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DESCRIPCION
Anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos y procedimientos de uso de los mismos
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere generalmente a anticuerpos activables biespecificos que se unen especificamente a dos dianas
o epitopos diferentes, asi como a procedimientos de fabricacion y uso de estos anticuerpos activables biespecificos
en una variedad de indicaciones terapéuticas, diagnédsticas y profilacticas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los anticuerpos monoclonales han surgido como moléculas para intervencion terapéutica en una variedad de
trastornos. Sin embargo, dirigirse a o neutralizar una sola proteina no siempre es suficiente para el tratamiento efectivo
de ciertos trastornos, lo que limita el uso terapéutico de anticuerpos monoclonales monoespecificos. Por otra parte,
las terapias basadas en anticuerpos han demostrado ser tratamientos efectivos para varias enfermedades, pero en
algunos casos, las toxicidades debidas a una expresion diana amplia han limitado su eficacia terapéutica. Ademas,
terapias basadas en anticuerpos han mostrado otras limitaciones, tal como la depuracién rapida de la circulacion
después de la administracion. EI documento W02010/081173 describe anticuerpos modificados que contienen un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB) modificado con un resto de enmascaramiento (MM). Dichos anticuerpos
modificados pueden acoplarse ademas a un resto escindible (CM), lo que resulta en anticuerpos activables (AA),
donde el CM es capaz de escindirse, reducirse, fotolizarse o modificarse de otro modo. El documento US2013/150558
describe anticuerpos anti-EGFR enmascarados y establece que dos mAb pueden formar un heterodimero para
producir un complejo de mAb enmascarado cruzado. Donaldson y col. (2009) Cancer Biology & Therapy, 8:22, pp.
2147-152, investigdé fragmentos de anticuerpos anti-EGFR enmascarados. Reusch y otros. (2006) Clinical Cancer
Research, 12:1, pp. 183-190, investigd la seleccidon de anticuerpos EGFR combinados con citotoxicidad mediada por
células T.

Por consiguiente, existe una necesidad de anticuerpos y agentes terapéuticos que permitan direccionamiento de
multiples dianas y/o multiples epitopos con una sola molécula y también proporcionan una mayor selectividad para las
dianas deseadas y una reduccion de los efectos adversos tras la administracion.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencion proporciona un anticuerpo activable biespecifico, tal como se define por el conjunto de reivindicaciones
adjunto.

Un aspecto de la presente descripcion proporciona anticuerpos multiespecificos y anticuerpos activables
multiespecificos Los anticuerpos multiespecificos proporcionados en esta invencién son anticuerpos que reconocen
dos o mas antigenos o epitopos diferentes. Los anticuerpos activables multiespecificos proporcionados en esta
invencién son anticuerpos multiespecificos que incluyen al menos un resto de enmascaramiento (MM) unido al menos
a un dominio de unién a antigeno o epitopo del anticuerpo multiespecifico de tal forma que el acoplamiento del MM
reduce la capacidad del dominio de unién a antigeno o epitopo para unirse a su diana. En algunas realizaciones, el
MM esta acoplado al dominio de unidon a antigeno o epitopo del anticuerpo multiespecifico a través de un resto
escindible (CM) que funciona como un sustrato para una proteasa. Los anticuerpos multiespecificos activables
proporcionados en esta invencidon son estables en circulacion, se activan en los sitios previstos de terapia y/o
diagnostico, pero no en tejido normal, es decir, tejido sano, y, cuando se activan, exhiben unién a una diana que es al
menos comparable al anticuerpo correspondiente multiespecifico no modificado.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos se disefian para
acoplarse a células efectoras inmunitarias, también denominadas en esta invencién como anticuerpos multiespecificos
de acoplamiento inmunitario-efector y/o anticuerpos activables multiespecificos de acoplamiento inmunitario-efector.
En algunas realizaciones, los anticuerpos activables multiespecificos estan disefiados para acoplarse a leucocitos,
también denominados en esta invencién como anticuerpos activables multiespecificos de acoplamiento a leucocitos
y/o anticuerpos activables multiespecificos de acoplamiento a leucocitos. En algunas realizaciones, los anticuerpos
multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos estan disefiados para acoplarse a células T, también
denominados en esta invencion anticuerpos multiespecificos de acoplamiento a células T y/o anticuerpos activables
multiespecificos de acoplamiento a células. En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos
activables multiespecificos se acoplan a un antigeno de superficie en un leucocito, tal como en un célula T, en una
célula citolitica natural (NK), en una célula mononuclear mieloide, en un macréfago, y/o en otra célula efectora inmune.
En algunas realizaciones, la célula efectora inmune es un leucocito. En algunas realizaciones, la célula efectora inmune
es un célula T. En algunas realizaciones, la célula efectora inmune es una célula NK. En algunas realizaciones, la
célula efectora inmune es una célula mononuclear, tal como una célula mononuclear mieloide. En algunas
realizaciones, los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos estan disefiados para unirse
0 interactuar de otro modo con mas de una diana y/o mas de un epitopo, también denominados en esta invencion
como anticuerpos dirigidos a multiples antigenos y/o anticuerpos activables dirigidos a multiples antigenos. Como se
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usa en esta invencion, los términos "diana" y "antigeno” se usan indistintamente.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos que se acoplan a células efectoras inmunitarias incluyen
un anticuerpo dirigido o fragmento de union al antigeno del mismo y un anticuerpo de acoplamiento de células
efectoras o porcidn de union al antigeno del mismo. En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento de células
efectoras inmunitarias multiespecificas incluye un anticuerpo dirigido al cancer o fragmento de unién al antigeno del
mismo y un anticuerpo de acoplamiento de célula efectora inmunitaria o porcion de unién al antigeno del mismo. En
algunas realizaciones, la célula efectora inmunitaria que se acopla a anticuerpos multiespecificos incluye un anticuerpo
IgG dirigido contra cancer o fragmento de unién al antigeno del mismo y una célula efectora inmunitaria que se acopla
a scFv. En algunas realizaciones, la célula efectora inmune es un leucocito. En algunas realizaciones, la célula efectora
inmune es un célula T. En algunas realizaciones, la célula efectora inmune es una célula NK. En algunas realizaciones,
la célula efectora inmune es una célula mononuclear mieloide.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos de acoplamiento de células T incluyen un anticuerpo dirigido
o fragmento de unién al antigeno del mismo y un anticuerpo de acoplamiento al célula T o porcién de union al antigeno
del mismo. En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos de acoplamiento de células T incluyen un
anticuerpo dirigido al cancer o fragmento de unién al antigeno del mismo y un anticuerpo de acoplamiento de células
T o porciéon de unién al antigeno del mismo. En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos de
acoplamiento de células T incluyen un anticuerpo IgG dirigido contra cancer o fragmento de unién al antigeno del
mismo y un scFv que se acopla a células T. En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico de acoplamiento
a célula T incluye un scFv épsilon anti-CD3 (CD3g, también denominado en esta invencion como CD3c y CD3) y un
anticuerpo dirigido o fragmento de union al antigeno del mismo. En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico
que se acopla a células T incluye un anti-CD3¢ scFv y un anticuerpo dirigido al cancer o fragmento de unién al antigeno
del mismo. En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico de acoplamiento de células T incluye un anti-CD3¢
scFv y un anticuerpo de IgG dirigido contra cancer o fragmento de unién al antigeno del mismo. En algunas
realizaciones, el anticuerpo multiespecifico de acoplamiento de células T incluye un seFv anti-CD3 épsilon (CD3¢)
que se deriva de OKT3. En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico de acoplamiento de células T incluye
un scFv anti-CTLA-4.

En algunas realizaciones, los anticuerpos activables multiespecificos que se acoplan a células efectoras inmunitarias
de la descripcion incluyen un anticuerpo dirigido o un fragmento de union a antigeno del mismo y un anticuerpo que
se une a células efectoras inmunitarias o una parte de unién a antigeno del mismo, donde al menos uno de los
anticuerpos dirigidos o fragmento de unién a antigeno del mismo y/o el anticuerpo que se acopla a la célula efectora
inmunitaria o la porciéon que se une al antigeno del mismo esta enmascarada. En algunas realizaciones, el anticuerpo
de acoplamiento a células efectoras inmunes o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un primer anticuerpo
o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera diana de acoplamiento a células efectoras
inmunes, donde el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1
reduce la capacidad del AB1 para unirse a la primera diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido o
fragmento de uniéon a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que incluye un
segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2
esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2), de modo que el acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del
AB2 para unirse a la segunda diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento a células efectoras
inmunes o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo (AB1) que se une a una primera diana de acoplamiento a células efectoras inmunes, donde el AB1 esta unido
a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 para
unirse a la primera diana, y el anticuerpo dirigido o fragmento de union a antigeno del mismo incluye un segundo
anticuerpo o fragmento del mismo (AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2 esta unido a un resto de
enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la
segunda diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento a células efectoras no inmunes es un
anticuerpo dirigido a un cancer. En algunas realizaciones, el anticuerpo efector de células no inmunes es una IgG. En
algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento a células efectoras inmunes es un scFv. En algunas
realizaciones, el anticuerpo dirigido (por ejemplo, el anticuerpo efector de células no inmunes) es una IgG, y el
anticuerpo de acoplamiento a células efectoras inmunes es un scFv. En algunas realizaciones, la célula efectora
inmune es un leucocito. En algunas realizaciones, la célula efectora inmune es un célula T. En algunas realizaciones,
la célula efectora inmune es una célula NK. En algunas realizaciones, la célula efectora inmune es una célula
mononuclear mieloide.

En algunas realizaciones, los anticuerpos activables multiespecificos de acoplamiento a células T de la descripcion
incluyen un anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno del mismo y un anticuerpo de acoplamiento de células
T o porcion de unién a antigeno del mismo, donde al menos uno del anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno
del mismo y/o el anticuerpo de acoplamiento a células T o porcién de unién a antigeno del mismo esta enmascarado.
En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento de células T o fragmento de unién al antigeno del mismo
incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera Diana de
acoplamiento de células T, donde el AB1 estd unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de modo que el
acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 de unirse a la primera diana. En algunas realizaciones, el
anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento del mismo
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que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda
diana, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2
reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento
a células T o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo (AB1) que se une a una primera diana de acoplamiento a células T, donde el AB1 esta unido a un resto de
enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a la
primera diana, y el anticuerpo dirigido o fragmento de union a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o
fragmento del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se
une a una segunda diana, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el
acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a loa segunda diana.

En algunas realizaciones, los anticuerpos activables multiespecificos de acoplamiento a células T incluyen un
anticuerpo dirigido a cancer o fragmento de union a antigeno del mismo y un anticuerpo de acoplamiento de células T
0 porcion de unidn a antigeno del mismo, donde al menos uno del anticuerpo dirigido a cancer o fragmento de unién
a antigeno del mismo y/o el anticuerpo de acoplamiento a células T o porcidon de union a antigeno del mismo esta
enmascarado. En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento a células T o fragmento de unién a antigeno
del mismo incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera
diana de acoplamiento a células T, donde el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que
el acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a la primera diana. En algunas realizaciones, el
anticuerpo dirigido a cancer o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento
del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unioén a antigeno del mismo (AB2) que se une a una
segunda diana relacionada con cancer, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma
que el acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada con cancer. En
algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento a células T o fragmento de unioén a antigeno del mismo incluye
un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera diana de
acoplamiento a células T, donde el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el
acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a la primera diana, y el anticuerpo dirigido a cadncer o
fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que incluye un
segundo anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana relacionada
con cancer, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2
reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada con cancer.

En algunas realizaciones, los anticuerpos activables multiespecificos de acoplamiento de células T incluyen un
anticuerpo de IgG dirigido a cancer o fragmento de unién al antigeno del mismo y un scFv de acoplamiento a células
T, donde al menos uno del anticuerpo de IgG dirigido a cancer o fragmento de unién al antigeno del mismo y/o el
anticuerpo de acoplamiento a células T o porcion de unién al antigeno del mismo esta enmascarado. En algunas
realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento a células T o fragmento de unidn a antigeno del mismo incluye un primer
anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera diana de acoplamiento a
células T, donde el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1
reduce la capacidad del AB1 para unirse a la primera diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo IgG dirigido a
cancer o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que incluye
un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana relacionada
con cancer, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2
reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada con céncer. En algunas realizaciones, el
anticuerpo de acoplamiento a células T o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un primer anticuerpo o
fragmento de unidn a antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera diana de acoplamiento a células T, donde
el AB1 estd unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la
capacidad del AB1 para unirse a la primera diana, y el anticuerpo de IgG dirigido a cancer o fragmento de unioén a
antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a
una segunda diana relacionada con cancer, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal
forma que el acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana racionada con cancer.

En algunas realizaciones de un anticuerpo activable multiespecifico de acoplamiento de células efectoras inmunitarias,
un antigeno es tipicamente un antigeno presente en la superficie de una célula menor u otro tipo de célula asociado
con la enfermedad, tal como, pero sin limitarse a, cualquier diana enumerada en la Tabla 1, tal como, pero sin limitarse
a, EGFR, erbB2, EpCAM, Jagged, PD-L1, B7H3 o CD71 (receptor de transferrina) y otro antigeno es tipicamente un
receptor estimulante o inhibidor presente en la superficie de una célula T, célula citolitica natural (NK), célula
mononuclear mieloide, macréfago y/u otra célula efectora inmunitaria, tal como, pero sin limitarse a, B7-H4, BTLA,.
CD3, CD4, CD8, CD16a, CD25, CD27, CD28. CD32, CD56, CD137, CTLA-4, GITR, HVEM, ICOS, LAG3, NKG2D,
0X40, PD-1, TIGIT. TIM3 o VISTA. En algunas realizaciones, el antigeno es un receptor estimulante presente en la
superficie de una célula T o célula NK; ejemplos de dichos receptores estimulantes incluyen, pero sin limitarse a, CD3..
CD27, CD28, CD137 (también denominado 4-1BB), GITR, HVEM, ICOS. NKG2D y OX40. En algunas realizaciones,
el antigeno es un receptor inhibidor presente en la superficie de un célula T; ejemplos de dichos receptores inhibitorios
incluyen, pero sin limitarse a, BTLA, CTLA-4, LAG3, PD-1, TIGIT, TIM3 y KIR expresadas en NK. El dominio del
anticuerpo que confiere especificidad al antigeno de superficie de células T también puede estar sustituido por un
ligando o dominio de ligando que se une a un receptor de células T, un receptor de células NK, un receptor de
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macroéfagos y/u otro receptor de células efectoras inmunes. B7-1, B7-2, B7TH3, PD-L1, PD-L2 o TNFSF9.

Una realizacién de la descripcion es un anticuerpo activable multiespecifico que es activable en un microambiente de
cancer y que incluye un anticuerpo, por ejemplo, una IgG o scFv. dirigido a una diana de tumor y un anticuerpo
agonista, por ejemplo, una IgG o scFv dirigido a un receptor coestimulante expresado en la superficie de una célula T
o célula NK activada, donde al menos uno del anticuerpo diana de cancer y/o anticuerpo agonista esta enmascarado.
Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitarse a, CD27, CD137, GITR, HVEM,
NKG2D y OX40. En esta realizacion, el anticuerpo activable multiespecifico, una vez activado por proteasas asociadas
con tumores, reticularia y activaria efectivamente los receptores coestimuladores expresados por células T o células
NK de una manera dependiente del tumor para mejorar la actividad de células T que responden a cualquier antigeno
tumoral a través de su antigeno de células T enddgeno o receptores activadores de NK. La naturaleza dependiente
de la activacion de estos receptores coestimuladores de células T o células NK centraria la actividad del anticuerpo
activable multiespecifico activado a células T especificas del tumor, sin activar todas las células T independientemente
de su especificidad de antigeno. En una realizacion, al menos el anticuerpo receptor coestimulador del anticuerpo
activable multiespecifico se enmascara para impedir la activacion de células T autorreactivas que pueden estar
presentes en tejidos que también expresan el antigeno reconocido por el anticuerpo dirigido a la diana tumoral en el
anticuerpo activable multiespecifico, pero cuya actividad esta restringida por la falta de acoplamiento del co-receptor.

Una realizacién de la descripcion es un anticuerpo activable multiespecifico que se puede activar en una enfermedad
caracterizada por sobreestimulacién de células T, tal como, pero sin limitarse a, una enfermedad autoinmunitaria o
microambiente de enfermedad inflamatoria. Dicho anticuerpo activable multiespecifico incluye un anticuerpo, por
ejemplo una IgG o scFv, dirigida a una diana que comprende un antigeno de superficie expresado en un tejido dirigido
por una célula T en enfermedad autoinmune o inflamatoria y un anticuerpo, por ejemplo una IgG o acFv, dirigida a un
receptor inhibidor expresado en la superficie de un célula T o célula NK, donde al menos uno del anticuerpo diana de
tejido de enfermedad y/o anticuerpo receptor inhibidor de células T estd enmascarado. Ejemplos de receptores
inhibidores incluyen, pero sin limitarse a, BTLA, CTLA-4, LAG3, PD-1, TIGIT, TIM3, y KIR expresadas en NK. Ejemplos
de un antigeno tisular dirigido por células T en enfermedad autoinmunitaria incluyen, pero sin limitarse a, un antigeno
de superficie expresado en mielina o células nerviosas en esclerosis multiple o un antigeno de superficie expresado
en células de islotes pancreaticos en diabetes tipo 1. En esta realizacion, el anticuerpo multiespecifico capaz de actuar
cuando se localiza en el tejido bajo ataque autoinmunitario o inflamacion se activa y se co-acopla al inhibidor/ receptor
de células T o células NK para suprimir la actividad de células T autorreactivas que responden a cualquier antigeno
dirigido al tejido de la enfermedad a través de su TCR enddgeno o receptores de activacion. En una realizacion, al
menos uno o multiples anticuerpos se enmascaran para impedir la supresion de las respuestas de células T deseadas
en tejidos sin enfermedad donde también se puede expresar el antigeno diana.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a células T incluye un anti-CD3 épsilon
(CD3g, también denominado en esta invencion CD3e y CD3) scFv y un anticuerpo dirigido o fragmento de union a
antigeno del mismo, donde al menos uno del scFv anti-CD3¢ y/o el anticuerpo dirigido o la porcion de unién a antigeno
del mismo esta enmascarado. En algunas realizaciones, el CD3¢ sCFV incluye un primer anticuerpo o fragmento de
union a antigeno del mismo (AB1) que se une a CD3¢, donde el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1)
de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a CD3¢. En algunas realizaciones,
el anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento del mismo
que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda
diana, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2
reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana. En algunas realizaciones, el CD3¢ scFv incluye un primer
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se une a CD3g, donde el AB1 esta unido a un resto
de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del ABJ para unirse a
CD3e, y el anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento
del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unioén a antigeno del mismo (AB2) que se une a una
segunda diana, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del
MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico de acoplamiento a células T incluye un anti-CD3¢
scFv y un anticuerpo dirigido a cancer o fragmento de unién a antigeno del mismo, donde al menos uno del anti-CD3s
scFv y/o el anticuerpo dirigido a cancer o la porcién de unién a antigeno del mismo estd enmascarada. En algunas
realizaciones, el CD3¢ scFv incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se
une a CD3g, donde el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del
MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a CD3¢. En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido a cancer o
fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que incluye un
segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana relacionada
con cancer, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2
reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada con céncer. En algunas realizaciones, el
CD3¢ scFv incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se une a CD3g, donde
el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la
capacidad del AB1 para unirse a CD3g, y el anticuerpo dirigido a cancer o fragmento de unién a antigeno del mismo
incluye un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a
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antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana relacionada con cancer, donde el AB2 esta unido a un
resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse
a la segunda diana relacionada con cancer.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico de acoplamiento a células T incluye un anti-CD3¢
scFv y un anticuerpo de IgG dirigido a cancer o fragmento de unién a antigeno del mismo, donde al menos uno de
anti-CD3¢ scFv y/o el anticuerpo de IgG dirigido a cancer o porciéon de unién a antigeno del mismo esta enmascarado.
En algunas realizaciones, el CD3¢ scFv incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1)
que se une a CD3g, donde el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento
del MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a CD3¢. En algunas realizaciones, el anticuerpo de IgG dirigido a
cancer o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que incluye
un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana relacionada
con cancer, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2
reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada con céncer. En algunas realizaciones, el
CD3e scFv incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se une a CD3¢,, donde
el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la
capacidad del AB1 para unirse a CD3g, y el anticuerpo de IgG dirigido a cancer o fragmento de unién a antigeno del
mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana relacionada con cancer, donde el AB2 esta unido a un
resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse
a la segunda diana relacionada con cancer.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico de acoplamiento a células T incluye un anti-CD3
épsilon (CD3¢) scFv que se deriva de OKT3. donde al menos uno del anticuerpo dirigido o fragmento de unién al
antigeno del mismo y/o el scFv de OKT3 o scFv derivado de OKT3 esta enmascarado. En algunas realizaciones, el
scFv de OKT3 o scFv derivado de OKT3 incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
(AB1) que se une a CD3¢, donde el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el
acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a CD3¢. En algunas realizaciones, el anticuerpo
dirigido o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que incluye
un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana, donde el
AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2 reduce la capacidad
del AB2 para unirse a la segunda diana. En algunas realizaciones, el scFv de OKT3 o scFv derivado de OKT3 incluye
un primer anticuerpo o fragmento de unioén a antigeno del mismo (AB1) que se une a CD3¢, donde el AB1 esta unido
a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 para
unirse a CD3g, y el anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o
fragmento del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se
une a una segunda diana, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el
acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a células T incluye un scFv de OKT3
o scFv derivado de OKT3 y un anticuerpo dirigido al cancer o fragmento de unién al antigeno del mismo, donde al
menos uno del scFv de OKT3 o scFv derivado de OKT3 y/o el anticuerpo dirigido al cancer o porciéon de union al
antigeno del mismo esta enmascarado. En algunas realizaciones, el scFv de OKT3 o scFv derivado de OKT3 incluye
un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se une a CD3¢, donde el AB1 esta unido
a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 para
unirse a CD3¢. En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un
segundo anticuerpo o fragmento del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo (AB2) que se une a una segunda diana relacionada con cancer, donde el AB2 esta unido a un resto de
enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la
segunda diana relacionada con cancer. En algunas realizaciones, el scFv de OKT3 o scFv derivado de OKT3 incluye
un primer anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo (AB1) que se une a CD3¢, donde el AB1 esta unido
a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 para
unirse a CD3g, y el anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o
fragmento del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se
une a una segunda diana relacionada con cancer, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de
tal forma que el acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada con
cancer.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico de acoplamiento de células T incluye un scFv de
OKT3 o scFv derivado de OKT3 y un anticuerpo de IgG dirigido a cancer o fragmento de unién al antigeno del mismo,
donde al menos uno del scFv de OKT3 o scFv derivado de OKT3 y/o el anticuerpo de IgG dirigido a cancer o porcién
de unién al antigeno del mismo esta enmascarado. En algunas realizaciones, el scFv de OKT3 o scFv derivado de
OKT3 incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se une a CD3g, donde el
AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la capacidad
del AB1 para unirse a CD3¢. En algunas realizaciones, el anticuerpo de IgG dirigido a cancer o fragmento de union a
antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que incluye un segundo anticuerpo o
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fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana relacionada con cancer, donde el
AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2 reduce la capacidad
del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada con cancer. En algunas realizaciones, el scFv de OKT3 o scFv
derivado de OKT3 incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se une a CD3g,
donde el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la
capacidad del AS1 para unirse a CD3¢, y el anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un
segundo anticuerpo o fragmento del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo (AB2) que se une a una segunda diana relacionada con cancer, donde el AB2 esta unido a un resto de
enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la
segunda diana relacionada con cancer.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a células T incluye un anti-CTLA-4
scFv, donde al menos uno del anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno del mismo y/o el anti-CTLA-4 scFv
esta enmascarado. En algunas realizaciones, el CTLA-4 scFv incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo (AB1) que se une a CTLA-4, donde el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de
tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a CTLA-4. En algunas realizaciones,
el anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento del mismo
que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda
diana, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2
reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana. En algunas realizaciones, el anti-CTLA-4 scFv incluye
un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB ) que se une a CTLA-4, donde el AB1 esta unido
a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 para
unirse a CTLA-4, y el anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o
fragmento del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se
une a una segunda diana, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el
acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a células T incluye un anti-CTLA-4
scFv y un anticuerpo de IgG dirigido o fragmento de unién al antigeno del mismo donde al menos uno de los anti-
CTLA-4 scFv y/o el anticuerpo de IgG dirigido o porcién de unién al antigeno del mismo esta enmascarado. En algunas
realizaciones, el CTLA-4 scFv incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se
une a CTLA-4, donde el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del
MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a CTLA-4. En algunas realizaciones, el anticuerpo IgG dirigido o
fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que incluye un
segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2
esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del
AB2 para unirse a la segunda diana. En algunas realizaciones, el CTLA-4 scFv incluye un primer anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se une a CTLA-4, donde el AB1 esta unido a un resto de
enmascaramiento (MM1) de tal forma que el acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a CTLA-
4, y el anticuerpo de IgG dirigido o fragmento de union a antigeno del mismo incluye un segundo anticuerpo o
fragmento del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se
une a una segunda diana, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el
acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana.

En algunas realizaciones, los anticuerpos dirigidos a multiples antigenos y/o anticuerpos activables dirigidos a
multiples antigenos incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a
una primera diana y/o un primer epitopo y un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se
une a una segunda diana y/o un segundo epitopo. En algunas realizaciones, los anticuerpos dirigidos a multiples
antigenos y/o los anticuerpos activables dirigidos a multiples antigenos se unen a dos 0 mas dianas diferentes. En
algunas realizaciones, los anticuerpos dirigidos a multiples antigenos y/o los anticuerpos activables dirigidos a
multiples antigenos se unen a dos o0 mas epitopos diferentes en la misma diana. En algunas realizaciones, los
anticuerpos dirigidos a multiples antigenos y/o anticuerpos activables dirigidos a multiples antigenos se unen a una
combinacion de dos o mas dianas diferentes y dos o mas epitopos diferentes en la misma diana.

Varias realizaciones de anticuerpos activables multiespecificos de la descripciéon se muestran en las Figuras 3 Ay 5-
9. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico que comprende una IgG tiene los dominios
variables de IgG enmascarados. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico que comprende un
scFv tiene los dominios de scFv enmascarados. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico
tiene tanto dominios variables de IgG como dominios de scFv, donde al menos uno de los dominios variables de IgG
esta acoplado a un resto de enmascaramiento. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico tiene
tanto dominios variables de IgG como dominios de scFv, donde al menos uno de los dominios de scFv esta acoplado
a un resto de enmascaramiento. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico tiene tanto dominios
variables de IgG como dominios de scFv, donde al menos uno de los dominios variables de IgG esta acoplado a un
resto de enmascaramiento y al menos uno de los dominios de scFv esta acoplado a un resto de enmascaramiento.
En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico tiene tanto dominios variables de IgG como dominios
de scFv, donde cada uno de los dominios variables de IgG y los dominios de scFv esta acoplado a su propio resto de
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enmascaramiento. En algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene
especificidad por un antigeno diana, y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad por un antigeno de superficie de
células T. En algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene
especificidad para un antigeno diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para otro antigeno diana. En
algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene especificidad para un
epitopo de un antigeno diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para otro epitopo del antigeno diana.

En un anticuerpo activable multiespecifico, un scFv puede fusionarse al extremo carboxilo de la cadena pesada de un
anticuerpo activable de IgG, al extremo carboxilo de la cadena ligera de un anticuerpo activable de IgG, o al extremo
carboxilo de tanto la cadena pesada como ligera de un anticuerpo activable de IgG. En un anticuerpo activable
multiespecifico, un scFv se puede fusionar al extremo amino de la cadena pesada de un anticuerpo activable de IgG,
al extremo amino de la cadena ligera de un anticuerpo activable de IgG o a los extremos amino de las cadenas pesadas
y ligeras de un anticuerpo activable de IgG. En un anticuerpo activable multiespecifico, un scFv se puede fusionar a
cualquier combinacién de uno o mas extremos carboxilo y uno o mas extremos amino de un anticuerpo activable de
IgG. En algunas realizaciones, un resto de enmascaramiento (MM) unido a un resto escindible (CM) esta unido y
enmascara un dominio de unién a antigeno de la IgG. En algunas realizaciones, un resto de enmascaramiento (MM)
unido a un resto escindible (CM) esta unido y enmascara un dominio de unién a antigeno de al menos un scFv. En
algunas realizaciones, un resto de enmascaramiento (MM) unido a un resto escindible (CM) esta unido y enmascara
un dominio de unién a antigeno de una IgG, y un resto de enmascaramiento (MM) unido a un resto escindible (CM)
esta unido y enmascara un dominio de unioén a antigeno de al menos un scFv.

La descripcion proporciona ejemplos de estructuras de anticuerpos activables multiespecificos que incluyen, pero sin
limitarse a, los siguientes: (VL-CL)2(VH-CH1-CH2-CH3-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM)2; (VL-CL)2:(VH-CH1-CH2-
CH3-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)2;(MM-L1-CM-L2-VL-CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3-L4-VH*-L3-VL*)2; (MM-L1-CM-L2-
VL-CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3-L4-VL*-L3-VH*)2:  (VL-CL)2:(MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2; (VL-
CL12:(MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2;  (MM-L1-CM-L2-VL-CL)2:(VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-
CH3)2: (MM-L1-CM-L2-VL-CL)2:(VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM)2:(VH-
CH1-CH2-CH3)2 (VL-CL-L4- VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)2:(VH-CH1-CH2-CH3)2; (MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*- L4-VL-
CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3)2; (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VL-CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3)2;(VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-
CM-L1-MM)2: (MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2: (VL-CL-L4-VH*-L1-VL*-L2-CM-L1-MM)2: (MM-
L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2;(VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)2: (MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-
L4-VH-CH1-CH2-CH3)2;  (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)2:  (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-
CH3)2; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*)2:(MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2;(VL-CL-L4-VH*-L3-VL*)2: (MM-
L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH 1-CH2-CH3)2; (VL- CL-L4-VL*-L3-VH*)2: (MM-L 1 -CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-
CH2-CH3)z; (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*)2: (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-
L2-CM-L1-MM)z2:(VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM)2: (VH*-L3-VL*-L4-VH-
CH1-CH2-CH3)z; (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)z2: (VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2; o (VL-CL-L4-VL*-L3-
VH*-L2-CM-L1 -MM)z2: (VH *-L3-VL*-L4-VH-CH 1-CH2-CH3)2. donde: VL y VH representan los dominios variables
ligeros y pesados de la primera especificidad, contenidos en la IgG; VL* y VH* representan los dominios variables de
la segunda especificidad, contenidos en el scFv; L1 es un péptido enlazador que conecta el resto de enmascaramiento
(MM) y el resto escindible (CM); L2 es un péptido enlazador que conecta el resto escindible (CM), y el anticuerpo; L3
es un péptido enlazador que conecta los dominios variables del scFv; L4 es un péptido enlazador que conecta el
anticuerpo de la primera especificidad con el anticuerpo de la segunda especificidad; CL es el dominio constante de
cadena ligera y CH1, CH2, CH3 son los dominios constantes de cadena pesada. Las primera y segunda
especificidades pueden ser hacia cualquier antigeno o epitopo.

En algunas realizaciones de un anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a células T, un antigeno es
tipicamente un antigeno presente en la superficie de una célula tumoral u otro tipo de célula asociado con la
enfermedad, tal como, pero sin limitarse a, cualquier diana enumerada en la Tabla 1, tal como, pero limitado a, EGFR,
erbB2, EpCAM, Jagged, PD-L1, B7H3, 0 CD71 (receptor de transferrina) y otro antigeno es tipicamente un estimulante
(también denominado en esta invencién como activador) o receptor inhibidor presente en la superficie de una célula
T, célula citolitica natural (NK), célula mononuclear mieloide, macréfago y/u otra célula efectora inmunitaria, tal como,
pero sin limitarse a, B7-H4, BTLA, CD3, CD4, CD8, CD16a, CD25, CD27. CD28, CD32, CD56. CD137 (también
denominado TNFRSF9), CTLA-4, GITR, HVEM, ICOS, LAG3, NKG2D, 0X40, PD-1, TIGIT, TIM3 o VISTA. El dominio
del anticuerpo que confiere especificidad al antigeno de superficie de células T también puede estar sustituido por un
ligando o dominio de ligando que se une a un receptor de células T, un receptor de células NK, un receptor de
macrofagos y/u otro receptor de células efectoras inmunes, tales como, pero sin limitarse a, B7-1, B7-2, B7H3, PD-L1,
PD-L2 o TNFSF9. En algunas realizaciones de un anticuerpo activable dirigido a mdltiples antigenos, un antigeno se
selecciona de entre el grupo de dianas enumeradas en la Tabla 1, y otro antigeno se selecciona de entre el grupo de
dianas enumeradas en la Tabla 1.

En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido es un anticuerpo anti-EGFR. En algunas realizaciones, el anticuerpo
dirigido es C225v5, que es especifico para la union a EGFR. En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido es C225,
que es especifico para la union a EGFR. En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido es C225v4, que es especifico
para la unién a EGFR. En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido es C225v6, que es especifico para la unién a
EGFR. En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido es un anticuerpo anti-Jagged. En algunas realizaciones, el
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anticuerpo dirigido es 4D11, que es especifico para la unién a Jagged 1 y Jagged 2 humano y de ratén. En algunas
realizaciones, el anticuerpo dirigido es 4D11v2, que es especifico para la union a Jagged 1 y Jagged 2 humano y de
raton.

En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido puede estar en forma de un anticuerpo activable. En algunas
realizaciones, los scFv pueden estar en forma de un Pro- scFv (véase, por ejemplo, WO 2009/025846, WO
2010/081173).

En algunas realizaciones, el scFv es especifico para unirse a CD3g, y es o se deriva de un anticuerpo o fragmento del
mismo que se une a CD3¢, por ejemplo, CH2527, FN18, H2C, OKT3, 2C11, UCHT1, o V9. En algunas realizaciones,
el scFv es especifico para la unién a CTLA-4 (también denominado en esta invenciéon como CTLA y CTLA4).

En algunas realizaciones, el anti-CD3¢ scFv incluye una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en las
secuencias que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5. En algunas realizaciones, el anti-CD3¢ scFv incluye
una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas
idéntico a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en esas secuencias que se
muestran en la Tabla 7 y/o en los Ejemplos 5.

En algunas realizaciones, el scFv es especifico para la unién de una o mas células T, una o mas células NK y/o uno
o0 mas macrofagos. En algunas realizaciones, el scFv es especifico para unirse a una diana seleccionada de entre el
grupo que consiste en B7-H4. BTLA, CD3, CD4, CD8, CD 16a, CD25, CD27, CD28, CD32, CD56, CD 137. CTLA-4,
GITR, HVEM, ICOS, LAGS3, NKG2D, OX40, PD-1, TIGIT, TIM3 o VISTA.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos, los anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o los anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en esta
invencioén incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB1) que se une
especificamente a una diana Jagged, por ejemplo, Jagged 1 y/o Jagged 2, y que contiene una combinacion de una
secuencia VH CDR1, una secuencia VH CDR2 y una secuencia VH CDR3, donde al menos una de la secuencia VH
CDRA1, la secuencia VH CDR2 y la secuencia VH CDR3 se selecciona de entre una secuencia VH CDR1 que incluye
al menos la secuencia de aminoacidos SY AMS (SEQ ID NO: 6); una secuencia VH CD2 que incluye al menos la
secuencia de aminoacidos SIDPEGRQTYYADSVKG (SEQ ID NO: 7); una secuencia VH CDR3 que incluye al menos
la secuencia de aminoacidos DIGGRSAFDY (SEQ ID NO: 8), y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en esta invencion
incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo (AB1) que se une especificamente
a una diana Jagged, por ejemplo, Jagged 1 y/o Jagged 2 y que contiene una combinacién de una secuencia VL CDR1,
una secuencia VL CDR2 y una secuencia VL CDR3, donde al menos una de la secuencia VL CDR1, la secuencia VL
CDR2 y la secuencia VL CDR3 se selecciona de entre una secuencia VL CDR1 que incluye al menos la secuencia de
aminoacidos RASQSISSY (SEQ ID NO: 9); una secuencia VL CDR2 que incluye al menos la secuencia de
aminoacidos AASSLQS (SEQ ID NO: 10); una secuencia VL CDR3 que incluye al menos la secuencia de aminoacidos
QQTVVAPPL (SEQ ID NO: 11), y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos conjugados activables multiespecificos proporcionados en esta invencion
incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB1) que se une especificamente
a una diana Jagged, por ejemplo, Jagged 1 y/o Jagged 2. y que contiene una combinacién de una secuencia VH
CDR1, una secuencia VH CDR2 y una secuencia VH CDR3, donde al menos una de la secuencia VH CDR1, la
secuencia VH CDR2 y la secuencia VH CDR3 se selecciona de entre una secuencia VH CDR1 que incluye una
secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia
de aminoacidos SY AMS. (SEQ ID NO: 6); una secuencia VH CD2 que incluye una secuencia que es al menos 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos
STDPEGRQTYYADSVKG (SEQ ID NO: 7); una secuencia VH CDR3 que incluye una secuencia que es al menos 90
%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos
DIGGRSAFDY (SEQ ID NO: 8), y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, activables, anticuerpos multiespecificos conjugados y/o
anticuerpos multiespecificos activables conjugados proporcionados en esta invencion incluyen al menos un primer
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB1) que se une especificamente a una diana Jagged. por
ejemplo, Jagged 1 y/o Jagged 2, y que contiene una combinaciéon de una secuencia VL CDR1, una secuencia VL
CDR2 y una secuencia VL CDR3, donde al menos una de la secuencia VL CDR1, la secuencia VL CDR2 y la secuencia
VL CDRS3 se selecciona de entre una secuencia VL CDR1 que incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos RASQSISSY (SEQ
ID NO: 9): una secuencia VL CDR2 que incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos AASSLQS (SEQ ID NO: 10); y una secuencia
VL CDR3 que incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2912932 T3

0 mas idéntica a la secuencia de aminoacidos QQTVVAPPL (SEQ ID NO: 11), y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en esta invencion
incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB1) que se une especificamente
a una diana Jagged, por ejemplo, Jagged 1 y/o Jagged 2. y que contiene una combinacién de una secuencia VH
CDR1, una secuencia VH CDR2, una secuencia VH CDR3, una secuencia VL CDR1, una secuencia VL CDR2 y una
secuencia VL CDR3, donde la secuencia VH CDR1 incluye al menos la secuencia de aminoacidos SY AMS (SEQ ID
NO: 6); la secuencia VH CD2 incluye al menos la secuencia de aminoacidos SIDPEGRQTYYADSVKG (SEQ ID NO:
7); la secuencia VH CDR3 incluye al menos la secuencia de aminoacidos DIGGRSAFDY (SEQ ID NO: 8); la secuencia
VL CDR1 incluye al menos la secuencia de aminoacidos RASQSISSY (SEQ ID NO: 9); la secuencia VL CDR2 incluye
al menos la secuencia de aminoacidos AASSLQS (SEQ ID NO: 10); y la secuencia VL CDR3 incluye al menos la
secuencia de aminoacidos QQTVVAPPL (SEQ ID NO: 11).

En algunas realizaciones, los, anticuerpos activables multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables
multiespecificos conjugados proporcionados en esta invencion incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento
de unidén al antigeno del mismo (AB1) que se une especificamente a una diana Jagged, por ejemplo, Jagged 1 y/o
Jagged 2. y que contiene una combinacion de una secuencia VH CDR1, una secuencia VH CDR2, una secuencia VH
CDR3, una secuencia VL CDR1, una secuencia VL CDR2 y una secuencia VL CDR3, donde la secuencia VH CDR1
incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica
a la secuencia de aminoacidos SY AMS (SEQ ID NO: 6); la secuencia VH CD2 incluye una secuencia que es al menos
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos
SIDPEGRQTYYADSVKG (SEQ ID NO: 7): la secuencia VH CDR3 incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91
%, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos DIGGRSAFDY
(SEQ ID NO: 8); la secuencia VL CDR1 incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos RASQSISSY (SEQ ID NO: 9); la secuencia
VL CDR?2 incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
mas idéntica a la secuencia de aminoacidos AASSLQS (SEQ ID NO: 10); y la secuencia VL CDR3 incluye una
secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia
de aminoacidos QQTVVAPPL (SEQ ID NO: 11).

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en esta invencion
incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB1) que se une especificamente
al Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) y que contiene una combinacion de una secuencia VH
CDRH1, una secuencia VH CDR2 y una secuencia VH CDR3, donde al menos una de la secuencia VH CDR1, la
secuencia VH CDR2 y la secuencia VH CDR3 se selecciona de entre una secuencia VH CDR1 que incluye al menos
la secuencia de aminoacidos NYGVH (SEQ ID NO: 12); una secuencia VH CD2 que incluye al menos la secuencia de
aminoacidos VIWSGGNTDYNTPFTS (SEQ ID NO: 13); una secuencia VH CDR3 que incluye al menos la secuencia
de aminoacidos ALTYYDYEFAY (SEQ ID NO: 14); y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en esta invencion
incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo (AB1) que se une especificamente
a EGFR y que contiene una combinacién de una secuencia VL CDR1, una secuencia VL CDR2 y una secuencia VL
CDR3, donde al menos una de las secuencia VL CDR1, la secuencia VL CDR2y la secuencia VL CDR3 se selecciona
de entre una secuencia VL CDR1 que incluye al menos la secuencia de aminoacidos RASQSIGTNIH (SEQ ID NO:
15); una secuencia VL CDR2 que incluye al menos la secuencia de aminoacidos KYASESIS (SEQ ID NO: 16); y una
secuencia VL CDR3 que incluye al menos la secuencia de aminoacidos QQNNNWPTT (SEQ ID NO: 17) y
combinaciones de los mismos. /

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en esta invencion
incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB1) que se une especificamente
a EGFR y que contiene una combinacién de una secuencia VH CDR1, una secuencia VH CDR2 y una secuencia VH
CDR3, donde al menos una de la secuencia VH CDR1, la secuencia VH CDR2 y la secuencia VH CDR3 se selecciona
de entre una secuencia VH CDR1 que incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos NYGVH (SEQ ID NO: 12); una secuencia VH
CD2 que incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
mas idéntica a la secuencia de aminoacidos VIWSGGNTDYNTPFTS (SEQ ID NO: 13); una secuencia VH CDR3 que
incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 91 %, 98 %, 99 % o mas idéntica
a la secuencia de aminoacidos ALTYYDYEFAY (SEQ ID NO: 14); y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos

multiespecificos conjugados y/o anticuerpos multiespecificos conjugados que se proporcionan en esta invencion
incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB1) que se une especificamente
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a EGFR y que contiene una combinacién de una secuencia VL CDR1, una secuencia VL CDR2 y una secuencia VL
CDR3, donde al menos una de la secuencia VL CDR1, la secuencia VL CDR2 y la secuencia VL CDRS se selecciona
de entre una secuencia VL CDR1 que incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos RASQSIGTNIH (SEQ ID NO: 15 ); una
secuencia VL CDR2 que incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos KYASESIS (SEQ ID NO: 16); y una secuencia VL CDR3
que incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas
idéntica a la secuencia de aminoacidos QQNNNWPTT (SEQ ID NO: 17), y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en esta invencion
incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo ( AB1) que se une especificamente
a EGFR y que contiene una combinacién de una secuencia VH CDR1, una secuencia VH CDR2, una secuencia VH
CDR3, una secuencia VL CDR1, una secuencia VL CDR2 y una secuencia VL CDR3, donde la secuencia VH CDR1
incluye al menos la secuencia de aminoacidos NYGVH (SEQ ID NO: 12); la secuencia VH CD2 incluye al menos la
secuencia de aminoacidos VIWSGGNTDYNTPFTS (SEQ ID NO: 13); la secuencia VH CDR3 incluye al menos la
secuencia de aminoacidos ALTYYDYEFAY (SEQ ID NO: 14); la secuencia VL CDR1 incluye al menos la secuencia
de aminoacidos RASQSIGTNIH (SEQ ID NO: 15); la secuencia VL CDR2 incluye al menos la secuencia de
aminoacidos KYASESIS (SEQ ID NO: 16); y la secuencia VL CDR3 incluye al menos la secuencia de aminoacidos
QQNNNWPTT (SEQ ID NO: 17).

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en esta invencion
incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB1) que se une especificamente
a EGFR y que contiene una combinacién de una secuencia VH CDR1, una secuencia VH CDR2, una secuencia VH
CDR3, una secuencia VL CDR1, una secuencia VL CDR2 y una secuencia VL CDR3, donde la secuencia VH CDR1
incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica
a la secuencia de aminoacidos NYGVH (SEQ ID NO: 12): la secuencia VH CD2 incluye una secuencia que es al menos
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos
VIWSGGNTDYNTPFTS (SEQ ID NO: 13); la secuencia VH CDR3 incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91
%, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos ALTYYDYEFAY
(SEQ ID NO: 14); la secuencia VL CDR1 incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos RASQSIGTNIH (SEQ ID NO: 15); la
secuencia VL CDR2 incluye una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos KYASESIS (SEQ ID NO: 16); y la secuencia VL CDR3 incluye
una secuencia que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a la
secuencia de aminoacidos QQNNNWPTT (SEQ ID NO: 17).

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en esta invencion
incluyen al menos una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que se selecciona de entre el grupo que consiste
en aquellas secuencias que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye la Tabla 11 en la misma. En
algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en esta invencion
incluyen al menos una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que se selecciona de entre el grupo que consiste
en aquellas secuencias que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye la Tabla 11 en la misma. En
algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en esta invencion
incluyen al menos una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que se selecciona de entre el grupo que consiste
en aquellas secuencias que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye la Tabla 11 en la misma, y una
secuencia de aminoacidos de cadena ligera que se selecciona de entre el grupo que consiste en aquellas secuencias
que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye la Tabla 11 en la misma.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en esta invencion
incluyen al menos una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que
consiste en las secuencias que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye la 'tabla 11 en la misma.
En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en esta invencion
incluyen al menos una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a una secuencia de aminoacidos que se selecciona de entre el grupo
que consiste en las secuencias que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye la Tabla 11 en la
misma. En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos,
anticuerpos multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados que se proporcionan
en esta invencion incluyen al menos una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que es al menos 90 %, 91 %,
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92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a una secuencia de aminoacidos que se selecciona
de entre el grupo que consiste en aquellas secuencias que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye
la Tabla 11 en la misma, y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idéntica a una secuencia de aminoacidos que se selecciona de entre el
grupo que consiste en esas secuencias que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye la Tabla 11 en
la misma.

En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico también incluye un
agente conjugado con el AB. En algunas realizaciones, el agente es un agente terapéutico. En algunas realizaciones,
el agente es un agente antineoplasico. En algunas realizaciones, el agente es una toxina o fragmento de la misma. En
algunas realizaciones, el agente esta conjugado con el anticuerpo activable multiespecifico a través de un enlazador.
En algunas realizaciones, el enlazador es un enlazador no escindible. En algunas realizaciones, el agente es un
inhibidor de microtubulos. En algunas realizaciones, el agente es un agente que dafa el acido nucleico, tal como un
alquilador de ADN o un intercalador de ADN, u otro agente que dafie el ADN. En algunas realizaciones, el enlazador
es un enlazador escindible. En algunas realizaciones, el agente es un agente que se selecciona de entre el grupo
enumerado en la Tabla 4. En algunas realizaciones, el agente es una dolastatina. En algunas realizaciones, el agente
es una auristatina o un derivado de la misma. En algunas realizaciones, el agente es auristatina E o un derivado de la
misma. En algunas realizaciones, el agente es monometil auristatina E (MMAE). En algunas realizaciones, el agente
es monometil auristatina D (MMAD). En algunas realizaciones, el agente es un maitansinoide o derivado de
maitansinoide. En algunas realizaciones, el agente es DM1 o DM4. En algunas realizaciones, el agente es una
duocarmicina o un derivado de la misma. En algunas realizaciones, el agente es una cahehcamicina o un derivado de
la misma. En algunas realizaciones, el agente es una pirrolobenzodiazepina.

En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico también incluye un
resto detectable. En algunas realizaciones, el resto detectable es un agente de diagndstico.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico contiene naturalmente uno o mas enlaces disulfuro.
En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico puede disefiarse para
incluir uno o mas enlaces disulfuro.

La descripcion también proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica un anticuerpo activable
multiespecifico descrito en esta invencién, asi como vectores que incluyen estas secuencias de acido nucleico
aisladas. La descripcion proporciona procedimientos para producir un anticuerpo multiespecifico cultivando una célula
en condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo, donde la célula comprende tal molécula de acido nucleico.
En algunas realizaciones, la célula comprende tal vector.

La descripcion también proporciona anticuerpos activables multiespecificos y/o composiciones de anticuerpos
activables multiespecificos que incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
(AB1) que se une especificamente a una primera diana o primer epitopo y un segundo anticuerpo o fragmento de
union a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana o un segundo epitopo, donde al menos el AB1
esta acoplado o unido de otro modo a un resto de enmascaramiento (MM1), de modo que el acoplamiento del MM1
reduce la capacidad del AB1 para unirse a su diana. En algunas realizaciones, el MM1 se acopla a AB1 a través de
una primera secuencia de resto escindible (CM1) que incluye un sustrato para una proteasa, por ejemplo, una proteasa
que se colocaliza con la diana de AB1 en un sitio de tratamiento o un sitio de diagndstico en un sujeto. Los anticuerpos
activables multiespecificos proporcionados en esta invencién son estables en circulacién, se activan en los sitios
previstos de terapia y/o diagndstico, pero no en tejido normal, es decir, tejido sano, y, cuando se activan, exhiben unién
a la diana de AB1 que es al menos comparable al anticuerpo multiespecifico correspondiente no modificado.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable comprende un péptido de unién entre el MM1 y el CM1.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico comprende un péptido de unién entre el CM1 y el
AB1.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable comprende un primer péptido de unién (LP1) y un segundo péptido
de union (LP2), y al menos una porcién del anticuerpo activable multiespecifico tiene la disposicion estructural del
extremo N al extremo C de la siguiente manera en el estado no escindido: MM1-LP1-CM1-LP2-AB1 o AB1-LP2-CM1-
LP1-MM1. En algunas realizaciones, los dos péptidos de unién no necesitan ser idénticos entre si.

En algunas realizaciones, al menos uno de LP1 o LP2 incluye una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre
el grupo que consiste en (GS)n, (GGS)n, (GSGGS) (SEQ ID NO: 18) y (GGGS)n (SEQ ID NO: 19), donde n es un
numero entero de al menos uno. En algunas realizaciones, al menos uno de LP1 o LP2 incluye una secuencia de
aminoacidos que se selecciona de entre el grupo que consiste en GGSG (SEQ ID NO: 20), GGSGG (SEQ ID NO: 21).
GSGSG (SEQ ID NO: 22), GSGGG (SEQ ID NO: 23), GGGSG (SEQ ID NO: 24), y GSSSG (SEQ ID NO: 25).

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico incluye al menos un primer anticuerpo o fragmento
de unién a antigeno del mismo (AB1) que se une especificamente a una primera diana o primer epitopo y un segundo
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anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une especificamente a una segunda diana o
segundo epitopo. En algunas realizaciones, cada uno de AB en el anticuerpo activable multiespecifico se selecciona
independientemente de entre el grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, anticuerpo de dominio, cadena
simple, fragmento Fab, un fragmento F(ab’)2, un scFv, un scAb, un dAb, un anticuerpo de cadena pesada de dominio
simple y un anticuerpo de cadena ligera de dominio simple. En algunas realizaciones, cada uno de AB en el anticuerpo
activable multiespecifico es un anticuerpo monoclonal de roedor (por ejemplo, raton o rata), quimérico, humanizado o
completamente humano.

En algunas realizaciones, cada uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico tiene una constante de
disociacién de equilibrio de alrededor de 100 nM o0 menos para unirse a su diana o epitopo correspondiente.

En algunas realizaciones MM1 tiene una constante de disociacion de equilibrio para unirse a su AB correspondiente
que es mayor que la constante de disociacion de equilibrio del AB a su diana o epitopo correspondiente,

En algunas realizaciones, MM1 tiene una constante de disociacion de equilibrio para unirse a su AB correspondiente
que no es mas que la constante de disociacion de equilibrio de AB a su diana o epitopo correspondiente.

En algunas realizaciones, MM1 no interfiere ni compite con el AB correspondiente por unirse a la diana o epitopo
correspondiente cuando el anticuerpo activable multiespecifico esta en un estado escindido.

En algunas realizaciones MM1 es un polipéptido de alrededor de 2 a 40 aminoéacidos en longitud. En algunas
realizaciones, cada uno de los MM en el anticuerpo activable multiespecifico es un polipéptido de no mas de 40
aminoacidos en longitud.

En algunas realizaciones, MM1 tiene una secuencia de polipéptidos que es diferente de la de la diana del AB
correspondiente.

En algunas realizaciones, MM1 tiene una secuencia de polipéptidos que no es mas de un 50 % idéntica a cualquier
pareja de unién natural del AB correspondiente. En algunas realizaciones MM1 tiene una secuencia de polipéptidos
que no es mas de un 25 % idéntica a cualquier pareja de union natural del AB correspondiente. En algunas
realizaciones MM1 tiene una secuencia de polipéptidos que no es mas de un 10 % idéntica a cualquier pareja de union
natural del AB correspondiente.

En algunas realizaciones, el acoplamiento de MM1 reduce la capacidad del AB correspondiente para unirse a su diana
o epitopo de modo que la constante de disociacion (K4) del AB cuando se acopla al MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente es al menos 20 veces mayor que el Kq¢ del AB cuando no se acopla al MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente.

En algunas realizaciones, el acoplamiento de MM1 reduce la capacidad del AB correspondiente para unirse a su diana
0 epitopo de modo que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando esta acoplado al MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente es al menos 40 veces mayor que el Kq del AB cuando no esta acoplado al MM1 hacia su diana o
epitopo correspondiente.

En algunas realizaciones, el acoplamiento de MM1 reduce la capacidad del AB correspondiente para unirse a su diana
o epitopo de tal manera que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando se acopla al MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente es al menos 100 veces mayor que el K4 del AB cuando no esta acoplado al MM1 hacia su diana o
epitopo correspondiente.

En algunas realizaciones, el acoplamiento de MM1 reduce la capacidad del AB correspondiente para unirse a su diana
0 epitopo de modo que la constante de disociacion (Kd) del AB cuando se acopla al MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente es al menos 1000 veces mayor que la Kq del AB cuando no se acopla al MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente.

En algunas realizaciones, el acoplamiento de MM1 reduce la capacidad del AB correspondiente para unirse a su diana
o epitopo de modo que la constante de disociacion (Kd) del AB cuando esta acoplado al MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente es al menos 10.000 veces mayor que el Ka del AB cuando no esta acoplado al MM | hacia su diana o
epitopo correspondiente.

En algunas realizaciones, el MM1 es una secuencia de aminoacidos que se selecciona de entre MM que se muestran
en los Ejemplos proporcionados en esta invencion.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico incluye como minimo un segundo resto de
enmascaramiento (MM2) que inhibe la unién del AB2 a su diana cuando el anticuerpo activable multiespecifico se
encuentra en un estado no escindido, y un segundo resto escindible (CM2) acoplado a la AB2, donde el CM2 es un
polipéptido que funciona como sustrato para una segunda proteasa. En algunas realizaciones CM2 es un polipéptido
de no mas de 15 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, la segunda proteasa se colocaliza con la segunda
diana o epitopo en un tejido, y donde la segunda proteasa escinde el CM2 en el anticuerpo activable multiespecifico
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cuando el anticuerpo activable multiespecifico se expone a la segunda proteasa. En algunas realizaciones, la primera
proteasa y la segunda proteasa son colocalizadas con la primera diana o epitopo y la segunda diana o epitopo en un
tejido. En algunas realizaciones, la primera proteasa y la segunda proteasa son la misma proteasa. En algunas
realizaciones, CM1 y CM2 son diferentes sustratos para la misma proteasa. En algunas realizaciones, la proteasa se
selecciona de entre el grupo que consiste en de los que se muestran en la Tabla 3. En algunas realizaciones, la
primera proteasa y la segunda proteasa son proteasas diferentes. En algunas realizaciones, la primera proteasa y la
segunda proteasa son proteasas diferentes seleccionadas de entre el grupo que consiste en las que se muestran en
la Tabla 3.

En algunas realizaciones, cada uno de los MM en el anticuerpo activable multiespecifico, por ejemplo, MM1 y al menos
MM2, tiene una constante de disociacién de equilibrio para unirse a su AB correspondiente que es mayor que la
constante de disociacion de equilibrio del AB a su diana o epitopo correspondiente.

En algunas realizaciones, cada uno de los MM en el anticuerpo activable multiespecifico tiene una constante de
disociaciéon de equilibrio para unirse a su AB correspondiente que no es mas que la constante de disociacion de
equilibrio del AB a su diana o epitopo correspondiente.

En algunas realizaciones, cada uno de los MM en el anticuerpo activable multiespecifico no interfiere ni compite con
su AB correspondiente para unirse a la diana o epitopo correspondiente cuando el anticuerpo activable multiespecifico
esta en un estado escindido.

En algunas realizaciones, cada uno de los MM en el anticuerpo activable multiespecifico es un polipéptido de alrededor
de 2 a 40 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, cada uno de los MM en el anticuerpo activable
multiespecifico es un polipéptido de no mas de 40 aminoacidos en longitud.

En algunas realizaciones, cada uno de los MM en el anticuerpo activable multiespecifico tiene una secuencia de
polipéptidos que es diferente de la diana del AB correspondiente.

En algunas realizaciones, cada uno de los MM en el anticuerpo activable multiespecifico tiene una secuencia de
polipéptidos que no es mas de 50 % idéntica a cualquier pareja de unién natural del AB correspondiente. En algunas
realizaciones, cada uno de los MM en el anticuerpo activable multiespecifico tiene una secuencia de polipéptidos que
no es mas de 25 % idéntica a cualquier pareja de union natural del AB correspondiente. En algunas realizaciones,
cada uno de los MM en el anticuerpo activable multiespecifico tiene una secuencia de polipéptidos que no es mas de
10 % idéntica a cualquier pareja de unién natural del AB correspondiente.

En algunas realizaciones, el acoplamiento de cada uno de los MM reduce la capacidad del AB correspondiente para
unirse a su diana o epitopo de tal manera que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando se acopla al MM hacia
su diana o epitopo correspondiente es al menos 20 veces mayor que la Kq del AB cuando no se acopla al MM hacia
su diana o epitopo correspondiente.

En algunas realizaciones, el acoplamiento de cada uno de los MM reduce la capacidad del AB correspondiente para
unirse a su diana o epitopo de manera que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando se acopla al MM hacia su
diana o epitopo correspondiente es al menos 40 veces mayor que la Kq del AB cuando no se acopla al MM hacia su
diana o epitopo correspondiente.

En algunas realizaciones, el acoplamiento de cada uno de los MM reduce la capacidad del AB correspondiente para
unirse a su diana o epitopo de tal forma que la constante de disociacién (Kq) del AB cuando se acopla al MM hacia su
diana o epitopo correspondiente es al menos 100 veces mayor que la Kq¢ del AB cuando no se acopla al MM hacia su
diana o epitopo correspondiente.

En algunas realizaciones, el acoplamiento de cada uno de los MM reduce la capacidad del AB correspondiente para
unirse a su diana o epitopo de tal forma que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando se acopla al MM hacia su
diana o epitopo correspondiente es al menos 1000 veces mayor que la Kq del AB cuando no se acopla al MM hacia
su diana o epitopo correspondiente.

En algunas realizaciones, el acoplamiento de cada uno de los MM reduce la capacidad del AB correspondiente para
unirse a su diana o epitopo de forma que la constante de disociacion (Kq4) del AB cuando se acopla al MM hacia su
diana o epitopo correspondiente es al menos 10.000 veces mayor que la Kq del AB cuando no se acopla al MM hacia
su diana o epitopo correspondiente.

En algunas realizaciones, cada uno de los MM es una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre un MM que
se muestra en los Ejemplos proporcionados en esta invencion.

En algunas realizaciones, la proteasa que escinde la primera secuencia de resto de escision (CM1) se colocaliza con

la diana del AB1 en el anticuerpo activable multiespecifico en un tejido, y la proteasa escinde el CM1 en el anticuerpo
activable multiespecifico cuando el anticuerpo activable multiespecifico se expone a la proteasa.
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En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico incluye mas de una secuencia de resto escindible, y
la proteasa que escinde al menos una secuencia de resto escindible esta colocalizada con la diana de al menos una
de las regiones AB en el anticuerpo activable multiespecifico en un tejido, y la proteasa escinde el CM en el anticuerpo
activable multiespecifico cuando el anticuerpo activable multiespecifico se expone a la proteasa.

En algunas realizaciones, cada CM, por ejemplo, CM1 y al menos CM2, se colocan en el anticuerpo activable
multiespecifico de modo que en el estado no escindido, la unién del anticuerpo activable multiespecifico a una diana
de una de las regiones AB se reduce para ocurrir con una constante de disociaciéon de equilibrio que es al menos 20
veces mayor que la constante de disociacion de equilibrio de un AB no modificado que se une a su diana, y mientras
que en el estado escindido, el AB se une a su diana.

En algunas realizaciones, cada CM se coloca en el anticuerpo activable multiespecifico de modo que en el estado no
escindido, la unién del anticuerpo activable multiespecifico a una diana de una de las regiones AB se reduce para
ocurrir con una constante de disociacion de equilibrio que es al menos 40 veces mayor que la constante de disociacion
de equilibrio de un AB no modificado que se une a su diana, y mientras que en el estado escindido, el AB se une a su
diana.

En algunas realizaciones, cada CM se coloca en el anticuerpo activable multiespecifico de modo que en el estado no
escindido, la unién del anticuerpo activable multiespecifico a una diana de una de las regiones AB se reduce para
ocurrir con una constante de disociacion de equilibrio que es al menos 50 veces mayor que la constante de disociacién
de equilibrio de un AB no modificado que se une a su diana, y mientras que en el estado escindido, el AB se une a su
diana

En algunas realizaciones, cada CM se coloca en el anticuerpo activable multiespecifico de modo que en el estado no
escindido, la unién del anticuerpo activable multiespecifico a una diana de una de las regiones AB se reduce para
ocurrir con una constante de disociacion de equilibrio que es al menos 100 veces mayor que la constante de
disociacién de equilibrio de un AB no modificado que se une a su diana, y mientras que en el estado escindido, el AB
se une a su diana

En algunas realizaciones, cada CM se coloca en el anticuerpo activable multiespecifico de modo que en el estado no
escindido, la unién del anticuerpo activable multiespecifico a una diana de una de las regiones AB se reduce para
ocurrir con una constante de disociacion de equilibrio que es al menos 200 veces mayor que la constante de
disociacion de equilibrio de un AB no modificado que se une a su diana, y mientras que en el estado escindido, el AB
se une a su diana

En algunas realizaciones, cada CM en el anticuerpo activable multiespecifico es un polipéptido de hasta 15
aminoacidos de longitud.

En algunas realizaciones, al menos un CM en el anticuerpo activable multiespecifico incluye la secuencia de
aminoacidos LSGRSDNH (SEQ ID NO: 26). En algunas realizaciones, al menos un resto escindible se selecciona para
SU Uso con una proteasa especifica, por ejemplo, una proteasa que se sabe que se colocaliza con por lo menos una
diana del anticuerpo activable multiespecifico. Por ejemplo, restos escindibles adecuados para su uso en los
anticuerpos activables multiespecificos de la descripciéon se escinden mediante al menos una proteasa tal como
uroquinasa, legumaina y/o matriptasa (también denominada en esta invencion MT-SP1 o MTSP1). En algunas
realizaciones, un resto escindible adecuado incluye al menos una de las siguientes secuencias: TGRGPSWV (SEQ
ID NO: 27); SARGPSRW (SEQ ID NO: 28); TARGPSFK (SEQ ID NO: 29): LSGRSDNH (SEQ ID NO: 26); GGWHTGRN
(SEQ ID NO: 30); HTGRSGAL (SEQ ID NO: 31); PLTGRSGG (SEQ ID NO: 32); AARGPAIH (SEQ ID NO: 33);
RGPAFNPM (SEQ ID NO: 34); SSRGPAYL (SEQ ID NO: 35); RGPATPIM (SEQ ID NO: 36); RGPA (SEQ ID NO: 37);
GGQPSGMWGW (SEQ ID NO: 38); FPRPLGITGL (SEQ TD NO: 39); VHMPLGFLGP (SEQ ID NO:40); SPLTGRSG
(SEQ ID NO: 41); SAGFSLPA (SEQ ID NO: 42); LAPLGLQRR (SEQ ID NO: 43); SGGPLGVR (SEQ ID NO: 44); y/lo
PLGL (SEQ ID NO: 45).

En algunas realizaciones, cada CM en el anticuerpo activable multiespecifico es un sustrato para una proteasa que se
selecciona de entre el grupo que consiste en las que se muestran en la Tabla 3. En algunas realizaciones, la proteasa
se selecciona de entre el grupo que consiste en uPA, legumaina, MT-SP1, ADAM 17, BMP-1, TMPRSS3, TMPRSS4,
elastasa de neutréfilos, MMP-7, MMP-9, MMP-12, MMP-13 y MMP-14. En algunas realizaciones, la proteasa es una
catepsina, tal como, de modo no taxativo, catepsina S. En algunas realizaciones, cada CM en el anticuerpo activable
multiespecifico es un sustrato para una proteasa seleccionada de entre el grupo que consiste en uPA (activador de
plasminégeno de uroquinasa), legumaina y MT-SP1 (matriptasa). En algunas realizaciones, la proteasa comprende
uPA. En algunas realizaciones, la proteasa comprende legumaina. En algunas realizaciones, la proteasa comprende
MT-SP1. En algunas realizaciones, la proteasa comprende una metaloproteinasa de matriz (MMP).

En algunas realizaciones, al menos, un CM en el anticuerpo activable multiespecifico es un sustrato para al menos

dos proteasas. En algunas realizaciones, cada proteasa se selecciona de entre el grupo que consiste en los que se
muestran en la Tabla 3. En algunas realizaciones, al menos un CM en el anticuerpo activable multiespecifico es un
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sustrato para al menos dos proteasas, donde una de las proteasas se selecciona de entre el grupo que consiste en
uPA, legumaina y MT-SP1 y la otra proteasa se selecciona de entre el grupo que consiste en las que se muestran en
la Tabla 3. En algunas realizaciones, al menos un CM en el anticuerpo activable multiespecifico es un sustrato para al
menos dos proteasas seleccionadas de entre el grupo que consiste en uPA, legumaina y MT-SP1.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable incluye al menos un primer CM (CM1) y un segundo CM (CM2). En
algunas realizaciones, CM1 y CM2 son parte de un unico enlazador escindible que une un MM a un AB en algunas
realizaciones,. CM1 es parte de un enlazador escindible que une MM1 a AB1, y CM2 es parte de un enlazador
escindible separado que une un MM2 a AB2. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico
comprende mas de dos CM. En algunas realizaciones, dicho anticuerpo activable multiespecifico comprende mas de
dos CM y mas de dos MM. En algunas realizaciones, cada CM1 y CM2 son polipéptidos de no mas de 15 aminoacidos
de longitud. En algunas realizaciones, al menos uno del primer CM y el segundo CM es un polipéptido que funciona
como un sustrato para una proteasa seleccionada de entre el grupo que consiste en aquellas listadas en la Tabla 3.
En algunas realizaciones, al menos uno del primer CM y el segundo CM es un polipéptido que funciona como un
sustrato para una proteasa seleccionada de entre el grupo que consiste en uPA, legumaina y MT-SP1. En algunas
realizaciones, el primer CM se escinde por un primer agente de escision seleccionado de entre el grupo que consiste
en uPA, legumaina y MT-SP1 en un tejido diana, y el segundo CM se escinde por un segundo agente de escision en
un tejido diana. En algunas realizaciones, la otra proteasa se selecciona de entre el grupo que consiste en aquellas
que se muestran en la Tabla 3. En algunas realizaciones, el primer agente de escisién y el segundo agente de escisién
son la misma proteasa seleccionada de entre el grupo que consiste en los mencionados en la Tabla 3, y el primer CM
y el segundo CM son diferentes sustratos para la enzima. En algunas realizaciones, el primer agente de escisién y el
segundo agente de escision son la misma proteasa seleccionada de entre el grupo que consiste en uPA, legumaina y
MT-SP1 y el primer CM y el segundo CM son diferentes sustratos para la enzima. En algunas realizaciones, el primer
agente de escision y el segundo agente de escision son la misma proteasa seleccionada de entre el grupo que consiste
en las mostradas en la Tabla 3. En algunas realizaciones, el primer agente de escision y el segundo agente de escision
son proteasas diferentes. En algunas realizaciones, el primer agente de escision y el segundo agente de escision son
proteasas diferentes. En algunas realizaciones, el primer agente de escision y el segundo agente de escision son
diferentes proteasas seleccionadas de entre el grupo que consiste en las que se muestran en la Tabla 3. En algunas
realizaciones, el primer agente de escision y el segundo agente de escisién se colocalizan en el tejido diana. En
algunas realizaciones, el primer CM y el segundo CM se escinden por al menos un agente de escision en el tejido
diana.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico se expone y se escinde por una proteasa de modo
que, en el estado activado o escindido, el anticuerpo activable multiespecifico activado incluye una secuencia de
aminoacidos de cadena ligera que incluye al menos una porcion de LP2 y/o una secuencia CM después de que la
proteasa haya escindido el CM.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico también incluye un péptido sefal. En algunas
realizaciones, el péptido sefal se conjuga con el anticuerpo activable multiespecifico a través de un espaciador. En
algunas realizaciones, el espaciador se conjuga con el anticuerpo activable multiespecifico en ausencia de un péptido
sefal. En algunas realizaciones, el espaciador se une directamente a al menos uno de los MM del anticuerpo activable
multiespecifico.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico en un estado no escindido comprende un espaciador
que se une directamente a un primer MM y tiene la disposicién estructural desde el extremo N hasta el extremo C del
espaciador-MM1-CM-AB1. En algunas realizaciones, el espaciador incluye al menos la secuencia de aminoacidos
QGQSGQ (SEQ ID NO: 46).

En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es mayor que la del anticuerpo
multiespecifico correspondiente; por ejemplo, la pK del anticuerpo activable multiespecifico es mayor que la del
anticuerpo multiespecifico correspondiente. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable
multiespecifico es similar a la del anticuerpo multiespecifico correspondiente. En algunas realizaciones, la semivida
en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 15 dias cuando se administra a un organismo. En
algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 12 dias cuando
se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico
es de al menos 11 dias cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del
anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 10 dias cuando se administra a un organismo. En algunas
realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 9 dias cuando se administra
a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos
8 dias cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable
multiespecifico es de al menos 7 dias cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en
suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 6 dias cuando se administra a un organismo. En algunas
realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 5 dias cuando se administra
a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos
4 dias cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable
multiespecifico es de al menos 3 dias cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en
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suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 2 dias cuando se administra a un organismo. En algunas
realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 24 horas cuando se
administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 20 horas cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del
anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 18 horas cuando se administra a un organismo. En algunas
realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 16 horas cuando se
administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 14 horas cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del
anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 12 horas cuando se administra a un organismo. En algunas
realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 10 horas cuando se
administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 8 horas cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del
anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 6 horas cuando se administra a un organismo. En algunas
realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 4 horas cuando se
administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 3 horas cuando se administra a un organismo.

La descripcién también proporciona composiciones y procedimientos que incluyen un anticuerpo activable
multiespecifico que incluye al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se une
especificamente a una diana y un segundo anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB2), donde al menos el primer AB
en el anticuerpo activable multiespecifico estd acoplado a un resto de enmascaramiento (MM1) que disminuye la
capacidad de AB1 para unirse a su diana. En algunas realizaciones, cada AB esta acoplado a un MM que disminuye
la capacidad de su AB correspondiente a cada diana. Por ejemplo, en realizaciones de anticuerpos activables
biespecificos AB1 esta acoplado a un primer resto de enmascaramiento (MM1) que disminuye la capacidad de AB1
para unirse a su diana, y AB2 esta acoplado a un segundo resto de enmascaramiento (MM2) que disminuye la
capacidad de AB2 para unirse a su diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico comprende
mas de dos regiones AB; en tales realizaciones, AB1 esta acoplado a un primer resto de enmascaramiento (MM1) que
disminuye la capacidad de AB1 para unirse a su diana, AB2 esta acoplado a un segundo resto de enmascaramiento
(MM2) que disminuye la capacidad de AB2 para unirse a su diana, AB3 esta acoplado a un tercer resto de
enmascaramiento (MM3) que disminuye la capacidad de AB3 para unirse a su diana, y asi sucesivamente para cada
AB en el anticuerpo activable multiespecifico.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico incluye ademas al menos un resto escindible (CM)
que es un sustrato para una proteasa, donde el CM une un MM a un AB. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el
anticuerpo activable multiespecifico incluye al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se
une especificamente a una diana y un segundo anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB2), donde al menos el primer
AB en el anticuerpo activable multiespecifico se acopla a través de un primer resto escindible (CM1) a un resto de
enmascaramiento (MM1) que disminuye la capacidad de AB1 para unirse a su diana. En algunas realizaciones de
anticuerpos activables biespecificos, AB1 esta acoplado a través de CM1 a MM1, y AB2 esta acoplado a través de un
segundo resto escindible (CM2) a un segundo resto de enmascaramiento (MM2) que disminuye la capacidad de AB2
para unirse a su diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico comprende mas de dos
regiones AB; en algunas de estas realizaciones, AB1 esta acoplado a través de CM1 a MM1, AB2 esta acoplado a
través de CM2 a MM2, y AB3 esta acoplado a través de un tercer resto escindible (CM3) a un tercer resto de
enmascaramiento (MM3) que disminuye la capacidad de AB3 para unirse a su diana, y asi sucesivamente para cada
AB en el anticuerpo activable multiespecifico.

Las composiciones y procedimientos proporcionados en esta invencién permiten la union de uno o mas agentes a uno
0 mas residuos de cisteina en cualquiera de las regiones AB sin comprometer la actividad (por ejemplo, el
enmascaramiento, la activacion o la actividad de union) del anticuerpo activable multiespecifico. En algunas
realizaciones, las composiciones y procedimientos proporcionados en esta invencién permiten la uniéon de uno o mas
agentes a uno o mas residuos de cisteina en cualquiera de las regiones AB sin reducir o alterar de otro modo uno o
mas enlaces disulfuro dentro de cualquiera de los MM. Las composiciones y procedimientos proporcionados en esta
invencion producen un anticuerpo activable multiespecifico que se conjuga con uno o mas agentes, por ejemplo,
cualquiera de una diversidad de agentes terapéuticos, de diagndstico y/o profilacticos, preferiblemente sin ninguno de
los agentes que se conjugan con cualquiera de los MM del anticuerpo activable multiespecifico. Las composiciones y
los procedimientos proporcionados en esta invencion producen anticuerpos activables multiespecificos conjugados en
los que cada uno de los MM conserva la capacidad de enmascarar efectiva y eficientemente su AB correspondiente
del anticuerpo activable multiespecifico en un estado no escindido. Las composiciones y procedimientos
proporcionados en esta invencién producen anticuerpos activables multiespecificos conjugados en los que el
anticuerpo activable todavia esta activado, es decir, escindido, en presencia de una proteasa que puede escindir el
CM.

Los anticuerpos activables multiespecificos tienen al menos un punto de conjugacién para un agente, pero en los
procedimientos y composiciones proporcionados en esta invencion, menos que todos los posibles puntos de
conjugacion estan disponibles para la conjugacidn con un agente. En algunas realizaciones, el uno o mas puntos de
conjugacion son atomos de azufre implicados en enlaces disulfuro. En algunas realizaciones, el uno o mas puntos de
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conjugacion son atomos de azufre implicados en enlaces disulfuro intercadena. En algunas realizaciones, el uno o
mas puntos de conjugacion son atomos de azufre implicados en enlaces sulfuro intercadena, pero no atomos de azufre
implicados en enlaces disulfuro intracadena. En algunas realizaciones, el uno o mas puntos de conjugacion son atomos
de azufre de cisteina u otros residuos de aminoacidos que contienen un atomo de azufre. Dichos residuos pueden
aparecer de forma natural en la estructura del anticuerpo o pueden incorporarse al anticuerpo mediante mutagénesis
dirigida a sitio, conversién quimica, o mala incorporacion de aminoacidos no naturales.

También se proporcionan procedimientos para preparar un conjugado de un anticuerpo activable multiespecifico que
tiene uno o mas enlaces disulfuro intercadena en uno o mas del AB y uno o mas enlaces disulfuro intracadena en el
MM correspondiente, y se proporciona un farmaco reactivo con tioles libres. El procedimiento generalmente incluye la
reduccion parcial de enlaces disulfuro intercadena en el anticuerpo activable con un agente reductor, tal como, por
ejemplo, TCEP; y conjugar el reactivo farmacoldgico con tioles libres con el anticuerpo activable parcialmente reducido.
Como se usa en esta invencion, el término reduccion parcial se refiere a situaciones donde un anticuerpo activable
multiespecifico se pone en contacto con un agente reductor y se reducen menos de todos los enlaces disulfuro, por
ejemplo, menos de todos los sitios posibles de conjugacion. En algunas realizaciones, menos de 99 %, 98 %, 97 %.
96 %, 95 %, 90 %, 85 %, 80 %, 75 %, 70 %, 65 %, 60 %, 55 %, 50 %, 45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10
% o menos de 5 % de todos los posibles sitios de conjugacién son reducidos.

En otras realizaciones mas, se proporciona un procedimiento para reducir y conjugar un agente, por ejemplo, un
farmaco, con un anticuerpo activable multiespecifico que da como resultado selectividad en la colocacion del agente.
El procedimiento generalmente incluye la reduccién parcial del anticuerpo activable multiespecifico con un agente
reductor de manera que cualquiera de los sitios de conjugacion en el resto de enmascaramiento u otra porcion no AB
del anticuerpo activable no se reduzca, y la conjugacion del agente con tioles intercadena en una o mas de las regiones
AB del anticuerpo activable multiespecifico. El uno o mas sitios de conjugacion se seleccionan para permitir el
posicionamiento deseado de un agente para permitir que la conjugacion se produzca en un sitio deseado. El agente
reductor es, por ejemplo, TCEP. Las condiciones de reaccién de reduccion, tales como, por ejemplo, la relaciéon de un
agente reductor con respecto a un anticuerpo activable, la duraciéon de la incubacion, la temperatura durante la
incubacién, el pH de la solucién de reaccion de reduccién, etc., se determinan identificando las condiciones que
producen un anticuerpo activable conjugado en el que el MM conserva la capacidad de enmascarar efectiva y
eficientemente el AB del anticuerpo activable en un estado no escindido. La relacion del agente de reduccion con
respecto al anticuerpo activable multiespecifico variara dependiendo del anticuerpo activable. En algunas
realizaciones, la relaciéon de agente reductor con respecto a anticuerpo activable multiespecifico estara en un intervalo
de aproximadamente 20:1 a 1:1, de aproximadamente 10:1 a 1:1, de aproximadamente 9:1 a 1:1, de aproximadamente
8:1 a 1:1, de aproximadamente 7:1 a 1:1, de aproximadamente 6:1 a 1:1, de aproximadamente 5:1 a 1:1, de
aproximadamente 4:1 a 1:1, de aproximadamente 3:1 a 1:1, de aproximadamente 2:1 a 1:1, de aproximadamente 20:1
a 1:1,5, de aproximadamente 10:1 a 1:1,5, de aproximadamente 9:1 a 1:1,5, de aproximadamente 8:1 a 1:1,5, de
aproximadamente 7:1 a 1:1,5, de aproximadamente 6:1 a 1:1,5, de aproximadamente 5:1 a 1:1,5, de aproximadamente
4:1 a 1:1,5, de aproximadamente 3:1 a 1:1,5, de aproximadamente 2:1 a 1:1,5, de aproximadamente 1,5:1 a 1:1,5,0
de aproximadamente 1:1 a 1:1,5. En algunas realizaciones la relacién esta en el intervalo de aproximadamente 5:1 a
1:1. En algunas realizaciones, la relacion estd en un intervalo de aproximadamente 5:1 a 1,5:1. En algunas
realizaciones, la relacion esta en un intervalo de aproximadamente 4:1 a 1:1. En algunas realizaciones, la relacion
esta en un intervalo de aproximadamente 4:1 a 1,5:1. En algunas realizaciones, la relacion esta en un intervalo de
aproximadamente 8:1 a aproximadamente 1:1. En algunas realizaciones, la relacion estd un intervalo de
aproximadamente 2,5:1 a 1:1.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento para reducir los enlaces disulfuro intercadena en una o
mas de las regiones AB de un anticuerpo activable multiespecifico y conjugar un agente, por ejemplo, un agente que
contiene tiol tal como un farmaco, con los tioles intercadena resultantes para localizar selectivamente uno o mas
agentes en el AB. El procedimiento generalmente incluye reducir parcialmente una o mas de las regiones AB con un
agente reductor para formar al menos dos tioles intercadena sin formar todos los tioles intercadena posibles en el
anticuerpo activable; y conjugar el agente con los tioles intercadena del AB parcialmente reducido. Por ejemplo, una
o mas de las regiones AB del anticuerpo activable multiespecifico se reduce parcialmente durante aproximadamente
1 hora a aproximadamente 37 °C en una relaciéon deseada de agente reductor: anticuerpo activable. En algunas
realizaciones, la relacion de agente reductor con respecto a anticuerpo activable estara en un intervalo de
aproximadamente 20:1 a 1:1, de aproximadamente 10:1 a 1:1, de aproximadamente 9:1 a 1:1, de aproximadamente
8:1 a 1:1, de aproximadamente 7:1 a 1:1, de aproximadamente 6:1 a 1:1, de aproximadamente 5:1 a 1:1, de
aproximadamente 4:1 a 1:1, de aproximadamente 3:1 a 1:1, de aproximadamente 2:1 a 1:1, de aproximadamente 20:1
a 1:1,5, de aproximadamente 10:1 a 1:1,5, de aproximadamente 9:1 a 1:1,5, de aproximadamente 8:1 a 1:1,5, de
aproximadamente 7:1 a 1:1,5, de aproximadamente 6:1 a 1:1,5, de aproximadamente 5:1 a 1:1,5, de aproximadamente
4:1 a 1:1,5, de aproximadamente 3:1 a 1:1,5, de aproximadamente 2:1 a 1:1,5, de aproximadamente 1,5:1 a 1:1,5, o
de aproximadamente 1:1 a 1:1,5. En algunas realizaciones, la relacién esta en un intervalo de aproximadamente 5:1
a 1:1. En algunas realizaciones, la relacion estd en un intervalo de aproximadamente 5:1 a 1,5:1. En algunas
realizaciones, la relacion esta en un intervalo de aproximadamente 4:1 a 1:1. En algunas realizaciones, la relacion
esta en un intervalo de aproximadamente 4:1 a 1,5:1. En algunas realizaciones, la relacion esta en un intervalo de
aproximadamente 8:1 a aproximadamente 1:1. En algunas realizaciones, la relacion estd en un intervalo de
aproximadamente 2,5:1 a 1:1.
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El reactivo que contiene tiol puede ser, por ejemplo, cisteina o N-acetilcisteina. El agente reductor puede ser, por
ejemplo, TCEP. En algunas realizaciones, el anticuerpo activable reducido puede purificarse antes de la conjugacion,
usando, por ejemplo, cromatografia en columna, didlisis o diafiltracion. Alternativamente, el anticuerpo reducido no se
purifica después de la reduccién parcial y antes de la conjugacion.

La descripcion también proporciona anticuerpos activables multiespecificos parcialmente reducidos en los que al
menos un enlace disulfuro intercadena en el anticuerpo activable multiespecifico se ha reducido con un agente reductor
sin alterar ningun enlace disulfuro intracadena en el anticuerpo activable multiespecifico, donde el anticuerpo activable
multiespecifico incluye al menos un primer anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se
une especificamente a la diana, un primer resto de enmascaramiento (MM1) que inhibe la unién del ABI del anticuerpo
activable multiespecifico en un estado no escindido a la diana, un primer resto escindible (CM1) acoplado al AB1,
donde el CM1 es un polipéptido que funciona como un sustrato para una proteasa, y un segundo anticuerpo o un
fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une especificamente a una segunda diana. En algunas
realizaciones, el MM1 esta acoplado al AB1 a través del CM1. En algunas realizaciones, uno o mas enlaces disulfuro
intracadena del anticuerpo activable multiespecifico no se alteran por el agente reductor. En algunas realizaciones,
uno o mas enlaces disulfuro intracadena del MM1 en el anticuerpo activable multiespecifico no se alteran por el agente
reductor. En algunas realizaciones, el agente reductor es TCEP.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos descritos en
esta invencion se utilizan junto con uno o mas agentes adicionales o una combinacion de agentes adicionales. Agentes
adicionales adecuados incluyen terapias farmacéuticas y/o quirlrgicas actuales para una aplicacion prevista, tal como,
por ejemplo, cancer. Por ejemplo, los anticuerpos multiespecificos y/o los anticuerpos activables multiespecificos se
pueden utilizar junto con un agente quimioterapéutico o agente anti-neoplasico.

En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico y el agente adicional
se formulan en una Unica composicién terapéutica, y el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable
multiespecifico y el agente adicional se administran simultaneamente. De manera alternativa, el anticuerpo
multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico y el agente adicional estan separados entre si, por ejemplo,
cada uno se formula en una composicion terapéutica separada, y el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo
activable multiespecifico y el agente adicional se administran simultdaneamente, o el anticuerpo multiespecifico y/o el
anticuerpo activable multiespecifico y el agente adicional se administran en diferentes momentos durante el régimen
de tratamiento. Por ejemplo, el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico se administra
antes de la administracién del agente adicional, el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico
se administra después de la administracion del agente adicional, o el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo
activable multiespecifico y el agente adicional se administran de manera alterna. Tal como se describe en esta
invencion, el anticuerpo anti- multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico y el agente adicional se
administran en dosis Unicas o en dosis multiples.

La descripcion también proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica un anticuerpo activable
multiespecifico descrito en esta invencién, asi como vectores que incluyen estas secuencias de acido nucleico
aisladas. La descripcidén proporciona procedimientos para producir un anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo
activable multiespecifico cultivando una célula en condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo
multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico, donde la célula comprende tal molécula de acido nucleico. En
algunas realizaciones, la célula comprende tal vector.

La descripcién también proporciona un procedimiento para fabricar anticuerpos multiespecificos de la descripcién y/o
anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion mediante (a) el cultivo de una célula que comprende una
construccion de acido nucleico que codifica el anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico en
condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo multiespecifico y/o activable multiespecifico, y (b) la
recuperacion del anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico.

La presente descripcion también proporciona procedimientos para tratar, prevenir, retrasar la progresion o mejorar de
otro modo un sintoma de una o mas patologias o aliviar un sintoma asociado con dichas patologias, mediante la
administracion de un anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion a un sujeto
en el que se desea dicho tratamiento o prevencion. El sujeto a tratar es, por ejemplo, humano u otro mamifero. En
algunas realizaciones, el sujeto es un mamifero no humano, tal como un primate no humano, un animal de compania
(por ejemplo, gato, perro, caballo), animal de granja, animal de trabajo o animal de zooldgico. En algunas realizaciones,
el sujeto es un roedor.

La presente descripcion también proporciona procedimientos para inducir la activacion y destruccion de células T
dependientes de la diana de una célula diana mediante la administracién de un anticuerpo activable multiespecifico
de la descripcién a un sujeto en el que se desea dicha induccién, donde cuando el anticuerpo activable multiespecifico
se encuentra en el estado escindido, por ejemplo, cada resto de enmascaramiento en el anticuerpo activable
multiespecifico ya no se une o se asocia de otro modo con el dominio AB correspondiente, se produce la activacion y
destruccion de células T dependientes de la diana de la célula diana, y cuando el anticuerpo activable multiespecifico
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se encuentra en el estado no escindido, por ejemplo, al menos un resto de enmascaramiento del anticuerpo activable
multiespecifico se une o se asocia de otro modo con el dominio AB correspondiente, la activacion y destruccion de
células células T dependientes de la diana de la célula diana se reduce o se inhibe de otro modo. Cualquiera de los
anticuerpos activables multiespecificos descritos en esta invencion son adecuados para su uso en dichos
procedimientos. El sujeto a ser tratado, p.ej., es un humano u otro mamifero. En algunas realizaciones el sujeto es un
mamifero no humano, tal como un primate no humano, un animal de compafiia (por ejemplo, gato, perro, caballo),
animal de granja, animal de trabajo o animal de zooldgico. En algunas realizaciones, el sujeto es un roedor.

Un anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico utilizado en cualquiera de las realizaciones de
estos procedimientos y usos se puede administrar en cualquier etapa de la enfermedad y/o cualquier etapa en la que
se desee la activacion y destruccion con células T de una célula diana. Por ejemplo, dicho anticuerpo multiespecifico
y/o anticuerpo activable multiespecifico se puede administrar a un paciente que padece cancer en cualquier etapa,
desde temprano hasta metastasico. Los términos sujeto y paciente se usan indistintamente en esta invencion. Un
anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico utilizado en cualquiera de las realizaciones de
estos procedimientos y usos se puede utilizar en un régimen de tratamiento que comprende terapia neoadyuvante. Un
anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico utilizado en cualquiera de las realizaciones de estos
procedimientos y usos puede administrarse solo o en combinacién con uno o mas agentes adicionales, que incluyen
inhibidores de molécula pequenia, otras terapias basadas en anticuerpos, terapias basadas en polipéptidos o péptidos,
terapias basadas en acido nucleico y/u otras biologias.

La descripcién proporciona procedimientos para usar los anticuerpos y/o anticuerpos activables en una diversidad de
indicaciones de diagndstico y/o profilacticas. Por ejemplo, la descripcién proporciona procedimientos y kits para
detectar la presencia o ausencia de un agente de escision y una diana de interés en un sujeto o una muestra (i)
poniendo en contacto un sujeto o muestra con un anticuerpo activable multiespecifico que incluye al menos un primer
resto de enmascaramiento (MM1), un primer resto escindible (CM1) que se escinde por el agente de escision, y al
menos un dominio de unién a antigeno o fragmento del mismo (AB1) que se une especificamente a la diana de interés,
y un segundo dominio de unién a antigeno o fragmento del mismo (AB2) que se une especificamente a una segunda
diana y/o a un segundo epitopo, (a) donde el MM1 es un péptido que inhibe la unién del AB1 a la diana, y donde el
MM1 no tiene una secuencia de aminoacidos de una pareja de union de origen natural del AB1 y no es una forma
modificada de una pareja de unién natural del AB1; y (b) donde, en un estado no escindido y no activado, el MM1
interfiere con la unién especifica del AB1 a la diana, y en un estado activado escindido, el MM1 no interfiere ni compite
con la unién especifica del AB1 a la diana; y (ii) medir un nivel de anticuerpo activable multiespecifico activado en el
sujeto o0 muestra, donde un nivel detectable de anticuerpo activable multiespecifico activado en el sujeto o muestra
indica que el agente de escisidn y la diana estan presentes en el sujeto o0 muestra, y donde el nivel no detectable de
anticuerpo activable multiespecifico activado en el sujeto o muestra indica que el agente de escisién, la diana o tanto
el agente de escisiéon como la diana estan ausentes y/o no estan suficientemente presentes en el sujeto o la muestra.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico es un anticuerpo activable multiespecifico con el que
se conjuga un agente terapéutico. En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico no se conjuga con
un agente. En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico comprende un marcador detectable. En
algunas realizaciones, el marcador detectable se posiciona en el AB1. En algunas realizaciones, la medicién del nivel
de anticuerpo activable multiespecifico en el sujeto o muestra se realiza usando un reactivo secundario que se une
especificamente al anticuerpo activable activado multiespecifico, donde el reactivo comprende un marcador
detectable. En algunas realizaciones, el reactivo secundario es un anticuerpo que comprende un marcador detectable.

En algunas realizaciones de estos procedimientos y kits, el anticuerpo activable multiespecifico incluye un marcador
detectable. En algunas realizaciones de estos procedimientos y kits, el marcador detectable incluye un agente de
imagenologia, un agente de contraste, una enzima, un marcador fluorescente, un croméforo, un colorante, uno o mas
iones metalicos, o un marcador basado en ligando. En algunas realizaciones de estos procedimientos y kits, el agente
de imagenologia comprende un radioisétopo. En algunas realizaciones de estos procedimientos y kits, el radioisétopo
es indio o tecnecio. En algunas realizaciones de estos procedimientos y kits, el agente de contraste comprende yodo,
gadolinio u 6xido de hierro. En algunas realizaciones de estos procedimientos y kits, la enzima comprende peroxidasa
de rabano picante, fosfatasa alcalina o B-galactosidasa. En algunas realizaciones de estos procedimientos y kits, el
marcador fluorescente comprende proteina fluorescente amarilla (YFP), proteina fluorescente cian (CEP), proteina
fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente roja modificada (MRFP), proteina fluorescente roja tdimer2 (RFP
tdimer2), HCRED, o un derivado de europio. En algunas realizaciones de estos procedimientos y kits, el marcador
luminiscente comprende un derivado de N-metilacridio. En algunas realizaciones de estos procedimientos, el marcador
comprende un marcador Alexa Fluor®, tal como Alex Fluor® 680 o Alexa Fluor® 750. En algunas realizaciones de estos
procedimientos y kits, el marcador basada en ligando comprende biotina, avidina, estreptavidina o uno o mas haptenos.

En algunas realizaciones de estos procedimientos y kits, el sujeto es un mamifero. En algunas realizaciones de estos
procedimientos y kits, el sujeto es un ser humano. En algunas realizaciones, el sujeto es un mamifero no humano, tal
como un primate no humano, un animal de compafiia (por ejemplo, gato, perro, caballo), animal de granja, animal de
trabajo o animal de zoolégico. En algunas realizaciones, el sujeto es un roedor.

En algunas realizaciones de estos procedimientos, el procedimiento es un procedimiento in vivo. En algunas
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realizaciones de estos procedimientos, el procedimiento es un procedimiento in situ. En algunas realizaciones de estos
procedimientos, el procedimiento es un procedimiento ex vivo. En algunas realizaciones de estos procedimientos, el
procedimiento es un procedimiento in vitro.

En algunas realizaciones de los procedimientos y kits, el procedimiento o kit se usa para identificar o reajustar de otro
modo una poblaciéon de pacientes adecuada para el tratamiento con un anticuerpo activable multiespecifico de la
descripcién. Por ejemplo, los pacientes que dan positivo tanto para la diana como para una proteasa que escinde el
sustrato en el primer resto escindible (CM1) del anticuerpo activable multiespecifico que se esta ensayando en estos
procedimientos se identifican como candidatos adecuados para el tratamiento con tal anticuerpo activable
multiespecifico que comprende tal CM1. Asimismo, los pacientes que den negativo tanto para la diana como para la
proteasa que escinde el sustrato en el CM1 en el anticuerpo activable multiespecifico que se ensaya usando estos
procedimientos podrian identificarse como candidatos adecuados para otra forma de terapia.

En algunas realizaciones, se usa un procedimiento o kit para identificar o reajustar de otro modo una poblacion de
pacientes adecuada para el tratamiento con un anticuerpo activable multiespecifico y/o un anticuerpo activable
conjugado multiespecifico (por ejemplo, un anticuerpo activable multiespecifico con el que se conjuga un agente
terapéutico) de la descripcion, seguido de tratamiento mediante la administracion de ese anticuerpo multiespecifico
y/o anticuerpo activable multiespecifico conjugado a un sujeto que lo necesite. Por ejemplo, los pacientes que dan
positivo tanto para la diana como para una proteasa que escinde el sustrato en el primer resto escindible (CM1) del
anticuerpo activable multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico conjugado que se ensaya en estos
procedimientos se identifican como candidatos adecuados para el tratamiento con un anticuerpo activable
multiespecifico tal como y/o tal anticuerpo activable conjugado que comprende tal CM1, y a continuacion se administra
al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo activable multiespecifico y/o anticuerpo activable
multiespecifico conjugado que se ensayd. Asimismo, los pacientes que den negativo para cualquiera de o tanto la
diana como la proteasa que escinde el sustrato en el CM1 en el anticuerpo activable multiespecifico y/o anticuerpo
activable multiespecifico conjugado que se ensaya usando estos procedimientos podrian identificarse como
candidatos adecuados para otra forma de terapia.

En algunas realizaciones, dichos pacientes pueden analizarse con otro anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo
activable multiespecifico conjugado hasta que se identifique un anticuerpo adecuado multiespecifico y/o un anticuerpo
activable multiespecifico conjugado para el tratamiento, por ejemplo, un anticuerpo activable multiespecifico y/o un
anticuerpo activable multiespecifico conjugado que comprende un CM que se escinde por el paciente en el sitio de
enfermedad. En algunas realizaciones, al paciente se le administra a continuaciéon una cantidad terapéuticamente
efectiva del anticuerpo activable multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico conjugado para el que el
paciente dio positivo.

Composiciones farmacéuticas segun la descripcién pueden incluir un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo
activable multiespecifico de la descripcion y un vehiculo. Estas composiciones farmacéuticas pueden incluirse en kits,
tales como, por ejemplo, kits de diagnostico.

Un experto en la materia apreciara que los anticuerpos de la divulgacién tienen una variedad de usos. Por ejemplo,
las proteinas de la descripcion se utilizan como agentes terapéuticos para una variedad de trastornos. Los anticuerpos
de la descripcion también se utilizan como reactivos en kits de diagnéstico o como herramientas de diagnéstico, o
estos anticuerpos se pueden utilizar en ensayos de competencia para generar reactivos terapéuticos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una ilustracién que representa varios formatos de anticuerpos biespecificos (adaptados de Chan y
Carter, Nat. Rev. Immunol. 2010).

Las Figuras 2A-2C son una serie de ilustraciones que representan varios formatos de anticuerpos multiespecificos
adecuados para su uso en las composiciones y procedimientos de la descripcion. En un anticuerpo biespecifico, un
scFv puede fusionarse al extremo carboxilo de la cadena pesada (Hc) de un anticuerpo de IgG (Figura 2A); al extremo
carboxilo de la cadena ligera (Lc) (Figura 2B); o al extremo carboxilo de tanto la cadena pesada como ligera. (Figura
2C). La Figura 2D es un diagrama de una Unica construccién genética para la expresion de fusiones de anticuerpos
multiespecificos.

La Figura 3A es una serie de ilustraciones que representan varios formatos de anticuerpos activables adecuados para
su uso en las composiciones y procedimientos de la descripcion. La Figura 3B es un diagrama de construcciones
genéticas para la expresion de fusiones de anticuerpos activables multiespecificos.

En la Figura 4, los paneles A-J, son una serie de diagramas esquematicos de un conjunto seleccionado de las
permutaciones posibles de anticuerpos multiespecificos de la descripcién. Las casillas sombreadas en gris cubren las
configuraciones representadas en la Figura 2 y son incluidas aqui para completitud y comparacion.

En la Figura 5, los Paneles A-J. son una serie de diagramas esquematicos de un conjunto seleccionado de las
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permutaciones posibles de anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion. Las casillas sombreadas en gris
cubren las configuraciones representadas en la Figura 3 y el son incluidas aqui para completitud y comparacion. En
particular, esta figura muestra anticuerpos activables multiespecificos en los que el sitio de unién al antigeno primario
esta enmascarado (es decir, activable) y los dominios de unién al antigeno adicionales no estdn enmascarados.

En la Figura 6, los Paneles A-J, son una serie de diagramas esquematicos de una matriz de anticuerpos activables
multiespecificos en los que todos los dominios de unién al antigeno estan enmascarados.

En la Figura 7, Los paneles A-J. son una serie de diagramas esquematicos de un conjunto de anticuerpos activables
multiespecificos en los que el dominio de unién al antigeno secundario esta enmascarado y los dominios de union al
antigeno adicionales no estdn enmascarados.

En la Figura 8, los Paneles A-J, son una serie de diagramas esquematicos de una matriz de anticuerpos activables
multiespecificos en los que la mayoria, pero no todos los dominios de unién al antigeno estan enmascarados y al
menos un dominio de unién al antigeno adicionales no esta enmascarado.

En la Figura 9, los Paneles A-D son una serie de diagramas esquematicos de una matriz de anticuerpos activables
multiespecificos en los que el dominio de unién al antigeno primario y otro dominio de unién al antigeno estan
enmascarados, y el o los dominios de unién al antigeno restantes no estan enmascarados.

La Figura 10 es una fotografia que representa el analisis PAGE de anticuerpos multiespecificos y anticuerpos
activables multiespecificos que demuestran los pesos moleculares de las cadenas pesadas fusionadas con scFv,
muestras 1-8, en comparacion con los respectivos anticuerpos monoespecificos o anticuerpos activables, muestras 9-
11.

La Figura 11 es un grafico que representa la capacidad de los anticuerpos multiespecificos para unirse
especificamente a sus antigenos cognados.

Las Figuras 12A-12B son una serie de graficos que representan la capacidad de los anticuerpos multiespecificos y los
anticuerpos activables multiespecificos que incluyen scFv CTLA-4 anti -humano para unirse especificamente a (A)
CTLA-4 de ratén y (B) humano.

La Figura 13 es un grafico que representa la capacidad de los anticuerpos activables multiespecificos que contienen
OKT3 denominados en esta invencion anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR 3954-1204-C225v5-OKT3 y
anticuerpo activable multiespecifico anti-Jagged 5342-1204-4D11v2-OKT3 para unirse especificamente a CD3¢
humanos en experimentos de unién a ELISA.

La Figura 14 es una serie de fotografias que representan el analisis PAGE de digestos uPA que demuestran la
activacion de anticuerpos activables multiespecificos sin escision de fusiones scFv de cadena pesada.

La Figura 15 es una serie de graficos que representan la capacidad de los anticuerpos activables multiespecificos
activados para unirse a varias dianas.

La Figura 16A es un grafico que representa la unién de anticuerpos multiespecificos de la descripcion a células T
Jurkat CD3e-positivas.

La Figura 16B es una grafica que representa la counion de anticuerpos multiespecificos de la descripcién a células T
Jurkat CD3e-positivas y EGFR.

La Figura 17 es una serie de graficos que representan la activacion dependiente de EGFR de células T Jurkat por
anticuerpos multiespecificos de la descripcion.

La Figura 18A es un grafico que representa la activacion dependiente de EGFR de células T CD8* primarias mediante
anticuerpos multiespecificos de la descripcion.

La Figura 18B es un grafico que representa la destruccion dependiente de EGFR de células diana mediante
anticuerpos multiespecificos de la descripcion.

La Figura 18C es una serie de graficos que representan la activacion de CD69 de células T primarias por el anticuerpo
multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N en células SW480 que expresan EGFR en comparacién con la activacién minima
en células U266 EGFR-negativas.

La Figura 18D es una serie de graficos que representan la destruccion dependiente de EGFR de células diana por el

anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N en células SW480 que expresan EGFR en comparacion con la
destruccion insignificante en los células U266 EGFR-negativas.
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La Figura 19 es una serie de graficas que representan la lisis de células T primarias de un panel de lineas celulares
que expresan EGFR mediante el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N en comparacién con la ausencia de
lisis de la linea celular U266 EGFR-negativa.

La Figura 20A y la Figura 20B son una serie de graficos que representan la disminucién de la unién del anticuerpo
activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N a células que expresan EGFR en comparacion con la unién
de EGFR por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N. Ademas, las Figuras 20A y 20B demuestran que la
activacion de proteasa del anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N por matriptasa
(también denominado en esta invencion MTSP1 o MT-SP1) restaura la unién de EGFR a un nivel equivalente al
exhibido por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N. Las Figuras 20A y 20B también demuestran que dicho
anticuerpo activable multiespecifico y anticuerpo multiespecifico se unen a EGFR de una manera similar a la del
anticuerpo activable monoespecifico y el anticuerpo monoespecifico respectivos.

La Figura 21A y la Figura 21B son una serie de graficos que representan la unién del anticuerpo activable
multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N, anticuerpo activado activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-
OKT3m-H-N, y anticuerpo multiespecifico C22Sv5- OKT3m-H-N a células T Jurkat CD3¢-positivas.

La Figura 22 es una grafica que representa la disminucion de la activacion dependiente de EGFR de células T Jurkat
por el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N en comparacién con la activacién por el
anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N. Ademas, la figura demuestra que la activacion de proteasa del
anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N por matriptasa restaura la activacion
dependiente de EGFR a un nivel equivalente al exhibido por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N.

La Figura 23A es una gréafica que representa la disminucion de la activacion dependiente de EGFR de células T CD8+
primarias por el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N en comparacion con la activacion
por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N. Ademas, la figura demuestra que la activacién de proteasa del
anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N por matriptasa restaura la activaciéon
dependiente de EGFR a un nivel equivalente al exhibido por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N.

La Figura 23B es un grafico que representa la disminucion de la destruccion dependiente de EGFR de células diana
por el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N en comparacion con la destruccion por el
anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N. Ademas, la figura demuestra que la activacion de proteasa del
anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225vS-OKT3m-H-N por la matriptasa restaura la destruccion de
células diana dependientes de EGFR a un nivel equivalente al exhibido por el anticuerpo multiespecifico C225v5-
OKT3m-H-N.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente descripcidon proporciona anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos. Tal
como se usa en esta invencion, un anticuerpo multiespecifico es un anticuerpo que reconoce dos o mas antigenos o
epitopos diferentes, y un anticuerpo activable multiespecifico es un anticuerpo multiespecifico que incluye al menos
un resto de enmascaramiento (MM) unido a al menos un dominio de unién a antigeno o epitopo del anticuerpo
multiespecifico de modo que el acoplamiento del MM reduce la capacidad del dominio de unién a antigeno o epitopo
para unirse a su diana. Los anticuerpos multiespecificos activables proporcionados en esta invencién son estables en
circulacion, se activan en los sitios previstos de terapia y/o diagndstico, pero no en tejido normal, es decir, tejido sano,
y, cuando se activan, exhiben unién a una diana que es al menos comparable al anticuerpo correspondiente
multiespecifico no modificado.

Ejemplos no taxativos de anticuerpos multiespecificos incluyen anticuerpos biespecificos, anticuerpos triespecificos,
anticuerpos tetraespecificos y otros anticuerpos multiespecificos. Los anticuerpos multiespecificos proporcionados en
esta invencion también son multivalentes; tal como se usa en esta invencién, multivalencia se refiere a la cantidad
total de sitios de union en el anticuerpo, independientemente de si los sitios de unidon reconocen los mismos antigenos
o epitopos o diferentes. Ejemplos no limitantes de anticuerpos activables multiespecificos incluyen anticuerpos
activable biespecificos, anticuerpos activable triespecificos, anticuerpos activable tetraespecificos y otros anticuerpos
activables multiespecificos. Los anticuerpos activables multiespecificos proporcionados en esta invencién también son
multivalentes.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos o fragmentos de los mismos y/o anticuerpos activables
multiespecificos o fragmentos de los mismos se disefian para acoplarse a células T y/u otras células efectoras
inmunitarias. Los anticuerpos activables multiespecificos o fragmentos de los mismos de acoplamiento de células T
también se denominan en esta invencién anticuerpos multiespecificos de acoplamiento de células T o fragmentos de
los mismos y/o anticuerpos activables multiespecificos de acoplamiento de células T o fragmentos de los mismos. Los
anticuerpos activables multiespecificos o fragmentos de los mismos que se acoplan a células efectoras inmunitarias
también se mencionan en esta invencién como anticuerpos multiespecificos que se acoplan a células efectoras
inmunitarias o fragmentos de los mismos y/o anticuerpos activables multiespecificos que se acoplan a células
efectoras inmunitarias o fragmentos de los mismos. En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos o
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fragmentos de los mismos y/o anticuerpos activables multiespecificos o fragmentos de los mismos se disefian para
unirse o interactuar de otro modo con mas de una diana y/o mas de un epitopo, también denominados en esta
invencion anticuerpos dirigidos a multi-antigenos o fragmentos de los mismos y/o anticuerpos activable dirigidos a
multi-antigenos o fragmentos de los mismos.

En algunas realizaciones, un anticuerpo multiespecifico o fragmento del mismo incluye un dominio IgG y un dominio
scFv. En algunas realizaciones, un anticuerpo multiespecifico o fragmento del mismo incluye un dominio variable IgG
y un dominio scFv. En algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo multiespecifico o fragmento
del mismo tiene especificidad por un antigeno diana, y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad por un antigeno
de superficie de células T. En algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo multiespecifico o
fragmento del mismo tiene especificidad por un antigeno diana, y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad por
otro antigeno diana. En algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo multiespecifico o fragmento
del mismo tiene especificidad por un epitopo de un antigeno diana, y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad
por otro epitopo del mismo antigeno diana.

Diversas realizaciones de anticuerpos activables multiespecificos o fragmentos de los mismos de la descripcion son
mostradas en las Figuras 3A y 5-9. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del
mismo que comprende una IgG tiene los dominios variables de IgG enmascarados. En algunas realizaciones, un
anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del mismo que comprende un scFv tiene los dominios scFv
enmascarados. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del mismo tiene tanto
dominios variables de IgG como dominios scFv, donde al menos uno de los dominios variables de IgG esté acoplado
a un resto de enmascaramiento. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del
mismo tiene tanto dominios variables de IgG como dominios de scFv, donde al menos uno de los dominios de scFv
esta acoplado a un resto de enmascaramiento. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico o
fragmento del mismo tiene tanto dominios variables de IgG como dominios de scFv, donde al menos uno de los
dominios variables de IgG esta acoplado a un resto de enmascaramiento y al menos uno de los dominios de scFv esta
acoplado a un resto de enmascaramiento. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico o
fragmento del mismo tiene tanto dominios variables de IgG como dominios de scFv, donde cada uno de los dominios
variables de 1gG y los dominios de scFv estd acoplado a su propio resto de enmascaramiento. En algunas
realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del mismo tiene
especificidad por un antigeno diana, y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad por un antigeno de superficie de
células T. En algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico o fragmento
del mismo tiene especificidad por un antigeno diana, y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad por otro antigeno
diana. En algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del
mismo tiene especificidad por un epitopo de un antigeno diana, y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad por
otro epitopo del antigeno diana.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos o fragmentos de los mismos de la descripcion incluyen al
menos (i) un anticuerpo de acoplamiento de células T o fragmento del mismo que incluye un primer anticuerpo o
fragmento de union al antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera diana de acoplamiento de células T que
es un antigeno de superficie en una célula T y (ii) un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que incluye un
segundo anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana. En algunas
realizaciones, la primera y segunda dianas son el mismo antigeno. En algunas realizaciones, la primera y segunda
dianas son antigenos diferentes. En algunas realizaciones, la primera y segunda dianas son epitopos diferentes en el
mismo antigeno. En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento de células T o fragmento del mismo esta
unido al extremo N de la cadena pesada del anticuerpo especifico de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo
de acoplamiento a células T o fragmento del mismo se une al extremo C de la cadena pesada del anticuerpo especifico
de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento a células T o fragmento del mismo se une al
extremo N de la cadena ligera del anticuerpo especifico de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de
acoplamiento de células T o fragmento del mismo se une al extremo C de la cadena ligera del anticuerpo especifico
de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico comprende anticuerpos de acoplamiento de células
T o fragmentos de los mismos unidos a una combinacién de uno o mas extremos N y/o uno o mas extremos C del
anticuerpo multiespecifico. La descripcion también incluye anticuerpos multiespecificos que comprenden otro
anticuerpo de acoplamiento de células efectoras inmunitarias o fragmento del mismo, tal como uno que se une a un
antigeno de superficie de una célula citolitica natural (NK), una célula mononuclear, tal como una célula mononuclear
mieloide, un macréfago y/u otras células efectoras inmunitarias.

En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico o fragmento del mismo-de la descripcion incluye al menos dos
anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de los mismos que se acoplan a uno o mas receptores de
activacion de células T, tales como, por ejemplo, Fragmentos de scFv de acoplamiento de células T, que incluyen,
pero sin limitarse a, OX40/GITR, CD 137/ GITR, CD 137/0X40, CD27/NKG2D. y una combinacion adicional de
receptores de activacioén, y un anticuerpo de unién a diana tal que los fragmentos de scFv de acoplamiento de células
T se unen a ambos brazos del anticuerpo de unién a la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico
o fragmento del mismo de la descripcion incluye dos anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de los
mismos que se acoplan a uno o mas receptores inhibidores de células T, y un anticuerpo de unién a diana tal que los
fragmentos scFv de acoplamiento de células T estan unidos a ambos brazos del anticuerpo de unién a la diana. En
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algunas realizaciones, los dos fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T se unen a la misma diana de
acoplamiento de células T. En algunas realizaciones, los dos fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T
se unen a diferentes dianas de acoplamiento de células T. En algunas realizaciones, los dos fragmentos de anticuerpo
de acoplamiento de células T se unen a epitopos diferentes en la misma diana de acoplamiento de células T.

En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico o fragmento del mismo de la descripcion incluye al menos (i)
un primer brazo que comprende un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo de acoplamiento de células T
que incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera diana
de acoplamiento de células T y (ii) un segundo brazo que comprende un fragmento de unién al antigeno de un
anticuerpo de unién al antigeno del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo (AB2) que se une a una segunda diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico o fragmento
del mismo incluye (iii) al menos un tercer fragmento de union al antigeno de un anticuerpo de unién a la diana que
incluye un tercer anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo (AB3) que se une a una tercera diana. En
algunas realizaciones, la segunda y tercera o mas dianas son el mismo antigeno. En algunas realizaciones, la segunda
y tercera o mas dianas son antigenos diferentes. En algunas realizaciones, la segunda y tercera diana o mas dianas
son epitopos diferentes en el mismo antigeno.

En algunas realizaciones, los anticuerpos activables multiespecificos o fragmentos de los mismos de la descripcion
incluyen al menos (i) un anticuerpo de acoplamiento de células T o fragmento del mismo que incluye un primer
anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera diana de acoplamiento de
células T que es un antigeno de superficie en una célula T, donde el AB1 se une a un resto de enmascaramiento (MM)
de modo que el acoplamiento del MM reduce la capacidad del AB1 de unirse a la primera diana y (ii) un segundo
anticuerpo o fragmento del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo
(AB2) que se une a una segunda diana. En algunas realizaciones, la primera y segunda dianas son el mismo antigeno.
En algunas realizaciones, la primera y segunda dianas son antigenos diferentes. En algunas realizaciones, la primera
y segunda dianas son epitopos diferentes en el mismo antigeno. En algunas realizaciones, el anticuerpo de
acoplamiento a células T o fragmento del mismo se une al extremo N de la cadena pesada del anticuerpo especifico
de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento a células T o fragmento del mismo se une al
extremo C de la cadena pesada del anticuerpo especifico de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de
acoplamiento a células T o fragmento del mismo se une al extremo N de la cadena ligera del anticuerpo especifico de
la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento de células T o fragmento del mismo se une al
extremo C de la cadena ligera del anticuerpo especifico de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo activable
multiespecifico comprende anticuerpos de acoplamiento a células T o fragmentos de los mismos unidos a una
combinacién de uno o mas extremos N y/o uno o mas extremos C del anticuerpo activable multiespecifico. La
descripcion también incluye anticuerpos activables multiespecificos que comprenden otro anticuerpo de acoplamiento
de células efectoras inmunitarias o fragmento del mismo, tal como uno que se une a un antigeno de superficie de una
célula citolitica natural (NK), una célula mononuclear, tal como una célula mononuclear mieloide, un macréfago y/u
otras células efectoras inmunitarias.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del mismo de la divulgacion incluye al
menos (i) dos anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de anticuerpo de los mismos que se acoplan a
uno o mas receptores de activacion de células T, tal como, por ejemplo, fragmentos scFv de acoplamiento de células
T, que incluyen, de modo no taxativo, OX40/ GITR, CD137/ GITR, CD 137/0X40, CD27/NKG2D, y una combinacién
adicional de receptores de activacion, donde el ABI de uno de los fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células
T se une a un resto de enmascaramiento (MM) de modo que el acoplamiento del MM reduce la capacidad de ese AB1
de unirse a su respectiva diana de acoplamiento de células T, y (ii) un anticuerpo de unién a diana tal que los
fragmentos scFv de acoplamiento de células T se unen a ambos brazos del anticuerpo de unién a la diana. En algunas
realizaciones, el anticuerpo multiespecifico o fragmento del mismo de la descripcion incluye dos anticuerpos de
acoplamiento de células T o fragmentos de los mismos que se acoplan a uno o mas receptores inhibidores de células
T y un anticuerpo de unién a diana de modo que los fragmentos scFv de acoplamiento de células T estan unidos a
ambos brazos del anticuerpo de unién a la diana. En algunas realizaciones, los dos fragmentos de anticuerpo de
acoplamiento de células T se unen a la misma diana de acoplamiento de células T. En algunas realizaciones, los dos
fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T se unen a diferentes dianas de acoplamiento de células T. En
algunas realizaciones, los dos fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T se acoplan a diferentes epitopos
en la misma diana de acoplamiento de células T.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del mismo de la descripcién incluye al
menos (i) dos anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de anticuerpos de los mismos que se acoplan
a uno o mas receptores de activacion de células T, tales como, por ejemplo, fragmentos de scFv de acoplamiento de
células T, que incluyen pero sin limitarse a, OX40/GITR, CD 137/ GITR, CD 137/0X40, CD27/NKG2D. y combinacién
adicional de receptores de activacion, donde cada uno de AB1 de los fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de
células T se une a su propio resto de enmascaramiento (MM) de modo que el acoplamiento de cada MM a su AB1
respectivo reduce la capacidad de ese AB1 de unirse a su diana de acoplamiento de células T respectiva, y (ii) un
anticuerpo de unién a diana tal que los fragmentos scFv de acoplamiento de células T se unen a ambos brazos del
anticuerpo de unioén a la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico o fragmento del mismo de la
descripcion incluye dos anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de los mismos que se acoplan a uno
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0 mas receptores inhibidores de células T y un anticuerpo de unién a diana de modo que los fragmentos scFv de
acoplamiento de células T estén unidos a ambos brazos del anticuerpo de union a la diana. En algunas realizaciones,
los dos fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T se unen a la misma diana de acoplamiento de células
T. En algunas realizaciones, los dos fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T se unen a diferentes
dianas de acoplamiento de células T. En algunas realizaciones, los dos fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de
células T se unen a epitopos diferentes en la misma diana de acoplamiento de células T. En algunas realizaciones,
los anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de los mismos se acoplan a uno o mas receptores
inhibidores de células T en lugar de uno o mas receptores activadores de células T.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del mismo de la descripcion incluye al
menos (i) un primer brazo que comprende un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo de acoplamiento de
células T que incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera
diana de acoplamiento a células T, donde el AB1 se une a un resto de enmascaramiento (MM) de modo que el
acoplamiento del MM reduce la capacidad del AB1 de unirse a la primera diana y (ii) un segundo brazo que comprende
un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo de unién al antigeno que incluye un segundo anticuerpo o
fragmento de union al antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana. En algunas realizaciones, la primera
y segunda dianas son el mismo antigeno. En algunas realizaciones, la primera y segunda dianas son antigenos
diferentes. En algunas realizaciones, la primera y segunda dianas son epitopos diferentes en el mismo antigeno. En
algunas realizaciones, los anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de los mismos se acoplan a uno o
mas receptores inhibidores de células T en lugar de uno o mas receptores activadores de células T.

En algunas realizaciones, los anticuerpos activables multiespecificos o fragmentos de los mismos de la descripcion
incluyen al menos (i) un anticuerpo de acoplamiento de células T o fragmento del mismo que incluye un primer
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera diana de acoplamiento de
células T que es un antigeno de superficie en un célula T y (ii) un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que
incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana,
donde el AB2 se une a un resto de enmascaramiento (MM) de modo que el acoplamiento del MM reduce la capacidad
del AB2 de unirse a la segunda diana. En algunas realizaciones, la primera y segunda dianas son el mismo antigeno.
En algunas realizaciones, la primera y segunda dianas son antigenos diferentes. En algunas realizaciones, la primera
y segunda dianas son epitopos diferentes en el mismo antigeno. En algunas realizaciones, el anticuerpo de
acoplamiento de células T o fragmento del mismo se une al extremo N de la cadena pesada del anticuerpo especifico
de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento de células T o fragmento del mismo se une al
extremo C de la cadena pesada del anticuerpo especifico de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de
acoplamiento de células T o fragmento del mismo se une al extremo N de la cadena ligera del anticuerpo especifico
de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento de células T o fragmento del mismo se une al
extremo C de la cadena ligera del anticuerpo especifico de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo activable
multiespecifico comprende anticuerpos de acoplamiento a células T o fragmentos de los mismos unidos a una
combinacion de uno o mas extremos N y/o uno o mas extremos C del anticuerpo activable multiespecifico. La
descripciéon también incluye anticuerpos activables multiespecificos que comprenden otro anticuerpo de acoplamiento
de células efectoras inmunitarias o fragmento del mismo, tal como uno que se une a un antigeno de superficie de una
célula citolitica natural (NK), un célula mononuclear, tal como una célula mononuclear mieloide, un macroéfago y/u otras
células efectoras inmunitarias.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del mismo de la divulgacioén incluye al
menos (i) dos anticuerpos que se acoplan a células T o fragmentos de anticuerpos de los mismos que se acoplan a
uno o mas receptores de activacién de células T, tales como, por ejemplo, fragmentos de scFv de acoplamiento de
células T, que incluyen, pero sin limitarse a, OX40/GITR, CD137/ GITR., CD137/0X40, CD27/NKO2D, y una
combinacién adicional de receptores de activacion y (ii) un anticuerpo de uniéon a diana que incluye un segundo
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2 se une
a un resto de enmascaramiento (MM) de modo que el acoplamiento del MM reduce la capacidad del AB2 de unirse a
la segunda diana, donde los fragmentos scFv de acoplamiento de células T se unen a ambos brazos del anticuerpo
de unién a la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico o fragmento del mismo de la presente
descripcion incluye dos anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de los mismos que se acoplan a uno
0 mas receptores inhibidores de células T y un anticuerpo de unién a diana de modo que los fragmentos scFv de
acoplamiento de células T se unen a ambos brazos del anticuerpo de unién a la diana. En algunas realizaciones, los
dos fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T se unen a la misma diana de acoplamiento de células T.
En algunas realizaciones, los dos fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T se unen a diferentes dianas
de acoplamiento de células T. En algunas realizaciones, los dos fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células
T se unen a epitopos diferentes en la misma diana de acoplamiento de células T. En algunas realizaciones, los
anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de los mismos se acoplan a uno o mas receptores inhibidores
de células T en lugar de a uno o mas receptores activadores de células T.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del mismo de la descripcién incluye al
menos (i) un primer brazo que comprende un fragmento de union al antigeno de un anticuerpo de acoplamiento de
células T y (ii) un segundo brazo que comprende un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo de unién a la
diana que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda
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diana, donde el AB2 se une a un resto de enmascaramiento (MM) de modo que el acoplamiento del MM reduce la
capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana. En algunas realizaciones, la primera y segunda dianas son el
mismo antigeno. En algunas realizaciones, la primera y segunda dianas son antigenos diferentes. En algunas
realizaciones, la primera y segunda dianas son epitopos diferentes en el mismo antigeno. En algunas realizaciones,
los anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de los mismos se acoplan a uno o mas receptores
inhibidores de células T en lugar de uno o mas receptores de activacion de células T.

En algunas realizaciones, los anticuerpos activables multiespecificos o fragmentos de los mismos incluyen al menos
(i) un anticuerpo de acoplamiento de células T o fragmento del mismo que incluye un primer anticuerpo o fragmento
de union a antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera diana de acoplamiento a células T, que es un antigeno
de superficie en una célula T, donde el AB1 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM1) de tal forma que el
acoplamiento del MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a la primera diana, y (ii) un segundo anticuerpo o
fragmento del mismo que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se
une a una segunda diana, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de tal forma que el
acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana. En algunas realizaciones, la
primera y segunda dianas son el mismo antigeno. En algunas realizaciones, la primera y segunda dianas son
antigenos diferentes. En algunas realizaciones, la primera y segunda dianas son epitopos diferentes en el mismo
antigeno. En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento de células T o fragmento del mismo se une al
extremo N de la cadena pesada del anticuerpo especifico de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de
acoplamiento de células T o fragmento del mismo se une al extremo C de la cadena pesada del anticuerpo especifico
de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de acoplamiento de células T o fragmento del mismo se une al
extremo N de la cadena ligera del anticuerpo especifico de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo de
acoplamiento de células T o fragmento del mismo se une al extremo C de la cadena ligera del anticuerpo especifico
de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico comprende anticuerpos de acoplamiento
de células T o fragmentos de los mismos unidos a una combinacion de uno o mas extremos N y/o uno 0 mas extremos
C del anticuerpo activable multiespecifico. La descripcion también incluye anticuerpos activables multiespecificos que
comprende otro anticuerpo de acoplamiento de células efectoras inmunitarias o fragmento del mismo, tal como uno
que se une a un antigeno de superficie de una célula citolitica natural (NK), un célula mononuclear, tal como una célula
mononuclear mieloide, un macréfago y/u otras células efectoras inmunitarias.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del mismo de la divulgacion incluye al
menos (i) dos anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de anticuerpo del mismo que se acoplan a uno
0 mas receptores que activan células T, tales como, por ejemplo, fragmentos scFv de acoplamiento de células T, que
incluyen pero sin limitarse a, OX40/GITR, CD137/GITR, CD137/0X40, CD27/ NKG2D, y combinacién adicional de
receptores de activacion, donde el AB1 de uno de los fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T se une
a un resto de enmascaramiento (MM) de modo que el acoplamiento del MM reduce la capacidad de ese AB1 de unirse
a su respectiva diana de acoplamiento de células T, y (ii) un anticuerpo de unién a diana que incluye un segundo
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2 se une
a un resto de enmascaramiento (MM2) de modo que el acoplamiento del MM2 reduce la capacidad del AB2 de unirse
a la segunda diana, donde los fragmentos scFv de acoplamiento de células T se unen a ambos brazos del anticuerpo
de union a la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo multiespecifico o fragmento del mismo de la descripciéon
incluye dos anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de los mismos que se acoplan a uno o mas
receptores inhibidores de células T y un anticuerpo de unién a diana de modo que los fragmentos scFv de acoplamiento
de células T se unan a ambos brazos del anticuerpo de unién a la diana. En algunas realizaciones, los dos fragmentos
de anticuerpo de acoplamiento de células T se unen a la misma diana de acoplamiento de células T. En algunas
realizaciones, los dos fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T se unen a diferentes dianas de
acoplamiento de células T. En algunas realizaciones, los dos fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T
se unen a epitopos diferentes en la misma diana de acoplamiento de células T. En algunas realizaciones, los
anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de los mismos se acoplan a uno o mas receptores inhibidores
de células T en lugar de uno o mas receptores de activacion de células T.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del mismo de la descripcién incluye al
menos (i) dos anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de anticuerpo de los mismos que se acoplan a
uno o mas receptores de activacion de células T, tal como, por ejemplo, fragmentos scFv de acoplamiento de células
T, que incluyen pero sin limitarse a, OX40/GITR. CD137/ GITR, CD137/0X40, CD27/NKG2D, y combinacion adicional
de receptores de activacion, donde cada uno de AB1 de los fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T
esta unido a su propio resto de enmascaramiento (MM1) de modo que el acoplamiento de cada MM1 a su respectivo
AB1 reduce la capacidad de ese AB1 de unirse a su respectiva diana de acoplamiento de células T, y (ii) un anticuerpo
de union a diana que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (AB2) que se une a
una segunda diana, donde el AB2 esta unido a un resto de enmascaramiento (MM2) de modo que el acoplamiento del
MM2 reduce la capacidad del AB2 de unirse a la segunda diana, donde los fragmentos scFv de acoplamiento de
células T estan unidos a ambos brazos del anticuerpo de unién de la diana. En algunas realizaciones, el anticuerpo
multiespecifico o fragmento del mismo de la descripcion incluye dos anticuerpos de acoplamiento de células T o
fragmentos de los mismos que se acoplan a uno o mas receptores inhibidores de células T y un anticuerpo de union
a diana de modo que los fragmentos scFv de acoplamiento de células T se unen a ambos brazos del anticuerpo de
union a la diana. En algunas realizaciones, los dos fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T se unen a
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la misma diana de acoplamiento de células T. En algunas realizaciones, los dos fragmentos de anticuerpo de
acoplamiento de células T se unen a diferentes dianas de acoplamiento de células T. En algunas realizaciones, los
dos fragmentos de anticuerpo de acoplamiento de células T se unen a diferentes epitopos en la misma diana de
acoplamiento de células T. En algunas realizaciones, los anticuerpos de acoplamiento de células T o fragmentos de
los mismos se acoplan a uno o mas receptores inhibidores de células T en lugar de uno o mas receptores activadores
de células T.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento del mismo de la descripcion incluye al
menos (i) un primer brazo que comprende un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo de acoplamiento de
células T que incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera
diana de acoplamiento de células T, donde el AS1 se une a un resto de enmascaramiento (MM1) de modo que el
acoplamiento del MM reduce la capacidad del AB1 de unirse a la primera diana y (ii) un segundo brazo que comprende
un fragmento de union al antigeno de un anticuerpo de acoplamiento de células T que incluye un segundo anticuerpo
o fragmento de union al antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2 se une a un resto
de enmascaramiento (MM2) de modo que el acoplamiento del MM reduce la capacidad del AB2 de unirse a la segunda
diana. En algunas realizaciones, la primera y segunda dianas son el mismo antigeno. En algunas realizaciones, la
primera y segunda dianas son antigenos diferentes. En algunas realizaciones, la primera y segunda dianas son
epitopos diferentes en el mismo antigeno. En algunas realizaciones, los anticuerpos de acoplamiento de células T o
fragmentos de los mismos se acoplan a uno o mas receptores inhibidores de células T en lugar de uno o mas
receptores activadores de células T.

En algunas realizaciones, el antigeno diana es un antigeno que esta altamente expresado tanto en tejido normal y
sano como en tejido enfermo. En algunas realizaciones, el antigeno diana es un antigeno de la Tabla 1 que se expresa
altamente tanto en tejido normal y sano como en tejido enfermo.

En algunas realizaciones, el antigeno diana es un antigeno que se expresa altamente en el tejido enfermo, pero no se
expresa fuertemente en el tejido normal y sano. En algunas realizaciones, el antigeno diana es un antigeno de la Tabla
1 que esta altamente expresado en tejido enfermo, pero no esta altamente expresado en tejido normal y sano. El
antigeno diana puede ser expresado en tejido sano normal, pero no se expresa altamente ni se sobre-expresa de otra
manera en el tejido sano normal.

En algunas realizaciones, el resto de enmascaramiento (MM) esta acoplado al anticuerpo o fragmento de union al
antigeno del mismo (AB) a través de un resto escindible (CM) que funciona como un sustrato para una proteasa.
Proteasas adecuadas para su uso en los anticuerpos activable multiespecificos de la descripcion se determinan en
funcion de la expresion de proteasa en el sitio previsto de tratamiento y/o diagnéstico. En algunas realizaciones, la
proteasa es un activador de plasmindgeno de tipo u (UPA, también denominado uroquinasa), legumaina y/o matriptasa
(también denominado MT-SP1 o MTSP1). En algunas realizaciones, la proteasa es una metaloproteasa de matriz
(MMP).

En algunas realizaciones, los anticuerpos activables multiespecificos se modifican genéticamente para incluir un resto
de enmascaramiento (MM) que esta acoplado a un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB) a
través de un enlazador no escindible. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico
es un anticuerpo activable multiespecifico de acoplamiento de células T que incluye un anticuerpo dirigido o fragmento
de unién a antigeno del mismo y un anticuerpo de acoplamiento a células T o porcién de unién a antigeno del mismo,
donde el anticuerpo de acoplamiento a células T o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye un primer
anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera diana de acoplamiento a
células T, donde el AB1 se une a través de un enlazador no escindible a un resto de enmascaramiento (MM1) de modo
que el acoplamiento del MM reduce la capacidad del AB1 de unirse a la primera diana, y el anticuerpo dirigido o
fragmento de union a antigeno del mismo no se enmascara.

En algunas realizaciones, el anticuerpo activable multiespecifico es un anticuerpo activable multiespecifico de
acoplamiento de células T que incluye un anticuerpo dirigido o fragmento de unién al antigeno del mismo y un
anticuerpo de acoplamiento de células T o porcidon de unién al antigeno del mismo, donde el anticuerpo de
acoplamiento de células T o fragmento de unién al antigeno del mismo incluye un primer anticuerpo o fragmento de
union al antigeno del mismo (AB1) que se une a una primera diana de acoplamiento de células T, donde el AB1 se
une a través de un enlazador no escindible a un resto de enmascaramiento (MM1) de modo que el acoplamiento del
MM reduce la capacidad del ABI de unirse a la primera diana, y el anticuerpo dirigido o fragmento de unién al antigeno
del mismo incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda
diana, donde el AB2 se une a través de un enlazador escindible a un resto de enmascaramiento (MM2) de modo que
el acoplamiento del MM reduce la capacidad del AB2 de unirse a la segunda diana.

El concepto general de anticuerpos biespecificos se introdujo por primera vez hace al menos 50 afios (Nisonoff, A. y
Mandy, W.J., Nature 194, 355-359 (1962), como se cita en Chan, A.C. y Carter, P.J. Nature Reviews Immunol. 10,
301-316 (2010)).

Se ha descrito una variedad de plataformas biespecificas (véase, por ejemplo, Figura 1; Liu, M.A.. y col., Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 82, 8648-8652 <1985); revisado por Krocsen. B.J. col. Adv. Drug Delivery Rev. 31, 105-129 (1998);
Marvin. J.S. y Zhu, Z., Acta Pharm. Sinica 26, 649-658 (2005); Chan y Carter, Nat. Rev. Immunol. 2010; Fitzgerald y
Lugovsky, MAbs. 3(3):299-309 (2011); Rielhmuller, G., Cancer Immunity 12, 12-18 (2012)). El concepto general, para
la construccidn de anticuerpos biespecificos es unir dominios de union a prolina, generalmente basados en multiples
dominios de inmunoglobulina, con el fin de construir una molécula que sea capaz de unirse a dos 0 mas antigenos
diana y demuestre distribucion fisiolégica, farmacocinética y funcion efectora similar a IgG. Estos ultimos pueden incluir
citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC), citotoxicidad dependiente de complemento (CDC). Reclutamiento de
células T (BiTEs™) (Véase, por ejemplo, Baeuerle. P.A. y Reinhardt, C., Cancer Res. 69, 4941-4944 (2009). y
TandAbs™ (véase Cochiovius y col., Cancer Res. 54, 4336-4341 (2000)), y/o la administracién de una carga util
citotoxica en forma de un resto conjugado quimicamente tal como un inhibidor de microtubulos, un alquilador de ADN
u otra toxina, en forma de un conjugado anticuerpo-farmaco (ADC). Se estan estudiando muchos formatos de
anticuerpos biespecificos, con IgG y BiTEs™ heterodiméricos convencionales que representan los mas avanzados
clinicamente a pesar de su produccién y propiedades farmacoldgicas suboptimas (véase Chan y Carter. Nat. Rey,
Immunol. 2010). Los anticuerpos biespecificos tienen muchos usos potenciales, basados en caracteristicas
especificas de formatos particulares y los antigenos diana elegidos; no todos los formatos biespecificos son
apropiados para todas las aplicaciones. Por ejemplo, el formal Dos-en-uno Fab (Bostrom, J., y col., Science 323, 1610-
1614 (2009)) consiste en un Unico dominio de unién para unirse a los antigenos A y B de una manera u otra; por lo
tanto, este tipo de biespecifico puede acoplarse a dos copias del antigeno A, dos copias del antigeno B o una copia
de cada antigeno. Por otro lado, el formato DVD (Wu, C., Y col., Nature Biotechnol. 25, 1290-1297 (2007)) proporciona
el acoplamiento de dos copias del antigeno A ademas de dos copias del antigeno B. La separacion y la orientacién
relativa de cada uno de los dominios de unién también pueden ser importantes para el acoplamiento de multiples
antigenos de tal manera que confieran la actividad prevista, por ejemplo, receptores de reticulacién (Jackman, J., y
col., J. Biol. Chem. 285. 20850-20859 (2010)), donde se requiere el acoplamiento de una copia de cada receptor,
puede requerir una interaccion monovalente con cada uno de dos antigenos distintos.

Un area mecanicamente distinta de la aplicacion de anticuerpo biespecifico implica reclutar células efectoras
inmunitarias (tales como células T citotdxicas, células NK y/o células efectoras mieloides) para atacar células tumorales
mediante la construccion de un biespecifico que se acopla tanto a un antigeno en la superficie de una célula dirigida
a la citotoxicidad (p. €j., una célula tumoral) como a un antigeno en la superficie de una célula inmunitaria citotoxica
(p. €j., una célula T). Catumaxomab es un ejemplo de un anticuerpo biespecifico clinicamente validado que se dirige
al antigeno tumoral EpCAM en células cancerosas y recluta células T citotoxicas mediante la unién a CD3 en la
superficie de células T (Linke, R., Klein, A., y Seimetz, D., mAbs 2, 129-136 (2010)); sin embargo, su uso ha sido
limitado y requiere administracion intraperitoneal. Los anticuerpos BiTE™ son anticuerpos biespecificos que logran el
reclutamiento de células T en un formato diferente con diferentes propiedades farmacoldgicas (Bacuerle, P. A. y
Reinhardt, C. Anti-Cancer Res. 69, 4941 - 4944 (2009))-en particular, los anticuerpos BiTE se componen de dos
fragmentos variables de cadena simple (scFv) y tienen vidas medias farmacoldgicas muy cortas IN VIvO, por lo tanto,
requieren la administracion a través de infusiéon continua. Un formato similar, denominado TandAb™, es una
construccién de diacuerpo biespecifico tetravalente en la que dos dominios variables se unen a un antigeno diana y
dos dominios variables se unen a CD3 en la superficie de las células T (Cochlovius y col., Cancer Res. 60, 4336-4341
(2000)). Este formato ilustra que el acoplamiento bivalente tanto del antigeno diana como del antigeno de superficie
de células T se puede utilizar para el acoplamiento de células Ty la citotoxicidad dirigida al antigeno. Sin embargo, el
formato TandAb también tiene una vida media muy corta in vivo.

Una limitacién general de los anticuerpos biespecificos de acoplamiento de células T se relaciona con el hecho de que
la citotoxicidad de las células T puede ser extremadamente potente y se puede activar mediante niveles relativamente
bajos de antigeno diana en la superficie de las células. Por lo tanto, incluso niveles modestos de expresion del antigeno
diana, como EGFR en tejidos sanos pueden conducir a una toxicidad significativa, limitando o impidiendo las
aplicaciones terapéuticas clinicas (Lutterbuese, R. y col. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 107, 12605-12610(2010)). Por lo
tanto, sigue habiendo una necesidad de terapias efectivas a base de anticuerpos que exhiban una seguridad mejorada,
por ejemplo, una toxicidad reducida.

Los anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion son mas seguros que los anticuerpos multiespecificos
(por ejemplo, biespecificos) porque la actividad de los anticuerpos activables multiespecificos esta restringida a un
entorno de enfermedad localizado. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico es un anticuerpo
activable multiespecifico de acoplamiento de células efectoras inmunitarias. En algunas realizaciones, un anticuerpo
activable multiespecifico es un anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a células T. En algunas
realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico reconoce dos o mas dianas. En algunas realizaciones, un
anticuerpo activable multiespecifico comprende un formato IgG-scFv que confiere las propiedades de semivida larga
de una IgG. En algunas realizaciones, dicho anticuerpo activable multiespecifico se modula adicionalmente a través
del uso de mutaciones Fc en el sitio de unién a FcRn (Petkova, S. B. y col., Intl. Immunol. 18, 1759-1769 (2006); Deng,
R. y col., mAbs 4, 101-109 (2012); Olafson, T Methods Mol. Biol. 907, 537-556 (2012)). En algunas realizaciones,
dicho anticuerpo activable multiespecifico incluye mutaciones en el dominio Fc, tal como una mutacion N297A (Lund,
J. y col., Mol. Immunol. 29, 53-39 (1992)) que reduce las funciones efectoras de IgG (ADCC y CDC) para reducir las
toxicidades fuera de la diana.

Los anticuerpos activables multiespecificos aprovechan la regulacién por aumento de la actividad de la proteasa
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ampliamente reconocida como un sello distintivo de multiples estados de enfermedad para lograr un direccionamiento
especifico tejido-enfermedad de tales terapias. El anticuerpo activable se basa en el uso de un anticuerpo IgG, o
fragmento del mismo, tal como una regién scFv, region Fab, dominio VH o VL simple que se ha modificado para incluir
un resto de enmascaramiento (MM), unido al anticuerpo a través de un resto escindible (CM), tal como un resto
escindible de proteasa (véase, por ejemplo, Publicacién Internacional PCT Numero WO 2009/025846, publicada el 26
de febrero de 2009; Publicacion Internacional PCT Numero WO 2010/081173, publicado el 15 de julio de 2010).
Alternativamente, un dominio de proteina sin anticuerpo (véase, por ejemplo, la Publicacion Internacional PCT Numero
WO 2010/096838, publicada el 26 de agosto de 2010; Boersma, Y.L. y col., J. Biol. Chem. 286, 41273-41285 (2011))
se puede utilizar para lograr una o mas especificidades de uniéon. Un anticuerpo multiespecifico, como IgG
convencional, se puede utilizar como el punto de partida para producir un anticuerpo activable multiespecifico. Dicho
anticuerpo activable multiespecifico permitiria el direccionamiento de alta afinidad de todos los antigenos reconocidos
por el anticuerpo multiespecifico original, pero con especificidad tisular dictada por el enlazador escindible activado
selectivamente. Dependiendo del formato multiespecifico utilizado, el MM y CM pueden colocarse en el extremo N o
C del dominio apropiado.

Un anticuerpo activable multiespecifico comprende al menos un dominio derivado de IgG con especificidad hacia un
primer antigeno, unido sintética o biosintéticamente a otro dominio (que puede derivar de una IgG u otra proteina) con
especificidad para unirse a un segundo antigeno. Se pueden afiadir especificidades adicionales mediante la unién de
dicho anticuerpo activable multiespecifico a uno o mas dominios adicionales que confieren especificidades de unién
adicionales para el primer antigeno, el segundo antigeno o antigenos adicionales. En algunas realizaciones, un
anticuerpo activable multiespecifico tiene uno o mas de estos dominios enmascarados por un resto de
enmascaramiento (MM) adecuado. Cada uno de los formatos multiespecificos descritos en la Figura 1 se puede
convertir potencialmente en un anticuerpo activable multiespecifico al enmascarar uno o mas de los restos de unién
al antigeno de uno o mas de los dominios de inmunoglobulina. Ejemplos de formatos de anticuerpos activables
multiespecificos adecuados se muestran en las Figuras 3 Ay 5-9.

El uso de un dominio scFv para conferir especificidad a un antigeno especifico permite una construcciéon modular de
anticuerpos multiespecificos y anticuerpos activables multiespecificos. El uso de los dominios scFv fusionados al
extremo de las cadenas pesadas o ligeras de IgG para la construccién de anticuerpos biespecificos se ha descrito
anteriormente (véase, por ejemplo, Orcutt, K.D. y col., Prot. Eng. Design Select. 23, 221-228 (2010); Dong y col.,
(2011)). Este formato (“IlgG-scFv”) permite que una IgG convencional se convierta en un anticuerpo biespecifico donde
una primera especificidad se codifica en los dominios variables de la IgG y una segunda especificidad se codifica en
los dominios scFv unidos a través de una region enlazadora flexible. Variaciones de este formato incluyen la fusion de
dominios scFv en los extremos N o C de las cadenas pesadas o ligeras; los scFv pueden tener las mismas o diferentes
especificidades de unién al antigeno (Spangler, J. B. y col., J. Mol. Biol. 422, 532-544 (2012)). Ademas, mediante el
uso de heterodimeros de cadena pesada (por ejemplo, usando la construccidon botén-orificio o construcciones
similares), los scFv de diferentes especificidades se pueden unir al extremo N o C de cada cadena pesada.

En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico que comprende una IgG tiene los dominios variables
de IgG enmascarados. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico tiene los dominios scFv
enmascarados. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico tiene tanto los dominios variables de
IgG como los dominios scFv enmascarados. En algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo
activable multiespecifico tiene especificidad por un antigeno diana, y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad
por un antigeno de superficie de células T. En algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo
activable multiespecifico tiene especificidad por un antigeno diana, y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad
por otro antigeno diana. En algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico
tiene especificidad por un epitopo de un antigeno diana, y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad por otro
epitopo del antigeno diana.

La descripcion proporciona ejemplos de estructuras de anticuerpos activables multiespecificos que incluyen, pero sin
limitarse a, los siguientes: (VL-CL)2(VH-CH1-CH2- CH3-LA-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1 -MM)2; (VL-CL)2:(VH-CH1-CH2-
CH3-L4-VL*-L3- VH*-L2-CM-L1-MM)2: (MM-L1-CM-L2-VL-CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3-L4-VH*-L3- VL*}2: (MM-L1 -CM-
L2-VL-CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3-L4-VL*-L3-VH*)2: (VL-CL)2:(MM -L1-CM-L2-VL*-L3-VH*L4-VH-CH 1-CH2-CH3)2: (VL-
CL)2:(MM-L1-CM  L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2: (MM-L1-CM-L2-VL-CL)2:(VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-
CH3)2: (MM-L1-CM-L2-VL-CL)2:(VH*-L3-VL*-L4-VH-CH 1-CH2- CH3}2; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM)2:(VH-
CH 1-CH2-CH3)2 (VL-CL-L4- VL*-L3-VH*-L2-CM-L 1 -MM)2:(VH-CH1-CH2-CH3)2; (MM-L 1-CM-L2-VL*-L3-VH* L4-VL-
CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3)2; (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4- VL-CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3)2;(VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-
CM-L1-MM)z2: (MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2: (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM)2: (MM-L1-
CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2;(VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)2: (MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-
VH-CH1-CH2-CH3)2; (VL-CL-L4-VL*-L3- VH*-L2-CM-L1-MM)z2: (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2;
(VL-CL-L4-VH*-L3-VL*)2:(MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2;(VL-CL-L4-VH*-L3-VL*)2: (MM-L1-CM-
L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH 1-CH2-CH3)2; (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*)2: (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-
CH3)2; (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*)2: (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-
CM-L1-MM)z2:(VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2;  (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM)2:  (VH*-L3-VL*-L4-VH-
CH1-CH2-CH3)2; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM)2: (VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2; o (VL-CL-L4-VH*-
L3-VL*-L2-CM-L 1 -MM)z2: (VH *-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3)2. donde: VL y VH representan los dominios variables
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ligeros y pesados de la primera especificidad, contenidos en la IgG; VL* y VH* representan los dominios variables de
la segunda especificidad, contenidos en el scFv; L1 es un péptido enlazador que conecta el resto de enmascaramiento
(MM) y el resto escindible (CM); L2 es un péptido enlazador que conecta el resto escindible (CM) y el anticuerpo; L3
es un péptido enlazador que conecta los dominios variables del seFv; L4 es un péptido enlazador que conecta el
anticuerpo de la primera especificidad con el anticuerpo de la segunda especificidad; CL es el dominio constante de
cadena ligera; y CH1, CH2, CH3 son los dominios constantes de cadena pesada. Las primera y segunda
especificidades pueden ser hacia cualquier antigeno o epitopo. Estructuras especificas incluyen, entre otras, las
siguientes: (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM)2:(VH-CH1-CH2-CH3); (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-
MM)2:(VH-CH1 -CH2-CH3)2: (MM-L1-CM-L2-VL-CL-L4- VH*-L3-VL*)2:(VH-CH1-CH2-CH3)2;(MM-L1-CM-L2-VL-CL-
L4-VL*-L3-VH*)2 :(VH- CH1-CH2-H3)2; (VL-CL-L4-VH*L3-VL* -L2-CM-L1 -MM)2: (VH-CH1-CH2-CH3-L4- VH*-L3-VL*-
L2-CM-L1-MM)z; (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)2:(VH-CH1- CH2-CH3-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)z; (MM-
L1-CM-L2-VL-CL-L4-VH*-L3-VL*)2:(VH-CH1-CH2-CH3)2; o (MM-L1-CM-L2;VL-CL-L4-VL*-L3-VH*)2:(VH-CH1-CH2-
CH3)a.

En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico que comprende una IgG tiene los dominios variables
de IgG enmascarados. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico que comprende un scFv tiene
los dominios de scFv enmascarados. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico tiene tanto
dominios variables de IgG como dominios de scFv, donde al menos uno de los dominios variables de IgG esta acoplado
a un resto de enmascaramiento. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico tiene tanto dominios
variables de IgG como dominios de scFv, donde al menos uno de los dominios de scFv esta acoplado a un resto de
enmascaramiento. En algunas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico tiene tanto dominios variables de
TgG como dominios scFv, donde al menos uno de los dominios variables de IgG esta acoplado a un resto de
enmascaramiento y al menos uno de los dominios scFv esta acoplado a un resto de enmascaramiento. En algunas
realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico tiene tanto dominios variables de 1IgG como dominios scFv,
donde cada uno de los dominios variables de IgG y los dominios scFv esta acoplado a su propio resto de
enmascaramiento. En algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene
especificidad por un antigeno diana, y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad por un antigeno de superficie de
células T. En algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene
especificidad por un antigeno diana, y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad por otro antigeno diana. En
algunas realizaciones, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene especificidad por un
epitopo de un antigeno diana, y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad por otro epitopo del antigeno diana.

En algunas realizaciones de un anticuerpo activable multiespecifico de acoplamiento de células efectoras inmunitarias,
tal como un anticuerpo activable multiespecifico de acoplamiento de células T, un antigeno es tipicamente un antigeno
presente en la superficie de una célula tumoral u otro tipo de célula asociado con la enfermedad, tal como, pero sin
limitarse a, cualquier diana enumerada en la Tabla 1, tal como, pero sin limitarse a, EGFR, erbB2, EpCAM, Jagged,
PD-L1, B7TH3 o CD71 (receptor de transferrina), y otro antigeno es tipicamente un antigeno estimulante o inhibidor
presente en la superficie de una célula T, célula citolitica natural (NK), célula mononuclear mieloide, macréfago y/u
otra célula efectora inmunitaria, tal como, pero sin limitarse a, B7-H4. BTLA, CD3, CD4, CD8, CD16a, CD25, CD27,
CD28, CD32, CD56, CD137, CTLA-4, GITR, HVEM, ICOS. LAG3, NKG2D, OX40, PD-1. TIGIT, TIM3 o VISTA. El
dominio del anticuerpo que confiere especificidad al antigeno de superficie de las células T también puede estar
sustituido por un ligando o dominio de ligando que se une a un receptor de células T, un receptor de células NK, un
receptor de macréfagos y/u otro receptor de células efectoras inmunes, tal como, sin limitarse a, B7-1, B7-2, B7H3,
PD-LI, PD-L2 o TNFSF9. En algunas realizaciones de un anticuerpo activable dirigido a multiples antigenos, un
antigeno se selecciona de entre el grupo de dianas enumeradas en la Tabla 1, y otro antigeno se selecciona de entre
el grupo de dianas enumeradas en la Tabla 1.

En algunas realizaciones, un dominio variable de cadena simple, especifico para unirse a una diana que se muestra
en la superficie de células T, se fusiona al extremo carboxilo de un anticuerpo IgGl completamente humano (anticuerpo
dirigido) que se une a un antigeno de superficie celular. La fusidn del scFv puede ser al extremo carboxilo de la cadena
pesada, al extremo carboxilo de la cadena ligera 0 a ambas cadenas (Figura 2). En algunas realizaciones, un dominio
variable de cadena simple, especifico para unirse a una diana que se muestra en la superficie de células T, se fusiona
con el extremo amino de un anticuerpo IgGl completamente humano (anticuerpo dirigido) que se une a un antigeno
de superficie celular. La fusidon del scFv puede ser al extremo amino de la cadena pesada, al extremo amino de la
cadena ligera o a ambas cadenas. Las fusiones se construyen como una sola construccion genética y se expresa en
células en cultivo. El anticuerpo dirigido puede ser especifico para la unidon a uno o mas antigenos de superficie
tumoral, o cualquier célula dirigida a deplecion. El scFv puede ser especifico para el mismo o diferentes antigenos.

En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido es un anticuerpo anti-EGFR. En algunas realizaciones, el anticuerpo
dirigido es C225v5, que es especifico para la union a EGFR. En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido es C225,
que es especifico para la unién a EGFR. En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido es C225v4, que es especifico
para la uniéon a EGFR. En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido es C225v6, que es especifico para la union a
EGFR. En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido es un anticuerpo anti-Jagged. En algunas realizaciones, el
anticuerpo dirigido es 4D11, que es especifico para la unién a Jagged 1 y Jagged 2 humano y de ratén. En algunas
realizaciones, el anticuerpo dirigido es 4D11v2, que es especifico para la union a Jagged 1 y Jagged 2 humano y de
raton.
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En algunas realizaciones, el anticuerpo dirigido puede estar en forma de un anticuerpo activable. En algunas
realizaciones, los scFv pueden tener la forma de Pro-scFv (véase, p. ., WO 2009/025846. WO 2010/081173).

En algunas realizaciones, el scFv es especifico para unirse a CD3g; por ejemplo, OKT3. En algunas realizaciones, el
scFv es especifico para la union a CTLA-4 (también denominado en esta invencién CTLA y CTLA4).

En algunas realizaciones, el scFv es especifico para la uniéon de una o mas células T, una o mas células NK y/o uno
0 mas macroéfagos. En algunas realizaciones, el scFv es especifico para unirse a una diana seleccionada de entre el
grupo que consiste en B7-H4. BTLA, CD3, CD4, CD8, CD16a, C1725, CD27, CD28, CD32, CD56, CD137, CTLA-4,
GITR, HVEM, ICOS, LAG3, NKG2D, OX40, PD-1, TIM3 o VISTA, y combinaciones de los mismos.

Definiciones

A menos que se defina de otro modo en esta invencion, los términos cientificos y técnicos utilizados en relacion con
la presente invencion tendran los significados que comunmente entienden los expertos en la técnica. Ademas, a menos
que el contexto requiera lo contrario, los términos singulares incluiran pluralidades y los términos plurales incluiran el
singular. En general, las nomenclaturas utilizadas en relacién con, y las técnicas de cultivo celular y tisular, biologia
molecular y quimica e hibridacion de proteinas y oligonucledtidos o polinucledtidos descritas en esta invencion son
aquellas bien conocidas y comunmente utilizadas en la técnica. Las técnicas estadndar se utilizan para la sintesis de
oligonucleétidos de ADN recombinante y el cultivo y transformacién de tejidos (por ejemplo, electroporacion,
lipofeccion). Las reacciones enzimaticas y las técnicas de purificacion se realizan segun las especificaciones del
fabricante, o como se realiza comunmente en la técnica o como se describe en esta invencion. Las técnicas y
procedimientos anteriores se realizan generalmente segun procedimientos convencionales bien conocidos en la
técnica y como se describe en diversas referencias generales y mas especificas que se citan y se analizan a lo largo
de la presente memoria descriptiva.Véase, p.ej., Sambrook y col. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor.N.Y. (1989)). Las nomenclaturas utilizadas en relacién con, y los
procedimientos y técnicas de laboratorio de quimica analitica, quimica orgénica sintética y quimica medicinal y
farmacéutica descritas en esta invencion son las bien conocidas y comunmente utilizadas en la técnica. Técnicas
estandar se utilizan para sintesis quimicas, analisis quimicos, preparacion farmacéutica, formulacion y administracion,
y tratamiento de pacientes.

Segun se utiliza segun la presente divulgacion, se entendera que los siguientes términos, a menos que se indique otra
cosa, tienen los siguientes significados:

Como se emplea en esta invencion, el término "anticuerpo” se refiere a moléculas de inmunoglobulina y porciones
inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina (lg), es decir, moléculas que contienen un antigeno que
se une especificamente (inmunorreacciona con) un antigeno. Por "se une especificamente" o "inmunorreacciona con"
0 "se une inmunoespecificamente" se entiende que el anticuerpo reacciona con uno o mas determinantes antigénicos
del antigeno deseado y no reacciona con otros polipéptidos o se une con una afinidad mucho menor (K¢ > 106). Los
anticuerpos incluyen, pero sin limitarse a, fragmentos policlonales, monoclonales, quiméricos, anticuerpo de dominio,
monocatenarios, Fab y F(ab')z, scFv, y una biblioteca de expresion de Fab.

Se sabe que el conjunto estructural basico de un anticuerpo comprende un tetramero. Cada tetramero esta compuesto
por dos pares idénticos de cadenas de polipéptidos, teniendo cada par una cadena "ligera" (aproximadamente 25 kDa)
y una cadena "pesada" (aproximadamente 50-70 kDa). La porcién de extremo amino de cada cadena incluye una
region variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos principalmente responsables del reconocimiento
de antigenos. La porcion de extremo carboxi de cada cadena define una regién constante que es la principal
responsable de la funcién efectora. En general, las moléculas de anticuerpo obtenidas de humanos se relacionan con
cualquiera de las clases IgG, IgM, IgA, IgE e IgD, que difieren entre si por la naturaleza de la cadena pesada presente
en la molécula. Ciertas clases también tienen subclases, tales como IgGs, IgG2, I1gGs, 1gGs y otras. Ademas, en los
seres humanos, la cadena ligera puede ser una cadena kappa o una cadena lambda.

El término "anticuerpo monoclonal" (mAb) o "composicion de anticuerpo monoclonal”, como se usa en esta invencion,
se refiere a una poblacion de moléculas de anticuerpo que contienen solo una especie molecular de molécula de
anticuerpo que consiste en un unico producto génico de cadena ligera y un Unico producto génico de cadena pesada.
En particular, las regiones determinantes de complementariedad (CDR) del anticuerpo monoclonal son idénticas en
todas las moléculas de la poblacién. Los mAb contienen un sitio de unién a antigeno capaz de inmunorreaccionar con
un epitopo particular del antigeno caracterizado por una afinidad de unién unica por él.

El término "sitio de union a antigeno” o "porcién de unién” se refiere a la parte de la molécula de inmunoglobulina que
participa en la union a antigeno. El sitio de unién a antigeno esta formado por residuos de aminoacidos de las regiones
variables ("V") del extremo N de las cadenas pesada ("H") y ligera ("L"). Tres tramos altamente divergentes dentro de
las regiones V de las cadenas pesada y ligera, denominadas "regiones hipervariables", se interponen entre tramos
flanqueantes mas conservados conocidos como "regiones marco" o "FR". Por consiguiente, el término "FR" se refiere
a secuencias de aminoacidos que se encuentran en la naturaleza entre, y adyacentes a, regiones hipervariables en
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inmunoglobulinas. En una molécula de anticuerpo, las tres regiones hipervariables de una cadena ligera y las tres
regiones hipervariables de una cadena pesada estan dispuestas relativas entre si en un espacio tridimensional para
formar una superficie de unién a antigeno. La superficie de union a antigeno es complementaria a la superficie
tridimensional de un antigeno unido, y las tres regiones hipervariables de cada una de las cadenas pesada y ligera se
denominan "regiones determinantes de complementariedad" o "CDR". La asignacion de aminoacidos a cada dominio
es segun las definiciones de las Secuencias de Kabat de proteinas de interés inmunoldgico (National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1987 y 1991)), o Chothia & Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987). Chothia y col. Nature
342:878- 883 (1989).

Como se usa en esta invencion, el término "epitopo" incluye cualquier determinante de proteina capaz de unirse
especificamente a una inmunoglobulina, un scFv o un receptor de células T. El término "epitopo” incluye cualquier
determinante de proteina capaz de unirse especificamente a una inmunoglobulina o receptor de células T. Los
determinantes epitdpicos generalmente consisten en agrupaciones de superficie quimicamente activas de moléculas,
tales como aminoacidos o cadenas laterales de azucar, y generalmente tienen caracteristicas estructurales
tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Por ejemplo, los anticuerpos pueden
generarse contra péptidos de extremo N o extremo C de un polipéptido. Se dice que un anticuerpo se une
especificamente a un antigeno cuando la constante de disociacion es < 1 uM; por ejemplo, en algunas realizaciones,
<100 nM y en algunas realizaciones, < 10 nM.

Como se usa en esta invencion, los términos "union especifica”, "union inmunolégica" y "propiedades de unién
inmunolégica" se refieren a las interacciones no covalentes del tipo que se producen entre una molécula de
inmunoglobulina y un antigeno para el que la inmunoglobulina es especifica. La fuerza o afinidad de las interacciones
de unién inmunoldgica se puede expresar en términos de la constante de disociacion (Kq) de la interaccion, donde una
K4 menor representa una mayor afinidad. Las propiedades de union inmunolégica de los polipéptidos seleccionados
se pueden cuantificar mediante el uso de procedimientos conocidos en la técnica. Uno de estos procedimientos implica
medir las tasas de formacion y disociacion de complejos de sitio/antigeno de unién a antigeno, donde esas tasas
dependen de las concentraciones de las parejas de complejos, la afinidad de la interaccion, y los parametros
geomeétricos que influyen igualmente en la tasa en ambas direcciones. Por lo tanto, tanto la "constante en la tasa" (Kon)
como la "constante fuera de la tasa" (Kofr) pueden determinarse por el célculo de las concentraciones y las tasas reales
de asociacion y disociacion. (Véase Nature 361:186-87 (1993)). La relacién de Ko/Kon permite la cancelacion de todos
los parametros no relacionados con la afinidad, y es igual a la constante de disociacion Kq. (Véase, generalmente,
Davies y col.(1990) Annual Rev Biochem 59:439-473). Se dice que un anticuerpo de la presente descripcion se une
especificamente a EGFR, cuando la constante de union de equilibrio (Kd4) es < 1 uM, por ejemplo en algunas
realizaciones < 100 nM, en algunas realizaciones < 10 nM, y en algunas realizaciones < 100 pM a aproximadamente
1 pM, conforme medido por ensayos tales como ensayos de unién a radioligando o ensayos similares conocidos por
los expertos en la técnica.

El término "polinucleétido aislado", como se usa en esta invencion, significara un polinucleétido de origen gendmico,
ADNCc, o sintético o alguna combinacion de los mismos, que en virtud de su origen, el "polinucleétido aislado” (1) no
esta asociado con la totalidad o una porcién de un polinucleétido en el que el "polinucleétido aislado" se encuentra en
la naturaleza, (2) esta unido operativamente a un polinucleétido al que no esta unido en la naturaleza, o (3) no se
encuentra en la naturaleza como parte de una secuencia mas grande. Los polinucleétidos segun la descripcion
incluyen las moléculas de acido nucleico que codifican las moléculas de inmunoglobulina de cadena pesada mostradas
en esta invencion, y las moléculas de acido nucleico que codifican las moléculas de inmunoglobulina de cadena ligera
mostradas en esta invencion.

El término "proteina aislada" a la que se hace referencia en esta invencioén significa una proteina de ADNc, ARN
recombinante u origen sintético o alguna combinacién de los mismos, que en virtud de su origen, o fuente de obtencion,
la "proteina aislada" (1) no esta asociada con proteinas encontradas en la naturaleza, (2) esta libre de otras proteinas
de la misma fuente, por ejemplo, libre de proteinas murinas, (3) se expresa por una célula de una especie diferente, o
(4) no se encuentra en la naturaleza.

El término "polipéptido" se usa en esta invencidn como un término genérico para referirse a proteinas nativas,
fragmentos o analogos de una secuencia de polipéptidos. Por lo tanto, los fragmentos de proteinas nativas y los
analogos son especies del género polipéptido. Los polipéptidos segun la descripcion comprenden las moléculas de
inmunoglobulina de cadena pesada mostradas en esta invencion, y las moléculas de inmunoglobulina de cadena ligera
mostradas en esta invencion, asi como las moléculas de anticuerpo formadas por combinaciones que comprenden las
moléculas de inmunoglobulina de cadena pesada con moléculas de inmunoglobulina de cadena ligera, tal como las
moléculas de inmunoglobulina de cadena ligera kappa, y viceversa, asi como fragmentos y analogos de las mismas.

El término "de origen natural", como se usa en esta invencién, como se aplica a un objeto, se refiere al hecho de que
un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de polipéptidos o polinucledtidos que esta
presente en un organismo (incluidos los virus) que puede ser aislada de una fuente en la naturaleza y que no ha sido
modificada intencionalmente por el hombre en el laboratorio o de otra manera es de origen natural.

El término "unido operativamente”, como se usa en esta invencion, se refiere a las posiciones de los componentes asi
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descritos que estan en una relacién que les permite funcionar de la manera prevista. Una secuencia de control "unida
operativamente" a una secuencia codificante se liga de tal manera que la expresion de la secuencia codificante se
logra en condiciones compatibles con las secuencias de control.

La expresion "secuencia de control", como se usa en esta invencion, se refiere a secuencias de polinucleétidos que
son necesarias para llevar a cabo la expresion y procesamiento de secuencias codificantes a las cuales estan unidas.
La naturaleza de dichas secuencias de control difiere dependiendo del organismo huésped en procariotas, dichas
secuencias de control generalmente incluyen promotor, sitio de unién a ribosomas, y secuencia de terminacién de la
transcripciéon en eucariotas, generalmente, dichas secuencias de control incluyen promotores y secuencia de
terminacion de la transcripcion. El término "secuencias de control" pretende incluir, como minimo, todos los
componentes cuya presencia es esencial para la expresion y el procesamiento, y también puede incluir componentes
adicionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo, secuencias lider y secuencias de pareja de fusion. El término
"polinucledtido" al que se hace referencia en esta invencion significa nucleétidos de al menos 10 bases de longitud,
ya sean ribonucledtidos o desoxinucleétidos o una forma modificada de cualquier tipo de nucledétido. El término incluye
formas de ADN monocadena y bicadena.

El término oligonucledtido al que se hace referencia en esta invencion incluye nucledtidos de origen natural y
modificados unidos entre si por enlaces oligonucleotidicos de origen natural y no naturales. Los oligonucleétidos son
un subconjunto de polinucleétidos que generalmente comprende una longitud de 200 bases o menos. En algunas
realizaciones, los oligonucleétidos tienen de 10 a 60 bases de longitud, por ejemplo en algunas realizaciones, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 a 40 bases de longitud. Los oligonucledtidos suelen ser monocadena, p. €j., para sondas,
aunque los oligonucleétidos pueden ser de cadena doble, por ejemplo, para su uso en la construccién de un mutante
génico. Los oligonucledtidos de la descripcidon son oligonucleétidos de sentido o antisentido.

El término "nucledtidos de origen natural" al que se hace referencia en esta invencion incluye desoxirribonucleotidos
y ribonucledtidos. El término "nucleétidos modificados" al que se hace referencia en esta invencion incluye nucleétidos
con grupos de azucar modificados o sustituidos y similares. El término "enlaces oligonucleotidicos" al que se hace
referencia en esta invenciéon incluye enlaces oligonucleotidicos tales como fosforotioato, fosforoditioato,
fosforoselerloato, fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforaniladato, fosforonmidato, y similares. Véase p.gj.,
LaPlanche y col, Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986); Stec y col., J. Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984), Stein y col. Nucl.
Acids Res. 16:3209 (1988), Zon y col. Anti Cancer Drug Design 6:539 (1991); Zon y col. Oligonucleotides and
Analogues: A Practical Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, Ed., Oxford University Press, Oxford England (1991): Stec
y col. Patente EE. UU. No. 5.151.510: Uhlmann and Peynian Chemical Reviews 90:543 (1990). Un oligonucledétido
puede incluir un marcador para la deteccion, si se desea.

Como se usa en esta invencion, los veinte aminoacidos convencionales y sus abreviaturas siguen el uso convencional.
Ver Immunology - A Synthesis (22 Edicion, E.S. Golub y D.R. Gren. Eds., Sinauer Associates. Sunderland7 Mass.
(1991)). Estereoisomeros (por ejemplo, D-aminoéacidos) de los veinte aminoacidos convencionales, aminoacidos no
naturales, tales como aminoacidos a, a-disustituidos, aminoacidos N-alquilo, acido lactico y otros aminoacidos no
convencionales también pueden ser componentes adecuados para los polipéptidos de la presente descripcion.
Ejemplos de aminoacidos no convencionales incluyen: 4 hidroxiprolina, y-carboxiglutamaico, €-N,N,N-trimetillisina, € -
N-actillisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, o-N-metilarginina y otros
aminoacidos e iminoacidos similares (por ejemplo, 4-hidroxiprolina). En la notaciéon de polipéptidos utilizada en esta
invencién, la direccién de la izquierda es la direccion del extremo amino y la direccion de la derecha es la direccién del
extremo carboxi, segun el uso y la convencion estandar.

Del mismo modo, a menos que se especifique lo contrario, el extremo izquierdo de secuencias de polinucleétidos de
cadena simple es el extremo 5', la direccion izquierda de las secuencias de polinucledtidos de doble cadena se
denomina como la direccion 5'. La direccion de la adicion de 5' a 3' de transcritos de ARN nacientes se denomina
regiones de secuencia de direccion de transcripcion en la cadena de ADN que tienen la misma secuencia que el ARN
y que se encuentran 5' con respecto al extremo 5' del transcrito de ARN se denominan "secuencias corriente arriba",
regiones de secuencia en la cadena de ADN que tienen la misma secuencia que el ARN y que estan en el extremo 3'
con respecto al extremo 3' del transcrito de ARN se denominan "secuencias corriente abajo".

Segun se aplica a los polipéptidos, el término "identidad sustancial” significa que dos secuencias peptidicas, cuando
estan alineadas de manera optima, tal como por los programas GAP o BESTFIT que usan pesos de espacio
predeterminados, comparten al menos el 80 por ciento de identidad de secuencia. En algunas realizaciones, al menos
el 90 por ciento de identidad de secuencia. En algunas realizaciones, al menos el 95 por ciento de identidad de
secuencia, y en algunas realizaciones, al menos el 99 por ciento de identidad de secuencia.

En algunas realizaciones, las posiciones de residuos que no son idénticas difieren por sustituciones conservadoras de
aminoacidos.

Como se analiza en esta invencion, variaciones menores en las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos o las

moléculas de inmunoglobulina se contemplan incluidas por la presente descripcion, siempre que las variaciones en la
secuencia de aminoacidos se mantengan al menos al 75 %, por ejemplo, en algunas realizaciones, al menos al 80 %,
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90 %, 95 %, y en algunas realizaciones, al 99 %. En particular, se contemplan reemplazos conservadores de
aminoacidos. Sustituciones conservadoras son aquellas que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que
estan relacionados en cuanto a sus cadenas laterales. Aminoacidos codificados genéticamente generalmente se
dividen en familias: (1) aminoacidos acidos son aspartato, glutamato; (2) aminoacidos basicos son lisina, arginina,
histidina; (3) aminoacidos no polares son alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano,
y (4) aminoacidos polares no cargados son glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina. Los
aminoacidos hidrdfilos incluyen arginina, asparagina, aspartato, glutamina, glutamato, histidina, lisina, serina y
treonina. Los aminoacidos hidréfobos incluyen alanina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina,
triptéfano, tirosina y valina. Otras familias de aminoacidos incluyen (i) serina y treonina, que son la familia hidroxi
alifatica; (ii) asparagina y glutamina, que son la familia que contiene amida; (iii) alanina, valina, leucina e isoleucina,
que son la familia alifatica; y (iv) fenilalanina, triptéfano y tirosina, que son la familia aromatica. Por ejemplo, es
razonable esperar que un reemplazo aislado de una leucina con una isoleucina o valina, un aspartato con un glutamato,
una treonina con una serina, o un reemplazo similar de un aminoacido con un aminoacido relacionado estructuralmente
no tendra un efecto importante sobre la unién o propiedades de la molécula resultante, especialmente si el reemplazo
no implica un aminoacido dentro de un sitio marco. Se puede determinar facilmente si un cambio de aminoacido da
como resultado un péptido funcional ensayando la actividad especifica del derivado de polipéptido. Los ensayos se
describen en detalle en esta invencion. Fragmentos o analogos de anticuerpos o moléculas de inmunoglobulina se
pueden preparar facilmente por medio de expertos en la materia. En algunas realizaciones, los extremos amino y
carboxi de fragmentos o analogos ocurren cerca de los limites de los dominios funcionales. Los dominios estructurales
y funcionales pueden identificarse mediante la comparacion de los datos de secuencias de nucledtidos y/o
aminodacidos con las bases de datos de secuencias publicas o privadas. Se usan procedimientos de comparacion
computarizados para identificar motivos de secuencia o dominios de conformacién de proteinas pronosticados que
tienen lugar en otras proteinas de estructura y/o funciéon conocidas. Se conocen procedimientos para identificar
secuencias proteicas que se pliegan en una estructura tridimensional conocida. Bowie y col. Science 253:164 (1991).
Por lo tanto, los ejemplos anteriores demuestran que los expertos en la técnica pueden reconocer motivos de
secuencia y conformaciones estructurales que pueden usarse para definir dominios estructurales y funcionales segun
la descripcion.

En algunas realizaciones, las sustituciones de aminoacidos son aquellas que: (1) reducen la susceptibilidad a la
protedlisis, (2) reducen la susceptibilidad a la oxidacion, (3) alteran la afinidad de unién para formar complejos
proteicos, (4) alteran las afinidades de union, y (4) confieren o modifican otras propiedades fisicoquimicas o funcionales
de dichos analogos. Los analogos pueden incluir varias muteinas de una secuencia distinta de la secuencia peptidica
de origen natural. Por ejemplo, las sustituciones de aminoacidos simples o multiples (por ejemplo, sustituciones de
aminoacidos conservadoras) pueden hacerse en la secuencia natural (por ejemplo, en la porcion del polipéptido fuera
del dominio o dominios que forman contactos intermoleculares). Una sustitucion conservadora de aminoacidos no
deberia cambiar sustancialmente las caracteristicas estructurales de la secuencia original (por ejemplo, un aminoacido
de reemplazo no deberia tender a romper una hélice que se produce en la secuencia original, ni alterar otros tipos de
la estructura secundaria que caracteriza la secuencia original). Se describen ejemplos de estructuras secundarias y
terciarias de polipéptidos reconocidas en la técnica en Proteins, Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed..
W. H. Freeman and Company. New York (1984)); Introduction to Protein Structure (C. Brandon y J. Tooze, eds,
Garland Publishing. New York, N.Y. (1991)); y Thermon y col. Nature 354:105 (1991).

El término "fragmento de polipéptido", como se usa en esta invencion, se refiere a un polipéptido que tiene una delecion
en el extremo amino y/o en el extremo carboxi y/o una o mas deleciones internas, pero donde la secuencia de
aminoacidos restante es idéntica a las posiciones correspondientes en la secuencia de origen natural deducida, por
ejemplo, de una secuencia de ADNc de longitud completa. Los fragmentos tipicamente tienen al menos 5, 6. 8 0 10
aminoacidos de longitud, por ejemplo, en algunas realizaciones, al menos 14 aminoacidos de longitud. En algunas
realizaciones, al menos 20 aminoacidos de longitud, usualmente al menos 50 aminoacidos de longitud, y en algunas
realizaciones, al menos 70 aminoacidos de longitud. El término "analogo", como se usa en esta invencion, se refiere
a polipéptidos que estan comprendidos por un segmento de al menos 25 aminoacidos que tiene una identidad
sustancial con una porcién de una secuencia de aminoacidos deducida y que tiene una unién especifica a la diana
EGFR, en condiciones de unién adecuadas. Tipicamente, los analogos de polipéptidos comprenden una sustitucion
conservadora de aminoacidos (o adicion o eliminacion) con respecto a la secuencia de origen natural. Los analogos
tipicamente tienen al menos 20 aminoacidos de longitud, por ejemplo., en algunas realizaciones, al menos 50
aminoacidos de longitud o mas, y a menudo pueden ser tan largos como un polipéptido de origen natural de longitud
completa.

El término "agente" se usa en esta invencidn para representar un compuesto quimico, una mezcla de compuestos
quimicos, una macromolécula bioldgica, o un extracto hecho de materiales biolégicos.

Como se usa en esta invencion, los términos "marcador” o "marcado” se refieren a la incorporaciéon de un marcador
detectable, por ejemplo, mediante la incorporacién de un aminoacido radiomarcado o la unién a un polipéptido de
restos de biotinilo que pueden detectarse mediante avidina marcada (por ejemplo, estreptavidina que contiene un
marcador fluorescente o actividad enzimatica que puede detectarse por procedimientos dpticos o calorimétricos). En
ciertas situaciones, la etiqueta o marcador también puede ser terapéutica. Se conocen en la técnica y se pueden usar
diversos procedimientos para marcar polipéptidos y glucoproteinas. Ejemplos de marcadores para polipéptidos
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incluyen, pero sin limitarse a, los siguientes: radioisétopos o radionuclidos (por ejemplo, 3H, “C, 15N, 35S, 90y 99Tc,
In, 125], 130]), etiquetas fluorescentes (por ejemplo, una rodamina fiuordfora, fosforos de lantanido), etiquetas
enzimaticas (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, p-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina),
quimioluminiscentes, grupos biotinilo, epitopos de polipéptidos predeterminados reconocidos por un indicador
secundario (por ejemplo, secuencias de pares de cremalleras de leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios,
dominios de unién de metales, etiquetas de epitopos). En algunas realizaciones, los marcadores estan unidos por
brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir el impedimento estérico potencial. El término "agente
farmacéutico o farmaco”, como se usa en esta invencion, se refiere a un compuesto 0 composicion quimica capaz de
inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra adecuadamente a un paciente.

Como se usa en esta invencion, "sustancialmente puro” significa que una especie objeto es la especie predominante
presente (es decir, sobre una base molar es mas abundante que cualquier otra especie individual en la composicion),
y en algunas realizaciones, una fraccion sustancialmente purificada es una composicion donde la especie objeto
comprende al menos aproximadamente el 50 por ciento (en base molar) de todas las especies macromoleculares
presentes.

Generalmente, una composicion sustancialmente pura comprendera mas de aproximadamente el 80 por ciento de
todas las especies macromoleculares presentes en la composicidon, en algunas realizaciones, mas de
aproximadamente el 85 %, 90 %, 95 % y el 99 %. En algunas realizaciones, la especie objeto se purifica a una
homogeneidad esencial (las especies contaminantes no se pueden detectar en la composicion mediante
procedimientos de deteccién convencionales), donde la composicion consiste esencialmente en una sola especie
macromolecular.

El término paciente incluye sujetos humanos y veterinarios.

Otros términos quimicos en esta invencion se utilizan segun el uso convencional en la técnica, como lo ejemplifica The
McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms ("Parker. S.. Ed., McGraw-Hill, San Francisco (1985)).

Anticuerpos Multiespecificos y Anticuerpos Activables Multiespecificos

Ejemplos de anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion incluyen, por
ejemplo, los que se muestran en los Ejemplos proporcionados en esta invencioén y variantes de los mismos.

En algunas realizaciones no taxativas, al menos uno de los AB en el anticuerpo multiespecifico es una pareja de union
para cualquier diana enumerada en la Tabla 1.

Tabla 1 Dianas ejemplares

I-92-LFA-3 CD52 DL44 HVEM LAG-3 STEAP1
Alfa-4 integrin CD56 DLK1 Hialuronidasa LIF-R STEAP2
Alfa-V integrin CD64 DLL4 ICOS Lewis X TAG-72
1-92-LFA-3 CD52 DL44 HVEM LAG-3 STEAP1
alfadbetatintegrin  CD70 DPP-4 IFNalfa LIGHT TAPA1
alfadbeta? integrin  CD71 DSG1 IFNbeta LRP4 TGFbeta
AGR2 CD74 EGFR IFNgamma LRRC26 TIGIT
Anti-Lewis-Y EGFRuviii IgE MCSP TIM-3
Apelin J receptor CD80 Endothelin B IgE Receptor Mesothelin TLR2
receptor (ETBR) (FceRI)
APRIL CD81 ENPP3 IGF MRP4 TLR4|
B7-H4 CD86 EpCAM IGFIR MUCI TLR6
BAFF CD95 EPHA2 IL1.B Mucin-16 (MUC16, TLR7
CA-125)
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Fosfato

BTLA CD117 EPHB2 ILIR Na/K ATPase TLR8
C5 complemento CD125 ERBB3 IL2 Neutrofil elastasa TLR9
C-242 CD132 F proteina IL11 NGF TMEM31
IL-2RG) de RSV
CA9 CD133 FAP IL12 Nicastrin TNFalfa
CA19-9 (Lewisa) CD137 FGF-2 IL12p40 Notch Receptors  TNFR
Carbonic CD138 FGF8 IL-12R, IL- Notch 1 TNFRS12 A
anhydrase 9 12Rbeta1
CD2 CD166 FGFR1 IL13 Notch 2 TRAIL-R1
CD3 CD172A FGFR2 IL13R Notch 3 TRAIL-R2
CD6 CD248 FGFR3 IL 15 Notch 4 Transferrina
CD9 CDH6 FGFR4 IL17 NOV Receptor de
transferrina
CD 11a CEACAM5 Receptor de folato IL 18 OSM-R TRK-A
(CEA)
CD 19 CEACAM®6 GAL3ST1 IL21 0X-40 TRK-B
(NCA-90)
CD20 CLAUDIN-3 G-CSF IL23 PAR2 uPAR
CD22 CLAUDIN-4 G-CSFR IL23R PDGF-AA VAP1
CD24 cMet GD2 IL27/IL27R PDGF-BB VCAM-1
(WSX1)
CD25 Colageno GITR IL29 PDGFRalfa VEGF
CD27 Cripto GLUT1 IL-31R PDGFRbcta VEGF-A
CD28 CSFR GLUT4 IL31/IL31R PD-1 VEGF-B
CD30 CSFR-1 GM-CSF IL2R PD-L1 VEGF-C
CD33 CTLA-4 GM-CSFR IL4 PD-L2 VEGF-D
CD38 CTGF Receptores IL4R Fosfatidilserina VEGFR1
GP lib/llla
CD40 CXCL10 G130 IL6, IL.6R P1GF V.EGFR2
CD40L CXCL13 GPIIB/IIA Insulina PSCA VEGFR3
Receptor
[-92-LFA-3 CD52 DL44 HVEM LAG-3 STEAP1
CD41 CXCR1 GPNMB Jagged PSMA VISTA
Ligandos
CD44 CXCR2 GRP78 Jagged 1 RAAG12 WISP-1
CD44v6 CXCR4 HER2/neu Jagged 2 RAGE WISP-2
CD47 HGF SLC44A4 WISP-3
CD51 CYRG61 hGH Esfingosina 1

En algunas realizaciones no taxativas, al menos uno de los AB del anticuerpo multiespecifico es o se deriva de una
secuencia expuesta en la Tabla 7 en los Ejemplos proporcionados en esta invencion.

37



ES2912932 T3

En algunas realizaciones no taxativas, al menos uno de los AB del anticuerpo multiespecifico es un derivado de un
anticuerpo enumerado en la Tabla 2.

Tabla 2: Fuentes ejemplares para AB

Nombre comercial del Anticuerpo Diana:
(nombre del anticuerpo)

Avastin™ (bevacizumab) VEGF
Lucentis™ (ranibizumab) VEGF

Eibitux™ (cetuximab) EGFR
Vecitibix™ (panitumumab) EGFR
Remicade™ (infliximab) TNfa

Humira™ (adalimumab) TNFa

Tysabri™ (natalizumab) Integrino.4
Simulect™ (basiliximab) IL2R

Soliris™ (eculizumab) Complement C5
Raptiva™ (efalizumab) CD11a
Bexxar™ (tositumomab) CD20

Zevalin™ (ibritumomab tiuxetan) CcD20

Rituxan™ (rituximab) CD20
Ocrelizumab CD20

Arzerra™ (ofatumumab) CD20
Obinutuzumab CD20
Zenapax™ (daclizumab) CD25
Adcentris™ (brentuximab vedotin) CD30
Mylotarg™ (gemtuzumab) CD33
Mylotarg™ (gemtuzumab ozogamicin) CD33
Campath™ (alemtuzumab) CD52

ReoPro™ (abciximab) Glycoprotein receptor lib/llla
Xolair™ (omalizumab) IgE

Herceptin™ (trastuzumab) Her2

Kadcyla™ (trastuzumab emtansine) Her2
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Nombre comercial del Anticuerpo Diana:
(nombre del anticuerno)
Synagis™ (palivizumab) F protein of RSV
(ipilimumab) CTLA-4
(tremelimumab) CTLA-4
Hub5c8 CD40L
(pertuzumab) Her2-neu
(ertumaxomab) CD3/Her2-neu
Orencia™ (abatacept) CTLA-4
(tanezumab) NGF
(bavituximab) Phosphatidylserine
(zalutumumab) EGFR
(mapatumumab) EGFR
(matuzumab) EGFR
(nimotuzumab) EGFR
ICR62 EGFR
mAb 528 EGFR
CHB806 EGFR
MDX-447 EGFR/CD64
(edrecolomab) EpCAM
RAV12 RAAG12
huJ591 PSMA
Enbrel™ (etanercept) TNF-R
Amevive™ (alefacept) 1-92-LFA-3
Antril™ , Kineret™ (anakinra) IL-1Ra
GC1008 TGFbeta
Notch, p.e., Notch 1
Jagged 1 o Jagged 2
(adecatumumab) EpCAM
(figitumumab) IGF1R
(tocilizumab) IL-6 receptor
Stelara™ (ustekinumab) IL-12/IL-23
Prolia™ (denosumab) RANKL

También se incluyen en la descripcion los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos que
se unen al mismo epitopo que los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos descritos
en esta invencion.

Los expertos en la materia reconoceran que es posible determinar, sin experimentacion indebida, si un anticuerpo
multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico tiene la misma especificidad o una especificidad similar que
un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion al determinar si el primero
evita que el ultimo se una a una diana. Si el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico que
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se evallia compite con el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion, como
se muestra por una disminucion en la unién por el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico
de la descripcion, a continuacion los dos anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos se
unen al mismo epitopo o a un epitopo estrechamente relacionado.

Una realizacion para determinar si un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico tiene la
misma especificidad o una especificidad similar que un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable
multiespecifico de la descripcion es preincubar el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico
de la descripcién con diana soluble con la que normalmente reacciona, y luego agregar el anticuerpo multiespecifico
y/o un anticuerpo activable multiespecifico que se esta analizando para determinar si el anticuerpo multiespecifico y/o
un anticuerpo activable multiespecifico que se esta analizando esta inhibido en su capacidad de unirse a la diana. Si
el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico que se evalua se inhibe a continuacion, con
toda probabilidad, tiene la misma especificidad epitépica, o funcionalmente equivalente, que el anticuerpo
multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion.

Se genera un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico, por ejemplo, utilizando los
procedimientos descritos en los Ejemplos proporcionados a continuacién. Un anticuerpo multiespecifico y/o un
anticuerpo activable multiespecifico también se puede generar usando cualquiera de una serie de técnicas
reconocidas en la técnica para la produccion y/o purificacion de anticuerpos.

Fragmentos de anticuerpo, tales como Fv, F(ab')2 y Fab, para su uso en un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo
activable multiespecifico se pueden preparar mediante escision de la proteina intacta, por ejemplo, mediante proteasa
0 escision quimica. Alternativamente, se disefia un gen truncado. Por ejemplo, un gen quimérico que codifica una
porcion del fragmento F(ab")2 incluiria secuencias de ADN que codifican el dominio CH1 y la regién bisagra de la
cadena H, seguidas de un coddn de terminacion de traduccion para proporcionar la molécula truncada.

Vectores de expresion incluyen plasmidos, retrovirus, YAC, Cpisomas derivados de EBV y similares. Un vector
conveniente es uno que codifica una secuencia de inmunoglobulina CH o CL humana funcionalmente completa, con
sitios de restriccion adecuados modificados genéticamente para que cualquier secuencia VH o VL se pueda insertar y
expresar facilmente. En dichos vectores, el empalme generalmente ocurre entre el sitio donante de empalme en la
region J insertada y el sitio aceptor de empalme que precede a la regiéon C humana, y también en las regiones de
empalme que ocurren dentro de los exones CH humanos. La poliadenilacién y la terminacion de la transcripcion
ocurren en sitios cromosoémicos nativos corriente abajo de las regiones codificantes. El anticuerpo resultante puede
unirse a cualquier promotor fuerte, que incluye LTR retrovirales, por ejemplo, promotor temprano de SV-40, (Okayama
y col. Mol. Cell. Bio. 3:280 (1983)). Rous sarcoma virus LTR (Gorman y col. P.N.A.S. 79:6777 (1982)) y LTR del virus
de la leucemia murina de moloncia (Grossched! y col. Cell 41:885 (1985)). Ademas, como se apreciara, se pueden
usar promotores de Ig nativos y similares.

Ademas, los anticuerpos multiespecificos y los anticuerpos activables multiespecificos pueden generarse a través de
tecnologias de tipo de visualizacion, que incluyen, de modo no taxativo, visualizacién en fagos, visualizacion retroviral,
visualizacion ribosémica y otras técnicas, utilizando técnicas bien conocidas en la técnica y las moléculas resultantes
se pueden someter a maduracion adicional, tal como maduracién por afinidad, ya que dichas técnicas son bien
conocidas en la técnica. Wright y col. Crit, Reviews in Immunol. 12125-168 (1992), Hanes y Plucklhun PNAS USA
94:4937-4942 (1997) (visualizacion ribosémica), Parrolcy y Smith Gene 73:305-318 (1988) (visuaclizacion en fagos),
Scott, TIBS, vol. 17:241-245 (1992), Cwirla y col. PNAS USA 87:6378-6382 (1990), Russel y col. Nucl. Acids Research
21:1081-1085 (1993), Hoganboom y col. Immunol. Reviews 130:43-68 (1992), Chiswcll y McCafferty TIBTECH; 10:80-
8A (1992). y Patente EE. UU. No. 5.733.743.

Puede ser deseable modificar el anticuerpo nuiltispecilico y el anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion
con respecto a la funcién efectora, para mejorar o reducir dicha funcién para mejorar la eficacia del anticuerpo en el
tratamiento de enfermedades y trastornos. Por ejemplo, se pueden introducir residuos de cisteina en la region Fc, lo
que permite la formacion de enlaces de disulfuro entre cadenas en esta region. El anticuerpo homodimérico asi
generado puede tener una capacidad de internalizacion mejorada y/o una mayor destruccion celular mediada por
complemento y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC). (Véase Caron y col, J. Exp Med., 176: 1191-
1195 (1992) y Shopes. J. Immunol., 148: 2918-2922 (1992)).

De manera alternativa, se puede modificar genéticamente un anticuerpo que tiene regiones Fc duales vy, por lo tanto,
puede tener capacidades mejoradas de lisis de complemento y ADCC. (Véase Stevenson y col.. Anti-Cancer Drug
Design, 3:219-230 (1989)). En algunas realizaciones, las mutaciones de Fc se realizan para eliminar sitios de
glicosilacion, reduciendo asi la funcién de Fc.

Anticuerpos Activables Multiespecificos

Los anticuerpos activables multiespecificos y las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos
proporcionadas en esta invencion contienen al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo del mismo (al
que se hace referencia colectivamente como AB1 a lo largo de la descripcidén) que se une especificamente a una
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primera diana y/o un primer epitopo y un segundo anticuerpo o fragmento de anticuerpo del mismo (al que se hace
referencia colectivamente como AB2 a lo largo de la descripciéon) que se une especificamente a una segunda diana
y/o un segundo epitopo, donde al menos uno del AB se modifica mediante un resto de enmascaramiento (MM). En
algunas realizaciones, cada AB en un anticuerpo activable multiespecifico es modificado por su propio resto de
enmascaramiento.

Cuando el menos uno de los AB en un anticuerpo activable multiespecifico se modifica con un MM y esta en presencia
de su diana, la union especifica del AB a su diana se reduce o se inhibe, en comparacién con la unién especifica del
AB no modificado con un MM o la unién especifica del AB original a la diana.

El K4 del AB modificado con un MM hacia la diana es al menos 5, 10, 20, 25, 40, 50, 100, 250, 500, 1.000, 2.500,
5.000, 10.000, 50.000, 100.000, 500.000, 1.000.000, 5.000.000, 10.000.000, 50.000,000 o mas, o entre 5-10, 10-100,
10- 1.000, 10-10.000, 10-100.000, 10-1.000.000, 10-1.000.000, 100-1.000, 100-10.000, 100- 100.000, 100-1.000.000,
100-10.000.000, 1.000-10.000, 1.000-100.000, 1.000 - 1.000.000, 1000-10.000.000, 10.000-100.000, 10.000-
1.000.000, 10.000-10.000.000, 100.000- 1.000.000, o 100.000-10.000.000 veces mayor que el K4 del AB no
modificado con un MM o del AB original hacia la diana. Por el contrario, la afinidad de unién del AB modificado con un
MM hacia la diana es de al menos 5, 10, 20, 25, 40, 50, 100, 250, 500, 1.000, 2.500, 5.000, 10.000, 50.000, 100.000,
500.000, 1.000.000, 5.000.000, 10.000.000, 50.000.000 o mas, o entre 5-10, 10-100, 10-1.000, 10-10.000, 10-100.000,
10- 1.000.000, 10-10.000.000, 100-1.000, 100-10.000, 100-100.000, 100-1.000.000, 100-10.000.000, 1.000-10.000,
1.000-100.000, 1.000-1.000.000, 1.000-10.000.000, 10.000- 100,000, 10.000-1.000.000, 10.000-10.000.000, 100.000-
1.000.000. 0 100.000-10.000.000 de veces menor que la afinidad de union del AB no modificado con un MM o del AB
original hacia la diana.

La constante de disociacion (Kd) del MM hacia al menos uno del AB en el anticuerpo activable multiespecifico es
generalmente mayor que la Kq del AB hacia la diana. La Kg del MM hacia el AB puede ser de al menos 5, 10, 25, 50,
100, 250, 500, 1.000, 2.500, 5.000, 10.000, 100.000, 1.000.000 o incluso 10.000.000 veces mayor que la K4 del AB
hacia la diana. Por el contrario, la afinidad de union del MM hacia el AB es generalmente menor que la afinidad de
union del AB hacia la diana. La afinidad de unién de MM hacia el AB puede ser de al menos 5, 10, 25, 50, 100, 250,
500, 1.000, 2.500, 5.000, 10.000, 100.000, 1.000.000 o incluso 10.000.000 veces menor que la afinidad de unién del
AB hacia la diana.

Cuando al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico se modifica con un MM y esta en presencia
de la diana, la unién especifica del AB a su diana se reduce o se inhibe, en comparaciéon con la unién especifica del
AB no modificado con un MM o la unién especifica del AB original a la diana. En comparacion con la unién del AB no
modificado con un MM o la unién del AB original la la diana, la capacidad del AB para unirse a la diana cuando se
modifica con un MM se puede reducir en al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %. 90 %. 92 %, 93 %. 94 %, 95 %, 96 %.
97 %, 98 %, 99 % e incluso 100 % durante al menos 2, 4, 6, 8, 12, 28,24, 30, 36, 48, 60, 72, 84, o0 96 horas, 0 5, 10,
15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 0 180 dias, 01, 2,3,4,5,6, 7,8, 9, 10, 11, 0 12 meses o mas cuando se mide in vivo o
en un ensayo in vitro.

El MM inhibe la unién de al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico a su diana. EIl MM se une
al dominio de union a antigeno del AB e inhibe la union del AB a su diana. EI MM puede inhibir estéricamente la unién
del AB a la diana. EI MM puede inhibir alostéricamente la uniéon del AB a su diana. En estas realizaciones, cuando el
AB se modifica o acopla a un MM y en presencia de la diana, no hay unién o sustancialmente ninguna unién del AB a
la diana, o no mas de 0,001 %, 0,01 %, 0,1 %, 1 %, 2 %. 3 %.4 %, 5 %. 6 %, 7 %, 8 %. 9 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %,
30 %, 35 %, 40 % o 50 % de union del AB la la diana, en comparacion con la unién del AB no modificado con un MM,
el AB original, o el AB no acoplado a un MM la la diana, durante al menos 2, 4. 6, 8, 12, 28, 24, 30, 36, 48. 60, 72, 84,
0 96 horas, 0 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 0 180 dias, 01, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 0 12 meses o0 mas cuando
se mide in vivo 0 en un ensayo in vitro.

Cuando al menos uno de los AB en un anticuerpo activable multiespecifico esta acoplado o modificado por un MM, el
MM "enmascara" o reduce o inhibe de otro modo la unién especifica del AB a la diana. Cuando al menos uno de los
AB en un anticuerpo activable multiespecifico estd acoplado o modificado por un MM, dicho acoplamiento o
modificacién puede efectuar un cambio estructural que reduce o inhibe la capacidad del AB para unirse
especificamente a su diana.

En un anticuerpo activable multiespecifico, cuando al menos un AB esta acoplado o modificado con un MM, al menos

una porcién del anticuerpo activable multiespecifico puede estar representada por las siguientes férmulas (en orden
desde una regién de extremo amino (N) a una region de extremo carboxilo (C):

donde MM es un resto de enmascaramiento, el AB es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo del mismo, y el L es
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un enlazador. En muchas realizaciones, puede ser deseable insertar uno o mas enlazadores, por ejemplo, enlazadores
flexibles, en la composicién para proporcionar flexibilidad.

En ciertas realizaciones, el MM no es una pareja de unién natural del AB. En algunas realizaciones, el MM no contiene
o sustancialmente no tiene homologia con ninguna pareja de unién natural del AB. En otras realizaciones, el MM es
no mas de 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 % u 80 % similar
a cualquier pareja de union natural del AB. En algunas realizaciones, el MM es no mas de 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25
%, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 % u 80 % idéntico a cualquier pareja de unién natural
del AB. En algunas realizaciones, el MM no es mas de un 25 % idéntico a cualquier pareja de union natural del AB.
En algunas realizaciones, el MM no es mas de un 50 % idéntico a cualquier pareja de union natural del AB. En algunas
realizaciones, el MM es no mas de un 20 % idéntico a cualquier pareja de unién natural del AB. En algunas
realizaciones, el MM no es mas de un 10 % idéntico a cualquier pareja de unién natural del AB.

En algunas realizaciones, los anticuerpos activables multiespecificos incluyen un AB que esta modificado por un MM
y también incluye uno o mas restos escindibles (CM). Dichos anticuerpos activables multiespecificos exhiben union
activable/conmutable, a la diana del AB. Anticuerpos activables multiespecificos generalmente incluyen al menos un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB), modificado por o acoplado a un resto de enmascaramiento (MM) y un resto
modificable o escindible (CM). En algunas realizaciones, el CM contiene una secuencia de aminoacidos que sirve
como sustrato para una proteasa de interés.

Los elementos de los anticuerpos activables multiespecificos estan dispuestos de manera que el MM y el CM se
posicionan de tal forma que, en un estado escindido (o relativamente activo) y en presencia de una diana, el AB
correspondiente se une a una diana, mientras que, en un estado no escindible (o relativamente inactivo) en presencia
de la diana, la unién especifica del AB a su diana se reduce o se inhibe. La unién especifica del AB a su diana puede
reducirse debido a la inhibicién o el enmascaramiento de la capacidad del AB para unirse especificamente su diana
por el MM.

El K4 de cada AB modificado con un MM y un CM hacia la diana, es al menos 5, 10, 20, 25, 40, 50, 100, 250, 500,
1.000, 2.500, 5.000, 10.000, 50.000, 100.000, 500.000, 1.000.000, 5.000.000, 10.000.000, 50.000.000 0 mas, o entre
5-10, 10-100, 10-1.000, 10-10.000, 10-100.000, 10-1.000.000, 10-10.000.000, 100-1.000, 100-10.000, 100-100.000,
100-1.000.000, 100-10.000.000, 1.000-10,000, 1.000-100.000, 1.000- 1.000.000, 1.000-10.000.000, 10.000-100.000,
10.000-1.000.000, 10.000-10.000.000, 100.000-1.000.000, o 100.000-10.000.000 veces mayor que el K4 del AB no
modificado con un MM y un CM o del AB original hacia la diana. Por el contrario, la afinidad de unién de cada AB
modificado con un MM y un CM hacia la diana, es de al menos 5, 10, 20, 25, 40, 50, 100, 250, 500, 1.000, 2.500,
5.000, 10.000, 50.000, 100.000, 500.000, 1.000.000, 5.000.000, 10.000.000, 50.000.000 o mayor, o entre 5-10, 10-
100, 10- 1.000, 10-10.000, 10-100.000, 10-1.000.000, 10-10.000.000, 100-1.000, 100-10,000, 100- 100.000, 100-
1.000.000, 100-10.000.000, 1.000-10.000, 1.000-100,000, 1.000-1.000.000, 1000-10.000,000, 10.000-100.00 10.000-
1.000.000, 10.000-10.000,000, 100.000- 1.000.000, o 100.000-10.000.000 de veces menor que la afinidad de union
del AB no modificado con un MM y un CM o del AB original hacia la diana.

Cuando el AB se modifica con un MM y un CM y esta en presencia de la diana pero no en presencia de un agente
modificador (por ejemplo, una proteasa), la union especifica del AB a su diana se reduce o se inhibe, en comparacion
con la union especifica del AB no modificado con un MM y un CM o del AB original a la diana. Cuando se compara
con la unién del AB original o la unién de un AB no modificado con un MM y un CM a su diana, la capacidad del AB
para unirse a la diana cuando se modifica con un MM y un CM se puede reducir en al menos 50 %, 60 %, 70 %, 80
%, 90 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % e incluso 100 % por al menos 2, 4, 6, 8, 12, 28, 24, 30,
36, 48, 60, 72, 84, 0 96 horas o 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 0 180 dias, 01,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10,11 0 12
meses 0 mas cuando se mide in vivo 0 en un ensayo in vitro,

Como se usa en esta invencion, el término estado escindido se refiere a la condiciéon de los anticuerpos activables
multiespecificos luego de la modificacién del CM por una proteasa. El término estado no escindido, como se usa en
esta invencion, se refiere a la condiciéon de los anticuerpos activables mulotiespecificos en ausencia de escision del
CM por una proteasa. Como se ha analizado anteriormente, el término "anticuerpos activables" se usa en esta
invencién para referirse a un anticuerpo activable tanto en su estado no escindido (nativo) como en su estado
escindido. Sera evidente para el experto en la técnica que, en algunas realizaciones, un anticuerpo activable escindido
puede carecer de un MM debido a la escision del CM por una proteasa, dando como resultado la liberacién de al
menos el MM (por ejemplo, cuando el MM no esta unido a los anticuerpos activables multiespecificos por un enlace
covalente (por ejemplo, un enlace disulfuro entre residuos de cisteina).

Por activable o conmutable se entiende que el anticuerpo activable multiespecifico exhibe un primer nivel de unién a
una diana cuando se encuentra en un estado inhibido, enmascarado o no escindido (es decir, una primera
conformacion), y un segundo nivel de unién a la diana, en el estado desinhibido, desenmascarado y escindido (es
decir, una segunda conformacién), donde el segundo nivel de unién a la diana es mayor que el primer nivel de unién,
en general, el acceso de la diana a la AB correspondiente del anticuerpo activable multiespecifico es mayor en
presencia de un agente de escision capaz de escindir el CM que en ausencia de este, un agente de escision. Por lo
tanto, cuando el anticuerpo activable multiespecifico esta en el estado no escindido, al menos un AB se inhibe la union
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a la diana y puede enmascararse de la unién a la diana (es decir, la primera conformacion es tal que el AB no puede
unirse a la diana), y en el estado escindido, el AB no se inhibe o se desenmascara con respecto a la unién a la diana.

ElI CM y AB de los anticuerpos activables multiespecificos se seleccionan de modo que el primer AB represente un
resto de unién para una primera diana y/o epitopo, y el CM representa un sustrato para una proteasa que es co-
localizada con la diana en un sitio de tratamiento o sitio de diagndstico en un sujeto. Los anticuerpos activables
multiespecificos descritos en esta invencion encuentran un uso particular donde, por ejemplo, una proteasa capaz de
escindir un sitio en el CM esta presente a niveles relativamente mas altos en el tejido que contiene la diana de un sitio
de tratamiento o sitio de diagndstico que en el tejido de sitios sin tratamiento (por ejemplo, en tejido sano).

En algunas realizaciones, los anticuerpos activables multiespecificos proporcionan una toxicidad reducida y/o efectos
secundarios adversos que de otro modo podrian ser resultado de la unién del primer AB en sitios sin tratamiento si el
AB no se enmascara o se inhibe de otro modo su unién a la diana.

En general, un anticuerpo activable multiespecifico puede disefarse seleccionando un AB de interés y construyendo
el resto del anticuerpo activable de manera que, cuando esté conformacionalmente limitado, el MM proporcione el
enmascaramiento del AB o la reduccion de la union del AB a su diana. Se deben tener en cuenta los criterios de disefio
estructural para proporcionar esta caracteristica funcional.

Se proporcionan anticuerpos activables multiespecificos que exhiben un fenotipo conmutable de un intervalo dinamico
deseado para la unién a la diana en una conformacion inhibida frente a una no inhibida. El intervalo dinamico
generalmente se refiere a una relacion de (a) un nivel maximo detectado de un pardmetro en un primer conjunto de
condiciones con respecto a (b) un valor minimo detectado de ese parametro en un segundo conjunto de condiciones.
Por ejemplo, en el contexto de un anticuerpo activable multiespecifico, el intervalo dinamico se refiere a la relacion de
(a) un nivel maximo detectado de unién de la proteina diana a un anticuerpo activable multiespecifico en presencia de
una proteasa capaz de escindir el CM de los anticuerpos activables a (b) un nivel minimo detectado de la proteina
diana, uniéndose a un anticuerpo activable multiespecifico en ausencia de la proteasa. El intervalo dindmico de un
anticuerpo activable multiespecifico puede calcularse como la relacién de la constante de disociacién de equilibrio del
tratamiento de un agente de escision de anticuerpos activables multiespecificos (por ejemplo, enzima) con respecto a
la constante de disociacion de equiloibrio del tratamiento del agente de escision de anticuerpos activables. Cuanto
mayor sea el intervalo dinamico de un anticuerpo activable multiespecifico, mejor sera el fenotipo conmutable del
anticuerpo activable. Anticuerpos activables que tienen valores de intervalo dinamico relativamente mas altos (por
ejemplo, mayor de 1) exhiben fenotipos conmutables mas deseables, de tal manera que la unién de la proteina diana
por los anticuerpos activables se produce en mayor medida (por ejemplo, predominantemente) en presencia de un
agente de escision (por ejemplo, una enzima) capaz de escindir el CM de los anticuerpos activables que en la ausencia
de un agente de escision.

Anticuerpos activables multiespecifico se pueden proporcionar en una diversidad de configuraciones estructurales. A
continuacién se proporcionan férmulas de ejemplo para al menos una porcion de un anticuerpo activable
multiespecifico. Se contempla especificamente que el orden del extremo N a C del AB, MM y CM puede invertirse
dentro de un anticuerpo activable. También se contempla especificamente que el CM y el MM pueden solaparse en la
secuencia de aminoacidos, por ejemplo, de modo que el CM esté contenido dentro del MM.

[Por ejemplo, al menos una porcién de los anticuerpos activables multiespecificos se puede representar mediante la
siguiente formula (en orden de una region de extremo amino (N) a una region de extremo carboxilo (C):

(MM)-(CM)-(AB)
(AB)-(CM)-(MM)

donde MM es un resto de enmascaramiento, CM es un resto escindible y AB es un primer anticuerpo o fragmento del
mismo. Cabe sefialar que, aunque MM y CM se indican como componentes distintos en las férmulas anteriores, en
todas las realizaciones ejemplares (incluidas las férmulas) descritas en esta invencion se contempla que las
secuencias de aminoacidos del MM y el CM podrian superponerse, por ejemplo, de modo que el CM se contiene total
o parcialmente dentro del MM. Ademas, las férmulas anteriores proporcionan secuencias de aminoacidos adicionales
que se pueden colocar en el extremo N o en el extremo C con respecto a los elementos de anticuerpos activables.

En determinadas realizaciones, el MM no es una pareja de union natural del AB. En algunas realizaciones, el MM. no
contiene ninguna homologia o sustancialmente ninguna a cualquier pareja de unién natural del AB. En otras
realizaciones el MM es no mas del 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %,
70 %, 75 % u 80 % similar a cualquier pareja de unién natural del AB. En algunas realizaciones, el MM no es mas de
5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 % u 80 % idéntico a
cualquier pareja de union natural del AB. En algunas realizaciones, el MM es no mas de 50 % idéntico a cualquier
pareja de unién natural del AB. En algunas realizaciones, el MM es no mas de 25 % idéntico a cualquier pareja de
union natural del AB. En algunas realizaciones, el MM no es mas de 20 % idéntico a cualquier pareja de unién natural
del AB. En algunas realizaciones, el MM no es mas de un 10 % idéntico a cualquier pareja de union natural del AB.
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En muchas realizaciones puede ser deseable insertar uno o mas enlazadores, por ejemplo, enlazadores flexibles, en
la construccién de anticuerpo activable para proporcionar flexibilidad en una o mas de las uniones MM-CM, la unién
CM-AB, o ambas. Por ejemplo, el AB, MM y/o CM puede no contener una cantidad suficiente de residuos (por ejemplo,
Gly, Ser, Asp, Asn, especialmente Gly y Ser, particularmente Gly) para proporcionar la flexibilidad deseada. Como tal,
el fenotipo conmutable de dichas construcciones de anticuerpos activables multiespecificos puede beneficiarse de la
introduccion de uno o mas aminoacidos para proporcionar un enlazador flexible, ademas, como se describe a
continuacién, donde el anticuerpo activable multiespecifico se proporciona como una construcciéon restringida
conformacionalmente, un enlazador flexible puede ser insertado de forma operativa para facilitar la formacion y el
mantenimiento de una estructura ciclica en el anticuerpo activable multiespecifico no escindido.

Por ejemplo, en determinadas realizaciones, un anticuerpo activable multiespecifico comprende una de las siguientes
férmulas (donde la formula a continuacion representa una secuencia de aminoacidos en direccién del extremo N-a C
o en direccion del extremo C- a N):

(MM)-L1-(CM)-(AB)
(MM)-(CM)-L2-(AB)
(MM)-L1-(CM)-L2-(AB)

donde MM, CM y AB son como se definié anteriormente; en donde L1 y L2 estan cada uno independientemente y
opcionalmente presentes o ausentes, son los mismos o diferentes enlazadores flexibles que incluyen al menos 1
aminoacido flexible (por ejemplo, Gly). Ademas, las formulas anteriores proporcionan secuencias de aminoacidos
adicionales que pueden posicionarse en el extremo N o C con respecto a los elementos de anticuerpos activables.
Ejemplos incluyen, pero sin limitarse a, restos de direccionamiento (por ejemplo, un ligando para un receptor de una
célula presente en un tejido diana) y restos que extienden la semivida en suero (por ejemplo, polipéptidos que se unen
a proteinas séricas, tal como inmunoglobulina (por ejemplo, 1gG) o albumina sérica (por ejemplo, albumina sérica
humana (HSA)).

En algunas realizaciones no taxativas, al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico es una pareja
de uniodn para cualquier diana enumerada en la Tabla 1.

En algunas realizaciones no taxativas, al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico comprende,
es o se deriva de una secuencia expuesta en la Tabla 7 en los Ejemplos proporcionados en esta invencion.

En algunas realizaciones no taxativas, al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico comprende,
es o se deriva de una secuencia expuesta en el Ejemplo 5 en los Ejemplos proporcionados en esta invencion. En
algunas realizaciones no taxativas, al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico comprende, es
o se deriva de una secuencia expuesta en la Tabla 11 en los Ejemplos proporcionados en esta invencion.

En algunas realizaciones no taxativas, al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico es o se deriva
de un anticuerpo enumerado en la Tabla 2.

En algunas realizaciones, el resto de enmascaramiento se selecciona para su uso con un anticuerpo especifico o
fragmento de anticuerpo. Por ejemplo, grupos de enmascaramiento adecuados para su uso con anticuerpos que se
unen a EGFR incluyen MM que incluyen la secuencia CISPRG (SEQ ID NO: 75). A modo de ejemplos no taxativos, el
MM puede incluir una secuencia tal como CISPRGC (SEQ ID NO: 339), CISPRGCG (SEQ ID NO: 76);
CISPRGCPDGPYVMY (SEQ ID NO: 77); CISPRGCPDGPYVM (SEQ ID NO: 78). CISPRGCEPGTYVPT (SEQ ID NO:
79) y CISPRGCPGQIWHPP (SEQ ID NO: 80). Otros restos de enmascaramiento adecuados incluyen cualquiera de
las mascaras especificas de EGFR descritas en la publicacion PCT' No. WO 2010/08 1173, tal como, a modo de
ejemplo no taxativo, GSHCLIPINMGAPSC (SEQ ID NO: 81); CISPRGCGGSSASQSGQGSHCLIPINMGAPSC (SEQ
ID NO: 82); CNHHYFYTCGCISPRGCPG (SEQ ID NO: 83); ADHVFWGSYGCISPRGCPG (SEQ ID NO:
84);CHHVYWGHCGCISPRGCPG (SEQ ID NO: 85); CPHFTTTSCGCISPRGCPG (SEQ ID NO: 86);
CNHHYHYYCGCISPRGCPG (SEQ ID NO: 87); CPHVSFGSCGCISPRGCPG (SEQ ID NO: 88);
CPYYTLSYCGCISPRGCPG (SEQ ID NO: 89);,CNHVYFGTCGCISPRGCPG (SEQ ID NO: 90);
CNHFTLTTCGCISPRGCPG (SEQ ID NO: 91); CHHFTLTTCGCISPRGCPG (SEQ ID NO: 92);
YNPCATPMCCISPRGCPG (SEQ ID NO: 93); CNHHYFYTCGCISPRGCG (SEQ ID NO: 94);
CNHHYHYYCGCISPRGCG (SEQ TD NO: 95): CNHVYFGTCGCISPRGCG (SEQ ID NO: 96);
CHHVYWGHCGCISPRGCG (SEQ ID NO: 97): CPHFTTTSCGCISPRGCG (SEQ ID NO: 98);
CNHFTLTTCGCISPRGCG (SEQ ID NO: 99); CHHFTLTTCGCTSPRGCG (SEQ ID NO: 100);
CPYYTLSYCGCISPRGCG (SEQ ID NO: 101); CPHVSFGSCGCISPRGCG (SEQ ID NO: 102);
ADHVFWGSYGCISPRGCG (SEQ ID NO: 103): YNPCATPMCCISPRGCG (SEQ ID NO: 104);
CHHVYWGHCGCISPRGCG (SEQ ID NO: 105); C(N/P)H(H/V/F)(Y! D)(F/WIT/L)(Y/GIT/ISXT/S/Y/H)CGCISPRGCG
(SEQ ID NO: 106); CI.SPRGCGQP.IPSVK (SEQ ID NO: 107); CISPRGCTQPYHVSR(SEQ ID NO: 108); y/o
CISPRGCNAVSGLGS (SEQ ID NO: 109).

Restos de enmascaramiento adecuados para su uso con anticuerpos que se unen a un diana Jagged, por ejemplo,
Jagged 1 y"o Jagged 2, incluyen, a modo de ejemplo no taxativo, restos de enmascaramiento que incluyen una
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secuencia tal como QGQSGQCNIWLVGGDCRGWAQG (SEQ ID NO: 338); QGQSGQGQQQWCNIWINGGDCRGWNG
(SEQ ID NO: 110); PWCMQRQDFLRCPQP (SEQ ID NO: 111); QLGLPAYMCTFECLR (SEQ ID NO: 112);
CNLWVSGGDCGGLQG (SEQ ID NO: 113); SCSLWTSGSCLPHSP (SEQ ID NO: 114); YCLQLPHYMQAMCGR (SEQ
ID NO: 115);-CFLYSCTDVSYWNNT(SEQ ID NO: 116); PWCMQRQDYLRCPQP (SEQ ID NO: 117);
CNLWISGGDCRGLAG (SEQ ID NO: 118); CNLWVSGGDCRGVQG (SEQ ID NO: 119): CNLW VSGGDCRGLRG
(SEQ ID NO: 120); CNLWISGGDCRGLPG (SEQ ID NO: 121); CNLWVSGGDCRDAPW (SEQ ID NO: 122); CN
LWVSGGDCRDLLG (SEQ ID NO: 123); CNLWVSGGDCRGLQG (SEQ ID NO: 124); CNLWLHGGDCRGWQG (SEQ
ID NO: 125); CNIWLVGGDCRGWQG (SEQ ID NO: 126); CTTWFCGGDCGVMRG (SEQ ID NO: 127);
CNIWGPSVDCGALLG (SEQ ID NO: 128); CNIWVNGGDCRSFEG (SEQ ID NO: 129); YCLNLPRYMQDMCWA (SEQ
ID NO: 130); YCLALPHYMQADCAR (SEQ ID NO: 131); CFLYSCGDVSYWGSA (SEQ ID NO: 132);
CYLYSCTDSAFWNNR (SEQ ID NO: 133); CYLYSCNDVSYWSNT (SEQ ID NO: 134); CFLYSCTDVSYW (SEQ ID
NO: 135); CTLYSCTDVAYWNSA (SEQ ID NO: 136); CFLYSCTD VSYWGDT (SEQ ID NO: 137);
CFLYSCTDVSYWGNS (SEQ ID NO: 138); CFLYSCTD VAYWNNT (SEQ ID NO: 139); CFLYSCGDVSYWGNPGLS
(SEQ ID NO: 140); CFLYSCTDVAYWSGT. (SEQ ID NO: 141); CYLYSCTDGSYWNST (SEQ ID NO: 142);
CFLYSCSDVSY WGN1 (SEQ ID NO: 143); CFLYSCTDVAYW (SEQ ID NO: 144); CFLYSCTDVSYWGST (SEQ ID
NO: 145); CFLYSCTDVAYWGDT (SEQ ID NO: 146); GCNIWLNGGDCRGWVDPLQG (SEQ ID NO: 147);
GCNIWLVGGDCRGWIGDTNG (SEQ ID NO: 148); GCNIWLVGGDCRGWIEDSNG (SEQ ID NO: 149);
GCNIWANGGDCRGWIDNIDG (SEQ ID NO: 150); GCNIWLVGGDCRGWLGEAVG (SEQ ID NO: 151);
GCNIWLVGGDCRGWLEEAVG (SEQ ID NO: 152); GGPALCNIWLNGGDCRGWSG (SEQ ID NO: 153);
GAPVFCNIWLNGGDCRGWMG (SEQ ID NO: 154); GQQQWCNIWINGGDCRGWNG (SEQ ID NO: 155);
GKSEFCNIWLNGGDCRGWIG (SEQ ID NO: 156); GTPGGCNIWANGGDCRGWEG (SEQ ID NO: 157);
GASQYCNLWINGGDCRGWRG (SEQ ID NO: 158); GCNIWLVGGDCRPWVEGG (SEQ ID NO: 159);
GCNRWAVGGDCRPFVDGG (SEQ ID NO: 160); GCNIWLNGGDCRAWVDTG (SEQ ID NO: 161);
GCNfWIVGGDCRPFINDG (SEQ ID NO: 162); GCNIWLNGGDCRPVVFGG (SEQ ID NO: 163);
GCNIWLSGGDCRMFMNEG (SEQ ID NO: 164); GCNIWVNGGDCRSFVYSG (SEQ ID NO: 165);
GCNIWLNGGDCRGWEASG (SEQ ID NO: 166); GCNIWAHGGDCRGFIEPG (SEQ ID NO: 167);
GCNIWLNGGDCRTFVASG (SEQ ID NO: 168); GCNIWAHGGDCRGFIEPG (SEQ ID NO: 169);
GFLENCNIWLNGGDCRTG (SEQ ID NO: 170): GIYENCNIWLNGGDCRMG (SEQ ID NO: 171); ylo
GIPDNCNIWINGGDCRYG (SEQ ID NO: 172).

Restos de enmascaramiento adecuados para su uso con anticuerpos que se unen a una diana de interleucina 6, por
ejemplo, el receptor de interleucina 6 (IL-6R), incluyen, a modo de ejemplo no taxativo, restos de enmascaramiento
que incluyen una secuencia tal como QGQSGQYGSCSWNYVHIFMDC (SEQ ID NO: 174);
QGQSGQGDFDIPFPAHWVPIT (SEQ ID NO: 175); QGQSGQMGVPAGCVWNYAHIFMDC (SEQ ID NO: 176):
YRSCNWNYVSIFLDC (SEQ ID NO: 177); PGAFDIPFPAHWYPNT (SEQ TD NO: 178); ESSCVWNYVHTYMDC (SEQ
ID NO: 179); YPGCKWNYDRIFLDC (SEQ ID NO: 180); YRTCSWNYVGIFLDC (SEQ ID NO: 181); YGSCSWNY
VHIFMDC (SEQ ID NO: 182); YGSCSWNYVHIFLDC (SEQ ID NO: 183); YGSCNWNYVHIFLDC (SEQ ID NO: 184);
YTSCNWNY VHIFMDC (SEQ ID NO: 185): YPGCKWN YDRIFLDC (SEQ ID NO: 186); WRSCNWNYAHIFLDC (SEQ
ID NO: 187); WSNCHWNYVHIFLDC (SEQ ID NO: 188); DRSCTWNYVRISYDC (SEQ ID NO: 189);
SGSCKWDYVHIFLDC (SEQ ID NO: 190); SRSCIWNYAHIHLDC (SEQ ID NO: 191); SMSCYWQYERIFLDC (SEQ ID
NO: 192); YRSCNWNYVSIFLDC (SEQ ID NO: 193); YGSCSWNYVHIFMDC (SEQ ID NO: 194);
SGSCKWDYVHIFLDC (SEQ ID NO: 195); YKSCHWDYVHIFLDC (SEQ ID NO: 196); YGSCTWNYVHIFMEC (SEQ ID
NO: 197); FSSCNWNYVHIFLDC (SEQ ID NO: 198); WRSCNWNYAHIFLDC (SEQ ID NO: 199);
YGSCQWNYVHIFLDC (SEQ ID NO: 200); YRSCNWN YVHIFLDC (SEQ ID NO: 201); NMSCHWDY VHIFLDC (SEQ
ID NO: 202); FGPCTWNYARISWDC (SEQ ID NO: 203): XXsCXWXYvhifXdC (SEQ ID NO: 204);
MGVPAGCVWNYAHIFMDC (SEQ ID NO: 205); RDTGGQCRWDYVHIFMDC (SEQ ID NO: 206);
AGVPAGCTWNYVHIFMEC (SEQ ID NO: 207); VGVPNGCVWNYAHIFMEC (SEQ ID NO: 208);
DGGPAGCSWNYVHIFMEC (SEQ ID NO: 209); AVGPAGCWWNYVHIFMEC (SEQ ID NO: 210);
CTWNYVHIFMDCGEGEGP (SEQ ID NO: 211); GGVPEGCTWNYAHIFMEC (SEQ ID NO: 212); AEVPAGCWWNY
VHIFMEC (SEQ ID NO: 213); AGVPAGCTWNYVHIFMEC (SEQ ID NO: 214); SGASGGCKWNYVHIFMDC (SEQ ID
NO: 215); MGVPAGCVWNYAHIFMDC (SEQ ID NO: 216); TPGCRWNYVHIFMECEAL (SEQ ID NO: 217);
VGVPNGCVWNYAHIFMEC (SEQ ID NO: 218); POAFDJPFPAHWVPNT (SEQ ID NO: 219); RGACDIPFPAHWIPNT
(SEQ ID NO: 220); QGDFDIPFPAHWVPIT (SEQ ID NO: 221); XGafDIPFPAHWvPNT (SEQ ID NO: 222);
RGDGNDSDIPFPAHWVPRT (SEQ ID NO: 223); SGVGRDRDIPFPAHWVPRT (SEQ ID NO: 224);
WAGGNDCDIPFPAHWIPNT (SEQ ID NO: 225); WGDGMDVDIPFPAHWVPVT (SEQ ID NO: 226);
AGSGNDSDIPFPAHWVPRT (SEQ ID NO: 227); ESRSGYADIPFPAHWVPRT (SEQ TD NO: 228); ylo
RECGRCGDIPFPAHWVPRT (SEQ ID NO: 173).

En algunas realizaciones, el resto de escision (CM) del anticuerpo activable multiespecifico incluye una secuencia de
aminoacidos que puede servir como sustrato para una proteasa, generalmente una proteasa extracelular. EI CM puede
seleccionarse basandose en una proteasa que esta co-localizada en el tejido con la diana deseada de al menos un
AB del anticuerpo activable multiespecifico. Se conoce una variedad de condiciones diferentes en las que una diana
de interés se localiza conjuntamente con una proteasa, donde el sustrato de la proteasa se conoce en la técnica. En
el ejemplo de cancer, el tejido diana puede ser un tejido canceroso, particularmente tejido canceroso de un tumor
soélido. Hay informes en la literatura de niveles aumentados de proteasas que tienen sustratos conocidos en una
cantidad de canceres, por ejemplo, tumores sdlidos. Véase, por ejemplo, La Rocca y col., (2004) British J. of Cancer
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90(7): 1414-1421, Ejemplos no taxativos de enfermedad incluyen: todos los tipos de cancer (mama, pulmén,
colorrectal, prostata, melanomas, cabeza y cuello, pancreas, etc.), artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, SLE,
dafo cardiovascular, isquemia, etc. Por ejemplo, las indicaciones incluirian leucemias, que incluyen leucemia
linfoblastica aguda de células T (T-ALL), enfermedades linfoblasticas que incluyen mieloma multiple y tumores sélidos,
que incluyen cancer pulmonar, colorrectal, prostatico, pancreatico y de mama, incluyendo cancer de mama triple
negativo, . Por ejemplo, las indicaciones incluyen enfermedad 6sea o metastasis en cancer, independientemente del
origen del tumor primario; cancer de mama, que incluye a modo de ejemplo no taxativo, cancer de mama ER/PR+,
cancer de mama Her2+, cancer de mama triple negativo; cancer colorrectal; cancer endometrial; cancer gastrico;
glioblastoma; cancer de cabeza y cuello, tal como cancer esofagico; cancer de pulmén, tal como a modo de ejemplo
no taxativo, cancer de pulmoén no microcitico; cancer de ovario de mieloma multiple; cancer pancreatico; cancer de
prostata; sarcoma, tal como osteosarcoma; cancer renal, tal como a modo de ejemplo no taxativo, carcinoma de células
renales; y/o cancer de piel, tal como a modo de ejemplo no taxativo, cancer de células escamosas, carcinoma de
células basales o melanoma. En algunas realizaciones, el cancer es carcinoma de células escamosas. En algunas
realizaciones, el cancer es el carcinoma de células escamosas de la piel. En algunas realizaciones, el cancer es el
carcinoma de células escamosas del eséfago. En algunas realizaciones, el cancer es carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello. En algunas realizaciones, el cancer es carcinoma de células escamosas delo pulmon.

El CM se escinde especificamente por una enzima a una velocidad de aproximadamente 0,001-1500 x 10*M-'S"" o alo
menos 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200, 250, 500, 750, 1000,
1250, 0 1500 x 10* NS,

Para la escision especifica por una enzima, se establece el contacto entre la enzima y el CM. Cuando el anticuerpo
activable multiespecifico que comprende al menos un primer AB acoplado a un MM y un CM esta en presencia de una
diana y actividad enzimatica suficiente, el CM puede escindirse. Una actividad enzimatica suficiente puede referirse a
la capacidad de la enzima para entrar en contacto con el CM y realizar la escisién. Se puede prever facilmente que
una enzima puede estar en las proximidades del CM pero no puede escindirse debido a otros factores celulares o
modificacién de proteinas de la enzima.

Sustratos ejemplares incluyen, pero sin limitarse a, sustratos escindibles por una o méas de las siguientes enzimas o
proteasas enumeradas en la Tabla 3.

Tabla 3: Proteasas y/o enzimas ejemplares

ADAMS, ADAMTS. p.€j. Proteasas de serina, por ejemplo, proteina
ADAMS Proteinasas de cisteina, por ejemplo,|C activada C
ADAM9 Cruzipaina Catepsina A
ADAM10 Legumaina
ADAM 10 Otubaina-2 Catepsina G
ADAM12 Quimasa
ADAM15 KLK, por ejemplo, Proteasas del factor de coagulacion
ADAM 17/T ACE KLK4 (por ejemplo, FVI la, FIXa, FXa, FXla,
ADAMDEC1 KLK5 FXlla)
ADAMTSH1 KLK6 Elastasa
ADAMTS4 KLK7 Granzima B
ADAMTS5 KLK8 Guanidinobenzoatasa
KLK10 HtrA 1
Aspartato proteasas, por ejemplo, [KLK11 Elastasa de neutréfilos humanos
BACE KLK13 Lactoferrina
Renina KLK14 Marapsina
NS3/4A
Catepsinas asparticas, por ejemplo, |Metaloproteinasas, por ejemplo, PACE4
Catepsina D Meprina Plasmina
Catepsina E Neprilisina PSA
PSMA tPA
Caspasas, por ejemplo.. BMP-1 Trombina
Caspasa 1 Triptasa
Caspasa 2 MMPs por ejemplo, uPA
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Caspasa 3 MMP1
Caspasa 4 MMP2 Transmembrana tipo Il
Caspasa 5 MMP3 Serina proteasas (TTSP), por ejemplo,
Caspasa 6 MMP7 DESCA1
Caspasa 7 MMP8 DPP-4
Caspasa 8 MMP9 FAP
Caspasa 9 MMP10 llepsina
Caspasa 10 MMP 11 Matriptasa-2
Caspasa 14 MMP12 MT-SPI/Matriptasa
MMP13 TMPRSS2
Cisteina catepsinas, por ejemplo, |[MMP14 TMPRSS3
Catepsina B MMP15 TMPRSS4
Catepsina C MMP16
Catepsina K MMP17
Catepsina L MMP19
Catepsina S MMP20
Catepsina V/L2 MMP23
Catepsina X/Z/P MMP24
MMP26
MMP27

Por ejemplo, en algunas realizaciones, el sustrato es escindible por una o mas de las siguientes enzimas o proteasas:
uPA, legumaina MT-SP1. ADAM 17, BMP-1, TMPRSS3, TMPRSS4, MMP-9, MMP-12, MMP-13. y/o MMP-14. En
algunas realizaciones, la proteasa se selecciona de entre el grupo de uPA, legumaina, y MT-SP 1. En algunas
realizaciones, la proteasa es una metaloproteinasa de matriz. En algunas realizaciones, la proteasa comprende uPA.
En algunas realizaciones, la proteasa comprende legumaina. En algunas realizaciones, la proteasa comprende MT-
SP 1.

En algunas realizaciones, el CM se selecciona para su uso con una proteasa especifica. En algunas realizaciones, el
CM es un sustrato para al menos una proteasa seleccionada de entre el grupo que consiste en un ADAM 17, una
BMP-1, una proteasa de cisteina tal como una catepsina, una HtrA |, una legumaina, un matriptasa (MT-SP 1), una
metaloproteinasa de matriz (MMP), una elastasa de neutrdfilos, una TMPRSS, tal como TMPRSS3 o0 TMPRSS4, una
trombina y un activador de plasminégeno de tipo u (UPA, también denominado uroquinasa).

En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para un ADAM17. En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para
un BMP-1. En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para una catepsina. En algunas realizaciones, el CM es un
sustrato para una cisteina proteasa. En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para una HtrA 1. En algunas
realizaciones, el CM es un sustrato para una legumaina. En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para una MT-
SP1. En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para una MMP. En algunas realizaciones, el CM es un sustrato
para una elastasa de neutrdfilos. En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para una trombina. En algunas
realizaciones, el CM es un sustrato para una TMPRSS. En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para TMPRSS3.
En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para TMPRSS4. En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para
uPA.

En algunas realizaciones, el CM se selecciona para su uso con una proteasa especifica, por ejemplo, una proteasa
que se sabe que se localiza junto con la diana del anticuerpo activable. Por ejemplo, restos escindibles adecuados
para su uso en los anticuerpos activables de la descripcion incluyen la secuencia TGRGPSWV (SEQ ID NO: 27);
SARGPSRW (SEQ TD NO: 28); TARGPSFK (SEQ ID NO: 29); LSGRSDNH (SEQ ID NO: 26): GGWHTGRN (SEQ ID
NO: 30); HTGRSGAL (SEQ ID NO: 31); PLTGRSGG (SEQ ID NO: 32); AARGPAIH (SEQ ID NO: 33): RGPAFNPM
(SEQ ID NO: 34); SSRCPAYL (SEQ TD NO: 35); ROPATPIM (SEQ ID NO: 36); RGPA (SEQ ID NO: 37):
GGQPSGMWGW (SEQ ID NO: 38); FPRPILGITGL (SEQ ID NO: 39): VHMPLGFLOP (SEQ ID NO: 40); SPLTGRSG
(SEQ ID NO: 41); SAGFSLPA (SEQ ID NO: 42); LAPLGLQRR (SEQ 1D NO: 43); SGGPLGVR ( SEQ ID NO: 44); y/o
PLGL (SEQ ID NO: 45).

En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para al menos una metaloproteasa de matriz MMP. Ejemplos de MMP
incluyen MMP1; MMP2; MMP3; MMP7; MMP8; MMP9; MMP10; MMP11; MMP12; MMP13; MMP14; MMP15; MMP16;
MMP17; MM P19; MMP20: MMP23; MMP24; MMP26; y MMP27. En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para
MMP9, MMP14, MMP1. MMP3, MMP13, MMP17, MMP11 y MMP19. En algunas realizaciones, el CM es un sustrato
para MMP7. En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para MMP9. En algunas realizaciones, el CM es un
sustrato para MMP14. En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para dos o mas MMP. En algunas realizaciones,
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el CM es un sustrato para al menos MMP9 y MMP14. En algunas realizaciones, el CM comprende dos o mas sustratos
para la misma MMP. En algunas realizaciones, el CM comprende al menos dos o mas sustratos de MMP9. En algunas
realizaciones, el CM comprende al menos dos o mas sustratos de MMP14.

En algunas realizaciones, el CM es un sustrato para un MMP e incluye la secuencia ISSGLLSS (SEQ ID NO: 316);
QNQALRMA (SEQ ID NO: 317); AQNLLGMV (SEQ ID NO: 318); STFPFGMF (SEQ ID NO: 319); FVGYTSSL (SEQ
ID NO: 320); DWLYWPG1 (SEQ ID NO: 321); MIAPVAYR (SEQ ID NO: 322); RPSPMWAY (SEQ ID NO: 21);
WATPRPMR (SEQ ID NO: 323); FRLLDWQW (SEQ ID NO: 324); LKAAPRWA (SEQ ID NO: 325); GPSHLVLT (SEQ
ID NO: 326): LPGGLSPW (SEQ ID NO: 327); MGLFSEAG (SEQ ID NO: 328); SPLPLRVP (SEQ ID NO: 329);
RMHLRSLG (SEQ ID NO: 330); LAAPLGLL (SEQ ID NO: 331); AVGLLAPP (SEQ ID NO: 332); LLAPSHRA (SEQ ID
NO: 333); PAGLWLDP (SEQ ID NO: 334); y/o 1SSGLSS (SEQ ID NO: 335).

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos y/o los anticuerpos activables multiespecificos de la
divulgacion pueden hacerse biosintéticos utilizando tecnologia y expresion de ADN recombinante en especies
eucariotas o procariotas. Para los anticuerpos activables multiespecificos los cADN que codifican el resto de
enmascaramiento, la secuencia enlazadora (que puede incluir un resto escindible (CM) y la cadena de anticuerpo
(pesada o ligera)) se puede enlazar en una secuencia de 5’ a 3’ (extremo N a C en el producto traducido) para crear
la construccién de acido nucleico, que se expresa como la proteina de anticuerpo activable multiespecifico después
de un procedimiento de expresién de anticuerpo convencional. En algunas realizaciones, el anticuerpo activable
multiespecifico podria producirse semisintéticamente mediante la expresion de un CM-anticuerpo y luego acoplar la
mascara quimicamente en o cerca del extremo N de la proteina. En algunas realizaciones, el anticuerpo activable
multiespecifico podria producirse mediante la expresion de un anticuerpo y luego acoplar la mascara y el CM
quimicamente en o cerca del extremo N de la proteina de modo que el anticuerpo activable multiespecifico en el estado
no escindido tenga la disposicion estructural desde el extremo N hasta el extremo C de la siguiente manera: MM-CM-
AB o AB-CM- MM.

Enlazadores adecuados para su uso en las composiciones descritas en esta invencion generalmente son los que
proporcionan flexibilidad del AB modificado o los anticuerpos activables para facilitar la inhibiciéon de la unién del AB a
la diana. Dichos enlazadores generalmente se denominan enlazadores flexibles. Enlazadores adecuados se pueden
seleccionar facilmente y pueden ser de cualquiera de las longitudes adecuadas, tales como de 1 aminoacido por
ejemplo, Gly) a 20 aminoacidos, de 2 aminoacidos a 15 aminoacidos, de 3 aminoacidos a 12 aminoacidos, incluidos
4 aminoacidos a 10 aminoacidos, 5 aminoacidos a 9 aminoacidos, 6 aminoacidos a 8 aminoacidos, o 7 aminoacidos
a 8 aminoacidos, y puede ser 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 aminoacidos de longitud.

Enlazadores flexibles ejemplares incluyen polimeros de glicina (G)n, polimeros de glicina-serina (por ejemplo, (GS)n,
(GSGGS)n (SEQID NO: 18) y (GGGS)o (SEQ ID NO: 19), donde n es un nimero entero de al menos unode, polimeros
de glicina-alanina, polimeros de alanina-serina y otros enlazadores flexibles conocidos en la técnica. Polimeros de
glicina y glicina-serina estan relativamente desestructurados y, por lo tanto, pueden servir como una conexion neutra
entre componentes. La glicina accede significativamente a mas espacio phi-psi que incluso la alanina, y es mucho
menos restringida que los residuos con cadenas laterales mas largas (véase Scheraga, Rev. Computational Chem.
11173-142 (1992)). Ejemplos de enlazadores flexibles incluyen, pero no se limitan a Gly-Gly-Ser-Gly (SEQ ID NO: 20),
Gly-Gly-Ser-Gly-Gly (SEQ ID NO: 21), Gly-Ser-Gly-Ser-Gly (SEQ ID NO: 22), Gly-Ser-Gly-Gly-Gly (SEQ ID NO: 23).
Gly-Gly- Gly-Ser-Gly (SEQ ID NO: 24), Gly-Ser-Ser-Ser-Gly (SEQ ID NO; 25), y similares. El experto en la técnica
reconocera que el disefio de los anticuerpos activables puede incluir enlazadores que sean total o parcialmente
flexibles, de modo que el enlazador puede incluir un enlazador flexible, asi como una o mas porciones que confieran
una estructura menos flexible para proporcionar una estructura de anticuerpos activables multiespecificos deseada.

Ademas de los elementos descritos anteriormente, los anticuerpos activables multiespecificos pueden contener
elementos adicionales tales como, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de extremo N o C de los anticuerpos
activables multiespecificos. Por ejemplo, los anticuerpos activables multiespecificos pueden incluir un resto de
direccionamiento para facilitar la administracion a una célula o tejido de interés. Los anticuerpos activables
multiespecificos se pueden conjugar con un agente, tal como un agente terapéutico, un agente antineoplasico, una
toxina o fragmento de la misma, un resto detectable o un agente de diagnéstico. Ejemplos de agentes se describen
en esta invencion.

Los anticuerpos activables multiespecificos también pueden incluir cualquiera de los agentes conjugados, enlazadores
y otros componentes descritos en esta invencion junto con un anticuerpo multiespecifico de la descripcién, que incluye,
a modo de ejemplo no taxativo, cualquiera de los agentes enumerados en la Tabla 4 y/o cualquiera de los enlazadores
enumerados en la Tabla 5 y/o la Tabla 6.

Anticuerpos Multiespecificos Conjugados y Anticuerpos Activables Multiespecificos Conjugados

La descripcion también se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo conjugado y/o un anticuerpo
activable multiespecifico conjugado con un agente citotdxico tal como una toxina (por ejemplo, una toxina
enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de la misma), o un is6topo
radiactivo (es decir, un radioconjugado). Agentes citotdxicos adecuados incluyen, por ejemplo, dolastatinas y derivados
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de las mismas (por ejemplo, auristatina E, AFP, MMAD, MMAF, MMAE). Por ejemplo, el agente citotdxico es monometil
auristatina E. (MMAE). En algunas realizaciones, el agente es monometil auristatina D (MMAD). En algunas
realizaciones, el agente es un agente seleccionado de entre el grupo enumerado en la Tabla 4. En algunas
realizaciones, el agente es una dolastatina. En algunas realizaciones, el agente es una auristatina o un derivado de la
misma. En algunas realizaciones, el agente es auristatina E o un derivado de la misma. En algunas realizaciones, el
agente es monometil auristatina E (MMAE). En algunas realizaciones, el agente es un maitansinoide o derivado de
maitansinoide. En algunas realizaciones, el agente es DM1 o DM4. En algunas realizaciones, el agente es una
duocarmicina o un derivado de la misma. En algunas realizaciones, el agente es una caliccamicina o un derivado de
la misma. En algunas realizaciones, el agente es una pirrolobenzodiazepina.

Las toxinas enzimaticamente activas en los fragmentos de las mismas que se pueden utilizar incluyen la cadena de
difteria A, los fragmentos activos no unidos de la toxina de difteria, la cadena de exotoxina A (de Pseudomonas
aeruginosa), la cadena de ricina A, la cadena de abrina A, la cadena de modeccina A, alfa-sarcina. Proteinas de
aleuritas fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolacca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de
momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina,
enomicina y los tricotecenos. Una diversidad de radionucleidos estan disponibles para la produccion de anticuerpos
radioconjugados. Ejemplos incluyen 212Bi, 84Cu, 125|, 131| 131|n, 99mT¢, 90y 186Rg y 897y,

Conjugados del anticuerpo y el agente citotdxico se hacen usando una variedad de agentes de acoplamiento de
proteinas bifuncionales tales como propionato de N-succinimidil-3-(2-piridilditiol) (SPDP), iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoésteres (tal como dimetil adipimidato HCL), ésteres activos (tal como suberato de
disuccinimidilo), aldehidos (tal como glutareldehido), compuestos bis-azido (tal como bis (p-azidobenzoil)
hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tal como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tal como
2,6-diisocianato de tolueno), y compuestos de bis-fllor activo (tal como 1,5-difluoro2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo,
se puede preparar una inmunotoxina de ricino como se describe en Vitetta y col., Science 238: 1098 (1987). El acido
1-isotiocianatobencil-3-metildietilentriaminopentaacético marcado con carbono 14 (MX-DTPA) es un agente quelante
ejemplar para la conjugacion del radionucleétido con el anticuerpo. (Véase W094/11026).

La Tabla 4 enumera algunos de los agentes farmacéuticos ejemplares que pueden emplearse en la divulgacion
descrita en esta invencion, pero de ninguna manera pretende ser una lista exhaustiva.

Tabla 4: Agentes farmacéuticos ejemplares para conjugacion

AGENTES CITOTOXICOS

Auri estatinas Turbostatina

Auristatina E Fenstatinas

Monometil auristatina D (MMAD) Hidroxifenstatina
Monometil auristatina E (MMAE) Spongi estatina 5
Desmetil auristatina E (DMAE) Spongi estatina 7
Auristatina F Hali estatina 1
Monometil auristatina F (MMAF) Hali estatina 2

Desmetil auristatina F (DMAF) Hali estatina 3
Derivados de auristatina, por ejemplo, amidas de la Briostatinas modificadas
misma

Auristatina tiramina Halocomstatinas
Auristatina quinolina Pirrolobencimidazoles (PBI)
Dolastatinas Cibrostatina 6
Derivados de dolastatina Doxaliform

Dolastatina 16 Dm J Aalogos de antraciclinas

Dolastatina 16 Dpv
Maitansinoides, p.ej. DM-1; DM-4

Derivados maitansinoides Analogo de cemadotina (CemCH2-SH)
Duocarmicina Variante de la toxina A de Pseudomonas (PE38)
Derivados de duocarmicina Variante de la toxina A de Pseudomonas (ZZ-PE38)
Alfa-amanitin ZJ-101
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Antraciclinas
Doxorrubicina

Daunorrubicina
Briostatinas

Camptotecina

Derivados de camptotecina
Camptotecina 7-sustituida
10, 11-
Difluorometilendioxicamptotecina
Combretastatinas
Debromoaplisiatoxina
Kahalalido F
Discodermolida
Ecteinascidinas

ANTIVIRALES
Aciclovir

Vira A
Symmetrel
ANTIFUNGICOS

Nistatina

ANTINEOPLASTICOS ADICIONALES

Adriamicina
Cerubidina
Bleomicina
Alkeran
Velban
Oncovin
Fluorouracilo
Metotrexato
Tiotepa
Bisantreno
Novantrona
Tioguanina
Procarbazina
Citarabina

ANTIBACTERIANOS

Aminoglucésidos
Estreptomicina
Neomicina
Kanamicina
Amikacina
Gentamicina
Tobramicina
Estreptomicina B
Espectinomicina
Ampicilina
Sulfanilamida
Polimixina
Cloramfenicol

ES2912932 T3

OSW-1

Derivados de 4-nitrobenciloxicarbonilo de O6-
bencilguanina

Inhibidores de topoisomerasa

Hemiasterlina

Cefalotaxina

Homoharringtonina

Dimeros de pirrolobenzodiazepina (PBD)
Pirrolobenzodiazepina funcionalizada

Caliqueamicina
Podofilotoxinas
Taxanos
Alcaloides de vinca

DETECCION DE CONJUGABLES REACTIVOS

Fluoresceina y derivados de la misma
Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

PRODUCTOS RADIOFARMACEUTICOS

125|
131)

897r

111|n
123|

131|

“mTc
201T|
133Xe
11C
GZCU
18|:
%Ga
13N
150
38K
82Rp
9mTg (Tecnhecio)

METALES PESADOS
Bario
Oro

Platino

ANTIMICOPLASMALES

Tilosina
Espectinomicina

Los expertos en la técnica reconoceran que una gran variedad de posibles restos se pueden acoplar a los anticuerpos
multiespecificos resultantes y/o anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion. (Véase, por ejemplo,
“Conjugate Vaccines”, Contributions to Microbiology and Immunology, J. M. Cruse y R. E. Lewis, Jr (eds), Carger

Press, New York, (1989)).

El acoplamiento se puede lograr mediante cualquier reaccion quimica que unira las dos moléculas siempre que el
anticuerpo y el resto conserven sus actividades respectivas. Este enlace puede incluir muchos mecanismos quimicos,
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por ejemplo, unién covalente, unién por afinidad, intercalaciéon, unién coordinada y complejacién. En algunas
realizaciones, la unién preferida es, sin embargo, una unién covalente. La unién covalente se puede lograr mediante
la condensacion directa de las cadenas laterales existentes o mediante la incorporacion de moléculas puente externas.
Muchos agentes de union bivalentes o polivalentes son utiles para acoplar moléculas de proteinas, tales como los
anticuerpos de la presente descripcion, a otras moléculas. Por ejemplo, los agentes de acoplamiento representativos
pueden incluir compuestos organicos tales como tioésteres, carbodiimidas, ésteres de succinimida, diisocianatos,
glutaraldehido, diazobencenos y hexametilendiaminas. Esta lista no pretende ser exhaustiva de las diversas clases
de agentes de acoplamiento conocidas en la técnica, sino que es un ejemplo de los agentes de acoplamiento mas
comunes. (Véase Killen y Lindstrom, Jour. Immun. 133:1335-2549 (1984); Jansen y col., Immunological Reviews
62:185-216 (1982); y Vitetta y col., Science 238:1098 (1987)).

En algunas realizaciones, ademas de las composiciones y procedimientos proporcionados en esta invencion, el
anticuerpo activable conjugado también puede modificarse para la conjugacion especifica del sitio a través de
secuencias de aminoacidos modificadas insertadas o incluidas de otro modo en la secuencia de anticuerpo activable.
Estas secuencias de aminoacidos modificadas estan disefiadas para permitir la colocacion controlada y/o la
dosificacion del agente conjugado dentro de un anticuerpo activable conjugado. Por ejemplo, el anticuerpo activable
puede disefiarse para incluir sustituciones de cisteina en posiciones en las cadenas ligeras y pesadas que
proporcionan grupos tiol reactivos y no afectan negativamente al plegamiento y ensamblaje de proteinas, ni alteran la
union al antigeno. En algunas realizaciones, el anticuerpo activable se puede disefar para incluir o de otro modo
introducir uno o mas residuos de aminoacidos no naturales dentro del anticuerpo activable para proporcionar sitios
adecuados para la conjugacion. En algunas realizaciones, el anticuerpo activable puede disefiarse para incluir o
introducir de otro modo secuencias peptidicas enzimaticamente activables dentro de la secuencia de anticuerpo
activable.

Enlazadores adecuados son descritos en la bibliografia. (Véase, por ejemplo, Ramakrishnan, S. y col., Cancer Res.
44:201-208 (1984) que describe el uso de MBS (éster de M- maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida). Véase también,
Patente EE.UU. N.° 5.030.719, que describe el uso de un derivado de acetilhidrazida halogenada acoplado a un
anticuerpo por medio de un enlazador oligopeptidico. Enlazadores particularmente adecuados incluyen: (i) SMPT (4-
succinimidiloxicarbonil-alfa-metil-alfa-(2-pridil-ditio)-tolueno (Pierce Chem. Co., Cat. (21558G); (ii) SPDP (succinimidil-
6 [3-(2-piridilditio) propionamido]hexanoato (Pierce Chem. Co., Cat#21651G); y (iii) Sulfo-LC-SPDP (sulfosuccinimidil
6 [3-(2- piridilditio)-propianamida] hexanoato (Pierce Chem. Co. Cat. #2165-G. Enlazadores adicionales incluyen, pero
sin limitarse a, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB o sulfo-SPDB.

Los enlazadores descritos anteriormente contienen componentes que tienen atributos diferentes, lo que conduce a
conjugados con diferentes propiedades fisicoquimicas. Por ejemplo, el enlazador SMPT contiene un enlace disulfuro
estéricamente impedido, y puede formar conjugados con mayor estabilidad. Los enlaces disulfuro, en general, son
menos estables que otros enlaces porque el enlace disulfuro se escinde in vitro, lo que da como resultado menos
conjugado disponible.

El reactivo EDC (clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) es util para crear una carboxamida
comenzando con un acido carboxilico y una amina primaria o secundaria. Por lo tanto, EDC se puede utilizar para
enlazar residuos de lisina en un anticuerpo con un acido carboxilico en un enlazador o toxina, o para enlazar residuos
de aspartato o glutamato en un anticuerpo con una amina en un enlazador o toxina. Dichas reacciones de conjugacion
que utilizan EDC se pueden mejorar mediante la adicion de NHS (N-hidroxisuccinimida) o sulfo-NHS (N-hidroxi-3-
oxisulfonilsuccinimida). La adicion de NHS o sulfo-NHS a dichas reacciones de conjugacion puede mejorar la
velocidad, integridad, selectividad y/o reproducibilidad de las reacciones de conjugacion.

En algunas realizaciones, los enlazadores son escindibles. En algunas realizaciones, los enlazadores no son
escindibles. En algunas realizaciones, estan presentes dos 0 mas enlazadores. Los dos o mas enlazadores son todos
iguales, es decir, escindibles o no escindibles, o los dos 0o mas enlazadores son diferentes, es decir, al menos uno
escindible y al menos uno no escindible.

La presente descripcion utiliza varios procedimientos para unir agentes a Abs de los anticuerpos multiespecificos y/o
anticuerpos activables multiespecificos: (a) union a los restos de carbohidrato de AB, o (b) unién a grupos sulfhidrilo
del AB, o (c) union a grupos amino del AB, o (d) unién a grupos carboxilato del AB. De acuerdo con la descripcion, los
AB pueden estar unidos covalentemente a un agente a través de un enlazador intermedio que tiene al menos dos
grupos reactivos, uno para reaccionar con el AB y otro para reaccionar con el agente. El enlazador, que puede incluir
cualquier compuesto organico compatible, se puede elegir de modo que la reaccién con el AB (o agente) no afecte
negativamente a la reactividad y la selectividad del AB. Ademas, la unién del enlazador al agente podria no destruir la
actividad del agente. Enlazadores adecuados para la reaccion con anticuerpos oxidados o fragmentos de anticuerpos
oxidados incluyen aquellos que contienen una amina seleccionada de entre el grupo que consiste en grupos de amina
primaria, amina secundaria, hidrazina, hidrazida, hidroxilamina, fenilhidrazina, semicarbazida y tiosemicarbazida.
Dichos grupos funcionales reactivos pueden existir como parte de la estructura del enlazador, o pueden introducirse
mediante la modificacién quimica adecuada de enlazadores que no contienen dichos grupos.

De acuerdo con la presente descripcion, enlazadores adecuados para la union a AB reducidos incluyen aquellos que
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tienen ciertos grupos reactivos capaces de reaccionar con un grupo sulfhidrilo de un anticuerpo o fragmento reducido.
Dichos grupos reactivos incluyen, pero sin limitarse a: grupos haloalquilo reactivos (incluyendo, por ejemplo, grupos
haloacetilo), grupos p-mercuribenzoato y grupos aptos para reacciones de adicién de tipo Michael (incluyendo, por
ejemplo, maleimidas y grupos del tipo descrito por Mitra y Lawton, 1979, J. Amer. Chem. Soc. 101: 3097- 3110).

De acuerdo con la presente descripcion, enlazadores adecuados para la uniéon a AB ni oxidados ni reducidos de los
anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos incluyen aquellos que tienen ciertos grupos
funcionales capaces de reaccionar con los grupos amino primarios presentes en residuos de lisina no modificados en
el AB. Tales grupos reactivos incluyen, pero sin limitarse a: Esteres carboxilicos o carbénicos de NHS, ésteres
carboxilicos o carbonicos de sulfo-NHS. Esteres 4-nitrofenil carboxilico o ésteres carbdnicos, ésteres pentafluorofenil
carboxilicos o carbonicos, imidazoles de acilo, isocianatos e isotiocianatos.

De acuerdo con la presente descripcion, enlazadores adecuados para la unidon a AB ni oxidados ni reducidos incluyen
aquellos que tienen ciertos grupos funcionales capaces de reaccionar con los grupos de acido carboxilico presentes
en los residuos de aspartato o glutamato en el AB, que se han activado con reactivos adecuados. Reactivos de
activacion adecuados incluyen EDC, con o sin NHS o sulfo-NHS agregados y otros agentes de deshidratacion
utilizados para la formaciéon de carboxamida. En estos casos, los grupos funcionales presentes en los enlazadores
adecuados incluirian aminas primarias y secundarias, hidrazinas, hidroxilaminas e hidrazidas.

El agente puede estar unido al enlazador antes o después de que el enlazador esté unido al AB. En ciertas
aplicaciones, puede ser deseable producir primero un intermedio AB-enlazador en el que el enlazador esté libre de un
agente asociado. Dependiendo de la aplicacién particular, un agente especifico puede unirse a continuacion
covalentemente al enlazador. En otras realizaciones, el AB se une primero al MM, CM y enlazadores asociados y a
continuacion se unen al enlazador para fines de conjugacion.

Enlazadores ramificados. En realizaciones especificas, se utilizan enlazadores ramificados que tienen multiples sitios
para la union de agentes. Para los enlazadores de sitios multiples, una unién covalente Unica a un AB dara como
resultado un intermediario AB-enlazador capaz de unirse a un agente en varios sitios. Los sitios pueden ser grupos
aldehido o sulfhidrilo o cualquier sitio quimico al que se puedan unir agentes.

Alternativamente, se puede lograr una actividad especifica mas alta (o una relacion mas alta de agentes con respecto
a AB) mediante la unién de un enlazador de sitio Unico en una pluralidad de sitios en el AB. Esta pluralidad de sitios
puede introducirse en el AB por cualquiera de los dos procedimientos. Primero, se pueden generar multiples grupos
aldehido y/o grupos sulfhidrilo en el mismo AB. En segundo lugar, se puede unir a un aldehido o sulfhidrilo del AB un
"enlazador ramificado" que tiene multiples sitios funcionales para su posterior unién a los enlazadores. Los sitios
funcionales del enlazador ramificado o del enlazador de multiples sitios pueden ser grupos aldehido o sulfhidrilo, o
puede ser cualquier sitio quimico al que se puedan unir los enlazadores. Se pueden obtener actividades especificas
aun mas altas combinando estas dos estrategias, es decir, uniendo enlazadores de multiples sitios en varios sitios en
el AB.

Enlazadores escindibles: Enlazadores peptidicos que son susceptibles a la escision por enzimas del sistema del
complemento, tales como, pero sin limitarse a, uroquinasa, activador de plasmindgeno tisular, tisular, tripsina, plasmina
u otra enzima que tenga actividad proteolitica pueden usarse en una realizacion de la presente descripcion. De
acuerdo con un procedimiento de la presente descripcién, un agente se une a través de un enlazador susceptible de
escision por complemento.

El anticuerpo se selecciona de entre una clase que puede activar el complemento. Por lo tanto, el conjugado
anticuerpo-agente activa la cascada del complemento y libera el agente en el sitio diana. De acuerdo con otro
procedimiento de la presente descripcion, un agente se une a través de un enlazador susceptible de escision por
enzimas que tienen una actividad proteolitica, tal como una oroquinasa, un activador de plasmindgeno tisular, plasmina
o tripsina. Estos enlazadores escindibles son utiles en anticuerpos activables conjugados que incluyen una toxina
extracelular, por ejemplo, a modo de ejemplo no limitante, cualquiera de las toxinas extracelulares mostradas en la
Tabla 4.

En la Tabla 5 se proporcionan ejemplos no limitantes de secuencias de enlazadores escindibles.
Tabla 5: Secuencias de enlazadores ejemplares para conjugacion
Tipos de Secuencias Escindibles Secuencias de acidos

Secuencias escindibles de plasmina
Pro-uroquinasa

TGFB PRFRIIGG (SEQ ID NO: 47)
PRFRIIGG (SEQ ID NO: 48)

Plasminégeno SSRHRRALD (SEQ ID NO: 49)

Estafilocinasa RKSSITIRMRVVL (SEQ ID NO: 50)
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SSSFDKGKYKKGDDA (SEQ ID NO: 51) 25
SSSFDKGKYKRGDDA (SEQ ID NO: 52) IEGR (SEQ ID NO: 53)
Secuencias de factor Xa escindible IDGR i SEQ ID NO: 54)

GGSIDGR(SEQ ID NO: 55)

PLGLWA (SEQ ID NO: 56)
Secuencias escindibles de MMP

Gelatinasa A GPQGIAGQ (SEQ ID NO: 57)
Secuencias escindibles de colagenasa GPQGLLGA ( SEQ ID NO: 58)
Colageno de piel de ternera (cadena ul (1)) CIAGQ (SEQ ID NO: 59)
Colageno de piel de ternera (cadena a2(l)) GPLGIAGI (SEQ ID NO: 60)
Colageno de cartilago bovino (cadena a1(ll)) GPEGLRVG (SEQ ID NO: 61)
Colageno hepatico humano (cadena a1(lll)) YGAGLGVV (SEQ ID NO: 62)
azM humano AGLGVVER (SEQ ID NO: 63)
PZP humano AGLGISST (SEQ ID NO: 64)
EPQALAMS (SEQ ID NO: 65)
a1M de Rata QALAMSAI (SEQ ID NO: 66
AAYHLVSQ (SEQ ID NO: 67)
azM de Rata MDAFLESS (SEQ ID NO: 68)
ESLPVVAV (SEQ ID NO: 69)
asl7(2J) de Rata SAPAVESE (SEQ ID NO: 70)
a1l3(27J) de Rata DVAQFVLT (SEQ ID NO: 71)
Colagenasa de fibroblasto humano VAQFVLTE (SEQ ID NO: 72)
(escisiones autoliticas) AQFVLTEG (SEQ ID NO: 73)

PVQPIGPQ (SEQ ID NO: 74)

Ademas, los agentes pueden unirse mediante enlaces disulfuro (por ejemplo, los enlaces disulfuro en una molécula
de cisteina) al AB. Dado que muchos tumores liberan naturalmente altos niveles de glutation (un agente reductor),
esto puede reducir los enlaces disulfuro con la posterior liberacién del agente en el sitio de administraciéon. En algunas
realizaciones, el agente reductor que modificaria un CM también modificaria el enlazador del anticuerpo activable
conjugado.

Espaciadores y Elementos Escindibles: En algunas realizaciones, puede ser necesario construir el enlazador de tal
manera que se optimice el espacio entre el agente y el AB del anticuerpo activable. Esto se puede lograr mediante el
uso de un enlazador de estructura general:

W-(CH2)n-Q

donde

W es --NH--CH2-- 0 --CH2--;

Q es un aminoacido, péptido: y

n es un numero entero de 0 a 20.

En algunas realizaciones, el enlazador puede comprender un elemento espaciador y un elemento escindible. El
elemento espaciador sirve para posicionar el elemento escindible lejos del nucleo del AB de manera que el elemento
escindible sea mas accesible para la enzima responsable de la escision. Algunos de los enlazadores ramificados
descritos anteriormente pueden servir como elementos espaciadores.

A lo largo de este analisis, debe entenderse que la unién del enlazador al agente (o del elemento espaciador al
elemento escindible, o elemento escindible al agente) no necesita ser un modo particular de unién o reaccion.
Cualquier reacciéon que proporcione un producto de estabilidad y compatibilidad biolégica adecuadas es aceptable.

Complemento de suero y seleccion de enlazadores: Segun un procedimiento de la presente descripcion, cuando se
desea la liberacién de un agente, se usa un AB que es un anticuerpo de una clase que puede activar el complemento.
El conjugado resultante conserva tanto la capacidad de unirse al antigeno como la activacion de la cascada del
complemento. Por lo tanto, segun esta realizacion de la presente descripcion, un agente se une a un extremo del
enlazador escindible o el elemento escindible y el otro extremo del grupo enlazador se une a un sitio especifico en el
AB. Por ejemplo, si el agente tiene un grupo hidroxilo o un grupo amino, puede estar unido al extremo carboxi de un
péptido, aminoacido u otro enlazador adecuadamente elegido a través de un enlace éster o amida, respectivamente.
Por ejemplo, dichos agentes pueden unirse al péptido enlazador mediante una reaccion de carbodimida. Si el agente
contiene grupos funcionales que interferiran con la unién al enlazador, estos grupos funcionales de interferencia
pueden bloquearse antes de la union y desbloquearse una vez que se realiza el producto conjugado o intermedio. A
continuacion, el extremo opuesto o amino del enlazador se usa directamente o después de una modificacion adicional
para la unién a un AB que es capaz de activar el complemento.

Los enlazadores (o elementos espaciadores de los enlazadores) pueden tener cualquier longitud deseada, un extremo
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de los cuales puede unirse covalentemente a sitios especificos en el AB del anticuerpo activable. El otro extremo del
enlazador o elemento espaciador puede estar unido a un enlazador aminoacidico o peptidico.

Por lo tanto, cuando estos conjugados se unen al antigeno en presencia del complemento, el enlace amida o éster
que une el agente al enlazador se escindira, dando como resultado la liberacion del agente en su forma activa. Estos
conjugados, cuando se administran a un sujeto, lograran la administracién y liberacion del agente en el sitio diana, y
son particularmente efectivos para la administracion in vivo de agentes farmacéuticos, antibiéticos, antimetabolitos,
agentes antiproliferativos y similares, como se presentan, pero sin limitarse a, los de la Tabla 4.

Enlazadores para liberacion sin activacion del complemento. En aun otra aplicacién de administracion dirigida, se
desea la liberacion del agente sin activacion del complemento ya que la activacion de la cascada del complemento
finalmente lisara la célula diana. Por lo tanto, este enfoque es util cuando la administracién y liberacion del agente
debe realizarse sin destruir la célula diana. Este es el objetivo cuando se desea la administracion de mediadores
celulares tales como hormonas, enzimas, corticosteroides, neurotransmisores, genes o enzimas a las células dianas.
Estos conjugados pueden prepararse uniendo el agente a un AB que no es capaz de activar el complemento a través
de un enlazador que es ligeramente susceptible a la escision por las proteasas séricas. Cuando este conjugado se
administra a un individuo, los complejos antigeno-anticuerpo se formaran rapidamente, mientras que la escision del
agente se producira lentamente, lo que dara como resultado la liberaciéon del compuesto en el sitio diana.

Reticuloadores bioquimicos. En algunas realizaciones, el anticuerpo activable puede conjugarse con uno o mas
agentes terapéuticos usando ciertos reticuladores bioquimicos. Los reactivos de reticulacion forman puentes
moleculares que unen grupos funcionales de dos moléculas diferentes. Para unir dos proteinas diferentes de forma
escalonada, se pueden usar reticuladores heterobifuncionales que eliminen la formacion de homopolimeros no
deseados.

Los enlazadores de peptidilo escindibles por proteasas lisosémicas también son utiles, por ejemplo, Val-Cit, Val-Ala u
otros dipéptidos. Ademas, los enlazadores labiles al acido se pueden escindir en el entorno de bajo pH del lisosoma,
por ejemplo: bis-sialil éter. Otros enlazadores adecuados incluyen sustratos labiles a catepsina, particularmente
aquellos que muestran una funcién 6ptima a un pH acido.

Se hace referencia a reticuladores heterobifuncionales ejemplares en la Tabla 6.

Tabla 6: Reticuladores Hetero-Bifuncionales Ejemplares

RETICULADORESHETETO-BIFUNCIONALES

Longitud del Brazo

Reactivo a Ventajas y aplicaciones Espaciador despues de
Enlazador reticulaciéon (Angstroms)
Aminas primarias
SMPT Mayor estabilidad 11,2A
Sulfhidrilos
SPDP Aminas primarias Tiolacion 6,8 A
LC-SPDP Aminas primarias Brazo espaciador extendido 15,6 A
Sulfo-LC-SPDP Aminas primarias Brazo espaciador extendido 15,6 A
SMCC Aminas primarias Grupo reactivo de maleimida estable 11,6 A
Sulfhidrilos Conjugacion enzima-anticuerpo
Conjugacién de proteina Hapteno-
vehiculo
Sulfo-SMCC Aminas primarias Grupo reactivo de maleimida estable 116 A
Sulfhidrilos Soluble en agua
MBS Aminas primarias Conjugacioén enzima-anticuerpo 99A
Sulfhidrilos Conjugaciéon de proteina hapteno-
Sulfo-MBS Aminas primarias Soluble en agua 99A
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SIAB Aminas primarias Conjugacion de enzima-anticuerpo 10,6 A
Sulfhidrilos

Sulfo-SIAB Aminas primarias Soluble en agua 10,6 A

SMPB Aminas primarias Brazo espaciador extendido 145A

Sulfo-SMPB Aminas primarias Brazo espaciador extendido 14,5 A

EDE/Sulfo-NHS Aminas primarias Conjugacioén de hapteno-vehiculo 0

ABH Carbohidratos Reacciona con grupos de azucar 119A
No selectivo

Enlazadores No-Escindibles o Unién Directa: En algunas otras realizaciones de la descripcion, el conjugado puede
disefiarse de modo que el agente se administre a la diana pero no se libere. Esto puede lograrse uniendo un agente
a un AB directamente o mediante un enlazador no escindible.

Estos enlazadores no escindibles pueden incluir aminoacidos, péptidos, D-aminoacidos u otros compuestos organicos
que pueden modificarse para incluir grupos funcionales que posteriormente pueden utilizarse en la unién a AB por los
procedimientos descritos en esta invencion. Una férmula general para un enlazador organico de este tipo podria ser

W-(CH2)n-Q

donde

W es -NH-CH2- o0 -CH>-;

Q es un aminoécido, péptido; y

n es un numero entero de 0 a 20.

Conjugados no Escindibles: De manera alternativa, un compuesto se puede unir a AB que no activan el complemento.
Cuando se usan AB que son incapaces de activar el complemento, esta unién se puede lograr usando enlazadores
que sean susceptibles de escision por complemento activado o usando enlazadores que no sean susceptibles de
escision por complemento activado.

Los anticuerpos descritos en esta invencion también pueden formularse como inmunoliposomas. Los liposomas que
contienen el anticuerpo se preparan por procedimientos conocidos en la técnica, tal como se describe en Epstein y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang y col., Proc. Natl Acad. Sci. USA. 77; 4030 (1980); y Patente
EE. UU. No. 4.485.045 y 4.544.545. Los liposomas con tiempo de circulacion mejorado se describen en la Patente
EE.UU: N.° 5.013.556.

Se pueden generar liposomas particularmente Utiles mediante el procedimiento de evaporacion en fase inversa con
una composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivada de PEG (PEG-PE).
Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafo de poro definido para producir liposomas con el diametro
deseado. Los fragmentos Fab’ del anticuerpo de la presente descripcion pueden conjugarse con los liposomas como
se describe en Martin y col., J. Biol. Chem., 257: 286-288 (1982) a través de una reaccion de disulfida-intercambio.

Anticuerpos Activables Multiespecificos que tienen Restos Estéricos No Ligante o Parejas de Unidon para Restos
Estéricos No Ligantes

La descripcion también proporciona anticuerpos activables que incluyen restos estéricos no ligantes (NB) o parejas de
union (BP) para restos estéricos no ligantes, donde el BP recluta o atrae de otro modo el NB al anticuerpo activable.
Los anticuerpos activables multiespecificos proporcionados en esta invencion incluyen, por ejemplo, un anticuerpo
activable multiespecifico que incluye un resto estérico no ligante (NB), un enlazador escindible (CL) y al menos un
primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se une a una primera diana o epitopo; un anticuerpo activable
multiespecifico que incluye una pareja de union para un resto estérico no ligante (BP), un CL y un AB1; y un anticuerpo
activable multiespecifico que incluye un BP para el que se ha reclutado un NB, un CL y un AB1 que se une a la primera
diana o epitiopo. Los anticuerpos activables multiespecificos en los que el NB esta unido covalentemente al CL y al
AB1 o esta asociado por interaccién con un BP que esta unido covalentemente al CL y al AB1 se denominan en esta
invencién "anticuerpos activables multiespecificos que contienen NB". Por activable o conmutable se entiende que el
anticuerpo activable exhibe un primer nivel de unién a una diana cuando el anticuerpo activable esta en un estado
inhibido, enmascarado o no escindido (es decir, una primera conformacion), y un segundo nivel de unién a la diana
cuando el anticuerpo activable esta en un estado no inhibido, no enmascarado y/o escindido (es decir, una segunda
conformacion, es decir, un anticuerpo activado), donde el segundo nivel de unién a la diana es mayor que el primer
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nivel de unién a la diana. Las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos pueden exhibir una
biodisponibilidad aumentada y una biodistribucién mas favorable en comparacion con los productos terapéuticos de
anticuerpos convencionales.

En algunas realizaciones, los anticuerpos activables multiespecificos proporcionan una toxicidad reducida y/o efectos
secundarios adversos que de otro modo podrian ser resultado de la unién en sitios sin tratamiento y/o sitios de
diagndstico si el anticuerpo activable multiespecifico no se enmascara o se inhibe de otro modo la unién a tal sitio. '

En una realizacion, el anticuerpo activable multiespecifico incluye un resto estérico no ligante (NB); un enlazador de
escindible (CL): y al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se une especificamente a una
primera diana o epitopo, donde el NB es un polipéptido que no se une especificamente al AB1; el CL es un polipéptido
que incluye un sustrato (S) para una enzima; el CL esta posicionado de tal manera que en un estado no escindido, el
NB interfiere con la unién del AB1 a su diana y en un estado escindido, el NB no interfiere con la unién del AB1 a su
diana; y el NB no inhibe la escision del CL por la enzima. Tal como se usa en esta invencion y en toda la presente, el
término polipéptido se refiere a cualquier polipéptido que incluye al menos dos residuos de aminoacidos, incluyendo
polipéptidos mas grandes, proteinas de longitud completa y fragmentos del mismo, el término polipéptido no se limita
polipéptidos de cadena unica y puede incluir polipéptidos multi-conjunto, por ejemplo, multi-cadenas. En los casos en
que el polipéptido es de una longitud mas corta, por ejemplo, menos de 50 aminoacidos en total, los términos péptido
y polipéptido se utilizan indistintamente en esta invencion y en los casos en que el polipéptido es de una longitud mas
larga, por ejemplo, 50 aminoacidos o mas, los términos polipéptido y proteina se usan indistintamente en esta
invencion.

En una realizacion, el anticuerpo activable multiespecifico incluye un resto estérico no ligante (NB); un enlazador
escindible (CL); y al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se une especificamente a una
primera diana o epitopo, donde (i) el NB incluye un polipéptido que no se une especificamente al AB1; (ii) el CL es un
polipéptido de hasta 50 aminoacidos de longitud que incluye un sustrato (S) para una enzima; (iii) el CL esta
posicionado de manera que en un estado no escindido, el NB interfiere con la unién del AB1 a su diana y en un estado
escindido, el NB no interfiere con la unién del AB1 a su diana; y (iv) el NB no inhibe la escision del CL por la enzima.
Por ejemplo, el CL tiene una longitud de hasta 15 aminoacidos, una longitud de hasta 20 aminoéacidos, una longitud
de hasta 25 aminoécidos, una longitud de hasta 30 aminoacidos, una longitud de hasta 35 aminoacidos, una longitud
de hasta 40 aminoacidos, una longitud de hasta 45 aminoacidos, una longitud de hasta 50 aminoacidos, una longitud
en el intervalo de 10-50 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 15-50 aminoacidos, una longitud en el intervalo
de 20 -50 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 25-50 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 30-50
aminoacidos, una longitud en el intervalo de 35-50 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 40-50 aminoacidos,
una longitud en el intervalo de 45-50 aminoacidos a longitud en el intervalo de 10-40 aminoécidos, una longitud en el
intervalo de 15-40 aminodcidos, una longitud en el intervalo de 20-40 aminoé&cidos, una longitud en el intervalo de 25-
40 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 30-40 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 35-40 aminoacidos,
una longitud en el intervalo de 10-30 amino&cidos, una longitud en el intervalo de 15-30 aminoacidos, una longitud en
el intervalo de 20-30 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 25-30 aminoacidos, una longitud en el intervalo de
10-20 aminoacidos, o una longitud en el intervalo de 10-15 aminoacidos.

En una realizacion, el anticuerpo activable multiespecifico incluye un resto estérico no ligante (NB); un enlazador
escindible (CL): y al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se une especificamente a una
primera diana o epitopo, donde (i) el NB incluye:- un polipéptido que no se une especificamente al AB1; (ii) el CL es
un polipéptido que incluye un sustrato (S) para una enzima; (iii) el CL esta posicionado de manera que en un estado
no escindido, el NB interfiere con la union del AB1 a su diana y en un estado escindido, el NB no interfiere con la union
del AB1 a su diana; (iv) el NB no inhibe la escisiéon del CL por la enzima; y (v) al menos una porcién del anticuerpo
multiespecifico tiene la disposicion estructural de extremo N al extremo C de la siguiente manera en el estado no
escindido: NB-CL-AB1 o AB1-CL-NB.

En una realizacion, (el anticuerpo activable multiespecifico incluye un resto estérico no ligante (NB); un enlazador
escindible (CL); y al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se une especificamente a una
primera diana o epitopo, donde (i) el NB incluye un polipéptido que no se une especificamente al AB1; (ii) el CL es un
polipéptido que incluye un sustrato (S) para una enzima; (iii) el CL esté posicionado de tal manera que en un estado
no escindido, el NB interfiere con la uniéon del AB1 a su diana y en un estado escindido, el NB no interfiere con la union
del AB1 a su diana, y donde el NB en el anticuerpo activable no escindido reduce la capacidad del AB1 para unirse a
su diana en al menos 50 %, por ejemplo, en al menos 60 %, en al menos 70 %, en al menos 75 %, en al menos 80 %,
en al menos 85 %, en al menos 90 %, en al menos 95 %, en al menos 96 %, en al menos 97 %, en al menos 98 %, al
menos 99 %, al menos 100 % en comparacion con la capacidad del AB1 escindido para unirse a su diana; y (iv) el NB
no inhibe la escision del CL por la enzima. La reduccion en la capacidad del AB para unirse a su diana se determina,
por ejemplo, mediante el uso de un ensayo como se describe en esta invencién o un ensayo de desplazamiento de
diana in vivo tal como, por ejemplo, el ensayo descrito en las publicaciones PCT n° WO 2009/025846 y WO
2010/081173.

En una realizacion, el anticuerpo activable multiespecifico incluye un pareja de union (BP) para un resto estérico no
ligante (NB); un enlazador escindible (CL); y al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se
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une especificamente a una primera diana y/o epitopo, donde el BP es un polipéptido que se une al NB cuando se
expone al mismo: el NB no se une especificamente al AB1; el CL es un polipéptido que incluye un sustrato (S) para
una enzima; el CL se coloca de manera que en un estado no escindido en presencia del NB. el NB interfiere con la
union del AB a la diana y en un estado escindido, el NB no interfiere con la union del AB la la diana y el BP no interfiere
con la union del AB la la diana; y el NB y el BP no inhiben la escisién de la CL por la enzima. En algunos ejemplos de
esta realizacion, la BP del anticuerpo activable se une opcionalmente al NB. En una realizacion, el NB es reclutado
por el BP del anticuerpo activable in vivo.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de anticuerpo activable multiespecifico, el anticuerpo
activable multiespecifico se formula como una composicién. En algunas de estas realizaciones, la composicion
también incluye el NB, donde el NB se coformula con el anticuerpo activable multiespecifico que incluye el BP, el CL.
y el AB. En algunos ejemplos de esta realizacion, el BP se selecciona de entre el grupo que consiste en un péptido de
union a albumina, un péptido de union a fibrinégeno, un péptido de unién a fibronectina, un péptido de unién a
hemoglobina, un péptido de unién a transferrina, un péptido de union al dominio de inmunoglobulina y otros péptidos
de uniodn a proteina sérica.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de anticuerpo activable multiespecifico, el NB es una
proteina globular soluble. En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de anticuerpo activable
multiespecifico, el NB es una proteina que circula en el torrente sanguineo. En algunos ejemplos de cualquiera de
estas realizaciones de anticuerpo activable multiespecifico, el NB se selecciona de entre el grupo que consiste en
albumina, fibrinégeno, fibronectina, hemoglobina, transferrina, un dominio de inmunoglobulina y otras proteinas
séricas.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de anticuerpo activable multiespecifico, el CL es un
polipéptido que incluye un sustrato (S) para una proteasa. En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones
de anticuerpo activable multiespecifico, la proteasa se localiza conjuntamente con su diana en un tejido, y la proteasa
escinde el CL en el anticuerpo activable multiespecifico cuando el anticuerpo activable multiespecifico se expone a la
proteasa. En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de anticuerpo activable multiespecifico, el CL es
un polipéptido de hasta 50 aminoacidos de longitud. En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de
anticuerpo activable multiespecifico, el CL es un polipéptido que incluye un sustrato (S) que tiene una longitud de
hasta 15 aminoacidos, por ejemplo, 3 aminoacidos de longitud, 4 aminoacidos de longitud, 5 aminoacidos de longitud,
6 aminoacidos de longitud, 7 aminoacidos de longitud, 8 aminoacidos de longitud, 9 aminoacidos de longitud, 10
aminoacidos de longitud, 11 aminoacidos de longitud, 12 aminoacidos longitud, 13 aminoacidos de longitud, 14
aminoacidos de longitud o 15 aminoacidos de longitud.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de anticuerpo activable multiespecifico, al menos una
porcién del anticuerpo activable multiespecifico tiene la disposicion estructural del extremo N extremo C de la siguiente
manera en el estado no escindido: NB-CL-AB, AB-CL-NB, BP-CL-AB o AB-CL-BP. En realizaciones donde el
anticuerpo activable multiespecifico incluye un BP y el anticuerpo activable multiespecifico esta en presencia del NB
correspondiente, al menos una porcién del anticuerpo activable multiespecifico tiene una disposicion estructural desde
el extremo N al extremo C de la siguiente manera en el estado no escindido: NB:BP-CM-AB o AB-CM-BP:NB, donde

" representa una interaccion, por ejemplo, unién, entre el NB y BP.

En algunos ejemplos de una de estas realizaciones de anticuerpo activable multiespecifico. el anticuerpo activable
multiespecifico incluye un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especificamente a su
diana y es un anticuerpo monoclonal, anticuerpo de dominio, cadena simple, fragmento Fab, un fragmento F(ab')2, un
scFv, una costra, un dAb, un anticuerpo de cadena pesada de dominio simple y un anticuerpo de cadena ligera de
dominio simple. En algunas realizaciones, dicho anticuerpo o fragmento inmunolégicamente activo del mismo que se
une a su diana es un anticuerpo monoclonal de ratén, quimérico, humanizado o completamente humano.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de anticuerpo activable multiespecifico, el anticuerpo
activable multiespecifico también incluye un agente conjugado con el AB. En algunas realizaciones, el agente es un
agente terapéutico. En algunas realizaciones, el agente es un agente antineoplésico. En algunas realizaciones, el
agente es una toxina o fragmento de la misma. En algunas realizaciones, el agente se conjuga con el AB a través de
un enlazador. En algunas realizaciones, el enlazador es unenlazador escindible. En algunas realizaciones, el agente
es un agente seleccionado de entre el grupo enumerado en la Tabla 4. En algunas realizaciones, el agente es una
dolastatina. En algunas realizaciones, el agente es una auristatina o un derivado de la misma. En algunas
realizaciones, el agente es auristatina E o un derivado de la misma. En algunas realizaciones, el agente es monometil
auristatina E (MMAE). En algunas realizaciones, el agente es monometil auristatina D (MMAD). En algunas
realizaciones, el agente es un maitansinoide o un derivado de maitansinoide. En algunas realizaciones, el agente es
DM1 o DM4. En algunas realizaciones, el agente es una duocarmicina o un derivado de la misma. En algunas
realizaciones, el agente es una caliqueamicina o un derivado de la misma. En algunas realizaciones, el agente es una
pirrolobenzodiazepina.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de anticuerpo activable multiespecifico, el anticuerpo
activable multiespecifico también incluye un resto detectable. En algunas realizaciones, el resto detectable es un
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agente de diagndstico.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de anticuerpos activables multiespecificos, el anticuerpo
activable rmiltispecifico también incluye un espaciador. En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de
anticuerpo activable multiespecifico, el anticuerpo activable multiespecifico también incluye un péptido sefial. En
algunas realizaciones, el péptido sefial se conjuga con el anticuerpo activable multiespecifico a través de un
espaciador. En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de anticuerpo activable multiespecifico, el
espaciador se une directamente al MM del anticuerpo activable multiespecifico.

En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable es mayor que la del anticuerpo multiespecifico
correspondiente; por ejemplo, la pK del anticuerpo activable multiespecifico es mayor que la del anticuerpo
multiespecifico correspondiente. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable
multiespecifico es similar a la del anticuerpo multiespecifico correspondiente. En algunas realizaciones, la semivida
en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 15 dias cuando se administra a un organismo. En
algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 12 dias cuando
se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico
es de al menos 11 dias cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del
anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 10 dias cuando se administra a un organismo. En algunas
realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 9 dias cuando se administra
a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos
8 dias cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable
multiespecifico es de al menos 7 dias cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en
suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 6 dias cuando se administra a un organismo. En algunos
ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de anticuerpo activable multiespecifico, semivida en suero del
anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 5 dias cuando se administra a un organismo. En algunas
realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 4 dias cuando se administra
a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos
3 dias cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable
multiespecifico es de al menos 2 dias cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en
suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 24 horas cuando se administra a un organismo. En
algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 20 horas cuando
se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico
es de al menos 18 horas cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del
anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 16 horas cuando se administra a un organismo. En algunas
realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 14 horas cuando se
administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 12 horas cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del
anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 10 horas cuando se administra a un organismo. En algunas
realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 8 horas cuando se
administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 6 horas cuando se administra a un organismo. En algunas realizaciones, la semivida en suero del
anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 4 horas cuando se administra a un organismo. En algunas
realizaciones, la semivida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 3 horas cuando se
administra a un organismo.

La descripcién también proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica un anticuerpo activable
multiespecifico descrito en esta invencién, asi como vectores que incluyen estas secuencias de acido nucleico
aisladas. La descripcion proporciona procedimientos para producir un anticuerpo activable multiespecifico cultivando
una célula en condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo activable multiespecifico, donde la célula
comprende tal molécula de acido nucleico. En algunas realizaciones, la célula comprende tal vector.

La constante de disociacion (Ka) del anticuerpo activable multiespecifico que contiene NB hacia la diana es mayor que
la Ka del AB hacia la diana cuando no esta asociado con el NB o NB:BP. La constante de disociacion (Kqd) del anticuerpo
activable multiespecifico que contiene NB hacia la diana es mayor que la Kq del AB original hacia la diana. Por ejemplo,
la K4 del anticuerpo activable multiespecifico que contiene NB hacia la diana es al menos 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500,
1.000, 2.500, 5.000, 10.000, 50.000, 500.000, 1.000.000, 5.000.000, 10.000.000, 50.000.000 o mas, o entre 5-10, 10-
100, 10-1.000, 10-10.000, 10-100.000, 10-1000000, 10-10.000.000, 100-1.000, 100-10.000, 100-100.000, 100-
1.000.000, 100-10.000.000, 1.000-10.000, 1.000- 100.000, 1.000-1.000.000, 1.000-10.000.000, 10.000-100000,
10.000-1.000.000, 10.000-10.000.000, 100.000- 1.000.000, o 100.000-10.000.000 veces, mayor que la del AB cuando
no esta asociado con el NB o NB:BP o el Kq del AB original hacia la diana. Por el contrario, la afinidad de union del
anticuerpo activable multiespecifico que contiene NB hacia la diana es inferior a la afinidad de unién del AB cuando
no esta asociado con el NB o NB:BP o menor que la afinidad de unién del AB original hacia la diana. Por ejemplo, la
afinidad de unién del anticuerpo activable multiespecifico que contiene NB a la diana es de al menos 5, 10, 25, 50,
100, 250, 500, 1.000, 2.500, 5.000, 10.000, 50.000, 100.000, 500.000, 1.000.000, 5.000.000, 10.000.000, 50.000.000
o mayor o entre 5-10, 10-100, 10-10.000, 10-100.000, 10-1.000.000, 10-10.000.000, 100-1.000, 100-10.000, 100-
100.000, 100-1.000.000, 100-10.000.000, 1.000- 10.000, 1.000-100.000, 1.000-1.000.000, 1.000-10.000.000, 10.000-
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100.000, 10.000- 1.000.000, 10.000-10.000.000, 100.000-1.000.000, o 100.000-10.000.000 veces menor que la
afinidad de unién del AB cuando no esta asociado con el NB o NB:BP o menor que la afinidad de unién del AB original
hacia la diana,

Cuando el anticuerpo activable multiespecifico de NB esta en presencia de su diana, la unién especifica del AB a su
diana se reduce o inhibe, en comparacion con la union especifica del AB cuando no esta asociado con el NB o NB:BP.
Cuando el anticuerpo activable multiespecifico que contiene NB esta en presencia de su diana, la union especifica del
AB a su diana se reduce o inhibe,, en comparacion con la unién especifica del AB original a su diana. Cuando se
compara con la unién del AB no asociada con un NB o NB:BP o la unién del AB original a su diana, la capacidad del
anticuerpo activable multiespecifico que contiene NB para unirse a su diana se reduce, por ejemplo, en al menos 50
%, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o incluso 100 % durante al menos 2,
4,6,8, 12, 28, 24, 30, 36, 48, 60, 72, 84 0 96 horas, 0 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, o 180 dias, 0 1,2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 11 0 12 meses o0 mas cuando se mide in vitro y/o in vivo.

Cuando el anticuerpo activable multiespecifico que contiene NB esta en presencia de su diana pero no en presencia
de un agente modificador (por ejemplo, una proteasa u otra enzima), la union especifica del AB a su diana se reduce
o inhibe, en comparacién con la union especifica del AB cuando no esta asociado con el NB o NB:BP. Cuando el
anticuerpo activable multiespecifico que contiene NB esta en presencia de su diana pero no en presencia de un agente
modificador (por ejemplo, una proteasa, otra enzima, agente de reduccién o luz), la unién especifica del AB a su diana
se reduce o inhibe, en comparacion con la unién especifica del AB original a su diana. En comparacién con la union
del AB no asociada con un NB o NB:BP o la unién del AB original a su diana, la capacidad del anticuerpo activable
multiespecifico que contiene NB de unirse a su diana se reduce, por ejemplo, en al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80
%, 90 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o incluso al 100 % durante al menos 2, 4, 6, 8, 12, 28,
24, 30, 36, 48. 60, 72. 84, 0 96 horas, 0 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90. 120, 150, 0 180 dias, 01, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
0 12 meses 0 menos cuando se mide in vitro y/o in vivo.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de anticuerpo activable multiespecifico, el anticuerpo
activable multiespecifico incluye un agente conjugado con el AB para producir un conjugado de anticuerpo activable
multiespecifico. En algunas realizaciones del conjugado de anticuerpo activable multiespecifico, el agente es un
agente terapéutico. En algunas realizaciones, el agente es un agente de diagndstico. En algunas realizaciones, el
agente es un marcador detectable. En algunas realizaciones del conjugado de anticuerpo activable multiespecifico, el
agente es un agente antineoplasico. En algunas realizaciones del conjugado de anticuerpo activable multiespecifico,
el agente es una toxina o fragmento de la misma. En algunas realizaciones del anticuerpo activable conjugado de la
invencion, el agente esta conjugado con el AB a través de un enlazador. En algunas realizaciones del conjugado del
anticuerpo activable multiespecifico, el enlazador es un enlazador escindible. En algunas realizaciones, el agente es
un agente seleccionado de entre el grupo enumerado en la Tabla 4. En algunas realizaciones, el agente es una
dolastatina. En algunas realizaciones, el agente es una auristatina o un derivado de la misma. En algunas
realizaciones, el agente es auristatina E o un derivado de la misma. En algunas realizaciones, el agente es monometil
auristatina E (MMAE). En algunas realizaciones, el agente es monometil auristatina D (MMAD). En algunas
realizaciones, el agente es un maitansinoide o derivado de maitansinoide. En algunas realizaciones, el agente es DM1
o DM4. En algunas realizaciones, el agente es una duocarmicina o un derivado de la misma. En algunas realizaciones,
el agente es una caliqueamicina o derivado de la misma. En algunas realizaciones, el agente es una
pirrolobenzodiazepina.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas realizaciones de anticuerpos activables multiespecificos, los anticuerpos
activables multiespecificos son anticuerpos activables multiespecificos de unién a diana dual. Dichos anticuerpos
activables multiespecificos de unién a diana dual contienen dos Abs que pueden unirse a la misma diana o a dianas
diferentes. En realizaciones especificas, los anticuerpos activables multiespecificos de doble direccionamiento
contienen anticuerpos biespecificos o fragmentos de anticuerpos.

Anticuerpos activables multiespecificos de union a dianas duales estan disefiados para tener un CL escindible por un
agente de escisiéon que esta colocalizado en un tejido diana con una o ambas de las dianas capaces de unirse a los
AB de los anticuerpos activables multiespecificos. Se pueden disefiar anticuerpos activables multiespecificos de unién
a diana dual con mas de mas de un AB para la misma o diferentes dianas para tener mas de un CL, donde el primer
CL es escindible por un agente de escisién en un primer tejido diana y donde el segundo CL es escindible por un
agente de escision en un segundo tejido diana, con uno o mas de las dianas que se unen a los AB de los anticuerpos
activables multiespecificos. En una realizacion, el primer y segundo tejido diana estan separados espacialmente, por
ejemplo, en diferentes sitios del organismo. En una realizacion, el primer y el segundo tejido diana estan separados
temporalmente por el mismo tejido, por ejemplo, el mismo tejido en dos puntos de tiempo diferentes, por ejemplo, el
primer punto de tiempo es cuando el tejido es un tumor en etapa temprana, y el segundo punto de tiempo es cuando
el tejido es un tumor en etapa tardia.

La descripcién también proporciona moléculas de &cido nucleico que codifican los anticuerpos activables
multiespecificos descritos en esta invencion. La descripcion también proporciona vectores que incluyen estos acidos
nucleicos. Los anticuerpos activables multiespecificos descritos en esta invencién se producen mediante el cultivo de
una célula en condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo activable multiespecifico, donde la célula incluye
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estas moléculas o vectores de acido nucleico.

La descripcién también proporciona procedimientos para fabricar anticuerpos activables multiespecificos. En una
realizacion, el procedimiento incluye las etapas de (a) cultivar una célula que incluye una construccion de acido
nucleico que codifica el anticuerpo activable multiespecifico en condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo
activable multiespecifico, donde el anticuerpo activable multiespecifico incluye (i) un resto estérico no ligante (NB);(ii)
un enlazador escindible (CL); y (iii) un anticuerpo o un fragmento de union al antigeno del mismo (AB) que se une
especificamente a una diana, donde (1) el NB no se une especificamente al AB; (2) el CL es un polipéptido que incluye
un sustrato (S) para una enzima; (3) el CL se coloca de manera que en un estado no escindido, el NB interfiere con la
unién del AB la la diana y en un estado escindido, el NB no interfiere con la union del AB la la diana; y (4) el NB no
inhibe la escisidn de la enzima por medio de la enzima; y (b) se recupera el anticuerpo activable multiespecifico.

En otra realizacién., el procedimiento incluye las etapas de (a) cultivo de una célula que incluye una construccion de
acido nucleico que codifica el anticuerpo activable multiespecifico en condiciones que conducen a la expresién del
anticuerpo activable multiespecifico, donde el anticuerpo activable multiespecifico incluye (i) un pareja de union (BP)
para un resto estérico no ligante (NB); (ii) un enlazador escindible (CL); y (iii) un anticuerpo o un fragmento de union
al antigeno del mismo (AB) que se une especificamente a una diana, donde (1) el NB no se une especificamente al
AB; (2) el CL es un polipéptido que incluye un sustrato (S) para una enzima; (3) el CL se coloca de manera que en un
estado no escindido en presencia del NB, el NB interfiere con la unién del AB a la diana y en un estado escindido, el
NB no interfiere con la union del AB la la diana y el BP no interfiere con la union del AB la la diana; y (4) el NB y el BP
no inhiben la escision del CL por la enzima; y (b) se recupera el anticuerpo activable multiespecifico. En algunos
ejemplos, de esta realizacioén, el BP del anticuerpo activable multiespecifico se une al NB.

Uso de Anticuerpos Multiespecificos y de Anticuerpos Activables Multiespecificos

Se apreciara que la administracién de entidades terapéuticas segun la descripcion se administrara con vehiculos,
excipientes y otros agentes adecuados que se incorporan a las formulaciones para proporcionar una mejor
transferencia, administracion, tolerancia y similares. Se pueden encontrar una multitud de formulaciones apropiadas
en el formulario conocido por todos los quimicos farmacéuticos: Remington's Pharmaceutical Sciences (152 ed, Mack
Publishing Company, Easton, PA (1975)), particularmente el Capitulo 87 de Blaug, Seymour, en el mismo. Estas
formulaciones incluyen, por ejemplo, polvos, pastas, unglentos, jaleas, ceras, aceites, lipidos, lipidos (catiénicos o
anionicos) que contienen vesiculas (tales como Lipofectin™). Conjugados de ADN, pastas de absorciéon anhidras,
emulsiones de aceite en agua y de agua en aceite, emulsiones de carbowax (polietilenglicoles de diversos pesos
moleculares), geles semisolidos y mezclas semisdlidas que contengan carbowax. Cualquiera de las mezclas anteriores
puede ser apropiada en tratamientos y terapias segun la presente descripcién, siempre que el principio activo en la
formulacion no sea inactivado por la formulacion y la formulacién sea fisiolégicamente compatible y tolerable con la
via de administracion. Véase también Baldrick P. "Pharmaceutical excipient development: the need for preclinical
guidance". Regul. Toxicol Pharmacol. 32(2):210-8 (2000). Wang W, “Lyophilization and development of solid protein
pharmaceuticals." Int. J. Pharm. 203(1 -2): 1-60 (2000). Channan WN *“Lipids, lipophilic drugs, and oral drug delivery-
some emerging concepts." J Pharm Sci.89(8):967-78 (2000), Powell y col. “Compendium of excipients for parenteral
formulations" PDA J Pharm Sci Technol. 52:238-311 (1998) y las citaciones en el mismo para informacién adicional
relacionada con formulaciones, excipientes y vehiculos bien conocidos por los quimicos farmacéuticos.

En una realizaciéon, un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico de la divulgacion se
pueden utilizar como agentes terapéuticos. Dichos agentes generalmente se emplearan para diagnosticar, pronosticar,
monitorear, tratar, aliviar y/o impedir una enfermedad o patologia en un sujeto. Un régimen terapéutico se lleva a cabo
mediante la identificacién de un sujeto, por ejemplo, un paciente humano u otro mamifero que padece (o corre el riesgo
de desarrollar) un trastorno utilizando procedimientos estandar. Un anticuerpo multiespecifico y/o una preparacion de
anticuerpo activable multiespecifico, por ejemplo, en algunas realizaciones, una que tiene alta especificidad y alta
afinidad por sus dos 0 mas antigenos diana, se administra al sujeto y generalmente tendra un efecto debido a su unién
con las dianas. La administracién del anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico puede
anular o inhibir o interferir con la funcion de sefializacién de una o mas de las dianas. La administracion del anticuerpo
multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico puede anular o inhibir o interferir con la unién de una o mas
de las dianas con un ligando enddgeno al que se une naturalmente.

En general, el alivio o tratamiento de una enfermedad o trastorno implica la disminucion de uno o mas sintomas o
problemas médicos asociados con la enfermedad o trastorno. Por ejemplo, en el caso de cancer, la cantidad
terapéuticamente efectiva del farmaco puede lograr uno o una combinacion de lo siguientes: reducir la cantidad de
células cancerosas; reducir el tamafio del tumor; inhibir (es decir, disminuir en cierta medida y/o detener) la infiltracion
de células cancerosas en 6rganos periféricos, inhibir la metastasis tumoral; inhibir, en cierta medida, el crecimiento
tumoral; y/o aliviar en cierta medida uno o mas de los sintomas asociados con el cancer. En algunas realizaciones, se
puede utilizar una composicion de esta descripcion para impedir la aparicion o reaparicion de la enfermedad o trastorno
en un sujeto, por ejemplo, un ser humano u otro mamifero, tal como un primate no humano, un animal de compafia
(por ejemplo, gato, perro, caballo), un animal de granja, un animal de trabajo o un animal de zoolégico. Los términos
sujeto y paciente se usan indistintamente en esta invencion.
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Una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico
de la descripcion se refiere generalmente a la cantidad necesaria para lograr un objetivo terapéutico. Como se sefialo
anteriormente, esto puede ser una interaccion de unién entre el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable
multiespecifico y sus antigenos diana que, en determinados casos, interfiere con el funcionamiento de las dianas. La
cantidad que se requiere administrar dependera ademas de la afinidad de union del anticuerpo multiespecifico y/o un
anticuerpo activable multiespecifico para su antigeno especifico, y también dependera de la velocidad a la que un
anticuerpo multiespecifico administrado y/o un anticuerpo activable multiespecifico se agota del volumen libre de otro
sujeto al que se administra. Intervalos comunes para la dosificacion terapéuticamente efectiva de un anticuerpo
multiespecifico y/o fragmento de anticuerpo y/o un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcidon pueden ser,
a modo de ejemplo no taxativo, de alrededor de 0,1 mg/kg de peso corporal a alrededor de 50 mg/kg de peso corporal.
Frecuencias de dosificaciéon comunes pueden variar, por ejemplo, de dos veces al dia a una vez a la semana.

La eficacia del tratamiento se determina en asociacién con cualquier procedimiento conocido para diagnosticar o tratar
el trastorno particular. Procedimientos para la deteccion de anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables
multiespecificos que poseen la especificidad deseada incluyen, pero sin limitarse a, ensayo de inmunoabsorcién ligado
a enzimas (ELISA) y otras técnicas inmunoldgicamente mediadas conocidas en la técnica.

En otra realizacion, un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico dirigidos a dos o mas
dianas son utilizados en procedimientos conocidos dentro de la técnica relacionados con la localizaciéon y/o
cuantificacion de las dianas (por ejemplo, para su uso en la medicién de niveles de una o mas de las dianas dentro de
muestras fisiologicas apropiadas, para su uso en procedimientos de diagndstico, para su uso en imagenologia de
proteinas y similares). En una realizacion dada, un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable
multiespecifico dirigido a dos o mas dianas, o un derivado, fragmento, analogo u homdélogo del mismo, que contienen
el dominio de unién al antigeno derivado del anticuerpo, se utilizan como compuestos farmacolégicamente activos
(denominados en lo sucesivo «terapéuticos»).

En otra realizacion, se utiliza un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico dirigido a dos o
mas dianas para aislar una o mas de las dianas mediante técnicas estandar, tales como inmunoafinidad, cromatografia
o inmunoprecipitacion. Un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico dirigido a dos 0 mas
dianas para un fragmento del mismo) se utilizan de forma diagnéstica para monitorear los niveles de proteina en el
tejido como parte de un procedimiento de prueba clinica, por ejemplo, para determinar la eficacia de un régimen de
tratamiento dado. La deteccion puede facilitarse mediante el acoplamiento (es decir, unién fisica) del anticuerpo a una
sustancia detectable. Ejemplos de sustancias detectables incluyen varias enzimas, grupos protésicos, materiales
fluorescentes, materiales luminiscentes. materiales bioluminiscentes y materiales radiactivos. Ejemplos de enzimas
adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o acetilcolinesterasa; ejemplos
de complejos de grupos protésicos adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de materiales
fluorescentes adecuados incluyen umbelliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminescente incluye
luminol; ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y aequorina; y ejemplos de material
radioactivo adecuado incluyen'??|, 131, 35S o °H.

En aun otra realizacion, se puede usar un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico dirigido
a dos o mas dianas como un agente para detectar la presencia de una o mas de las dianas (o un fragmento de las
mismas) en una muestra. En algunas realizaciones, el anticuerpo contiene una etiqueta detectable. Los anticuerpos
son policlonales o, en algunas realizaciones, monoclonales. Se usa un anticuerpo intacto, o un fragmento del mismo
(por ejemplo, Fab, scFv, o Faby2. El término "marcado”, con respecto a la sonda o el anticuerpo, pretende incluir el
marcado directo de la sonda o el anticuerpo mediante el acoplamiento (es decir, la union fisica) de una sustancia
detectable a la sonda o el anticuerpo, asi como el marcado indirecto de la sonda o el anticuerpo por reactividad con
otro reactivo que esta marcado directamente. Ejemplos de marcado indirecto incluyen la deteccién de un anticuerpo
primario usando un anticuerpo secundario marcado con fluorescencia y el marcado final de una sonda de con biotina
de modo que pueda detectarse con estreptavidina marcada con fluorescencia. El término "muestra biolégica" pretende
incluir tejidos, células y fluidos biolégicos aislados de un sujeto, asi como tejidos, células y fluidos presentes dentro de
un sujeto, incluidos dentro del uso del término "muestra bioldgica”, por lo tanto, esta la sangre y una fraccién o
componente de sangre que incluye suero sanguineo, plasma sanguineo o linfa. Es decir, el procedimiento de deteccion
de la descripcién se puede usar para detectar una proteina en una muestra biolégica in vitro, asi como in vivo. Por
ejemplo, técnicas in vitro para la deteccion de una proteina de analito incluyen ensayos inmunosorbentes ligados a
enzimas (ELISA), transferencias Western, inmunoprecipitaciones, e inmunofluorescencia. Los procedimientos para
realizar inmunoensayos se describen, por ejemplo, en “ELISA: Theory and Practice; Methods in Molecular Biology”,
Vol. 42, J. R. Crowther (Ed.) Human Press, Totowa, NJ, 1995; “Immunoassay”, E. Diamandis y T. C’hristopoulus,
Academic Press, Inc., San Diego, CA, 1996: y “Practice and Theory of Enzyme Immunoassays”, P. Tijssen. Elsevier
Science Publishers, Amsterdam, 1985. Ademas, técnicas in vivo para la deteccion de una proteina de analito incluyen
la introduccién en un sujeto de un anticuerpo de proteina anti-analito marcado. Por ejemplo, el anticuerpo puede
marcarse con un marcador radiactivo cuya presencia y ubicacién en un sujeto pueden detectarse mediante técnicas
de imagenologia estandar.

Los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion también son utiles en
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una diversidad de formulaciones de diagndstico y profilacticas. En una realizacion, se administra un anticuerpo
multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico a pacientes que corren el riesgo de desarrollar uno o mas de
los trastornos mencionados anteriormente. La predisposicion de un paciente u érgano a uno o méas de los trastornos
mencionados anteriormente se puede determinar utilizando marcadores genotipicos, seroldgicos o bioquimicos.

En ofra realizacién de la descripcion, se administra un anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable
multiespecifico a individuos humanos diagnosticados con una indicacion clinica asociada con uno o mas de los
trastornos mencionados anteriormente. Tras el diagndstico, se administra un anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo
activable multiespecifico para mitigar o revertir los efectos de la indicacion clinica.

Los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos también son utiles en la deteccion de una
0 mas dianas en muestras de pacientes y, en consecuencia, son utiles como diagnésticos. Por ejemplo, los anticuerpos
multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos de la descripcién se usan en ensayos in vitro, por ejemplo,
ELISA, para detectar niveles diana en una muestra de paciente.

En una realizacion, un anticuerpo y/o un anticuerpo activable de la descripcion se inmoviliza sobre un soporte sélido
(por ejemplo, el pocillo o pocillos de una placa de microtitulacion). El anticuerpo inmovilizado y/o el anticuerpo activable
sirven como un anticuerpo de captura para cualquier diana que pueda estar presente en una muestra de prueba. Antes
de poner en contacto el anticuerpo multiespecifico inmovilizado y/o el anticuerpo activable multiespecifico inmovilizado
con una muestra del paciente, el soporte sélido se aclara y se trata con un agente bloqueante tal como proteina de
leche o albumina para impedir la adsorcion inespecifica del analito.

Posteriormente, los pocillos se tratan con una muestra de prueba sospechosa de contener el antigeno, o con una
solucion que contiene una cantidad estandar del antigeno. Tal muestra es, por ejemplo, una muestra de suero de un
sujeto que se sospecha que tiene niveles de antigeno circulante considerados un diagndstico de una patologia.
Después de aclarar la muestra de prueba o el estandar, el soporte sdélido se trata con un segundo anticuerpo que se
marca de manera detectable. El segundo anticuerpo marcado sirve como anticuerpo de deteccion. Se mide el nivel de
marcador detectable, y la concentracién de antigeno diana en la muestra de prueba se determina en comparacién con
una curva estandar desarrollada a partir de las muestras estandar.

Se apreciara que, basandose en los resultados obtenidos usando los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos
activables multiespecificos de la descripcion en un ensayo de diagndstico in vitro, es posible estadificar una
enfermedad en un sujeto basandose en los niveles de expresion del antigeno diana. Para una enfermedad dada, se
toman muestras de sangre de sujetos diagnosticados en diversas etapas de la progresion de la enfermedad, y/o en
diversos puntos del tratamiento terapéutico de la enfermedad. Utilizando una poblaciéon de muestras que proporciona
resultados estadisticamente significativos para cada etapa de progresidon o terapia, se designa un intervalo de
concentraciones del antigeno que puede considerarse caracteristico de cada estadio.

También pueden usarse anticuerpos multiespecificos, y/o anticuerpos activables multiespecificos en procedimientos
de diagnéstico y/o imagenologia. En algunas realizaciones, dichos procedimientos son procedimientos in vitro. En
algunas realizaciones, tales procedimientos son Procedimientos in vivo. En algunas realizaciones, dichos
procedimientos son procedimientos ex vivo. Por ejemplo, anticuerpos multiespecificos, y/o anticuerpos activables
multiespecificos que tienen un CM escindible enzimaticamente pueden usarse para detectar la presencia o ausencia
de una enzima que es capaz de escindir el CM. Dichos anticuerpos activables pueden usarse en diagndsticos, que
pueden incluir la deteccién in vivo (por ejemplo, cualitativa o cuantitativa) de la actividad enzimatica (o, en algunas
realizaciones, un entorno de potencial de reduccién aumentado tal como el que puede proporcionar la reduccion de
un enlace disulfuro) a través de la acumulacion medida de anticuerpos activados (es decir, anticuerpos resultantes de
la escisidon de un anticuerpo activable) en una célula o tejido dado de un organismo huésped dado. Tal acumulacion
de anticuerpos activados indica no solo que el tejido expresa actividad enzimatica (o un potencial de reduccion
aumentado dependiendo de la naturaleza del CM) sino también que el tejido expresa al menos una diana a la que se
une el anticuerpo activado.

Por ejemplo, el CM puede seleccionarse como sustrato de proteasa para una proteasa encontrada en el sitio de un
tumor, en el sitio de una infeccion viral o bacteriana en un sitio biolégicamente confinado (por ejemplo, tal como en un
absceso, en un 6rgano y similares), y similares. Al menos uno de los AB puede ser uno que se une a un antigeno
diana. Usando procedimientos familiares para un experto en la técnica, un marcador detectable (por ejemplo, un
marcador fluorescente o marcador radiactivo o radiotrazador) puede conjugarse con un AB u otra regiéon de un
anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico. Marcadores detectables adecuados se analizan en
el contexto de los procedimientos de cribado anteriores y se proporcionan ejemplos especificos adicionales a
continuacion. Usando al menos un AB especifico para una proteina o péptido del estado de la enfermedad, junto con
una proteasa cuya actividad es elevada en el tejido de la enfermedad de interés, los anticuerpos activables exhibiran
una mayor tasa de union al tejido de la enfermedad en relacion con los tejidos donde la enzima especifica del CM no
esta presente en un nivel detectable o esta presente en un nivel mas bajo que en el tejido de la enfermedad o esta
inactiva (por ejemplo, en forma de zimdgeno o en complejo con un inhibidor). Dado que las proteinas pequefas y los
péptidos se eliminan rapidamente de la sangre por el sistema de filtracion renal, y dado que la enzima especifica para
el CM no esta presente en un nivel detectable (o esta presente en niveles inferiores en tejidos que no son de la
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enfermedad o esta presente en conformacion inactiva), la acumulacién de anticuerpos activados en el tejido de la
enfermedad aumenta en relacion con los tejidos que no son de la enfermedad.

En otro ejemplo, los anticuerpos multiespecificos activables pueden usarse para detectar la presencia o ausencia de
un agente de escisiéon en una muestra. Por ejemplo, cuando los anticuerpos activables multiespecificos contienen un
CM susceptible de escision por una enzima, los anticuerpos activables multiespecificos pueden usarse para detectar
(ya sea cualitativa o cuantitativamente) la presencia de una enzima en la muestra. En otro ejemplo, donde los
anticuerpos activables multiespecificos contienen un CM susceptible de escision por agente reductor, los anticuerpos
activables multiespecificos pueden usarse para detectar (ya sea cualitativa o cuantitativamente) la presencia de
condiciones reductoras en una muestra. Para facilitar el analisis en estos procedimientos, los anticuerpos activables
multiespecificos pueden marcarse de manera detectable y pueden unirse a un soporte (por ejemplo, un soporte sélido,
tal como un portaobjetos o una perla). El marcador detectable puede posicionarse en una porcién del anticuerpo
activable que no se libera después de la escision, por ejemplo, el marcador detectable puede ser un marcador
fluorescente inactivado u otro marcador que no sea detectable hasta que se haya producido la escision. El ensayo se
puede realizar, por ejemplo, poniendo en contacto los anticuerpos activables multiespecificos inmovilizados, marcados
de forma detectable con una muestra que se sospecha que contiene una enzima y/o agente reductor durante un tiempo
suficiente para que tenga lugar la escisidon, que se lava a continuacion para eliminar el exceso de muestra y
contaminantes. La presencia o ausencia del agente de escision (por ejemplo, enzima o agente reductor) en la muestra
se evalla a continuacion mediante un cambio en la sefial detectable de los anticuerpos activables multiespecificos
antes de entrar en contacto con la muestra, por ejemplo, la presencia y/o un aumento en la sefial detectable debido a
la escision del anticuerpo activable multiespecificos por el agente de escision en la muestra.

Dichos procedimientos de deteccion pueden adaptarse para proporcionar también la detecciéon de la presencia o
ausencia de una diana que sea capaz de unir al menos un AB de los anticuerpos activables multiespecificos cuando
se escinde. Por lo tanto, los ensayos se pueden adaptar para evaluar la presencia o ausencia de un agente de escision
y la presencia o ausencia de una diana de interés. La presencia o ausencia del agente de escision puede detectarse
por la presencia y/o un aumento en el marcador detectable de los anticuerpos activables multiespecificos como se ha
descrito anteriormente, y la presencia o ausencia de la diana puede detectarse mediante la deteccién de un complejo
diana-AB, por ejemplo, mediante el uso de un anticuerpo anti-diana marcado de forma detectable.

Los anticuerpos activables también son utiles en imagenologia in situ para la validacion de la activacién de anticuerpos
activables, por ejemplo, por escision de proteasa, y la uniéon a una diana particular. La imagenologia in situ es una
técnica que permite la localizacion de la actividad proteolitica y la diana en muestras biolégicas tales como cultivos
celulares o secciones de tejido. Usando esta técnica, es posible confirmar tanto la unién a una diana dada como la
actividad proteolitica basandose en la presencia de un marcador detectable (por ejemplo, un marcador fluorescente).

Estas técnicas son utiles con cualquier célula congelada o tejido derivado de un sitio de enfermedad (por ejemplo,
tejido tumoral) o tejidos sanos. Estas técnicas también son utiles con muestras frescas de células o tejidos.

En estas técnicas, un anticuerpo activable se marca con un marcador detectable. El marcador detectable puede ser
un colorante fluorescente (por ejemplo, un fluoréforo, isotiocianato de fluoresceina (FITC), isotiocianato de rodamina
(TRITC), un marcador Alexa Fluor®), un colorante de infrarrojo cercano (NIR) (por ejemplo, nanocristales Qdot®), un
metal coloidal, un hapteno, un marcador radiactivo, biotina y un reactivo de amplificacion tal como estreptavidina, o
una enzima (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante o fosfatasa alcalina).

La deteccién de la etiqueta en una muestra que se ha incubado con el anticuerpo activable multiespecifico etiquetado
indica que la muestra contiene la diana y contiene una proteasa que es especifica para el CM del anticuerpo activable
multiespecifico. En algunas realizaciones, la presencia de la proteasa se puede confirmar usando inhibidores de
proteasa de amplio espectro tales como aquellos descritos como heroina, y/o usando un agente que es especifico
para la proteasa, por ejemplo, un anticuerpo tal como A11, que es especifico para la proteasa matriptasa (MT-SP1) e
inhibe la actividad proteolitica de MT-SP1; ver, por ejemplo, Publicaciéon internacional Numero WO 2010/129609,
publicada el 11 de noviembre de 2010. El mismo enfoque del uso de inhibidores de proteasa de amplio espectro tales
como los descritos en esta invencion, y/o usando un agente inhibidor mas selectivo puede usarse para identificar una
proteasa o clase de proteasas especificas para el CM del anticuerpo activable. En algunas realizaciones, la presencia
de la diana puede confirmarse usando un agente que es especifico para la diana o la etiqueta detectable puede
competir con la diana no etiquetada. En algunas realizaciones, podria usarse un anticuerpo activable no etiquetado,
con deteccion mediante un anticuerpo secundario etiquetado o un sistema de deteccién mas complejo.

Técnicas similares también son Utiles para la imagenologia in vivo donde la deteccién de la sefial fluorescente en un
sujeto, por ejemplo, un mamifero, incluido un ser humano, indica que el sitio de la enfermedad contiene la diana y
contiene una proteasa que es especifica para el CM del anticuerpo activable multiespecifico.

Estas técnicas también son utiles en kits y/o como reactivos para la deteccion, identificacién o caracterizacion de la

actividad de la proteasa en una variedad de células, tejidos y organismos en funcién del CM especifico de proteasa
en el anticuerpo activable multiespecifico.
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Admin_istracion Terapéutica y Formulaciones de Anticuerpos Mutiespecificos y/o Anticuerpos Activables
Mutiespecificos

Se apreciard que la administracion de entidades terapéuticas segun la descripcion se administrara con vehiculos,
excipientes y otros agentes adecuados que se incorporan a las formulaciones para proporcionar una mejor
transferencia, administracion, tolerancia y similares. Una multitud de formulaciones apropiadas se pueden encontrar
en el formulario conocido por todos los quimicos farmacéuticos: Remington 's Pharmaceutical Sciences (152 ed, Mack
Publishing Company, Easton, PA (1975)). particularmente el Capitulo 87 por Blaug. Seymour, en el mismo. Estas
formulaciones incluyen, por ejemplo, polvos, pastas, unglientos, jaleas, ceras, aceites, lipidos, vesiculas que contienen
lipidos (catidnicos o anionicos) (tales como Lipofectin™), conjugados de ADN, pastas absorbentes anhidras,
emulsiones de aceite en agua y agua en aceite, emulsiones de carbowax (polietilenglicoles de diversos pesos
moleculares), geles semisolidos y mezclas semisélidas que contienen carbowax. Cualquiera de las mezclas anteriores
puede ser apropiada en tratamientos y terapias segun la presente descripcién, siempre que el principio activo en la
formulacion no sea inactivado por la formulacién y la formulacion sea fisiolégicamente compatible y tolerable con la
via de administracion. Véase también Baldrick P. "Pharmaceutical excipient development: the need for preclinical
guidance.” Regul. Toxicol Pharmacol. 32(2):210-8 (2000), Wang W. "Lyophilization and development of solid protein
pharmaceuticals." Int. J. Pharm, 203(1-2); 1-60 (2000). Charman WN “Lipids, lipophilic drugs, and oral drug delivery-
some emerging concepts." J Pharm Sci.89(8):967-78 (2000), Powell y col. “Compendium of excipients for parenteral
formulations" PDA J Pharm Sci Technol. 52:238-311 (1998) y las citaciones en los mismos para obtener informacién
adicional relacionada con formulaciones, excipientes y vehiculos bien conocidos por los quimicos farmacéuticos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos y/o las
composiciones de anticuerpos activables multiespecificos conjugados se administran junto con uno o mas agentes
adicionales, o una combinacion de agentes adicionales. Agentes adicionales adecuados incluyen terapias
farmacéuticas y/o quirirgicas actuales para una aplicacion prevista. Por ejemplo, las composiciones de anticuerpos
multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados se
pueden utilizar junto con un agente quimioterapéutico o antineoplasico adicional. Por ejemplo, los anticuerpos
multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables
multiespecificos conjugados y el agente adicional se formulan en una Unica composicién terapéutica, y los anticuerpos
multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables
multiespecificos conjugados y el agente adicional se administran simultaneamente. De manera alternativa, los
anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos
activables multiespecificos conjugados y el agente adicional estan separados entre si, por ejemplo, cada uno se
formula en una composicién terapéutica separada, y los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos activables
multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos conjugados y el agente adicional se
administran simultdneamente, o los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos y/o las
composiciones de anticuerpos activables multiespecificos conjugados y el agente adicional se administran en
diferentes momentos durante un régimen de tratamiento. Por ejemplo, los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos
activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos conjugados se
administran antes de la administracion del agente adicional, los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos
activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos conjugados se
administran después de la administracion del agente adicional, o los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos
activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos conjugados y el agente
adicional se administran de forma alterna. Tal como se describe en esta invencién, los anticuerpos multiespecificos,
los anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos
conjugados y el agente adicional se administran en dosis unicas o en dosis multiples.

En algunas realizaciones, el agente adicional esta acoplado o unido de otro modo a los anticuerpos multiespecificos,
los anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos
conjugados.

Agentes adicionales adecuados se seleccionan segun el propdsito de la aplicacién prevista (es decir, destruccion,
prevencion de la proliferacion celular, terapia hormonal o terapia génica). Dichos agentes pueden incluir, pero sin
limitarse a, por ejemplo, agentes farmacéuticos, toxinas, fragmentos de toxinas, agentes alquilantes, enzimas,
antibidticos, antimetabolitos, agentes antiproliferativos, hormonas, neurotransmisores, ADN, ARN, ARNip,
oligonucledtidos, ARN antisentido, aptameros, diagnoésticos, colorantes radiopacos, isétopos radiactivos, compuestos
fluorogénicos, etiquetas magnéticas, nanoparticulas, compuestos marcadores, lectinas, compuestos que alteran la
permeabilidad de la membrana celular, compuestos fotoquimicos, moléculas pequefias, liposomas, micelas, vectores
de terapia génica, vectores virales y similares. Finalmente, se pueden usar combinaciones de agentes o
combinaciones de diferentes clases de agentes.

Los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos
activables multiespecificos conjugados de la descripcion (también denominados en esta invencion "compuestos
activos"), y derivados, fragmentos, analogos y homadlogos de los mismos, pueden incorporarse en composiciones
farmacéuticas adecuadas para su administracion. Los principios y consideraciones involucrados en la preparacion de
dichas composiciones, asi como la orientacidon en la eleccién de componentes se proporcionan, por ejemplo, en
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Remington 's Pharmaceutical Sciences: The Science And Practice Of Pharmacy 19?2 ed. (Alfonso R. Gennaro, y col.,
editores) Mack Pub. Co., Easton, Pa. : 1995; Drug Absorption Enhancement: Concepts, Possibilities, Limitations, And
Trends, Harwood Academic Publishers, Langhorne, Pa., 1994; y Peptide And Protein Drug Delivery (Advances In
Parenteral Sciences, Vol. 4), 1991, M. Dekker, New York.

Dichas composiciones comprenden tipicamente el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable
multiespecifico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Cuando un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo
activable multiespecifico incluye un fragmento del dominio AB, se puede utilizar el fragmento mas pequefio del AB que
se une especificamente al dominio de unién de la proteina diana. Por ejemplo, basandose en las secuencias de region
variable de un anticuerpo, se pueden disefiar moléculas peptidicas que conserven la capacidad del AB de unirse a la
secuencia de proteinas diana. Dichos péptidos pueden sintetizarse quimicamente y/o producirse mediante tecnologia
de ADN recombinante. (Véase, e.g., Marasco y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 7889-7893 (1993)).

Como se usa en esta invencion, el término "vehiculo farmacéuticamente aceptable" pretende incluir cualquiera y todos
los disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y
retardadores de la absorcion, y similares, compatibles con la administracion farmacéutica. Vehiculos adecuados se
describen en la edicidon mas reciente de Remington's Pharmaceutical Sciences, un texto de referencia estandar en el
campo. Ejemplos adecuados de dichos vehiculos o diluyentes incluyen, pero sin limitarse a, agua, solucion salina,
soluciones de Ringer, solucion de dextrosa y albumina sérica humana al 5 %. También se pueden usar liposomas y
vehiculos no acuosos tales como aceites fijos. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente
activas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida en que un medio o agente convencional sea incompatible
con el compuesto activo, se contempla el uso de los mismos en las composiciones farmacéuticas.

Las formulaciones a utilizar para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se logra faciimente mediante
filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

Una composicion farmacéutica de la descripcion se formula para ser compatible con su via de administracion prevista.
Ejemplos de vias de administracion incluyen administracion parenteral, por ejemplo, intravenosa, intradérmica,
subcutanea, oral (por ejemplo, inhalacién), transdérmica (es decir, tépica), transmucosa y rectal. Las soluciones o
suspensiones utilizadas para la aplicacion parenteral, intradérmica o subcutdnea pueden incluir los siguientes
componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, una solucion salina, aceites fijos, polietilenglicoles,
glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metil
parabenos; antioxidantes tales como acido ascérbico o bisulfito sddico; agentes quelantes tales como acido
etilendiaminatetraacético (EDTA); tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste de la
tonicidad tales como cloruro sddico o dextrosa. El pH se puede ajustar con acidos o bases, tal como acido clorhidrico
o hidréxido sddico. La preparacion parenteral puede incluirse en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis
multiples de vidrio o plastico.

Composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles
(en los casos donde sean hidrosolubles) y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. Para la administracion intravenosa, vehiculos adecuados incluyen solucién salina
fisiologica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) o solucién salina tamponada con fosfato
(PBS). En todos los casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una aplicacion
con jeringa facil. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe conservarse frente a la
accion contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio
de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol
liquido y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido
en el caso de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion de los microorganismos se
puede lograr mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,
acido ascorbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo,
azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro de sodio en la composicién. La absorcion prolongada de
las composiciones inyectables puede lograrse incluyendo en la composicidon un agente que retrase la absorcion, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida
en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de ingredientes enumerados anteriormente, segun sea
necesario, seguido de esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto
activo a un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersidn basico y los otros ingredientes requeridos de aquellos
enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los
procedimientos de preparacién son el secado al vacio y la liofilizaciéon que produce un polvo del principio activo mas
cualquier ingrediente adicional deseado de una solucién previamente filtrada estéril del mismo.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Pueden encerrarse en

capsulas de gelatina o comprimirse en comprimidos. Para el propédsito de la administracion terapéutica oral, el
compuesto activo puede incorporarse con excipientes y usarse en forma de comprimidos, trociscos o capsulas. Las
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composiciones orales también se pueden preparar usando un vehiculo fluido para su uso como enjuague bucal, donde
el compuesto en el vehiculo fluido se aplica por via oral y se agita y se expectora o se traga. Pueden incluirse como
parte de la composicidon agentes aglutinantes y/o materiales adyuvantes farmacéuticamente compatibles. Los
comprimidos, pildoras, capsulas, troches y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes o
compuestos de naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma tragacanto o gelatina; un
excipiente tal como almidon o lactosa, un agente desintegrante tal como acido alginico, Primogel, o almidén de maiz;
un lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante tal como diéxido de silicio coloidal; un agente
edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente saborizante tal como menta, salicilato de metilo o saborizante
de naranja.

Para la administracién por inhalacién, los compuestos se administran en forma de aerosol desde un recipiente o
dispensador presurizado que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como diéxido de carbono, o un
nebulizador.

La administracion sistémica también puede ser por medios transmucosos o transdérmicos. Para la administracion
transmucosa o transdérmica, se usan en la formulacidon penetrantes apropiados para la barrera a penetrar. Dichos
penetrantes son generalmente conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, para administracion transmucosa,
detergentes, sales biliares y derivados de acido fusidico. La administracién transmucosa puede lograrse mediante el
uso de aerosoles nasales o supositorios. Para la administracion transdérmica, los compuestos activos se formulan en
unguentos, balsamos, geles o cremas como se conoce generalmente en la técnica.

Los compuestos también pueden prepararse en forma de supositorios (por ejemplo, con bases de supositorios
convencionales tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencion para administracion rectal.

En una realizacién, los compuestos activos se preparan con vehiculos que protegeran el compuesto contra la
eliminacion rapida del cuerpo, tal como una formulacién de liberacidon sostenida/controlada, incluyendo implantes y
sistemas de administracion microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables y biocompatibles, tales
como etilén vinil acetato, polianhidridos, &cido poliglicdlico, coldgeno, poliortoésteres y acido polilactico. Los
procedimientos para la preparacion de las formulaciones mencionadas anteriormente seran evidentes para los
expertos en la materia.

Por ejemplo, los ingredientes activos se pueden atrapar en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas
de coacervacion o mediante polimerizacidon interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o
microcapsulas de gelatina y microcapsulas de poli-(metacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas de
administracion de farmacos coloidales (para ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones,
nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones.

Se pueden preparar preparaciones de liberacion sostenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo, cuyas
matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Ejemplos de matrices de
liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato). o poli( vinilalcohol)),
poli lactidos (Pat. EE. UU. N .° 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y vy etil-L-glutamato, acetato de etileno-
vinilo no degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicdlico degradables tales como el LUPRON DEPOT™
(microesferas inyectables compuestas por copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolida) y acido
poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que los polimeros tales como acetato de etileno-vinilo y &cido lactico-acido
glicdlico permiten la liberacion de moléculas durante mas de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante
periodos de tiempo mas cortos.

Los materiales también se pueden obtener comercialmente de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Las
suspensiones liposomales (incluyendo liposomas dirigidos a células infectadas con anticuerpos monoclonales contra
antigenos virales) también se pueden usar como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos pueden prepararse
segun procedimientos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, como se describe en la Patente de EE.UU.
N.° 4.522.811.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma unitaria de dosificacion para
facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma unitaria de dosificacion, como se usa en esta
invencion, se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto a tratar;
conteniendo cada dosis unitaria una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacién con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion para las formas unitarias
de dosificacion de la descripcion se dicta por y depende directamente de las caracteristicas Unicas del compuesto
activo y del efecto terapéutico particular que se va a lograr, y de las limitaciones inherentes en la técnica de la formacion
de compuestos de tal compuesto activo para el tratamiento de individuos.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un recipiente, paquete o dispensador junto con instrucciones
para su administracion.
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La formulacién también puede contener mas de un compuesto activo segin sea necesario para la indicacion particular
a tratar, por ejemplo, en algunas realizaciones, aquellas con actividades complementarias que no se afectan
negativamente entre si. Alternativamente, o ademas, la composicién puede comprender un agente que mejora su
funcién, tal como, por ejemplo, un agente citotdxico, citocina, agente quimioterapéutico o agente inhibidor del
crecimiento. Dichas moléculas estan presentes de manera adecuada en combinacion en cantidades que son efectivos
para el fin previsto.

En una realizacion, los compuestos activos son administrables en terapia de combinacién, es decir, combinados con
otros agentes, por ejemplo, agentes terapéuticos, que son Utiles para tratar afecciones o trastornos patolégicos, tales
como trastornos autoinmunitarios y enfermedades inflamatorias. El término "en combinacion" en este contexto significa
que los agentes se proporcionan de forma sustancialmente simultanea, al mismo tiempo o en secuencia. Si se
administra en secuencia, al inicio de la administracion del segundo compuesto, el primero de los dos compuestos
todavia es detectable a concentraciones efectivas en el sitio de tratamiento.

Por ejemplo, la terapia de combinacién puede incluir uno o mas anticuerpos de la descripcion coformulados con, y/o
coadministrados con, uno o mas agentes terapéuticos adicionales, por ejemplo, uno o mas inhibidores de citocinas y
factores de crecimiento, inmunosupresores, agentes antiinflamatorios, inhibidores metabdlicos, inhibidores
enzimaticos y/o agentes citotdxicos o citostaticos, como se describe en mas detalle a continuacion. Ademas, uno o
mas anticuerpos descritos en esta invencién se pueden utilizar en combinacién con dos o mas de los agentes
terapéuticos descritos en esta invencion. Dichas terapias de combinacién pueden utilizar ventajosamente dosis mas
bajas de los agentes terapéuticos administrados, evitando asi posibles toxicidades o complicaciones asociadas con
las diversas monoterapias.

En otras realizaciones, uno o mas anticuerpos de la descripciéon se pueden coformular con, y/o coadministrar con uno
0 mas farmacos antiinflamatorios, inmunosupresores o inhibidores metabdlicos o enzimaticos. Ejemplos no taxativos
de los farmacos o inhibidores que se pueden utilizar en combinacién con los anticuerpos descritos en esta invencion
incluyen, pero sin limitarse a, uno o mas farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAID). por ejemplo, ibuprofeno,
tenidap, naproxeno, meloxicam, piroxicam, diclofenaco, e indometacina: sulfasalazina; corticosteroides tales como
prednisolona: farmacos antiinflamatorios supresores de citocinas (CSAID); inhibidores de la biosintesis de nucledtidos,
por ejemplo, inhibidores de la biosintesis de purina. antagonistas de folato (por ejemplo, metotrexato [N-[4-[[(2,4-
diamino-6- pteridinil)metil] metilamino] benzoil]-L-acido glutamico); e inhibidores de la biosintesis de pirimidina, por
ejemplo, inhibidores de dihidroorotato dehidrogenasa (DHODH). Agentes terapéuticos adecuados para su uso en
combinacién con los anticuerpos de la descripcion incluyen inhibidores de NSAID, CSAID, (DHODH) (por ejemplo,
leflunomida) y antagonistas del folato (por ejemplo, metotrexato).

Ejemplos de inhibidores adicionales incluyen uno o mas de: corticosteroides (oral, inhalada e inyeccion local);
inmunosupresores, por ejemplo.. ciclosporina, tacrolimus (FK- 506): e inhibidores de mTOR, por ejemplo, sirulimus
(rapamicina - RAPA-MUNE™ o derivados de rapamicina, por ejemplo, derivados de rapamicina solubles (por ejemplo,
derivados de rapamicina de éster, por ejemplo, CCI- 779); agentes que interfieren con la sefalizacién por citocinas
nroinflamatorias tales como TNFa o IL-I (por ejemplo, IRAK., NIK, IKK. p38 o inhibidores de quinasa MAP): Inhibidores
de COX2, p. €j., celecoxib, rofecoxib y variantes de los mismos; inhibidores de fosfodiesterasa, p. ej., R973401
(inhibidor de fosfodiesterasa tipo 1V); inhibidores de fosfolipasa, por ejemplo, inhibidores de fosfolipasa citosélica 2
(cPLA2) (por ejemplo, analogos de trifluorometil cetona); inhibidores del factor de crecimiento de células endoteliales
vasculares o receptor del factor de crecimiento, por ejemplo, Inhibidor de VEGF y/o inhibidor de VEGF-R; e inhibidores
de la angiogénesis. Agentes terapéuticos adecuados para su uso en combinacion con los anticuerpos de las
descripcién son inmunosupresores, p. €j., ciclosporina, tacrolimus (FK-506); inhibidores de mTOR, p. ej., sirolimus
(rapamicina) o derivados de rapamicina, p. ej., derivados de rapamicina solubles (p. €j., derivados de rapamicina de
éster, p. ej., CCI-779); inhibidores de COX2, p. €j., celecoxib y variantes de los mismos; y inhibidores de fosfolipasa,
por ejemplo, inhibidores de fosfolipasa citosodlica 2 (cPLA2), por ejemplo, analogos de trifluorometil cetona.

Ejemplos adicionales de agentes terapéuticos que se pueden combinar con un anticuerpo de la divulgacion incluyen
uno o mas de: 6-mercaptopurinas (6-MP); azatioprina sulfasalazina; mesalazina; olsalazina; cloroquina/
hidroxicloroquina (PLAQUENIL®); penicilamina; aurotiomalato (intramuscular y oral); azatioprina; colchicina; agonistas
de los adrenorreceptores beta-2 (salbutamol, terbutalina, salmeterol); xantinas (teofilina, aminofilina); cromoglicato;
nedocromilo; cetotifeno; ipratropio y oxitropio; micofenolato mofetilo; agonistas de adenosina; agentes antitrombéticos;
inhibidores del complemento; y agentes adrenérgicos.

EJEMPLOS

Las siguientes secuencias mostradas en la Tabla 7 incluyen secuencias que se utilizaron a lo largo de los Ejemplos
proporcionados en esta invencion:

Tabla 7: Ejemplos de secuencias

Anticuerpo CTLA-4 scFv anti-humano:
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GGAGGTGGATCTGGAGGTGGCGGTTCAGGCTCTGGCGGAGGCTCAGGTGGTGGAGGATCAG
GCGGAGGTGARATTGTGTTGACACAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGARAAG
AGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAG
CAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCA
TCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACT
GGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGCTCACTTTC
GGCGGAGGGACCAAGGTGGAARATCAARACGTTCCGGAGGGTCGACCATAACTTCGTATAATG
TATACTATACGAAGTTATCCTCGAGCGGTACCCAGGTCCAGCTCGTGCAGACTGGGGGAGS
CCTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATCCACCTTTAGT
AGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGCGCTGGAGTGGEGTCTCAGCTR
TTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGRAGGGCCGGTTCACCATCTT
CAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATCAACACGCCTGAGAGCCGAGGACACG
GCCCTATATTACTGTGCGACAAACTCCCTTTACTGGTACTICGATCTCTGGGGCCGTGGCA
CCCTGGTCACTGTCTCTTCAGCTAGC (SE¢ ID NO: 229)

GCGSGGEGSGSGGGSGEEESCGEGEIVLTOSPCTLSLEPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQ
OKPGQAFPRLLIYGASSRATGIFDRFSGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYCOQYGSSPLTF
CGGTKVEIKRSGGSTITSYNVYYTELSSESGTOVQLVQTCCGYVOPGRSLRLSCAASGETES
SYAMSWVROAPGKGLEWVSAISGSGGSTY YADSVKGRFTISRDNSKNTLY LOMNS LRAEDT
AVYYCATNSLYWYFDLWGRGTLVIVSSAS (SECQ ID NC: 230)

Anticuerpo CD3 épsilon OKT3 scFv anti-humano;

GGAGGTGGATCTGGAGCTGGCEGTTCAGGCTCTGGECGGACGCTCAGETGGCTCCAGGATCAG
GCGGAGGTCAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGETGCAGAACTGGCACGTCCGGETGCAAGCET
TAAAATGAGCTGTAAAGCCAAGCGGTTATACCTTTACCCOGTTATACCATGCATTGGETTAMAA
CAGCGTCCGGGTCAGGETCTGGAATGGATTGGTTATATCAATCCGAGCCGTGGTTATACCA
ACTACAACCAGAAATTCAANGATAAAGCAACCCTGACCACCGATAARAGCAGCAGCACCEL
CTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGCTAT
TATGATGATCACTATTGCCTGGATTATTGGEGTCAGGGCACCACCCTGACCGTTAGCAGCS
GTGGTGGTGGTAGTGGTGGCGGTGOTTCAGECGGTGGCGGTAGCCAGATTGTTCTGACCCA
GAGTCCGGCAATTATGAGCGCAAGTCCGGGTGAAAAAGTTACCATGACCTGTAGCGCCAGC
AGCAGCGTTAGCTATATGAATTGGTATCAGCAGAAAAGCGGCACCAGCCCGAAACGTTGGA
TTTATGATACCAGCAAACTGGCAAGCGGTGTTCCGGCACATTTTCGTGGTAGCGGTAGCGE
CACCTCATATAGCCTGACCATTAGCGGTATCGAAGCAGAAGATGCAGCAACCTATTATTGT
CAGCAGTGGTCAAGCAATCCGTTTACCTITCGTAGTGGCACCAAACTCGAAATTAATCGT
(SEQ ID NO: 231)
GGGSGGGGSGSGGGSGEGGSGGEQVQLOQSGAELARPGASVKMS CKASGY TFTRY TMHWVK
CRPGQGLEWIGY INPSRGYTNYNQKFKDXATLTTDKSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCARY
YDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGESGGGGSQIVLTQSPATMSAS PGEKVTMTCSAS

SSVSYMNWYQOKSGTS PKRWIYDTSKLASGYPAHFRGSGSGTEYSLTISGMEREDAATYYC
QQWSSNPFTFGEGTKLEINR ({SEQ ID NO: 232)
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Anticuerpo Jagged 4D11v2 Anti-humano: Cadena pesada

gaggtgcacctgttggagtctgygggaggcttggtacagectggggyggteectgagactct
cctgtgcagectetggattcacctttageagetatgeeatgagotgggrecgecagyctce
agggaaggggctggagtgggtgtcaagtatigacecggaaggteggeagacatattacyca
gactceogtgaagggccggttcaccatetecagagacaattceaagaacacgetgtatcuge
aaatgaacagcctgagagecgaggacacggecgtatattactgtgegaaagacatecgacgg
caggtcggectttgactactiggggecagggaacectggicaccgtetectecagetagcace
aagggcccatcggictteccectggeacectcetecaagagecacctectagggueacagegy
cectgggetgectggtcaaggactacttececgaaceggtgacggtategtggaactcagy
cgeectgaccageggegtgcacacctteccggetgtectacagtectcaggactectactce
ctcagcagegtggtgaccgtgecctecageagettgggcacccagaccracatetgcaacy
tgaatcacaagcccageaacaccaaggtggacaagaaagttgageccaaatettgtgacaa
aactcacacatgeccacgegtgcccageacctgaactectgggagoacegagtcagtettecte
ttcceeccaaaacccaaggacacecteatgateteccggacccetgagatcacatgegtgg
tggtggacgtgagccacgaagaccctgagatcaagt tcaactggtacgtggacggegtgga
ggtgcataatgecaagacaaagecgcgggaggageagtacaacageacgtaccgtgrggte
agcgtectcacegreotgeaccaggactggetgaatggeaaggagtacaagtgeaagguct
Cccaacaaageccreoccageccccatcgagaaaaccatciccaaagecaaaggogcageoccyg
agaaccacaggtgtacaccctgecccecateecgggaggagatgaccaagaaccaggreage
ctgacctgectggtcaaaggettetatcecagegacategecgtggagrgygagageaaty
ggcagcecggagaacaactacaagaccacgectecegtgetggactecgacggetecettett
cctctacageaagetcaccgrggacaagageaggatagcageaggggaacgretteteatge
tecgtgatgeatgaggetetgecacaaccactacacqacagaagagectencectgretecyy
graaa (SEQ ID NO:233)

EVHLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS SYAMSHVRCAPCKGLEWYVSSIDPEGROTY YA
DSVKGRFTISRDNSENTLY LOMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVATFPAVIQSSGLYS
LSSVVTVPSESLGTQTY ICHVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL
FPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENRYVDGVEVENAKTXPREEQYNSTYRVY
SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNRALPAPILEKTISKARGOPREPQVYTLPPSREEMTENQVS

LTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKXLTVDKSRWQQGNVEST
SVMHEALHNEYTQKSLSLSPCGK (SEQ ID NO:234)

Anticuerpo Jagged 4D11v2 anti-humano: Cadena ligera
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Gacatccagatgacccagtctccatectecetgtetgeatetgtaggagacagagtcacca
tcacttgcecgggcaagtcagageattageagetatttaaattggtatcageagaaaccagy
gaaagcceccltaagetectgatetatgeggeatecagittgcaaagtggggteccatcaagy
ttcagtggeagtggatetygggacagatttcactetcaccateagcagtetgecaacctgaag
attttgcaacttactactgtcaacagacggttgtggegectecgttatioggecaagayac
caaggtggaaatcaaacgtacggtggetgeaccatcrgicttcatettecegecatonygat
gagcagttgaaatctggaactgectetgttgrgrgectgectgaataacttctateccagag
aggccaaagtacagtggaaggtggataacgecetecaatcgggtaactcccaggagaggt
cacagagcaggacagcaaggacagcacctacagectcagcagcaccectgacgetgancaaa
gcagactacgagaaacacaaagtctacgectgcgaagtcacccatcaggagectgagetege
ccgtcacaaagagettcaacaggggagagtgt (SEQ ID NO: 235)

DIQMTQOSPSSLEASYGDRVIITCRASQSISSYLNWYQOKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSR
FSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY YCQOTVVAPPLFGOGTRVELIKRTVAAPSVFIFPPSD
EQLKSGTASYVCLLNNFYPREAKVOWKYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLXK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC (SEQ ID NO: 236}

Anticuerpo.. Jagged 4D11Anti-humano:. Cadena pesada

gaggtgcagctgttggagtcotgggggaggettggtacagectggggggrecctgagaceet
cctgtgcagectetggattecacctttageagetatgecatgagetgggrecgecaggetee
agggaaggggetagagrgggtgtcaagtattgacceggaagqteggeagacatattacgea
gactccegtgaagagecggticaccateteccagagacaaticcaagaacacacetgratenge
aaatgaacagectgagagecgaggacacggcecgtatattactgtgecgaaagacateggeyg
caggteggectttgactactggggecagggaaccetgygicacegtetectcagetageace
aagggcccatcggtcottoecocctggcacectectecaagageacctetyggugucacagegg
ccctgggctgectggatcaaggactactteoccgaaccggrgacggtgtegtgeaactcaqy
cgccctgaccagegacgtgcacacctteceqgectgtectacagtectcaggactctactee
ctcagcagegtgatgacegtgecctecageagettgggeacccagacetacatotgecaacy
tgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagaaagttgagcccaaatcttgtgacaa
aactcacacatgceccacegtgeccageacctaaactectggggggaccateantettecte
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ttccceccaaaacccaaggacacecteatgateteceggacecctgaggtecacatgegtgyg
tggtggacgtgagecacgaagaccectgagglcaagticaactggtacgtggacggegrgga
ggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggageagtacaacageacgtaccgtgrggte
agcgtoctcacegtcctgeaccaggactggetgaatgycaaggagtacaagtgeaaggtct
ccaacaaageccteccagecccecatcgagaaaaccatcicCcaaagecaaagggeagececy
agaaccacaggtgtacacccectgecccecatcecggoaggagatgaccaagaaccaggtcage
ctgacctgectgglcaaaggottetatcecagegacategeegtggagtgggagageaaty
ggcagecggagaacaaclacaagaccacqgeetecegiygctggactecgacgget ettt
cctctacagceaagctcaccgtggacaagageaggtggcageaggggaacgtettercatge
tecegtgatgeatgaggetetgecacaaccactacacgcagaagagecteteectgtetcegg
gtaaa (SEQ ID NO: 237)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFSSYAMSWVROAPGKGLEWYVSSIDPEGROTY YA
DSVKGREFTISRDNSKNTLY LOMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVSSAST
KGPSVEFPLAPSSKSTSCGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVETFPAVLOSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTY LICNVNHKPSNTKV DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL
FPPKPKDTIMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVENAKTKPREEQYNSTYRVY
SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNRKALPAPLEKT ISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTENQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLY SKLTVDEXSRWQOGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 238)

Anticuerpo Activable Anti-Jagged 5342-1204-4D11v2: Cadena ligera

caaggccagtctggeecagtgeaatatttggetegtagygtggtygattgeagyggetggeagy
ggggctegagegatageageggtggetetyggtggtotgageggecgttocgataatcatgg
cggeggttetgacatecagatgacccagtetecatectecctgtetgeatetgtaggagac
agagtcaccatcacttgcecgggcaagtcagagcattageagetatttaaattogtatcage
agaaaccagqggaaaqgccectaagetcectgatctatacggecatecagttngeaaagtggagt
cccatcaaggttcagtggcagtggatetgggacagattticactctcaccatcageagtetg
caacctgaagattttgcaacttactactgtcaacagacggttgtggcgecteecgrtatucy
gccaagggaccaaggtggaaatcaaacgtacqagtgactgcaccatctguecttcatcttece
gecatctgatgagcagrigaaatctggaactgcctetgtigtgtgectgetgaataactte
tatcccagagaggccaaagtacagtggaagqtggataacgecctcecaatcagataacteee
aggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagectcageageacectgac

gctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacycctgecgaagtcacecatcaggge
ctgagetegecegtcacaaagagcettcaacaggggagagtgt (SEQ ID NO: 23%)

QCGQSGOCNIWLVGGDCRGWOCGSSGG5GGSGGLSGREDNHGEGS DIQUTQSPSSLSASVED
RVTITCRASQSISSY LNWYQUKPGKAPKLLIYAASSLOCSCVPSRFSGSGSGTDETLTISSL
OPEDFATYYCQOTVVAPPLEGQGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPEDEQLKSGTASVVCLLNNE
YPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLXKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 240}

Anticuerpo Multiespecifico Anti-Jagged 4D11v2 - anti-CD3 OKT3: Cadena pesada
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GAGGTGCACCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGLCTGGGGGGTCCCTGAGACTCT
CCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGC TGGGTCCGCCAGGCTCT
AGGGAAGGGGCTGGAGTGGETCTCAAGTATTGACCCGGAAGGTCGGCAGACATATTACGCA
GACTCCGTGAAGGGCCCGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGARCACGCTGTATCTGC
AARTGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTETGCGARAGACATCGGCGE
CAGGTCGGCCTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTEGETCACCGTCTCCTCAGCTAGTACC
AAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGES
CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACCGTGTCGTGGAACTCAGS
CGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCEGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGGTGACCCTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAALS
TCAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGT TGACGCCCAAATCTTGTGACAA
AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGEGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGS
TGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGUGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGACGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACARAGTGCAAGGTCT
CCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGRAAACCATCTCCARAGCCARAGGGCAGCCCTG
AGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCRAGAACCAGGTCAGC
CTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCCTGGRGTGGCAGAGCAATG
GGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGEGACTCCGACGGCTCCTTCTT
CCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGRACGTCTICTCATEL
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGE

GTAMGGAGGTGGATCTGGAGGTGGCGGTTCAGGCTCTGGCEGAGGCTCAGETGGTGGAGS
TTAAACAGCGTCCGGGTCACCGTCTGGAATGGATTGETTATATCAATCCGAGCCGTGGT TR

TACCAACTACAACCAGAAATTCAAAGATAAAGCAACCCTCACCACCGATAAARGCAGCAGT
ACCGCCTATATGCAGCTGACGCAGCCTGACCTCAGAGCGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCAC
GCTATTATCGATGATCACTATTGCCTGGATTATTGGGETCAGEGCACCACCCTGACCGTTAG
CAGCGGTGCTGGTGGTAGTCCTCGCGGTGGTTCAGGCGETGGCOGTAGCCACGATTGTTCTG
ACCCAGAGTCCGGCRATTATGAGCGCAAGT CCGGGTGARAARGTTACCATGACCTGTAGCG
CCAGCAGCAGCGTTAGCTATATGAATTGGTATCAGCAGAAAAGC GGCACCAGCCCGRARCG
TTGGATTTATGATACCAGCAAACTGGCAAGCGGTGTTCCCECACATTTTCGTGGTAGCGET
AGCGGCACCTCATATAGCCTGACCATTAGCGGTATGEAACCACARGATGCAGCAACCTATT
ATTGTCAGCAGTGGTCAAGCAATCCGTTTACCTTTGETAGTGCGCACCARACTGGAAATTAA
TCGT (SEQ 1D NC: Z41)
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EVHLLESGGGLVCPGGSLRLSCAASGEFTFS SYAMEWVROAPCGKGLEWVSSIDPEGRQTYYA
DSVKGRFTISRDNSKENTLY LOMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYW LVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSEKSTSCGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSCGALTSGVETFPAVLOSSGLYS
LSSVVTVPSSSLOTQTY ICNVNHKPSNTKV DKKVEPKSCUKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWY VODGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVY
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENRYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDXSRRQOGNVESC
SVMHEALHINAYTQKSLSLSPGKGGGSGGGGSGEGEGSGGGESCEGRVQLOQSGAELARPCA
SVKMSCKASGYTFTRY TMHWVKQRPGQGLEWIGY INPSRGYTNY NQKFKDKATLTTDKSSS
TAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYY DDHYCLDYRGQGTTLTVSSGCGGEGGGGSGGGESQIVL
TOSPAIMESASPGEKVIMTCSASSSVSYMNWYQOKSGTSPKRWIY DTSXLASGVPAHERGSG
SGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQQWSSNPETFGSGTKLEINR (SEQ ID NO: 242)

Anticuerpo anti-Jagged 4D11v2 - anti-CD3 OKT3: Cadena ligera

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTETCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACTA
TCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCAGG
GAMAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCGGCATCCAGT TTGCARAAGTGGGGTCCCATCAAGS
TTCAGTGCCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCALCCTGAAG
ATTTTGCARCTTACTACTGTCAACAGACGGTTGTGGCGCCTCCGTTATTCGGCCAAGGGAL
CAAGGTGGAAATCARACGTACGGTGGCTGCACCATCTCTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT
GAGCAGTTCRAATCTGCAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGCGAAGGTGGATARCGCCCTCCAATCGGGTARCTCCCAGGAGAGTET
CACAGAGCAGGACAGCAAGCACAGCACCTACAGCCTCAGCACCACCCTGRCGCTGANCAAL
GCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAACTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCET
CCGTCACAARAGAGCTTCARCAGCGCAGAGTGTGGAGCTGCATCT GGAGGTGGCGGTTCAGS
CTCTGGCGGAGGCTCAGGTGCTGGAGGATCAGGCGGAGGTCAGGTTCAGCTGCAGCAGAGT
GCTGCAGAACTGGCACCGTCCGGOTCCARGCGTTAALATGAGCTCTAARGCAAGCGGTTATA
CCTTTACCCGTTATRCCATGCATTGGGT TAALCAGCCTCCGEETCAGGGTCTGGAATGGAT
TCGTTATATCAATCCGAGCCGTGGTTATACCRACTACARCCAGRAATTCAAAGATARAGCR
ACCCTGACCACCGATAARAGCAGCAGCACCGCCTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCAG
AGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGCTATTATGATGATCACTATTGCCTGGATTATTG
GGGTCAGGGCACCACCCTGACCGTTAGCAGCGGTGGTGGTGCTAGTGGTGGCGGTGGTTCA
GGCGGTGGCGGTAGCCACGATTGTTCTGACCCAGAGTCCGGCARTTATGAGCCCAAGTCCGE
GTGAAAAAGTTACCATGACCTGTAGCGCCAGCAGCAGCGTTAGCTATATGRAATTGEGTATCA
GCAGAAAAGCGGCACCAGCCCGAMACGTTGGATTTATGATACCAGCAAACTEGCAAGCGET
GTTCCGGCACATTTTCGTGETAGCGGTAGCCOCACCTCATATACCCTGACCATTAGCGGTA
TGGAAGCAGAAGATGCAGCAACCTATTATTCTCACCAGTGGTCARGCAATCCGTTTACCTT
TGCGTAGTGGCACCAAACTGGAAATTAATCGT (SEQ ID NO: 243)
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DIOMTOSPSSLEASVGDRVTITCRASQSISSY LNWYQOKPGKAPKLLIYAASSLOSGVESER
FSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQTVVAPPLEGCGTRVEIKRTVAAPSVFIFPPSD
EQLESGTASYVCLLNNFYPREARVOWKVDNALQSGNSQESVTEGDSKDSTYSLSSTLTLXK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGEGEGGSGSGEGSGGGEESGCEEAVQLCRS
GAELARPGASVKMSCKASGYTFTRYTMHWVKORPGOGLEWIGY INPSRGY TNYNOKFKDKA
TLTTDKSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCARYYDDEYCLDYWHGQGTTLYVESCGGGSGLGES
GGGGSQIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMNWYQQKSGTSPHKRUIYDTSKLASG
VPAHFRGSGEGTSYSLTISGMEAEDAATYYCOQWSSNPFTFGSGTKLEINR (SEC ID
NO: 244)

Anticuerpo activable multiespecifico anti-Jagged-anti-CD3 5342 - 1204-4D11v2—CD3 OKT3: Cadena ligera

CAAGGCCAGTCTGGCCAGTGCAATATTTGGCTCGTAGCTGGTGATTGCAGGGGCTGGCAGS
GGGGCTCGAGCGGTGGCAGCGGTGGCTCTGETCGGTCTGAGCEGCUGTTUCGATAATCATGS
CCGCGGTTCTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGAT
AGAGTCACCATCACTTGCCGCGCARGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTARATTGGTATCAGT
AGARACCAGGGABAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCGGCATCCAGTTITGCARAGTGGGET
CCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTCGGATCTGGGACAGATTTCACTC TCACCATCAGCAGTCTG
CAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGACGGTTGTGGCGCCTCCGTTATTCG
GCCRAGGGACCAAGGTGGAAATCARACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCC
GCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTCTTGTGTGCCTGCTGRATAACTTC
TATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACCCCCTCCAATCGGGTAACTCCT
AGGRGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGAT
GCTGANCAMRGCAGRCTACCAGRARCACARAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGET
CTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGACAGTGTCCAGGTGGATCTGCGAGGTS
GCGGTTCAGGCTCTGGCGGAGGCTCAGGTGGCTGGAGEATCAGGCGGAGGTCAGGTTCAGET
GCAGCAGAGCGGTGCAGRACTGGCACGTCCGGETGCAAGCGTTARARTGAGCTGTAARGCA
AGCGGTTATACCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGE I TAAACAGCGTCCGECTCAGGGTC
TGGARTGGATTGGTTATATCAATCCGAGCCGTGGTTATACCAACTACARCCAGAAATTCAA
AGATAAAGCAACCCTGACCACCGATAARAGCAGCAGCACCGCCTATATGCAGCTGAGCAGC
CTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGCTATTATCGRATGATCACTATTGCC
TGGATTATTGGGGTCAGGGCACCACCCTGACCCTTAGCAGCGETGETGGTGETAGTGGTGEE
CGGTGGTTCAGGCGGTGECGGTAGCCAGATTGTTCTGACCCAGAGTCCGGCARTTATGAGT
GCAAGTCCGGGTGARAAAGTTACCATGACCTGTAGCGCCAGCAGCAGCGTTAGCTATATCGA
ATTGGTATCAGCAGAAMMGCGGCACCAGCCCHBAAACGTTCGATT TATGATACCAGCAAACT
GGCAAGCGGTGTTCCGGCACATTTTCGTGGTAGCGGTAGCGGCACCTCATATAGCCTGALC
ATTAGCGGTATGGAAGCAGAAGATGCAGCAACCTATTATTGTCAGCAGTGGTCAAGCAATC
CGTTTACCTTTGGTAGTGGCACCAAACTGGAAATTAATCGT (SEQ ID NO: 245)
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CGOSGOUNIWLVGGDCRGACGGSSGGSGGSGGLSGRSDNHGEGSDIOMTOSPSELSASVGED
RVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRFSGEGEGTDFTLTISSL
CPEDFATYYCOQTVVAPPLEGQGTKVEIXRTVAAPSVFIFPPSDEQLXSGTASVVCLLNNE
YPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLXRKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGECGGGSGGGEEGSGGGSGEGESGGGAVQLQOSGAELARPCGASVKMSCKA
SGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGY INPSRGY TNYNCKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSS
LTSEDSAVYYCARYYDDHYCLODYWGQGTTLTVSSGGGGSGEEESGEGESQIVLTQSPRIMS
ASPGEKVIMTCSASSSVSYMNWYQQOKSGTS PKRHUIYDTSKLASGVPABFRGSGSGTSYSLT
ISGMEAEDAATYYCQQWSSNPFTEFGSGTXLEINR (SEQ ID NO: 246)

Anticuerpo Multiespecifico Anti-Jagged 4D11v2-anti-CTLA-4: Cadena Pesada

GAGGTGCACCTGTTGGAGTCTGEGGCAGGCTTGGTACAGLCTIGGGGGGTCCCTGAGACTCT
CCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCACCTATGCCATGAGC TGGGTCCGCCAGGCTLC
ACGGAAGGGGCTGGAGTGCETGTCAAGTAT TGACCCECARGETCGGCAGRCATATTACGCRE
GACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCARGARCACGCTGTATCTGT
AAATGAACAGCCTGAGAGCCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAARGACATCGGCGE
CAGGTCGGCCTTTGACTACTCGGGCCAGGGARCCCTEGETCACCGTCTCCTCAGCTAGCACT
AAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCATAGCEE
CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACTGGTCACGGTGTCGTGGAACTCAGS
CGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCEGCTGTCLTACAGTCCTCAGGACTLTACTCC
CTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCRACS
TGAATCACARGCCCAGCAACACCAAGGTGGACARGEAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAA
AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGEGGGACCGTCAGTLTITCCTC
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGETES
TGGTGCGACGTGAGCCACCGAAGACCTTGAGGTCAAGTICAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATARTGCCAAGACAAAGCCGCGGGACGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTETGGTC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTRCAAGTGCAAGGTCT
CCARCAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAARACCATCTCCARAGCCARAGGGCAGCCCCS
AGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGCAGGAGATGACCRAGAACCAGGTCAGT
CTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGCAGAGCAATG
GGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTT
CCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCACAAGAGCAGGTGGCAGCAGCGGRACGTCTTCTCATEC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACARCCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGS
GTAARGGAGGTGGATCTGGAGCTGECGGTTCAGGCTCTGGCEGAGGCTCAGETGGTGGAGS
ATCAGGCGGAGGTGAMATTGTGTTGACACAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGS
GAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGT CAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTSGT
ACCAGCAGRAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATEGTGCATCCAGCAGGGCCAL
TGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGC
AGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCACTATGGTAGCTCACCGCTCA
CTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGCGAAATCAAACGTTCCGGAGGETCGACCATAACTTCGTA
TAATGTATACTATACGAAGTTATCCTCGAGCGCTACCCAGGTGCAGCTGETCCAGACTGGE
GGAGGCGTGGTCCAGCCTGEGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATCCACCT
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TTAGCAGCTATGCCATCGACCTGGGTCCCCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCT
AGCCTATTAGTGGTAGTCGTCCTAGCACATACTACGCACGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACT
ATCTCCAGAGACAATTCCAAGARCACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGAGAGCCGAGG
ACACGGCCCTATATTACTCTGCCACAARCT CCCTTTACTCGTACTTCGATCTCTGGGGCCG
TGGCACCCTGGTCACTGTCTCTTCAGC (SEQ ID NG: 247)

EVHLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS SYAMSWVRQOAPGKGLEWVSSIDPEGRQTY YA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGOGTLVTVSSAST
KCGPSVEFPLAPSCKSTSGETAALGCLYKDYEPEPVTVEWNSGALTSGVETFPAVLOSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPRPELLGGPSVEL
FPPRPRKDTIMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVY
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNRALPAPIEKT I SKAKGOPREEOVY TLPPSREEMTKNQVS
LTCLVRGFYPSDIAVERESNGQPENNYKTTPFVLDSDGSEFLY SKLTVDKSRHQQGNVESC
SVMHEALHNEYTQKSLS LS PGKGGGSGGOGSGECGGGSGEOESCEGELVLTQSPGTLSLSPG
ERATLSCRASQSVSSSYLAWYQOKPGOAPRLLIYGASSRATGI PDRFSGSGSGTRFTLTIS
RLEPEDFAVYYCQQOYGSSPLTFGGGTKVELKEEGGSTITSYRVY YTKLSSSGTQVCLVQTG
GCVVQPGRSLRLSCAASGSTFSSYAMSWYROAPGKGLEWVSAISGSGCSTYYADSVEKGRET
ISRDNSKNTLY LOMNSLRAEDTAVYYCATNSLYWYFDLWCGRGTLVTVSSAS (SEQ 1D
NO: 248)

Anticuerpo multiespecifico .Anti-Jagged 4D11v2-anti-CTLA-4: Cadena ligera

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCA
TCACTTGCCGGGCAAGTCAGACGCATTAGCACCTATTTARATTGGTATCAGCAGAAACCAGS
GAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCGGCATCCAGTTTGCAAAGTGCGEGTCCCATCAAGS
TTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAG
ATTTTGCARCTTACTACTGTCAACAGACGGTTGTGGCGCCTCCGTTATTCGGCCAAGGGAC
CAAGCTGGAAATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTYCCCGCCATCTGAT
GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTETGTGCCTGCTCAATAACTTCTATCCCAGAL
AGGCCAMAGTACAGTGGAAGGTGGATARCGCCCTCCAATCGEGTAACTCCCAGGAGAGTGT
CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGANCAAA
GCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGUCTGAGLCTCGE
CCGTCACAMAGAGCTTCAACAGGGCAGAGTCTCGAGGTGCATCTGGRAGGTGGCGETTCAGS
CTCTGGCGGAGGCTCAGGTGETCGGAGGATCAGGCGGAGGTCAAATTGTGTTCGACACAGTCT
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CCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGARAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCACR
CTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTCGCCAGGCTCCCAGGCTCCT
CATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGT TCAGTGGCAGTGGGTCT
GCGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTCARGATTTTGCACTGTATTACT
GTCAGCAGTATGGTAGCTCACCCGCTCACTTTCGGCGEAGEGACCAAGGTGGARATCAAACG
TTCCGGAGGGTCGACCATAACTTCCTATAATGTATACTATACGRAGTTATCCTCGAGCGET
ACCCAGGTGCAGCTGGTGCACGACTGGGGEGAGGCGTGCETCCAGCLTGGGAGGTCCCTGAGAL
TCTCCTGTGCAGCCTCTGGATCCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGET
TCCAGGGAMGGGGCTGCACGTCGETCTCAGCTATTAGTCGTACTGGTGOTAGCACATACTAL
GCAGACTCCGTGRAGGCCCEGTTCACCATCTCCAGAGACAATTC CAMGARCACGCTGTAT
TGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGACAAACTCCCT
TTACTGGTACTTCGATCTCTGGGGCCGTGGCACCCTEGOTCACTGTCTCTTCAGCTAGT
(SEG ID NO: 249)
DIOMTOSPSSLEASVGDRVTITCRASQS IS SYLNWYQOKPGKAPKLLIYAASSLOQSGVESR
FSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQTVVAPPLEGOGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSD
EQLESGTASVVCLLNNEYPREARKVOWKYDNALQSGNSQESVTEQDSXDSTYSLSSTLTLXK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGSGGGGESGSGEGSGGGESGGGEIVLTQOS
PGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSY LAWYQQKPGOAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGS
GIDEFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYGSSPLTFGGGTKVEIKRSGGSTITSYNVYYTKLSSSG
TOVQLVQTGGGVVQPGRSLRLSCAASGSTEF SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSALSGSGGSTYY
ADSVKGRFTISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCATNSLYWY FDLWGRGTLVTVSSAS
(SEQ ID NO: 250)

Anticuerpo Activable Multiespecifico Anti-Jagged-anti-CTLA-4 5342-1204~4D11v2—CTLA-4: Cadena ligera ¢

CAAGGCCAGTCTGGCCAGTGCAATATTTGGCTCGTAGGTCGTGATTGCAGGGGCTGGCAGS
GGGGCTCGAGCGGTGGCAGCGETGGCTCTGETGGTCTGAGCGGCCGTTCCGATAATCATES
CGGCGGTTCTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGAC
AGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGT
AGAARCCAGGGAAAGCCCCTAARGCTCCTGATCTATGCGGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGET
CCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGCGATCTGGCACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTG
CAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGACGGTTGTGGCGUCTCCGTTATTCS
GCCAAGGGACCAAGGTGGAMATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCC
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GCCATCTGATGAGCAGTTCAAATCTGGAACTGCCTCTCTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTC
TATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACCGCCCTCCAATCGGGTAACTCCT
AGGACGAGTGTCACAGAGCAGCGACAGCARGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGAC
GCTGANCAMAGCAGACTACGAGRAACACAANGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGET
CTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTGGAGGTGGATCTGGAGGTG
GCGGTTCAGGCTCTGGCGCACGCTCAGGTGGTGGAGCGATCACGC GGAGGTCGARATTGTCGTT
GACACAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGCAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGS
GCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGARACCTGGCCAGGCTT
CCAGGCTCCTCATCTATGGTCCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGE
CAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCR
GTGTATTACTGTCAGCAGTATCGTAGCTCACCGCTCACTTTCCECGGAGGGACCAAGGTEE
AAATCARACGTTCCGGAGGCTCGACCATARCTTCCTATAATGTATACTATACGAAGTTATC
CTCGAGCGGTACCCAGGTGCAGCTGGTGCAGACTGGEGGAGCGCETGGTCCAGCCTGGGAGS
TCCCTCGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATCCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGEE
TCCGCCAGGCTCCAGGGARAGGGECTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGCTGGTGGTAG
CACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAAC
ACGCTGTATCTGCAMATCAACAGCCTGAGAGCCCGAGEACACCECCCTATATTACTGTGCGA
CAAACTCCCTTTACTGGTACTTCGATCTCTEGGGCCETEGCACCCTGGTCACTGTCTCTTC
AGCTAGC (SEQ ID NO: 251)

QGOSGOCNIWLVGGDCRGROGGSSCGSGES GG LSGREDNHGEGS DIQMTQSPSSLSASVED
RVTITCRASQSISSYLNWYQUKPGKAPKLLIYAASSLOQSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYCQQTVVAPPLFGQGTRVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLXRADYEKHKVY ACEVTHQSG
LSSPVTKSFNRGECGGGSGEGESGSGGGEGEEESGGEEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCR
ASQSVSSSYLAWYQOKPGCAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDEA
VYYCOQYGSSPLTFGGGTKVEIKRSGGSTITSYNVYYTKLSSSGTQVQLVQTGGGVVQPGR
SLRLSCAASGSTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWNVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRONSKN
TLYLOMNSLRAEDTAVYYCATNSLYWYFDLWGRGTLVTVSSAS (SEQ ID NO: 252)

Anti-EGFR .c225v5 : Cadena Pesada de Anticuerpos

caggtgcagctgaaacagagceggcccgggectgatacagecgagecagagectgageacta
cctgcaccgtgageggetttagectgaccaactatagegrgecattgggtgegecagagece
gggcaaaggcctggaatggetgggegtgatttggagoggeggcaacaccgattataacace
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cegtttaccagecgectgageattaacaaagataacagcaaaagecaggtgititttaaaa
tgaacagccltgecaaagecaggataccegegattrattatigegegegegegetgacetatta
tgattatgaatttgegtattggyggccagggeacectagtgacegtgagegeggetageace
aagggceccatcggtettecocctggeacectectecaagageacctetggagacacagegy
cectgggetgectggieaaggactacttececgaaceggtgacggtgtegtggaactcagyq
cgceectygacecageggegtgeacacottcecggetgtectacagtecteaggactcractee
ctecageagegtggtgacegtgecctecageagettgugcacecagacetacatetgeaacy
tgaatcacaageccageaacaccaaggtggacaagaaagttgageccaaatettygrgacaa
aactcacacatgceccacegtygoeccageacctgaacteoctggggggacegteagtertecte
tteococcaaaacecaaggacaccetecatgatetecegygacoectgaggtecacatgegtgy
tggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggegtgga
ggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtacegtgtggte
agcgtectcacegtectgecaccaggactggetgaatggcaaggactacaagtycaaggtet
¢caacaaagceccteccageccecategagaaaacecateciccaaagecaaaggycagecceyg
ajaaccacaggtgtacacccetgeecccateecgggatgaactgaccaagaaccagqteage
ctgacctgcectggtcaaaggettetatececagegacategecgtagagrgygacageaatyg
ggcagccggagaacaactacaagaccacgeeteccegtgetggactecgacggetectictt
cctctacagcaagetcaccgtggacaagagceaggtggcagecaggggaacgtettetcatge
tccgtgatgeatgaggetctgcacaaccactacacgcagaagagectetecetgtotecgy

gtaaatga (SEQ ID NC: 253)
QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVEWVRQS PGKGLENLGY IWSGGNTDYNT

PFTSRLS INKDNSKSQVEFEFKMNSLQSQDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVIVSAAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPEPVTVSWNSGALTSGVATFPAVLOSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICHVNHKPSNTKY DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFL
FPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAXTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGCPREPQVYTLPPSRDELTENQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS DGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 254)

Anticuerpo anti-EGFR C225v5: Cadena Ligera

CAGATCTTGCTGACCCAGAGCCCGGTGATTCTGAGCGTGAGCCCGGGCGAACGTGTGAGCT
TTAGCTGCCGCGCGAGCCAGAGCATTGGCACCAACATTCATTGETATCAGCAGCGCACCAA
CGGCAGCCCGCGCCTGCTGAT TAPATATGCGAGCGAAAGCATTAGCGGCATTCCGAGCCGEC
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TTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCCGATTTTACCCTGAGCATTARCAGCGTGCGAAAGCGAAG
ATATTGCGGATTATTATTGCCAGCAGAACAACAACTCCCCGACCACCTTTGGCGCGGGCAT
CAAACTGGAACTGARACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT
GAGCAGTTGAAATCTGCAACTCCCTCTGTTGTCTCGCCTECTCAATRACTTCTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGCGATAACGCCCTCCAATCGGGTARCTCCCAGGAGAGTGT
CACRGAGCAGGACAGCAACGACAGCACCTACAGCCTCAGCACCACCCTGACGCTGAGCAAR
GCAGACTACGAGAARCACAAAGTCTACGCCTGCGARGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGT
CCGTCACAMAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT (SEQ ID NO: 285%5)

QILLTQSPVILSVEPGERVSFSCRASOSIGTNIHWYOQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSR
FSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADY YCOQONNNWPTTEGAGTKLELKRTVAAPSVEIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFYPREARVOWKVDNALOSGNSCESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKNKVYACEVTHQGLSSPVIKSENRGEC (SEQ ID KNO: 25€)

Anticuerpo Anti-EGFR C225v5: Cadena pesada

caggtgcagctgaaacagageggeccgagectggbgeagecgagecagagectgageatta
cctgcacecgtgageggetttagectgaccaactatggecgtigecat tgaglgcgecagagece
gggcaaaggcctggaatggctgggcgtgatttggageggeggcaacaccgatktataacace
cegtttaccagecgectgageattaacaaagataacagcaaaagecaggtgttttitaaaa
tgaacagcectgcaaagcaacgataccgegatttattatigegegegegegetgacetatta
tgattatgaatttgcgtatiggggccagggcaccetggigaccgtgagogeggetagcace
aagggcccatcggtctteccectggcacecteetecaagageacctetggygucacageqgy
cecctgggetgectggtcaaggactactteccegaaceggtrgacgygtgtegtggaactcagg
cgcectgaccageggcgtgeacacctteecgactgtectacagtectcaggactetactcee
ctcagcagegtggataacegtgecctecageaqgettgggracccagacctacatetgecaacy
tgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagegegttgageccaaatcttgtgacaa
aactcacacatgcccaccegtgeeccagecacctgaactectgggggagaccegtecagtettecte
ttecceccccaaaacecaaggacaccctecatgatectececggaccectgaggt cacatgegtyy
tggtggacgtgaaccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggegtgga
ggtgcataatgceccaagacaaagecgcegggaggageagtacaacageacqgtacegtgtggte
agecgtcectcacegteoctgcecaccaggactggcectgaatggeaaggagtacaagtacaaggucet
ccaacaaagcccteccageccccatcgagaaaaccatetccaaageraaaggacageecey
agaaccacaggtgtacaccctgeccccatecegggatgaactgaccaagaaccaggteage
ctgacctgectggtcaaaggettetatoccageqgacatcgecgtggagtgggagageaaty
ggcagcecggagaacaactacaagaccacgectecegrgetggactecgacggetectictt
cetetacageaagctecaccegtggacaaqageagdatageagecaggagaacqgtettercatge
Lecgtgatgeatgaggetetgeacaaccactacacgeagaagagecteteectgteteegg
gtaaa (SEQ ID NO: 257)
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QVQLKOSGPGLVOPSCSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPCKCLEWLGVIWSGEONTDYNT
PETSRLSINKDNSKSQVEFKMNSLOSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGRGTLVTVSAAST
KGFSVFPLAPSSKETEGETAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVATFPAVLGSSGLYS
LSSYVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAFELLGGPSVEL
FPPEKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAXTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNEALFAPIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSRDELTENCQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT PPVLDS DGSFFLYSKLTVDKSRUQCGNVESC
SVMHEALENHYTCKSLSLSPGK (SEQ ID NC: 2353)

Anticuerpo Anti-EGFR C225v5: Cadena ligera

Gacggtacccagatcttgetgacccagageecggtgatictgagegtgageeccggygcgaac
gtgtgagctttagetgecgegegagecagageattggeaceaacattcattgatatcagea
gegecaccaacggcageccgegectgetgattaaatatgegagegaaageattageggeatt
ccgagecgetttageggeageggcageggecacegattittacectgagecattaacagegtgyg
aaagcgaagatattgcggattattattgecageagaacaacaactggecgaccacetitgg
cgcgggcaccaaactggaactgaaacgtacgatyggetgecaccatetgtettecatetteceg
ccatctgatgagcagttgaaatotggaactgeetctgtigtgtgectgetgaataacttct
tcccagagaggcecaaagtacagtggaaggtggataacgecctecaatecgggtaactecca
ggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagecctcagcagecaccetgacy
ctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtetacgeotgegaagtcacecatcagggee
tgagctegecegtcacaaagagcttcaacagaggaacy (SEQ ID NO: 259)

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSR
FSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADY YCQONNNWPTTEFGAGTKLELXRTVAAPSVFIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSCESVTEQDEKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC (SEQ ID NO: 260)

Anticuerpo Anti-EGFR C225v4: Cadena pesada
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caggtgcagetgaaacagageggceecgggectggtgeagaecgagecagagectgageatta
cetgecacegtgageggetttagectgaccaactatgaegtgealtgggtgegecagaqece
gggcaaaggcectggaatggcetgggegtgat ttggagegygeggeaacacegattataacace
cegtttaccagecgectgageattaacaaagataacageaaaagccaggtgttttitaaaa
tgaacagcectgeaaageaacgatacegegatttattatigegegegegegetgacctatta
tgattatgaatttgegtatiggggecagggeaccetggtgancgtgagegeggetageace
aagggcccatcggtettecacctggcacectectecaagageacctetggggaeacagegg
cectgggetgectggteaaggactactteccegaaceggtgacggtgtegtggaactcagg
cgeectgaccageggegigeacacecttcecggetgtiectacagtecteaggactcractec
ctcagcagegtggtgacegtgecctecageagettgggeacccagacctacatctgeaacy
tgaatcacaagcccagecaacaccaaggtggacaagaaagttgageccaaatettgtgacaa
aactcacacatgcccaccgtgceccageacctgaactectgggyuggaacegtcagtettcecte
ttcecceccaaaacccaaggacacectcatgateteceggaccectgagatcacatgegtgyg
tggtggacgtgagccacgaagacectgaggtcaagt tecaactggtacgtggacsgegigga
gatgcataatgccaagacaaagccgegggaggageagtacaacagcacgtacegtgtggte
agcgtectecacegtectgeaccaggactggetgaatggcaaggaatacaagtacaaggtct
¢caacaaagecceteccagecccecategagaaaaccatectccaaagccaaaggucageccey
agaaccacaggtgtacaccctgoceccatcecgggatgaactgaccaagaaccaggteage
ctgacctgectgatcasaggettetateccagegacategecgtugagtgygagageaaty
ggcagccggagaacaactacaagaccacgectecegigetggactecgacggeteetictt
cectctacagceaagetcaccgtggacaagageaggtggeageaggggaacgtetteteatge
tccgtgatgcatgaggetctgeacaaccactacacgcagaagagectetecetoterecgg
gtaaatga (SEQ ID NC: 261)
CVQOLKQSGPGLVOPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHEWVROS PCKELEWLGVIWSGGNTDYNT
PFTSRLS INKDNSKSQVFFKMNSLOSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTIVSAAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAARLGCLVKDYF PEPVTVSWNSGALTSGVHETFPAVLOSSGLYS
LSSYVTVPSSSLGTOQTY ICNVNHKPSNTKY DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVHNAXTKPREEQYNSTYRVY
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRDELTENQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGRPENNYKTT PPVLDS DGSFFLYSKLTVDKSRUQOGNVESC
SVMHEALHENHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: Z62)

Anticuerpo Anti-EGFR C225v4: Cadena Ligera
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Cagatcttgetgacccagageceggtgattetgagegtgagecegggegaacgtygtgaget
ttagetgecgegegagecagageatiggeaceaacattcatiggtateageageygcacecaa
cggcagcecgegectgetgattaaatatgcgagcgaaageattageggcatteccgageege
tttagcggeageggeagaggeaccegattitaceetgagecattaacagegtggaaagegaaqg
atattgcggattattatigecagcagaacaacaactggecgaccacctttggegegyycac
caaactyggaactgaaacgtacggtggetgcaccatetgicttcatetteecgecatcrgat
gagcagttgaaatctggaactgectetgttgtgtgectgetgaataacttetateccagag
aggccaaagtacagtggaaggtggataacgeectecaategggtaacteecaggagagtgt
cacagagcaggacagcaaggacageacctacagectcagecageacectgacgetgagcaaa
gcagactacgagaaacacaaagtctacgectycgaagtcaceccatcagageetgagetege
ccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgttag (SEQ ID NO: ZE3)

QILLLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQURTNGSPRLLIKYASESISGIPSR
FSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADY YCOONNNWPTTEGAGTKLELKRTVAAPSVELIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALCSGNSUESVTEQDSKDSTYSLESTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC (SEQ ID NG: 2€4)

Anticuerpo Anti-EGFR C225v6: Cadena pesada

caggtgcagetgaaacagageggceecgggectggtgeagecgagecagagectgageatta
cectgcacegtgageggettiagectgaccaactatggegtgeat tgggtgegecagagece
gggcaaaggectggaatggctgggcgtgat trggageggcggcaacaccgattataacace
cegtttaccagecgectgageattaacaaagataacagcaaaagecaggtgttirttaaaa
tgaacagcctgcaaagecaggataccgegatttattattgegegegegegetgacetatta
tgattatgaatttgegrattggggecagggeacectggtgaceyngagegcggcrageace
aagggcccatcgatetreccectggecacectectecaagageacctctggagucacageqgy
cectgggetgectgatcaaggactacttececgaaccggrgacggtgtogtggaactcagyg
cgcectgaccageggcgigeacacctteceggetgtectacagtectecaggactctactee
ctecagcagegtggtgaccgtgeoctecageagcet tgggcacecagacctacatetgeaacy
tgaatcacaagcccagcaacaccaaqggtggacaagaaagttgagcccaaatcttgtgacaa
aactcacacatgcccacegtgeccageacetqaaactectgggggaaccgtcagtetrecte
ttecocccaaaacecaaggacacectecatgatctaocggaccectgaggt cacatgcegrygy
tggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggegtgga
ggtgcataatgccaagacazaagccgogggaggageagracgecagcacgtacegrgrggte
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agcgrtecteacegtectgeaccaggactggetgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtet
ccaacaaageccteccageecccatcgagaaaaccatotecaaagecaaagggeageeccey
agaaccacaggtgtacacccetgececcatecegggaigaactgaccaagaaccagqgtcage
ctgacctgeetggtcaaaggettctateecagegacategeegtggagtgagagageaaty
ggcagecggagaacaactacaagaccacqgectecegrgetggactecgacgaetectrett
cctetacageaagcetcaccgtggacaagageaggtggeadgeaggggaacqgtecttetcatge
tecgtgatgeatgaggetctgeacaaccactacacgecagaagagecteteectgtectecygy
gtaaatga (SEC ID NC: 263)

QVQLKQSGPGLVCPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVEWVROSPCGKCGLEWLGVIWSGGNTDYNT
PFTSRLS INKDNSKSQVEFFKMNSLOSQDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF PEPVTVSWNSCGALTSGVATFPAVLOSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTRY DKKVEPKSCOKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL
FPPRPRDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNEALPAPIEKTI SKAKGQPREPOVYTLPPSRDELTENQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT PPVLDS DGSFFLYSKLTVDKSRUQCENVESC
SVMHEALENHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NC: 266)

Anticuerpo .Anti-EGFR C225v6: Cadena ligera

Cagatcttgetgacccagageceggtgattetgagegtgagecegggegaacgtygtgayct
ttagctgcecgegcgagecagagcattggecaccaacattcattggtatcagcagecgcaccaa
cggcagcecgegectgetgattaaatatgegagegaaagcattageggeattecgagecge
tttagceggeageyggcageggeaccgattttacectygagecattaacagegtggaaagegaay
atattgcggattattattigccagcagaacaacaactggcecgaccacctttggeccgggeac
caaactggaactgaaacgtacggtggctgcaccatectgticttecatcttecegecatetgat
gagcagttgaastctggaactgectetgttgtgtgectgetgaataacttetateecagag
aggccaaagtacagtggaaggtggataacgecctecaatcgggtaactoccagoagagrge
cacagagcaggacagcaaggacagcacctacagectcagcageacectgacgetgageaaa
gcagactacgagaaacacaaagtctacgectgcgaagtcacccatecagggectgageicge
ccgtcacaaagagettcaacaggggagagtgrtag (SEQ ID NO: 267)

CILLTOSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYCORTNGSPRLLIKYASESISGTIPSR
FSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCOQNNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSD
EQLESGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTIEGDSXDSTYSLESTLTLSK
ADYEXHXVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC (SEQ ID NG: 2683

Anticuerpo activable anti-EGFR 3954-1204-C225v5: Cadena Ligera:

[Espaciador (SEQ ID NO: 283)][Mascara (SEQ ID NO: 284) ][Enlazador 1 (SEQ ID NO: 285)][1204 Sustrato (SEQ ID

NO: 286)j [XADNer 2 (SEQ ID NO: 287)][C225v5 cadena ligera (SEQ ID NO: 255)j
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[caaggccagtctggecag) (tgcatctecacctegtggitgtecggacggeccatacgtcea
tqgtacggctecgageggtgocagegatggctictgatggatecggl ] (ctgageggecgttee
gataatcat] [ggcagtageggtace] [cacatctigctgacccagagoccggigattcty
agcgtgagaeecgygegaacgtgtgagetttagetgeogegegagecagageattggeacca

acattcattggtaltcagcagegeaccaacggeagecegegcetgetgattaaatatacgaq
cgaaagcattagcggcattecgagecgetttageggrageggecageggeaccgatitiace
ctgagcattaacagegtggaaagegaagatattgeggattattattgccageagaacaaca
actggccgaccacctttggegcgggeaccaaactggaactgaaacgtacggtggetgcace
atctgtcttcatcttceegecatetgatgagecagttgaaatectgoaactgectetgtigtg
tgcctgctgaataacttetatcccagagaggecaaagtacagtgaaaggtggataacgece
tccaatcgggtaactcccaggagagtgtecacagagcaggacagcaaggacageacctacayg
cctcagcagcaccctgacgetgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgeetge
gaagtcacccatcagggectgagetegeecgtcacasagagettcaacaguggagagigtt
ag]l (SEQ ID NO: 249)

[Espaciador (SEQ ID NO: 46) ]J[Mascara (SEQ ID NO: 77) ]J[Enlazador 1 (SEQ ID NO: 288)1 [1204;Sustrato (SEQ ID

NO: 26) ] [Xiafcer .2 (SEQ ID NO: 289)][C225v5 (SEQ ID NO: 256)]

[QGOSGQ ] [CISPRGCPDGRYVMY] [GSSGGSGGSGESG] | LSGRSDNH | [ GSSGT] Q1L
LTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNI EFWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSREFSG
SGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQONNNWEPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVEFIFPPSDEQL
KSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQEGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY
EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC*] (SEQ ID NO: 270)

Anticuerpo multiespecifico anti-EGFR C225v5 - Anti—CD3 OKT3: Cadena pesada

CAGGTGCAGCTGRARCAGAGCGGCCCGGGCCTGGTGCAGCCGAGCCAGAGCCTGAGCATTA
CCTGCACCCGTGAGCGGCTTTAGCCTGACCAACTATGECETGCATTGGGTGCGCCAGAGCCT
GGGCAAAGGCCTGGAATGGCTGGGCGTGAT TTGGAGCEGCGCCAACACCGATTATAACACT
CCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACAAAGATAACACCAAAACCCAGGTGTTTTTTAAAR
TGAACAGCCTGCAARGCCAGGATACCGCGATTTATTATTCGCCCECGCGCGCTGACCTATTA
TGATTATGAATTTGCGTATTGGGGCCAGGGCACCCTECTGACCETGAGCGCGGCTAGCACT
AAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCALCTCTGGGGGCACAGCGG
CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGETGACCGTGTCGTGGAACTCAGE
CGCCCTGACCAGCGGCGTCCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
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CTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACG
TGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGARAGTTCACCCCARATCTTGTGACAA
AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGEGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAAAACCCAACGACACCCTCATGATCICCCGCACCCC TCGAGGTCACATGCGTCE
TGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGETACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCCGCGGGAGGAGCACGTACAACAGCRCGTACCETCTGGTC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTCGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCT
CCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCARAGGGCAGCCCCE
AGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCEGGATGAACTGACCARGAACCAGGTCAGC
CTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGCAGAGCAATG
GGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGHACTCCGACGGCTCCTTCTT
CCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGEGGAACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGE
GTAAAGGAGGTGGATCTGGAGGTECCGGTTCAGGCTCTGGCEEAGGCTCAGCTGGTGGAGE
ATCAGGUGGAGGTCAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGGTGCAGAACTGGCACGTCCGGGTGCA
AGCGTTRARATGAGCTGTAAAGCRAGCGGTTATACCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGE
TTAAACAGCGTCCGGGTCAGGGTCTCGAATGGATTGGTTATATCAATCCGAGCCGTGGTTA
TACCAACTACAACCAGAAATTCARAGATARAGCAACCCTGACCACCGATAARAGCAGCAGC
ACCGCCTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCAC
GCTATTATGATGATCACTATTGCCTGGATTATTGGGGTCAGEGCACCACCCTGACCGTTAG
CAGCGETGGTGGTGGTAGTGGTGGCGGTGGTTCAGGCGGTGCUEGTAGCCAGATTGTTCTG
ACCCAGAGTCCGGCAATTATGAGCGCAAGTCCGGGTGARAAAGTTACCATGACCTGTAGCG
CCAGCAGCAGCGTTAGCTATATGAATTGGTATCAGCAGAAAAGCGGCACCAGCCCGARMACG
TTGGATTTATGATACCAGCAAACTCGGCAAGCGETGTTCCCGCACATTTTCGTGGTAGCGET
AGCGCCACCTCATATACCCTCGACCATTAGCGGTATGGAACCAGAAGATGCAGCAACCTATT
ATTGTCAGCAGTGGTCAAGCAATCCGTTTACCTTTGETAGTGGCACCARACTGGAARATTAA
TCGT (SEQ ID NO: 271)

QVQLKQSGPGLVCPSCSLSITCTVSGFSLTNYGVHRVRQSPCKCLEWLGVIWSGGNTDYNT
PFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLOSQDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAAST
KGFSVFPLAPSSKETEGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVATFPAVLGESGLYS
LSSYVTVPSSSLGTQTY ICNVNHXKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAFPELLGGPSVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT PPVLDS DGSEFFLYSKLTVDKSRUQQGNVESC
SVMHEALENHYTCKSLSLSPGKGGGSCEEGEGEGGGEGEEESEECOVQLOOSCGAELARPCA
SVKMSCKASGYTFTRY TMHWVXQRPGOGLEWIGY INPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSS
TAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGEGGSGGGGSGGEGESQIVL
TQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMNWYQCKSGTSPERWIYDTSKLASGVPAHFRGSG
SGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQOWSSNPFTFCSGTKLEINR (8SEQ 1D NO: 272)

Anticuerpo multiespecifico anti-EGFR C225v5 ~ Anti-CD3 OKT3: Cadena Ligera
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CAGATCTTGCTGACCCAGAGCCCGGTGATTCTCAGCGTGAGCCCGGGCGAACGTGTGAGCT
TTAGCTGCCGCGLGAGCTCAGAGCATTGGCACCAACATTCATTGG TATCAGCAGCGCACCAA
CGGCAGCCCGCGCCTGCTGAT TARATATGCGAGCGARAGCATTAGCGGCATTCCGAGTCGC
TTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGATTTTACCCTGAGCATTAACAGCGTGCAAAGCGAAC
ATATTGCGGATTATTATTGCCAGCAGAACRACAACTGGCCEACCACCTTTGGCGCGGGCAL
CAAACTGGAACTGAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT
GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTCTGCCTGCTCAATARCTTCTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGEGTAACTCCCAGGAGAGTGT
CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCARA
GCAGACTACGAGAMACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTLGE
CCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGT GTGGAGGTGGATCTGGAGGTGGCGGTTCAGE
CTCTGGUGGAGGCTCAGGTGGTGGAGGATCAGGCGGAGGTCAGETTCAGCTGCAGCAGAGC
GGTGCAGAACTGGCACGTCCGGGTGCAAGCGTTARAATGAGCTGTARAGCARGCGGTTATA
CCTTTACCCGTTATACCATGCATTGEGTTAAACAGCGTCCGGETCAGGGTCTGGAATGGAT

TGGTTATATCAATCCGAGCCGTGETTATACCAACTACAACCAGAAATTCRAAGATARAGCA
ACCCTGACCACCGATAAAAGCAGCAGCACCGCCTATATGCACCTGAGCAGCCTGACCTCAG
AGCGATACCGCAGTTTATTACTGTCGCACGCTATTATGATGATCACTATTGCCTGGATTATTG
GGGTCACGGCACCACCCTCACCGTTAGCAGCCETGGTCECTGCTAGTGOTGGCGETGOTTCA
GGCGGTGGCGGTAGCCAGATTGTTCTGACCCAGAGTCCGGCAATTATGAGCGCAAGTCCCE
GTGRAARAAGTTACCATGACCTGTACGCGCCAGCAGCAGCGTTAGC TATATGAATTGGTATCA
GCAGAAAAGCGGCACCAGCCCGAAACGTTGGATTTATCATACCAGCARARCTGGCAAGCGGET
GTTCCGECACATTTTCOCTGGTAGCGGTAGCGCGCACCTCATATACCCTGACCATTAGCEGTA
TGGAAGCAGAAGATGCAGCAACCTATTATTGTCAGCAGTGGTCAAGCAATCCGTTTACCTT
TGGTAGTGGCACCARACTGGAAATTAATCGT (SEQ ID NG: 273)
QILLTQSPVILSVEPGERVSEFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSR
FSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADY YCOONNNWPTTEGAGTKLELKRTVAAPSVEIFPPSD
EQLEKSGTASVVCLLNNFYPREARVOWKVDNALCSGNSCESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGECGGGEGEGESCSCEGSGOGGSEEGRVOLOQS
GAELARPGASVKMSCKASGYTEFTRYTMHWVKORPGOGLEWIGYINPSRGY TNYNCKFKDKA
TLTTDRSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWCQGTTLTVSSCGGGSGGGES
GGGGSQIVLTQSPAIMSAS PGERVIMTCSASSSVSYMNWYQUKSGTSPKRWIY DTSKLASG
VPAHERCSGSGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQOWSSNPFTFGSGTXLEINE (SEQ 1D
NO: 274)

Anticuerpo activable multiespecifico Anti-EGFR - anti-CD3 3954-1204-C225v5-OKT3: Cadena ligera
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CAAGGCCAGTCTGGCCAGTGCATCTCACCTCGTGGTTGTCCGGACGGCCCATACGTCATGT
ACGGCTCGAGCGGTGCCAGCGGTGOCTCTGEGTGGATCOGETCTGAGCGGCCGTTCCGATAA
TCATGGCAGTAGCGGTACCCAGATCTTGCTGACCCAGAGCCCGETGATTCTGACCGTGAGT
CCGGGCGARCGTGTGAGCTTTAGCTGCCGCGCGAGCCAGAGCATTGGCACCAACATTCATT
GGTATCAGCAGCGCACCAACGGCAGCCCGCGUCTGUTGAT TAAATATGCGAGCGAAAGCAT
TAGCGGCATTCCGAGCCGCTTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCCGATTTTACCCTGAGCATT
AACAGCGTGGAMAGCGAAGATATTGCGGATTATTATTGCCAGCAGARCAACAACTGGCCGA
CCACCTTTGGCGCGGGCACCAAATTGCAACTGAAACGTACGETCGCTGCACCATCTGTCTT
CATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGARATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCITGCTE
AATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACACTGGAAGGTCGATAARCGCCCTCCAATCGE
GTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCARGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAG
CACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAALCARCAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACC
CATCAGCGCCTGAGCTCCCCCGTCACARAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTGCGAGCGTGGAT
CTGGAGGTGGCGGTTCAGGCTCTCGCGGAGGCTCAGGTGGTGGAGGATCAGGCGGAGGTCA
GGTTCAGCTGCAGCACGAGCGGTCCAGAACTGCCACGTCCOGCTCCAAGCGTTAARATGAGT
TGTAAAGCAAGCGGTTATACCTTTACCCGT TATACCATCGCATTGCGGTTARACAGCGTCCGG
GTCAGGGTCTGGAATGCATTGGTTATATCAATCCGAGCCCTCGGTTATACCAACTACRACCA
GAAATTCAAAGATARAGCAACCCTCACCACCGATARAAGCAGCAGCACCGCCTATATGCAG
CTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGCTATTATGATGATC
ACTATTGCCTGGATTATTCGGGTCAGGGCACCACCCTCGACCCTTAGCAGCGETGGTGGETGE
TAGTGGTGGCGGTGGT TCAGGCEETGGCGGTAGCCAGATTGTTL TGACCCAGAGTCCEGCA
ATTATGAGCGCAAGTCCGGETGANAAAGTTACCATGACCTGTACCGCCAGCAGCAGCETTA
GCTATATGAATTGGTATCAGCAGAAAAGCGGCACCAGCCCCGARACCTTGGATTTATGATAC
CAGCAAACTGGCAAGCGETCTTCCGGCACATTTICGTGETACCEGTAGCGGCACCTCATAT
AGCCTGACCATTAGCGGTATGCGANGCAGARCGATGCACGCAACCTATTATTIGTCAGCAGTGGET
CAAGCAATCCGTTTACCTTTGCTAGTGGCACCARACTGCAAATTAATCGT (SEQ ID
NO: 275)
QGOSGOCISPRGCPDGPYVMYGSSGGSGGSGCGSGLSGRSDNHESSGTQLILLTQSPVILSVS
PGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTLFTLSI
NSVESEDIADYYCQONNNW PTTFGAGTKLELKRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNEY PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHRVYACEVT
HQGLSSPVITKSFNRGECGGGSGLGESGSGGESCGEEGSGGEQRVQLOQSGAELARPGASVKMS
CEASGYTFTRYTHMEWVKCRPGRGLEWIGY INPSRGY TNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAY MO
LSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGRGTTLTVSSGGCGSGEGGSGGGGSQIVLTOSPA
IMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMNWYQOXKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPARFRGSGSGTSY
SLTISGMEAEDAATYYCQQWSSNPFTFGSGTKLEINR (SEQ 1D NO: 276)

Anticuerpo multiespecifico anti-EGFR C225v5---ADti--CTLA-4; cadena pesada
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CAGGTGTAGCTGARACAGAGCGGUCCGGGCCTEGTGCAGCCCAGCCAGAGUCTGAGCATTA
CCTGUACCGTGAGCGGCTTTAGCCTGACCAACTATGGCGTGCATTGGGTGCGCCAGAGCCC
GGGCAAAGGCCTGGAATGGCTGGGCETGAT TTGGAGCGGUGGCAACACCGATTATAACACC
CCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACAARGATAARCAGCAAARCGCCAGGTGTTITTTAARAA

TGAACAGCCTGCARAGCCAGGATACCGCGATTTATTATTGCGCGCGCGCGCTGACCTATTA
TGATTATGRATTIGCGTATTGGGGCCAGGGCACCCTECTCACCGTGAGCGCGGCTAGCACT

AAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGE
CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGETGACGGTGTCGTGGAACTCAGG
CGCCCTGACCAGCGGCCTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGGTGACCCTGCCCTCCAGCAGCTTGEGCCACCCAGACCTACATCTGCAACG
TGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAARGTTCACCCCRAATCTTGTGACAR
AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGEGGGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCLTGAGGTCACATGCGETGE
TGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCARGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACARCAGCACGTACCGTGTGGTC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTCGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTICT
CCAACAMAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAMAGCCARAGGGCAGCCCCE
AGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAACTGACCAAGAACCAGGTCACGC

CTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTICTATCCCAGCGACATCCGCCETGCAGTGGCAGAGTCAATE
GGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTCCACTCCGACGECTCCTTCTIT

CCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGCCAGCAGEGGARACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCACGAAGACCCTCTCCCTGTCTCCGE
GTAAAGGAGGTGGATCTGCAGGTGGCGGTTCAGGCTCTEGCEGAGGCTCAGGTGGTGGAGS
LTCAGGCGGAGGTGAAATTGTGTTGACACRGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGE

GAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGT CAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGT
ACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCAC

TGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGETCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGT
AGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTAT TACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGTTCA
CTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTTCCGGAGGETCGACCATAACTTCGTA
TAATGTATACTATACGAAGTTATCCTCGAGCGGTACCCAGETGCAGCTGGTCCAGACTGGE
GGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATCCACCT
TTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAACGGGCTGGAGTGGGTCTC
AGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCETGAAGGGCCGGTTCACC
ATCTCCRGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATCAACAGCCTGAGAGUCGAGE
ACACGGCCGTATATTACTGTGCGACAAACTCCCTTTACTGETACTTCGATCTCTGGGGCCG
TGGCACCCTGGTCACTGTCTCTTCAGCTAGC (SEQ ID NO: 277)

QVOLKQSGPGLVQPSOSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVROSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNT
PFTSRLS INKDNSKSQVEFFKMNSLOSQDTAIYYCARALTYYDYEFAYRWGOGTLVTVSAAST
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KGPSVFPLAPSSKETECCTAALGCLVKDYFPEPVTVEWNSGALTSGVETFPAVLCSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGCTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL
FPPEPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALFAPIERTISKAKGQOPREFQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFELYSKLTVDKSRVUQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKEGCGSGGGGEGEGGGSCGCEGSGEGEIVLTQSPGTLSLS PG
ERATLSCRASQSVESEYLAWYQQKPGOAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTIS
RLEPEDFAVYYCCQYGSSPLTFGGGTKVEIKREGGSTITSYNVY YTKLSSSCTOVOLVQTG
GGVVQPGRSLRLSCRASGSTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRET
ISRONSKNTLYLCMNELRAEDTAVYYCATNSLYWYFDLWGRCGTLVTVSSAS (SEQ ID
NC: 278)

Anticuerpo multiespecifico anti-EGFR C225v5~Anti~CTLA-4: Cadena ligera:

CAGATCTTGCTGACCCACAGCCCCETGATTCTCAGCETCACCCCGOGCGAACGTGTGAGCT
TTAGCTGCCGCGCGAGCCAGAGCATTGGCACCAACATTCATTGETATCAGCAGCGCACCAA
CGGCAGCCCGCGCCTGCTCGATTAAMATATGCCACCGARACCATTAGCGGCATTCCGAGCCGC
TTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCCATTTTACCCTGAGCATTAACAGCGTGCAAAGCGAAG
ATATTGCGGATTATTATTGCCAGCAGAACRACAACTGGCCGACCACCTTTGCCCUGLGCAC
CARACTGGAACTGAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT
GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGT
CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAA
GCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGC
CCGTCACARAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTGGAGGTGGATCTGGAGGTGGCGETTCAGE
CTCTGGUGGAGGCTCAGGTGGTGGAGGATCAGGCGGAGGTGAAATTGTGTTGACACAGTCT
CCAGGCRCCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGARAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGA
GTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCTAGGCTCCCAGGCTCCT
CATCTATGGTGCATCCAGCAGGGUCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGETCT
GGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACT
GTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGUTCACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAAATCARACG
TTCCGGAGGGTCGACCATAACTTCGTATAATGTATACTATACGAAGTTATCCTCGAGCGET
ACCCAGGTGCAGCTGGTGCAGACTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGAC
TCTCCTGTGCAGCCTCTGGATCCACCTTTAGCAGCTATGCCATCAGCTGGGTCCGCCRAGEC
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TCCAGGGAAGGGGCTGCACTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTAC
GCAGACTCCGTGRAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGRGACAATTCCAAGARCACGCTGTATC
TGCARATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTAC TGTGCGACRAACTCCCT
TTACTGGTACTTCGATCTCTGGGGCCGTGGCACCCTCCTCACTETCTCTTCAGCTAGC
(SEQ ID NO: 279)

QILLTQSPVILSVEPGERVSFSCRASQSIGTNIRWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSR
FSGSGSGTDFTLSINEVESEDIADYYCQONNNWPTTEGAGTKLELKRTVAAPSVEIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLESTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGEGGGGSGSGEGSGGGGSGGGEIVLTQOS
PGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSY LAWYQOUKPGOAPRLLIYCASSRATGIPDRESGSGS
GTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGCSSPLTFGCGTKVEIKRSGESTITSYNVYYTKLSSSG
TQVQLVQTGGGVVQPGRSLRLSCAASGSTF SSYAMSWVROAPCGKGLERVSALSGSGGSTYY
ADSVKGRFTISRENSKNTLYLOMNS LRAEDTAVYYCATNS LYWYFDLWGRGTLVIVSSAS

(SEQ ID NO: 280)

Anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR - Anti-CTLA-4 3954-1204 -C225v5-CTLA-4: Cadena ligera

CAAGGCCAGTCTGGCCAGTGCATCTCACCTCOTGGTTGTCCGGACGGCCCATACGTCATET
ACGGCTCGAGCGLTOCCAGCGGTGGCTCTGETCCATCCGETCTCAGCGGCCCTTCCGATAA
TCATGGCAGTAGCGGTACCCAGATCTTGCTGACCCAGAGCCCGETGATTCTGAGCGTGAGC
CCGGGCGAACGTGTGAGCTTTAGCTGCCGCGCCAGCCAGAGCATTGGCACCARCATTCATT
GGTATCAGCAGCGCACCAACGGCAGCCCGCGCCTGCTGAT TARATATGCGAGCGAAAGCAT
TAGCGGCATTCCGAGCCGCTTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCCATTTTACCCTIGAGCATT

AACAGCGTGGAAAGCGAAGATATTGCGGAT TATTATTGCCAGCAGARCRACAACTGGCCGA
CCACCTTTGGCGCGGGCACCAAALTGGAACTGAAACGTACGETECGCTGCACCATCTGTCTT

CATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGARATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTE
AATAACTTCTATCCCAGAGAGGCTAAAGTACAGTGGAAGGTCGATARCGCCCTCCAATCGE
GTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAG
CACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACC
CATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGCGGAGAGTGTGGAGGTGGAT
CTGGAGHETGGCGGTTCAGGCTCTGOCGGAGGCTCAGGTGGTCGAGGATCAGGCGGAGGETGA
AATTGTGTTGACACAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGARAGAGCCACCCTC
TCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTECGTACCAGCAGARAACCTG
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GCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAG

GTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAA
GATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGCTCACTTTCGGCGGAGG
CAAGGTGGAAATCARACGTTCCGGAGGGTCGACCATAACTTCGTATAATGTATACTATAC

GAAGTTATCCTCGAGCGGTACCCAGGTGCAGCTGGTGCAGACTGGGGGAGGCGTGGTCCAG

CCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATCCACCTTTAGCAGCTATGCCA
TGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAG

TGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAAT
TCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATT

ACTGTGCGACAAACTCCCTTTACTGGTACTTCGATCTCTGGGGCCGTGGCACCCTGGTCAC

'GTCTCTTCAGCTAGC (SEQ ID NO: 281)
QGQSGQCISPRGCPDGPYVMYGSSGGSGGSGGSGLSGRSDNHGSSGTQILLTQSPVILSYS

LL
PGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQORTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSI
NSVESEDIADYYCQONNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNFYPREAKVQOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVT
HOGLSSPVTKS FNRGECGGGSGGGGSGSGGGSGGGGSGGGEIVLTQSPGTLSLSPGERATL
SCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGI PDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPE

DEAVYYCQOQYGSSPLTFGGGTKVEIKRSGGSTITSYNVYYTKLSSSGTQVQLVQTGGGVVQ

o

GRSLRLSCAASGSTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCATNSLYWYFDLWGRGTLVTVSSAS (SEQ ID NO:

2

@O

1
L)

EJEMPLO 1: Preparacion de anticuerpos multiespecificos

Este Ejemplo demuestra la construccién, expresion y purificacion de anticuerpos multiespecificos anti-Jagged - CD3,

anti-Jagged - CTLA-4, anti-EGFR - CD3 y anti-EGFR - CTLA-4.

Los vectores se utilizaron para expresar la cadena pesada anti-Jagged (4D11v2), la cadena ligera 5342-1204-4D11v2,
la cadena pesada anti-EGFR C225v5, y las secuencias de cadena ligera 3954-1204- C225v5 que se muestran
anteriormente. Dichos vectores se describen en las solicitudes pendientes de tramitacion WO2013/163631, depositada
el 26 de abril de 2013 (titulada “Activatable Antibodies That Bind Epidermal Growth Factor Receptor And Methods Of
Use Thereof’) y W0O2013/192550, depositada el 21 de junio de 2013 (titulada Anti-Jagged Antibodies, Activatable Anti-

Jagged Antibodies and Methods of Use Thereof’).

Los vectores se digirieron con las enzimas de restriccion Nhel y Notl y el fragmento de vector aislado por electroforesis
en gel. Los reactivos se prepararon de la siguiente manera: Fragmento CH2CH3 de IgG humana se amplificé en la
reaccion 1, a partir de Pop Hygro 4D11v2 usando cebador HCForNhe (Tabla 8, SEQ ID NO: 3) y cebador HCRevOL
(Tabla 8, SEQ ID NO: 4), se amplifico CTLA-4 scFv en la reaccion 2, a partir del ADNc de CTLA-4 scFv (SEQ ID NO:
229) usando cebador CTRevNot (Tabla 8, SEQ ID NO: 1) y cebador CTForOL (Tabla 8, SEQ ID NO: 2), se amplificé
OKT3 scFv en la reaccion 3, a partir del ADNc de OKT3 scFv (SEQ ID NO: 231) usando el cebador OKRevNot (Tabla
8, SEQ ID NO: 5) y cebador CTForOL (Tabla 8, SEQ ID NO: 2). Se prepararon fusiones de scFv de IgG humana,
CH2CH3/CTLA-4 combinando 10 % de la reaccién 1, 10 % de la reaccion 2, y amplificando con cebadores, HCForNhe

y CTRevNot.

Tabla 8. Secuencia del cebador

Cebador Secuencia de acidos nucleicos
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CTRevNot TCGAGCGGCCGCTCAACTAGCTGAAGAGACAGTG SEQ ID NO: 1

CTForOL GCCCTCTAGACTCGATCTAGCTAGCTGAAGAGAC SEQ ID NO: 2
AGTGACCAGG

HCForNhe CTCAGCTAGCACCAGGGCCCATCGGTC SEQ ID NO: 3

HCRevOL CTTTACCCGGAGACAGGGAGAGGCTCTTCTGC SEQ ID NO: 4

OKRevNot CTCGAGCGGCCGCTCAACGATTAATTTCCAGTTTG SEQ ID NO: 5

Después de la amplificacion, el ADN resultante se digirié con las enzimas de restriccion Nhel y Notl y el ADN de fusion
CH2CH3/CTLA-4 scFv aislado por electroforesis en gel. Se prepararon fusiones de scFv de IgG humana,
CH2CH3/OKT3 combinando 10 % de la reaccion 1, 10 % de la reaccién 3, y amplificando con cebadores, HCForNhe
y CTRevNot. Después de la amplificacion, el ADN resultante se digirié con enzimas de restriccion Nhel y Notl y el

ADN de fusion CH2CH3/CTLA-4 scFv aislado por electroforesis en gel.

Para insertar los fragmentos CH2CH3/scFv en los vectores de expresion, las siguientes combinaciones mostradas en
la Tabla 9 se ligaron durante la noche con T4 ADN Ligasa (Invitrogen Inc., Carlsbad. CA). Después de la ligadura, el
ADN se transformo en cepa E. coil MC106 y seleccionado para resistencia a la ampicilina. La secuenciacion de ADN
identificé clones que contenian insertos de ADN que codificaban los anticuerpos multiespecificos correctos o

anticuerpos activables multiespecificos, y el ADN se preparé para la transfeccion de célula de mamifero.

Tabla 9: Reacciones de ligadura

Cadena pesada 1 yl Nhe/Notl digerida anti-Jagged (4D1
1v2)

10 ul Nhe/Notl de IgG humana digerida,
ADN de fusiéon CH2CH3/CTLA scFv

1 upl Nhe/Notl digerido anti .lagged (4D11v2) cadena
pesada

10 pl Nhe/Notl IgG humana digerida.
ADN de fusion CH2CH3/OKT3 scFv

1 ul Nhe/Notl digerido 5342-1204-4D11v2 cadena
pesada

10 pl Nhe/Notl digerido IgG humana.
ADN de fusion CH2CH3/CTLA scFv

1 ul Nhe/Notl digerido 5342-1204-4D11v2 cadena
pesada

IgG humana digerida Nhe/Notl de 10 l,
ADN de fusion CH2CH3/OKT3 scFv

cadena pesada anti-EGFR digerida 1 pl Nhe/Notl
(C225v5)

10 pl Nhe/Notl IgG humana digerida.
ADN de fusion CH2CH3/CTLA scFv

1 pl Nhe/Notl digerido ami-EGFR. Cadena pesada
(C225v5)

10 pl Nhe/Notl IgG humana digerida.
ADN de fusion CH2CH3/OKT3 scFv

1 pl NheNotl digerido 3954-1204-C225v5

10 pl Nhe/Notl IgG humana digerida,
ADN de fusion CH2CH3/CTLA scFv

1 pl Nhe.Notl digerido 3954-1204-C225v5

10 pl Nhe/Notl IgG humana digerida.
ADN de fusion CH2CH3/OKT3 scFv

EJEMPLO 2: Produccién de anticuerpos multiespecificos y anticuerpos activables multiespecificos

Las 1IgG completamente humanas se expresaron a partir de células HEK-293 transfectadas transitoriamente. La
cotransfeccion con vectores de expresion de cadena pesada y cadena ligera distintos, mostrados en la Tabla 10,

permitio la expresion de anticuerpos activables multiespecificos.
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Tabla 10
Tr’ansfeccic')n \Variaciones de la cadena ligera Vector de cadena pesada
numero
1 anti-EGFR C225v5 LC C225v5 -OKT3 HC
3954-1204-C225v5 LC C22¢5v5-OKT3 HC
C225v5 LC C225v5-CTLA HC
4 3954-1204-C225v5 LC C22Sv5-CTLA HC
5 anti-Jagged 4D11v2 LC 4D11v2-OKT3 HC
5 5342-1204-4D11v2 LC 4D11v2-OKT3 HC
7 4D11v2LC 4D11v2-CTLA HC
s 5342-1204-4D11v2 LC 4D11v2-CTLA HC

anticuerpos multiespecificos y los anticuerpos activables multiespecificos expresados en los células HEK-293 se
purificaron mediante cromatografia de proteina A.

Ensayos de unién: Como se muestra en la figura 11, los experimentos de unién a ELISA revelaron que los anticuerpos
multiespecificos CTLA-4 anti-Jagged y OKT3 anti-Jagged y anticuerpos activables multiespecificos unidos a Jagged
1 humano, y anticuerpos multiespecificos anti-EGFR-CTLA-4 y anti-EGFR-OKT3 vy anticuerpos activables
multiespecificos se unen especificamente a EGFR humano.

Jagged 1 -Fc humano (R&D Systems; C en # 1277-JG-050) y EGFR humana (R&D Systems, Cat # 344-ER-050) se
adsorbieron a diferentes pocillos de una placa ELISA de 96 pocillos. Se aplicaron anticuerpos anti-CTLA y anti-OKT3
anti-EGFR-CTLA o anti-EGFR -OKT3 purificados a la placa y se dej6 que se unieran. El anticuerpo unido se visualizd
con un conjugado IgG-HRP antihumano (Fab specific, Sigma, St Louis, MO; Cat v A0293-1ML) y se desarrollé con el
sustrato cromogénico TMB.

Como se muestra en las Figuras 12A e 12B, los experimentos de unién a ELISA revelaron que el anti-CTLA-4 Jagged
y anti-EGFR-CTLA-4 se unen especificamente tanto a CTLA-4 humano como de ratén (el anticuerpo anti CTLA-4
humano A-4 reacciona de forma cruzada con CTLA-4 humano y de ratén): Ya sea CTLA-4 humano (R&D Systems;
Car # 325-CT-200/CF o CTLA-4 de raton (R&D Systems, Cat # 434-CT-20D/CF) se adsorbieron a los pocillos de
placas separadas de ELISA de 96 pocillos. Anticuerpo activable anti-Jagged 4D11v2-CTLA-4 purificado, el anticuerpo
activable antiJagged 5342-11v2-CTLA-4, anti-EGFR C225v5-CTLA-4 o el anticuerpo activable 3954-1204-C225v5
CTLA-4 se aplicaron a la placa y se dejaron unir. Anticuerpo de unién se visualizdé con un conjugado anti-lgG-HRP
humano (especifico de Fab. Sigma, St Louis, MO; Cat # A0293-1ML) y se desarrollé con el sustrato cromogénico TMB.
La especificidad de la uniéon se demostré mediante la incapacidad de las fusiones de anticuerpo-OKT3, especificas
para CD3¢ HUMANO, para unirse.

EJEMPLO 3: Unién de OKT3 a CD3¢

Como se muestra en la Fig. 13, los experimentos de unidon a ELISA revelaron que el anticuerpo activable
multiespecifico anti-EGFR 3954-1204-C225v5-OKT3 y el anticuerpo activable multiespecifico anti-Jagged 5342-1204-
4D11v2 OKT3 se unen especificamente al CD3¢ humano. Se adsorbié CD3e humano (NovoProtein, Cat# C578) a los
pocillos de una placa de ELISA de 96 pocillos. Se aplicé el anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR purificado
3954-1204-C22Sv5-CTLA-4, anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR 3954-1204-C225v5-OKT3, anticuerpo
activable multiespecifico anti-Jagged 5342-1204-4D11v2- CTLA-4, o anticuerpo activable multiespecifico anti-Jagged
5342-1204-4D11v2-OKT3 en la placa y se permitié que se unieran. El anticuerpo unido se visualizé con un conjugado
anti-lgG-HRP humano (Fab especifico, Sigma, Si Louis, MO: Cat # A0293-1ML) y desarrollado con el sustrato
cromogénico TMB.

EJEMPLO 4: Activacion de profeasa de anticuerpos activables multiespecificos.
Activacion

Los anticuerpos multiespecificos y los anticuerpos activables multiespecificos se diluyeron en PBS hasta una
concentracion final de 0,8 mg/ml. UPA humana recombinante (R&D Systems. Catalogo 1310-SE) se agregé a una
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concentracion final de 700 nM y se incub6 a 37 °C durante -20 h. Se retiraron las alicuotas de digestion y se prepararon
para analisis SDS-PAGE, como se describe a continuacion, y se diluyeron a 100 nM en PBS; Tween 20 al 0,05 % y
albumina de exfoliacién bovina de 10 mg/mL para el analisis en ensayos de ELISA de unién.

Para PAGE, las muestras se desnaturalizaron a 70 °C durante 10 minutos en 1 x tampdn de muestra LDS y se agregé
TCEP a una concentracion final de 40 mM antes de la electroforesis. Se cargaron seis pug de anticuerpo en un gel
NuPAGE Bis-Tris al 10 % (Invitrogen) y las proteinas se separaron por tamafio usando el tampdn de electroforesis
MOPS. Después de la electroforesis, el gel se tifid con azul de Coomassie y los resultados se muestran en la Figura
14. El cambio en la movilidad de las cadenas ligeras del anticuerpo activable anti-EGFR 3954-1204- C225v5,
anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR 3954-1204-C225v5-CTLA-4, el anticuerpo activable anti-Jagged 5342-
1204-4D11v2. y el anticuerpo activable anti-Jagged multiespecifico 5342-1204-4D11v2-CTLA-4, en presencia de uPA,
demuestran la activacién proteolitica de los anticuerpos activables multiespecificos. La falta de cualesquiera cambios
en la movilidad de las fusiones de cadena pesada demuestra la resistencia a la escision de proteasa.

Ensayos de Unién

El panel A de la Figura 15 muestra que el anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR 3954-1204-C225v5-CTLA-4
se uni6 a EGFR, mediante ELISA, con menor afinidad (Kd = 12,8 nM) en comparaciéon con C225v5 (3 nM) o con
C225v5- CTLA-4 (0,33 nM). Sin embargo, una vez activado por uPA. anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR
3954-1204-C225v5 CTLA-4 se unio a EGFR con afinidad similar (0,45 nM) en comparacién con C225v5 (0,21 nM) y
C225v5-CTLA4 (0,33 nM). Es importante destacar que uPA no escindié el anti-CTLA4 scFv fusionado al extremo
carboxilo de la cadena pesada: Como se ilustra en el panel B de la Figura 15, un tratamiento con uPA no tuvo ningun
efecto de unién al CTLA4 humano.

De manera similar, el anticuerpo activable multiespecifico anti-Jagged 5342-1204-4D11v2-CTLA-4 se uni6 a Jagged
1. humano por ELISA, con menor afinidad (15 nM) en comparacién con 4D11v2 (0,44 nM) 0 4D11v2-CTLA4 (0,77 nM).
Una vez activado, el anticuerpo activable multiespecifico anti-Jagged 5342-1204-4D11v2-CTLA-4 se uni6 a Jagged 1
humano con afinidad similar a 4D11v2 (0,54 nM) y 4D11v2-CTLA4 (0,92 nM) (Figura 15, panel C). El tratamiento uPA
no tuvo efecto sobre la union a CTLA4 (Figura 15, panel D). Las mediciones de union a ELISA se realizaron de la
siguiente manera. Jagged 1-Fc humano (R&D Systems; Cat #1277-JG-050), EGFR humano (R&D Systems; Cat# 344-
ER-050) o CTLA4 humano (R&D Systems; Cat#325-CT-200/CF) se adsorbieron en pocillos de una placa ELISA de 96
pocillos. Se aplicaron diluciones triples, a partir de 100 nM, de anticuerpos no tratados y tratados con uPA, anticuerpos
multiespecificos o anticuerpos activables multiespecificos a la placa y se dejaron asociar con el antigeno unido a la
placa durante 1 hora. Después de la unién, el anticuerpo unido se visualizdé con un conjugado anti-lgG-HRP humano
(Fab especifico, Sigma. St Louis, MO; Cat # A0293-1ML) y desarrollado con el sustrato cromogénico TMB.

EJEMPLO 5: Secuencias de anticuerpos multiespecificos y de anticuerpos activables multiespecificos
adicionales

Este Ejemplo proporciona las secuencias de anticuerpos multiespecificos adicionales y anticuerpos activables
multiespecificos adicionales.

Anticuerpo OKT3m scFv
SECUENCIA DE AMINOACIDOS

OVQLOOSGAELARPGASVKMSCHASCY TFTRY TMEWVKQRPGOGLEWIGY INESRGYTNYN
CREKDKATLTTDKSSSTAYMCLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYSLDYWGOGTTLTVSSGGE

3 SGGGGSCIVLTCSPAIMSASPGEXVTMTCSASSSVSYMNWYQOKSGTSPEKRWIYD

TSKLASGVPAHFRGSGSGTSY ELTISGMEAEDAATYYLQOWSSNPFTFGSGTKLEINR

(SEQ ID NO: 306)

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS
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CAGGTTCRAGCTGCAGCAGAGCEGTECAGRACTGGCACGTCCGEEGTGERAGCETTAARATGA
GCTGTAARGCAAGCGGTTATACCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGGTTAAACAGCGTCC
GGGTCAGGGTCTGGAATGCGATTGGTTATAT CAATCCGAGCCGTGGTTATACCAACTACAAC
CAGAAATTCAAAGATAMAGCAACCCTGACCACCGATAMMAGCAGCRGCACCGCCTATATGE
AGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGUAGTTTATTACTGTGCACGCTATTATGATGA
TCACTATRAGCCTGGATTATTGGGETCAGGGTACCACCLTGACCGTTAGCAGCGGTGGTGET
GGTAGTGGTGGCGGTGGTTCAGGCGETGGCGGTAGCCAGATTGTTCTGACCCAGAGTCCGG
CAATTATGAGCGCAAGTCCGGETCAAAAAGTTACCATCGACCTCTAGLGCCAGCAGCAGCCET
TAGCTATATGAATTGGTATCAGCAGAARAGCGGCACCAGCCCGRARCGTTGCGATTTATGAT
ACCAGCARACTGGCEAGCGGTGTTCCGGCACATTTTCGTGCTAGCGGTAGCGGCACCTCAT
ATAGCCTGACCATTAGCGGTATGGRAGCAGARGATGCAGCAACCTATTATTGTCAGCAGTG
GTCAAGCAATCCGTTTACCTTTGGTAGTGGCACCARACTGCAAATTAATCGT (SEQ ID
NC: 307)

Anticuerpo OKT3m scFv Lv

SECUENCIA DE AMINOACIDOS

CIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVEYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPAHE
RGSGSGTSYSLTISGMEAEDAATYYCOQWSSNPFTFGSGTKLEINR (SEQ ID NC:
308)

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

CAGATTGTTCTGACCCAGAGTCCGGCAATTATGAGCGCAAGTCUGGGTGRAAAAGTTACCA
TGACCTGTAGCGCCAGCAGCAGTGTTAGCTATATGAATTGGTATCAGCAGAAAAGCEGCAC
CAGCCCGAARCGTTGGATTTATGATACCAGCAAACTGGCAAGCGGTGTTCCGGCACATTTT
CGTGGTAGCGGTAGCGGCACCTCATATAGCCTGACCATTAGC GG TATGGRAGCAGAAGATG

CAGCAACCTATTATTGTCAGCAGTGGTCAAGCAATCCCTTTACCTTTGGTACGTGGCACCAL
ACTGGAAATTAATCGT (SEQ ID NO: 309%)

Anticuerpo OKT3m scFv Hv
SECUENCIA DE AMINOACIDOS

QVOLOQSGAELARPGASVKMS CKASGY TFTRY TMERVKQRPGOGLEWIGY INPSRGYTHYN
QKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYY DDHY SLDYWGQGTTLIVES
(SEQ TD NO: 310)

SECUENCIA DE NUCI.EOTIDOS
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CAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGGTGCAGAACTGECACGTCCCEETGCRAGCGTTARAATGA
GCTGTAARGCAAGCGGTTATACCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGGTTARACAGCGTCC
GGGTCAGGGTCTGGAATGGATTGGTTATAT CAATCCGAGCCEGTGGTTATACCARCTACAAC
CAGAAATTCAAAGATAAAGCAACCCTGACCACCGATAMAAGCAGCAGCACCGCCTATATGC
AGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGUAGTTTATTACTGCTGCACGCTAT TATGATGA
TCACTATAGCCTGGATTATTGGGETCAGGG CACCACCCTCGACCGTTAGCAGC (SEQ 1D
NO: 211)

Anticuerpo OKT3m scFv con enlazador largo para permitir que la unién al extremo C de la cadena pesada (HC) o la

cadena ligera (LC) de un anticuerpo o anticuerpo activable para producir un anticuerpo multiespecifico o un anticuerpo
5 activable, respectivamente

SECUENCIA DE AMINOACIDOS

GGGSGGGEGSGSGGGSGGEGESGEERVOLOOSGAELARPGASVKMSCRASGY TETRYTMHW VK
CRPGQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDXATLTTDKSSSTAYMQOLESLTSEDSAVYYCARY
YDDHYSLDYWGOGTTLTVSSGGEGSGEGESGGCGORIVLTQSPATMSASPGEKVTMTTSAS
SSVSYMNWYQQKSGTS PKRWI Y DTSKLASGVPAHFRGSGSGTSYSLTISGMEAEDAATYYC
QQUWSSNPFTFGSGTKLEINR* (SEQ ID NO: 290)

10 SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

GGAGGTGGATCTGGAGGTGGCGGTTCAGGCTCTGGCGGAGGCTCAGGTGGTGGAGGATCAG
GCGGAGGTCAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGGTGCAGRACTGGCACGTCCGGGTGCARGCGET
TARAATGAGCTGTAARGCAAGCGGTTATACCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGGTTARA
CAGCGTCCGGGTCAGGGTCTGGAATGGATTGGTTATATCAATCCGAGCCGTGGTTATACCA
ACTACAACCAGAARTTCAAAGATAAAGCARCCCTGACCACCGATAARAGCAGCAGCACCGC
CTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCCCAGTTTATTACTGTGCACGCTAT
TATGATCGATCACTATAGCCTGGATTATTGGGGTCAGCGCCACCACCCTGACCCTTAGCAGCG
GTGGTGGTGGTAGTGGTGGCGGTGGTTCAGGCGGTGGCGGTAGTCAGATTGTTCTGACCCA
GAGTCCCGCAATTATGACGCCCAACTCCCGGTCAAARACTTACCATGACCTGTAGCGCCAGT
AGCAGCGTTAGCTATATGAATTGGTATCAGCAGAARAGCGGCACCAGCCCGARBACGTTGGA
TTTATGATACCAGCRAACTGGCAAGCGGTGTTCCGGCACATTTTCGTGGTAGCGGTAGCGE
CACCTCATATAGCCTGACCAT TAGCGGTATGGAAGCAGAAGATCCAGCAACCTATTATTGT
CAGCAGTGGTCARGCAATCCGTTTACCTTTGGTAGTGCCACCAAACTGGARATTAATCGTT

GA (SEQ ID NO: 291)
Anticuerpo OKT3m scFv con enlazador corto para permitir la union al extremo N de la HC de un anticuerpo o anticuerpo

15 activable para producir un anticuerpo multiespecifico o anticuerpo activable respectivamente
SECUENCIA DE AMINOACIDOS
QVOLOQSGAELARPGASVKMECKASGY TFTRYTMEWVKQRPGOGLEWIGY INPSRGYTNYN
QKEKDKATLTTDKSSSTAYMOLSSLTSEDSAVIYCARYYDDHYSLDYRWGQGTTLTVSSGCG
GSGGGGE5GGGGSCIVLTQSPAIMSASPGEXVIMTCSASSSVSYMNWYQQKSGTSPEKRWIYD
TSKLASGVPAHFRGSGSGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQUWSSNPFTFGSGTKLEINRGGG
GS (SEQ ID NO: 292)

20 SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS
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CAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGETCCAGAACTGGCACGTCCCEGCTGCAAGCGTTARAATGA
GCTGTAARGCAAGCGGTTATACCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGGTTAAACAGCGTCC
GGGTCAGGGTCTGGAATGGATTGGTTATATCAATCCGAGCCGTGGTTRATACCAACTACAAC
CAGARATTCAAAGATAAAGCAACCCTGACCACCCATAARAGCAGCAGCACCGCCTATATGC
AGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGCATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGCTATTATGATGA
TCACTATAGCCTGGATTATTGLGGETCAGGGCACCACCCTGACCGTTAGCAGCCGTGETGET
GGTAGTGGTGGECGGTGGTTCAGGCGETGGCGETAGCCAGATTGTTCTGACCCAGAGTCCGG
CAATTATGAGCGCARAGTCCGGGTGAAAAAGTTACCATGACCTGTAGCGCCAGCAGCAGCET
TAGCTATATGAATTGGTATCAGCAGARAAGCGGCACCAGCCCHGAARCGTTGGATTTATGAT
ACCAGCAARACTGGCAAGCGGTGTTCCGGCACATTTTCGTGCTAGCGGTAGCGGCACCTCAT
ATAGCCTGACCATTAGCGGTATGGAAGCAGARAGATGCAGCAACCTATTATTGTCAGCAGTG
GTCAAGCAATCCGTTTACCTTTGGTAGTGGCACCAAACTGCAMATTARTCCTCGAGGTGCT
GGATCC (SEQ ID NC: 293)
Anticuerpo multiespecifico de cadena pesada C225v5-OKT3m-H-N (anticuerpo OKT3m
anticuerpo C225v5 HC)
SECUENCIA DE AMINOACIDOS
QVOLQQSGAELARPGASVKMSCKASGY TFTRY TMEWVKQRPGRGLEWIGY INPSRGYTNYN
QKEKDKATLTTDKSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYSLDYWGQGTTLTVSSGGG
GSGGGGSGGGESQIVLTRSPAIMSAS PGEKVIMTCSASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYD
TSELASGVPAHFRGEGSGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQURSSNPFTFGSGTKLEINRGGG
GSQVQLKQSGPGLVOPSOSLSITCTVSGEFS LTNYGVHWVROSPCKGLEWLGV INSGGRNTDY
NTPETSRLSINKCNSKSQVFFRMNSLOSODTAIYYCARALTYYDYEFRYRGQGTLYVTVSAA
STRGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSCALTSGVHTEPAVLOSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHRPSNTKVDKKVEPKSCDRTRTCPPCPAPELLGGESY
FLFPPKPKDTLMISRT PEVTCVVYVDVSHEDPEVKFNWYVDCVEVENAKTKPREECYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVITLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEY PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDESFFLY SKLTVDKSEWCOGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK* (SEQ ID NO: 294)

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS
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CAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGGTCCAGAACTGCCACGTCUGGGTGCRAGCGTTAAARATCGA
GCTGTAAARGCAAGCGGTTATACCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGGTTAAACAGCGTCC
GGGTCAGGGTCTGGAATGGATTGCTTATATCAATCCGAGCCGTGGTTATACCAACTACAAC
CAGAAATTCAAAGATAAAGCAACCCTGACCACCGATAARAGCAGCAGCACCGCCTATATGC
AGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTATTACTCTGCACGUTATTATGATGA
TCACTATAGCCTGGATTATTGGECTCAGGGCACCACCCTGACCEGTTAGCAGCGGTGETGET
GGTAGTGGTGGCGGTGETTCAGGCCGTGGCGETAGCCAGATTGTTCTGACCCAGAGTCCGE
CAATTATGAGCGCAAGTCCGGGTCAARAAGTTACCATGACCTETAGCGCCAGCAGCAGCET
TAGCTATATGAATTGGTATCAGCAGARAAGCGGCACCAGCCCCGAARCGTTGGATTTATGAT
ACCAGCARACTGGCAAGCGGTGTTCCGGCACATTTTCGTGETAGCGGTAGCGGCACCTCAT
ATAGCCTGACCATTAGCGGTATGGAAGCAGAAGATGCAGCAACCTATTATTGTCAGCAGTG
GTCARGCRATCCGTTTACCTTTGGTAGTGGCACCAARCTGGAAATTARTCGTGGAGGTGGT
GGATCCCAGGTGCAGCTGAAACAGAGCGGCLCGEGCCTCETGCAGUCGAGCCAGAGCCTGA
GCATTACCTGCACCGTGAGCGGLTTTAGCCTGACCAACTATGGUGTGCATTGGGTGCGTCA
GAGCCCGGGCAAAGGCCTGGAATGECTGGGLGTCGATTTGGAGCGGUGGCAACACCGATTAT
AACACCCCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACAMAGATAACAGCEARAGCCAGGTGTTTT
TTARAATGAACAGCCTGCAAAGCCAGGATACCGCGRTTTATTATTGCGCGCEGCGCGCTGAC
CTATTATGATTATGRATTTGCGTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTCAGCGCEGCT
AGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCARGAGCACCTCTGGGGGCA
CAGCGGCCCTGEGCTGCCTGCTCAAGGACTACTTCCCCGAACCOGTGACGGTGTCETGGAA
CTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCOTGCACACCTTCCCEECTGTCC TACAGTCCTCAGGACTC
TACTCCCTCAGCAGCGTGCTGACCCTGCCCTCCAGCACCTTGGCCACCCAGACCTACATCT
GCAACGTGAATCACRAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAARGTTGAGCCCAAATCTTG
TGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTCAACTCL TGGGGGGACCGTCAGTC
TTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACAT
GCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGE
COTGGAGGTGCATAATCCCAAGACAANGCCCGCCGEAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGT
GTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTCAATGECAAGGAGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACABAGCCCTCCCAGCCCCCATCCAGARARCCATCTCCARAGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGRACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCEGCAGEAGATGACCAAGAACCAC
GTCAGCCTGACCTGCCTCGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGCAGTCGOGACA
GCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACARGACCACGCETCCCOTECTGGACTCCEACGGECTC
CTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCACGTCCCACCAGGGCAACGTCTTC
CATGCTCCGTGATGCATCGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGT
CTCCGGGTAAATGA (SEQ ID NO: 295)
Anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-C de cadena pesada (anticuerpo OKT3m unido al extremo C del

anticuerpo C225v5 HC)
SECUENCIADE AMINOACIDOS
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QVQLEQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHEWVROS PGKGLEWLGVIWSGGNTDYNT
PFTSRLSINKDNSKSQVFFXMNSLOSQDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGOGTLVITVSAAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTESGVHTFPAVLOSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPC PAPELLGGPSVFL
FPPKPKOTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTK PREEQYNSTYRVV
SYLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKRQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYXTTPPVLDSDGSEFLYSKXLTVDKSRUQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGSGGGGSGSGGGSGEEGSCGGOVOLOOSGAELAREFGA
SVKMSCKASGYTFTRY TMHWVKQRPGOGLEWIGY INPSRGYTNYROXFKDKATLTTDKSSS
TAYMOLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYSLDYRGOGTTLTVSSCGGGEGGGGSGGGGSOIVL

TQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMNWYQOKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPAHERGSG
SGTSYSLTISCMEAEDAATYYCQQOWSSNPFTFGSGTKLEINR* (SEQ ID NO: 296)

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

CAGGTGCAGCTGRARCAGAGCGGCCCGGGCTTGGTGCAGCCCAGCCAGAGCCTGAGCATTA
CCTGCACCGTGAGCGGCTTTAGCCTGACCAACTATGECETGCATTGGGTGCGCCAGRGCCT
GGGCAAAGGCCTGGRATGGCTGGGCGTGAT TTGGAGCGGCGCCAACACCGATTATARCACT
CCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACAAAGATAACACGCARAACCCAGGTGTTTTTTAAAA
TGAACAGCCTGCRARGCCAGGATACCGCGATTTATTATTGCGCGCGCGCGCTGACCTATTA
TGATTATGAATTTGCGTATTGGGEGCCAGGGCACCCTGETCGACCETGAGCGCGGCTAGCACT
PAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAACGAGCACCTCTGGGEGCACAGCGE
CCCTGGECTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGETGACCGTGTCGTCGAACTCAGE
CGCCCTCACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACACTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTECAACE
TGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGARAGT TCACCCCARATCTTIGTGACAA
AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGARCTCCTGEEGEGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGCACCCCTGAGGTCACATCCGTGG
TGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGETACGTGGACGGCGTGGA
GOTGCATAATGCCAAGACARAGCCOCGGCAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCETGTGGTC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCT
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CCARACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAMAGCCARAGGGCAGCCCCG
AGAACCACAGGTGTACACCCTGLCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGC
CTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCCTGGAGTGGCAGAGCRATG
GGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTICCTTCTT
CCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGECAGCAGEGGANCGTCTTICTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCATAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG
GTAAAGGAGGTGGATCTGGAGGTGGCGGTTCAGGCTCTGGCEGAGGCTCAGGTGGTGGAGE
ATCAGGUGGAGGTCAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGGTGCAGAACTGGCACGTCCGGGTGCA
AGCGTTRARATGAGCTGTAAAGCRAGCGGTTATACCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGE
TTAAACAGCGTCCGGGTCAGGGTCTGGAATGGATTGGTTATATCAATCCGAGCCGTGETTA
TACCAACTACAACCAGAAATTCAAAGATAARAGCAACCCTGACCACCGATAAAAGCAGCAGC
ACCGLCTATATGCAGCTGAGCAGUCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCAC
GCTATTATGATGATCACTATAGCCTGGATTATTGGGGTCAGGGCACCACCCTGACCGTTAG
CAGCGGTGGTGGTGGTAGTGGTGGCEGTGGTTCAGGCGGTEGCCCGTAGCCAGATTGTTCTG

ACCCAGAGTCCGGCAATTATGAGCGCARGTCCGGGTGAAAAAGTTACCATGACCTGTAGCE
CCAGCAGCAGCGTTAGCTATATGAATTGGTATCAGCACAAAAGT GGCACCAGCCCGRAACG
TTGGATTTATGATACCAGCAAACTGGCAAGCGGTGTTCCGGCACATTTTCGTGGTAGCGGT
AGCGGCACCTCATATAGCCTGACCATTACCGGTATGGAACGCAGAAGATGCAGCAACCTATT
ATTGTCAGCAGTGGTCAAGCAATCCGTTTACCTTTGCTAGTGGCACCAAACTGGARATTAA
TCGTTGA (SEQ ID NG: 297)

Anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-L-C de cadena ligera (anticuerpo OKT3m unido al extremo C del

anticuerpo C225v5 LC)

SECUENCIA DE AMINOACIDOS
DILLTOSPVILSVSPGERVSEFSCRASQSIGTNIHWYQORTNGSPRLLIKYASESISGIPSR
FSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCOONNNYI PTTFCAGTKLELKRTVAAPSVEIFPRPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVDNALCEGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGSGGGGSGEGGGSGGGGSGGGOVOLOQS
GAELARPGASVEMSCHASGYTFTRYTMHWVKORPGQGLEWIGY INPSRGYTNYNCKEKDKA
TLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVY YCARYYDDRY SLUYRGOGTTLTVSSGEGGESGGEES
GGGGSQIVLTOSPAIMSASPGEKYTMTCSASSSVSYMNAYOQKSGTSPKRRIYDTSKLASG
VPAHFRGSGSGTSYSLTISGMEREDAATYYCOOWSSNPFTFGSGTKLEINR® (SEQ 1D
NO: 228)

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS
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GACATCTTGCTGACCCAGAGCCCGETGATTCTGAGCGTCGAGT CUGGGCGRACGTGTGAGCT
TTAGCTGCCGCGCGAGCCAGAGTATTGGCACCAACATTCATTGGTATCAGCAGCGCACCAA
CGGCAGCCCGCGCCTGCTGATTARATATGCGAGCGARAGCATTAGCGGCATTCCGAGCCGC
TTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCCATTTTACCCTGAGCATTAACRGCGTGGAAAGTGAAG
ATATTGCGGATTATTATTGCCAGCAGAACAACARACTGGCCGACTACCTTTGGCGCGGGCAC
CAAACTGGAACTGAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT
GAGCAGTTGRAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGC TGAATAACTTCTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGETARCTCCCAGGAGRGTGT
CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGTACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAA
GCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGC
CCGTCACAARGAGCTTCAACAGGGCAGAGT GTGGAGGTCGATCTGGAGGTGGCGGTTCAGE
CTCTGGCGGAGGCTCAGGTGGTEGGAGGATCAGGCGGAGGTCAGGTTCAGCTGCAGCAGAGC

GGTGCAGRACTGGCACGTCCGEGTCCAAGCGTTARARTCGAGC TGTRARGTAAGUGGTTATA
CCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGGTTAALCAGCETCCGCETCAGGGTCTGGAATGGAT

TGGTTATATCAATCCGAGCCGTGGTTATACCAACTACAACCAGAARTTCAAAGATARAGCA
ACCCTGACCACCGATAAAAGCAGCAGCACCGCCTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCAG
AGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGCTATTATGATGATCACTATAGCCTGGATTATTC
GGGTCAGGGCACCACCCTGACCGTTAGCAGCGETGGTCGTGCTAGTGGTGGCGGTGGTTCA
GGCGGTGGCGGTAGCCAGATTGTTCTGACCCAGAGTCCGCCAATTATGAGCGCAAGTCCGE
GTGAARAAGTTACCATGACCTGTAGCGCCAGCAGCAGCGTTAGC TATATGAATTGGTATCA
GCAGAAAAGCGGCACCAGCCCGAAACGTTGGATTTATCATACCAGCARACTGGCAAGCGET
GTTCCGGCACATITTCGTCGTAGCGGTAGCGGCACCTCATATACCCTGACCATTAGCGGTA
TGGRAGCAGAAGATGCAGCAACCTATTATTGTCAGCACGTCGTCAAGCRATCCGTTTACCTT
TGGTAGTGGCACCAAACTGGARATTAATCGTTAG (SEQ 1D NO: 29%2)

Anticuerpo multiespecifico C225v5(N297Q)-OKT3m-H-N de cadena pesada

SECUENCIA DE AMINOACIDOS
QVOLQQSGAELARPGASVKMSCKASGY TFTRY TMEWVKQRPGOGLEWIGY INPSRGYTNYN
QKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYY DDHY SLDYWGQRGTTLTVSSGGE
GSGGEGSGOGGSQIVLTQSPAIMSASPGEXVTMTUSASSSVSYMNNYQQKSGTSPRRRIYD
TSKLASGVPAHFRGSGSGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQOWSSNPFTFGSGTRLEINRGGGE
GSQVQLKQEGPGLVQPSQSLSITCTVSGFS LTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDY
NTPETSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLOSODTAIYYCARALTYYDYEFAYWGOGTLVTVSAA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYQSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRUQQGNVE
SCSVMHEALHANHYTQKSLSLSPGK* (SEQ ID NO: 300)

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS
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CAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGGTGCAGAACTGGCACGTCCGGGTGCAAGCGTTARAATGA
GCTGTAARGCAAGCGGTTATACCTTTACCCGTTATRACCATGCATTGGGTTABACAGTGTCC
GGGTCAGGGTCTGGRATGGATTGGTTATAT CAATCCGAGLCGTGGTTATACCARCTACAAT
CAGAMATTCAAAGATAAAGCAACCCTGACCACCGATAAMAGCAGCAGCACCGCCTATATGE
AGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGCTATTATGATGA

TCACTATAGCCTGGATTATTGGGCTCAGGGCACCACCCTGACCETTAGCAGCGGTGGTGGT
CAATTATGAGCGCAAGTCCGCGTCAAAAAGTTACCATCACCTGTAGCGCCAGCAGCAGCET

TAGCTATATGAATTGGTATCAGCAGAARAGCGGCACCAGCCCGAAACGTTGGATTTATGAT
ACCAGCARACTGGCAAGCGETGTTCCGGCACATTTTCCTCGTACCGGTAGCGGCACCTCAT
ATAGCCTGACCATTAGCGGTATGGAAGCAGAAGATGCAGCAACC TATTATTCTCAGCAGTG
GTCAAGCAATCCGTTTACCTTTCGTAGTGGCACCARACTCGAARTTAATCGTGGAGGTGGT
GGATCCCAGGTGCAGCTGAAACAGAGCGGCCCGGGCCTGGTGCAGCCGAGCCAGAGCCTGA
GCATTACCTGCACCGTCGAGCGGCTTTAGCCTGACCAACTATCGLGTGCATTCGGTGCGCCA
GAGCCCGGGCAARLGGCCTGGAATGGCTGGGCGTGATTTGCGAGCGGCGGCAACACCGATTAT
ARACACCCCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACAAAGATAACACCARRAGCCAGGTGTTTT
TTAARATGAACAGCCTGCAAAGCCAGGATACCCCGATTTATTATTGCGCGCCCGUGCTGAC
CTATTATGATTATGAATTTGCGTATTGGGGCCAGGGCACCCTGETGACCCTCAGCEGCGGCT
AGCACCAAGGGCCCATCCCTCTTCCCCCTGCCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGEGGGCA
CAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCCAACCEGTGACGGTGTCETGGAA
CTCAGGCGCCCTGACCAGCCGCGTGCACACCTTCCCEGCTECTCCTACAGTCCTCAGGACTC
TACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGECACCCAGACCTACATCT
GCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGCTGGACAAGARAGTTGAGCCCAAATCTTG
TGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTC
TTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCEGACCCCTCGAGGTCACAT
GCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGCTTCAACTGGTACGTGGALGS
CGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACCAGAGCACGTACCGT
GTGCTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAARACCATCTCCARAGCCAARGGGCA
GCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAG

GTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAARGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGCAGTGGGAGA
GCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCETGCTGGACTCCGACGGCTC

CTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGRGCAGGTEGCAGCAGGGCGAACGTCTTC
TCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGARGAGCCTCTCCCTGT
CTCCGGGTARAATGA (SEC ID NO: 301)

Anticuerpo multiespecificoC225v5(N297Q)-OKT3m-H-C de cadena pesada
SECUENCIA DE AMINOACIDOS

CVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVEWVROS PGKGLEWLGVIWSGGNTDYNT
PFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLOSQODTAIYYCARALTYYDYEFAYWGDGTLVTVSAAST
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KGFSVEPLAPSSKETSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVEWNSGALTSGVETFPAVLQSSGLYS
LSSYVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYQSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNEALFAPIERTISKAKCOPREFOVYTLPPSREEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT PPVLDSDCSFELYSXLTVDKSRUQQGNVESC
SVMHEALENHYTQKSLSLSPCGKGGGSGGGGEGEGGGSCGEESGEGAVQLOQSGAELARPGA
SVEMSCKASGYTFTRY TMHWVKQRPGQGLEWIGY INPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSS
TAYMQLSSLTSELEAVYYCARYYDDHYSLDYRCGQGTTLTVSSGCGGEGGGGSGEGGSQIVL
TCSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMNWYQOKSGTSPKRWIY DTSKLASGVPAHFRGSG
SGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQOWSSNPETEGSGTKLEINR* (SEQ ID NO: 302)

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

CAGGTGCAGCTGAMACAGAGCGGCCCGGGCCTCGTGCACCCCACCCAGAGCCTGAGCATTA
CCTGCACCGTGAGCGGCTTTAGCCTGACCAACTATGGCETGCATTGGGTGCCECCAGAGCCC
GGGCAAAGGCCTGGAATGGCTCGGCCTGAT T TCCAGCGECCECARCACCGATTATAACACC
CCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACAAAGATAACRGCAMARLCCCAGGTGTTTTTTAAAA
TGAACAGCCTGCARAGCCAGGATACCGCGATTTATTATTGCGCECGCGCGCTGACCTATTA
TGATTATGAATTTGCGTATTGGGGCCAGGGCACCCTEGTCACCETGAGCGCGGCTAGCACC
AAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGS
CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACEGTGTCGTGGAACTCAGS
CGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCRAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGGTGACCCTGCLCTCCAGCAGCTTGGOCACCCAGACCTACATCTGCRACS
TGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGARAGT TGAGCCCARATCTTGTGACAA
2ACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAMCTCCTGGEGEGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCRAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCUCTGAGGTCACATGCGTGE
TGGTGCACGTGAGCCACGAAGACTCTGAGGTCAAGTTCAACTGETACGTGGACGGTUGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACCAGAGCACGTACCGTGTGGTC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCT
CCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGRAAACCATCTCCAAAGCCARAGGGCAGCCCCG
AGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGC
CTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGCAGAGTCAATG
GGCAGCTGGAGARCAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGCGACTCCGACGGCTCCTTCTT
CCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGEGGAACGTCTTICTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCATAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGE
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GTARAGGAGGTGGATCTCCAGGTGCCGETT CAGGCTCTEGCCEAGGCTCAGETGGTGGAGE
ATCAGGCGGAGGTCAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGGTCCAGAAC TGGCACGTCCGGOTGCA
AGCGTTAARRATGAGCTGTAAAGCAAGCGGTTATACCTTTACCCGTTATACCATGCATTGEG
TTARACAGCGTCCGGGTCAGGGTCTGGAATGGATTGETTATATCARTCCGAGCCGTGGTTA
TACCAACTACAACCAGAAATTCARAGATAAAGCRACCCTGACCACCGATARARGCAGCAGT
ACCOCCTATATCGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCAC
GCTATTATGATGATCACTATAGCCTGGATTATTGGGGETCAGCGLACCACCCTGACCGTTAG
CAGCGOTGGTGCTGGTAGTGGTOECGGTGGTTCAGGCGETGCLOGTAGCCACGATTGTTCTG
ACCCAGAGTCCGGCRATTATGAGCGCAAGT CCGGGTGAAAARGTTACCATGACTCTGTAGCG
CCAGCAGCAGCGTTAGCTATATGAATTGGTATCAGCAGAAAAGCGGCACCAGCCCGRARACE
TTGGATTTATGATACCAGCAARCTGGCAAGCGCTCTTCCGECACATTTTCGTGETAGCGGT
AGCGGCACCTCATATAGCCTGACCATTAGCCGTATGGALAGCAGARGRATGCACGCAACCTATT
ATTGTCAGCAGTGGTCAAGCAATCCGTTTACCTITGCETACTGCCACCARACTGGAAATTAA
TCGTTGA (SEQ ID NO: 303)
Anticuerpo multiespecifico C225v5(N297Q)-OKT3m-L-C de cadena ligera
SECUENCIA DE AMINOACIDOS
DILLTQSPVILSVSPGERVSEFSCRASQSIGTNIHWYQORTNGSPRLLIRYASESISGIPSR
FSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQONNNWPTTEGAGTHKLELXKRTVAAPSVEIF?PSD
EQLEKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDETYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGSGGGGSGSGEGSGGGGSGLERVQLOQS
GAELARPGASVEMSCKASGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGY INPSRGY TNYNQKFKDKA
TLTTOKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDEY SLDYRGOGTTLTVSSGGGGSGEGES
GGGGSQIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMNWYQOKSGTSPKRRIYDTSKLASG
VPAHFRGSGSGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQQWSSNPFTFGSGTXKLEINR* (SEQ ID
NO: 2928)

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

GACATCTTGCTGACCCAGAGCCCGGTGATTCTGAGCGTGAGCCUGGGCGRACGTGTGAGCT
TTAGCTGCCGCGCGRGCCAGAGCATTGGCACCARCRATTCATTGGTATCAGCAGCGCACCAA
CGGCAGCCCGCGCCTGCTGATTARATATGCGAGCGAAAGCATTAGCGGCATTCCGAGCCGT
TTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGATTTTACCCTGAGCATTAACAGCGTGCGAAAGCGRAAG
ATATTGCGGATTATTATTGCCAGCAGAACAACAACTGGCCCGACCACCTTTGGCGCGGGCAC
CARARCTGGAACTGARACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTICATCTTCCCGCCATCTGAT
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GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGC TCAATAACTTCTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGCAAGCTGGATAACGCCCTCCARTCGGGTARCTCCCAGGAGAGTCT
CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAA
GCAGACTACGAGRARCACAAAGTCTACGCCTGCGAACTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGE
CCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGCAGAGTGTCGAGCTGGATCTGGAGGTGEGCGGTTCAGS
CTCTGGCGGAGGCTCAGGTGGTCGAGGATCAGGCGGAGGTCAGETTCAGCTGCAGCAGAGT
GGTGCAGAACTGGCACGTCCGGGTGCARGCGTTAARATGAGC TG TARAGCAAGCGGTTATA
CCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGGTTAAACAGCETCCGCETCAGGGTCTGGAARTGGAT
TGGTTATATCAATCCGAGCCGTGGTTATACCAACTACARCCAGAAATTCARAGATARAGCA
ACCCTGACCACCGATAAAAGCAGCAGCACCGCCTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCAG
AGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGCTATTATGATCGATCACTATAGCCTGGATTATTG
GGGTCAGGGCACCACCCTGACCGTTAGCAGCGCTGGTGETGOTAGTGGTGGCGETGGTTCA
GGCGGTCGCGGTAGCCAGATTGTTCTGACCCAGAGTCCEGCAATTATGAGCCCAAGTCCCE
GTGAMAMAGTTACCATGACCTGTAGCGCCAGCAGCACGCETTAGCTATATGAATTGETATCA
GCAGAAMAGCGGCACCAGCCCCAMACGTTGCAT T TATGATACCAGCAAACTGGCAAGCGET
GTTCCGGCACATTTTCCTGGTAGCGGTAGCGGCACCTCATATACCCTGACCATTAGCGGTA
TGGAAGCAGAAGATGCAGCAACCTATTATTCTCAGCAGTGCTCAAGCARTCCGTTTACCTT
TGGTAGTGGCACCAAACTGGAAATTAATCGTTAG (SEQ 1D NO: 29%9)

Anticuerpo C225v5(N297Q) de cadena pesada

SECUENCIA DE AMINOACIDOS
QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVEWVRQSPGKGLEWLGYVIWSGGNTDYNT
PETSRLSINKDNSKSQVFEKMNSLOSQDTAIYYCARALTYYDYEFRYWGOGTLVTVSAAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYS
L3SVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVIVSHEDPEVKENWYVDGVEVENAKTKPREEQYQSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSREEMTKNCVS
LTCLYKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT PPVLDS DGSFFLYSKLTVDKSRUQQGNVESC
SVMHEALHANHYTQKSLSLSPGK* (SEQ ID NO: 336)

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

CAGGTGCAGCTGAAACAGAGCGGCCCOGGCCTGGTGCAGCCGAGCCAGAGCCTGAGCATTA
CCTGCACCGTGAGCGGCTTTAGCCTGACCAACTATGCCGTGCATTGGGTGCGCCAGAGCCC
GGGCARAGGCCTGGRATGGCTGGGCGTGAT TTGGAGCGGCCGCAACACCGATTATAACACT
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CCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACARAGATAACACGCAARACCCAGGTGTTTTTTAAAL
TGAACAGCCTGCARARGCCAGGATACCGCGATTTATTATTGCCCCCCGCGCGCTGACCTATTA
TGATTATGAATTTGCGTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCGCGGCTAGCACT
AAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGCCACCCTCCTCCAAGAGTCACCTCTGGGGGCACAGCGE
CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGETGACGGTGTCGTGGAACTCAGG
CCGCCCTGACCAGCGGCCTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGGTGACCCTGCCCTCCAGCAGCTTGCGCCACCCAGACCTACATCTGCAACG
TGAATCACAAGCCCRAGCAACACCAAGGTGGACAAGARAGTTCGACCCCRAAATCTTGTGACAA
AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGCEGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAAAACCCAAGCGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCL TGAGGTCACATGCGTGE
TGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCARGTTCAACTGETACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAMAGCCGCGGGAGGAGCAGTACCAGAGCACGTACCGTETGGTC
AGCGTCCTCACCGTCCTCCACCAGCGACTGGCTCAATCGCAACGAGTACAAGTGCAAGGICT
CCRACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCALAGCCARAGCGCAGTCCCE
AGARACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCRAGAACCAGGTCAGC
CTGACCTGCCTGGTCAMGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGCAGAGCAATG
GGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGLACTCCGACGECTCCTTCTT
CCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGECAGCAGEGGAACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTCTCTCCGE
GTAAATGA (SEQ ID NC: 337)

Anticuerpo activable de cadena ligera 3954-1204-C225v5

SECUENCIA DE AMINOACIDOS
QGQSGQCISPRGCPDGPYVMYGSSGGSGGSGGSGLSGRSDRHGSSGTQILLTQSPVILSYS
PGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQORTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDETLSI
NSVESEDIADYYCQONNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNEY PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDETYSLSSTLTLSKADYEKRKVYACEVT
BQGLSSPVTKSFNRGEC* (SEQ ID NO: 304)

NUCEEOTIDE SEQUENCE

CAAGGCCAGTCTGGCCAGTGCATCTCACCTCGTGGTTGTCCGGACGGTCCCATACGTCATET
ACGGCTCGAGCGGTGGCAGCGGTGGCTCTGGTGGATCCGGTITGAGCGGCCGTTCCGATAA
TCATGGCAGTAGCGGTACCCAGATCTTGCTGACCCAGAGCCCGETGATTCTGAGCGTGAGC
CCEGGCGARACGTGTGAGCTTTAGCTGCCGCGCGRGCCAGAGTATTGGCACCARCATTCATT
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GGTATCAGCAGCGCACCAACGGCAGCCCCCGCCTECTCAT TAAATATGCGAGCCRAAGCAT
TAGCGGCATTCCGAGCCGCTTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCCATTTTACCCTGAGCATT
AACAGCGTGGAAAGCGAAGATATTGCGCATTATTATTGCCAGCAGRACARCARCTGGCCGA
CCACCTTTGGCGCGGGCACCAARCTGGAACTCARACGTACGETGGCTGCACCATCTGTCTT
CATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGARATCTGGAACTGCCTCTGTTGTCTCCCTGCTG
AATAACTTCTATCCCAGCAGAGGCCAAAGTACRCTCGAAGGTGCATARCGCCCTCCAATCGE
GTAACTCCCAGGAGARGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAG
CACCCTGACGCTGAGCAAAGCACGACTACGAGAARCACAAAGTCTACGCCTGUGAAGTCACT
CATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACRAAGAGCTTCAACAGGEGAGAGTGTGCAGGTGGAT
CTGGAGGTGGCGGTTCAGGCTCTGGCGGAGGCTCAGETGGTCEAGGATCAGGCEGAGETCA
CGTTCAGCTGCAGCAGAGCGGTGCAGARCTCLCACGTCCGECTGCARGCCTTAAAATGAGC
TCTAAAGCAAGCGGTTATACCTTTACCCCTTATACCATGUATTGGCTTAAACAGLETCCGE
GITCAGGGTCTGGAATGGATTCCTTATATCAATCCCAGCUGTGETTATACCAACTACAACCA
GAAATTCAAAGATARAGCAACCCTGACCACCCATARRAGCAGCAGCACCCCCTATATGCAC
CTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTATTACTCTCCACGCTATTATGATGATC
ACTATAGCCTGGATTATTGGGCTCAGGGCACCACCCTGACCCTTAGCAGCGGETEHRTGETGE
TAGTGGTGGCGGTGGTTCAGCCECTGGCCGTAGCCACGAT TGTTCTCRCCCAGACTCCGGCA
ATTATGAGCGCAAGTCCGGETGARARAGTTACCATGACCTGTAGCGCCAGCAGCAGCETTA
GCTATATGRATTGGTATCAGCAGAAAAGCGGCACCAGLCCGAAACGTTGGATTTATGATAC
CAGCAAACTGGCAAGCGGTGTTCCGGCACATTTITCGTGCGTAGCGGTAGCGGCACCTCATAT
AGCCTGACCATTAGCGGTATGGAAGCAGAAGATGCAGCAACCTATTATTGTCACCAGTGET
CAAGCAATCCGTTTACCTTTGGTAGTGGCACCAAACTGGAAATTRAATCGTTAG (SEQ ID
NC: 305)

Anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N, que comprende plasmido de cadena ligera

3954-1204-C225 y plasmido de cadena pesada C225v5-OKT3m-H-N.

Anticuerpo de cadena ligera C225v5
SECUENCIA DE AMINOACIDOS

CILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQORTNGSPRLLIKYASESISGI
FSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQOONNNWEPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFP

PSR

PSD

EQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVDNALQSGNSCGESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK

ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC* (SEQ ID NG: 314)

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS
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GACATCTTGCTGACCCAGAGCCCCCTGATTCTCGAGCCTGAGCCCGGGCGAACGTGTGAGCT
TTAGCTGCCGCGCGAGCCAGAGCATTGGCACCAACATTCATTGGTATCAGCAGCGCACCAA
CGGCAGCCCGCGCCTGCTCATTARATATCCCGACGCGRAAGCATTAGCGGCATTCCGAGCCGT
TTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCCATTTTACCCTGAGCATTAACAGCGTGGAAAGCGAAG
ATATTGCGGATTATTATTCCCAGCAGAACAACAACTGCCCGACCACCTTTGGCGCGCGCAC
CAAACTGGAACTGARACGTACGGTCGCTGCACCATCTCTCTTCATCTTCCCGCCATCTCGAT
GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTCGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGCGETAACTCCCAGGAGAGTGT
CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAA
GCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCTTGAGCTCGC
CCETCACAAAGAGCTTCAACAGGGCGAGAGTGTCGAGETEGATCTGCAGGTGCCEGTTCAGS
CTCTGGCGGAGGCTCAGCTCGTGCACGGATCAGCCGGAGCTCACETTCAGCTCCAGCAGACC
GGTGCAGARCTGGCACGTCCGGETCCARGCCTTAANAATCACCTCTARAGCAAGCGETTATA
CCTTTACCCGTTATACCATCGCATTGCCTTAAACAGCETCCCLCTCAGGGTCTGCAATGGAT
GETTATATCAATCCGAGCCGTGGTTATACCANCTACARCCAGARATTCAAAGATAAAGCA
ACCCTGACCACCGATAANAGCAGCAGCACCCCCTATATCCACCTGAGCAGCCTGACCTCAG
AGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGCTATTATGATCGATCACTATAGCCTGGATTATTG
GGGTCAGGGCACCACCCTCACCGTTAGCAGCGGTGLTGETGGTAGTGGTGGCGCTGGTTCA
GGCGETGGCEETAGCCAGATTCTTCTGACCCAGAGTCCGLCCAATTATGAGCGCAAGTCCGE
GTGAAAAAGTTACCATGACCTGTAGCGCCAGCAGCAGCGTTAGCTATATGAATTGGTATCA
CAGAAAAGCGGCACCAGCCCGAAACGTTGGATTTATGATACCAGCAAACTGGCARGCGET
GITTCCGGCACATTTTCGTGGTAGCGGTAGCGGCACCTCATATAGCCTGACCATTAGCGGTA
TGGAAGCAGAAGATGCAGCAACCTATTATTGTCAGCAGTGGTCARGCARTCCGTTTACCTT
TGGTAGTGGCACCAAACTGGAAATTAATCGTTAG (SEQ ID NO: 315)

La Tabla 11 muestra ejemplos de emparejamiento de secuencias de cadena pesada (HC) y cadena ligera (LC) para
producir un anticuerpo multiespecifico o un anticuerpo multiespecifico activable de la divulgaciéon. Como se usa en
esta invenciéon cuando se hace referencia a cadenas ligeras, las cadenas ligeras de anticuerpos que comprenden
C225v5 también se denominan cadenas ligeras que comprenden C225.

Tabla 11. Anticuerpos multiespecificos y anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion

Nombre de la proteina Pares de plasmidos(nucledtidos) para transfeccion
C225v5-OKT3m-H-N HC C225v5-OKT3m-H-N
LC C225
C225v5-OKT3m-H-C HC C225v5-OKT3m-H-C
LC C225
C225v5-OKT3m-L-C HC C225v5

LC C225-OKT3m4-C

3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N HC C225v5-OKT3m-H-N
LC C225-3954-1204
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Nombre de la proteina Pares de plasmidos(nucledtidos) para transfeccion

3954-1204-C225vS-OKT3m-H-C HC C225v5-OKT3m-H-C
LC C225-3954-1204

C225v5-N297Q-OKT3m-H-N HC C225v5-N297Q-OKT3m-H-N
LC C225

C225v5-N297Q-OKT3m-H-C HC C225v5-N297Q-OKT3m-H-C
LC C225

C225v5-N297Q-OKT3m-L-C HC C225v5-N297Q

LC C225-OKT3m-L-C

3954 -1204-C225v5-N297Q-OKT3m-H-N HC C225v5-N297Q-OKT3m-H-N
LC C225-3954-1204

3954-1204-C225v5-N297Q-OKT3m-H-C HC C225v5-N297Q-OKT3m-H-C
LC C225-3954-1204

3954-1204-C225v5-N297Q-OKT3m-L-C HC C225v5-N297Q
LC C225-3954-1204-OKT3m-L-C

vS se refiere a la version 5 de C225.
EJEMPLO 6: Unién de anticuerpos multiespecificos a CD3¢ en células T .Jurkat
Este ejemplo demuestra la capacidad de anticuerpos multiespecificos de la descripcion para unirse a células T.

Se probaron tres formatos de anticuerpos multiespecificos: (1) C225v5-OKT3m- H-N. un anticuerpo multiespecifico en
el que un scFv de OKT3m que se une a CD3¢ (también denominado en esta invencién CD3¢ y CD3 en células T) se
unio al extremo N de la cadena pesada del anticuerpo anti-EGFR C225v5; (2) C225v5-OKT3m-H-C, un anticuerpo
multiespecifico en el que un scFv de OKT3m se unié al extremo C de la cadena pesada de anti-EGFR anticuerpo
C225v5; y (3) C225v5-OKT3m-L-C, un anticuerpo multiespecifico en el que un scFv de OKT3m se unié al extremo C
de la cadena ligera del anticuerpo anti-EGFR C225v5. Las secuencias de aminoacidos de estos anticuerpos
multiespecificos se proporcionan en esta invencion, al igual que las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos
C225v5 y OKT3. También se evalué un control de isotipo, a saber, control de isotipo de IgG1 humana, Enzo, Catalogo
ALX-804-133-C100.

Para determinar si los tres formatos de anticuerpos multiespecificos podian unirse a células T Jurkat positivas para
CD3e¢ (también denominadas en esta invencién como células Jurkat y Jurkats), se realizé un ensayo de unién basado
en citometria de flujo. Las células T Jurkat (clon E6-1, ATCC, TIB-152) se cultivaron en RPMI-1640 con GlutaMAX™
(Life Technologies, Catalogo 72400-120), suero bovino fetal inactivado por calor al 10 % (HI-FBS, Life Technologies,
Catalogo 10438-026), penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml (Life Technologies, Catalogo 15140-122)
(también denominada en esta invencion como medio completo) segun las pautas de ATCC. Las células se recogieron
mediante centrifugacion (200xg, 4 °C, 5 min) y se volvieron a suspender en PBS con HI-FBS al 2 % (tampdn FACS).
Se transfirieron alrededor de 250.000 células Jurkat por pocillo a una placa de fondo en U de 96 pocillos, se recogieron
y se volvieron a suspender en 50 microlitros (también denominados en esta invencién yL o ul) de los anticuerpos que
se analizan. La concentracion inicial de los anticuerpos fue de 100 nM para los anticuerpos multiespecificos y 166,7
nM para el control de isotipo, seguido de diluciones en serie de 5 veces para un total de 8 concentraciones para cada
anticuerpo.

Las células y anticuerpos se incubaron a 4 °C con agitacion durante aproximadamente 1 hora, se recogieron y se
lavaron 3 veces con 200 pL de tampdn FACS. Las células Jurkat resultantes se resuspendieron en 50 pl de IgG
antihumana conjugada con AlexaFluor® 647 (H+L) (Jackson ImmunoResearch, Catalogo 709-606-149) y se incubaron
a 4 °C con agitacion durante alrededor de 30 min. Las células Jurkat resultantes se recogieron, se lavaron 3 veces
con 200 pL de tampdn FACS y se resuspendieron en un volumen final de 150 uL de tampon FACS con 2,5 ug/ml de
7-AAD (BD Pharmingen, Catalogo 559925). Las muestras se analizaron en un citometro de flujo BD Accuri C6 (BD
Biosciences), y la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células viables se calculé usando FlowJo V10 (Treestar).
La tincién de 7-AAD mostré que una compuerta de dispersion lateral delantera era suficiente para identificar células
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viables. Los valores de ECso se calcularon en GraphPad Prism 6 ajustando los datos al log(agonista) frente a la
respuesta (tres parametros).

La Figura 16A demuestra que los tres formatos de anticuerpos multiespecificos unen células T Jurkat con valores ECso
que varian de nM de un solo digito a sub-nM.

EJEMPLO 7: Los anticuerpos multiespecificos se unen a células T que expresan CD3e y EGFR humano
recombinante

Este Ejemplo demuestra la capacidad de los anticuerpos multiespecificos de la descripcién para unirse a células T
(también denominadas en esta invencion como co-unién) y células que contienen antigenos diana.

Para determinar si el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N, C225v5- OKT3m-H-C, o C225v5-OKT3m-L-C
podria unirse a las células Jurkat T positivas para CD3¢ y a EGFR, se realizé un ensayo de coagulacion basado en
citometria de flujo. Las células de Jurkat se pretrataron con una concentracion de saturacion de cada uno de los
anticuerpos multiespecificos seguida de titulacién con EGFR biotinilado y deteccion con estreptavidina, conjugado de
R-ficoeritrina (SAFE). También se analizé un control isotipico, a saber, IgG1 humana; control isotipico, Enzo. Catalogo
ALX-804-133-C100.

Las células Jurkat se cultivaron y recogieron como se describe en esta invencion. Alrededor de 500.000 células Jurkat
por pocillo se transfirieron a una placa de fondo en U, se recogieron y se resuspendieron en 50 pL de anticuerpo
multiespecifico 40 nM o anticuerpo de isotipo 67 nM. Las células se incubaron a 4 °C con agitacién durante alrededor
de 1 hora, se recogieron y se lavaron 3 veces con 200 uL de tampén FACS. Las células Jurkat resultantes (que se
unen a un anticuerpo multiespecifico de la descripcidn) se resuspendieron en 50 yl de proteina EGFR humana
recombinante biotinilada (Abeam, Catalogo ab 168702) comenzando en alrededor de 290 nM seguido de diluciones
en serie 5 veces para un total de 8 concentraciones. Las células se incubaron a 4 °C con agitacién durante alrededor
de 1 hora, se recogieron y se lavaron 3 veces con 200 yL de tampdn FACS. Las células Jurkat resultantes se
resuspendieron en 50 pl 10 ug/ml de estreptavidina, conjugado de R-Ficocritina (Life Technologies, S866) y se
incubaron a 4 °C con agitacion alrededor de 1 hora. Las células se recogieron, se lavaron una vez con 200 yL de
tampon FACS y se resuspendieron en 150 pL de tampdn FACS. Las muestras se analizaron en un BD Accuri C6 y
MFI calculado como se describe en esta invencién. Los valores de ECso se calcularon en Graph Pad Prism 6 como se
describe en esta invencion.

La Figura 16B demuestra que los tres formatos de anticuerpos multiespecificos exhibieron unién dependiente de la
concentracién de EGFR que requirié unién concomitante a CD3¢ en células T. Los valores de ECsp variaron de sub-
nM a nM de un solo digito.

EJEMPLO 8 Activacion dependiente de la diana de células T por anticuerpos multiespecificos

Este Ejemplo demuestra la capacidad de anticuerpos multiespecificos de la divulgacion para activar células T de una
manera dependiente de la diana.

Para determinar si la unién de células T Jurkat y células diana positivas para EGFR mediante el anticuerpo
multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N, C225v5-OKT3m-H-C, o C225v5-OKT3m-L-C podria inducir la activaciéon de
células Jurkat, se emple6 un ensayo basado en citometria de flujo. Las células Jurkat y las células diana marcadas
con CFSE se co-cultivaron durante aproximadamente 15 h y la activacion de células T se evalué mediante tincion para
la expresién superficial del marcador de activaciéon de células T tempranas, CD69.

Células SW480 positivas para EGFR, también denominadas células SW480, (ATCC, Catalogo CCL-228) y células
U266 negativas para EGFR, también denominadas células U266, (ATCC, Catalogo TIB-196) se cultivaron en RPMI-
1640 con GImaMAX™ HI-FBS al 10 %, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (denominada medio
completo) segun las pautas de ATCC. Estas células diana se recogieron, se lavaron una vez con PBS y se
resuspendieron en PBS a 2x10® células/ml. Un stock de CFSE de 5 mM (Life Technologies, Kit de proliferacion celular
CellTracc™ CFSE, Catalogo C34554) se preparé en DMSO y luego se diluy6 a 30 nM en PBS. El stock de trabajo de
PBS/CFSE se utilizé inmediatamente. Se combinaron volumenes iguales de los células diana y el stock de CFSE para
una concentracion final de CFSE de 15 nM y una densidad celular final de 1x108 células/ml. Las células se incubaron
durante 15 min a 37 °C. El etiquetado se inactivdo mediante la adicién de un volumen igual de HI-FBS. 'Las células
diana incubadas se recogieron, se lavaron una vez con medio completo y se volvieron a suspender en medio completo
a 5x10° células/ml. Se afiadieron 50 L de suspension celular por pocillo a una placa de fondo plano de 96 pocillos
para un total de 25.000 células diana por pocillo.

Células T Jurkat se cultivaron como se describe en esta invencion. Las células Jurkat se recogieron, se
resuspendieron en medio completo a 1 x 10® células/ml y se afiadieron 50 pl de suspension celular por pocillo a la
placa de fondo plano que contenia células diana para un total de aproximadamente 50.000 células Jurkat por pocillo.
La proporcion de células T efectoras a células diana fue de 2:1.
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Se prepararon stocks de anticuerpos concentrados tres veces en medios completos. Las concentraciones mas altas
utilizadas fueron 1,2 nM para cada uno de los formatos de anticuerpos multiespecificos y 1,5 nM para OKT3
(BioLegend, Catalogo 317304), C225v5 (cuya secuencia de aminoacidos se proporciona en esta invencion), y
anticuerpos de control de isotipo. Se prepararon diluciones en serie de cinco veces en medios completos para un total
de 8 concentraciones para cada anticuerpo. Se agregaron 50 uL de anticuerpo por pocillo a la placa de fondo plano
que contenia las células T y las células diana, diluyendo todos los stocks 3 veces para una concentracion inicial de
400 pM para cada uno de los formatos de anticuerpos multiespecificos 0 500 pM para cada uno de los OKT3, C225v5
y anticuerpos de isotipo.

Después de aproximadamente 15 h, las células se transfirieron a una placa con fondo en U y se recogieron. Para
maximizar la recuperacion, la placa de cultivo celular se lavé con 150 yL de tampdn FACS y el lavado se transfirié a
la placa de fondo en U. Las células se recogieron, se volvieron a suspender en anticuerpo conjugado PE anti-CD69
de 50 pL (BD Biosciences, Catalogo 555531, utilizado a la concentracién recomendada por el fabricante), y tefiido
durante 1 h a 4 °C con agitacién. Las células se lavaron una vez con 200 pyl de Tampdén FACS vy luego se
resuspendieron en un volumen final de 150 pL. Se utilizaron controles de un solo color para establecer la
compensacion en el BD Accuri C6. Se recogieron 10.000 células en una dispersion lateral delantera, compuerta CFSE
negativa y MFI calculada usando FlowJo. Los valores de ECso se calcularon en GraphPad Prism 6 como se describe
en esta invencion.

La Figura 17 demuestra que la activacion de CD69 potente, evidente a partir de concentraciones sub-pM, dependia
de que cada formato de anticuerpo multiespecifico se co-cultivara en presencia de células T Jurkat y células SW480
EGFR-positivas. En contraste, la activacion de células T inducida por co-cultivo con células U266 negativas para EGFR
fue significativamente menos eficiente, presentando valores de ECso sub-nM y una reduccion del 75 % en la induccién
maxima de CD69 con respecto a la activacion inducida por células positivas para EGFR. La activacion independiente
de EGFR de los anticuerpos multiespecificos, como se vio cuando se usaron células U266, fue similar a la del
anticuerpo OKT3, y se observo tincion de CD69 insignificante con C225v5 y anticuerpos de control isotipicos.

EJEMPLO 9: Activacion dependiente de la diana de células T CD8* primarias por anticuerpos multiespecificos

Este Ejemplo demuestra la capacidad de anticuerpos multiespecificos de la descripcion para activar células T CD8
positivas primarias (CD8’).

Para determinar si el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N, C225v5-OKT3m-H-C, o C225v5-OKT3m-L-C
podria mediar la activacion dependiente de EGFR de células T CD8 humanas primarias, se realizé un ensayo basado
en citometria de flujo. Células T CD8’ derivadas de células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) y
células diana marcadas con DDAO-SE se co-cultivaron durante la noche, y la activacion se evalué mediante tincion
para el marcador de activacion temprana. CD69.

Células SW480 positivas para EGFR se cultivaron y etiquetaron como se describe en esta invencién con las siguientes
excepciones: (1) Células diana SW480 se marcaron con CellTrace™ FarRed DDAO-SE (Life Technologies, Catalogo
C34553) y (2) medios completos se complementaron con 25 U/ml de IL-2 (R&D Systems, Catalogo 202-IL-050/CF).
Se afiadieron cincuenta 50 yuL de suspension de células diana (a 5x102 células/ml) por pocillo a una placa de fondo
plano de 96 pocillos para un total de 25.000 células diana por pocillo.

Células T citotoxicas CD8* de sangre periférica normal fresca (AllCells, Catalogo PB009-3) se obtuvieron de AllCells
(Alameda, CA), se recogieron mediante centrifugacion (200xg, RT, 15 min) y se volvieron a suspender en medios
completos complementados con 25U/ml IL-2 a 1,5x 10° células/ml. Cincuenta uL de suspension celular por pocillo se
afnadieron a la placa de fondo plano que contiene células diana para un total de aproximadamente 75.000 células T
citotéxicas CD8* por pocillo y una relacion de 3:1 de células T a células diana.

Se prepararon stoks de anticuerpos tres veces concentradas en medios completos complementados con 25U/ml IL-2.
La concentracion mas alta fue de 600 pM seguida de diluciones en serie de 5 veces para un total de ocho
concentraciones para cada anticuerpo. Se afadieron 50 uL de anticuerpo por pocillo a la placa de fondo plano que
contenia células CD8'’ y células diana, diluyendo todos los stocks 3 veces para una concentracién inicial de 200 pM.

Después de una incubacion durante la noche, la placa de fondo plano se centrifugd y se retiraron 100 pL de
sobrenadante para el ensayo de citotoxicidad luminiscente descrito en esta invencidn. El sobrenadante restante se
transfirio a una placa de fondo en U, y las células en la placa de fondo plano se separaron con tripsina al 0,25 % (Life
Technologies, Catalogo 25200-056). La actividad de tripsina se inactivd mediante la adicion de 3 volumenes de
Tampén FACS y la suspension celular se transfirio a la placa de fondo en U. Después de la recogida, las células se
resuspendieron en 50 pL de un céctel de FITC anti-CD69 PE/Anti-CD8 (FITC anti-CD8, BD Biosciences, Catalogo
561948), control de isotipo FITC (BD BioSciences, Catalogo 340755). o control de isotipo PE (BD BioSciences,
Catéalogo 340761). Todos los anticuerpos se utilizaron a las concentraciones recomendadas por el fabricante. Las
células se tifieron durante 1 h a 4 °C con agitacion, se recogieron y se resuspendieron en un volumen final de 150 uL
de tampdn FACS con 2,5 ug/ml de 7-AAD. Se utilizaron controles de un solo color para establecer la compensacion
en un BD Accuri C6 y se recogié un volumen fijo de suspension celular. La regulacion en células CD8’ fue suficiente

112



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2912932 T3

para distinguir entre células diana y células T viables. La activacion se cuantificé6 como el porcentaje de células T con
expresion de CD69 por encima del control de isotipo de PE.

La Figura 18A demuestra que los tres formatos de anticuerpos multiespecificos demostraron la activacion dependiente
de la concentracion de células T CD8* primarias con valores de pM ECso de un solo digito. El tratamiento con
anticuerpos OKT3, C225v5 o de control de isotipo (Enzo) de IgG1 humana dio como resultado una induccion de CD69
insignificante.

EJEMPLO 10: Destruccion dependiente de diana de células diana por anticuerpos multiespecificos

Este ejemplo demuestra la capacidad de los anticuerpos multiespecificos de la descripcion para inducir la lisis celular
dependiente de diana dirigida por células T.

Para determinar si el anticuerpo multiespecifico C225v5-GKT3m-H-N, C225v5- OKT3m-H-C, o C225v5-OKT3m-L-C
era capaz de inducir lisis celular dirigida a células T, dependiente de la diana, se cocultivaron células SW480 con
células T CD8* a una relacion de células efectoras a diana 3:1 como se describe en esta invencion. Después de una
incubacion nocturna, 100 pL del sobrenadante se analizaron en placas de pared blanca de 96 pocillos (Greiner Bio
One, Catalogo 655098) para determinar la actividad de proteasa distinta asociada con la citotoxicidad segun el
protocolo del fabricante (CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay, Catalogo G9292, Promega), que utiliza un sustrato
peptidico luminogénico para medir la actividad de las proteasas liberadas por células que han perdido la integridad de
la membrana y posteriormente se han sometido a citélisis. La citotoxicidad multiespecifica dependiente de anticuerpos
de las células diana se expresé en luminiscencia después de la sustraccién de fondo de los valores no tratados y se
graficoé en Prisma con analisis de ajuste de curva log(agonista) vs. respuesta (tres parametros).

La Figura 18B demuestra que los tres formatos de anticuerpos multiespecificos indujeron la destrucciéon de células
SW480 mediada por por células T. Como se esperaba, el anticuerpo OKT3 solo no exhibié destruccion detectable de
células SW480, lo que sugiere un requisito de co-acoplamiento de CD3 y diana tumoral para la citotoxicidad efectiva
por los anticuerpos multiespecificos.

EJEMPLO 11: Activacién de células T dependientes de diana y destruccion de células diana por anticuerpos
multiespecificos

Este Ejemplo demuestra la capacidad de los anticuerpos multiespecificos de la descripcion para inducir la activacion
dirigida a células T, dependiente de la diana, de células T CD8" y la destruccién de células diana.

Para determinar si la activacion de células T observada dependia de la expresién de EGFR por parte de la célula
diana, se cocultivaron células SW480 positivas para EGFR marcadas con CFSE o células U266 negativas para EGFR
con células T CD8’ humanas en presencia del anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N u OKT3, cada uno en
una serie de dilucion de 5 veces a partir de 200 pM como se describié anteriormente. Se utilizé el marcado CFSE de
las células diana (30 nM) para distinguir las células diana de las células T utilizando un procedimiento descrito en esta
invencion. Células T citotéxicas CD8 de sangre periférica normal congeladas (AllCells, Catalogo PB009-3F) se
descongelaron segun lo especificado por el fabricante. Después de una incubacién durante la noche, se analizaron
las células T (células negativas a CFSE) para determinar la expresion superficial del marcador de activacion temprana,
CD69, tal como se describe en esta invencion. Brevemente, las células se retiraron de la placa de ensayo, las células
adherentes se levantaron usando tripsina (Life Technologies) y las células se lavaron una vez con tampén FACS. Las
células se tifieron durante 1 hora con anti-CD69-PE (BD Bioscience). Las células se lavaron y analizaron en el BD
Accuri C6 para la expresion de CD69 en la superficie celular. Los valores de MFI se calcularon como se describe en
esta invencion. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células T con expresion de CD69 por encima del
control de isotipo usando el software de analisis FCS Express y se graficaron en Prism con el analisis de ajuste de
curva log(agonista) vs. respuesta (tres parametros).

Como se muestra en la Figura 18C, el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N demostré una potente
activacion de células T a concentraciones sub-pM en presencia de células SW480 y solo una minima activacion de
células T por células U266, incluso a concentraciones que eran mayores que 3 logs mas altas que las concentraciones
utilizadas con células SW480. El anticuerpo OKT3 exhibié una activacién minima de células T. Estos resultados
demostraron que la activacion efectiva de células T depende de la expresion de células diana de EGFR.

Para determinar la dependencia de la expresién de EGFR para la destruccion de células diana, se midieron 100 ul de
sobrenadante del co-cultivo de células T con células SW480 o U266 para determinar la actividad de la proteasa
asociada con la citotoxicidad (CytoTox-Glo, Promcga). Los resultados se expresaron en luminiscencia sin sustraccion
de fondo para mostrar la respuesta de U266 y se graficaron en Prisma con analisis de ajuste de curva log (agonista)
vs. respuesta (tres parametros).

La Figura 18D ilustra que el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N provoca citotoxicidad de células SW480

que expresan EGFR a concentraciones sub-pM mientras que no se detecta destruccion discernible de células U266
negativas para EGFR. El anticuerpo OKT3 tampoco mostré destruccion discernible de células SW480 o U266.
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EJEMPLO 12: Capacidad de anticuerpos multiespecificos para acoplarse a células T para destruir un panel de
lineas celulares que expresan EGFR

Este Ejemplo demuestra la capacidad de los anticuerpos multiespecificos de la descripcion de acoplarse a células T
para destruir un panel de lineas celulares que expresan EGFR.

Para determinar si el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N fue capaz de inducir citotoxicidad de lineas
celulares adicionales que expresan EGFR, se cocultivaron células T CD8 humanas m RPM1-1640, suero humano al
2 % en placas de 96 pocillos de pared blanca con las siguientes lineas celulares que expresan EGFR en una relacién
efector a diana de 5:1 (con la excepcion de las células U266, que se utilizaron en una relacién 3:1 cultivadas en placas
de fondo plano de 96 pocillos) y una titulacién de anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N: HEK-293, HCT-15,
HCT 116, Hs 766T, HT- 29, NCI-H2405, SW480, SK-OV-3, y una linea celular negativa para EGFR, U266 (todas lineas
celulares de ATCC). Se utiliz6 el anticuerpo anti-EGFR C225v5 (a 200 pM) como control negativo. Después de una
incubacién durante la noche, se afadié el sustrato peptidico luminogénico del ensayo de citotoxicidad CytoTox-Glo ™
(Promega) directamente a las placas (150 yl de sobrenadante) para medir la actividad de proteasa liberada, con la
excepcion de las muestras U266, donde se utilizaron 100 pl de sobrenadante de U266 para evaluar la actividad de
proteasa. Los resultados se expresaron en luminiscencia después de la sustraccion del fondo de los valores no
tratados y se graficaron en Prisma con analisis de ajuste de curva log(agonista) vs. respuesta (tres parametros).

La Figura 19 demuestra que todas las lineas celulares que expresan EGFR tratadas con el anticuerpo multiespecifico
C225v5-OKT3m-H-N en presencia de células T CD8 exhibieron citotoxicidad dependiente de la dosis, en contraste,
las células U266 negativas para EGFR no se vieron afectadas por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OT3m-H-N.
Ninguna de las lineas celulares tratadas con el anticuerpo anti-EGFR C225v5 a 200 pM exhibié evidencia de
citotoxicidad, independientemente de su expresién de EGFR.

EJEMPLO 13: Atenuacion de la union de EGFR por anticuerpos activables multiespecificos

Este Ejemplo demuestra que la unidon de EGFR por un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion se atenua
en comparacion con la union de EGFR por un anticuerpo multiespecifico de la descripcion. Este Ejemplo también
demuestra que la unién de EGFR del anticuerpo activable multiespecifico, que incluye un resto escindible de proteasa,
se restaura tras la escision del anticuerpo activable multiespecifico mediante dicha proteasa.

Se evaluaron el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N. anticuerpo activable activado
multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N y el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3rn-H-N para determinar
su capacidad de unirse a células SW480 que expresan EGFR.

La activacién del anticuerpo activable multiespecifico se llevd a cabo como sigue; 825 ug de anticuerpo activable
multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N en PBS se escindié mediante la adicién de matriptasa valorada en el
sitio activo (también denominado en esta invencion MT-SP1 y MTSP1: disponible en R&D Systems, Catalogo 3946-
SE-010) a una concentracion final de 100 nM. El digesto se incub6 a 37° C durante la noche y la escision se confirmé
mediante la eliminacién de una alicuota para el andlisis de electroforesis capilar (GX-II Capillary Electrophoresis,
Perkin Elmer). La proteasa y el resto de enmascaramiento escindido se eliminaron mediante purificacion con proteina
A. ,En resumen, la muestra .sample digerida se diluyé a 2 ml con PBS Wish y se cargé en perlas MabSclect SuRe ™
equilibradas (GE Healthcare Life Sciences, Producto 11-0026-01 AD). Las perlas se lavaron con 5 volimenes de
columna (CV) de 1xPBS, seguido de 5 CV de 5xPBS complementado con alcohol isopropilico (IPA) al 5 % v,
finalmente, con 5 CV de 1xPBS. El anticuerpo se eluy6 con 10 CV de glicina 0,1 M, pH 3,0, y las fracciones humedas
se neutralizaron con Tris 1 M, pH 8,0, se agruparon, se concentraron y se intercambiaron en tampén en PBS.

Las células SW480, que expresan EGFR, se levantaron con tampdén de disociacién celular (Sigma, Catalogo C5789),
se lavaron e incubaron durante 1 hora con una dilucién 5 veces de 1000 nM de anticuerpo activable multiespecifico
3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N. anticuerpo activable multiespecifico activado 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N,
anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N, anticuerpo activable 3954-1204-C225v5, o anticuerpo C225v5 en
tampon FACS en hielo. Las células se lavaron 3 veces con tampdn FACS y se incubaron con 1:400 de un anticuerpo
secundario, a saber, AF488 especifico de FcGamma antihumano (Jackson immunoRcscarch, Catalogo 109-546-098)
en tampoén FACS en hielo. Las células se lavaron 3 veces con tampén FACS, y el MFI de AF488 se ley6 en el citdmetro
de flujo BD Accuri (BD Biosciences). EI MFI de una muestra que comprende solo el control de anticuerpo secundario
se restd del MFI experimental y se graficé en Prism con analisis de ajuste de curva log(agonista) vs. respuesta (tres
parametros).

La Figura 20A demuestra que la unidon de EGFR por el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-
OKT3m-H-N se atenud en comparacion con la union de EGFR por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N,
pero la union de EGFR del anticuerpo activable multiespecifico se restauré completamente tras la escision de la
proteasa del anticuerpo activable multiespecifico por la matriptasa. La Figura 20B muestra que la unién de EGFR por
el anticuerpo C225v5 y por el anticuerpo activable 3954-1204-C225v5 fueron comparables a la union de EGFR por el
anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N y el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-
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H-N, respectivamente, lo que demuestra que el resto anti-CD3¢ presente en el formato multiespecifico alterd el perfil
de unién de EGFR del anticuerpo multiespecifico o del anticuerpo activable multiespecifico.

EJEMPLO 14: Capacidad de anticuerpos activables multiespecificos para unirse a células T CD3*

Este ejemplo demuestra que un anticuerpo activable multiespecifico, un anticuerpo activable multiespecifico activado
y un anticuerpo multiespecifico, todas las realizaciones, son capaces de unirse a células T CD3-.

Para determinar si la uniéon de CD3¢ se habia visto afectada por el enmascaramiento del sitio de unién de EGFR de
un anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR, se realizé un ensayo de union de células T Jurkat como se describe
en esta invencién con el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N, anticuerpo activable
multiespecifico activado 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N, y anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N. Las
células Jurkat se incubaron con una dilucion de 5 veces de 1000 nM de anticuerpo activable multiespecifico 3954-
1204-C225v5-OKT3m-H-N, anticuerpo activable multiespecifico activado con matriptasa 3954-1204-C225v5-OKT3m-
H-N o anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m- H-N en tampon FACS durante 1 hora a 4 °C. Las células se lavaron
3 veces y se incubaron con un anticuerpo secundario, a saber, 1:400 de AF488 especifico de FcGamma antihumano
(Jackson ImmunoResearch). Las células se lavaron 3 veces, y el MFI de AF488 se ley6 en el citdmetro de flujo BD
Accuri (BD Biosciences). EI MFI de una muestra que comprende solo el control de anticuerpo secundario se resté del
MF1 experimental y se graficé en Prism con analisis de ajuste de curva log(agonista) vs. respuesta (tres parametros

i.)

La Figura 21A demuestra que el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204- C225v5-OKT3m-H-N y el anticuerpo
multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N presentan una unién equivalente a las células T Jurkat. La Figura 21B demuestra
que el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N y el anticuerpo activable multiespecifico
activado 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N presentan una union equivalente a células T Jurkat. Estos resultados indican
que el enmascaramiento del resto de union a EGFR del anticuerpo activable multiespecifico no afecta la capacidad
del anticuerpo activable multiespecifico para acoplarse a células T.

EJEMPLO 15: Activacion de células T dependientes de diana por anticuerpos activables multiespecificos

Este ejemplo demuestra que la activacion de células T dependientes de diana mediante un anticuerpo activable
multiespecifico dela descripcion se atenta en comparacion con la activacion exhibida por un anticuerpo multiespecifico
de la descripcion. Este Ejemplo también demuestra que la activacion de células T dependiente de diana por el
anticuerpo activable multiespecifico, que incluye un resto escindible de proteasa, se restaura tras la escision del
anticuerpo activable multiespecifico por dicha proteasa.

Para determinar si el enmascaramiento del sitio de uniéon a EGFR de un anticuerpo activable multiespecifico EGFR
atenua la activacion de células T dependiente de diana y para determinar si la activacion de la proteasa del anticuerpo
activable multiespecifico restaura la activacion, se realizé un ensayo de activacion Jurkat, como se describe en esta
invencion, analizando el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N, el anticuerpo activable
multiespecifico activado 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N, anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N, anticuerpo
anti-EGFR C225v5, y un control isotipico Synagis (Mcdimmune) como se describe en esta invencion.

La Figura 22 demuestra que la activacion dependiente de EGFR, determinada por la induccién de CD69 de células T
Jurkat cocultivadas con células SW480 que expresan EOFR, por el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-
C225v5-OKT3m-H-N se atenu6 en comparacion con la activacion dependiente de EGFR exhibida por el anticuerpo
multiespecifico C225v5- OKT3m-H-N. La Figura también indica que la activacion dependiente de EGFR por el
anticuerpo activable multiespecifico se restauré completamente tras la escision de proteasa del anticuerpo activable
multiespecifico por matriptasa. Ni el anticuerpo anti-EGFR C225v5 ni el anticuerpo de control de isotipo presentaron
activacion de células T.

EJEMPLO 16: Activacion de células T dependientes de diana y destruccion de células diana por anticuerpos
activables multiespecificos

Este ejemplo demuestra que la activacion y destruccion de células T dependiente de diana de células diana mediante
un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion se atenta en comparacion con la activacion exhibida por un
anticuerpo multiespecifico de la descripcion. Este Ejemplo también demuestra que la activacion y destruccion de
células T dependiente de diana de células diana por el anticuerpo activable multiespecifico, que incluye un resto
escindible de proteasa, se restaura tras la escision del anticuerpo activable multiespecifico por dicha proteasa.

Para determinar si el enmascaramiento del sitio de unién a EGFR de un anticuerpo activable multiespecifico anti-
EGFR atenua la activacién dependiente de diana y para determinar si la activacién de la proteasa del anticuerpo
activable multiespecifico restaura la activacion, se realizé un ensayo de activacién Jurkat, como se describe en esta
invencion, analizando el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N, el anticuerpo activable
multiespecifico activado 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N, el anticuerpo multiespecifico C225v5-0.KT3m-H-N, el
anticuerpo anti-CD3e OKT3, el anticuerpo anti-EGFR C225v5, y un control de isotipo como se describe en esta
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invencion.

Para determinar el impacto del enmascaramiento del sitio de uniéon a EGFR de un anticuerpo activable multiespecifico
anti-EGFR sobre la citotoxicidad y la capacidad de activaciéon de proteasa para restaurar la actividad citotoxica del
anticuerpo activable multiespecifico activado, células SW480 que expresan EGFR se co-cultivaron con células T en
una relacion de células efectoras a diana de 5:1, con una serie de dilucién de 5 veces, a partir de 200 pM, de anticuerpo
activable multiespecifico 3954- 1204-C225v5-OKT3m-H-N, anticuerpo activable multiespecifico activado 3954-1204-
C225v5-OKT3m-H-N, o anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N. Se usaron como controles 200 pM de OKT3,
C225v5, y anticuerpos IgG1 de Synagis (Medimmune) de control de isotipos. Después de una incubacién durante la
noche, se analizaron 100 pL del sobrenadante en placas de 96 pocillos de pared blanca con actividad de proteasa
distinta asociada con citotoxicidad (CytoTox-Glo, Promega). Los resultados se expresaron en luminiscencia después
de la sustraccion del fondo de los valores no tratados y se graficaron en Prisma con analisis de ajuste de curva
log(agonista) vs. respuesta (tres parametros).

La Figura 23A demuestra que la activacion dependiente de EGFR, segun lo determinado por induccion de CD69 de
células T primarias cocultivadas con células SW480 que expresan EGFR, mediante el anticuerpo activable
multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N se atenué en comparacion con la activacion dependiente de EGFR
exhibida por el anticuerpo multiespecifico C225v5- OKT3m-H-N. La figura también indica que la activaciéon dependiente
de EGFR mediante el anticuerpo activable multiespecifico se restauré completamente tras la escisién de proteasa del
anticuerpo activable multiespecifico mediante matriptasa. Los anticuerpos de control de isotipo OKT3, anti-EGFR
C225v5 y Synagis IgG1 exhibieron una activacion insignificante de células T.

La Figura 23B demuestra que la lisis dependiente de EGFR de células SW480 por el anticuerpo activable
multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N se atenu6 en comparacion con la citotoxicidad dependiente de EGFR
exhibida por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N. La Figura también indica que la citotoxicidad
dependiente de EGFR por el anticuerpo activable multiespecifico se restauré completamente tras la escision de
proteasa del anticuerpo activable multiespecifico por matriptasa. Los anticuerpos de control de isotipo C225v5 y OKT3
y Synagis IgG1 exhibieron citotoxicidad insignificante.
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<223> anti-EGFR VL CDR3

<400> 17

Gln Gln Asn Asn Asn Trp Pro Thr Thr
1 5

<210> 18

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> péptido de enlace

<220>

<221> REPETIR

<222> (1)..(5)

<223> Podrian repetirse

<400> 18

<210> 19

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de enlace

<220>

<221> REPETIR

<222> (1)..(4)

<223> Podrian repetirse

<400> 19

<210> 20

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de enlace

<400> 20

<210> 21

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de enlace

<400> 21

<210> 22

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de enlace

<400> 22

ES2912932 T3

Gly Ser Gly Gly Ser
1 5

Gly Gly Gly Ser
1

Gly Gly Ser Gly
1

Gly Gly Ser Gly Gly
1 5
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<210> 23

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de enlace

<400> 23

<210> 24

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de enlace

<400> 24

<210> 25

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de enlace

<400> 25

<210> 26

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 26

<210> 27

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 27

ES2912932 T3

Gly Ser Gly Ser Gly

1

Gly Ser Gly Gly Gly

1

Gly Gly Gly Ser Gly

1

Gly Ser Ser Ser Gly

1

5
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<210> 28

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible
<400> 28

<210> 29

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 29

<210> 30

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 30

<210> 31

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 31

<210> 32

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 32

ES2912932 T3

Thr Gly Arg Gly Pro Ser Trp Val
1 5

Ser Ala Arg Gly Pro Ser Arg Trp
1 5

Thr Ala Arg Gly Pro Ser Phe Lys
1 5

Gly Gly Trp His Thr Gly Arg Asn
1 5

His Thr Gly Arg Ser Gly Ala Leu
1 5

Pro Leu Thr Gly Arg Ser Gly Gly
1 5
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<210> 33

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 33

<210> 34

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 34

<210> 35

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 35

<210> 36

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 36

<210> 37

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 37

Ala Ala Arg Gly Pro Ala Ile His

1

Arg Gly Pro Ala Phe Asn Prec Met

1

Ser Ser Arg Gly Pro Ala Tyr Leu

1

Arg Gly Pro Ala Thr Pro Ile Met

1

ES2912932 T3

Arg Gly Prc Ala

1
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ES2912932 T3

<210> 38

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 38

Gly Gly Gln Pro Ser Gly Met Trp Gly Trp
1 5 10

<210> 39

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 39

Phe Pro Arg Pro Leu Gly Ile Thr Gly Leu
1 5 10

<210> 40

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 40

Val His Met Pro Leu Gly Phe Leu Gly Pro
1 5 10

<210> 41

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 41

Ser Pro Leu Thr Gly Arg Ser Gly
1 5

<210> 42

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 42
Ser Ala Gly Phe Ser Leu Pro Ala
1 5

<210> 43
<211>9
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 43

<210> 44

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 44

<210> 45

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 45

<210> 46

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido espaciador

<400> 46

<210> 47

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser Gly Gly Pre Leu Gly Val Arg

1

ES2912932 T3

Leu Ala Pro Leu Gly Leu Gln Arg Arg

5

5

Pro Leu Gly Leu
1

Gln Gly Gln Ser Gly Gln

1 5

<223> secuencia de enlace escindible

<210> 48

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Pro Arg Phe Lys Ile Ile Gly Gly
1

<400> 47

5
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ES2912932 T3

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 48

Pro Arg Phe Arg Ile Ile Gly Gly
1 5

<210> 49

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 49

Ser Ser Arg His Arg Arg Ala Leu Asp
1 5

<210> 50

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 50

Arg Lys Ser Ser Ile Ile Ile Arg Met Arg Asp Val val Leu
1 5 10

<210> 51

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 51

Ser Ser Ser Phe Asp Lys Gly Lys Tyr Lys Lys Gly Asp Asp Ala
1 5 10 15

<210> 52

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible
<400> 52

Ser Ser Ser Phe Asp Lys Gly Lys Tyr Lys Arg Gly Asp Asp Ala
1 5 10 15

<210> 53

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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ES2912932 T3

<223> secuencia de enlace escindible
<400> 53

Ile Glu Gly Arg
1

<210> 54

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 54

Ile Asp Gly Arg
1

<210> 55

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 55

Gly Gly Ser Ile Asp Gly Arg
1 5

<210> 56

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 56

Pro Leu Gly Leu Trp Ala
1 5

<210> 57

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 57

Gly Pro Gln Gly Ile Ala Gly Gln
1 5

<210> 58

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible
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<400> 58

Gly Pro Gln Gly Leu Leu Gly Ala
1 5

<210> 59

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 59

Gly Ile Ala Gly Gln
1 5

<210> 60

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 60

Gly Pro Leu Gly Ile Ala Gly Ile
1 5

<210> 61

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 61

Gly Pro Glu Gly Leu Arg Val Gly
1 5

<210> 62

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 62

Tyr Gly Ala Gly Leu Gly val val
1 5

<210> 63

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible
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<400> 63

Ala Gly Leu Gly Val Val Glu Arg
1 5

<210> 64

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 64

Ala Gly Leu Gly Ile Ser Ser Thr
1 5

<210> 65

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 65

Glu Pro Gln Ala Leu Ala Met Ser
1 5

<210> 66

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 66

Gln Ala Leu Ala Met Ser Ala Ile
1 5

<210> 67

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 67

Ala Ala Tyr His Leu Val Ser Gln
1 5

<210> 68

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 68
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ES2912932 T3

Met Asp Ala Phe Leu Glu Ser Ser

1

<210> 69

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 69

Glu Ser Leu Pro Val vVal Ala val

1

<210>70

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 70

Ser Ala Pro Ala Val Glu Ser Glu

1

<210> 71

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 71

Asp Val Ala Gln Phe Val Leu Thr

1

<210> 72

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 72

Val Ala Gln Phe Val Leu Thr Glu

1

<210>73

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 73

5

5

5

5
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ES2912932 T3

Ala Gln Phe Val Leu Thr Glu Gly
1 5

<210> 74

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de enlace escindible

<400> 74

Pro Val Gln Pro Ile Gly Pro Gln
1 5

<210>75

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 75

Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5

<210> 76

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 76

Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys Gly
1 5

<210> 77

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 77

Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys Pro Asp Gly Pro Tyr Val Met Tyr

1 5 10

<210> 78

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 78

Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys Pro Asp Gly Pro Tyr Val Met

1 5 10
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<210> 79
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 79
Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys Glu Pro Gly Thr Tyr Val Pro Thr
1 5 10 15
<210> 80
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 80
Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys Pro Gly Gln Ile Trp His Pre Pro
1 5 10 15
<210> 81
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 81
Gly Ser His Cys Leu Ile Pro Ile Asn Met Gly Ala Pro Ser Cys
1 5 10 15
<210> 82
<211> 32
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 82
Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys Gly Gly Ser Ser Ala Ser Gln Ser Gly
1 5 10 15
Gln Gly Ser His Cys Leu Ile Pro Ile Asn Met Gly Ala Pro Ser Cys
20 25 30
<210> 83
<211> 19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 83
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Cys Asn His His Tyr Phe Tyr Thr Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15

Cys Pro Gly

<210> 84

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 84
Ala Asp His Val Phe Trp Gly Ser Tyr Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15
Cys Pro Gly

<210> 85

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 85
Cys His His Val Tyr Trp Gly His Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15
Cys Pro Gly

<210> 86

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 86
Cys Pro His Phe Thr Thr Thr Ser Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15
Cys Pro Gly

<210> 87

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 87

Cys Asn His His Tyr His Tyr Tyr Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
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Cys Pro Gly

<210> 88

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 88
Cys Pro His Val Ser Phe Gly Ser Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15
Cys Pro Gly

<210> 89

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 89
Cys Pro Tyr Tyr Thr Leu Ser Tyr Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15
Cys Pro Gly

<210> 90

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 90
Cys Asn His Val Tyr Phe Gly Thr Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15
Cys Pro Gly

<210> 91

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 91

Cys Asn His Phe Thr Leu Thr Thr Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15

Cys Pro Gly
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<210> 92

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 92
Cys His His Phe Thr Leu Thr Thr Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15
Cys Pro Gly

<210> 93

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 93
Tyr Asn Pro Cys Ala Thr Pro Met Cys Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys
1 5 10 15
Pro Gly

<210> 94

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 94
Cys Asn His His Tyr Phe Tyr Thr Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly

1 5 10 15
Cys Gly

<210> 95

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 95
Cys Asn His His Tyr His Tyr Tyr Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15
Cys Gly

<210> 96
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<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 96
Cys Asn His Val Tyr Phe Gly Thr Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15

Cys Gly

<210> 97

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 97

Cys His His Val Tyr Trp Gly His Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15

Cys Gly

<210> 98

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 98
Cys Pro His Phe Thr Thr Thr Ser Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15
Cys Gly

<210> 99

<211>18

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 99
Cys Asn His Phe Thr Leu Thr Thr Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15
Cys Gly

<210> 100

<211>18

<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 100
Cys His His Phe Thr Leu Thr Thr Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15

Cys Gly

<210> 101

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 101
Cys Pro Tyr Tyr Thr Leu Ser Tyr Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly

1 5 10 15

Cys Gly

<210> 102

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 102

Cys Pro His Val Ser Phe Gly Ser Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15

Cys Gly

<210> 103

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 103
Ala Asp His Val Phe Trp Gly Ser Tyr Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15
Cys Gly

<210> 104

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
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<400> 104
Tyr Bsn Pro Cys Ala Thr Pro Met Cys Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys
1 5 10 15
Gly

<210> 105

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 105
Cys His His Val Tyr Trp Gly His Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15
Cys Gly

<210> 106

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<220>

<221> CARACTERISTICA_MSC
<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser Asn o Pro

<220>

<221> CARACTERISTICA_MSC
<222> (4)..(4)

<223> Xaa puede ser His, Val o Phe

<220>

<221> CARACTERISTICA_MSC
<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser Tyro Thr

<220>

<221> CARACTERISTICA_MSC

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser Phe, Trp, Thr o Leu

<220>

<221> CARACTERISTICA_MSC

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser Tyr, Gly, Thr o Ser
<220>

<221> CARACTERISTICA_MSC

<222> (8)..(8)

<223> Xaa puede ser Thr, Ser, Tyr o His

<400> 106
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Cys Xaa His Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Gly Cys Ile Ser Pro Arg Gly

1 5 10 15
Cys Gly
<210> 107
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 107
Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys Gly Gln Pro Ile Pro Ser Val Lys
1 5 10 15
<210> 108
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 108
Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys Thr Gln Pro Tyr His Val Ser Arg
1 5 10 15
<210> 109
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 109
Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys Asn Ala Val Ser Gly Leu Gly Ser
1 5 10 15
<210> 110
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 110

Gln Gly Gln Ser Gly Gln Gly Gln Gln Gln Trp Cys Asn Ile Trp Ile
1 5 10 15

Agn Gly Gly Asp Cys Arg Gly Trp Asn Gly
20 25

<210> 111

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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ES2912932 T3

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 111
Pro Trp Cys Met Gln Arg Gln Asp Phe Leu Arg Cys Fro Gln Pro
1 5 10 15

<210> 112

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 112
Gln Leu Gly Leu Pro Ala Tyr Met Cys Thr Phe Glu Cys Leu Arg
1 5 10 15

<210> 113

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 113
Cys Asn Leu Trp Val Ser Gly Gly Asp Cys Gly Gly Leu Gln Gly
1 5 10 15

<210> 114

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 114
Ser Cys Ser Leu Trp Thr Ser Gly Ser Cys Leu Pro His Ser Pro
1 5 10 15

<210> 115

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 115
Tyr Cys Leu Gln Leu Pro His Tyr Met Gln Ala Met Cys Gly Arg
1 5 10 15

<210> 116

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 116
Cys Phe Leu Tyr Ser Cys Thr Asp Val Ser Tyr Trp Asn Asn Thr
1 5 10 15

<210> 117

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 117
Pro Trp Cys Met Gln Arg Gln Asp Tyr Leu Arg Cys Pro Gln Pro
1 5 10 15

<210> 118

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 118
Cys Asn Leu Trp Ile Ser Gly Gly Asp Cys Arg Gly Leu Ala Gly
1 5 10 15

<210> 119

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 119
Cys Asn Leu Trp Val Ser Gly Gly Asp Cys Arg Gly Val Gln Gly
1 5 10 15

<210> 120

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 120
Cys Asn Leu Trp Val Ser Gly Gly Asp Cys Arg Gly Leu Arg Gly
1 5 10 15

<210> 121

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
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<400> 121
Cys Asn Leu Trp Ile Ser Gly Gly Asp Cys Arg Gly Leu Pro Gly
1 5 10 15

<210> 122

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 122
Cys Asn Leu Trp Val Ser Gly Gly Asp Cys Arg Asp Ala Pro Trp
1 5 10 15

<210> 123

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 123
Cys Asn Leu Trp Val Ser Gly Gly Asp Cys Arg Asp Leu Leu Gly
1 5 10 15

<210> 124

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 124
Cys Asn Leu Trp Val Ser Gly Gly Asp Cys Arg Gly Leu Gln Gly
1 5 10 15

<210> 125

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 125
Cys Asn Leu Trp Leu His Gly Gly Asp Cys Arg Gly Trp Gln Gly
1 5 10 15

<210> 126

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
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<400> 126
Cys Asn Ile Trp Leu Val Gly Gly Asp Cys Arg Gly Trp Gln Gly
1 5 10 15

<210> 127

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 127
Cys Thr Thr Trp Phe Cys Gly Gly Asp Cys Gly val Met Arg Gly
1 5 10 15

<210> 128

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 128
Cys Asn Ile Trp Gly Pro Ser Val Asp Cys Gly Ala Leu Leu Gly
1 5 10 15

<210> 129

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 129
Cys Asn Ile Trp Val Asn Gly Gly Asp Cys Arg Ser Phe Glu Gly
1 5 10 15

<210> 130

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 130
Tyr Cys Leu Asn Leu Pro Arg Tyr Met Gln Asp Met Cys Trp Ala
1 5 10 15

<210> 131

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 131
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Tyr Cys Leu Ala Leu Pro His Tyr Met Gln Ala Asp Cys Ala Arg

1 5 10 15
<210> 132
<211>15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 132
Cys Phe Leu Tyr Ser Cys Gly Asp Val Ser Tyr Trp Gly Ser Ala
1 5 10 15
<210> 133
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 133
Cys Tyr Leu Tyr Ser Cys Thr Asp Ser Ala Phe Trp Asn Asn Arg
1 5 10 15
<210> 134
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 134
Cys Tyr Leu Tyr Ser Cys Asn Asp Val Ser Tyr Trp Ser Asn Thr
1 5 10 15
<210> 135
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 135
Cys Phe Leu Tyr Ser Cys Thr Asp Val Ser Tyr Trp
1 5 10
<210> 136
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 136

Cys Phe Leu Tyr Ser Cys Thr Asp Val Ala Tyr Trp Asn Ser Ala
1 5 10 15
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<210> 137
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 137
Cys Phe Leu Tyr Ser Cys Thr Asp Val Ser Tyr Trp Gly Asp Thr
1 5 10 15
<210> 138
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 138
Cys Phe Leu Tyr Ser Cys Thr Asp Val Ser Tyr Trp Gly Asn Ser
1 5 10 15
<210> 139
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 139
Cys Phe Leu Tyr Ser Cys Thr Asp Val Ala Tyr Trp Asn Asn Thr
1 5 10 15
<210> 140
<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 140
Cys Phe Leu Tyr Ser Cys Gly Asp Val Ser Tyr Trp Gly Asn Pro Gly
1 5 10 15
Leu Ser
<210> 141
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 141
Cys Phe Leu Tyr Ser Cys Thr Asp Val Ala Tyr Trp Ser Gly Leu
1 5 10 15
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<210> 142
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 142
Cys Tyr Leu Tyr Ser Cys Thr Asp Gly Ser Tyr Trp Asn Ser Thr
1 5 10 15
<210> 143
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 143
Cys Phe Leu Tyr Ser Cys Ser Asp Val Ser Tyr Trp Gly Asn Ile
1 5 10 15
<210> 144
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 144
Cys Phe Leu Tyr Ser Cys Thr Asp Val Ala Tyr Trp
1 5 10
<210> 145
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 145
Cys Phe Leu Tyr Ser Cys Thr Asp Val Ser Tyr Trp Gly Ser Thr
1 5 10 15
<210> 146
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 146
Cys Phe Leu Tyr Ser Cys Thr Asp Val Ala Tyr Trp Gly Asp Thr
1 5 10 15
<210> 147
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<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 147
Gly Cys Asn Ile Trp Leu Asn Gly Gly Asp Cys Arg Gly Trp Val Asp
1 5 10 15
Pro Leu Gln Gly
20
<210> 148
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 148
Gly Cys Asn Ile Trp Leu Val Gly Gly Asp Cys Arg Gly Trp Ile Gly
1 5 10 15
Asp Thr Asn Gly
20
<210> 149
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 149
Gly Cys Asn Ile Trp Leu Val Gly Gly Asp Cys Arg Gly Trp Ile Glu
1 5 10 15
Asp Ser Asn Gly
20
<210> 150
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 150
Gly Cys Asn Ile Trp Ala Asn Gly Gly Asp Cys Arg Gly Trp Ile Asp
1l 3 10 15
Asn Ile Asp Gly
20
<210> 151
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<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 151
Gly Cys Asn Ile Trp Leu Val Gly Gly Asp Cys Arg Gly Trp Leu Gly
1 5 10 15

Glu Ala val Gly
20

<210> 152

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 152
Gly Cys Asn Ile Trp Leu Val Gly Gly Asp Cys Arg Gly Trp Leu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Gly
20
<210> 153
<211> 20

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 153
Gly Gly Pro aAla Leu Cys Asn Ile Trp Leu Asn Gly Gly Asp Cys Arg
1 5 10 15

Gly Trp Ser Gly

20
<210> 154
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fracciéon de enmascaramiento

<400> 154
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Gly Ala Pro Val Phe Cys Asn Ile Trp Leu Asn Gly Gly Asp Cys Arg
1 ] 10 15

Gly Trp Met Gly

20
<210> 155
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 155
Gly Gln Gln Gln Trp Cys Agn Ile Trp Ile Asn Gly Gly Asp Cys Arg
1 5 10 15
Gly Trp Asn Gly
20
<210> 156
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 156
Gly Lysg Ser Glu Phe Cys Asgn Ile Trp Leu Asn Gly Gly Asp Cys Arg
1 51 10 15
Gly Trp Ile Gly
20
<210> 157
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 157

Gly Thr Pro Gly Gly Cys Asn Ile Trp Ala Asn Gly Gly Asp Cys Arg
1 5 10 15

Gly Trp Glu Gly
20 o
<210> 158
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 158
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Gly Ala Ser Gln Tyr Cys Asn Leu Trp Ile Asn Gly Gly Asp Cys Arg
1 ] 10 15

Gly Trp Arg Gly
20

<210> 159

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 159
Gly Cys Asn Ile Trp Leu Val Gly Gly Asp Cys Arg Pro Trp Val Glu
1 5 10 15
Gly Gly

<210> 160

<211>18

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 160
Gly Cys Asn Ile Trp Ala Val Gly Gly Asp Cys Arg Pro Phe Val Asp
1 5 10 15
Gly Gly

<210> 161

<211>18

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 161
Gly Cys Asn Ile Trp Leu Asn Gly Gly Asp Cys Arg Ala Trp Val Asp
1 5 10 15

Thr Gly

<210> 162

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 162
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Gly Cys Asn Ile Trp Ile Val Gly Gly Asp Cys Arg Pro Phe Ile Asn
1 5 10 15

Asp Gly

<210> 163

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 163
Gly Cys Asn Ile Trp Leu Asn Gly Gly Asp Cys Arg Pro Val Val Phe
1 5 10 15
Gly Gly

<210> 164

<211>18

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 164
Gly Cys Asn Ile Trp Leu Ser Gly Gly Asp Cys Arg Met Phe Met Asn
1 5 10 15

Glu Gly

<210> 165

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 165
Gly Cys Asn Ile Trp Val Asn Gly Gly Asp Cys Arg Ser Phe Val Tyr
1 5 10 15

Ser Gly

<210> 166

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 166
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Gly Cys Asn Ile Trp Leu Asn Gly Gly Asp Cys Arg Gly Trp Glu Ala

1 5 10 15
Ser Gly

<210> 167

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 167
Gly Cys Asn Ile Trp Ala His Gly Gly Asp Cys Arg Gly Phe Ile Glu
1 5 10 15
Fro Gly

<210> 168

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 168
Gly Cys Asn Ile Trp Leu Asn Gly Gly Asp Cys Arg Thr Phe Val Ala
1 5 10 15
Ser Gly

<210> 169

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 169
Gly Cys Asn Ile Trp Ala His Gly Gly Asp Cys Arg Gly Phe Ile Glu
1 5 10 15
Pro Gly

<210> 170

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 170
Gly Phe Leu Glu Asn Cys Asn Ile Trp Leu Asn Gly Gly Asp Cys Arg
1 5 10 15
Thr Gly
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<210> 171

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 171
Gly Ile Tyr Glu Asn Cys Asn Ile Trp Leu Asn Gly Gly Asp Cys Arg
1 5 10 15

Met Gly

<210> 172

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 172
Gly Ile Pro Asp Asn Cys Asn Ile Trp Ile Asn Gly Gly Asp Cys Arg
1 5 10 15
Tyr Gly

<210> 173

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 173
Arg Glu Cys Gly Arg Cys Gly Asp Ile Pro Phe Pro Ala His Trp Vval
1 5 10 15

Pro Arg Thr

<210> 174

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 174

Gln Gly Gln Ser Gly Gln Tyr Gly Ser Cys Ser Trp Asn Tyr Val His
1 5 10 15

Ile Phe Met Asp Cys

20
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<210> 175

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 175

Gln Gly Gln Ser Gly Gln Gly Asp Phe Asp Ile Pro Phe Pro Ala His
1 5 10 15

Trp Val Pro Ile Thr
20

<210> 176

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 176

Gln Gly Gln Ser Gly Gln Met Gly Val Pro Ala Gly Cys Val Trp Asn
1 ] 10 15

Tyr Ala His Ile Phe Met Asp Cys
20

<210> 177

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 177

Tyr Arg Ser Cys Asn Trp Asn Tyr Val Ser Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15

<210> 178

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 178

Pro Gly Ala Phe Asp Ile Pro Phe Pro Ala His Trp Val Pro Asn Thr
1 5 10 15

<210> 179

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
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<400> 179
Glu Ser Ser Cys Val Trp Asn Tyr Val His Ile Tyr Met Asp Cys
1 5 10 15

<210> 180

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 180
Tyr Pro Gly Cys Lys Trp Asn Tyr Asp Arg Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15

<210> 181

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 181
Tyr Arg Thr Cys Ser Trp Asn Tyr Val Gly Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15

<210> 182

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 182
Tyr Gly Ser Cys Ser Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Met Asp Cys
1 5 10 15

<210> 183

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 183
Tyr Gly Ser Cys Ser Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15

<210> 184

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 184
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Tyr Gly Ser Cys Asn Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Leu Asp Cys

1 5 10 15
<210> 185
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 185
Tyr Thr Ser Cys Asn Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Met Asp Cys
1 5 10 15
<210> 186
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 186
Tyr Pro Gly Cys Lys Trp Asn Tyr Asp Arg Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15
<210> 187
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 187
Trp Arg Ser Cys Asn Trp Asn Tyr Ala His Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15
<210> 188
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 188
Trp Ser Asn Cys His Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15
<210> 189
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 189
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Asp Arg Ser Cys Thr Trp Asn Tyr Val Arg Ile Ser Tyr Asp Cys

1 5 10 15
<210> 190
<211>15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 190
Ser Gly Ser Cys Lys Trp Asp Tyr Val His Ile Phe Leu Asp Cys
1 ] 10 15
<210> 191
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 191
Ser Arg Ser Cys Ile Trp Asn Tyr Ala His Ile His Leu Asp Cys
1 5 10 15
<210> 192
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 192
Ser Met Ser Cys Tyr Trp Gln Tyr Glu Arg Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15
<210> 193
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fraccion de enmascaramiento
<400> 193
Tyr Arg Ser Cys Asn Trp Asn Tyr Val Ser Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15
<210> 194
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 194
Tyr Gly Ser Cys Ser Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Met Asp Cys
1 5 10 15
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<210> 195

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 195
Ser Gly Ser Cys Lys Trp Asp Tyr Val His Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15

<210> 196

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 196
Tyr Lys Ser Cys His Trp Asp Tyr Val His Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15

<210> 197

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 197
Tyr Gly Ser Cys Thr Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Met Glu Cys
1 5 10 15

<210> 198

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 198
Phe Ser Ser Cys Asn Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15

<210> 199

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 199

Trp Arg Ser Cys Asn Trp Asn Tyr Ala His Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15
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<210> 200

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 200
Tyr Gly Ser Cys Gln Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15

<210> 201

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 201
Tyr Arg Ser Cys Asn Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15

<210> 202

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 202
Asn Met Ser Cys His Trp Asp Tyr Val His Ile Phe Leu Asp Cys
1 5 10 15

<210> 203

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 203
Phe Gly Pro Cys Thr Trp Asn Tyr Ala Arg Ile Ser Trp Asp Cys
1 5 10 15

<210> 204

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<220>

<221> caracteristica_msc

<222> (1)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>
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<221> caracteristica_msc
<222> (5)..(5)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>

<221> caracteristica_msc

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>

<221> caracteristica_msc

<222> (13)..(13)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<400> 204
Xaa Xaa Ser Cys Xaa Trp Xaa Tyr Val His Ile Phe Xaa Asp Cys
1 5 10 15

<210> 205

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 205
Met Gly Val Pro Ala Gly Cys Val Trp Asn Tyr Ala His Ile Phe Met
1 5 10 15
Asp Cys

<210> 206

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 206
Arg Asp Thr Gly Gly Gln Cys Arg Trp Asp Tyr Val His Ile Phe Met
1 5 10 15
Asp Cys

<210> 207

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 207
Ala Gly Val Pro Ala Gly Cys Thr Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Met
1 5 10 15
Glu Cys
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<210> 208

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 208
Val Gly Val Pro Asn Gly Cys Val Trp Asn Tyr Ala His Ile Phe Met
1 5 10 15

Glu Cys

<210> 209

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 209
Asp Gly Gly Pro Ala Gly Cys Ser Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Met
1 5 10 15

Glu Cys

<210> 210

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 210
Ala vVal Gly Pro Ala Gly Cys Trp Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Met
1 5 10 15

Glu Cys

<210> 211

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 211

Cys Thr Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Met Asp Cys Gly Glu Gly Glu
1 5 10 15

Gly Pro
<210> 212
<211>18
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 212
Gly Gly Val Pro Glu Gly Cys Thr Trp Asn Tyr Ala His Ile Phe Met
1 5 10 15

Glu Cys

<210> 213

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 213
Ala Glu Val Pro Ala Gly Cys Trp Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Met
1 5 10 15

Glu Cys

<210> 214

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 214
Ala Gly Val Pro Ala Gly Cys Thr Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Met
1 5 10 15

Glu Cys

<210> 215

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 215
Ser Gly Ala Ser Gly Gly Cys Lys Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Met
1 5 10 15
asp Cys

<210> 216

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 216

Met Gly Val Pro Ala Gly Cys Val Trp Asn Tyr Ala His Ile Phe Met
1 5 10 15

aAsp Cys

<210> 217

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 217

Thr Pro Gly Cys Arg Trp Asn Tyr Val His Ile Phe Met Glu Cys Glu
1 5 10 15

Ala Leu

<210> 218

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 218
Val Gly Val Pro Asn Gly Cys Val Trp Asn Tyr Ala His Ile Phe Met
1 5 10 15

Glu Cys

<210> 219

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 219

Pro Gly Ala Phe Asp Ile Pro Phe Pro Ala His Trp Val Pro Asn Thr
1 5 10 15

<210> 220

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 220

Arg Gly Ala Cys Asp Ile Pro Phe Pro Ala His Trp Ile Pro Asn Thr
1 5 10 15
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<210> 221

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 221

Gln Gly Asp Phe Asp Ile Pro Phe Pro Ala His Trp Val Pro Ile Thr
1 5 10 15
<210> 222
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<220>

<221> CARACTERISTICA_MSC

<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<400> 222
Xaa Gly Ala Phe Asp Ile Pro Phe Pro Ala His Trp Val Pro Asn Thr
1 5 10 15
<210> 223
<211>19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 223
Arg Gly Asp Gly Asn Asp Ser Asp Ile Pro Phe Pro Ala His Trp Vval
1 5 10 15

Pro Arg Thr

<210> 224

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 224
Ser Gly Val Gly Arg Asp Arg Asp Ile Pro Phe Pro Ala His Trp Val
1 5 10 15

Pro Arg Thr
<210> 225

<211>19
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 225

Trp Ala Gly Gly Asn Asp Cys Asp Ile Pro Phe Pro Ala His Trp Ile
1 5 10 15

Pro Asn Thr

<210> 226

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 226
Trp Gly Asp Gly Met Asp Val Asp Ile Pro Phe Pro Ala His Trp Val
1 5 10 15
Pro Val Thr

<210> 227

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 227
Ala Gly Ser Gly Asn Asp Ser Asp Ile Pro Phe Pro Ala His Trp Vval
1 5 10 15

Pro Arg Thr

<210> 228

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 228
Glu Ser Arg Ser Gly Tyr Ala Asp Ile Pro Phe Pro Ala His Trp Val
1 5 10 15

Pro Arg Thr

<210> 229

<211> 819

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Anticuerpo CTLA-4 scFv Antihumano

<400> 229
ggaggtggat

ggcggaggtyg
agagocaccc
cagcagaaac
ggcatcccag
agactggage
acttteggeg
tataatgtat
9999g9aggcyg
acctttagea
gtctcagcta
ttcaccatet
gocgaggaca
tggggcegtg

<210> 230
<211> 273
<212> PRT

ctggaggtgg
aaattgtgtt
tcetcetgeag
ctggecagge
acaggttcag
ctgaagattt
gagggaccaa
actatacgaa
tggtccagee
getatgeecat
ttagtggtag
ccagagacaa
cggecgtata

goacectggt

<213> Secuencia artificial

<220>

cggttcagge
gacacagtct
ggccagtcag
tceccaggete
tggcagtggy
tgcagtgtat
ggtggaaatc
gttatccteg
tgggaggtcce
gagctgggte
tggtggtage
ttccaagaac
ttactgtgeg

cactgtetet

tctggeggag
ccaggcacce
agtgttagca
ctecatctatg
totgggacag
tactgtecage
aaacgtteeg
agcggtaccc
ctgagactct
cgecaggete
acatactacg
acgectgtate
acaaactecce

tcagetage

<223> Anticuerpo CTLA-4 scFv Antihumano

<400> 230

Gly Gly Gly
1

Gly Gly Gly

Thr Leu Ser

35

Ser Gln Ser

Gly Gln Ala
65

Gly Ile Pro

gctcaggtygg
tgtctttgte
gcagctactt
gtgcatccag
actteactet
agtatggtag
gagggtcgac
aggtgcagcet
cotgtgeage
cagggaaggg
cagactcegt
tgcaaatgaa

tttactggta

Ser Gly

Ser Gly

20

Leu Ser

val

Ser

Pro Arg

Asp Arg
85

Gly

Gly

Pro

Ser

Leu

70

Phe

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

Ser

Gly

Glu

Glu

440

Tyr

Ile

Gly

Ser Gly Ser
10

Ile Val Leu
25

Arg Ala Thr

Leu Ala Trp

Tyr Gly Ala

75

Ser Gly Ser
g0

166

Gly

Thr

Leu

Tyr

60

Ser

Gly

Gly

Gln

Ser

45

Gln

Ser

Thr

tggaggatca
tccaggggaa
agcctggtac
cagggccact
caccatcage
ctcaccgete
cataactteg
ggtgocagact
ctctggatce
getggagtgy
gaagggcegg
cagcctgaga

cttegatete

Gly Ser Gly

15

Ser Pro Gly

30

Cys

Arg Ala

Gln Lys Pro

Arg Ala Thr

80

Asp Phe Thr

95

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

819
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Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
100 105 110

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
115 120 125

Glu Ile Lys Arg Ser Gly Gly Ser Thr Ile Thr Ser Tyr Asn Val Tyr
130 135 140

Tyr Thr Lys Leu Ser Ser Ser Gly Thr Gln Val Gln Leu Val Gln Thr
145 150 155 160

Gly Gly Gly val val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
165 170 175

Ala Ser Gly Ser Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg Gln
180 185 1%0

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly
195 200 2035

Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
210 215 220

Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Agn Ser Leu Arg
225 230 235 240

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Thr Asn Ser Leu Tyr Trp
245 250 255

Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

260 265 270
Ser
<210> 231
<211>792
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Anticuerpo CD3 epsilon OKT3 scFv Antihumano
<400> 231
ggaggtggat ctggaggtgg cggttcaggc tctggeggag gctcaggtgg tggaggatca 60
ggcggaggtce aggttcaget gcagcagage ggtgcagaac tggcacgtce gggtgecaage 120
gttaaaatga gctgtaaagc aagcggttat acctttaccce gttataccat gcattgggtt 180
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aaacagcgtc
accaactaca
accgcctata
cgcetattatg
agcagcggtg
ctgacccaga
agegecagea
aaacgttgga
agcggtageg
acctattatt

gaaattaate

<210> 232
<211> 264
<212> PRT

cgggtcaggyg
accagaaatt
tgcagctgag
atgatcacta
gtggtggtag
gteeggeaat
geagegttag
tttatgatac
gcaccteata
gtecagcagtg

gt

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

tctggaatgg
caaagataaa
cagcctgace
ttgcctggat
tggtggeggt
tatgagegea
ctatatgaat
cagcaaactg
tagecetgace

gtcaagcaat

attggttata
gcaaccctga
tcagaggata
tattggggte
ggttcaggey
agtecgggty
tggtatcage
gcaageggtg
attageggta

cecgtttacct

<223> Anticuerpo CD3 epsilon OKT3 scFv Antihumano

<400> 232

Gly Gly Gly

1

Gly Gly Gly

Glu Leu Ala
35

Gly Tyr Thr

50

Gly Gln Gly

Thr Asn Tyr

Ser

Lys Ser

Asp Ser Ala

Ser

Ser

Gly Gly Gly Gly

Ser Gly Ser
10

Val Gln Leu

tcaatccgag
ccaccgataa
gcgeagttta
agggcaccac
gtggeggtag
aaaaagttac
agaaaagcegg
ttccggeaca
tggaagcaga

ttggtagtgg

Gly Gly Gly

Gln Gln

Ser

coghggttat
aagcagcagec
ttactgtgea
cotgacoegtt
ccagattgtt
catgacetgt
caccageccyg
ttttegtggt
agatgcagca

caccaaactg

Ser Gly
15

20

Arg

FPhe

Leu

Asn

Ser

100

Val

Gly

Pro

Thr

Glu

Gln

85

Thr

Tyr

Gly

Gly

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr

Gly Gln

Ala

Tyr

55

Ile

Phe

Tyr

Cys

Ser

40

Thr

Gly

Lys

Met

Ala

25

val

Met

Tyr

Asp

Gln

105

Arg

Lys

His

Ile

Lys

20

Leu

Tyr

168

Met

Trp

Asn

15

Ala

Ser

Tyr

Ser

Val

60

Pro

Thr

Ser

Asp

Cys

45

Lys

Ser

Leu

Leu

Asp

30

Lys

Gln

Arg

Thr

Thr

110

His

Gly Ala

Ala

Arg

Gly

Thr

95

Ser

Tyr

Ser

Pro

Tyr

80

Asp

Glu

Cys

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

792
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Leu

Gly

145

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

225

Thr

Asp

130

Gly

Thr

Met

Gln

Leu

210

Ser

Tyr

115

Tyr

Ser

Gln

Thr

Lys

185

Ala

Tyr

Tyr

Gly Thr Lys

<210> 233
<211> 1347
<212> ADN

ES2912932 T3

120

Trp Gly Gln Gly Thr

135

Gly Gly Gly Gly Ser
150

Ser Pro Ala Ile Met

165

Cys Ser Ala Ser Ser

180

Ser Gly Thr Ser Pro

200

Ser Gly vVal Pro Ala

215

Ser Leu Thr Ile Ser
230

Cys Gln Gln Trp Ser

245

Leu Glu Ile Asn Arg

260

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr Leu Thr

Gly Gly Gly
155

Ser RAla Ser
170

Ser Val Ser
185

Lys Arg Trp

His Phe Arg

Gly Met Glu
235

Ser Asn Pro
250

125

val
140

Gly Ser Gln

Pro Gly Glu

Ser Ser Gly Gly

Ile Val
160

Lys Val
175

Tyr Met Asn Trp Tyr

150

Ile Tyr Asp Thr Ser

205

Gly Ser Gly Ser Gly

220

Ala Glu Asp Ala Ala

Phe Thr Phe

<223> Anticuerpo de cadena pesada 4D11v2 Antihumano conjugado

<400> 233
gaggtgcacc
tectgtgeag

ccagggaagyg
gcagacteccg
ctgcaaatga
ggcggeaggt
agcaccaagg

acagcggeec

tgttggagtc
cetetggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
cggectttga
gcccateggt

tgggctgect

tgggggagge
cacctttage
ggtgtcaagt
gttcaccatc
agccgaggac
ctactgggge
cttceoceectg

ggtcaaggac

ttggtacagc
agctatgeca
attgacccgg
tcecagagaca
acggccgtat
cagggaaccc
gcaccctect

tactteccceg

169

ctggggggtc
tgagetgggt
aaggtcggca
attccaagaa
attactgtge
tggtcacegt
ccaagagcac

aaccggtgac

240

Gly Ser
255

cctgagactc
cegecagget
gacatattac
cacgctgtat
gaaagacatc
ctectcaget
ctetggggge

ggtgtegtgg

60

120

180

240

300

360

420

480
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aactcaggcg
ctctactece
atctgcaacg
tcettgtgaca
tcagtcttce
gtcacatgecg
gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtygg
gactccgacg
caggggaacg

aagagcctet

<210> 234
<211> 449
<212> PRT

ccctgacecag
tcagcagegt
tgaatcacaa
aaactcacac
tcttcecece
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagect
agagcaatgg
gctcocttett
tcttetcatg

cactgtetee

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

cggegtgcac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
atgccocaceog
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgte
caaagccctce
accacaggtyg
gacctgecctg
gcagccggag
cctctacage
ctecgtgatyg

gggtaaa

accttecegg
ccetecagea
accaaggtgg
tgcccageac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccge
ctgcaccagg
ccagccccea
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaceg

catgaggctae

ctgtcctaca
gcttgggeac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatctcceg
aggtcaagtt
gggaggagea
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatceeg
tctatcccag
agaccacgee
tggacaagag

tgcacaacca

<223> Anticuerpo de cadena pesada 4D11v2 Antihumano conjugado

<400> 234

Glu VvVal His

1

Leu

Leu Glu

Ser Gly

Gly Gly Leu
10

Val

Thr Phe

Gln Pro

Ser

gtccteagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaceyg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagec
tggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatyg
cgacatcgec
tecegtgety
caggtggcag

ctacacgcag

Gly Gly
15

Ser

Ser Leu Arg Leu

Ala Met Ser

35

Ser Tle

50

Ser

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

20

Trp

Asp

Phe

Agn

Ser Cys Ala Ala

Val

Pro

Thr

Ser

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Ser Gly Phe

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Gly

Thr

Asn

Asp

170

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

45

Ala

Asn

val

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

Ser

Leu

Tyr

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1347



Ala

Thr

Pro

Gly

145

Aszn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Lys

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Asp

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

Val

Cys

Ile

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

85

Gly

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

Val
325

Gly

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Arg

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

ES2912932 T3

Ser

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

1ys

Pro

lys

val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Ala

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

val

265

val

Gln

Gln

Ala

g0

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu
330

171

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

val

Val

Lys

220

Leu

Thr

Val

val

Ser

300

Leu

Ala

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val

150

His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

95

Gln

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu
335

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys
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15

20

Thr Ile Ser

Leu Pro Pro
355

Cys Leu Val
370

Ser Asn Gly
385

Asp Ser Asp

Ser Arg Trp

Ala Leu His
435

Lys

<210> 235
<211> 642
<212> ADN

ES2912932 T3

Lys Ala Lys Gly Gln

340

Ser Arg Glu Glu Met

360

Lys Gly Phe Tyr Pro

375

Gln Pro Glu Asn Asn
390

Gly Ser Phe Phe Leu

405

Gln Gln Gly Asn Val

420

Asn His Tyr Thr Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

440

Pro Arg Glu
345

Thr Lys Asn

Ser Asp Ile

Tyr Lys Thr
395

Tyr Ser Lys
410

Phe Ser Cys
425

Lys Ser Leu

Pro Gln val
350

Tyr Thr

Gln val Ser Leu Thr

365

Ala Val Glu Trp Glu

380

Thr Pr¢o Pro

Leu Thr val

Ser val Met
430

val Leu
400

Asp Lys
415

His Glu

Ser Leu Ser Pro Gly

445

<223> Anticuerpo de cadena ligera 4D11v2 Antihumano conjugado

<220>

<221> caracteristica_miac
<222> (545)..(545)
<223> n puede ser cualquier aminoacido

<400> 235

gacatccaga
atcacttgec
gggaaagccce
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg
tctgatgage
cccagagagqg
gagagtgtca
ctgancaaag
ctgagctcge

<210> 236
<211> 214

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gecagtggatce
caacttacta
tggaaatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

tccatectee
gagcattage
gatctatgceg
tgggacagat
ctgtcaacag
acgtacggtg
tggaactgee
gtggaaggtyg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

ctgtctgecat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctea
acggttgtgg
getgeaccat
tctgttgtgt
gataacgeoc
agcacctaca

gtctacgect

aggggagagt

172

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcageag
cgccteegtt
ctgtecttcat
gcctgetgaa
tcocaateggy
gectcageag
gcgaagtcac

gt

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtccecatcea
totgeaaccot
attcggecaa
cttecegeca
taacttctat
taactceocag
caccctgacg

ccatcagggc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642



10

15

20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo de cadena ligera 4D11v2 Antihumano conjugado

<220>

<221> caracteristica_miac

<222> (182)..(182)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<400> 236

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Leu

Pro

Thr

Lys
145

Glu

Ser

Ala

Phe

<210> 237

Arg

Asn

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

<211> 1347
<212> ADN

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Vval

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val
150

Gln

Xaa

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

lys

Pro

Leun

135

Asp

Asp

lys

Gln

ES2912932 T3

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
185

Leu

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

173

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Thr

Lys

Glu

Phe

Gln
155

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

val

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

val

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

vVal
205

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Ala

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
190

Thr

val Gly

Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Pro
95

Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala

Ser Gln
160

Leu Ser
175

vVal Tyr

Lys Ser



10

15

20

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

<223> Anticuerpo de cadena pesada conjugado Antihumano 4D11

<400> 237

gaggtgcagc
tcetgtgecag
ccagggaagg
gcagactceg
ctgcaaatga
ggcggcaggt
agcaccaagg
acagcggccc
aactcaggeg
ctctactcce
atctgcaacg
tcettgtgaca
tcagtcttce
gtcacatgcg
gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgeca
gccaaaggge
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg

aagagcctct

<210> 238
<211> 449
<212> PRT

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtyg
tgaagggecyg
acagcctgag
cggcctttga
gcccatcggt
tgggctgcct
coectgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac
tcttcececce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctococttett
tettectecatg

ccctgtctec

<213> Secuencia artificial

<220>

tgggggagge
cacctttage
ggtgtcaagt
gttcaccatc
agccgaggac
ctactggggce
cttcccectg
ggtcaaggac
cggegtgeac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
atgeccaceg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgtce
caaagccecte
accacaggtg
gacctgectg
gcagccggag
cctctacage
ctecgtgatg

gggtaaa

ttggtacage
agctatgceca
attgaccecgg
tccagagaca
acggccgtat
cagggaaccc
gcaccctcct
tacttcccceg
accttecegg
ccctccagea
accaaggtgg
tgoccageac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgc
ctgcaccagg
coageoccocca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggctc

ctggggggte
tgagctgggt
aaggtcggca
attccaagaa
attactgtge
tggtcaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtectaca
gcttgggcac
acaagaaagt
ctgaactect
tgatctccecg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccceateceg
tctatcecag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

<223> Anticuerpo de cadena pesada conjugado Antihumano 4D11

<400> 238

174

cctgagactc
ccgccaggcet
gacatattac
cacgctgtat
gaaagacatc
ctcctcaget
ctctgggggce
ggtgtcgtgg
gtectcagga
ccagacctac
tgagceccaaa
ggggggacceyg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catcteocaaa
ggaggagatg
cgacategeo
tcecogtgetyg
caggtggcag

ctacacgcag

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1347



Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Vval

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Lys

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Val

115

Ala

Leu

Gly

Leu

Leu
20

Trp

Asp

FPhe

Asn

Ile

100

Thr

Pro

Val

Ala

Leu

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Val

Ser

Lys

Leu
165

Glu

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Arg

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

ES2912932 T3

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Ser

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Thr

Pro

val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Phe

Thr

Ser

Glu

His
170

175

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

15

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

Vval
175

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Fhe

Leu

Trp

160

Leu



ES2912932 T3

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Proc Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Tle Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 320 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu

420 425 430
Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445
Lys
<210> 239
<211>774
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

176



10

15

20

<220>

ES2912932 T3

<223> Cadena ligera de anticuerpo activable anti-jagged5342-1204-4D11v2

<400> 239

caaggccagt
gggggctcoga
ggcggeggtt
gacagagtca
cagcagaaac
ggggtecccat
agtctgcaac
ttattcggee
atcttccege
aataacttct
ggtaactccc
agcaccctga

acccatcagg

<210> 240
<211> 258
<212> PRT

ctggccagtg
geggtggeag
ctgacatcea
ccatcacttg
cagggaaage
caaggttecag
ctgaagattt
aagggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgcetgagcaa

goctgagete

<213> Secuencia artificial

<220>

caatatttgg
cggtggetcet
gatgaceccag
cogggcaagt
cectaagete
tggcagtgga
tgcaacttac
ggtggaaatc
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac

gccegteaca

ctcgtaggtg
ggtggtcetga
tcteecateet
cagagcatta
ctgatctatg
tetgggacag
tactgtcaac
aaacgtacgg
tctggaactg
cagtggaagg
gacagcaagd
gagaaacaca

aagagcttca

gtgattgcag
gocggeogtte
ccetgtetge
geagetattt
cggeatccag
atttcactct
agacggttgt
tggctgeace
cctetgttgt
tggataacgc
acagcaccta
aagtctacge

acaggggaga

gggctggcag
cgataatcat
atctgtagga
aaattggtat
tttgcaaagt
caccatcage
ggegactoeg
atctgtette
gtgcctgcetg
cctccaatcg
cagcctcage
ctgegaagte

gtgt

<223> Cadena ligera de anticuerpo activable anti-jagged5342-1204-4D11v2

<220>

<221> caracteristica_miac
<222> (226)..(226)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<400> 240

177

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

774



ES2912932 T3

Gln Gly Gln Ser Gly Gln Cys Asn Ile Trp Leu Val Gly Gly Asp Cys

Arg Gly Trp Gln Gly Gly Ser Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly
20 25 30

Leu Ser Gly Arg Ser Asp Asn His Gly Gly Gly Ser Asp Ile Gln Met

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr
50 55 60

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leéu &Asn Trp Tyr

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser

Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
100 105 110

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala
115 120 125

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Thr Val Val Ala Pro Pro Leu Phe Gly Gln
130 135 140

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe
145 150 155 160

Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val
165 170 175

Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp
180 185 130

Lys Val Asp Asn Ala ILeu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr
195 200 205

Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr
210 215 220

Leu Xaa Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val
225 230 235 240

Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly
245 250 255

Glu Cys

<210> 241

<211> 2139

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de anticuerpo multiespecifico anti-jagged4D11v2 anti CD3 OKT3

178



<400> 241

gaggtgcace
tcctgtgecag
ccagggaagyg
gcagactceg
ctgcaaatga
ggcggcaggt
agcaccaagg
acagcggccc
aactcaggcg
ctctactece
atctgcaacg
tcttgtgaca
tcagtcttcc
gtcacatgeg
gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg
aagagcctet

ggcggaggct

tgttggagte
cctctggatt
ggctggagty
tgaagggccg
acagcctgag
cggectttga
gcccatcggt
tgggctgcct
ccctgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac
tcttccccce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagecgt
aggtcteocaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gcteccttett
tettcteoatg
cocktgtetee

caggtggtgg

ES2912932 T3

tgggggaggc
cacctttage
ggtgtcaagt
gttcaccatc
agccgaggac
ctactgggge
cttcccectg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
atgcccaccyg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctecaccgte
caaagecocte
accacaggtg
gacctgcctg
gcagecggag
cctctacage
cteegtgatg
gggtaaagga

aggatcagge

ttggtacage
agctatgcca
attgaccecgg
tccagagaca
acggccgtat
cagggaacec
gcaccctccet
tacttccceg
accttcccocgg
ccctccagea
accaaggtgg
tgcccagcac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccageoccaca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggete
ggtggatctg

ggaggtcagg

179

ctggggggtce
tgagctgggt
aaggtcggca
attccaagaa
attactgtge
tggtcaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatctcceg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
togagaaaac
ccccatcccg
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag
tgcacaacca
gaggtggcgy

ttcagctgea

cctgagacte
ccgccagget
gacatattac
cacgctgtat
gaaagacatc
ctoctecaget
ctectggggge
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagceccaaa
ggggggaceyg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatyg
cgacatcgcc
teccegtgetg
caggtggcag
ctacacgcag
ttocaggetet

gcagagceggt

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



10

gcagaactgg
tttaccegtt
ggttatatca
accctgacca
gaggatagcg
tggggtcagy
tcaggeggtyg
ccgggtgaaa
tatcagcaga
agcggtgtte
agcggtatgg

tttacctttg

<210> 242
<211> 713
<212> PRT

cacgteccggg
ataccatgca
atccgagececg
ccgataaaag
cagtttatta
gcaccaccct
goggtagoeca
aagttaccat
aaagcggcac
cggcacattt
aagcagaaga

gtagtggcac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada de anticuerpo multiespecifico anti-jagged4D11v2 anti CD3 OKT3

<400> 242

Glu Val His

1

ES2912932 T3

tgcaagecgtt
ttgggttaaa
tggttatacc
cagcagcaca
ctgtgcacgc
gaccgttage
gattgttctg
gacctgtagc
cagcccgaaa
tcgtggtage
tgcagcaacc

caaactggaa

Leu Leu Glu Ser Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

20

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala

35

40

Ser Ser Ile Asp Prec Glu Gly Arg

50

55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65

Leu Gln Met

70

Asn Ser Leu Arg Ala

85

Ala Lys Asp Ile Gly Gly Arg Ser

100

aaaatgagct gtaaagcaag
cagaegtecgg gtcagggtet
aactacaacc agaaattcaa
gcectatatge agctgageag
tattatgatg atcactattg
agcggtggtyg gtggtagtgg
acccagagtc cggcaattat
gccagcagca gcgttagcta
cgttggattt atgataccag
ggtageggeca cctcatatag
tattattgtc agcagtggte

attaatecgt

cggttatacc
ggaatggatt
agataaagca
cctgacctca
cctggattat
tggcggtggt
gagcgcaagt
tatgaattgg
caaactggca
cctgaccatt

aagcaatccg

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10

15

Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

25 30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

45

Gln Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val

60

Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

75

80

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

95

Ala Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
105 110

180

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2139



Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Thr

Leu

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

val

Cys

Ser

Pro
355

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Fhe

245

val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Glu

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

ES2912932 T3

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Met
360

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Aszp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

181

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Gly

Gly

140

val

Phe

val

Val

Lys

220

Leu

Thr

val

Val

Ser

300

Len

Ala

Pro

Gln

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

val
365

Ser

Ala

Val

Ala

val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

350

Ser

Val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

1ys

Glu

335

Tyr

Leu

Phe

Leu

Trp

160

Leu

ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr

Thr



Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Gly

465

Ala

Ser

Pro

Tyr

Asp

545

Glu

Cys

Gly

Val

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Gly

450

Gly

Glu

Gly

Gly

Thr

530

Lys

Agp

Leu

Gly

Leu

val

Gly

Asp

Trp

His

435

Gly

Gly

Leu

Tyr

Gln

515

Asn

Ser

Ser

Asp

Gly

595

Thr

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Gly

Gly

Ala

Thr

500

Gly

Tyr

Ser

Ala

Tyr

580

Ser

Gln

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Ser

Ser

Arg

485

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

565

Trp

Gly

Ser

Fhe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gly

Gly

470

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

550

Tyr

Gly

Gly

Pro

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Gly

455

Gly

Gly

Arg

Trp

Lys

535

Ala

Tyr

Gln

Gly

Ala

ES2912932 T3

Pro

Asn

Leu

val

Gln

440

Gly

Gly

Ala

Tyr

Ile

520

FPhe

Tyr

Cys

Gly

Gly

600

Ile

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Gly

Gln

Ser

Thr

505

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

585

Ser

Met

Asp

Lys

Ser

4110

Ser

Ser

Ser

Val

val

490

Met

Tyr

Asp

Gln

Arg

570

Thr

Gly

Ser

182

Ile

Thr

3%5

Lys

Cys

Leu

Gly

Gln

475

Lys

His

Ile

Lys

Leu

555

Tyr

Leu

Gly

Ala

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

460

Leu

Met

Trp

Asn

Ala

540

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ser

Val

Pro

Thr

Val

Leu

445

Gly

Gln

Ser

val

Pro

525

Thr

Ser

Agp

Val

Gly

605

Pro

Glu

Fro

val

Met

430

Ser

Gly

Gln

Cys

Lys

510

Ser

Leu

Leu

Asp

Ser

590

Ser

Gly

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Gly

Ser

Lys

495

Gln

Arg

Thr

Thr

His

575

Ser

Gln

Glu

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Ser

Gly

480

Ala

Arg

Gly

Thr

Ser

560

Tyr

Gly

Ile

Lys



10

15

610

Val Thr Met

625

Tyr Gln Gln

Ser Lys Leu

Gly Thr Ser

675

Ala Thr Tyr

690

Ser Gly Thr

705

<210> 243
<211> 1434
<212> ADN

ES2912932 T3

615

Thr Cys Ser Ala Ser
630

Lys Ser Gly Thr Ser

645

Ala Ser Gly Val Pro

660

Tyr Ser Leu Thr Ile

680

Tyr Cys Gln Gln Trp

695

Lys Leu Glu Ile Asn
710

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de anticuerpo multiespecifico anti-jagged4D11v2 anti CD3 OKT3

<220>

<221> caracteristica_miac
<222> (545)..(545)
<223> n puede ser cualquier aminoacido

<400> 243

gacatccaga
atcacttgec
gggaaagccce
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg
tctgatgage
cccagagagyg
gagagtgtca

ctgancaaag

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
geagtggate
caacttacta
tggaaatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga

cagactacga

tcecatceectee
gagcattage
gatctatgcg
tgggacagat
ctgtcaacag
acgtacggtg
tggaactgce
gtggaaggtg
cagcaaggac

gaaacacaaa

Ser Ser Val
635

Pro Lys Arg
650

Ala His Phe
665

Ser Gly Met

Ser Ser Asn

Arg

ctgtctgeat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctea
acggttgtgg
gctgcaccat
tetgttgtgt
gataacgocoo
agcacctaca

gtectacgect

183

620

Ser Tyr Met

Asn Trp
640

Trp Ile Tyr Asp Thr

655

Arg Gly Ser Gly Ser

670

Glu Ala Glu Asp Ala

685

Pro Phe Thr Phe Gly

700

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcageag
cgecteegtt
ctgtcttecat
gcctgctgaa
tccaatoggg
goctcagecag

gocgaagtcac

cagagtcace
gcagaaacca
ggtceccatca
tetgeaacet
attcggecaa
cttceccogeea
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcaggge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

15

ctgagctege
ggcggttcag
ctgcagcaga
gcaageggtt
ggtctggaat
ttcaaagata
agcagectga
tattgectgg
agtggtggeg
attatgagecg
agctatatga
accagcaaac
tatagcctga

tggtcaagca

<210> 244
<211> 478
<212> PRT

ccgtcacaaa
gctctggegg
gcggtgcaga
atacctttac
ggattggtta
aagcaacccth
cctcagagga
attattgggyg
gtggttcagg
caagtccoggg
attggtatca
tggcaagegg
ccattagegg

atccgtttac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de anticuerpo multiespecifico anti-jagged4D11v2 anti CD3 OKT3

<220>

<221> caracteristica_miac
<222> (182)..(182)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<400> 244
Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser

ES2912932 T3

gagcttcaac
aggctcaggt
actggcacgt
ccgttatace
tatcaatccg
gaccaccgat
tagegeagtt
tcagggecace
cggtggcggt
tgaaaaagtt
gcagaaaagc
tgttocggea
tatggaagca

ctttggtagt

Met Thr Gln Ser Pro

Thr
20

Tyr Gln Gln Lys Pro

40

Ser Ser Leu Gln Ser

55

Gly Thr Asp Phe Thr

aggggagagt
ggtggaggat
ccgggtgecaa
atgcattggg
agecgtggtt
aaaagcagca
tattactgtg
accctgaccg
ageccagattg
accatgacct
ggcaccaged
cattttoegtg
gaagatgcag

ggcaccaaac

Ser Ser Leu

10

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln

25

Gly Lys Ala

Gly Vval Pro

Leu Thr Ile

184

gtggaggtgg
caggcggagyg
gcgttaaaat
ttaaacagcg
ataccaacta
gcaccgecta
cacgctatta
ttagcagegyg
ttctgaccca
gtagcgccag
cgaaacgttg
gtageggtag
caacctatta

tggaaattaa

Ser Ala Ser

Ser Ile Ser
30

Pro Lys Leu
45

Ser Arg Phe
60

Ser Ser Leu

atctggaggt
tcaggttcag
gagctgtaaa
tecegggteag
caaccagaaa
tatgeagctyg
tgatgatcac
tggtggtggt
gagtcoeggea
cagcagegtt
gatttatgat
cggcacctca
ttgtcagcag

tegt

val Gly

15

Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1434



65

Glu

Leu

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

225

Leu

Met

Trp

Asn

Ala
305

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

210

Gly

Gln

Ser

Val

Pro

230

Thr

Phe

Gly

val

115

Ser

Gln

Vval

Leu

Glu

195

Arg

Gly

Gln

Cys

Lys

275

Ser

Leu

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Gly

Ser

Lys

260

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Ser

Gly

245

Ala

Gly

Thr

70

Tyr

Thr

Fhe

Cys

Val

150

Gln

Xaa

His

Cys

Gly

230

Ala

Ser

Pro

Tyr

Asp
31¢

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Gly

215

Gly

Glu

Gly

Gly

Thr

2395

Lys

ES2912932 T3

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

200

Gly

Gly

Leu

Tyr

Gln

280

Asn

Ser

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gly

Gly

Ala

Thr

265

Gly

Tyr

Ser

Gln

20

Ile

Asp

Asn

Leun

Agp

170

Tyr

Ser

Ser

Ser

Arg

250

Fhe

Leu

Asn

Ser

185

15

Thr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Gly

Gly

235

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr
315

Val

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly

220

Gly

Gly

Arg

Trpe

Lys

300

Ala

val

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val

205

Gly

Gly

Ala

Tyr

Ile

285

Phe

Tyr

Ala

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Gly

Gln

Ser

Thr

270

Gly

Lys

Met

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Ser

val

Vval

255

Met

Tyr

Asp

Gln

80

Pro

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gln

240

Lys

His

Ile

1ys

Leu
320



ES2912932 T3

Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr
325 330 335

Tyr Asp Asp His Tyr Cys Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu
340 345 350

Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
355 360 365

Gly Gly Ser Gln Ile Val lLeu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala
370 375 380

Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val
385 390 395 400

Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lys Arg
405 410 415

Trp Ile Tyr Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala His Phe
420 425 430

Arg Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser lLeu Thr Ile Ser Gly Met
435 440 445

Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Asn
450 455 460

Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Asn Arg
465 470 475

<210> 245

<211> 1566

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de Anticuerpo activable multiespecifico 5342-1204-4D11v2-CD3 OKT3 anti-jaggedanti
CD3

<220>

<221> caracteristica_msc

<222> (677)..(677)

<223> n puede ser cualquier aminoacido

<400> 245

caaggccagt ctggccagtg caatatttgg ctcegtaggtg gtgattgcag gggctggecag 60
gggggctcga goggtggcag cggtggetcoct ggtggtctga geggecgtte cgataatcat 120
ggcggeggtt ctgacatcca gatgacccag tectccatccect coctgtcectge atctgtagga 180
gacagagtca ccatcacttg ccgggcaagt cagagcatta gcagctattt aaattggtat 240

186



10

15

cagcagaaac
ggggtccecat
agtctgcaac
ttattcggeo
atcttccege
aataacttct
ggtaactecc
agcaccctga
acccatcagg
ggatctggag
ggtcaggtte
atgagctgta
cgtcegggte
tacaaccaga
tatatgcage
tatgatgatce
ggtggtggtg
cagagtcegg
agcagcagceg
tggatttatg
agcggcacct
tattgtcage

aatagt

<210> 246
<211> 522
<212> PRT

cagggaaagc
caaggttcag
ctgaagattt
aagggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgancaa
gcctgagete
gtggeggtte
agctgcagea
aagcaagcgg
agggtetgga
aattcaaaga
tgagecageoct
actattgecet
gtagtggtgg
caattatgag
ttagctatat
ataccagecaa
catatagcct

agtggtcaag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de Anticuerpo activable multiespecifico 5342-1204-4D11v2-CD3 OKT3 anti-jaggedanti

CD3

<220>

<221> caracteristica_msc
<222> (226)..(226)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<400> 246

ES2912932 T3

ccctaagete
tggcagtgga
tgcaacttac
ggtggaaatc
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac
gcccgtcaca
aggctetgge
gageggtgea
ttatacettt
atggattggt
taaagcaacc
gacctcagag
ggattattgg
cggtggttca
cgcaagtceg
gaattggtat
actggcaagce
gaccattage

caatcegttt

ctgatctatg
tectgggacag
tactgtcaac
aaacgtacgg
tctggaactg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaaacaca
aagagcttca
ggaggetcag
gaactggcac
acccgttata
tatatcaatce
ctgaccaceg
gatagegcoag
ggtcagggea
ggcggtggeg
ggtgaaaaag
cagcagaaaa
ggtgttecegg
ggtatggaag

acctttggta

187

cggcatccag
atttcactct
agacggttgt
tggcetgeace
cctectgttgt
tggataacgc
acagcaccta
aagtctacge
acaggggaga
gtggtggagy
gteegggtge
ccatgeattg
cgageegtgg
ataaaagcag
tttattactg
ccaccctgac
gtagcecagat
ttaccatgac
goggcaccag
cacatttteg
cagaagatge

gtggcaccaa

tttgcaaagt
caccatcage
ggcgectecyg
atctgtctte
gtgecctgetg
cctccaatceg
cagcctcage
ctgcgaagte
gtgtggaggt
atcaggcegga
aagcgttaaa
ggttaaacag
ttataccaac
cagcacagec
tgcacgcetat
cgttagcage
tgttctgace
ctgtagegea
cccgaaacgt
tggtageggt
agcaacctat

actggaaatt

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1566



Gln

Arg

Leu

Thr

Ile

65

Gln

Ser

Thr

Thr

Gly

145

Ile

val

Lys

Glu

Leu

225

Thr

Gly

Gly

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

130

Thr

Phe

Cys

val

Gln

210

Xaa

His

Gln

Trp

Gly

35

Ser

Cys

Lys

Gln

Phe

115

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

195

Asp

Lys

Gln

Ser

Gln

20

Arg

Pro

Pro

Ser

100

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

180

Asn

Ser

Ala

Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

Ala

Gly

85

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

165

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

Gln

Gly

Asp

Ser

Ser

70

Lys

Val

Thr

Gln

Ile

150

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

230

Ser

Cys

Ser

Asn

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

Thr

135

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

215

Glu

Ser

ES2912932 T3

Asn

Ser

His

40

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

120

Val

Arg

Gln

Tyr

Ser

200

Thr

Lys

Pro

Ile

Gly

25

Gly

Ala

Ile

Lys

Arg

105

Ser

val

Thr

Lau

Pro

1856

Gly

TYE

His

Val

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Leu

90

Phe

Leu

Ala

val

Lys

170

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

188

Leu

Ser

Gly

Val

Ser

75

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

155

Ser

Glu

Ser

Leu

val

235

Lys

vVal

Gly

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

140

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

220

Tyr

Ser

Gly

Gly

Asp

45

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

125

Leu

Pro

Thr

Lys

Glu

205

Ser

Ala

Phe

Gly

Ser

Ile

Arg

Asn

Ala

Gly

110

Asp

Fhe

Ser

Ala

Vval

1920

Ser

Thr

Cys

Asn

Asp

15

Gly

Gln

Val

Trp

Ala

95

Ser

Phe

Gly

val

Ser

175

Gln

Vval

Leu

Glu

Arg

Cys

Gly

Met

Thr

Tyr

80

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

160

Val

Trp

Thr

Thr

Val

240

Gly



ES2912932 T3

245 250 255

Glu Cys Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Gly Gly
260 265 270

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser
275 280 285

Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Lys
290 295 300

Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr Met His Trp Val Lys Gln
305 310 315 320

Arg Pro Gly Gln Gly lLeu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Asn Pro Ser Arg
325 330 335

Gly Tyr Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr
340 345 350

Thr Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr
355 360 365

Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr Tyr Asp Asp His
370 375 380

Tyr Cys Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
385 3580 395 400

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gln
405 410 415

Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu
420 425 430

Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Asn
435 440 445

Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lys Arg Trp Ile Tyr Asp
450 455 460

Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala His Phe Arg Gly Ser Gly
465 470 475 480

Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Gly Met Glu Ala Glu Asp
485 490 495

Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Phe Thr Phe
500 505 510

Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Asn Arg
515 520

<210> 247

<211> 2162

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

189



<220>

ES2912932 T3

<223> Cadena pesada de anticuerpo multiespecifica anti-jagged4D11v2 anti CTLA-4

<400> 247
gaggtgcacc
tcectgtgeag

ccagggaagqg

gcagactceg
ctgcaaatga
ggcggecaggt
agcaccaagg
acagcoggecc
aactcaggcg
ctctactece
atctgcaacg
tettgtgaca
tcagtecttee
gtcacatgeg
gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgeca
gccaaagggce
accaagaacce
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg

aagagcctet

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
cggecctttga
geccateggt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagcagegt
tgaatcacaa
aaactcacac
tetteoeecece
tggtggtgga
tggaggtgeca
tggtcagegt
aggtctcacaa
agccccgaga
aggtcageet
agagcaatgg
goetecttett
tettcoctcatg

cactgtctee

tgggggagge
cacctttage
ggtgtcaagt
gttcaccatc
agccgaggac
ctactggggce
cttececeoctg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtyg
goccagcaac
atgeceocaceg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgacaag
cctecacegte
caaagccocte
accacaggtg
gacctgeetyg
gcagecggag
cctetacage
ctcegtgatg

gggtaaagga

ttggtacage
agctatgceca
attgacccgg
tccagagaca
acggccgtat
cagggaacecc
gcaccctect
tacttecceeg
accttcececgg
ccctecagea
accaaggtgg
tgecccageac
gacacccteoa
gaagaccctg
acaaagccge
ctgcaccagg
ccagacocca
tacaccctge
gtcaaagget
aacaactaca
aagcteaccg
catgaggcte

ggtggatctyg

190

ctggggggte
tgagctgggt
aaggtcggca
attccaagaa
attactgtge
tggtcaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggeac
acaagaaagt
ctgaactect
tgatcteceg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
togagaaaac
cccecatcceg
totatcecag
agaccacgce
tggacaagag
tgcacaacca

gaggtggegy

cctgagactc
ccgccaggcet
gacatattac
cacgctgtat
gaaagacatc
ctectcaget
ctetgggggc
ggtgtegtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaceg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctceaaa
ggaggagatg
cgacatogeo
tccegtgetg
caggtggcag
ctacacgcag

ttecaggetet

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



10

ggcggagget
ggecaccctgt
gttagcageca
atctatggtg
gggacagact
tgtcagcagt
cgtteeggag
ggtacccagg
agactctoct
caggctccag
tactacgcag
ctgtatctge
aactceccttt
gc

<210> 248
<211> 722
<212> PRT

caggtggtgg
ctttgtctece
gctacttage
catccagecag
tecactctecac
atggtagectc
ggtcgaccat
tgcagctggt
gtgcageete
ggaaggggct
actcecgtgaa
aaatgaacag

actggtactt

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

aggatcaggce

aggggaaaga

ctggtaccag

ggccactgge
catcagcaga
acecgetcact
aacttegtat
gcagactgygg
tggatecace
ggagtgggte
gggccggtte
cctgagagec

cgatcteotgg

ggaggtgaaa

geceaccctet
cagaaacctg
atcccagaca
ctggagecetg
ttegygcggag
aatgtatact
ggaggcegtgyg
tttageaget
tcagctatta
accatcteca
gaggacacgg

ggccgtggca

ttgtgttgac
coctgcaggge
gccaggeoctce
ggttcagtgg
aagattttge
ggaccaaggt
atacgaagtt
tccageotgyg
atgccatgag
gtggtagtgg
gagacaatte
ccgtatatta

ccctggtcac

acagtctceca
cagtcagagt
caggctecte
cagtgggtct
agtgtattac
ggaaatcaaa
atcctegage
gaggtecectyg
ctgggtecge
tggtagcaca
caagaacacyg
ctgtgcgaca

tgtctettea

<223> Cadena pesada de anticuerpo multiespecifica anti-jagged4D11v2 anti CTLA-4

<400> 248

Glu Val His

1

Leu Leu Glu Ser Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

Ala Met Ser

35

Ser Ser Ile

20

Trp Val Arg Gln Ala

40

Asp Pro Glu Gly Arg

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65

Leu Gln Met

70

Asn Ser Leu Arg Ala

85

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe
25

Pro Gly Lys

Gln Thr Tyr

Asp Asn Ser

75

Glu Asp Thr
90

191

Val Glnn Pro

Gly Gly
15

Thr Phe Ser Ser Tyr

30

Gly Leu Glu

45

Trp Val

Tyr Ala Asp Ser Val

60

Lys Asn Thr Leu Tyr

80

Ala vVal Tyr Tyr Cys

95

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1580

2040

2100

2160

2162



Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Thr

Lys

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

2390

Ser

Lys

Ile

Asp

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

1595

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Ser

Ile

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Gly

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Gly

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

ES2912932 T3

Ser

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Ala

105

Ser

Thr

Pro

val

Sar

185

Ile

val

Ala

Pro

val

265

val

Gln

Gln

Ala

Pro

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

2590

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

192

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

Val

Val

Lys

220

Leu

Thr

val

val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

Hisg

270

Vval

Tyr

Gly

Ile

Val

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Vval

Glu

320

Lys

Thr



Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Gly

465

Gly

Ala

Pro

Thr

Thr

545

Cys

Val

Pre

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Gly

450

Gly

Thr

Ser

Gly

Gly

530

Leu

Gln

Glu

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

Hisg

435

Gly

Gly

Len

Gln

Gln

515

Ile

Thr

Gln

Ile

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Gly

Gly

Ser

Ser

500

Ala

Pro

Ile

Tyr

Lys
580

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Ser

Ser

Leu

485

val

Pro

Asp

Ser

Gly

565

Arg

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gly

Gly

470

Ser

Ser

Arg

Arg

Arg

550

Ser

Ser

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Gly

455

Gly

Pro

Ser

Leu

Phe

535

Leu

Ser

Gly

ES2912932 T3

Met

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln

440

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

520

Ser

Glu

Pro

Gly

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Gly

Glu

Glu

Tyr

505

Ile

Gly

Pro

Leu

Ser
585

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Ser

Ile

Arg

490

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

570

Thr

193

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Gly

val

475

Ala

Ala

Gly

Gly

Asp

555

Phe

Ile

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

460

Leu

Thr

Trp

Ala

Ser

540

Phe

Gly

Thr

val

365

val

Pro

Thr

Val

Leu

445

Gly

Thr

Leu

Tyr

Ser

525

Gly

Ala

Gly

Ser

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Gly

Gln

Ser

Gln

510

Ser

Thr

Val

Gly

Tyr
590

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Gly

Ser

Cys

495

Gln

Asp

Tyr

Thr

575

Asn

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Ser

Pro

480

Arg

Lys

Ala

Phe

Tyr

560

Lys

Val



10

15

Tyr Tyr Thr
595

Thr Gly Gly

610

Ala Ala Ser

625

Gln Ala Pro

Gly Gly Ser

Ser Arg Asp

675

Arg Ala Glu

690

Trp Tyr Phe

705

Ala Ser

<210> 249
<211> 1461
<212> ADN

ES2912932 T3

Lys Leu Ser Ser Ser

600

Gly val val Gln Pro

615

Gly Ser Thr Phe Ser
630

Gly Lys Gly Leu Glu

645

Thr Tyr Tyr Ala Asp

660

Asn Ser Lys Asn Thr

680

Asp Thr Ala Val Tyr

695

Asp Leu Trp Gly Arg
710

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly Thr Gln

Gly Arg Ser

Ser Tyr Ala
635

Trp Val Ser
650

Ser Val Lys
665

Leu Tyr Leu

Tyr Cys Ala

Gly Thr Leu
715

Val Gln Leu Val Gln

605

Leu Arg Leu Ser Cys

620

Met Ser Trp Val Arg

640

Ala Ile Ser Gly Ser

Gly Arg Phe
670

655

Thr Tle

Gln Met Asn Ser Leu

685

Thr Asn Ser Leu Tyr

700

Val Thr val

Ser Ser
720

<223> Cadena ligera de anticuerpo multiespecifico anti-jagged4D11v2 anti CTLA-4

<220>

<221> caracteristica_miac
<222> (545)..(545)
<223> n puede ser cualquier aminoacido

<400> 249

gacatccaga
atcacttgee
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg

gggaccaagg

tgacccagte
gggcaagtca
ctaagectcet
gcagtggate
caacttacta

tggaaatcaa

tccatcctee
gagcattage
gatctatgeg
tgggacagat
ctgtcaacag

acgtacggtg

ctgtctgeat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
acggttgtgy

getgeaceat

194

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagceag
cgcctaegtt

ctgtctteat

cagagtcace
gcagaaacca
ggtceccatea
totgcaacct
attcggecaa

ctteocegeca

60

120

180

240

300

360



10

15

tctgatgage
cccagagagyg
gagagtgtca
ctgancaaag
ctgagctcge
ggcggttcag
ttgacacagt
agggccagtc
gctocccagge
agtggcagtyg
tttgcagtgt
aaggtggaaa
aagttatcct
cctgggaggt
atgagctggg
agtggtggta
aattccaaga
tattactgtg

gtcactgtet

<210> 250
<211> 487
<212> PRT

agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa
gctctggegg
ctccaggcac
agagtgttag
tectcatcta
ggtctgggac
attactgtca
tcaaacgtte
cgagcggtac
ccctgagact
teccgecagge
gcacatacta
acacgctgta
cgacaaactce

cttcagctag

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

tggaactgce
gtggaaggtyg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac
aggctcaggt
cctgtctttg
cagcagctac
tggtgcatee
agacttcact
gcagtatggt
cggagggteg
ccaggtgcag
ctcctgtgea
tecagggaag
cgcagactcc
tetgeoaaatg
ceckbttactgyg

C

tetgttgtgt
gataacgcecc
agcacctaca
gtctacgcet
aggggagagt
ggtggaggat
tctcecagggg
ttagcecctggt
agcagggcca
ctcaccatca
agctcacecge
accataactt
ctggtgcaga
gcctcectggat
gggctggagt
gtgaagggcc
aacagectga

tacttegate

gcctgctgaa
tccaatcggyg
gcctcagecag
gcgaagtcac
gtggaggtgyg
caggcggagg
aaagagccac
accagcagaa
ctggcatcce
gcagactgga
tcactttcgg
cgtataatgt
ctgggggagyg
ccacctttag
gggtctecage
ggttcaccat
gagccgagga

tctggggecg

taacttctat
taactecccag
caccctgacg
ccatcagggc
atctggaggt
tgaaattgtg
cctctectge
acctggccag
agacaggttc
gcctgaagat
cggagggacce
atactatacg
cgtggtccag
cagctatgcc
tattagtggt
ctccagagac
cacggocgta

tggcaccocty

<223> Cadena ligera de anticuerpo multiespecifico anti-jagged4D11v2 anti CTLA-4

<220>

<221> caracteristica_miac
<222> (182)..(182)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<400> 250

Asp TIle Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

15

Asgsp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

20

25

195

30

420

480

540

€600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1461



Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Leu

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

225

Leu

Thr

Trp

Asn

Ala

50

Gly

Asp

Fhe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn

210

Gly

Thr

Leu

Tyr

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Gly

Gln

Ser

Gln

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Gly

Ser

Cys

260

Gln

Gln

Ser

Thr

Thr

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Ser

Pro

245

Arg

Lys

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Xaa

His

Cys

Gly

230

Gly

Ala

Pro

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Gly

215

Gly

Thr

Ser

Gly

ES2912932 T3

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

200

Gly

Gly

Leu

Gln

Gln

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Sar

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Lau

Gly

Gly

Ser

Ser

265

Ala

Lys

val

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Ser

Ser

Leu

250

val

Pro

196

Ala

Pro

Ile

75

Thr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Gly

Gly

235

Ser

Ser

Arg

Pro

Ser

Ser

Val

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly

220

Gly

Pro

Ser

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Val

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val

205

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

Leu

Phe

Leu

Ala

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Gly

Glu

Glu

Tyxr

270

Ile

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Ser

Ile

Arg

255

Leu

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Gly

aAla

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Vval

240

Ala

Ala

Gly



ES2912932 T3

275 280 285

Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly
290 295 300

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp
305 310 315 320

Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Glan Tyr Gly Ser Ser Pro Leu Thr Phe
325 330 335

Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Ser Gly Gly Ser Thr Ile
340 345 350

Thr Ser Tyr Asn Val Tyr Tyr Thr Lys Leu Ser Ser Ser Gly Thr Gln
355 360 365

Val Gln Leu Val Gln Thr Gly Gly Gly Val Vval Gln Pro Gly Arg Ser
370 375 380

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ser Thr Phe Ser Ser Tyr Ala
385 399 395 400

Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
405 410 415

Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
420 425 430

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
435 440 445

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
450 455 460

Thr Asn Ser Leu Tyr Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr Leu
465 470 475 480

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
485

<210> 251

<211> 1593

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de anticuerpo multiespecifico activable 5342-1204-4D11v2-CTLA-4 anti-jagged anti
CTLA-4

<220>

<221> Caracteristica_msc

<222> (677)..(677)

<223> n puede ser cualquier aminoacido

<400> 251

197



10

15

caaggccagt
gggggctoga
ggcggeggtt
gacagagtca
cagcagaaac
ggggtcccat
agtectgcaac
ttatteggec
atcttccege
aataacttct
ggtaactcee
agcaccctga
acccatcagg
ggatctggag
ggtgaaattg
accctectect
aaacctggcc
ccagacaggt
gagcctgaag
ggcggaggga
gtatactata
ggegtggtec
agcagctatg
gctattagtg
atctecagag
gacacggceg

cgtggcaces

<210> 252
<211> 531
<212> PRT

ctggeccagtg
gceggtggeag
ctgacateca
ccatcacttyg
cagggaaage
caaggttcag
ctgaagattt
aagggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgancaa
gcctgagete
gtggcggtte
tgttgacaca
gcagggecag
aggctcccag
tcagtggcag
attttgcagt
ccaaggtgga
cgaagttatc
agcctgggag
ccatgagctg
gtagtggtgg
acaattccaa
tatattactg

tggtcactgt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de anticuerpo multiespecifico activable 5342-1204-4D11v2-CTLA-4 anti-jagged anti

CTLA-4
<220>

<221> caracteristica_miac
<222> (226)..(226)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<400> 252

ES2912932 T3

caatatttgg
cggtggetcet
gatgacccag
cogggcaagt
cactaagete
tggcagtgga
tgcaacttac
ggtggaaatc
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac
gcccgtcaca
aggctctgge
gtctccagge
tcagagtgtt
gctcctecate
tgggtcotggg
gtattactgt
aatcaaacgt
ctegageggt
gtecctgaga
ggtccgecag
tagcacatac
gaacacgctg
tgegacaaac

ctetteaget

ctegtaggtg
ggtggtctga
tecteoecatect
cagagcatta
ctgatctatg
tetgggacag
tactgtcaac
aaacgtacgg
tctggaactg
cagtggaagyg
gacagcaagyg
gagaaacaca
aagagcttca
ggaggctcag
accctgtett
agcagcagct
tatggtgcat
acagacttca
cagcagtatg
tceggagggt
acccaggtgce
ctctectgtyg
gctccaggga
tacgcagact
tatctgcaaa
teectttact

agce

198

gtgattgcag
gcggeegtte
coctgtetge
gceagoetattt
cggcatacag
atttecactcet
agacggttgt
tggetgeacce
cctetgttgt
tggataacge
acagcaccta
aagtctacgc
acaggggaga
gtggtggagg
tgtctecagg
acttagecctg
ccagcagggc
ctetcaccat
gtagctcacce
cgaccataac
agctggtgca
cagectetgg
aggggctgga
ccgtgaaggg
tgaacageoct

ggtacttega

gggctggcag
cgataatcat
atctgtagga
aaattggtat
tttgeaaagt
caccatcagce
ggcgecteeg
atctgtctte
gtgeectgetg
cctecaateg
cagectcoage
ctgcgaagtc
gtgtggaggt
atcaggcgga
ggaaagagcc
gtaccagcag
cactggcatc
cagcagactyg
gctcactttc
ttcgtataat
gactggggga
atccacettt
gtgggtctca
cocggtteace
gagagccgag

tctetgggge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1593



Gln

Arg

Leu

Thr

Ile

65

Gln

Ser

Thr

Thr

Gly

145

Ile

val

Gly

Gly

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

130

Thr

Phe

Cys

Gln

Trp

Gly

35

Ser

Cys

Lys

Gln

Phe

115

Tyxr

Lys

Pro

Leu

Ser

Gln

20

Arg

Pro

Arg

Pro

Ser

100

Thr

Cys

Val

PBro

Leu
180

Gly

Gly

Ser

Ser

Ala

Gly

85

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

165

Asn

Gln

Gly

Asp

Ser

Ser

70

Lys

val

Thr

Gln

Ile

150

Asp

Asn

Cys

Ser

Asn

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

Thr

135

Lys

Glu

Phe

ES2912932 T3

Asn

Ser

His

40

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

120

val

Arg

Gln

Tyr

Ile

Gly

Gly

Ala

Ile

Lys

Arg

105

Ser

val

Thr

Leu

Pro
185

Trp

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Leu

90

Phe

Leu

Ala

Val

Lys

170

Arg

199

Leu

Ser

Gly

Val

Ser

75

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

155

Ser

Glu

Val

Gly

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

140

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

Asp

45

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

125

Leu

Pro

Thr

Lys

Gly

Ser

30

Ile

Arg

Asn

Ala

Gly

110

Asp

Phe

Ser

Ala

val
190

Asp

15

Gly

Gln

Val

Trp

Ala

95

Ser

Phe

Gly

val

Ser

175

Gln

Cys

Gly

Met

Thr

Tyr

80

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

160

Vval

Trp



Lys

Glu

Leu

225

Thr

Glu

Ser

Pro

Arg

305

Lys

Ala

Phe

Tyr

Lys

385

val

Gln

Cys

Val

Gln

210

Xaa

His

Cys

Gly

Gly

290

Ala

Pro

Thr

Thr

Cys

370

Val

Tyr

Thr

Ala

Asp

195

Asp

Lys

Gln

Gly

Gly

275

Thr

Ser

Gly

Gly

Leu

355

Gln

Glu

Tyr

Gly

Ala

Asn

Ser

Ala

Gly

Gly

260

Gly

Leu

Gln

Gln

Ile

340

Thr

Gln

Ile

Thr

Gly

420

Ser

Ala

Lys

Asp

Leu

245

Gly

Gly

Ser

Ser

Ala

325

Pro

Ile

Tyr

Lys

Lys

405

Gly

Gly

Leu

Asp

Tyr

230

Ser

Ser

Ser

Leu

val

310

Pro

Asp

Ser

Gly

Arg

390

Leu

val

Ser

Gln

Ser

215

Glu

Ser

Gly

Gly

Ser

295

Ser

Arg

Arg

Arg

Ser

37%

Ser

Ser

val

Thr

ES2912932 T3

Ser

200

Thr

Lys

Pro

Gly

Gly

280

Pro

Ser

Leu

Phe

Leu

360

Ser

Gly

Ser

Gln

Fhe

Gly

Tyr

His

Val

Gly

265

Gly

Gly

Ser

Leu

Ser

345

Glu

Pro

Gly

Ser

Ero

425

Ser

Asn

Ser

Lys

Thr

250

Gly

Glu

Glu

Tyr

Ile

330

Gly

Pro

Leu

Ser

Gly

410

Gly

Ser

200

Ser

Leu

Vval

235

Lys

Ser

Ile

Arg

Leu

315

Tyr

Ser

Glu

Thr

Thr

395

Thr

Arg

Tyr

Gln

Ser

220

Tyr

Ser

Gly

val

Ala

300

Ala

Gly

Gly

Asp

Phe

380

Ile

Gln

Ser

Ala

Glu

205

Ser

Ala

Phe

Ser

Leu

285

Thr

Trp

Ala

Ser

Phe

365

Gly

Thr

Val

Leu

Met

Ser

Thr

Cys

Asn

Gly

270

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

350

Ala

Gly

Ser

Gln

Arg

430

Ser

Val

Leu

Glu

Arg

255

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

335

Thr

Val

Gly

Tyr

Leu

415

Leu

Trp

Thr

Thr

val

240

Gly

Gly

Ser

Cys

Gln

320

Arg

Asp

Tyr

Thr

Asn

400

val

Ser

Val



10

435

ES2912932 T3

440

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu

450

455

Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala
470

465

Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn

485

Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val

Tyr Trp Tyr
515

500

Phe Asp Leu Trp Gly

Ser Ala Ser

530

<210> 253
<211> 1350
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

520

Glu Trp Val

Asp Ser Val
475

Thr Leu Tyr
490

Tyr Tyr Cys
505

Arg Gly Thr

<223> Cadena pedsad de anticuerpo anti EGFR C225v5

<400> 253

caggtgcagc
acctgcaccg
ccgggcaaag
acccagttta
aaaatgaaca
tattatgatt
agcaccaagg
acagoggecc
aactcaggeg
ctctacteee
atctgcaacg
toettgtgaca
tcagtcttee

gtcacatgeg

tgaaacagag
tgagcggctt
gcctggaatg
ccageegect
gectgcaaag
atgaatttge
goccateggt
tgggctgect
cectgaccag
tcagcagegt
tgaatcacaa
aaactcacac
tettceoccee

tggtggtgga

cggcecggge
tagecctgace
gotgggegtg
gagcattaac
ccaggatacc
gtattgggge
ctteccectg
ggtcaaggac
cggegtgcac
ggtgacegtyg
goccagcaac
atgcocacag
aaaacccaag

cgtgagccac

ctggtgcage
aactatggcg
atttggagceg
aaagataaca
gegatttatt
cagggcacca
gcaccetect
tacttccecg
accttccegg
ccctecagea
accaaggtgg
tgeccageac
gacaccctca

gaagaccctg

201

445

Ser Ala Ile Ser Gly

460

Lys Gly Arg Phe Thr

480

Leu Gln Met Asn Ser

495

Ala Thr Asn Ser Leu
510

Leu Val Thr Val Ser

525

cgagccagag
tgcattgggt
gcggcaacac
gcaaaagcca
attgcgegeg
tggtgaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gettgggeac
acaagaaagt
ctgaactect
tgatcteceg

aggtcaagtt

cctgagcatt
gcgccagagce
cgattataac
ggtgtttttt
cgegctgace
gagcgegget
ctetggggge
ggtgtegtag
gtectcagga
ccagacctac
tgagoccaaa
ggggggacceyg
gacccctgag

caactggtac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgea
gccaaagggce
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacyg
caggggaacg

aagagecctet

<210> 254
<211> 449
<212> PRT

tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctocaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gotecttett
tettcocteatyg

cactgtetee

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

taatgccaag
cctecacegte
caaagccocte
accacaggtg
gacctgectg
gcagccggag
cckbetacage
ctecgtgatyg

gggtaaatga

acaaagccgoe
ctgcaccagg
coagoccaca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctecaccg

catgaggete

<223> Cadena pesada de anticuerpo anti EGFR C225v5

<400> 254

Gln val Gln

1

Ser Leu Ser

Hisg

Gly Val

Gly Vval
50

Ile

Ser Arg Leu

65

Lys Met Asn

Arg Ala Leu

Thr Leu Val
115

Pro Leu Ala

Leu Lys

Gln

Ser Gly

Pro

Gly Leu
10

gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcecg
tctatcececag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

Val

Gln Pro

gtacaacagec
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgaactg
cgacatcgece
tcccgtgetg
caggtggcag

ctacacgcag

Ser Gln

15

Ile
20

Trp

Trp

Ser

Ser

Thr

100

Thr

Pro

Thr

Val

Ser

Ile

Leu

Tyr

val

Ser

Cys

Arg

Gly

Asn

70

Gln

Tyr

Ser

Ser

Thr

Gln

Gly

55

1ys

Ser

Asp

Ala

1ys

val

Ser

40

Asn

Asp

Gln

Tyr

Ala

120

Ser

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Glu

105

Ser

Thr

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

FPhe

Thr

Ser

202

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

Lys

Gly

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Ile

Tyr

Gly

Gly

Leu

Leu

45

Thr

Gln

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Glu

Pro

val

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Asn

Trp

Phe

Phe

Cys

95

Gln

val

Ala

Tyr

Leu

Thr

Fhe

80

Ala

Gly

Phe

Leu

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350



Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu
370

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

355

Val

Vval

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Tys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr
375

ES2912932 T3

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

203

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

140

Val

Phe

val

Val

Lys

220

Leu

Thr

val

Val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala
380

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

Val

val

Ala

val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

350

Ser

Glu

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu
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15

20

25

ES2912932 T3

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn

385

390

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

405

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val

420

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln

435

Lys

<210> 255
<211> 642
<212> ADN

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Thr

Leu

Ser

Ser

Pro Pro

Thr val

val Met

430

Leu Ser

val

Asp

415

His

Pro

Leu

400

Lys

Glu

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

440

<223> Cadena ligera de anticuerpos anti EGFR C225v5

<400> 255

cagatcttge
tttagetgee
aacggcagcec
cgetttageg
gaagatattg
ggcaccaaac
tctgatgage
cccagagagyg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctege

<210> 256
<211> 214
<212> PRT

tgacccagag
gegegageca
cgegectget
gcageggeag
cggattatta
tggaactgaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ccoggtgatt
gagcattgge
gattaaatat
cggcaccgat
ttgecageag
acgtacggtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

ctgagecgtga
accaacatte
gcgagegaaa
tttacecctga
aacaacaact
gctgeaccat
tetgttgtgt
gataacgcece
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

<223> Cadena ligera de anticuerpos anti EGFR C225v5

<400> 256

445

gcccgggega
attggtatca
gcattagegg
gcattaacag
ggcegaceac
ctgtcttcat
gectgctgaa
tccaateggg
gectcageay
gcgaagtcac

gt

acgtgtgage
gcagcgeace
cattccgage
cgtggaaagce
ctttggogog
cttececcgeca
taacttctat
taacteoccag
caccactgacy

ccatcaggge

Gln Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Val Ile Leu Ser Val Ser Pro Gly

204

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642
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ES2912932 T3

Glu Arg Val Ser Phe Ser Cys Arg Ala Ser Gln
20 25

Ile His Trp Tyr Gln Gln Arg Thr Asn Gly Ser

Lys Tyr Ala Ser Glu Ser Ile Ser Gly Ile Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ser Ile

Glu Asp Ile Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn

Thr Phe Gly 2&la Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185

Ala Cys Glu val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 257

<211> 1347

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de anticuerpo anti EGFR C225v5

<400> 257

205

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ile

Arg

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Gly

30

Leu

Phe

val

Trp

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Asn

Ile

Gly

Ser

Thr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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caggtgcagec
acctgcacecg
ccgggcaaaq
acccegttta
aaaatgaaca
tattatgatt
agcaccaagqg
acagceggecac
aactcaggcg
ctectactece
atectgcaacg
tcttgtgaca
tcagtecttee
gtcacatgeg
gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaaggge
accaagaacc
gtggagtggg
gactacgacg
caggggaacg

aagagectet

<210> 258
<211> 449
<212> PRT

tgaaacagag
tgagcggett
gcctggaatyg
ccagcegect
gecctgcaaag
atgaatttgc
goeccateggt
tgggctgect
ccctgaccag
tecagcagegt
tgaatcacaa
aaactcacac
tetteceecce
tggtggtgga
tggaggtgeca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccocgaga
aggtcagcct
agagcaatgyg
gctocttett
tcttetcatg

cactgtetee

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de anticuerpo anti EGFR C225v5

<400> 258

ES2912932 T3

cggcecggge
tagectgace
gctgggegty
gagcattaac
caacgatacc
gtattgggge
cttecceoctyg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgacegty
gaccagcoaac
atgeccocaceg
aaaacccaag
cgbgagecac
taatgecaag
cotcaceogte
caaagceccte
accacaggtg
gacctgectg
gcagecggag
cctctacage
ctecgtgatyg

gggtaaa

ctggtgcage
aactatggeg
atttggageg
aaagataaca
gegatttatt
cagggcacce
gcaccoctect
tacttececg
accttcececgg
cccteocagea
accaaggtgg
tgecccageac
gacaccctca
gaagaccetg
acaaagocge
ctgcaccagg
ccagcccocca
tacaccctge
gtcaaaggcet
aacaactaca
aagctecaceg

catgaggcetae

cgagccagag
tgcattgggt
gcggcaacac
gcaaaagcca
attgcgegeg
tggtgaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gettgggeac
acaagegegt
ctgaactect
tgatcteccg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggectgaa
tcgagaaaac
cecceateceg
tctatcecag
agaccacgoe
tggacaagag

tgcacaacca

cctgagcatt
gcgeccagage
cgattataac
ggtgtttttt
cgcgctgace
gagcgcgget
ctetggggge
ggtgtegtgg
gtcctcagga
ccagacetac
tgagcccaaa
ggggggaccg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacage
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgaactg
cgacatcegec
teccgtgetyg
caggtggcayg

ctacacgeag

Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Gln Pro Ser Gln

1

5

15

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1347



Gly

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

Pro

Gly

145

Aszsn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Val

Val

Arg

Met

Ala

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

His

35

Ile

Leu

Asn

Leu

Vval

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Thr

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu
260

val

Ser

Ile

Leu

Tyr

Vval

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

Val

Arg

Gly

Asn

70

Gln

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Gln

Gly

Lys

Ser

Asp

Ala

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

ES2912932 T3

Ser

40

Asn

Asp

Asn

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

Val

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Glu

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

Val
265

Gly

Asp

Ser

Thr

80

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

207

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Ser

Ile

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

Val

Lys

220

Leu

Thr

Val

Leu

45

Thr

Gln

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

30

Glu

Pro

val

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val

130

His

Cys

Gly

Met

His
270

Trp

Phe

Phe

Cys

95

Gln

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

Leu

Thr

Phe

80

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp
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Pro

Ala

val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

<210> 259
<211> 648

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

val

275

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His
435

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de anticuerpos anti EGFR C225v5

<400> 259

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Fhe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Asn

Arg

Val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

ES2912932 T3

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln
440

val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

ggcggtacce agatcttget gacccagage ccggtgattce

cgtgtgaget ttagetgeeg cgegagecag ageattggea

cagcgcacca acggcagece gogoctgetg attaaatatg cgagcgaaag cattagegge

208

Val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

tgagcgtgag ccecgggcegaa

ccaacattca ttggtatcag

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

Val

Pro

Thr

val

Leu
445

val

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

60

120

180
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attccgagec
gtggaaageg
tttggegegy
ttcccgecat
aacttctatc
aactceccagg
accctgacge

catcagggec

<210> 260
<211> 214
<212> PRT

gctttagegg
aagatattgce
gcaccaaact
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc

tgagetegea

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

cagcggcage
ggattattat
ggaactgaaa
gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag

cgtcacaaag

ggecaccgatt
tgoecageaga
cgtacggtgg
ggaactgcct
tggaaggtgy
agcaaggaca
aaacacaaag

agctteaaca

<223> Cadena ligera de anticuerpos anti EGFR C225v5

<400> 260

Asp Ile Leu
1

Glu Arg Val

Ile His Trp

35

Lys Tyr Ala

50

Ser Gly Ser

Glu Asp Tle
Thr Phe

Gly

Ser val
115

Pro

Thr Ala
130

Ser

ttaccctgag
acaacaactyqg
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag
tctacgeectyg

ggggagcqg

cattaacagec
goegaceace
tgtcttcatce
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctecageage

cgaagtcace

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

100

Phe

Val

Thr

Phe

Gln

Glu

Thr

Asp

85

Gly

Ile

Val

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ser

Cys

Arg

Ile

55

Phe

Tyr

lys

Pro

Leu
135

Pro

Arg

Thr

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Val

Ala

25

Asn

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ile

10

Ser

Gly

Ile

Ser

Gln

30

Leu

Asp

Asn

209

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Asn

Lys

Glu

Phe

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Asn

Arg

Gln

Tyr
140

val

Ile

Arg

45

Arg

Sear

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Val

Trp

val

110

Lys

Arg

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

a5

Ala

Ser

Glu

Gly

Agn

Ile

Gly

Ser

Thr

Ala

Gly

Ala

240

300

360

420

480

540

600

648



10

Lys Val Gln

145

Glu Ser Val

Ser Thr Leu

Ala Cys Glu
195

ES2912932 T3

Trp Lys Val Asp Asn
150

Thr Glu Gln Asp Ser

165

Thr Leu Ser Lys Ala

180

Val Thr His Gln Gly

200

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 261
<211> 1350
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala Leu Gln
155

Lys Asp Ser
170

Asp Tyr Glu
185

Leu Ser Ser

Ser Gly Asn Ser Gln

160

Thr Tyr Ser Leu Ser

Lys His Lys
190

175

Val Tyr

Pro Val Thr Lys Ser

205

<223> Cadena pesada de anticuerpos anti EGFR C225v4

<400> 261

caggtgcagc
acctgeaceg
ccgggcaaag
accccgttta
aaaatgaaca
tattatgatt
agcaccaagg
acagcggccc
aactcaggcg
ctetacteoee
atctgecaacg
tettgtgaca
tcagtcttece
gtcacatgeg
gtggacggeg
acgtacegtg

tacaagtgea

tgaaacagag
tgageggett
gcctggaatg
ccagcegect
gcctgcaaag
atgaatttge
gcccatcggt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagcagegt
tgaatcacaa
aaactcacac
tcttcecece
tggtggtgga
tggaggtgea
tggtcagegt

aggtctecaa

cggcccggge
tageetgace
gctgggegtyg
gagcattaac
caacgatacc
gtattgggge
cttecccectyg
ggtcaaggac
cggegtgcac
ggtgacegtyg
gcccageaac
atgcccaceg
aaaacccaag
cgtgageccac
taatgecaag
cctcacegte

caaagcccte

ctggtgcage
aactatggeg
atttggagcg
aaagataaca
gcgatttatt
cagggcaccc
gcacccteet
tacttececeeg
accttccegg
cecteocagea
accaaggtgg
tgcccageac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccge
ctgeaccagyg

ccageeceea

210

cgagccagag
tgeattgggt
gcggcaacac
gcaaaagcca
attgcgegeg
tggtgacecgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gettgggeac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatctcecg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa

tegagaaaac

cctgagcatt
gogecagage
cgattataac
gotgtttttt
cgcgctgace
gagegegget
ctetggggge
ggtgtegtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaccg
gacccetgag
caactggtac
gtacaacage
tggcaaggag

catctecaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020
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gccaaaggge
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg

aagagcctet

<210> 262
<211> 449
<212> PRT

agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gcteettett
tcttctcatg

cectgtetee

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

accacaggtg
gacctgectg
gcagccggayg
cctctacagc
ctcegtgatg

gggtaaatga

tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggctc

cocccatcecg
tctatcccag
agaccacgcce
tggacaagag

tgcacaacca

ggatgaactg
cgacatcgcce
tcececgtgetg
caggtggcag

ctacacgcag

<223> Cadena pesada de anticuerpos anti EGFR C225v4

<400> 262

Gln Val Gln
1

Ser Leu Ser

His
35

Gly val

Gly Val Ile

Ser Arg Leu

65

Lys Met Asn

Arg Ala Leu

Thr Leu Val
115

Pro Leu Ala
130

Gly Cys Leu

145

Leu Lys

Ile
20

Trp Val Arg Gln

Trp

Ser

Ser
85

Thr
100

Tyr

Thr Val

Ser

Pro

Val

Gln

Thr Cys

Leu Gln

Tyr Asp

Ser lys

Ser Gly

Thr Val

Ser
40

Ser Gly Gly Asn

Ile Asn lLys Asp
70

Ser Asn

Tyr

Ser Ala Ala

120

Ser
135

Lys Asp Tyr Phe

150

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Glu

105

Ser

Thr

Pro

Gly

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

90

Phe

Thr

Ser

Glu

211

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

Lys

Gly

Pro
155

Val

Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Gln

Leu

Leu

45

Thr

Gln

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Glu

Pro

val

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ser

Asn

Trp

Phe

Phe

Cys

95

Gln

val

Ala

Ser

Gln

Tyr

Leu

Thr

Phe

80

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp
160

1080

1140

1200

1260

1320

1350



ES2912932 T3

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
1€5 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met TIle Ser
245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

Val Ser Val Leu Thr Val Leu Eis Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys ARla Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 3%0 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

Ala Leu Hig Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Lys
<210> 263

212



10

15

20

<211> 645
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

<223> Cadena ligera de anticuerpos anti EGFR C225v4

<400> 263

cagatcttge
tttagectgec
aacggcagcc
cgctttageg
gaagatattyg
ggcaccaaac
tetgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag

ctgagcteoge

<210> 264
<211> 214
<212> PRT

tgacccagag
goegegageca
cgcgectgcet
gecagcggcag
cggattatta
tggaactgaa
agttgaaatce
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ceoggtgatt
gagcattgge
gattaaatat
cggcaccgat
ttgccagcag
acgtacggtg
tggaactgee
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttecaac

ctgagegtga
accaacattc
gcgagcgaaa
tttaccectga
aacaacaact
gctgcaccat
tetgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgoct

aggggagagt

<223> Cadena ligera de anticuerpos anti EGFR C225v4

<400> 264

gcccgggcega
attggtatca
gcattagegg
gcattaacag
ggccgaccac
ctgtcttcat
goectgetgaa
tccaatcggg
gcctcageag
gcgaagtcac

gttag

acgtgtgage
gcagegcaca
cattccgage
cgtggaaagc
ctttggegeg
ctteccecgeca
taacttetat
taactcccag
caccetgacg

ccatcaggge

Gln Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Val Ile Leu Ser Val Ser Pro Gly

1

5

10

15

Glu Arg Val Ser Phe Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Thr Asn

20

25

213

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

645



ES2912932 T3

Ile His Trp Tyr Gln Gln Arg Thr Asn Gly Ser Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Lys Tyr Ala Ser Glu Ser Ile Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ser Ile Asn Ser Val Glu Ser
65 70 75 80

Glu Asp Ile Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Asn Asn Trp Pro Thr

Thr Phe Gly Ala Gly Thr lLys Leu Glu Leu Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 265

<211> 1350

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de anticuerpos anti EGFR C225v6

<400> 265
caggtgecage tgaaacagag cggcccgggce ctggtgcage cgagccagag cctgageatt 60
acctgcacceg tgageggett tagectgace aactatggeg tgecattgggt gecgecagage 120

cogggecaaag gectggaatyg getgggegtg atttggageg geoggcaacac cgattataac 180

214
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accccgttta
aaaatgaaca
tattatgatt
agcaccaagg
acagcggecc
aactcaggcg
ctectactece
atctgcaacg
tcttgtgaca
tcagtcttcc
gtcacatgcg
gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaaggge
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg

aagagcctet

<210> 266
<211> 449
<212> PRT

ccagcogect
gectgcaaag
atgaatttge
geccocatcoggt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagcagcegt
tgaatcacaa
aaactcacac
tcttcececce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctoecttett
tattectcatg

cactgtetee

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada de anticuerpos anti EGFR C225v6

<400> 266

ES2912932 T3

gagcattaac
ccaggatace
gtattgggge
cttecceocectg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
atgecccaceyg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgecaag
cctcaccgtc
caaagcccte
accacaggtg
gacctgectg
gcagccggag
cctctacage
ctecgtgatyg

gggtaaatga

aaagataaca
gegatttatt
cagggecacce
gcaccctect
tacttcececyg
accttccecgg
cccteccagea
accaaggtgg
tgecccagecac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccagcccceca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggcta

gcaaaagcca
attgcgegeg
tggtgaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatctccecg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccceateceg
tctatcecag
agaccacgcca
tggacaagag

tgcacaacca

ggtgtttttt
cgegetgace
gagcgcggcet
ctetggggge
ggtgtegtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaceg
gacccctgag
caactggtac
gtacgecage
tggcaaggag
catctcocaaa
ggatgaactyg
cgacatcgee
tecceegtgetyg
caggtggcag

ctacacgcag

Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Gln Pro Ser Gln

1

5

10

15

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr

20

25

30

Gly Val His Trp Val Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu

35

40

215

45

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

800

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350



Gly

Ser

Lys

Arg

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

50

Arg

Met

Ala

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys
290

Ile

Leu

Asn

Leu

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

Trp

Ser

Ser

Thr

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Ser

Tle

Leu

Tyr

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Gly

Asn

70

Gln

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Gly

55

Lys

Ser

Asp

Ala

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu
295

ES2912932 T3

Asn

Asp

Gln

Tyxr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

Thr

Asn

Asp

Glu

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

val

Gln

Asp Tyr

Ser Lys
75

Thr Ala
90

Phe ala

Thr Lys

Ser Gly

Glu Pro

155

His Thr

170

Ser Val

Cys Asn

Glu Pro

Pro Glu

235

Lys Asp

250

Val Asp

Asp Gly

Tyr Ala

216

Asn

60

Ser

Ile

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

Val

val

Lys

220

Leu

Thr

Val

val

Ser
300

Thr

Gln

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Len

Ser

Glu

285

Thr

Pro

Val

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Phe

Phe

Cys

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Thr

Phe

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val



10

15

val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

ES2912932 T3

His

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln

Gln

aAla

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Asn

Pro

Gln

Val

365

val

Pro

Thr

val

Leu

Gly

Ile

Val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

435

Lys

<210> 267
<211> 645
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

440

<223> Cadena ligera de anticuerpos anti EGFR C225v6

<400> 267

cagatcttgce
tttagctgee
aacggcagcc
cgctttageg
gaagatattg
ggcaccaaac
tctgatgage
cccagagagyg
gagagtgtca
ctgagcaaag

ctgagectcge

tgacccagag
gcgegageca
cgcgectget
gcagceggceayg
cggattatta
tggaactgaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

ccecggtgatt
gagcattgge
gattaaatat
cggcaccgat
ttgecagcag
acgtacggtg
tggaactgece
gtggaaggtyg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttecaac

ctgagcgtga
accaacattec
gegagegaaa
tttaccctga
aacaacaact
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgcce
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

217

445

gecccgggega
attggtatca
gcattagecgg
gcattaacag
ggcegaccac
ctgtctteat
gectgctgaa
tccaatcggg
gcctcageag
gcgaagtcac

gttag

acgtgtgagc
gcagcgcacce
cattcecgage
cgtggaaagce
ctttggegeg
cttcecogeea
taacttetat
taactcccag
caccctgacg

ccatcaggge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

645
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15

20

<210> 268

<211> 214

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de anticuerpos anti EGFR C225v6

<400> 268

Gln Ile Leu

1

Glu

Ile

Lys

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

<210> 269
<211> 786

Arg

His

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Val

Trp

Ala

Ser

Ile

Gly

Val

115

Ser

Gln

val

Leu

Glu
195

Arg

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr
180

Val

Gly

Thr

Phe

Gln

Glu

Thr

Asp

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu
165

Leu

Thr

Glu

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Arg

Ile

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

ES2912932 T3

Pro

Arg

Thr

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

val

Ala

25

Asn

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
185

Leu

Ile

10

Ser

Gly

Ile

Ser

Gln

20

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp
170

Tyr

Ser

218

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Asn

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Val

Ile

Arg

Arg

Ser

Asn

Thr

Lau

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Gly

Leu

Phe

val

Trp

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
190

Thr

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
175

val

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Thr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



10

15

ES2912932 T3

<223> Cadena ligera de anticuerpos activables 3954-1204-C225v5 anti EGFR

<400> 269
caaggccagt
tacggctega
aatcatggea
agcccgggeg
cattggtate
agcattageg
agcattaaca
tggeegacea
tectgtettea
tgecctgetga
ctecaateogg
agccteagea
tgcgaagtca
tgttag

<210> 270
<211> 261
<212> PRT

ctggccagtg
gceggtggeag
gtageggtac
aacgtgtgag
agcagcgeac
geattecgag
gcgtggaaag
cetttggege
tetteecegee
ataactteta
gtaactcecea
geacectgac

cccatcaggg

<213> Secuencia artificial

<220>

catctcacct
cggtggetet
cocagatettg
ctttagectge
caacggeage
cegetttage
cgaagatatt
gggcaccaaa
atctgatgag
tcccagagag
ggagagtgte
gotgageaaa

cotgageteg

cgtggttgtc
ggtggatceg
ctgacccaga
cgcgogagec
cegegectge
ggcagcggcea
gcggattatt
ctggaactga
cagttgaaat
gccaaagtac
acagageagg
geagactacyg

cccgtcacaa

cggacggccoco
gtctgagegg
gaccggtgat
agagcattgg
tgattaaata
goggcacega
attgccagca
aacgtacggt
ctggaactge
agtggaaggt
acagcaagga
agaaacacaa

agagecttcaa

atacgtcatg
cocgttecgat
totgagegtyg
caccaacatt
tgegagegaa
ttttacccotg
gaacaacaac
ggetgeacca
ctectgttgtg
ggataacgec
cageacetac
agtctacgcee

caggggagag

<223> Cadena ligera de anticuerpos activables 3954-1204-C225v5 anti EGFR

<400> 270

219

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

786



ES2912932 T3

Gln Gly Gln Ser Gly Gln Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys Pro Asp Gly

Pro Tyr Val Met Tyr Gly Ser Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly
20 25 30

Ser Gly Leu Ser Gly Arg Ser Asp Asn His Gly Ser Ser Gly Thr Gln

Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Val Ile Leu Ser val Ser Pro Gly Glu
50 55 60

Arg val Ser Phe Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Thr Asn Ile

His Trp Tyr Gln Gln Arg Thr Asn Gly Ser Pro Arg Leu Leu Tle Lys
85 20 95

Tyr Ala Ser Glu Ser Ile Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
100 105 110

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ser Ile Asn Ser Val Glu Ser Glu
115 120 125

Asp Ile Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Asn Asn Trp Pro Thr Thr
130 135 140

Phe Gly Ala Gly Thr ILys Leu Glu Leu Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro
145 150 155 160

Ser Val Phe Ile FPhe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr
165 170 175

Ala Ser Val Val Cys ILeu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys
180 185 1380

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu
195 200 205

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser
210 215 220

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala
225 230 235 240

Cys Glu val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe
245 250 255

Asn Arg Gly Glu Cys
260

<210> 271

<211> 2139

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de anticuerpos multiespecificos anti EGFR anti CD3 OKT3

220



<400> 271

caggtgcage
acctgcaccg
ccgggcaaag
accccgttta
aaaatgaaca
tattatgatt
agcaccaagg
acagcggccc
aactcaggcg
ctctactcce
atctgcaacg
tcttgtgaca
tcagtcttcc
gtcacatgeg
gtggacggcyg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggyg
gactccgacg
caggggaacg
aagagcctot

ggcggagygct

tgaaacagag
tgagcggcett
gectggaatg
ccagccgect
gcctgcaaag
atgaatttge
gcccatcggt
tgggctgcct
ccctgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac
tcttccccce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtcteocaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctecettett
tettcocteatyg
coctgtateca

caggtggtgg

ES2912932 T3

cggeccggge
tagcctgacce
getgggegty
gagcattaac
ccaggatacc
gtattgggge
cttcccectg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
atgcccaccyg
aaaacccaag
cgtgageccac
taatgccaag
cctecaccgte
caaagceocte
accacaggtg
gacctgcctg
gcagecggag
cctetacage
ctecegtgatg
gggtaaagga

aggatcaggce

ctggtgcagc
aactatggcg
atttggageg
aaagataaca
gegatttatt
cagggcacec
gcaccctccet
tacttccceg
accttcccocgg
ccctccagea
accaaggtgg
tgcccagcac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccageeccca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggetce
ggtggatctyg

ggaggtcagy

221

cgagccagag
tgcattgggt
gcggcaacac
gcaaaagcca
attgcgcecgeg
tggtgaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatctcceg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
togagaaaac
ccccatccceg
tctatcccag
agaccacgea
tggacaagag
tgcacaacca
gaggtggegg

ttcagctgea

cctgagcatt
gcgecagage
cgattataac
ggtgtttttt
cgegetgace
gagcgogget
ctetggggge
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagceccaaa
gggdggaccg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgaactg
cgacatcgcc
tecegtgetg
caggtggcag
ctacacgcag
ttecaggeteot

gcagageggt

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



10

gcagaactgg
tttaccegtt
ggttatatca
accctgacca
gaggatagcg
tggggtcagy
tcaggeggtyg
ccgggtgaaa
tatcagcaga
agcggtgtte
agcggtatgg

tttacctttg

<210> 272
<211> 713
<212> PRT

cacgteccggg
ataccatgca
atccgagececg
ccgataaaag
cagtttatta
gcaccaccct
goggtagoeca
aagttaccat
aaagcggcac
cggcacattt
aagcagaaga

gtagtggcac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada de anticuerpos multiespecificos anti EGFR C225v5 anti CD3 OKT3

<400> 272

ES2912932 T3

tgcaagecgtt
ttgggttaaa
tggttatacc
cagcagcaca
ctgtgcacgc
gaccgttage
gattgttctg
gacctgtagc
cagcccgaaa
tcgtggtage
tgcagcaacc

caaactggaa

Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly

1

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr val

Gly Val His

35

20

Trp Val Arg Gln Ser

40

Gly Val Ile Trp Ser Gly Gly Asn

50

55

Ser Arg Leu Ser Ile Asn Lys Asp

70

Lys Met Asn Ser Leu Gln Ser Gln

85

Arg Ala Leu Thr Tyr Tyr Asp Tyr

100

aaaatgagct
cagegtecgg
aactacaacc
gactatatge
tattatgatg
agcggtggty
acccagagtc
gccagcagca
cgttggattt
ggtagcggca
tattattgtc

attaatecgt

Pro Gly Leu
10

Ser Gly Phe
25

Pro Gly Lvs

Thr Asp Tyr

Asn Ser Lys

75

Asp Thr Ala

Glu Phe Ala
105

222

gtaaagcaag
gtcagggtet
agaaattcaa
agctgagcag
atcactattg
gtggtagtgg
cggcaattat
gcgttagcta
atgataccag
cctecatatag

agcagtggtc

cggttatacc
ggaatggatt
agataaagca
cctgacctca
cctggattat
tggcggtggt
gagcgcaagt
tatgaattgg
caaactggca
cctgaccatt

aagcaatccg

Val Gln Pro Ser Gln

15

Ser Leu Thr Asn Tyr

30

Gly Leu Glu Trp Leu

45

Asn Thr Pro Phe Thr

Ser Gln val

Phe Fhe
80

Ile Tyr Tyr Cys Ala

95

Tyr Trp Gly Gln Gly
110

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2139



Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Thr

Leu

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

val

Cys

Ser

Pro
355

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Fhe

245

val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Asp

Ala

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

ES2912932 T3

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Leu
360

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Thr Lys

Ser Gly

Glu Pro
155

His Thr
170

Ser val

Cys Asn

Glu Pro

Pro Glu

235

Lys Asp
250

Val Asp

Asp Gly

Tyr Asn

Asp Trp

315

Leu Pro
330

Arg Glu

Lys Asn

223

Gly

Gly

140

val

Phe

val

Val

Lys

220

Leu

Thr

val

Val

Ser

300

Len

Ala

Pro

Gln

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

val
365

Ser

Ala

Val

Ala

val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

350

Ser

Val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

1ys

Glu

335

Tyr

Leu

Phe

Leu

Trp

160

Leu

ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr

Thr



Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Gly

465

Ala

Ser

Pro

Tyr

Asp

545

Glu

Cys

Gly

Val

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Gly

450

Gly

Glu

Gly

Gly

Thr

530

Lys

Agp

Leu

Gly

Leu

val

Gly

Asp

Trp

His

435

Gly

Gly

Leu

Tyr

Gln

515

Asn

Ser

Ser

Asp

Gly

595

Thr

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Gly

Gly

Ala

Thr

500

Gly

Tyr

Ser

Ala

Tyr

580

Ser

Gln

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Ser

Ser

Arg

485

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

565

Trp

Gly

Ser

Fhe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gly

Gly

470

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

550

Tyr

Gly

Gly

Pro

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Gly

455

Gly

Gly

Arg

Trp

Lys

535

Ala

Tyr

Gln

Gly

Ala

ES2912932 T3

Pro

Asn

Leu

val

Gln

440

Gly

Gly

Ala

Tyr

Ile

520

FPhe

Tyr

Cys

Gly

Gly

600

Ile

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Gly

Gln

Ser

Thr

505

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

585

Ser

Met

Asp

Lys

Ser

4110

Ser

Ser

Ser

Val

val

490

Met

Tyr

Asp

Gln

Arg

570

Thr

Gly

Ser

224

Ile

Thr

3%5

Lys

Cys

Leu

Gly

Gln

475

Lys

His

Ile

Lys

Leu

555

Tyr

Leu

Gly

Ala

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

460

Leu

Met

Trp

Asn

Ala

540

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ser

Val

Pro

Thr

Val

Leu

445

Gly

Gln

Ser

val

Pro

525

Thr

Ser

Agp

Val

Gly

605

Pro

Glu

Fro

val

Met

430

Ser

Gly

Gln

Cys

Lys

510

Ser

Leu

Leu

Asp

Ser

590

Ser

Gly

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Gly

Ser

Lys

495

Gln

Arg

Thr

Thr

His

575

Ser

Gln

Glu

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Ser

Gly

480

Ala

Arg

Gly

Thr

Ser

560

Tyr

Gly

Ile

Lys



10

610

Val Thr Met

625

Tyr Gln Gln

Ser Lys Leu

Gly Thr Ser

675

Ala Thr Tyr

690

Ser Gly Thr

705

<210> 273
<211> 1434
<212> ADN

ES2912932 T3

615

Thr Cys Ser Ala Ser
630

Lys Ser Gly Thr Ser

645

Ala Ser Gly Val Pro

660

Tyr Ser Leu Thr Ile

680

Tyr Cys Gln Gln Trp

695

Lys Leu Glu Ile Asn
710

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de anticuerpos multiespecificos anti EGFR C225v5 anti CD3 OKT3

<400> 273

cagatcttge
tttagctgee
aacggcagec
cgetttageg
gaagatattg
ggcaccaaac
tetgatgage
cccagagagyg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge
ggcggttcag

ctgeageaga

tgacccagag
gegoegageca
cgegectget
geageggeag
cggattatta
tggaactgaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa
getetggegg

geggtgcaga

cccggtgatt
gagcattgge
gattaaatat
cggeacegat
ttgeccagecag
acgtacggtyg
tggaactgece
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac
aggctcaggt

actggecacgt

Ser Ser Val
635

Pro Lys Arg
650

Ala His Phe
665

Ser Gly Met

Ser Ser Asn

Arg

ctgagcgtga
accaacattc
goegagegaaa
tttaccctga
aacaacaact
getgoaceat
tetgttgtgt
gataacgccee
agcacctaca
gtctacgeet
aggggagagt
ggtggaggat

ccgggtgcaa

225

620

Ser Tyr Met

Asn Trp
640

Trp Ile Tyr Asp Thr

655

Arg Gly Ser Gly Ser

670

Glu Ala Glu Asp Ala

685

Pro Phe Thr Phe Gly

700

gccecgggcga
attggtatca
geattagegg
gceattaacag
ggccgaccac
ctgtctteat
goectgetgaa
tccaateggg
gcctcagecag
gcgaagtcac
gtggaggtgg
caggcggagg

gogttaaaat

acgtgtgagc
gcagecgcace
cattcegage
cgtggaaage
ctttggegeg
cttoocgeca
taacttetat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc
atctggaggt
tcaggttcag

gagctgtaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780



10

gcaageggtt
ggtctggaat
ttcaaagata
agcagcctga
tattgecectgg
agtggtggeg
attatgageg
agctatatga
accagcaaac
tatagcctga
tggtcaagca

<210> 274
<211> 478
<212> PRT

atacctttac
ggattggtta
aagcaaccct
cotcagagga
attattgggg
gtggttcagy
caagtceggyg
attggtatca
tggcaagegg
ccattagegg

atcecgtttac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de anticuerpos multiespecificos anti EGFR C225v5 anti CD3 OKT3

<400> 274
Gln Ile Leu
1

Glu Arg Val

Ile His Trp
35

Lys Tyr Ala
50

Ser Gly Ser

€5

Glu Asp Ile

Thr Phe Gly

Pro Ser Val

ES2912932 T3

ccgttatace
tatcaatceg
gaccaccgat
tagcgeagtt
tcagggeacc
eggtggeggt
tgaaaaagtt
gcagaaaagc
tgttocggea
tatggaagca

ctttggtagt

Leu Thr

Ser Phe
20

Tyr Gln

Ser Glu

Gly Thr

Ala Asp
85

Ala Gly
100

Phe Ile

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

Tyr

Thr

Phe

Ser

Cys

Arg

Ile

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Pro

Arg

Thr

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

atgcattggg
agccgtggtt
aaaagcagca
tattactgtg
accctgaceg
ageccagattg
accatgacct
ggcaccagee
cattttcgtg
gaagatgcag

ggcaccaaac

Val Ile Leu

10

Ala Ser Gln
25

Agn Gly Ser

Gly Ile Pro

Leu Ser Ile
75

Gln Gln Asn
30

Glu Leu Lys
105

Ser Asp Glu

226

ttaaacagcg
ataccaacta
gcaccgecta
cacgctatta
ttagcagcgg
ttatgaccca
gtagcgecag
cgaaacgttg
gtagcggtag
caacctatta

tggaaattaa

tocegggtcag
caaccagaaa
tatgcagctyg
tgatgatcac
tggtggtggt
gagteceggea
cagcagegtt
gatttatgat
cggcaccteca
ttgtcagcag

tegt

Ser Val Ser Pro Gly
15

Ser Ile Gly Thr Asn
30

Pro Arg Leu Leu Ile
45

Ser Arg Phe Ser Gly
60

Asn Ser Val Glu Ser
80

Asn Asn Trp Pro Thr
95

Arg Thr Val Ala Ala
110

Gln Leu Lys Ser Gly

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1434



Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

225

Leu

Met

Trp

Asn

Ala

305

Ser

Tyr

Thr

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

210

Gly

Gln

Ser

val

Pre

290

Thr

Ser

Asp

Val

115

Ser

Gln

val

Leu

Glu

195

Arg

Gly

Gln

Cys

Lys

275

Ser

Leu

Leu

Asp

Ser
355

Vval

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Gly

Ser

Lys

260

Gln

Arg

Thr

Thr

His

340

Ser

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Ser

Gly

245

Ala

Arg

Gly

Thr

Ser

325

Tyr

Gly

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Gly

230

Ala

Ser

Pro

Tyr

Asp

31¢

Glu

Cys

Gly

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Gly

215

Gly

Glu

Gly

Gly

Thr

295

Lys

Asp

Leu

Gly

ES2912932 T3

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

200

Gly

Gly

Lleu

Tyr

Gln

280

Asn

Ser

Ser

Asp

Gly
360

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gly

Gly

Ala

Thr

265

Gly

Tyr

Ser

Ala

Tyr

345

Ser

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Ser

Ser

Arg

250

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

330

Trp

Gly

227

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Gly

Gly

235

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

315

Tyr

Gly

Gly

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly

220

Gly

Gly

Arg

Trp

Lys

300

Ala

Tyr

Gln

Gly

125

Pro

Gly

Tyr

Hisg

Val

205

Gly

Gly

Ala

Tyr

Ile

285

Phe

Tyr

Cys

Gly

Gly
365

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Gly

Gln

Ser

Thr

270

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

350

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Ser

Val

val

255

Met

Tyr

Asp

Gln

Arg

335

Thr

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gln

240

Lys

His

Ile

Lys

Leu

320

Tyr

Leu

Gly



ES2912932 T3

Gly Gly Ser Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala
370 375 380

Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val
385 390 395 400

Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lys Arg
405 410 415

Trp Ile Tyr Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala His FPhe
420 425 430

Arg Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Gly Met
435 440 445

Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Asn
450 455 460

Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Asn Arg

10

15

465 470 475

<210> 275

<211> 1575

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de anticuerpos multiespecificos activables 3954-1204-C225v5-OKT3 anti EGFR anti
CD3

<400> 275

caaggccagt ctggccagtg catctcacect cgtggttgte cggacggece atacgtecatg 60
tacggctcga gecggtggcag cggtggctct ggtggatccg gtctgagegg ccgttccgat 120
aatcatggca gtagcggtac ccagatcttg ctgacccaga gcccggtgat tctgagegtg 180
agoccegggeg aacgtgtgag ctttagetge cgegegagee agagecattgg caccaacatt 240
cattggtate ageagegeac caacggeage cegegectge tgattaaata tgegagegaa 300
agcattageg geattcegag ccgetttage ggecageggea geggcaccega ttttacectg 360
agcattaaca gegtggaaag cgaagatatt geggattatt attgoccagca gaacaacaac 420
tggccgacca cctttggege gggcaccaaa ctggaactga aacgtacggt ggetgcacca 480
toctgtctteoa tettccocegee atectgatgag cagttgaaat ctggaactge cteotgttgtg 540
tgectgetga ataactteta tcccagagag gecaaagtac agtggaaggt ggataacgee 600
ctccaatcgg gtaactccca ggagagtgtc acagagcagg acagcaagga cagcacctac 660
agcctcagca gcaccctgac gctgagcaaa gcagactacg agaaacacaa agtctacgcc 720
tgcgaagtca cccatcaggg cctgagetcg ccegtcacaa agagcttcaa caggggagag 780

228



10

tgtggaggtg
tcaggecggag
agcgttaaaa
gttaaacage
tataccaact
ageaccgeoct
gcacgctatt
gttagcageg
gttctgacce
tgtagcgeeca
cogaaacgtt
ggtagecggta
gcaacctatt

ctggaaatta

<210> 276
<211> 525
<212> PRT

gatctggagg
gtcaggttca
tgagectgtaa
gtcegggtea
acaaccagaa
atatgcaget
atgatgatca
gtggtggtag
agagtcogge
gcagcagegt
ggatttatga
gcggcaccte
attgtcagea

atcgt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de anticuerpos multiespecificos activables 3954-1204-C225v5-OKT3 anti EGFR anti

CD3

<400> 276

ES2912932 T3

tggeggttca
gctgcagcag
agcaagcggt
gggtctggaa
attcaaagat
gagcagectg
ctattgectg
tagtggtgge
aattatgage
tagctatatg
taccagcaaa
atatagecctg

gtggtcaagc

Gln Gly Gln Ser Gly Gln Cys Ile

1

Pro Tyr Val

Met Tyr Gly Ser Ser

20

Ser Gly Leu Ser Gly Arg Ser Asp

35

Ile Leu Leu

50

Arg Val Ser

His Trp Tyr

40

Thr Gln Ser Pro Val

55

Phe Ser Cys Arg Ala

70

Gln Gln Arg Thr Asn

85

ggctctggeg
agcggtgcag
tatacecttta
tggattggtt
aaagcaacce
acctcagagg
gattattggg
ggtggttcag
geaagbeogy
aattggtatce
ctggcaagceg
accattageg

aatcogttta

Ser Pro Arg
10

Gly Gly Ser

25

Asn His Gly

Ile Leu Ser

Ser Gln Ser

Gly Ser Pro
90

229

gaggctcagyg

aactggcacg
ccocgttatac
atatcaatce
tgaccacecga
atagecgcagt
gtcagggcac
gcggtggegy
gtgaaaaagt
agcagaaaag
gbtgtteegge
gtatggaage

coctttggtag

tggtggagga
tcegggtgea
catgcattgg
gagecegtggt
taaaagcage
ttattactgt
caccctgace
tageccagatt
taccatgace
cggoaccaga
acattttegt
agaagatgca

tggcaccaaa

Gly Cys Pro Asp Gly

Gly Gly Ser Gly Gly

Ser Ser Gly Thr Gln

45

Val Ser Pro

60

Gly Glu

Ile Gly Thr Asn Ile

Arg Leu Leu Ile Lys

95

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1575



Tyr

Gly

Asp

Phe

145

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

225

Cys

Asn

Gly

Gln

Ser

305

Val

Pro

Ala

Ser

Ile

130

Gly

val

Ser

Gln

val

210

Leu

Glu

Arg

Gly

Gln

2390

Cys

Lys

Ser

Ser

Gly

115

Ala

Ala

Phe

Val

Trp

1595

Thr

Thr

val

Gly

Gly

275

Ser

Lys

Gln

Arg

Glu

100

Thr

Asp

Gly

Ile

Val

180

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

260

Ser

Gly

Ala

Arg

Gly

Ser

Asp

TYE

Thr

Phe

165

Cys

Val

Gln

Ser

His

245

Cys

Gly

Ala

Ser

Pro

325

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Lys

150

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

230

Gln

Gly

Gly

Glu

Gly

310

Gly

Thr

Ser

Thr

Cys

135

Leu

Pro

Leau

Asn

Ser

215

Ala

Gly

Gly

Gly

Leu

295

TYE

Gln

Asn

ES2912932 T3

Gly

Leu

120

Gln

Glu

Ser

Asn

Ala

200

Lys

Asp

Leu

Gly

Gly

280

Ala

Thr

Gly

Tyr

Ile

105

Ser

Gln

Leu

Asp

Asn

185

Leu

Asp

Tyr

Ser

Ser

265

Ser

Arg

Phe

Leu

Asn

Pro

Ile

Asn

Lys

Glu

170

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser

2590

Gly

Gly

Pro

Thr

Glu

330

Gln

230

Ser

Asn

Asn

Arg

155

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

235

Pro

Gly

Gly

Gly

Arg

315

Trp

Lys

Arg

Ser

Asn

140

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

220

His

val

Gly

Gly

Ala

300

Tyr

Ile

Phe

Phe

val
125

Trp

Val

Lys

Arg

Asn

205

Ser

Lys

Thr

Gly

Gln

285

Ser

Thr

Gly

Lys

Ser

110

Glu

Pro

Ala

Ser

Glu

190

Ser

Leu

Val

Lys

Ser

270

Vval

Val

Met

Tyxr

Asp

Gly

Ser

Thr

Ala

Gly

175

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser

255

Gly

Gln

Lys

His

Ile

335

Lys

Ser

Glu

Thr

Pro

160

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

240

Phe

Ser

Leu

Met

Trp

320

Asn

Ala



ES2912932 T3

340 345 350

Thr Leu Thr Thr Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser
355 360 365

Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr Tyr
370 375 380

Asp Asp His Tyr Cys Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr
385 390 395 400

Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
405 410 415

Gly Ser Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser
420 425 430

Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser
435 440 445

Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lys Arg Trp
450 455 460

Ile Tyr Asp Thr Ser Lys lLeu Ala Ser Gly Val Pro Ala His Phe Arg
465 470 475 480

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Gly Met Glu
4385 490 495

Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro
500 505 510

Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Asn Arg

515 520 525
<210> 277
<211> 2166
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cadena pesada de anticuerpos multiespecificos anti EGFR C225v5 anti CTLA-4
<400> 277
caggtgcage tgaaacagag cggcccgggce ctggtgcage cgagccagag cctgagceatt 60
acctgecaceg tgageggett tagectgace aactatggeg tgcattgggt gecgecagage 120
ccgggcaaag gectggaatg getgggegtg atttggageg gecggcaacac cgattataac 180

231



10

accccgttta
aaaatgaaca
tattatgatt
agoaccaagyg
acagcggccce
aactcaggcg
ctctactccec
atctgraacg
tcttgtgaca
tcagtcttce
gtaacatgeg
gtggacggcy
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaaggge
accaagaacc
gtggagtgayg
gactcecgacg
caggggaacg
aagagcctct
ggcggaggct
ggcacecetgt
gttagcagca
atctatggtg
gggacagact
tgtcagcagt
cgttacggay
ggtacccagg
agactctcct
caggetecag
tactacgeag

ctgtatctge

aactcccttt actggtactt cgatctectgg ggeccgtggca ccctggtcac tgtctcttca

gctage

<210> 278
<211>722
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ccagccgect
gecctgcaaag
atgaatttgc
gedcatoggt
tgggctgect
cectgaceag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac
tettececece
tggtggtgga
tggaggtgea
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gcteccttett
tctteoteatg
ccectgtetec
caggtggtgg
ctttgtctece
gctacttage
catccagecag
tcactcteac
atggtagetce
ggtegaccat
tgcagcetggt
gtgcagcctc
ggaagggget
acteegtgaa

aaatgaacag

ES2912932 T3

gagcattaac
ccaggatacc
gtattgggge
cttecocetg
ggtcaaggac
cggcegtgeac
ggtgaccgtg
geccagcaac
atgcccaccg
aaaacccaag
cgtgagacac
taatgccaag
cctcaccgtc
caaagccctc
accacaggtg
gacctgectg
gcagccggag
ccteotacage
ctcogtgatg
gggtaaagga
aggatcaggc
aggggaaaga
ctggtaccag
ggacactgge
catcagcaga
accgctcact
aacttegtat
geagactggy
tggatccacc
ggagtgggte
gggeeggtte

cctgagagec

aaagataaca
gcgatttatt
cagggcacec
goacoctoot
tacttccceg
accttececcgg
ccctccagea
accaaggtgg
tgcccagcac
gacaccctca
gaagacdctg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccagcecccea
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc
ggtggatctg
ggaggtgaaa
gccaceckct
cagaaacctg
ateccecagaca
ctggagecctg
tteggcggag
aatgtatact
ggaggegbgy
tttagcagct
tcagetatta

accatceteca

gaggacacgg

232

gcaaaagcca
attgcgcgeg
tggtgaccgt
cdaagagoad
aaccggtgac
ctgtcetaca
gcttgggcac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatctcceg
aggteaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcoog
tctatcccag
agaccacgcece
tggacaagag
tgcacaacca
gaggtggegg
ttgtgttgac
cctgcaggge
geccaggcetee
ggttcagtgg
aagattttge
ggaccaaggt
atacgaagtt
tocagootygy
atgccatgag
gtggtagtgg
gagacaatte

ccgtatatta

ggtgtttttt
cgegectgace
gagcgegget
ctetggggge
ggtgtegtgyg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaccyg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgaactg
cgacatcgcc
tecegtgetg
caggtggcag
ctacacgcag
ttcaggetet
acagtctcca
cagtcagagt
caggctecte
cagtgggtet
agtgtattac
ggaaatcaaa
atcctegage
gaggtccoctg
ctgggtcecge
tggtagcaca
caagaacacqg

ctgtgcgaca

240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040

2100

2160

2166



ES2912932 T3

<223> Cadena pesada de anticuerpos multiespecificos anti EGFR C225v5 anti CTLA-4
<400> 278

Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Gln Pro Ser Gln
1 5 10 15

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr
20 25 30

Gly Val His Trp Val Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Val Ile Trp Ser Gly Gly Asn Thr Asp Tyr Asn Thr Pro Phe Thr
50 55 60

Ser Arg Leu Ser Ile Asn Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Phe
65 70 75 80

Lys Met Asn Ser Leu Gln Ser Gln Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala

Arg Ala Leu Thr Tyr Tyr Asp Tyr Glu Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr vVal Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

233



Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Thr

val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

3850

Phe

Gly

Tyr

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

ES2912932 T3

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln

Ile

val

Ala

Pro

val

265

vVal

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

TYE

Phe

425

Lys

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

234

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

vVal

Lys

220

Leu

Thr

val

Val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

val

365

val

Pro

Thr

val

Leu

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Vval

Asp

415

Hisg

Pro

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly



ES2912932 T3

435 440 445

Lys Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Gly Gly Ser
450 455 460

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
465 470 475 480

Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
485 490 495

Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
500 505 510

Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
515 520 525

Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
530 535 540

Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
545 550 555 560

Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
565 570 575

Val Glu Tle Lys Arg Ser Gly Gly Ser Thr Ile Thr Ser Tyr Asn Val
580 585 590

Tyr Tyr Thr Lys Leu Ser Ser Ser Gly Thr Gln Val Gln Leu Val Gln
595 600 605

Thr Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys
610 615 620

Ala Ala Ser Gly Ser Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg
625 630 635 640

Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ala Ile Ser Gly Ser
645 650 655

Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile
660 665 670

Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu
675 680 685

Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Thr Asn Ser Leu Tyr
690 695 700

Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
705 710 718 720

Ala Ser

<210> 279

235



10

15

20

<211> 1461
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

<223> Cadena ligera de anticuerpos multiespecificos anti EGFR C225v5 anti CTLA-4

<400> 279

cagatcttge
tttagctgee
aacggcagcc
agetttageg
gaagatattg
ggcaccaaac
tetgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctege
ggcggttcag
ttgacacagt
agggccagtc
gotccocagge
agtggcagtg
tttgcagtgt
aaggtggaaa
aagttatcct
cctgggaggt
atgagctggg
agtggtggta
aattccaaga
tattactgtg

gtcactgtct

<210> 280
<211> 487
<212> PRT

tgacccagag
gcgecgageca
cgcgeoctget
gcageggcag
cggattatta
tggaactgaa
agttgaaate
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa
getetggegyg
ctecaggeac
agagtgttag
tcctcateta
ggtcetgggac
attactgtca
tcaaacgttc
cgagcggtac
coctgagact
tacgecagge
gcacatacta
acacgctgta
cgacaaactce

cttcagctag

<213> Secuencia artificial

<220>

cccggtgatt
gagcattgge
gattaaatat
cggcaccegat
ttgccagcag
acgtacggtyg
tggaactgece
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac
aggcetcagat
cctgteottty
cagcagctac
tggtgeatee
agacttcact
gcagtatggt
cggagggteg
ccaggtgcag
ctectgtgea
tecagggaag
cgcagactcoc
tctgcaaatg
cctttactgg

o]

ctgagcgtga
accaacatte
gegagegaaa
tttacoctga
aacaacaact
gotgoaccat
tetgttgtgt
gataacgecc
agcacctaca
gtetacgect
aggggagagt
ggtggaggat
tetecagyggyg
ttagectggt
agecagggceca
ctcaccatca
agctcaccgce
accataactt
ctggtgcaga
geetetggat
gggctggagt
gtgaagggcc
aacagcctga

tacttegatao

gcccgggcga
attggtatca
gcattagegyg
gcattaacag
ggccgaccac
ctgtotteat
gectgetgaa
tccaateggg
gcctcagcag
gcgaagtcac
gtggaggtgg
caggcggagyg
aaagagccace
accagcagaa
ctggcatece
gcagactgga
tcactttcgg
cgtataatgt
ctgggggagy
ccacctttag
gggteteage
ggttcaccat
gagccgagga

tetggggeeyg

acgtgtgagec
gcagecgcacce
cattcecgage
cgtggaaage
ctttggcgeg
cttecogeca
taacttetat
taactcccag
caccctgacg
ccatcaggge
atctggaggt
tgaaattgty
ccotetectge
acctggecag
agacaggtte
goctgaagat
cggagggacc
atactatacg
cgtggtccag
cagctatgee
tattagtggt
ctccagagac
cacggccgta

tggcaceetg

<223> Cadena ligera de anticuerpos multiespecificos anti EGFR C225v5 anti CTLA-4

<400> 280

236

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1461



Gln

Glu

Ile

Lys

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ile

Arg

His

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Leu

Val

Trp

35

Ala

Ser

Ile

Gly

Val

115

Ser

Gln

val

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr

Phe

Gln

Glu

Thr

Asp

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu
165

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

Cys

Arg

Ile

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

ES2912932 T3

Pro

Arg

Thr

4Q

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

val

Ala

25

Asn

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Ile

10

Ser

Gly

Ile

Ser

Gln

30

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp
170

237

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Asn

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Lau

125

Pro

Gly

Tyr

Ser

Gly

30

Leu

Phe

val

Trp

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
175

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Thr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser



Ser

Ala

Phe

Ser

225

Leu

Thr

Irp

Ala

Ser

305

Phe

Gly

Thr

val

Leu

385

Met

Ala

Thr

Cys

Asn

210

Gly

Thr

Leu

Tyr

Ser

230

Gly

Ala

Gly

Ser

Gln

370

Arg

Ser

Ile

Leu

Glu

195

Arg

Gly

Gln

Ser

Gln

275

Ser

Thr

val

Gly

Tyr

355

Leu

Leu

Trp

Ser

Thr

180

val

Gly

Gly

Ser

Cys

260

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

340

Asn

Val

Ser

Val

Gly

Leu

Thr

Glu

Ser

Pro

245

Arg

Lys

Ala

Phe

Tyr

325

Lys

val

Gln

Cys

Arg

405

Ser

Ser

His

Cys

Gly

230

Gly

Ala

Pro

Thr

Thr

310

Cys

val

Tyr

Thr

Ala

390

Gln

Gly

Lys

Gln

Gly

215

Gly

Thr

Ser

Gly

Gly

295

Leun

Gln

Glu

Tyr

Gly

375

Ala

Ala

Gly

ES2912932 T3

Ala

Gly

200

Gly

Gly

Leu

Gln

Gln

280

Ile

Thr

Gln

Ile

Thr

360

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

185

Leu

Gly

Gly

Ser

Sar

265

Ala

Pro

Ile

Tyr

Lys

345

Lys

Gly

Gly

Gly

Thr

Tyr

Ser

Ser

Ser

Leu

250

Val

Pro

Asp

Ser

Gly

330

Arg

Leu

val

Ser

Lys

4190

Tyr

238

Glu

Ser

Gly

Gly

235

Ser

Ser

Arg

Arg

Arg

315

Ser

Ser

Ser

val

Thr

395

Gly

Tyr

Lys

Pro

Gly

220

Gly

Pro

Ser

Leu

Phe

300

Leu

Ser

Gly

Ser

Gln

380

Phe

Leu

Ala

His

val

205

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

285

Ser

Glu

Pro

Gly

Ser

365

Pro

Ser

Glu

Asp

Lys

190

Thr

Gly

Glu

Glu

Tyr

270

Ile

Gly

Pro

Leu

Ser

350

Gly

Gly

Ser

Trp

Ser

Val

Lys

Ser

Ile

Arg

255

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

335

Thr

Thr

Arg

Tyr

val

415

Val

Tyr

Ser

Gly

Val

240

Ala

Ala

Gly

Gly

Asp

320

Phe

Ile

Gln

Ser

Ala

400

Ser

Lys



ES2912932 T3

420 425 430

Gly Arg Phe Thr
435

Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
440 445

10

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

450

Thr Asn Ser Leu

465

Val Thr val

<210> 281
<211> 1602
<212> ADN

455

470

Ser Ser Ala Ser

485

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de anticuerpos multiespecificos 3954-1204-C225v5-CTLA-4 anti EGFR anti CTLA-4

<400> 281

caaggccagt
tacggetega
aatcatggeca
agecccggycyg
cattggtatc
agcattageg
agcattaaca
tggccgacca
tctgtcttca
tgecctgetga
ctecaatcgg
agoctcagea
tgcgaagtca
tgtggaggtyg
tcaggeggag
gaaagagcca

taccagcaga

ctggccagtyg
geggtggeag
gtagcggtac
aacgtgtgag
agcagcgcac
gcattcoccgag
gcgtggaaag
cctttggcge
tcttececegee
ataacttcta
gtaactccea
geacccoctgac
cccatcaggg
gatctggagyg
gtgaaattgt
ccctetectyg

aacctggeea

catctcacct
cggtggetcet
ccagatcttyg
ctttagetge
caacggcagce
cagetttage
cgaagatatt
gggcaccaaa
atctgatgag
tecccagagag
ggagagtgtc
gctgagcaaa
cctgagctcg
tggcggttca
gttgacacag
cagggccagt

ggctaccagg

475

cgtggttgtec
ggtggatceg
ctgacccaga
cgegegagec
ccgocgectge
ggcageggcea
gcggattatt
ctggaactga
cagttgaaat
gccaaagtac
acagagcagg
geagactacg
cccgtcacaa
ggctctggeg
tectcoccaggea
cagagtgtta

ctccteatet

239

460

Tyr Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly

cggacggccc
gtctgagegg
geccggtgat
agagcattgg
tgattaaata
goggcacega
attgccagca
aacgtacggt
ctggaactgc
agtggaaggt
acagcaagga
agaaacacaa
agagcttcaa
gaggctcagyg
cectgtettt
gcagcagcta

atggtgeate

Thr Leu
480

atacgtcatg
cogttecgat
tctgagegtyg
caccaacatt
tgcgagegaa
ttttaccctyg
gaacaacaac
ggctgcacca
ctctgttgtg
ggataacgce
cagcacctac
agtctacgee
caggggagag
tggtggagga
gtctccaggg
cttageetgg

cagcagggcee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020



ES2912932 T3

actggcatcc cagacaggtt cagtggcagt gggtctggga cagacttcac tctcaccatc 1080
agcagactgg agcctgaaga ttttgecagtg tattactgte agcagtatgg tagectcaceg 1140
ctcacttteg geggagggac caaggtggaa atcaaacgtt ccggagggtce gaccataact 1200
tcgtataatg tatactatac gaagttatce tcgageggta cccaggtgea getggtgeag 1260
actgggggag gegtggteoca geetgggagg tecctgagac tetectgtge agectcotgga 1320
tccaccttta gcagctatgc catgagctgg gtccgccagg ctccagggaa ggggctggag 1380
tgggtctcag ctattagtgg tagtggtggt agcacatact acgcagactc cgtgaagggce 1440
cggttcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atctgcaaat gaacagectg 1500
agagccgagg acacggccgt atattactgt gegacaaact cecctttactg gtacttcegat 1560
ctetggggee gtggcaccet ggtcactgte tettcageta ge 1602
<210> 282

<211> 534

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de anticuerpos multiespecificos 3954-1204-C225v5-CTLA-4 anti EGFR anti CTLA-4

<400> 282

Gln Gly Gln Ser Gly Gln Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys Pro Asp Gly
1 5 10 15

Pro Tyr Val Met Tyr Gly Ser Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly

Ser Gly Leu Ser Gly Arg Ser Asp Asn His Gly Ser Ser Gly Thr Gln
35 40 45

Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Val Ile Leu Ser Val Ser Pro Gly Glu
50 55 60

Arg Val Ser Phe Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Thr Asn Ile
65 70 75 80

His Trp Tyr Gln Gln Arg Thr Asn Gly Ser Pro Arg Leu Leu Ile Lys
85 90 95

Tyr Ala Ser Glu Ser Tle Ser Gly Tle Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
100 105 110

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ser Ile Asn Ser Val Glu Ser Glu
115 120 125

240



Asp

Phe

145

Ser

Ala

val

Ser

Thr

225

Cys

Asn

Gly

Thr

Leu

305

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ile

130

Gly

val

Ser

Gln

val

210

Leu

Glu

Arg

Gly

Gln

290

Ser

Gln

Ser

Thr

val
370

Ala

Ala

Phe

val

TTp

195

Thr

Thr

val

Gly

Gly

275

Ser

Cys

Gln

Arg

Asp

355

Tyr

Asp

Gly

Ile

val

180

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

260

Ser

Pro

Arg

Lys

Ala

340

Phe

Tyr

Tyr

Thr

Phe

165

Cys

val

Gln

Ser

His

245

Cys

Gly

Gly

Ala

Pro

325

Thr

Thr

Cys

Tyr

Lys

150

bro

Leu

Asp

Asp

Lys

230

Gln

Gly

Gly

Thr

Ser

310

Gly

Gly

Leu

Gln

Cys

135

Leu

Pro

Leu

Asn

Ser

215

Ala

Gly

Gly

Gly

Leu

295

Gln

Gln

Ile

Thr

Gln
375

ES2912932 T3

Gln

Glu

Ser

Asn

Ala

200

Lys

Asp

Leu

Gly

Gly

280

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

360

Tyr

Gln

Leu

Asp

Asn

185

Leu

Asp

Tyr

Ser

Ser

265

Ser

Leu

Val

Pro

Asp

345

Ser

Gly

Asn

Lys

Glu

170

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser

250

Gly

Gly

Ser

Ser

Arg

330

Arg

Arg

Ser

241

Asn

Arg

155

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

235

Pro

Gly

Gly

Pro

Ser

315

Leu

Phe

Leu

Ser

Asn

140

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

220

His

val

Gly

Gly

Gly

300

Ser

Len

Ser

Glu

Pro
380

Trp

Val

Lys

Arg

Asn

205

Ser

Lys

Thr

Gly

Glu

285

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

365

Leu

Pro

Ala

Ser

Glu

190

Ser

Leu

val

Lys

Ser

270

Ile

Arg

Leu

Tyr

Ser

350

Glu

Thr

Thr

Ala

Gly

175

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser

255

Gly

val

Ala

Ala

Gly

335

Gly

Asp

Phe

Thr

Pro

160

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

240

Phe

Ser

Leu

Thr

Trp

320

Ala

Ser

Phe

Gly



10

15

20

25

30

Gly

385

Ser

Gln

Arg

Ser

Gly

Tyr

Leu

Leu

Trp

Thr

Asn

Val

Ser

435

val

Lys

Val

Gln

420

Cys

Arg

Val

Tyr

405

Thr

Ala

Gln

Glu

390

Tyr

Gly

Ala

Ala

Ile

Thr

Gly

Ser

Pro

ES2912932 T3

Lys

Lys

Gly

Gly

440

Gly

Arg

Leu

Val

425

Ser

Lys

Ser

Ser

410

Val

Thr

Gly

Gly

395

Ser

Gln

Phe

Leu

Gly

Ser

Pro

Ser

Glu

Ser

Gly

Gly

Ser

445

Trp

450 455 460

Thr

Thr

Arg

430

Tyr

val

Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val

465 470 475

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

485 490

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

500 505

510

Asn Ser Leu Tyr Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr

515 520 525

Thr Val Ser Ser Ala Ser
530

<210> 283

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de codificacion de péptido espaciador

<400> 283
caaggccagt ctggccag 18

<210> 284

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>secuencia de codificacion de péptido de enmascaramiento

<400> 284
tgcatctcac ctegtggttg tccqgacqqe ccatacgtca tgtac 45

<210> 285

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de codificaciodn de péptido conector

<400> 285

242

Ile

Gln

415

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu

495

Ala

Leu

Thr

400

Vval

Leu

Met

Ala

Gly

480

Gln

Thr

Val



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2912932 T3

ggctcgagceg gtggcagegg tggctctggt ggatceggt 39

<210> 286

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 1204 secuencia codificadora de Substrato

<400> 286
ctgaqcqqcc gttccgataa teat 24

<210> 287

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia codificadora de péptido conector

<400> 287
ggcagtagcg gtacc 15

<210> 288

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido conector

<400> 288

Gly Ser Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly

1 5

<210> 289

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido conector

<400> 289

Gly Ser Ser Gly Thr

1
<210> 290
<211> 264
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo OKT3m scFv con conectro largo

<400> 290

243



Gly

Gly

Glu

Gly

Gly

65

Thr

Lys

Asp

Leu

Gly

145

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

225

Thr

Gly

<210> 291
<211>795

Gly

Gly

Leu

Tyr

50

Gln

Asn

Ser

Ser

Asp

130

Gly

Thr

Met

Gln

Leu

210

Ser

Tyr

Thr

Gly

Gly

Ala

35

Thr

Gly

Tyr

Ser

Ala

115

Tyr

Ser

Gln

Thr

Lys

195

Ala

Tyr

Tyr

Lys

<212> ADN

Ser

Ser

20

Arg

Phe

Leu

Asn

Ser

100

Val

Trp

Gly

Ser

Cys

180

Ser

Ser

Ser

Cys

Leu
260

Gly

Gly

Pro

Thr

Glu

Gln

85

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

165

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

245

Glu

Gly

Gly

Gly

Arg

Trp

70

Lys

Ala

Tyr

Gln

Gly

150

Ala

Ala

Thr

val

Thr

230

Gln

Ile

Gly

Gly

Ala

Tyr

55

Ile

Phe

Tyxr

Cys

Gly

135

Gly

Ile

Ser

Ser

Pro

215

Ile

Trp

Asn

ES2912932 T3

Gly

Gln

Ser

40

Thr

Gly

Lys

Met

Ala

120

Thr

Ser

Met

Ser

Pro

200

Ala

Ser

Ser

Arg

Ser

Val

25

val

Met

Tyr

Asp

Gln

105

Arg

Thr

Gly

Ser

Ser

185

Lys

His

Gly

Ser

Gly

10

Gln

Lys

His

Ile

Lys

30

Leu

Tyr

Leu

Gly

Ala

170

Val

Arg

Fhe

Met

Asn
250

244

Ser

Leu

Met

Trp

Asn

15

Ala

Ser

Tyr

Thr

Gly

155

Ser

Ser

Trp

Arg

Glu
235

Pro

Gly

Gln

Ser

val

60

Pro

Thr

Ser

Asp

Val

140

Gly

Pro

Tyr

Ile

Gly
220

Ala

Phe

Gly

Gln

Cys

45

Lys

Ser

Leu

Leu

Asp

125

Ser

Ser

Gly

Met

Tyr

205

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

30

Lys

Gln

Arg

Thr

Thr

110

His

Ser

Gln

Glu

Asn

190

Asp

Gly

Asp

Phe

Ser

15

Gly

Ala

Arg

Gly

Thr

95

Ser

Tyr

Gly

Ile

Lys

175

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly
255

Gly

Ala

Ser

Pro

Tyr

80

Asp

Glu

Ser

Gly

val

160

Vval

Tyr

Ser

Gly

Ala
240

Ser



10

15

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

<223> Anticuerpo OKT3m scFv con conectro largo

<400> 291

ggaggtggat
ggeggaggte
gttaaaatga
aaacagcgtc
accaactaca
accgcctata
cgetattatg
agcagcggtg
ctgacccaga
agcgocagca
aaacgttgga
ageggtageg
acctattatt

gaaattaatc

<210> 292
<211> 246
<212> PRT

ctggaggtgg
aggttcaget
getgtaaage
cgggtcaggg
accagaaatt
tgcagetgag
atgatcacta
gtggtggtag
gtceggeoaat
gcagegttag
tttatgatac
gcacctcoata
gtcageagtyg

gttga

<213> Secuencia artificial

<220>

cggttcagge
gcagcagage
aageggttat
tctggaatgg
caaagataaa
cagcctgace
tagcctggat
tggtggcggt
tatgagegea
ctatatgaat
cagcaaactg
tagcctgace

gtcaagcaat

tectggeggag
ggtgcagaac
acctttacce
attggttata
gcaaccctga
tcagaggata
tattggggte
ggttcaggeg
agtcogggtyg
tggtatcage
gcaagceggtyg
attagocggta

cegtttacet

<223> Anticuerpo OKT3m scFv con conector corto

<400> 292

245

gctcaggtgg

tggcacgtee
gttataccat
tcaatccgag
ccaccgataa
gocgcagttta
agggcacecac
gtggcggtag
aaaaagttac
agaaaagcgyg
ttcecggeaca
tggaagcaga

ttggtagtgg

tggaggatca
gggtgeaage
gcattgggtt
ccgtggttat
aagcagcagc
ttactgtgeca
cctgacogtt
ccagattgtt
catgacctgt
caccagcccg
ttttegtggt
agatgcagca

caccaaactyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

795



10

Gln Val Gln Leu Gln

Ser Val lLys Met Ser
20

Thr Met His Trp Val
35

Gly Tyr Ile Asn Pro
50

Lys Asp Lys Ala Thr
65

Met Gln Leu Ser Ser
85

Ala Arg Tyr Tyr Asp
100

Thr Thr Leu Thr Val
115

Ser Gly Gly Gly Gly
130

Met Ser Ala Ser Pro
145

Ser Ser Val Ser Tyr
165

Pro Lys Arg Trp Ile
180

Ala His Phe Arg Gly
195

Ser Gly Met Glu Ala
210

Ser Ser Asn Pro Fhe
225

Arg Gly Gly Gly Gly
245

<210> 293

<211> 738

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Gly

150

Met

Tyr

Ser

Glu

Thr
230

Ser

Ser

lys

Gln

Arg

55

Thr

Thr

His

Ser

Gln

135

Glu

Asn

Asp

Gly

Asp

215

Phe

ES2912932 T3

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Gly

120

Ile

Lys

Trp

Thr

Ser

200

Ala

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Ser

105

Gly

val

val

Tvyr

Ser

185

Gly

Ala

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

20

Leu

Gly

Leu

Thr

Gln

170

Lys

Thr

Thr

Gly

<223> Anticuerpo OKT3m scFv con conector corto

<400> 293

246

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Asp

Gly

Thr

Met

155

Gln

Leu

Ser

Tyr

Thr
235

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Tyr

Ser

Gln

140

Thr

Lys

Ala

Tyr

Tyr

220

Lys

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Gly

125

Ser

Cys

Sear

Ser

Ser

205

Cys

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Pro

Ser

Gly

Gly

190

Leu

Gln

Glu

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Gly

Ala

Ala

Thr

175

val

Thr

Gln

Ile

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ile

Ser

160

Ser

FPro

Ile

Trp

Asn
240



10

caggttcage
agctgtaaag
ccgggtcagg
aaccagaaat
atgcagctga
gatgatcact
ggtggtggta
agtccggeaa
agcagcegtta
atttatgata
ggecacctecat
tgtcagecagt
cgtggaggtg

<210> 294
<211> 695
<212> PRT

tgcagcagag
caagcggtta
gtctggaatg
tcaaagataa
gceagectgac
atagcctgga
gtggtggegg
ttatgagege
gectatatgaa
ccagcaaact
atagcctgac
ggtcaagcaa

gtggatece

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

cggtgcagaa
tacctttacc
gattggttat
agcaaccctg
ctcagaggat
ttattggggt
tggttcagge
aagtoogggt
ttggtatcag
ggcaagcggt
cattagecggt

tcegtttace

ctggecacgtc
cgttatacca
atcaatccga
accaccgata
agegeagttt
cagggeacca
ggtggcggta
gaaaaagtta
cagaaaagcyg
gttccggcac
atggaagcag

tttggtagtg

cgggtgcaag
tgcattgggt
gccgtggtta
aaagcagcag
attactgtge
ccctgacegt
gccagattgt
ccatgacctg
gcaccagece
attttcgtgg
aagatgcagc

gcaccaaact

cgttaaaatg
taaacagcgt
taccaactac
caccgcctat
acgctattat
tagcageggt
tctgacccag
tagcgecage
gaaacgttgy
tagcggtagce
aacctattat

ggaaattaat

<223> Cadena pesada de anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N

<400> 294

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala

1

5

10

15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr

20

25

30

Thr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile

35

40

247

45

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738



Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Ser

Met

145

Ser

Pro

Ala

Ser

Ser

225

Arg

Leu

Phe

Lys

Tyr

50

Asp

Gln

Arg

Thr

Gly

130

Ser

Ser

Lys

His

Gly

210

Ser

Gly

val

Ser

Gly
290

Ile

Lys

Leu

Tyr

Leu

115

Gly

Ala

val

Arg

Phe

195

Met

Asn

Gly

Gln

Leu

275

Leu

Asn

Ala

Ser

Tyr

100

Thr

Gly

Ser

Ser

Trp

180

Arg

Glu

Pro

Gly

Pro

260

Thr

Glu

Fro

Thr

Ser

Asp

val

Gly

Pro

Tyr

165

Ile

Gly

Ala

Phe

Gly

245

Ser

Asn

Trp

Ser

Leu

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Gly

150

Met

Tyr

Ser

Glu

Thr

230

Ser

Gln

Tyr

Leu

Arg

55

Thr

Thr

His

Ser

Gln

135

Glu

Asn

Asp

Gly

Asp

215

Phe

Gln

Ser

Gly

Gly
295

ES2912932 T3

Gly

Thr

Ser

Tyxr

Gly

120

Ile

Lys

Trp

Thr

Ser

200

Ala

Gly

val

Leu

Val

280

val

Tyr

Asp

Glu

Ser

105

Gly

val

Val

Tyr

Ser

185

Gly

Ala

Ser

Gln

Ser

265

His

Ile

Thr Asn

Lys Ser

75

Asp Ser

Leu Asp

Gly Gly

Leu Thr

Thr Met

155

Gln Gln

170

Lys Leu

Thr Ser

Thr Tyr

Gly Thr

235

Leu Lys

250

Ile Thr

Trp Val

Trp Ser

248

Tvyr

60

Ser

Ala

Tyr

Ser

Gln

140

Thr

Lys

Ala

Tyr

Tyr

220

Lys

Gln

Cys

Arg

Gly
300

Asn

Ser

val

Trp

Gly

125

Ser

Cys

Ser

Ser

Ser

205

Cys

Leu

Ser

Thr

Gln

285

Gly

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Pro

Ser

Gly

Gly

190

Leu

Gln

Glu

Gly

Val

270

Ser

Asn

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Gly

Ala

Ala

Thr

175

Val

Thr

Gln

Ile

Pro

255

Ser

Pro

Thr

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ile

Ser

160

Ser

Pro

Ile

Trp

Asn

240

Gly

Gly

Gly

Asp



Tyr

305

Lys

Ala

Ala

Lys

Gly

385

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

465

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
545

Asn

Ser

Ile

TIyr

Gly

370

Gly

val

Phe

Val

val

450

Lys

Leu

Thr

val

val

530

Ser

Thr

Gln

Tyr

Trp

355

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

435

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

515

Glu

Thr

Pro

Val

Tyr

340

Gly

Ser

Ala

val

Ala

420

Val

His

Cys

Gly

Met

500

His

val

Tyr

Fhe

Phe

325

Cys

Gln

val

Ala

Ser

405

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

485

Tle

Glu

His

Arg

Thr

310

Phe

Ala

Gly

Phe

Leu

3%0

Trp

Len

Ser

Pro

Llys

470

Pro

Ser

Asp

Asn

val
550

Ser

Lys

Arg

Thr

Pro

375

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

455

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

535

Val

ES2912932 T3

Arg

Met

aAla

Leu

360

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

440

Asn

His

val

Thr

Glu

520

Lys

Ser

Leu

Asn

Leu

345

val

Ala

Leu

Gly

Ser

425

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

505

Val

Thr

val

Ser Ile
315

Ser Leu
330

Thr Tyr

Thr val

Pro Ser

Val Lys

395

Ala Leu

410

Gly Leu

Gly Thr

Lys Val

Cys Pro

475

Leu Phe

4980

Glu Vval

Lys Phe

Lys Pro

Leu Thr
555

249

Asn

Gln

Tyr

Ser

Ser

380

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

460

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

540

val

Lys

Ser

Asp

Ala

365

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

445

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

525

Glu

Leu

Asp

Gln

Tyr

350

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

430

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

510

Tyr

Glu

His

Asn

Asp

335

Glu

Ser

Thr

Pro

val

415

Ser

Ile

val

Ala

Pro

485

val

Val

Gln

Gln

Ser

320

Thr

Phe

Thr

ser

Glu

400

His

Ser

Cys

Glu

Pro

480

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp
560



10

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

625

Thr

Lys

Cys

Leu

Leu

Ala

Pro

Gln

610

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

Asn

Pro

Gln

595

val

val

Pro

Thr

val

675

Leu

Gly

Ile

580

vVal

Ser

Glu

Pro

Val

660

Met

Ser

Lys

565

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

645

Asp

His

Pro

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

630

Leu

Lys

Glu

Gly

Tyr

Thr

Leu

Cys

615

Ser

Asp

Ser

Ala

lys

ES2912932 T3

Lys

Ile

Pro

600

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
680

690

<210> 295
<211> 2088
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

695

Cys Lys Val

570

Ser
585

Lys Ala

Pro Ser Arg

Val Lys Gly

Gln Pro
635

Gly

Asp Gly Ser

650

Trp Gln Gln

665

His Asn Hisg

Ser Asn Lys

Gln
590

Lys Gly

Glu Glu Met
605

Phe
620

Tyr Pro

Glu Asn Asn

Phe Phe Leu

Gly Asn Val
670

Thr
685

Tyr Gln

Ala
575

Leu

Pro Arg

Thr Lys

Ser Asp

Tyr Lys

640

Tyr Ser

655

Phe Ser

Lys Ser

<223> Cadena pesada de anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N

<400> 295

caggttcage
agctgtaaag
ccgggtcagy
aaccagaaat
atgcagctga
gatgatcact
ggtggtggta

agtocggeaa

tgcagcagag
caagcggtta
gtctggaatg
tcaaagataa
geageocetgac
atagcctgga
gtggtggcgg

ttatgagege

cggtgcagaa
tacctttacc
gattggttat
agcaaccctg
ctcagaggat
ttattggggt
tggttcagge

aagtocegggt

ctggcacgtec
cgttatacca
atcaatcoga
accaccgata
agegeagttt
cagggcacca

ggtggcggta

gaaaaagtta

250

cgggtgcaag
tgcattgggt
gececgtggtta
aaagcagcag
attactgtge
ccctgacegt
gccagattgt

ccatgaccety

cgttaaaatg
taaacagcgt
taccaactac
caccgectat
acgctattat
tagcageggt
tctgacccag

tagegecage

60

120

180

240

300

360

420

480



10

agcagcgtta
atttatgata
ggcacctcat
tgtcageagt
cgtggaggtyg
agccagagcoc
cattgggtge
ggcaacaccg
aaaagccagqg
tgegogegeg
gtgaccgtga
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcacce
aagaaagttg
gaactcctgg
atctccecgga
gtcaagtteoa
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatoceggg
tatcccageg
accacgcecta
gacaagagca
cacaaccact

<210> 296
<211> 713
<212> PRT

gctatatgaa
ccagcaaact
atagcctgac
ggtcaagcaa
gtggatecca
tgagcattac
gccagagece
attataacac
tgttttttaa
cgctgaccta
gcgeggctag
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaaatc
ggggaccgte
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tetecaaage
aggagatgac
acatcgeoegt
cagtgetgga
ggtggcagea

acacgcagaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

ttggtatcag
ggcaageggt
cattagecggt
tecegtttace
ggtgecagetg
ctgecacegtg
gggcaaaggc
coegtttace
aatgaacage
ttatgattat
caccaagggc
agecggcecectg
ctcaggcgcc
ctactcccte
ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
agtcttcctc
cacatgcgtg
ggacggegty
gtacegtgtg
caagtgcaag
caaagggeag
caagaaccag
ggagtgggag
ctcogacgge
ggggaacgtc

gagcetetee

cagaaaagcg
gttceggecac
atggaagcag
tttggtagtg
aaacagagceg
ageggettta
ctggaatgge
agcegectga
ctgcaaagee
gaatttgegt
ccatcggtct
ggctgectgg
ctgaccagcg
agcagcgtgg
aatcacaagc
actcacacat
ttcceceeccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagegteoa
gtctccaaca
coeegagaac
gtcagectga
agcaatggge
tcettetteoe
ttctcatget

ctgteoteegg

gcaccagccce
attttcgtgg
aagatgcagce
gcaccaaact
goccogggect
gectgaccaa
tgggcgtgat
gcattaacaa
aggataccge
attggggcca
tccecectgge
tcaaggacta
gecgtgcacac
tgaccgtgecc
ccagcaacac
geccacegtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcacegtect
aagccctecce
cacaggtgta
cctgecctggt
agccggagaa
tctacagecaa
ccgtgatgea

gtaaatga

gaaacgttgg
tagcggtage
aacctattat
ggaaattaat
ggtgcagecg
ctatggegtg
ttggagegge
agataacage
gatttattat
gggcaccctg
accctcctee
cttecccecgaa
cttcecegget
ctccagcage
caaggtggac
cecageacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagcogegyg
gcaccaggac
agcccccatce
caccetgece
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccegtyg

tgaggetetyg

<223> Cadena pesada de anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-C

<400> 296

251

540

600

€660

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2088



Gln

Ser

Gly

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Val

Leu

val

Val

Arg

Met

Ala

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Vval

Gln

Ser

His

35

Ile

Leu

Asn

Leu

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Leu

Ile

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Thr

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Lys

Thr

val

Ser

Ile

Leu

85

Tyr

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

Gln

Cys

Arg

Gly

Asn

70

Gln

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Ser

Thr

Gln

Gly

Lys

Ser

Asp

Ala

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

ES2912932 T3

Gly

val

Ser

40

Asn

Asp

Gln

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Glu

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

1856

Ile

val

Ala

Pro

Gly

10

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

90

Phe

Thr

Ser

Glu

Hisg

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

252

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

vVal

Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

val

Lys

220

Leu

Thr

Gln

Leu

Leu

45

Thr

Gln

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Pro

Thr

Glu

Pro

val

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Vval

1920

His

Cys

Gly

Met

Ser
15

Asn

Trp

Phe

Phe

Cys

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

Gln

Tyr

Leu

Thr

Fhe

80

Ala

Gly

Phe

Leun

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser



Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Gly

465

Ala

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Gly

450

Gly

Glu

Pro

Val

275

Thr

val

Cys

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His

435

Gly

Gly

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Gly

Gly

Ala

245

val

Phe

Pro

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Ser

Ser

Arg
485

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Glu

Fhe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gly

Gly

470

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Gly

455

Gly

Gly

ES2912932 T3

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln

440

Gly

Gly

Ala

val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Gly

Gln

Ser

250

val

Asp

Tyr

Asp

Leun

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Ser

Val

Val
430

253

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Gly

Gln

475

Lys

Val

Val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

460

Leu

Met

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

val

Pro

Thr

Val

Leu

445

Gly

Gln

Ser

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Gly

Gln

Cys

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Gly

Ser

Lys
495

Asp

Asn

val

Glu

320

lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

lys

Glu

Gly

Ser

Gly

480

Ala



10

Ser

Pro

Tyr

Asp

545

Glu

Ser

Gly

Val

Val

625

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ser
705

<210> 297

Gly

Gly

Thr

530

Lys

Asp

Leu

Gly

Leu

610

Thr

Gln

Lys

Thr

Thr

690

Gly

Tyr

Gln

515

Asn

Ser

Ser

Asp

Gly

595

Thr

Met

Gln

Leu

Ser

675

Tyr

Thr

<211> 2142
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-C

<400> 297

Thr

500

Gly

Tyr

Ser

Ala

Tyr

580

Ser

Gln

Thr

Lys

Ala

660

Tyr

Tyr

Lys

Phe

Leu

Asn

Ser

val

565

Trp

Gly

Ser

Cys

Ser

645

Ser

Ser

Cys

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

550

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ser

630

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
710

Arg

Trp

lys

535

Ala

Tyr

Gln

Gly

Ala

615

Ala

Thr

Val

Thr

Gln

695

Ile

ES2912932 T3

Tyr

Ile

520

Phe

Tyr

Cys

Gly

Gly

600

Ile

Ser

Ser

Pro

Ile
680

Trp

Asn

Thr

505

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

585

Ser

Met

Ser

Pro

Ala

665

Ser

Ser

Arg

Met

Tyr

Asp

Gln

Arg

570

Thr

Gly

Ser

Ser

Lys

650

His

Gly

Ser

254

Hig

Ile

Lys

Leu

555

Tyr

Leu

Gly

Ala

Vval

635

Arg

Phe

Met

Asn

Trp

Asn

Ala

540

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ser

620

Ser

Trp

Arg

Glu

Pro
700

Val

Pro

525

Thr

Ser

Asp

Val

Gly

605

Pro

Tyr

Ile

Gly

Ala

685

Phe

Lys

510

Ser

Leu

Leu

Asp

Ser

590

Ser

Gly

Met

Tyr

Ser

670

Glu

Thr

Gln

Arg

Thr

Thr

His

575

Ser

Gln

Glu

Asn

Asp

655

Gly

Asp

Phe

Arg

Gly

Thr

Ser

560

Tyr

Gly

Ile

Lys

Trp

640

Thr

Ser

Ala

Gly



caggtgcage
acctgcaccg
ccgggcaaag
accccgttta
aaaatgaaca
tattatgatt
agcaccaagg
acagoggooo
aactcaggceg
ctctactcce
atctgcaacyg
tettgtgaca
tcagtcttcc
gtcacatgeg

gtggacggcg

tacaagtgca
gccaaagggce
accaagaacc
gtggagtggy
gactccgacg
caggggaacyg
aagagcctct
ggcggaggct
gcagaactgg
tttacccgtt
ggttatatca
accctgacea
gaggatagey
tggggtcagg
tecaggeggty
ccgggtgaaa
tatcagcaga
agcggtgtte
agcggtatgg
tttacetttg

<210> 298

tgaaacagag
tgagcggcett
gcectggaatg
ccagcecgect
gectgeaaag
atgaatttgc
gcccateggt
tgggotgect
ccctgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac
tcttcecececce
tggtggtgga

tggaggtgca

aggtctecaa
agccccogaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctecttett
tcttctecatg
ccctgtetece
caggtggtgg
cacgtceggyg
ataccatgca
atccgagceg
ccgataaaag
cagtttatta
gcaccaccct
goeggtageoca
aagttaccat
aaagcggcac
cggcacattt
aagcagaaga

gtagtggeac

ES2912932 T3

cggcceggge
tagcctgace
gctgggegtyg
gagcattaac
ccaggatace
gtattggggc
cttcececectg
ggtcaaggac
cggegtgeac
ggtgaccgtyg
goccagoaac
atgcccaccg
aaaacccaag
cgtgagccac

taatgccaag

caaagcecte
accacaggtyg
gacctgcctg
gcagecggag
cctctacage
ctcecgtgatg

gggtaaagga

aggatcaggc
tgcaagegtt
ttgggttaaa
tggttatace
cagcagcace
ctgtgcacge
gaccgttagc

gattgttetyg

gacctgtage gccagcagca
cagcccgaaa cgttggattt
tegtggtage ggtageggea
tgeageaace tattattgte

caaactggaa attaategtt

ctggtgecage
aactatggcg
atttggageg
aaagataaca
gogatttatt
cagggcaccc
gcaccctcct
tacttececag
accttececegg
ccctceccagea
accaaggtgg
tgcececageac
gacaccctca
gaagaccctg

acaaagccgce

ccageccecea
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc
ggtggatctyg
ggaggtcagg
aaaatgaget
cagcgtcegg
aactacaacc
goctatatge
tattatgatg
agcggtggtg

acccagagte

255

cgagccagag
tgcattgggt
gcggcaacac
gcaaaagcca
attgegegeg
tggtgaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatctcceg
aggtcaagtt

gggaggagca

tcgagaaaac
cececcateceg
tctatcccag
agaccacgcec
tggacaagag
tgcacaacca
gaggtggcgg
ttcagctgca
gtaaagcaag
gtcagggtct
agaaattcaa
agctgageag
atcactatag
gtggtagtgg

cggcaattat

gcgttageta tatgaattgg
atgataccag caaactggeca
cctcatatag cctgaccatt

agcagtggtce aagcaatccg

ga

cctgageatt
gcgccagagco
cgattataac
ggtgtttttt
cgegetgaco
gagegegget
ctetggggge
ggtgtegtygy
gtccteoagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaccecyg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacage
ggcaaggay
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgec
taccgtgetg
caggtggcag
ctacacgcag
ttcaggctct
gcagagcggt
cggttatace
ggaatggatt
agataaagca
ccotgacetea
cctggattat
tggcggtggt

gagcgeaagt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2142



<211> 478

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de anticuerpos multiespecificos C225v5-OKT3m-L-C

<400> 298

Asp Ile Leu

1

Glu

Ile

Lys

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Arg

His

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

vVal

Trp

35

Ala

Ser

Ile

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

Phe

Gln

Glu

Thr

Asp

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

Cys

Arg

Ile

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

ES2912932 T3

Pro

Arg

Thr

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

val

Ala

25

Asn

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Ile

10

Ser

Gly

Ile

Ser

Gln

20

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

256

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Asn

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Val

Trp

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Thr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser



Ser

Ala

Phe

Ser

225

Leu

Met

Irp

Asn

Ala

305

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ser

385

Ser

Thr

Cys

Asn

210

Gly

Gln

Ser

Val

Pro

290

Thr

Ser

Asp

val

Gly

370

Pro

Tyr

Len

Glu

195

Arg

Gly

Gln

Cys

Lys

275

Ser

Len

Len

Asp

Ser

355

Ser

Gly

Met

Thr

180

Val

Gly

Gly

Ser

Lys

260

Gln

Arg

Thr

Thr

His

340

Ser

Gln

Glu

Asn

165

Leu

Thr

Glu

Ser

Gly

245

Ala

Arg

Gly

Thr

Ser

325

Tyr

Gly

Ile

Lys

Trp
405

Ser

His

Cys

Gly

230

Ala

Ser

Fro

Tyr

Asp

310

Glu

Ser

Gly

val

Val

350

Tyr

Lys

Gln

Gly

215

Gly

Glu

Gly

Gly

Thr

295

Lys

Asp

Leu

Gly

Leu

375

Thr

Gln

ES2912932 T3

Ala

Gly

200

Gly

Gly

Leu

Tyr

Gln

280

Asn

Ser

Ser

Asp

Gly

360

Thr

Met

Gln

Asp

185

Leu

Gly

Gly

Ala

Thr

265

Gly

Tyr

Ser

Ala

Tyr

345

Ser

Gln

Thr

Lys

170

Tyxr

Ser

Ser

Ser

Arg

250

FPhe

Leu

Asn

Ser

val

330

Trp

Gly

Ser

Cys

Ser
410

257

Glu

Ser

Gly

Gly

235

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

315

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ser

395

Gly

Lys

Pro

Gly

220

Gly

Gly

Arg

Trp

Lys

300

Ala

Tyr

Gln

Gly

Ala

380

Ala

Thr

His

val

205

Gly

Gly

Ala

Tyr

Ile

285

Phe

Tyr

Cys

Gly

Gly

365

Ile

Ser

Ser

Lys

190

Thr

Gly

Gln

Ser

Thr

270

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

350

Ser

Met

Ser

Pro

175

val

Lys

Ser

val

Val

255

Met

Tyr

Asp

Gln

Arg

335

Thr

Gly

Ser

Ser

Lys
415

Tyxr

Ser

Gly

Gln

240

Lys

His

Tle

Lys

Leu

320

Tyr

Leu

Gly

Ala

val

400

Arg



10

Trp Ile

Arg Gly

Glu Ala
450

Pro Phe
465

Tyr

Ser

435

Glu

Thr

Asp Thr Ser
420

Gly Ser Gly

Asp Ala Ala

Phe Gly Ser
470

Lys

Thr

Thr

455

Gly

ES2912932 T3

Leu

Ser

440

Tyr

Thr

<210> 299
<211> 1437
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala Ser Gly
425

Tyr Ser Leu

Tyr Cys Gln

Lys Leu Glu
475

Val Pro Ala His Phe
430

Thr Ile Ser Gly Met
445

Gln Trp Ser Ser Asn
460

Ile Asn Arg

<223> Cadena ligera de anticuerpos multiespecificos C225v5-OKT3m-L-C

<400> 299

gacatcttge
tttagctgee
aacggcagcc
cgctttagcg
gaagatattg
ggcaccaaac
tctgatgage
cccagagagyg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge
ggcggttcag
ctgcagcaga
gcaagcggtt
ggtctggaat
ttcaaagata
agcagcectga
tatagectgg

agtggtggcg

tgacccagag
gcgcgageca
cgcgcctget
gcagcggcag
cggattatta
tggaactgaa
agttgaaatec
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa
gctetggegg
gcggtgcaga
atacctttac
ggattggtta
aagcaaccct
cetecagagga
attattgggg

gtggttcagg

cccggtgatt
gagcattgge
gattaaatat
cggcaccgat
ttgccagcag
acgtacggtg
tggaactgce
gtggaaggtyg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac
aggctcaggt
actggcacgt
ccgttatacc
tatcaatccg
gaccaccgat
tagogeagtt
tcagggcace

cggtggeggt

ctgagcgtga
accaacattc
gcgagcgaaa
tttaccctga
aacaacaact
gctgcaccat
tetgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgccect
aggggagagt
ggtggaggat
ccgggtgcaa
atgcattggg
ageegtggtt
aaaagcagca
tattactgtg
accctgaceg

agccagattg

258

gccegggcga
attggtatca
gcattagcgg
gcattaacag
ggccgaccac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggyg
gectecageag
gcgaagtcac
gtggaggtgyg
caggcggagg
gcgttaaaat
ttaaacagcg
ataccaacta
gcaccgocta
cacgctatta
ttagcagegg

ttectgaccca

acgtgtgage
gcagcgcace
cattccgagc
cgtggaaagc
ctttggcgeg
cttceccgeca
taacttctat
taactecccag
caccctgacy
ccatcagggc
atctggaggt
tcaggttcag
gagctgtaaa
tccgggtcag
caaccagaaa
tatgcagctg
tgatgatcac
tggtggtggt

gagtccggea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



10

attatgagcg
agctatatga
accagcaaac
tatagecectga
tggtcaagca

<210> 300
<211> 695
<212> PRT

ES2912932 T3

caagtccggg tgaaaaagtt
attggtatca gcagaaaage
tggcaagegyg tgttecggea
ccattagegg tatggaagea

atcecgtttac ctttggtagt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada de anticuerpos multiespecificos C225v5 N297Q - OKT3m-H-N

<400> 300

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Thr Met His

35

Gly Tyr Ile

50

Lys
65

Asp Lys

Met Gln Leu

Ala Arg Tyr

Thr Thr Leu

115

Ser Gly

130

Gly

Met
145

Ser Ala

Ser Ser Val

accatgacct
ggcaccagec
cattttegtg
gaagatgcag

ggcaccaaac

gtagcgccag
cgaaacgttyg
gtageggtag
caacctatta

tggaaattaa

Leu

Met

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Tyr

100

Thr

Gly

Ser

Ser

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

Gly

Prc

Tyr

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Gly

150

Met

Ser

Lys

Gln

Arg

55

Thr

Thr

His

Ser

Gln

135

Glu

Asn

Gly

Ala

Arg

Gly

Thr

Ser

Tyr

Gly

120

Ile

Lys

Trp

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Ser

105

Gly

Val

val

Tyr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

20

Leu

Gly

Leu

Thr

Gln

259

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Asp

Gly

Thr

Met

155

Gln

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Tyr

Ser

Gln

140

Thr

Lys

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Gly

125

Ser

Cys

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Pro

Ser

Gly

cagcagcgtt
gatttatgat
cggcacctea
ttgtcagcag

togttag

Gly Ala

15

Arg Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gln Gly

Gly Gly

Ala Ile

Ala Ser

160

Thr Ser

1200

1260

1320

1380

1437



Pro

Ala

Ser

Ser

225

Arg

Leu

Phe

Lys

Tyr

305

Lys

Ala

Ala

Lys

Gly

385

Pro

Lys

His

Gly

210

Ser

Gly

Val

Ser

Gly

290

Asn

Ser

Ile

Tyr

Gly

370

Gly

Val

Phe

195

Met

Asn

Gly

Gln

Leu

275

Leu

Thr

Gln

Tyr

Trp

355

Pro

Thr

Thr

Trp

180

Arg

Glu

Pro

Gly

Pro

260

Thr

Glu

Pro

val

Tyr

340

Gly

Ser

Ala

Val

165

Ile

Gly

Ala

Phe

Gly

245

Ser

Asn

Trp

Phe

Phe

325

Cys

Gln

Val

Ala

Ser
405

Tyr

Ser

Glu

Thr

230

Ser

Gln

Tyr

Leu

Thr

310

Phe

Ala

Gly

Phe

Leu

390

Trp

Asp

Gly

Asp

215

Phe

Gln

Ser

Gly

Gly

295

Ser

Lys

Arg

Thr

Pro

375

Gly

Asn

ES2912932 T3

Thr

Ser

200

Ala

Gly

Val

Leu

Val

280

val

Arg

Met

Ala

Leu

360

Leu

Cys

Ser

Ser

185

Gly

Ala

Ser

Gln

Ser

265

His

Ile

Leu

Asn

Leu

345

val

Ala

Leu

Gly

170

Lys

Thr

Thr

Gly

Leun

250

Ile

Trp

Trp

Ser

Ser

330

Thr

Thr

Pro

Val

Ala
410

260

Leu

Ser

Tyr

Thr

235

Lys

Thr

Val

Ser

Ile

315

Leu

Tyr

val

Ser

Lys

395

Leu

Ala

Tyr

Tyr

220

Lys

Gln

Cys

Arg

Gly

300

Asn

Gln

Tyr

Ser

Ser

380

Asp

Thr

Ser

Ser

205

Cys

Leu

Ser

Thr

Gln

285

Gly

Lys

Ser

Asp

Ala

365

Lys

Tyr

Ser

Gly

190

Leu

Gln

Glu

Gly

val

270

Ser

Asn

Asp

Gln

Tyr

350

Ala

Ser

Phe

Gly

175

Vval

Thr

Gln

Ile

Pro

255

Ser

Pro

Thr

Asn

Asp

335

Glu

Ser

Thr

Pro

Val
415

Pro

Ile

Trp

Asn

240

Gly

Gly

Gly

Asp

Ser

320

Thr

Phe

Thr

Ser

Glu

400

His



ES2912932 T3

Thr Phe Pro Ala Val lLeu Gln Ser Ser Gly leu Tyr Ser Leu Ser Ser
420 425 430

Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys
435 440 445

Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu
450 455 460

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
465 470 475 480

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
485 490 495

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val val Val
500 505 510

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
515 520 525

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
530 535 540

Gln Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
545 550 555 560

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
565 570 575

Pro Ala Pro Ile Glu lLys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
580 585 590

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys
595 600 605

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
610 61S 620

Ile 2Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
625 630 635 640

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
€45 €50 655

Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
660 665 670

Cys Ser Val Met Hig Glu Ala Leu Hisg Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
675 680 685

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
690 €35

<210> 301

<211> 2088

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

261



<220>

ES2912932 T3

<223> Cadena pesada de anticuerpos multiespecificos C225v5 N297Q - OKT3m-H-N

<400> 301

caggttcage
agctgtaaag
ccgggtcoagg
aaccagaaat
atgcagectga
gatgatcact
ggtggtggta
agtccggeaa
agcagegtta
atttatgata
ggcaccteat
tgtcageagt
cgtggaggtg
agccagagcc
cattgggtgc
ggcaacaceg
aaaagccagg
tgegegegeg
gtgaccgtga
aagagcacct
ccggtgacgg

gtcctacagt

tgcagcagag
caagcggtta
gtctggaatg
tcaaagataa
gcagcctgac
atagcctgga
gtggtggcgg
ttatgagege
gctatatgaa
ccagcaaact
atagcctgac
ggtcaagcaa
gtggatccca
tgagcattac
gecagagece
attataacac
tgttttttaa
cgctgaccta
gegeggetag
ctgggggcac
tgtegtggaa

cctcaggact

cggtgcagaa
tacctttace
gattggttat
agcaaccctg
ctcagaggat
ttattggggt
tggttcagge
aagtcegggt
ttggtatcag
ggcaagegygt
cattageggt
teegtttace
ggtgcagctg
ctgcacecgtg
gggcaaaggc
cccgtttace
aatgaacagc
ttatgattat
caccaagggc
agcggeoctg
cteaggegec

ctactceccte

ctggcacgtec
cgttatacca
atcaatcega
accaccgata
agcgcagttt
cagggcacca
ggtggeggta
gaaaaagtta
cagaaaagcg
gttecggeac
atggaagcag
tttggtagtg
aaacagagcg
agcggcttta
ctggaatggce
agccgecctga
ctgcaaagcc
gaatttgcgt
ccatecggtet
ggctgectgg
ctgaccageg

agcagegtgg

262

cgggtgcaag
tgcattgggt
gccgtggtta
aaagcagcag
attactgtge
coctgacegt
gccagattgt
ccatgacetg
gcaccageca
attttcgtgg
aagatgcage
geaccaaact
gcccgggcect
gcctgaccaa
tgggcgtgat
gcattaacaa
aggataccgc
attggggcca
teccceetgge
tcaaggacta
gegtgeacac

tgaccgtgece

cgttaaaatg
taaacagcgt
taccaactac
caccgeoetat
acgctattat
tagcageggt
tctgacccag
tagegecage
gaaacgttgg
tageggtage
aacctattat
ggaaattaat
ggtgcagccg
ctatggcgtg
ttggagcgge
agataacagc
gatttattat
gggcaccctg
accctectec
ctteocecegaa
cttoeogget

ctccageage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



10

ttgggecacce
aagaaagttg
gaactectgg
atctccegga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatccecggg
tatcccagcg
accacgcctc
gacaagagca

cacaaccact

<210> 302
<211>713
<212> PRT

agacctacat
agcccaaatc
ggggaccgte
cccctgaggt
actggtacgt
accagagcac
gcaaggagta
tctccaaage
aggagatgac
acatcgccgt
ccgtgectgga
ggtggcagea

acacgcagaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada de anticuerpos multiespecificos C225v5 N297Q - OKT3m-H-C

<400> 302

Gln val Gln
1

Ser Leu Ser

Gly Val His

35

Gly Val
50

Ile

Ser Arg
65

Leu

Lys Met Asn

Arg Ala Leu

ES2912932 T3

ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
agtecttecte
cacatgegtg
ggacggegtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctcegacgge
ggggaacgte

gagcctetee

aatcacaagc
actcacacat
ttecceoccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagegtec
gtctccaaca
cecccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tcettecttoe
ttctecatget

ctgteteoegg

ccagcaacac
gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagccctcce
cacaggtgta
cctgecctggt
agccggagaa
tctacagcaa
cegtgatgea

gtaaatga

caaggtggac
cccagcacct
cacccteatg
agaccctgag
aaagccgegyg
gcaccaggac
agceccccatce
caccctgeee
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg

tgaggcetetyg

Leu

Ile
20

Trp

Trp

Ser

Ser

Thr

Lys

Thr

Val

Ser

Ile

Leu

Tyr

Gln

Cys

Arg

Gly

Aszn

70

Gln

Tyr

Ser

Thr

Gln

Gly

Lys

Ser

Asp

Gly

val

Ser

40

Asn

Asp

Gln

Tyr

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

Phe

263

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

ala

Ala

Vval

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Ile

Tyr

Gln

Leu

Leu

45

Thr

Gln

Tyr

Trp

Pro

Thr

30

Glu

Pro

val

Tyr

Gly

Ser Gln
15

Asn Tyr

Trp Leu

Phe Thr

Phe Phe

80

Cys Ala
95

Gln Gly

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2088



Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

2%0

Ser

Lys

Ile

Vval

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Cys

Ser

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys
340

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

Val

325

Ala

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Ala

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

ES2912932 T3

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

val

265

val

Gln

Gln

Ala

Pro
345

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

264

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Gln

315

Pro

Glu

Gly

Gly

140

val

Phe

Val

val

Lys

220

Leu

Thr

val

Val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

110

Ser

Ala

val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

val
350

Vval

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Tle

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

1ys

Thr



Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Gly

465

Ala

Ser

Pro

Tyr

Asp

545

Glu

Ser

Gly

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Gly

450

Gly

Glu

Gly

Gly

Thr

530

Lys

Asp

Leu

Gly

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His

435

Gly

Gly

Leu

Tyr

Gln

515

Asn

Ser

Ser

Asp

Gly
595

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Gly

Gly

Ala

Thr

500

Gly

Tyr

Ser

Ala

Tyxr

580

Ser

Arg

Gly

Fro

Ser

405

Gln

Hisg

Ser

Ser

Arg

485

Fhe

Leu

Asn

Ser

Val
565

Trp

Gly

Glu

Phe

Glu

350

Phe

Gly

Tyr

Gly

Gly

470

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

550

Tyr

Gly

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Gly

455

Gly

Gly

Arg

Trp

Lys

535

Ala

Tyr

Gln

Gly

ES2912932 T3

Met

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln

440

Gly

Gly

Ala

Tyr

Ile

520

Phe

Tyr

Cys

Gly

Gly
600

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Gly

Gln

Ser

Thr

505

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

585

Ser

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Ser

Val

Val

490

Met

Tyr

Asp

Gln

Arg

570

Thr

Gly

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Gly

Gln

475

Lys

His

Ile

Lys

Leu

555

Tyr

Leu

Gly

265

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

460

Leu

Met

Trp

Asn

Ala

540

Ser

Tyr

Thr

Gly

Val

365

Val

Pro

Thr

val

Leu

445

Gly

Gln

Ser

val

Pro

525

Thr

Ser

Asp

val

Gly
605

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Gly

Gln

Cys

Lys

510

Ser

Leu

Leu

Asp

Ser

530

Ser

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Gly

Ser

Lys

485

Gln

Arg

Thr

Thr

His

575

Ser

Gln

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Ser

Gly

480

Ala

Arg

Gly

Thr

Ser

560

Tyxr

Gly

Ile



10

Vval Leu Thr
610

val Thr Met
625

Tyr Gln Gln

Ser Lys Leu

Gly Thr Ser
675

Ala Thr Tyr
690

Ser Gly Thr
705

<210> 303
<211> 2142
<212> ADN

ES2912932 T3

Gln Ser Pro Ala Ile

615

Thr Cys Ser Rla Ser
630

Lys Ser Gly Thr Ser

645

Ala Ser Gly Val Pro

660

Tyr Ser Leu Thr Ile

680

Tyr Cys Gln Gln Trp

695

Lys Leu Glu Ile Asn
710

<213> Secuencia artificial

<220>

Met Ser Ala

Ser Ser Vval
635

Pro Lys Arg
650

Ala His Phe

665

Ser Gly Met

Ser Ser Asn

Arg

Ser Pro Gly Glu Lys

620

Ser Tyr Met

Asn Trp
640

Trp Ile Tyr Asp Thr

655

Arg Gly Ser Gly Ser
670

Glu Ala Glu Asp Ala

685

Pro Phe Thr Phe Gly

700

<223> Cadena pesada de anticuerpos multiespecificos C225v5 N297Q - OKT3m-H-C

<400> 303

caggtgcage
acctgcaccg
ccgggcaaag
accccgttta
aaaatgaaca
tattatgatt
agcaccaagg
acagcggcce
aactcaggcg
ctetactece
atctgeaacg

tcttgtgaca

tgaaacagaqg
tgagcggctt
gcctggaatg
ccagcecgect
gectgcaaag
atgaatttge
gcccatcggt
tgggctgcct
ccctgaccag
tcagcagegt
tgaatcacaa

aaactcacac

cggcccggge
tagcctgacc
gctgggegtyg
gagcattaac
ccaggatace
gtattgggge
cttcccectyg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtg
goccageaac

atgeccaceg

ctggtgcagec
aactatggcg
atttggagcg
aaagataaca
gocgatttatt
cagggcacce
gcaccctect
tacttccecg
accttccegyg
ccecteocagea
accaaggtgg

tgeccagecac

266

cgagccagag
tgcattgggt
gcggcaacac
gcaaaagcca
attgcgegeg
tggtgaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gettgggeac
acaagaaagt

ctgaactcct

cctgageatt
gcgccagagce
cgattataac
ggtgtttttt
cgegetgace
gagcgcgget
ctctggggge
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa

ggggggaccyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

tcagtcttce
gtcacatgeg
gtggacggeg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg
aagagcctct
ggcggaggct
gcagaactgg
tttacccgtt
ggttatatca
accctgacca
gaggatagcg
tggggtcagg
tcaggcggtg
ccgggtgaaa
tatcagcaga
agcggtgttc
agceggtatgg

tttacctttg

<210> 304
<211> 261
<212> PRT

tcttceocece
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagect
agagcaatgg
gctccttett
tcttctcatg
ccctgtctee
caggtggtgg
cacgtccggg
ataccatgca
atccgagccg
ccgataaaag
cagtttatta
gcaccaccct
gocggtageca
aagttaccat
aaagcggcac
cggcacattt
aagcagaaga

gtagtggecac

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

aaaacccaag
cgtgageccac
taatgccaag
cctcaccgtc
caaagccctc
accacaggtg
gacctgectg
gcagccggag
cctctacagc
ctccgtgatg
gggtaaagga
aggatcaggc
tgcaagcgtt
ttgggttaaa
tggttatacc
cagcagcacc
ctgtgcacge
gaccgttage
gattgttctg
gacctgtagc
cagcccgaaa
tcgtggtage
tgcagcaacce

caaactggaa

gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc
ggtggatctg
ggaggtcagg
aaaatgagct
cagcgtccgg
aactacaacc
gcctatatge
tattatgatg
agcggtggtg
acccagagtc
gccagcagca
cgttggattt
ggtagcggca
tattattgte

attaatcgtt

tgatctcecg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcecg
tctatceecag
agaccacgcc
tggacaagag
tgcacaacca
gaggtggegyg
ttcagctgca
gtaaagcaag
gtcagggtct
agaaattcaa
agctgagcag
atcactatag
gtggtagtgg
cggcaattat
gcgttagecta
atgataccag
cctcatatag
agcagtggtce

ga

<223> Cadena ligera de anticuerpos activables 3954-1204-C225v5

<400> 304

1

10

267

gacccectgag
caactggtac
gtaccagagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgec
tcccgtgetyg
caggtggcag
ctacacgcag
ttcaggctct
gcagagcggt
cggttatace
ggaatggatt
agataaagca
cctgacctca
cctggattat
tggcggtggt
gagcgcaagt
tatgaattgg
caaactggca
cctgaccatt

aagcaatceg

Gln Gly Gln $Ser Gly Gln Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys Pro Asp Gly
5

15

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

13520

1580

2040

2100

2142



10

Pro

Ser

Ile

Arg

65

His

Tyr

Gly

Asp

Phe

145

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

225

Cys

Asn

Tyr

Gly

Leu

val

Irp

Ala

Ser

Ile

130

Gly

val

Ser

Gln

val

210

Leu

Glu

Arg

Val

Leu

Leu

Ser

Tyr

Ser

Gly

115

Ala

Ala

Phe

Val

Trp

195

Thr

Thr

val

Gly

<210> 305
<211> 1578
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de anticuerpos activables 3954-1204-C225v5

<400> 305

Met

20

Ser

Thr

Phe

Gln

Glu

100

Thr

Asp

Gly

Ile

Val

180

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
260

Tyr

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

Tyr

Thr

Fhe

165

Cys

val

Gln

Ser

His

245

Cys

Gly

Arg

Ser

Cys

70

Arg

Ile

Phe

Tyr

Lys

150

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

230

Gln

Ser

Ser

Pro

55

Arg

Thr

Ser

Thr

Cys

135

Leu

Pro

Leu

Asn

Ser

215

Ala

Gly

ES2912932 T3

Ser

Asp

40

val

Ala

Asn

Gly

Leu

120

Gln

Glu

Ser

Asn

Ala

200

Lys

Asp

Leu

Gly

25

Asn

Ile

Ser

Gly

Ile

105

Ser

Gln

Leu

Asp

Asn

185

Leu

Asp

Tyr

Ser

Gly

His

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

Asn

Lys

Glu

170

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
250

Ser

Gly

Ser

Ser

75

Pro

Ser

Asn

Asn

Arg

155

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

235

Pro

268

Gly

Ser

val

60

Ile

Arg

Arg

Ser

Asn

140

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

220

His

val

Gly

Ser

45

Ser

Gly

Leu

Phe

val

125

Trp

Val

Lys

Arg

Asn

205

Ser

Lys

Thr

Ser

30

Gly

Pro

Thr

Leu

Ser

110

Glu

Pro

Ala

Ser

Glu

190

Ser

Leu

Val

Lys

Gly

Thr

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

Thr

Ala

Gly

175

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
255

Gly

Gln

Glu

Ile

80

Lys

Ser

Glu

Thr

Pro

160

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

240

Phe



10

caaggccagt
tacggctega
aatcatggca
agecccgggcg
cattggtatc
agcattageg
agcattaaca
tggccgacca
tctgtcttea
tgectgetga
ctccaatcgg
agcctcagca
tgcgaagtca
tgtggaggtg
tcaggcggag
agcgttaaaa
gttaaacage
tataccaact
agcaccgcct
gcacgetatt
gttagcagcg
gttctgacce
tgtagecgeca
cogaaacgtt
ggtageggta
gcaacctatt

ctggaaatta

<210> 306
<211> 241
<212> PRT

ctggccagtg
geggtggeag
gtagcggtac
aacgbtgtgag
agcagcgcac
gcattccgag
gcgtggaaag
cctttggege
tctteoccocegee
ataactteta
gtaactccca
gcaccctgac
cccatcaggg
gatctggagg
gtcaggttca
tgagctgtaa
gtocgggtca
acaaccagaa
atatgcagct
atgatgatca
gtggtggtgg
agagtccgge
gcagcagegt
ggatttatga
goggcaceta
attgtcagea

atcgttag

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

catctcacect
cggtggetet
ccagatcttg
ctttagetge
caacggcagc
ccgetttage
cgaagatatt
gggcaccaaa
atctgatgag
toccagagag
ggagagtgte
gctgagcaaa
cctgagetcg
tggeggttca
gctgcagcag
agcaagcggt
gggtctggaa
attcaaagat
gagcagcctg
ctatagectg
tagtggtgge
aattatgage
tagctatatg
taccagcaaa
atatagectyg

gtggtcaage

<223> Anticuerpo OKT3m scFv

<400> 306

cgtggttgte
ggtggatecg
ctgacccaga
cgegagagea
ccgocgectge
ggcagcggca
geggattatt
ctggaactga
cagttgaaat
gccaaagtac
acagagcagg
gcagactacg
cccgtcacaa
ggctetggeg
agcggtgcag
tataccttta
tggattggtt
aaagcaacec
acctcagagg
gattattggg
ggtggttcag
gcaagtcecgg
aattggtate
ctggoaageg
accattageg

aatccogttta

269

cggacggccc
gtctgagegg
geccggtgat
agagcattgg
tgattaaata
gecggcaccga
attgccagca
aacgtacggt
ctggaactgc
agtggaaggt
acagcaagga
agaaacacaa
agagcttcaa
gaggctcagg
aactggcacg
cccgttatac
atatcaatce
tgaccaccga
atagcgcagt
gtecagggcac
gcggtggegg
gtgaaaaagt
agcagaaaag
gtgttcogge
gtatggaage

cctttggtag

atacgtcatg
cegttecgat
tetgagegtg
caccaacatt
tgcgagcgaa
ttttaccctg
gaacaacaac
ggctgcacca
ctctgttgtg
ggataacgec
cagcacctac
agtctacgcc
caggggagag
tggtggagga
tcegggtgea
catgcattgg
gagccgtggt
taaaagcage
ttattactgt
caccctgace
tagccagatt
taccatgacc
cggcaccage
acattttcgt
agaagatgca

tggcaccaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1578



10

Gln

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Ser

Met

145

Ser

Pro

Ala

Ser

Ser
225

Arg

<210> 307
<211>723

Vval

Val

Met

Tyr

50

Asp

Gln

Arg

Thr

Gly

130

Ser

Ser

Lys

His

Gly
210

Ser

Gln

Lys

Hisg

35

Ile

Lys

Leu

Tyx

Leu

115

Gly

Ala

val

Arg

Phe
195

Met

Asn

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Anticuerpo OKT3m scFv

<400> 307

Leu

Met
20

Trp

Asn

Ala

Ser

Tyr

100

Thr

Gly

Ser

Ser

Trp
180

Arg

Glu

Pro

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

Gly

Pro

Tyr

165

Ile

Gly

Ala

Phe

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Gly

150

Met

Tyr

Ser

Glu

Thr
230

Ser

Lys

Gln

Arg

55

Thr

Thr

His

Ser

Gln

135

Glu

Asn

Asp

Gly

Asp
215

Phe

ES2912932 T3

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Gly

120

Ile

Lys

Trp

Thr

Ser
200

Ala

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Ser

105

Gly

Val

Val

Tyr

Ser

185

Gly

Ala

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

20

Leu

Gly

Leu

Thr

Gln

170

Lys

Thr

Thr

Gly

270

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Asp

Gly

Thr

Met

155

Gln

Leu

Ser

Tyr

Thr
235

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Tyr

Ser

Gln

140

Thr

Lys

Ala

Tyr

Tyr
220

Lys

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Gly

125

Ser

Cys

Ser

Ser

Ser
205

Cys

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Pro

Ser

Gly

Gly

190

Leu

Gln

Glu

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Gly

Ala

Ala

Thr

175

val

Thr

Gln

Ile

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ile

Ser

160

Ser

Pro

Ile

Trp

Asn
240



10

15

20

ES2912932 T3

caggttcage tgcagcagag cggtgcagaa ctggcacgtce
agctgtaaag caagcggtta tacctttacc cgttatacca
ccgggtcagg gtctggaatg gattggttat atcaatccga
aaccagaaat tcaaagataa agcaaccctg accaccgata
atgcagctga gecagcctgac ctcagaggat agegcagttt
gatgatcact atagcctgga ttattggggt cagggcacca
ggtggtggta gtggtggegg tggttcagge ggtggeggta
agtccggcaa ttatgagege aagtccgggt gaaaaagtta
agceagegtta getatatgaa ttggtatcag cagaaaageg
atttatgata ccagcaaact ggcaagcggt gttccggcac
ggcacctcat atagcctgac cattagecggt atggaagcag
tgtcagcagt ggtcaagcaa tccgtttacc tttggtagtg
cgt
<210> 308
<211>107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Anticuerpo OKT3m scFv LV
<400> 308
Gln Ile Val lLeu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met
1 5 10
Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser
20 25
Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Thr Ser Pro
35 40
Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala
50 55
Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser
65 70 75
Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser
85 90
Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Asn Arg
100 105
<210> 309
<211> 321
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo OKT3m scFv LV

271

cgggtgcaag
tgcattgggt
gccgtggtta
aaagcagcag
attactgtgc
cectgacegt
gccagattgt
ccatgacctg
gcaccagece
attttcgtgg
aagatgcagc

gcaccaaact

cgttaaaatg
taaacagecgt
taccaactac
caccgectat
acgctattat
tagecageggt
tctgaccecag
tagegccage
gaaacgttygg
tagcggtagc
aacctattat

ggaaattaat

Ser Ala Ser Pro Gly

Ser Val
30

Lys Arg Trp

Hig
60

Phe Arg Gly

15

Ser Tyr Met

Ile Tyr

Ser

Gly Met Glu Ala Glu

80

Ser Asn Pro Phe Thr

95

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

723



10

15

20

25

ES2912932 T3

<400> 309

cagattgttc tgacccagag tccggcaatt atgagcgcaa
atgacctgta gcgccagcag cagcgttagc tatatgaatt
accagcccga aacgttggat ttatgatacc agcaaactgg
tttegtggta gecggtagegg cacctcatat agcctgacca
gatgcagcaa cctattattg tcageagtgg tcaagceaatce

accaaactgg aaattaateg t

<210> 310
<211> 119
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo OKT3m scFv Hv

<400> 310

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25

Thr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln
35 40

Gly Tyr Ile Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr Asn
50 55

Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Thr Asp Lys Ser
65 70 75

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser
85 90

Ala Arg Tyr Tyr Asp Asp His Tyr Ser Leu Asp
100 105

Thr Thr Leu Thr val Ser Ser
115

<210> 311

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo OKT3m scFv Hv

<400> 311

272

gtccgggtga
ggtatcagca
caagcggtgt
ttagcggtat

cgtttacett

Ala Arg Pro

Thr Phe Thr
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Asn Gln
60

Ser Ser Thr

Ala Val Tyr

Tyr Trp Gly
110

aaaagttacc

gaaaagcggc

tceggcacat
ggaagcagaa

tggtagtgge

Gly Ala
15

Arg Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Gln Gly

60

120

180

240

300

321



10

15

20

25

30

35

caggttcage
agctgtaaag
ccgggtcagy
aaccagaaat
atgcagctga
gatgatcact

<210> 312
<211>8
<212> PRT

tgcagcagag
caagcggtta
gtctggaatg
tcaaagataa
gcagcctgac

atagcctgga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia escindible

<400> 312

<210> 313
<211> 645
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

cggtgcagaa
tacctttace
gattggttat
agcaaccctg
ctcagaggat

ttattggggt

ctggecacgtc
cgttataceca
atcaatccga
accaccgata
agcgcagttt

cagggecacca

cgggtgcaag
tgcattgggt
gccgtggtta
aaagcagcag
attactgtgc

ccctgacegt

cgttaaaatg
taaacagcgt
taccaactac
caccgcctat
acgctattat

tagcage

Arg Pro Ser Pro Met Trp Ala Tyr

1

<223> CADENA LIGERA C225v5

<400> 313

cagatcttge
tttagctgee
aacggcagcc
cgctttageg
gaagatattg
ggcaccaaac
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaaqg
ctgageteoge

<210> 314
<211> 214
<212> PRT

tgacccagag
gegegageca
cgegectget
gcagcggcag
cggattatta
tggaactgaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

cccggtgatt
gagcattgge
gattaaatat
cggcaccgat
ttgccagecag
acgtacggty
tggaactgcc
gtggaaggtyg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagctteaac

5

ctgagcgtga
accaacattec
gegagegaaa
tttaccctga
aacaacaact
gctgeaccat
tctgttgtgt
gataacgecce
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

gccogggega
attggtatca
gceattagegg
gcattaacag
ggccgaccac
ctgtetteat
gcctgctgaa
tccaatcggy
gcctcageag
gcgaagtcac

gttag

acgtgtgagc
gcagegcace
cattoccgage
cgtggaaage
ctttggecgeg
ctteecgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

<223> Anticuerpo multiespecifico activable 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N

<400> 314

273

60

120

180

240

300

357

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

645



10

Asp

Glu

Ile

Lys

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

<210> 315

Ile

Arg

Hisg

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Leu

val

Trp

Ala

Ser

Ile

Gly

Val

115

Ser

Gln

val

Leu

Glu

195

Arg

<211> 1437
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo multiespecifico activable 3954-1204-C225v5-OXT3m-H-N

<400> 315

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Phe

Gln

Glu

Thr

Asp

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Len

Thr

Glu

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Arg

Ile

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

lys

Gln

ES2912932 T3

Pro

Arg

Thr

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asgn

Ser

Ala

Gly
200

val

Ala

25

Asn

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ile

10

Ser

Gly

Ile

Ser

Gln

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

274

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Asn

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Gly

30

Leu

Phe

val

Trp

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Thr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



10

15

20

25

gacatcttge
tttagetgeo
aacggcagcc
cgetttageg
gaagatattg
ggcaccaaac
tctgatgage
cccagagagyg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagcteoge
ggcggttcag
ctgcagcaga
gcaageggtt
ggtctggaat
ttcaaagata
agcagectga
tatagcctgg
agtggtggeg
attatgageg
agctatatga
accagcaaac
tatagectga
tggtcaagea
<210> 316

<211>8
<212> PRT

tgacccagag
gogegagcca
cgegectget
gcageggeag
cggattatta
tggaactgaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa
gctctggegy
goeggtgcaga
atacctttac
ggattggtta
aagcaaccct
cctecagagga
attattgggg
gtggttcagg
caagtecggy
attggtatca
tggcaagegg
ccattagegy

atccogtttac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia escindible

<400> 316

<210> 317
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia escindible

<400> 317

ES2912932 T3

ccoggtgatt
gagcattgge
gattaaatat
cggcaccgat
ttgecageag
acgtacggtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac
aggctcaggt
actggcacgt
cegttatace
tatcaatceg
gaccaccgat
tagegeagtt
tcagggecacc
cggtggeggt
tgaaaaagtt
gcagaaaagc
tgtteoecggea
tatggaagea

ctttggtagt

ctgagecgtga
accaacattc
gcgagegaaa
tttaccctga
aacaacaact
gcetgeaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtetacgect
aggggagagt
ggtggaggat
ccgggtgecaa
atgcattggg
agccgtggtt
aaaagcagca
tattactgtg
accctgaccg
agccagattg
accatgaccet
ggcaccagec
cattttcgtg
gaagatgcag

ggcaccaaac

gcccgggcga
attggtatca
gcattagegg
gcattaacag
ggcegaccac
ctgtctteat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac
gtggaggtgy
caggcggagg
gcgttaaaat
ttaaacagcg
ataccaacta
gcaccgecta
cacgctatta
ttagcagcgg
ttctgaccca
gtagegecag
cgaaacgttg
gtagcggtag
caacctatta

tggaaattaa

acgtgtgage
gcagcgcace
cattecgage
cgtggaaage
ctttggegeyg
cttcecgeea
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcaggge

atctggaggt
tcaggttcag
gagctgtaaa
tcegggtcag
caaccagaaa
tatgcagectg
tgatgatcac
tggtggtggt
gagtccggea
cagcagegtt
gatttatgat
cggcacctca
ttgtecageag

togttag

Ile Ser Ser Gly Leu Leu Ser Ser

1

5

275

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1437
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 318

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<210> 319

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 319

<210> 320

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 320

<210> 321

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 321

<210> 322

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 322

ES2912932 T3

Gln Asn Gln Ala Leu Arg Met Ala

1 5

<400> 318
Ala Gln Asn Leu Leu Gly Met val
1 5

Ser Thr Phe Pro Phe Gly Met Phe
1 5

Pro Val Gly Tyr Thr Ser Ser Leu
1 5

Asp Trp Leu Tyr Trp Pro Gly Ile
1 5

276



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 323

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible
<400> 323

<210> 324

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 324

<210> 325

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 325

<210> 326

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 326

<210> 327

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 327

ES2912932 T3

Met Ile Ala Pro Val Ala Tyr Arg
1 5

Trp Ala Thr Pro Arg Pro Met Arg
1 5

Phe Arg Leu Leu Asp Trp Gln Trp
1 5

Leu Lys Ala Ala Pro Arg Trp Ala
1 5

Gly Pro Ser His Leu Val Leu Thr
1 5

Leu Pro Gly Gly Leu Ser Pro Trp
1 5

277



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 328

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 328

<210> 329

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 329

<210> 330

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 330

<210> 331

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 331

<210> 332

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 332

ES2912932 T3

Met Gly Leu Phe Ser Glu Ala Gly
1 5

Ser Pro Leu Pro Leu Arg Val Pro
1 5

Arg Met His Leu Arg Ser Leu Gly
1 5

Leu Ala Ala Pro Leu Gly Leu Leu
1 5

Ala Val Gly Leu Leu Ala Pro Pro
1 5

278



10

15

20

25

30

35

40

45

ES2912932 T3

<210> 333

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 333

Leu Leu Ala Pro Ser His Arg Ala

1

<210> 334

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 334

1

<210> 335

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia escindible

<400> 335

Ile Ser Ser Gly Leu Ser Ser

1

<210> 336
<211> 449
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Ala Gly Leu Trp Leu Asp Pro¢
5

<223> Cadena pesada de anticuerpo C225v5 N297Q

<400> 336

279



Gln

Ser

Gly

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr
225

Vval

Leu

Val

val

50

Arg

Met

Ala

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Gln

Ser

His

35

Ile

Leu

Asn

Leu

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Leu

Ile
20

Trp

Trp

Ser

Ser

Thr

100

Thr

PBro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Lys

Thr

val

Ser

Ile

Leu

85

Tyr

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Gln

Cys

Arg

Gly

Asn

70

Gln

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro
230

Ser

Thr

Gln

Gly

55

lys

Ser

Asp

Ala

lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

ES2912932 T3

Gly

vVal

Ser

40

Asn

Asp

Gln

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Glu

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ala

Gly

10

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

20

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pre

280

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

ala

Ala

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu
235

Val

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Ile

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

Val

Lys

220

Leu

Gln

Leu

Leu

45

Thr

Gln

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Pro

val

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val

190

His

Cys

Gly

Ser

15

Asn

Trp

Phe

Phe

Cys

95

Gln

Val

Ala

Ser

Vval

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Gln

Tyr

Leu

Thr

Phe

80

aAla

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro
240



10

ES2912932 T3

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
245 250

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
260 265

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
275 280

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Gln
290 295

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp
305 310 315

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
325 330

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu
340 345

Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn
355 360

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
370 375

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
385 390 395

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
405 410

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
420 425
Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
435 440

Lys

<210> 337

<211> 1350

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de anticuerpo C225v5 N297Q

<400> 337

281

Thr

val

Val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

val

365

val

Pro

Thr

val

Leu
445

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly



10

15

20

caggtgcagec
acctgcaccg
cegggcaaag
accccegttta
aaaatgaaca
tattatgatt
agcaccaagqg
acagceggecac
aactcaggcag
ctectactece
atectgcaacg
tettgtgaca
tcagtecttee
gtcacatgeg
gtggacggceg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaaggge
accaagaacce
gtggagtggg
gactacgacg
caggggaacg

aagagectet

<210> 338
<211> 21
<212> PRT

tgaaacagag
tgagcggctt
gectggaatg
ccagecgect
goectgocaaag
atgaatttge
geccateggt
tgggctgect
cocktgaccayg
tecagcagegt
tgaatcacaa
aaactcacac
tetteceecce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccocgaga
aggtcagect
agagcaatgg
gctocttett
tcttcteatg

cactgtetee

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2912932 T3

cggcccgggc
tagecectgace
getgggegtyg
gagcattaac
ccaggatace
gtattgggge
ctteccoctyg
ggtcaaggac
cggegtgoac
ggtgacegty
gaccagcoaac
atgcccaccg
aaaacccaag
cgbgagecac
taatgecaag
cotcaceogte
caaagceccte
accacaggtyg
gacctgeoctg
gcagccggag
cctctacage
ctcegtgatg

gggtaaatga

<223> fraccion de enmascaramiento

<400> 338

<210> 339
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ctggtgcage
aactatggeg
atttggageg
aaagataaca
gegatttatt
cagggcacec
gcaceoctect
tacttececg
accttecegg
cccteocagea
accaaggtgg
tgcccagecac
gacaccctca
gaagaccetg
acaaagocge
ctgcaccagg
ccagcccocca
tacaccctge
gtcaaagget
aacaactaca
aagctecaceg

catgaggctec

cgagccagag
tgcattgggt
gcggcaacac
gcaaaagcca
attgcgegeg
tggtgaceogt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcoctaca
gettgggeac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatcteccg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggectgaa
tcgagaaaac
cecceateceg
tctatcccag
agaccacgcce
tggacaagag

tgcacaacca

10

Arg Gly Trp Gln Gly

<223> fracciéon de enmascaramiento

<400> 339

282

20

cctgagcatt
gcgccagage
cgattataac
ggtgtttttt
cgegetgace
gagcgegget
ctetggggge
ggtgtegtgg
gtacteoagga
ccagacetac
tgagcccaaa
ggggggaccg
gacccctgag
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Cys Ile Ser Pro Arg Gly Cys
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo activable biespecifico, donde dicho anticuerpo activable biespecifico comprende:
(i) un primer brazo que comprende un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo de acoplamiento de células
efectoras inmunitarias que incluye un primer anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo (AB1) que se

une a una primera diana de células efectoras inmunitarias;

(i) un segundo brazo que comprende un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo de unién a la diana que
incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo (AB2) que se une a una segunda diana;

donde el AB1 esta unido a un primer resto de enmascaramiento (MM1) de modo que el acoplamiento del MM1 al AB1
reduce la capacidad del AB1 de unirse a la primera diana,

donde el MM1 esta acoplado al AB1 a través de una primera secuencia de resto escindible (CM1) que incluye un
sustrato para una proteasa;

donde el AB2 esta unido a un segundo resto de enmascaramiento (MM2) de modo que el acoplamiento del MM2 al
AB2 reduce la capacidad del AB2 de unirse a la segunda diana;

donde el MM2 esta acoplado al AB2 a través de una segunda secuencia de resto escindible (CM2) que incluye un
sustrato para una proteasa; y

donde el primer brazo del anticuerpo activable biespecifico en un estado no escindido tiene la disposicién estructural
desde el extremo N hasta el extremo C de la siguiente manera: MM1-CM1-AB1 y el segundo brazo del anticuerpo
activable biespecifico en el estado no escindido tiene una disposicion estructural desde el extremo N hasta el extremo
C de la siguiente manera: MM2-CM2-AB2.
2. El anticuerpo activable biespecifico de la reivindicacion 1, donde la segunda diana comprende una diana
relacionada con el cancer donde la diana relacionada con el cancer es una diana tumoral, opcionalmente un tumor
solido.
3. El anticuerpo activable biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde el AB1 es:

un anticuerpo de acoplamiento de células efectoras inmunitarias;

un anticuerpo de acoplamiento de leucocitos;

un anticuerpo de acoplamiento de células T;

un anticuerpo de acoplamiento de células NK;

un anticuerpo de acoplamiento de macréfagos; o

un anticuerpo de acoplamiento de células mononucleares.
4. El anticuerpo activable biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el anticuerpo de
acoplamiento de células efectoras inmunitarias es un anticuerpo de acoplamiento de células T, y donde la primera
diana de células efectoras inmunitarias es una diana de células T.

5. El anticuerpo activable biespecifico de la reivindicacién 4, donde la diana de células T es CD3 o CTLA-4.

6. El anticuerpo activable biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la segunda diana
se selecciona de entre el grupo de dianas de la Tabla 1, opcionalmente donde la segunda diana es Jagged o EGFR.

7. El anticuerpo activable biespecifico de la reivindicacion 4, donde la diana de células T es CD3 y la segunda
diana es EGFR.

8. El anticuerpo activable biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde:
el primer brazo
comprende un péptido de unién entre el MM1 y el CM1; o

comprende un péptido de union entre el CM1y el AB1; o
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comprende un primer péptido de unién (LP1) y un segundo péptido de unién (LP2), donde el anticuerpo
activable biespecifico en el estado no escindido tiene una disposiciéon estructural del extremo N-terminal al
extremo C-terminal de la siguiente manera: MM1-LP1-CM1-LP2-AB, opcionalmente donde los dos péptidos de
unién no son idénticos entre si; o

el CM1 del primer brazo se coloca en el anticuerpo activable biespecifico de modo que, en un estado no escindido,
el MM1 interfiere con la union especifica del AB1 a la primera diana.

9. El anticuerpo activable biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde:

el MM1 tiene una constante de disociacion de equilibrio para la unién al AB1 que es mayor que la constante de
disociacién de equilibrio del AB1 a su diana;

el MM1 no interfiere ni compite con el AB1 por unirse a la primera diana cuando el anticuerpo activable biespecifico
esta en un estado escindido;

la secuencia de polipéptidos MM1 es diferente de la de la primera diana;

la secuencia de polipéptidos MM1 no es mas de un 50 % idéntica a cualquier pareja de unién natural del AB1; y/o

el MM1 es un polipéptido de no més de 40 aminoacidos de longitud.

10. El anticuerpo activable biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde:

el segundo brazo
comprende un péptido de unién entre el MM2 y el CM2; o
comprende un péptido de union entre el CM2 y el AB2; o
comprende un primer péptido de union (LP1) y un segundo péptido de unién (LP2), donde el anticuerpo
activable biespecifico en el estado no escindido tiene una disposicion estructural del extremo N al extremo C
de la siguiente manera: MM2-LP1-CM2-LP2-AB2, opcionalmente donde los dos péptidos de unién no son

idénticos entre si; o

el CM2 del segundo brazo se coloca en el anticuerpo activable biespecifico de modo que, en un estado no
escindido, el MM2 interfiere con la union especifica del AB2 a la segunda diana.

11. El anticuerpo activable biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde:

el MM2 tiene una constante de disociacion de equilibrio para unirse al AB2 que es mayor que la constante de
disociacion de equilibrio del AB2 a su diana;

el MM2 no interfiere ni compite con el AB2 por unirse a la segunda diana cuando el anticuerpo activable biespecifico
esta en un estado escindido;

la secuencia de polipéptidos MM2 es diferente de la de la segunda diana;
la secuencia de polipéptidos MM2 no es mas de un 50 % idéntica a cualquier pareja de unién natural del AB2; y/o
el MM2 es un polipéptido de no mas de 40 aminoacidos de longitud.

12. El anticuerpo activable biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el fragmento de
unién al antigeno del mismo de AB1 y/o AB2 se selecciona de entre el grupo que consiste en un fragmento Fab, un
fragmento F(ab’)z, un scFv, un scAb, un dAb, un anticuerpo de cadena pesada de dominio simple y un anticuerpo de
cadena ligera de dominio simple.

13. El anticuerpo activable biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende un agente
conjugado con el anticuerpo, opcionalmente donde el agente es un agente terapéutico, un agente antineoplasico, una
toxina o fragmento del mismo, un resto detectable o un agente de diagndstico, opcionalmente donde el agente se
conjuga con el anticuerpo mediante un enlazador, opcionalmente donde el enlazador es un enlazador escindible o un
enlazador no escindible.

14. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo activable biespecifico de cualquiera de las
reivindicaciones anteriores y un vehiculo.
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15. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 14 que comprende un agente adicional; opcionalmente
donde el agente adicional es un agente terapéutico.

16. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica el anticuerpo activable biespecifico de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12.

17. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 16.

18. Un procedimiento para producir un anticuerpo activable biespecifico mediante el cultivo de una célula en
condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo activable biespecifico, donde la célula comprende la molécula
de acido nucleico de la reivindicacion 16 o el vector de la reivindicacién 17; conjugando opcionalmente un agente al
anticuerpo activable biespecifico.

19. Un procedimiento de fabricacion del anticuerpo activable biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, donde el procedimiento comprende:

(a) cultivar una célula que comprende una construccion de acido nucleico que codifica el anticuerpo activable
biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 en condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo
activable biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,y

(b) recuperar el anticuerpo activable biespecifico; conjugando opcionalmente un agente al anticuerpo activable
recuperado.

20. Un anticuerpo activable biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, o la composicion
farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 14 o 15, o el anticuerpo activable biespecifico producido por el
procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 18 o 19, para su uso como un medicamento.

21. El anticuerpo activable biespecifico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, o la composicion
farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 14 o 15, o el anticuerpo activable biespecifico producido
mediante el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 18 o 19, para su uso en el alivio de un sintoma
de una indicacion clinica asociada con un trastorno en un sujeto, donde el anticuerpo activable biespecifico se
administra a un sujeto que lo necesita en una cantidad suficiente para aliviar el sintoma de la indicacion clinica
asociada con el trastorno, opcionalmente donde dicho sujeto es un ser humano, opcionalmente donde el trastorno es
cance
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FIGURA 1
De Chan y Carter, Nat Rev. Inmunol. 2010
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FIGURA 1, continuacién

Anticuerpos biespecificos a base de IgG
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FIGURA 3A
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Matrices de anticuerpos activables multiespecificos

FIGURA 3B
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FIGURA 4
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 11
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FIGURA 12B
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FIGURA 13
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FIGURA 14
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FIGURA 14, continuacién
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FIGURA 15A
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FIGURA 15D
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FIGURA 18A

102 100 102
Concentracién (pM)

FIGURA 18B

102 100 107
Concentracién (pM)

306

104

104

ooft ¢

goft4¢

C225v5-OKT3m-H-N
C225v5-OKT3m-H-C
C225v5-OKT3m-L-C
OKT3

C225v5

Isotipo

C225v5-OKT3m-H-N
C225v5-0KT3m-H-C
C225v5-OKT3m-L-C
OKT3

C225v5

Isotipo



ES2912932 T3

EDIO ==
N-H-WEIMC-GNGZED -e-

(ind) uoloeUasUO) (d) uoloenuasuon
200 o0l 201 _ 0L o0l z0L
0z R roz
. O _
or § tor
(1]
_ .
08 g R
08 S }os
Looy -00%
992ZN - 08YMS

JSI VANDIA

OAljIsod 6900 %

307



€IMO —a—
N-HWEINO-GAGCCO -e-

ES2912932 T3

(nd) uoloeauasuon j (nd) uoroesuasuon _
o . B g o PR AN O T Y o,
e . ”.G W.... . 0 .w...
=] o
A x X,
t—a— ¢ . = o =)
-0000s £ - foooos &
=3 [«
£ 3
| gt S 3,
00000135, -00000L 5.
w (]
(2] 0
(] 1]
> 3
o o
-000051L2 o

&
3
(e

ggzn

dsi viaNnoId

308



ES2912932 T3

GAGEL) —o— 61 VINDIA
N-H-WELAO-GAGECD ==

(wd) ugioenuasuon (Ind) ugisenuasuod (wd) ugioesyuasuod
b 20F p0b 20F DU e $0F 0L o0F 201 #D) e wb  z0% 0L 0L 401 e
[y Fx ’ i s X m m- " . r E™ ' . c mv ™ mw:.ﬂ- u. .m .EG m—-
° . |
-00002 & _ . o &
g © o toos £ 00001 B
-0000F E "t & B
3 e 3 3
3. L 3. 00002 3
00000 m . Q000 m 5 0000 m
S " : S ® 5
9921 -00008 - SOVZHION - -000s) g 9L ELOH -0000¢ &
{(nd) uoloespuasuo)d (wd) uoioeruasuo) (d) uoioesyuasuo)
3 20 a0k #0F 01 e b 200 a0F 201 &0 2 0L 200 g0F 0L 4OL 9.
e = 385, F‘ ﬂ m Ee .ﬂw‘ P e .r ‘n(r..-(l.lO m. r. .m.r 2 F! s D m.
o ) E g
zom_c.ow m ,.Omm@w m Q@ODN m
(0002 w : w -0000% W
2, - OnnnE 2 : k =
00008 e = o Foooos F
F . m s ; m E . : m
EAOMNS -0000 & 6ZIH ~000€ & GLIOH -60008 &
(nd) uoloesuasuod ~(wd) ugioesuasuodn (nd) uoloesyuaauod
i 0L o0 =0 01 e $0L 0L o0F 201 &0} e H0L 08 0L 20l 0L e
[ETPRUREY Y NETPRIPRE i - dok o Wv bbb 0SB SR bbb ...O m- 5 ey FANS OB na m.
> > 3 >
o a g
+0000L & -00002 8 -0000Z &
S 00002 5 FO000Y 5 . -0000% 5
. . [72] [72] [72]
g 3 ° g
08YMS -0000€ S 199/8H ~00009 S £62 -00008

309



350000+
300000+
250000 4

- 2000004

S

50000+

10+

350000+
300000+
250000+
200000
: gimeo-
100000
 50000-

100060+

™
= 500004

104

= 1500004
100000+

ES2912932 T3

FIGURA 20A
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FIGURA 21B
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FIGURA 23B
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