adiciones, y células SW620 sin linfocitos T u otras adiciones. Cada condicién se desarrollé por triplicado. El volumen
final en el cultivo fue de 200 pl por pocillo. El cultivo se incubd durante 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 % y una humedad
relativa de un 100 %. El cultivo se centrifugd a 400 x g durante 5 minutos y los sobrenadantes se aspiraron y se
colocaron en una placa separada. Los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C hasta que se analizaron para
determinar el FNy.

Los resultados de la Figura 11 demuestran una activacion creciente de los linfocitos T a medida que la proporcidén de
los dos componentes alcanza el equilibrio. Cuando hay un exceso del componente que contiene el dominio VH del
resto de activacion de CD3 (6249) o del otro componente que contiene el dominio VL del resto de activacién de CD3
(6248), la activacion de los linfocitos T disminuye ya que la activaciéon es dependiente tanto en el VH como en el VL
del resto de activacién de CD3 que se unen. Por lo tanto, los niveles de expresiéon de FNy eran mucho més bajos
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cuando todos o casi todos los constructos proporcionados eran de un tipo u otro. El nivel de expresién de FNy mas
alto corresponde al escenario en donde se proporciond una cantidad igual de cada uno de los dos constructos
complementarios. Esto proporciona evidencia adicional que demuestra que la expresién de FNy esta causada por las
dos mitades del scFv anti-CD3E que se unen a partir de los dos constructos en el sistema de dos componentes.

G. Uso de células MCF-7 (Figura 12)

La Figura 12 muestra experimentos realizados en la linea de células tumorales MCF-7. Se cultivaron células MCF-7
en DMEM que contenia FBS al 10 %, y solucién de penicilina/estreptomicina al 1 %. Las células se sembraron en
placas en una placa de 96 pocillos (100.000 células por pocillo) el dia antes del experimento. El dia del experimento
el medio se aspir6 y se descartdé. Se afiadieron 20.000 linfocitos T en medio de linfocitos T. Los constructos
(concentracién final de 1 ug/ml) se prepararon en medio de linfocitos T y se afiadieron al cultivo. Los controles fueron
PHA-M ((concentracién final de 10 pg/ml), células MCF-7 mas linfocitos T sin adiciones, y células MCF-7 sin linfocitos
T u otras adiciones. Cada condicién se desarrolld por triplicado. El volumen final en el cultivo fue de 200 pl por pocillo.
El cultivo se incubd durante 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 % y una humedad relativa de un 100 %. El cultivo se centrifugé
a 400 x g durante 5 minutos y los sobrenadantes se aspiraron y se colocaron en una placa separada. Los
sobrenadantes se almacenaron a -20 °C hasta que se analizaron para determinar el FNy.

Se obtuvieron resultados similares a los de las ofras lineas celulares usadas. En la Figura 12, los constructos 6245,
9332 y 9333 de control positivo (cada uno con un scFv anti-CD3E completo) mostraron niveles de expresién de FNy
mucho més altos que cualquiera de los componentes individuales que comprenden solo un dominio VH o VL del
anticuerpo anti-CD3E. La Figura 12 también proporciona niveles de expresién de FNy basales para células MCF-7
solas o linfocitos T estimulados de forma inespecifica con PHA.

H. Figuras 13-14

Las células SW620 se cultivaron en DMEM que contenia FBS al 10 %, y solucidn de penicilina/estreptomicina al 1 %.
Las células se sembraron en placas en una placa de 96 pocillos (100.000 células por pocillo) el dia antes del
experimento. El dia del experimento el medio se aspir6 y se descartd. Se afiadieron 20.000 linfocitos T en medio de
linfocitos T. Los constructos (concentracién final de 1 pg/ml) se prepararon en medio de linfocitos T y se afiadieron al
cultivo. Cuando se usaron mezclas de constructos, estas se mezclaron previamente antes de la adicién a los cultivos
(la concentracién final de los constructos fue de 1 pg/ml por constructo). Los controles fueron PHA-M ((concentracién
final de 10 pg/ml), células SW620 mas linfocitos T sin adiciones, y células SW620 sin linfocitos T u otras adiciones.
Cada condicién se desarroll6 por triplicado. El volumen final en el cultivo fue de 200 pl por pocillo. El cultivo se incubé
durante 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 % y una humedad relativa de un 100 %. El cultivo se centrifugé a 400 x g durante
5 minutos y los sobrenadantes se aspiraron y se colocaron en una placa separada. Los sobrenadantes se almacenaron
a -20 °C hasta que se analizaron para determinar el FNy.

En la Figura 13, los datos muestran que el sistema de dos componentes de 6248 y 6249 funciona como se esperaba
porque estos constructos tienen una pareja de unién inerte que se puede escindir mediante un sitio de escisién de
MMP2 y dominios de variables anti-CD3E emparejables (un Vh en 6248 y un VL en 6249). Los constructos 9327 y
9328 no generan una sefial de FNy fuerte porque ninguno de estos constructos tiene un sitio de escisién entre la pareja
de unidn inerte y el dominio variable anti-CD3E.

Los constructos 9327 y 6248 no muestran ninguna actividad porque ambos tienen dominios VH para el anticuerpo
anti-CD3E y no pueden producir un scFv anti-CD3E funcional; ademas, 9327 no tiene un sitio de escision. 9327 y 6249
muestran un nivel de actividad muy bajo porque 9327 tiene sin sitio de escisién y 6249 tiene un sitio de escisién, pero
los dos juntos pueden formar un scFv anti-CD3E si se produce algun nivel bajo de escisién espontanea.

En la Figura 14, el emparejamiento de los constructos 9334 y 9335 (que proporciona un enfoque biparatépico de
direccionamiento a EFGR, con los scFv de anticuerpo de direccionamiento a diferentes epitopos en EGFR) no creé
una sefial de FNy. Se cree que los epitopos en EGFR estaban demasiado separados para que los dos dominios
variables anti-CD3E se alcanzaran entre si o el epitopo o los epitopos estaban demasiado cerca y creaban un
impedimento estérico para la unién en el lado del anticuerpo. Sin embargo, es muy razonable someter al ensayo
combinaciones biparatbpicas. En este enfoque se puede identificar y someter a ensayo otro anticuerpo para EGFr
para combinaciones.

La Figura 14 también muestra el direccionamiento de dos proteinas diferentes expresadas en la misma célula

cancerosa. El constructo 6248 se une a EpCAM y se empareja de manera satisfactoria con 9335, que se une a EGFR.
El constructo 6249 también se une a EpCAM y se empareja de manera satisfactoria con 9334. Esto establece que en
una célula cancerosa se pueden dirigir diferentes moléculas, proporcionando una capa adicional de especificidad para
algunas versiones del sistema de dos componentes que se describe en el presente documento. Esto también
proporciona més evidencias de que los componentes 9335 y 9334 funcionan en otros contextos y sugiere ademés que
estos componentes estaban demasiado cerca o demasiado lejos entre si en su combinacién entre si descrita
anteriormente.
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En esta figura la combinacién de 9334 y 6249 proporciona informacién util, lo que demuestra que el direccionamiento
doble se puede conseguir porque el constructo 9334 se dirige a EGFR y 9249 se dirige a EpCAM.

No se esperaba que la combinacién de 9334 y 6248 tuviera actividad porque ambos constructos comprenden un VH
del anticuerpo anti-CD3E y ningln constructor comprende un VL de ese anticuerpo.

|. Figura 15

Las células SNU398 se cultivaron en RPMI1640 que contenia FBS al 10 %, glutamina 2mM vy solucién de
penicilina/estreptomicina al 1 %. Las células se sembraron en placas en una placa de 96 pocillos (100.000 células por
pocillo) el dia antes del experimento. El dia del experimento el medio se aspird y se descarté. Se afiadieron 20.000
linfocitos T en medio de linfocitos T. Los constructos (concentracién final de 1 pg/ml) se prepararon en medio de
linfocitos T y se afiadieron al cultivo. Cuando se usaron mezclas de constructos, estas se mezclaron previamente antes
de la adicién a los cultivos (la concentracidn final de los constructos fue de 1 pg/ml por constructo). Los controles
fueron PHA-M ((concentracién final de 10 pug/ml), células SNU398 mas linfocitos T sin adiciones, y células SNU398
sin linfocitos T u otras adiciones. Cada condicién se desarrollé por triplicado. El volumen final en el cultivo fue de 200
pl por pocillo. El cultivo se incubé durante 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 % y una humedad relativa de un 100 %. El cultivo
se centrifug6 a 400 x g durante 5 minutos y los sobrenadantes se aspiraron y se colocaron en una placa separada.
Los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C hasta que se analizaron para determinar el FNy.

La Figura 15 muestra que la adiciéon de un inhibidor de proteasa reduce la expresién de FNy del sistema de dos
componentes que tiene un sitio de escisiéon de proteasa (constructos 6248 y 6249). El inhibidor de proteasa no influye
en el constructor biespecifico 6245 ya que para la actividad no se requieren escisiones ni emparejamientos.

J. Figura 16

Las células SW620 se cultivaron en DMEM que contenia FBS al 10 %, y solucidn de penicilina/estreptomicina al 1 %.
Las células se sembraron en placas en una placa de 96 pocillos (100.000 células por pocillo) el dia antes del
experimento. El dia del experimento el medio se aspir6 y se descartd. Se afiadieron 20.000 linfocitos T en medio de
linfocitos T. Los constructos (concentracién final de 1 pg/ml) se prepararon en medio de linfocitos T y se afiadieron al
cultivo. Cuando se usaron mezclas de constructos, estas se mezclaron previamente antes de la adicién a los cultivos
(la concentracién final de los constructos fue de 1 pg/ml por constructo). Los controles fueron PHA-M ((concentracién
final de 10 pg/ml), células SW620 mas linfocitos T sin adiciones, y células SW620 sin linfocitos T u otras adiciones.
Cada condicién se desarroll6 por triplicado. El volumen final en el cultivo fue de 200 pl por pocillo. El cultivo se incubé
durante 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 % y una humedad relativa de un 100 %. El cultivo se centrifugé a 400 x g durante
5 minutos y los sobrenadantes se aspiraron y se colocaron en una placa separada. Los sobrenadantes se almacenaron
a -20 °C hasta que se analizaron para determinar el FNy.

La combinacién funcional de 9335 y 6248 muestra que diferentes tipos de fragmentos de anticuerpos se pueden
combinar en un primer componente y un segundo componente, respectivamente. 9335 emplea un VHH anti-EGFR
como resto de direccionamiento y 6248 emplea un scFv anti-EPCAM como resto de direccionamiento.

Ejemplo 4. Direccionamiento in vivo de linfoma de linfocitos B mediante un sistema de dos componentes

Un sistema de dos componentes que comprende un primer componente y un segundo componente se administra a
un paciente que tiene linfoma. El primer componente comprende Rituximab o un anticuerpo anti-CD22 como resto de
direccionamiento, un dominio VH de un anticuerpo que se une a CD3 como dominio de acoplamiento de linfocitos T,
un dominio VL como pareja de unién inerte y el sitio de escisién de ADAM28, KPAKFFRL. El segundo componente
también comprende Rituximab o un anticuerpo anti-CD22 como resto de direccionamiento, el dominio VL
complementario de un anticuerpo que se une a CD3 como dominio de acoplamiento de linfocitos T, VH como una
pareja de unién inerte, y el sitio de escisién de ADAM28, KPAKFFRL. El dominio VH de un anticuerpo que se une a
CD3 como dominio de acoplamiento de linfocitos T del primer componente y el dominio VL de un anticuerpo que se
une a CD3 como un dominio de acoplamiento de linfocitos T del segundo componente son capaces de unirse entre si
cuando no se unen a una pareja de unidn inerte y que posee la actividad para acoplarse a un linfocito T.

El paciente recibe una infusién del agente, que se dirige a todos los linfocitos B, sanos y malignos. Después de unirse
a las células malignas, el agente entra en contacto con proteasas, de modo que la escisién del dominio de
reconocimiento de proteasa libere las parejas de unidn inerte del primer y segundo dominios de acoplamiento de
linfocitos T.

Los linfocitos B malignos que estan unidos por el complejo del sistema de dos componentes ahora activado atraen al
sistema inmunitario del hospedador para citélisis por linfocitos T debido a la presencia y actividad del complejo del
primer y el segundo dominios de acoplamiento de linfocitos T.

Ejemplo 5. Ejemplos especificos de sistemas de dos componentes

35



ES 2 873 846 TS

Un sistema de dos componentes elegido del Sistema A-E se prepara de acuerdo con la Tabla 3 y se administra a un
paciente que tiene cancer. Si un articulo se describe como opcional, la fila de la tabla describe ambos sistemas de dos
componentes que tienen o no ese articulo.

Tabla 6: Ciertos ejemplos del sistema de dos componentes

A | Primer componente
Resto de| Resto de| Sitio de| Pareja de unién inerte | Conector o conectores y ubicaciéon o
direccionamiento | acoplamiento | escisién ubicaciones opcionales
de linfocitos T
Anticuerpo que se| VH de| Cualquier | Cualquier dominio VH Por ejemplo, GGGGS (SEQ ID NO: 45).
dirige a HER2 anticuerpo que| sitio de| que se une al dominio| Situado entre el Vhy el VL del resto de
se dirige a CD3| escisién de| VL del dominio de| direccionamiento, entre el resto de
ADAM28 acoplamiento de| direccionamiento y el dominio de
linfocitos T sin crear acoplamiento de linfocitos T inactivo,
ninguna especificidad y/o entre el Vhy el VL del dominio de
de unién acoplamiento de linfocitos T inactivo
(Véase la Figura 1).
Segundo componente
Resto de| Resto de| Sitio de| Pareja de unién inerte| Conector o conectores y ubicaciéon o
direccionamiento | acoplamiento | escisién opcional ubicaciones opcionales
opcional de linfocitos T | opcional
Anticuerpo que se| VL de| Cualquier | Cualquier dominio VH Por ejemplo, GGGGS (SEQ ID NO: 45).
dirige a HER2 anticuerpo que| sitio de| que se une al dominio| Situado entre el Vhy el VL del resto de
se dirige a CD3| escisién de| VL del dominio de| direccionamiento, entre el resto de
ADAM28 acoplamiento de| direccionamiento y el dominio de
linfocitos T sin crear acoplamiento de linfocitos T inactivo,
ninguna especificidad y/o entre el Vhy el VL del dominio de
de unién acoplamiento de linfocitos T inactivo
(Véase la Figura 1).
B | Primer componente
Resto de| Resto de| Sitio de| Pareja de unién inerte | Conector o conectores y ubicaciéon o
direccionamiento | acoplamiento | escisién ubicaciones opcionales
de linfocitos T
Anticuerpo que se| VH de| Cualquier | Cualquier dominio VH Por ejemplo, GGGGS (SEQ ID NO: 45).
dirige a EGFR, tal anticuerpo que| sitio de| que se une al dominio| Situado entre el Vhy el VL del resto de
como Cetuximab | se dirige a CD4| escisién de| VL del dominio de| direccionamiento, entre el resto de
ADAM28 acoplamiento de| direccionamiento y el dominio de
linfocitos T sin crear acoplamiento de linfocitos T inactivo,
ninguna especificidad y/o entre el Vhy el VL del dominio de
de unién acoplamiento de linfocitos T inactivo
(Véase la Figura 1).
Segundo componente
Resto de| Resto de| Sitio de| Pareja de unién inerte| Conector o conectores y ubicaciéon o
direccionamiento | acoplamiento | escisién opcional ubicaciones opcionales
opcional de linfocitos T | opcional
Anticuerpo que se| VL de| Cualquier | Cualquier dominio VH| Por ejemplo, GGGGS (SEQ ID NO: 45).
dirige a EGFR, tal anticuerpo que| sitio de| que se une al dominio| Situado entre el Vhy el VL del resto de
como Cetuximab | se dirige a CD4| escisién de| VL del dominio de|direccionamiento, entre el resto de
ADAM28 acoplamiento de| direccionamiento y el dominio de

linfocitos T sin crear
ninguna especificidad
de unién

acoplamiento de linfocitos T inactivo,
y/o entre el Vhy el VL del dominio de
acoplamiento de linfocitos T inactivo
(Véase la Figura 1).
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(continuacién)

Tabla 6: Ciertos ejemplos del sistema de dos componentes

C | Primer componente
Resto de| Resto de| Sitio de| Pareja de unién inerte | Conector o conectores y ubicaciéon o
direccionamiento | acoplamiento | escisién ubicaciones opcionales
de linfocitos T
Anticuerpo que se| VH de| Cualquier | Cualquier dominio VH Por ejemplo, GGGGS (SEQ ID NO: 45).
dirige a CD20, tal anticuerpo que| sitio de| que se une al dominio| Situado entre el Vhy el VL del resto de
como Rituximab | se dirige a CD8| escisién de| VL del dominio de| direccionamiento, entre el resto de
ADAM28 acoplamiento de| direccionamiento y el dominio de
linfocitos T sin crear acoplamiento de linfocitos T inactivo,
ninguna especificidad y/o entre el Vhy el VL del dominio de
de unién acoplamiento de linfocitos T inactivo
(Véase la Figura 1).
Segundo componente
Resto de| Resto de| Sitio de| Pareja de unién inerte| Conector o conectores y ubicaciéon o
direccionamiento | acoplamiento | escisién opcional ubicaciones opcionales
opcional de linfocitos T | opcional
Anticuerpo que se| VL de| Cualquier | Cualquier dominio VH Por ejemplo, GGGGS (SEQ ID NO: 45).
dirige a CD20, tal anticuerpo que| sitio de| que se une al dominio| Situado entre el Vhy el VL del resto de
como Rituximab | se dirige a CD8| escisién de| VL del dominio de| direccionamiento, entre el resto de
ADAM28 acoplamiento de| direccionamiento y el dominio de
linfocitos T sin crear acoplamiento de linfocitos T inactivo,
ninguna especificidad y/o entre el Vhy el VL del dominio de
de unién acoplamiento de linfocitos T inactivo
(Véase la Figura 1).
D | Primer componente
Resto de| Resto de| Sitio de| Pareja de unién inerte | Conector o conectores y ubicaciéon o
direccionamiento | acoplamiento | escisién ubicaciones opcionales
de linfocitos T
Anticuerpo que se| VH de| Cualquier | Cualquier dominio VH Por ejemplo, GGGGS (SEQ ID NO: 45).
dirige a CD22, tal anticuerpo que| sitio de| que se une al dominio| Situado entre el Vhy el VL del resto de
como Inotuzumab| se  dirige & escisién de| VL del dominio de| direccionamiento, entre el resto de
CD28 ADAM28 acoplamiento de| direccionamiento y el dominio de
linfocitos T sin crear acoplamiento de linfocitos T inactivo,
ninguna especificidad y/o entre el Vhy el VL del dominio de
de unién acoplamiento de linfocitos T inactivo
(Véase la Figura 1).
Segundo componente
Resto de| Resto de| Sitio de| Pareja de unién inerte| Conector o conectores y ubicaciéon o
direccionamiento | acoplamiento | escisién opcional ubicaciones opcionales
opcional de linfocitos T | opcional
Anticuerpo que se| VL de| Cualquier | Cualquier dominio VH Por ejemplo, GGGGS (SEQ ID NO: 45).
dirige a CD22, tal anticuerpo que| sitio de| que se une al dominio| Situado entre el Vhy el VL del resto de
como Inotuzumab| se  dirige & escisién de| VL del dominio de| direccionamiento, entre el resto de
CD28 ADAM28 acoplamiento de| direccionamiento y el dominio
linfocitos T
sin crear ningunal de acoplamiento de linfocitos T inactivo,
especificidad de unién| y/o entre el Vi y el VL del dominio de
acoplamiento de linfocitos T inactivo
(Véase la Figura 1).
E [ Primer componente
Resto de| Resto de| Sitio de| Pareja de unién inerte | Conector o conectores y ubicaciéon o
direccionamiento | acoplamiento | escisién ubicaciones opcionales
de linfocitos T
Anticuerpo que se| VH de| Cualquier | Cualquier dominio VH Por ejemplo, GGGGS (SEQ ID NO: 45).
dirige a CD33, tal anticuerpo que| sitio de| que se une al dominio| Situado entre el Vhy el VL del resto de
como se dirige a| escisién de| VI del dominio de| direccionamiento, entre el resto de
Gemtuzumab receptor de| ADAM28 acoplamiento de| direccionamiento y el dominio de
linfocitos T linfocitos T sin crear acoplamiento de linfocitos T inactivo,
(TCR) ninguna especificidad y/o entre el Vhy el VL del dominio de

de unién

acoplamiento de linfocitos T inactivo
(Véase la Figura 1).
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(continuacién)

Tabla 6: Ciertos ejemplos del sistema de dos componentes

Segundo componente

Resto de| Resto de| Sitio de| Pareja de unién inerte| Conector o conectores y ubicaciéon o

direccionamiento | acoplamiento | escisién opcional ubicaciones opcionales

opcional de linfocitos T | opcional

Anticuerpo que se| VL de| Cualquier | Cualquier dominio VH Por ejemplo, GGGGS (SEQ ID NO: 45).

dirige a CD33, tal anticuerpo que| sitio de| que se une al dominio| Situado entre el Vhy el VL del resto de

como se dirige a| escisién de| VI del dominio de| direccionamiento, entre el resto de

Gemtuzumab receptor de| ADAM28 acoplamiento de| direccionamiento y el dominio de
linfocitos T linfocitos T sin crear acoplamiento de linfocitos T inactivo,
(TCR) ninguna especificidad y/o entre el Vhy el VL del dominio de

de unién acoplamiento de linfocitos T inactivo
(Véase la Figura 1).
EQUIVALENTES

La memoria descriptiva escrita anteriormente se considera suficiente para permitir que un experto en la materia ponga
en practica las realizaciones de la invencion. La descripcién mencionada anteriormente y los Ejemplos detallan ciertas
realizaciones de la invencién y otras divulgaciones, y describe el mejor modo contemplado por los inventores. Se
apreciara, sin embargo, que no importa lo detallado que pueda aparecer en el texto lo mencionado anteriormente, la
realizacién se puede poner en practica de muchas formas y se deberia interpretar de acuerdo con las reivindicaciones
adjuntas.

Como se usa en el presente documento, el término aproximadamente se refiere a un valor numérico, que incluye, por
ejemplo, nimeros enteros, fracciones y porcentajes, indicados de forma explicita o no. El término aproximadamente
generalmente se refiere a un intervalo de valores numéricos (por ejemplo, +/- 5-10 % del intervalo mencionado) que
alguien con la experiencia habitual en la materia podria considerar equivalente al valor mencionado (por ejemplo, que
tenga la misma funcién o resultado). Cuando los términos tales como al menos y aproximadamente preceden a un
listado de valores o intervalos numéricos, los términos modifican todos los valores o intervalos que se proporcionan
en el listado. En algunos casos, el término aproximadamente puede incluir valores numéricos que se redondean a la
cifra significativa méas cercana.
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REIVINDICACIONES
1. Un kit o composicién para uso en el tratamiento de cancer en donde el kit o composicién comprende:
a. un primer componente que comprende un agente de acoplamiento de linfocitos T dirigido que comprende:

i. un primer resto de direccionamiento que es capaz de dirigirse a células cancerosas en donde el primer resto
de direccionamiento es un anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo;

ii. un primer dominio de acoplamiento de linfocitos T capaz de actividad de acoplamiento de linfocitos T cuando
se une a un segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T, en donde el segundo dominio de acoplamiento
de linfocitos T no es parte del primer componente, y en donde el primer dominio de acoplamiento de linfocitos
T es un dominio VH o VL;

ii. una primera pareja de unién inerte para el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T que se une al
primer dominio de acoplamiento de linfocitos T de modo que el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T
no se una al segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T a menos que se retire la primera pareja de unién
inerte en donde, si el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VH, la primera pareja de
unién inerte es un dominio VL y, si el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VL, la
primera pareja de unién inerte es un dominio VH; y

iv. un primer sitio de escisién de proteasa que separa el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T y la
primera pareja de unién inerte, en donde el primer sitio de escisién de proteasa es capaz de liberar la primera
pareja de unidn inerte del dominio de acoplamiento de linfocitos T en presencia de una proteasa expresada por
las células cancerosas.

b. un segundo componente que comprende un agente de acoplamiento a linfocitos T dirigido que comprende:

i. un segundo resto de direccionamiento que es capaz de dirigirse a células cancerosas en donde el segundo
resto de direccionamiento es un anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo;

ii. un segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T capaz de actividad de acoplamiento de linfocitos T
cuando se une al primer dominio de acoplamiento de linfocitos T, en donde el primer y el segundo dominios de
acoplamiento de linfocitos T, cuando se emparejan entre si, son capaces de unirse a CD3 o al receptor de
linfocitos T (TCR) cuando ninguno esta unido a una pareja de unién inerte y ademas en donde si el primer
dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VH, el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T
es un dominio VI, y si el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VI, el segundo dominio
de acoplamiento de linfocitos T es un dominio VH;

ii. una segunda pareja de unién inerte para el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T que se une al
segundo dominio de segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T de tal manera que el segundo dominio
de acoplamiento de linfocitos T no se una al primer dominio de acoplamiento de linfocitos T a menos que se
retire la segunda pareja de unidn inerte, en donde si el segundo dominio de unién a linfocitos T es un dominio
VH, la segunda pareja de unién inerte es un dominio VL y si el segundo dominio de unién a linfocitos T es un
dominio VL, la segunda pareja de unién inerte es un dominio VH; y

iv. un segundo sitio de escision de proteasa que separa el segundo dominio de acoplamiento de linfocitos Ty
la segunda pareja de unién inerte, en donde el segundo sitio de escisién de proteasa es capaz de liberar la
segunda pareja de unioén inerte del segundo dominio de acoplamiento de linfocitos T en presencia de una
proteasa expresada por las células cancerosas,

en donde la escisidén del segundo sitio de escisién de proteasa causa la pérdida de la segunda pareja de unién inerte
y la complementacién con el primer dominio de acoplamiento de linfocitos T del kit o la composicion.

2. El kit o composicién para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el primer y el segundo restos de
direccionamiento son diferentes.

3. El kit o composicién para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde los sitios de escisién de proteasa del
primer componente y del segundo componente son diferentes.

4. Un conjunto de moléculas de acido nucleico que codifican el primer y el segundo componentes del kit o composicioén
de la reivindicacién 1.

5. El kit o composicién para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el cadncer es uno cualquiera de cancer
de mama, cancer de ovario, cancer de endometrio, cdncer de cuello uterino, cancer de vejiga, cancer renal, melanoma,
cancer de pulmén, cancer de préstata, cancer testicular, cancer de tiroides, cancer de cerebro, cancer de eséfago,
cancer gastrico, cancer pancreatico, cancer colorrectal, cancer de higado, leucemia, mieloma, linfoma no Hodgkin,
linfoma de Hodgkin, leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfoblastica crénica, trastorno
linfoproliferativo, trastorno mielodisplasico, enfermedad mieloproliferativa o enfermedad premaligna.

6. El kit o composicién para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el kit o composicién dirige una respuesta
inmunitaria de un paciente a células cancerosas.
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7. El kit 0 composicién para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el primer y el segundo dominios de
acoplamiento de linfocitos T son capaces de formar un scFv.
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