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DESCRIPCION
Nanobodies biespecificos
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a polipéptidos biespecificos tal como se define por las reivindicaciones que
comprenden un dominio variable Unico de inmunoglobulina (ISV) primero, funcional, y uno segundo, de anclaje, en
los que dicho primer ISV se une a una primera diana en la superficie de una célula cancerosa con una baja afinidad
y, cuando se une, inhibe una funcién de dicha primera diana, y un dicho segundo ISV se une a una segunda diana
en la superficie de dicha célula con una alta afinidad, y en los que dicha primera diana es diferente de dicha segunda
diana. La presente divulgacion divulga ademas métodos de identificacion y elaboracion de los mismos.

Antecedentes

Histéricamente, un problema principal con las modalidades de tratamiento contra el cancer era la falta de
especificidad para la célula cancerosa. Una nueva era en terapia contra el cancer comenzé con anticuerpos, que
pueden conferir una verdadera terapia especifica y dirigida. Ya en 1997, se aprobd el primer anticuerpo monoclonal,
es decir, rituximab. Actualmente, los anticuerpos monoclonales se reconocen ampliamente como moléculas
terapéuticas, con mas de 23 aprobaciones solamente en los EE.UU., de las cuales ya 9 en el campo del cancer.
Desafortunadamente, ninguno de ellos es capaz de curar el cancer como agentes individuales. No obstante, seis de
los diez farmacos mas vendidos en la actualidad son anticuerpos monoclonales. Este éxito inicial llevé a numerosas
empresas a desarrollar también terapias basadas en anticuerpos monoclonales. Sin embargo, esta disminuyendo la
razén de terapias con anticuerpos monoclonales aprobadas en comparacion con el ndmero de anticuerpos
monoclonales que ingresan a estudios clinicos.

Diversas células cancerosas sobreexpresan dianas, que estan implicadas en el proceso maligno. HER2 y FGFR son
ejemplos bien conocidos. No obstante, no todas las células malignas sobreexpresan dianas que contribuyen a la
neoplasia maligna. Ademas, las células cancerosas rara vez tienen dianas Unicas en su superficie. En cambio, las
células cancerosas tienen generalmente una constitucion de dianas diferente de las células normales. De hecho,
muchas diferencias entre células normales y malignas son sdlo diferencias de expresion. Este es también uno de los
motivos por los que los biomarcadores de diagnostico son tan dificiles de validar para el cancer. No es sorprendente
que los tratamientos contra el cancer actuales afronten la dificultad de destruir células cancerosas pero evadiendo
las células normales, considerando que los anticuerpos terapéuticos no sélo se uniran a su diana relacionada en la
célula cancerosa sino que también en la célula normal, alterando la funcién de ambas. Esto da como resultado
toxicidad y efectos secundarios no deseados. Los efectos secundarios mas comunmente observados de estos
tratamientos incluyen nauseas, diarrea, estrefiimiento, problemas con la coagulacién sanguinea y cicatrizacion,
tension arterial alta, perforacion gastrointestinal, mareos, anemia, enfisema, dolor y fatiga. Para los pacientes, tales
efectos secundarios pueden tomar el control de la vida cotidiana. Pueden hacer que los pacientes se sientan
incomodos en el mejor e indispuestos en el peor de los casos, lo que afecta a su capacidad para cumplir con sus
tratamientos, o hacer que los tratamientos sean menos eficaces de lo que podrian ser. Estos efectos secundarios
dan como resultado una carga alta tanto en el paciente asi como en la sociedad. Varios ensayos clinicos tuvieron
incluso que detenerse debido a la gravedad de los efectos secundarios y la toxicidad. Por ejemplo, los resultados
iniciales con el anticuerpo 12F4 de GSK parecian muy prometedores. Sin embargo, los episodios cardiovasculares
requirieron que se detuvieran los estudios clinicos. Otro ejemplo lo presenta el bloqueo de PDGFRp por CDP860, un
conjugado fragmento Fab’-polietilenglicol disefiado por ingenieria genética, que condujo a una grave acumulacién de
liquidos en pacientes con cancer de ovario o colorrectal, asociada con volumen vascularizado del tumor aumentado
(Jayson et al. 2005, J Clin Oncol 23:973-981).

Un intento para disminuir la toxicidad y los efectos secundarios fue aumentado la afinidad de los anticuerpos para las
dianas funcionales. Asi, pudieron administrarse menores dosis de anticuerpos, que se unirian preferentemente a las
células cancerosas que sobreexpresan estas dianas pero menos a células normales que tiene menos dianas.
Aunque en teoria esto disminuiria la toxicidad y los efectos secundarios, un inconveniente principal de la afinidad
aumentada fue la penetracion tumoral reducida debido a la rapida eliminacién del anticuerpo tras la internalizacion
mediada por la diana (Schmidt et al. 2008 Canc Imm Imm 57(12): 1879-1890; Ackermann et al. 2008 Mol Cancer
Ther 2008;7:2233-2240).

Un intento adicional para disminuir la toxicidad y los efectos secundarios no deseados fue creando anticuerpos
biespecificos que se unen a dos dianas diferentes (véase la revision por Kontermann, MAbs 2012 4(2):182-97. doi:
10.4161/mabs.4.2.19000. Epub 1 de marzo de 2012: Dual targeting strategies with bispecific antibodies). Pueden
usarse anticuerpos biespecificos para el direccionamiento dual de receptores de la superficie celular esencialmente
de dos maneras: (i) dirigiendo los receptores de la superficie celular expresados en la misma célula (actuando in cis),
y (i) redirigiendo un resto terapéuticamente activo, es decir, moléculas efectoras y células efectoras (actuando in
trans). En su formato cis mas simple, puede considerarse que una célula cancerosa comprende una combinacion
Unica de dos dianas en comparacién con células normales. Esta combinacién de dianas no esta presente como tal

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2779 123 T3

en células normales, pero cada diana individual esta presente en un tipo de célula normal particular. Simplemente
proporcionando una mezcla de dos anticuerpos monoclonales (AcM) que se unen cada uno a una diana especifica
no aumentaria la especificidad para la célula cancerosa. Por tanto, se planteé la hipétesis de que este inconveniente
podria superarse creando anticuerpos biespecificos capaces de la unién simultanea a dos dianas diferentes (véase,
por ejemplo, Chames y Baty 2009 mAbs I:6 539-549). Aunque se han generado con éxito anticuerpos biespecificos,
son dificiles de producir dado que requieren la fusion de una cadena pesada y una ligera, que en la practica da como
resultado una representacion excesiva de productos de fusion erréneos. Por tanto, se han sugerido diversos
formatos biespecificos diferentes, la mayoria basados en la combinacion de fragmentos monovalentes, pero ninguno
de los cuales se ha aprobado. Se piensa que los fragmentos monovalentes carecen de la alta afinidad requerida y
los largos tiempos de retencion de anticuerpos convencionales. MEHD7945A es un ejemplo de un AcM “dos en uno”
con especificidad para EGFR y Her3, que actualmente esta sometiéndose a prueba en ensayos clinicos tempranos.
Ambos miembros tienen altas afinidades para EGFR (1,9 nM) y Her3 (0,39 nM), pero no se demostré la union
simultanea a ambos receptores. En total, pocos candidatos basados en estos formatos han llegado a la practica
clinica. Basandose en esto, se sugirié desarrollar nuevos formatos.

Aparte del formato, se considerd deseable que cada uno de los dominios de unién individuales en el anticuerpo
biespecifico debia unirse a una diana que contribuye a la neoplasia maligna, impidiendo de ese modo la posible
abundancia o resistencia de dianas individuales. Por ejemplo, el anticuerpo biespecifico puede unirse a dos epitopos
en el mismo receptor. Jaenichen et al. (2009) describen un Nanobody biespecifico, en el que los dominios se unen a
diferentes epitopos en CXCR4. Ademas, se han generado biespecificos con dos funcionalidades en células
diferentes, por ejemplo, dirigiendo el sistema inmunitario del huésped hacia la célula cancerosa (formato trans). La
aplicacion mas ampliamente usada de este enfoque es en inmunoterapia contra el cancer, en la que los anticuerpos
biespecificos se han disefiado por ingenieria genética para unirse simultaneamente a una célula citotéxica (usando
un CD3 similar a receptor) y una diana como célula tumoral que va a destruirse. Aunque este enfoque aumenta la
eficacia de la terapia destruyendo células cancerosas, permanece el problema de la especificidad.

Los anticuerpos biespecificos de la técnica se disefian especificamente para unirse simultaneamente a multiples
rutas de activacion del receptor y de transduccion de la sefializacion aguas abajo.

Roovers et al. 2011 J Canc 129:2013-2024 se refieren a un Nanobody® anti-EGFR biparatépico que inhibe el
crecimiento de tumores solidos.

El documento WO02007/042289 en nombre de Ablynx se refiere a Nanobodies® y polipéptidos contra EGFR y/o IGF-
IR, que son ambos antigenos asociados a tumor (AAT).

Rozan et al. 2013 Mol Canc Ther 12:1481-1491 se refieren a anticuerpos biespecificos sin ligador y basados en
anticuerpos de un solo dominio que seleccionan como diana y activan FcyRllla.

El documento W02007/066106 en nombre de Domantis se refiere a ligandos que tienen especificidad de unién para
EGFR y/o VEGF y que ambos funcionan para inhibir la funcidon respectiva de su diana, pero no funcionan para
potenciar la unién de su pareja.

El documento W0O2013/064701 en nombre de ArgenX se refiere a anticuerpos biespecificos y a métodos para aislar
a los mismos, pero ambos no estan presentes en la superficie de una célula.

El documento WO2010/037838 en nombre de Micromet se refiere a anticuerpos de cadena sencilla biespecificos
especificos de especies cruzadas, de los cuales el 1°" resto se une a CD3g, que funciona para reclutar la actividad
de una célula efectora inmunitaria humana, mientras que el 2° resto es un AAT.

El documento W02009/030285 en nombre de Ablynx se refiere a moléculas de unidon con multiples sitios de unién, a
composiciones que comprenden las mismas y a usos de las mismas, en las que el primer sitio de unién se
superpone con el segundo sitio de union.

Lu et al. 2004 JBC 279:2856-2865 se refieren al bloqueo simultaneo de ambas rutas de sefalizacion de EGFR y de
IGFR en células cancerosas con un anticuerpo biespecifico recombinante completamente humano, en las que
ambos restos de unién tienen una alta afinidad por su diana respectiva.

Robinson et al. 2008 Br J Canc 99:1415-1425 se refieren a la seleccion como diana del heterodimero de los AAT
ErbB2 y ErbB3 con un Fv de cadena sencilla biparatdpico (scFv).

El documento W02012/042026 en nombre de Ablynx se refiere a materiales biologicos relacionados con c-Met,
posiblemente en combinacion con VEGF y/o EGFR, que son todos inhibidores y AAT.

Sera evidente que soélo unas pocas patologias, por ejemplo, tipos de cancer, son susceptible a este enfoque dado
que no todas las células enfermas o aberrantes, por ejemplo, células malignas, sobreexpresan dianas que
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contribuyen a la patologia, por ejemplo, neoplasia maligna.

La unién a una diana de la superficie de una célula cancerosa a veces es insuficiente para administrar un efecto
terapéutico potente. Recientemente, el concepto de conjugacion de compuestos citotdxicos con anticuerpos
monoclonales (denominados conjugados anticuerpo-farmaco o ADC) ha logrado un gran interés para mejorar la
eficacia. Para la administracion dirigida de una carga util citotoxica, la eleccion de una diana que discrimina entre
células tumorales y normales es incluso mas critica que para anticuerpos de bloqueo funcionales, debido a la alta
toxicidad de las cargas utiles. Hasta donde se conoce, no existe ningun precedente para el uso de anticuerpos
biespecificos en ADC o radioinmunoterapia (RIT) para mejorar la selectividad tumoral.

Por consiguiente, existe margen de mejora.
Sumario de la invencion

La terapia con anticuerpos es ahora una parte importante del arsenal terapéutico de los médicos para batallar con
enfermedades y especialmente el cancer. Todas las terapias con anticuerpos aprobadas contemporaneamente se
basan en anticuerpos monoespecificos. Sin embargo, el uso médico de muchos de estos anticuerpos se ve
gravemente impedido por su toxicidad sistémica intrinseca. EI motivo principal que subyace a esta toxicidad
generalizada es su patron de union pleotrépico: los anticuerpos se unen a sus dianas relacionadas no sélo en las
células enfermas, tales como células cancerosas, sino también en células normales, dando como resultado toxicidad
y efectos secundarios no deseados cuando se administran en altas dosis.

La técnica necesita terapias mas eficaces, tales como terapias contra el cancer, que tengan selectividad y
especificidad superiores para células enfermas, tales como células cancerosas, con respecto a células normales,
reduciendo de ese modo la toxicidad y los efectos secundarios.

Los presentes inventores propusieron la hipétesis de que la especificidad de la terapia con anticuerpos para la célula
enferma, por ejemplo célula cancerosa, con respecto a la célula normal podria aumentarse significativamente por
polipéptidos biespecificos que comprendan al menos dos subunidades que tengan diferentes afinidades y
funcionalidades. Este concepto no sélo aumenta la especificidad operacional para una célula enferma, disminuyendo
de ese modo la toxicidad y los efectos secundarios, también amplia el nimero de posibles dianas terapéuticas. En la
invencion, estas subunidades o bloques de construccion son dominios variables Unicos de inmunoglobulina (ISV), tal
como Nanobodies. El primer ISV de dicho polipéptido biespecifico se une a una primera diana en la superficie de
una célula, pero debe tener, en contra de la intuicion, una baja afinidad por su diana, lo que hace que este ISV sea
esencialmente inactivo en ausencia de unién adicional a un marcador celular. Si se une a la diana, el primer ISV
inhibe la funcién de la misma, tal como un receptor de la superficie celular implicado en el proceso maligno (ISV
funcional). Sin embargo, dicho primer ISV s6lo se unira de manera eficaz a su diana, cuando esté soportado por el
segundo ISV (ISV de anclaje). El segundo ISV de dicho polipéptido biespecifico se une con una alta afinidad a una
segunda diana en la superficie de una célula, que es diferente de la primera diana (ISV de anclaje). Si se une a la
diana, el ISV de anclaje inhibe preferiblemente la funciéon del mismo hasta una cantidad limitada, si es que lo hace.
Aunque la primera diana puede estar presente en células normales, la baja afinidad del ISV funcional, y por
consiguiente la ausencia de unidn, la funciébn de células normales se vera minimamente o no alterada.
Preferiblemente, la funcion de las células normales también se altera marginalmente por la union del ISV de anclaje,
dado que este ISV de anclaje se desarrolla especificamente para minimizar su impacto sobre la funciéon normal de la
segunda diana. Solo en el caso de células que expresan ambas dianas, el ISV de anclaje se une con alta afinidad y
permite de ese modo que el ISV funcional perturbe de manera eficaz la funciéon de la primera diana. Este concepto
no soélo aumenta la especificidad para la célula enferma, por ejemplo, una célula cancerosa, disminuyendo de ese
modo la toxicidad y los efectos secundarios, sino que también amplia el nimero de posibles dianas.

El concepto es ampliamente util. Sin embargo, antes de que pudiera validarse este concepto, tenian que superarse
diversos problemas practicos por los presentes inventores.

(1) Tal como se establecié anteriormente, en general, los anticuerpos se seleccionan para determinar la afinidad
mas alta, mientras que los agentes de union de baja afinidad se descartaran. En este caso, no sélo se requieren
agentes de unién de baja afinidad, sino que estos agentes de unidn de baja afinidad deben impedir al mismo tiempo
la funcién de su diana cuando se unen. Dado que la unién no es sencilla, someter a prueba su funcién es un desafio.

(2) En el brazo de anclaje, debe comprobarse y someterse a prueba ademas que los agentes de unién de alta
afinidad tengan sélo un impacto minimo sobre la funcién de su diana.

(3) Debe establecerse que la interaccion combinada de los dos bloques de construccion, por ejemplo ISV, en un
formato biespecifico se lea correctamente, diferenciandose de un posible efecto aditivo de cada agente de union
individual.

Los presentes inventores superan estos problemas disefiando, entre otros, métodos de seleccién especificos tal
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como resultara evidente mas adelante en la solicitud.

Con el fin de validar la generalidad del concepto, los presentes inventores usaron la selecciéon como diana selectiva
de células madre leucémicas en LMA como caso de prueba, principalmente por tres motivos.

En primer lugar, la leucemia mielégena aguda (LMA) proporciona las dianas necesarias para demostrar la viabilidad
del concepto como tal, dado que las dianas también se expresan de manera ubicua en células normales. En
segundo lugar, es dificil que se unan especificamente a las dianas elegidas, dado que forman parte de grandes
familias de receptores relacionados y, por tanto, dificiles de diferenciar entre si. Asi, si se demuestra la viabilidad del
concepto con las dianas elegidas, puede suponerse con seguridad que el concepto funciona también con otras
dianas. Ademas, existe una clara necesidad médica en LMA.

Tras demostrar la viabilidad del concepto en LMA, los inventores corroboraron ademas la amplia generalidad del
concepto usando otros formatos, incluyendo combinaciones de dianas no relacionadas, para las que se desconoce
la ubicacién conjunta en la membrana celular. Se demostré selectividad tumoral potenciada con ISV de anclaje anti-
CEA e ISV funcionales anti-EGFR. El concepto no sélo es aplicable en el campo del cancer, sino también en todos
los campos en los que la especificidad y selectividad de la célula diana frente a una célula normal es un problema
(véase lo anterior). De hecho, los inventores demostraron un aumento de potencia de 150 veces en la inhibicion de
VIH usando ISV funcionales anti-CD4 e ISV de anclaje anti-CXCR4. Otra area en la que puede emplearse faciimente
el direccionamiento biespecifico es en el bloqueo preferencial o la interaccion de subconjuntos de células normales.
Como un ejemplo, ser capaz de modular especificamente las rutas inflamatoria e inmunitaria sélo en subconjuntos
especificos de células T (es decir, aquellos relevantes para el proceso de enfermedad) podria proporcionar una
mayor eficacia y menores toxicidades. También se demostré que subconjuntos de células T diferentes pero
estrechamente relacionados implicados en inflamacién pueden bloquearse especificamente mediante este enfoque,
es decir, se usaron ISV contra los receptores de interleucina-12 (IL-12R) para células Tn1 y el receptor 23 de
interleucina-23 (IL-23R) para células Tr17 como ISV funcionales y se us6 un ISV anti-CD4 como ISV de anclaje.

Aumento de especificidad y selectividad en el direccionamiento de células tumorales ~ LMA

La leucemia es una enfermedad maligna de la médula 6sea y la sangre que se caracteriza por la acumulacion
incontrolada de glébulos blancos. La leucemia se clasifica como o bien mielégena o bien linfocitica, segun el tipo de
célula implicada (células precursoras mieloides o linfocitos T y B, respectivamente). La leucemia se clasifica ademas
como o bien croénica o bien aguda, basandose en la presentacion clinica y el transcurso. La leucemia aguda es una
forma de la enfermedad que progresa rapidamente que da como resultado la acumulacién de células funcionales
inmaduras (blastocitos) en la sangre, la médula espinal y los tejidos. A menudo, la médula ya no puede producir
suficientes glébulos rojos, glébulos blancos y plaquetas, lo que conduce a anemia, capacidad reducida para combatir
infecciones y hematomas y sangrado faciles. La leucemia cronica progresa mas lentamente y permite que se
produzca un mayor nimero de células funcionales mas maduras. El diagndéstico de leucemia requiere un analisis de
sangre, una biopsia de médula ésea y, en algunos casos, una puncion lumbar. Se usan histologia, citometria de flujo
(inmunofenotipado), citoquimica y citogenética (analisis de ADN) de la médula 6sea y/o sangre para determinar el
tipo y subtipo de leucemia exacto. Existen cuatro tipos principales de leucemia: (1) leucemia linfocitica aguda (LLA,
también conocida como leucemia linfoide aguda o leucemia linfoblastica aguda); (2) leucemia mielégena crénica
(LMC, también conocida como leucemia granulocitica cronica, leucemia mielocitica crénica o leucemia mieloide
cronica); (3) leucemia linfocitica cronica (LLC, también denominada leucemia linfoide crénica). La leucemia de
células pilosas (LCP) es un tipo raro de leucemia linfoide cronica; y (4) leucemia mielégena aguda (LMA, también
conocida como leucemia mielocitica aguda, leucemia mieloblastica aguda, leucemia granulocitica aguda o leucemia
no linfocitica aguda). Los sellos distintivos de LMA son una proliferacion anémala de células progenitoras mieloides
(“blastocitos”) en la médula 6sea, tasa de autodestruccion reducida y detenciéon de la diferenciacion celular. Cuando
los blastocitos pierden su capacidad para diferenciarse de manera normal y para responder a reguladores normales
de la proliferacion celular, el resultado son infecciones frecuentes, sangrado e infiltracion de 6rganos. Las células
leucémicas estan dotadas de una ventaja de supervivencia anémala con respecto a células normales sanas, de
manera que la médula 6sea y la sangre periférica se pueblan cada vez mas por blastocitos inmaduros que bordean
a los globulos normales. La LMA es el trastorno mieloide maligno mas comun en adultos. En los EE.UU., durante el
afo 2009: LMA: 12.810 nuevos casos (aproximadamente el 90% en adultos); LLA: 5.760; LMC: 5.050; LLC: ~15.490
nuevos casos; otras leucemias: 5.680. La mediana de edad de presentacion es de 70 afios, y la enfermedad afecta a
mas hombres que mujeres aunque la LMA infantil no es poco habitual. El tratamiento actual es quimioterapia
agresiva. Existe una remision completa en el 50-80% de los pacientes, pero con frecuencia enfermedad residual y
recidiva. El trasplante de células madre autdlogas o alogénicas se requiere para restaurar la inmunidad. La LMA se
asocia con la tasa de supervivencia mas baja de todas las leucemias. La tasa de supervivencia a los 5 afios para
pacientes menores de 60 afios es del 30%, mientras que la tasa de supervivencia a los 5 afios para pacientes
mayores de 65 afios es de menos del 10%. Asi, existe una clara necesidad médica.

Se supone que la LMA se origina a partir de células madre leucémicas (LSC) inmaduras CD34+CD38- que residen
en la médula 6sea. Solo los blastocitos o las LSC CD34+CD38- son capaces de injertar y establecer LMA en ratones
NOD/SCID. Las LSC CD34+CD38- en la médula 6sea puede evadir la muerte inducida por quimioterapia. Las
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células estromales pueden proteger las células de LMA de la apoptosis inducida por quimioterapia. Por consiguiente,
la terapia sol6 es exitosa si puede eliminar células madre leucémicas de LMA en la médula ésea (MO).

Asi, el direccionamiento selectivo y eficaz de LSC de LMA humanas requiere antigenos de la superficie celular que
se expresen preferentemente en LSC de LMA en comparaciéon con células madre hematopoyéticas normales,
incluyendo CD123, CD44, CLL-1, CD96, CD47, CD32, CXCR4, Tim-3 y CD25. Los anticuerpos monoclonales (AcM)
que seleccionan como diana CD44, CD123 y CD47 han demostrado eficacia contra LSC de LMA en modelos de
xenotrasplante.

La existencia de LSC es un objeto de debate dentro de la investigacion médica, porque muchos estudios no han
descubierto con éxito las similitudes y diferencias entre células madre tisulares normales y células madre
cancerosas. Se propone que las células madre tumorales persisten en tumores como poblacion distinta y provocan
recidiva y metastasis dando lugar a nuevos tumores. Por tanto, el desarrollo de terapias especificas dirigidas a CSC
(células madre cancerosas) mantiene la esperanza de una mejora de la supervivencia y calidad de vida de pacientes
con cancer, especialmente para los que padecen enfermedad metastasica.

La primera evidencia concluyente para células madre cancerosas se publico en 1997 en Nature Medicine. Bonnet y
Dick aislaron una subpoblacién de células leucémicas que expresan un marcador de superficie especifico CD34,
pero carecen del marcador CD38. Los autores establecieron que la subpoblacién de CD34*/CD38" es capaz de
iniciar tumores en ratones NOD/SCID que son histolégicamente similares al donante. Evidencias adicionales
provienen de la histologia, el estudio de la estructura tisular de tumores. Muchos tumores son muy heterogéneos y
contienen muiltiples tipos de células nativas para el 6rgano huésped. La heterogeneidad se retiene comunmente por
metastasis tumorales. Esto implica que la célula que las produce tenia la capacidad de generar multiples tipos de
células. En otras palabras, posee un potencial multidiferenciativo, un sello distintivo clasico de células madre. Ya que
las LSC formarian una proporcion muy pequefia del tumor, esto puede no seleccionar necesariamente farmacos que
actuen especificamente en las células madre. En la leucemia mieloide aguda humana, la frecuencia de estas células
es de menos de 1 en 10.000. La teoria sugiere que las quimioterapias convencionales destruyen células
diferenciadas o en diferenciacion, que forman la mayor parte del tumor pero son incapaces de generar nuevas
células. Una poblacion de LSC, que la generd, podria permanecer intacta y provocar una recidiva de la enfermedad.

En el trabajo actual, se han usado los antigenos modelo CD123 y CXCR4. Aunque hasta donde se sabe, la
expresion conjunta de CD123 y CXCR4 en LSC de LMA CD34*/CD38 no se ha notificado, existen numerosos
estudios que notifican la expresion de cualquiera de estos antigenos en LSC de LMA.

La expresion de CD123 se ha demostrado en blastocitos de LMA, asi como en la subpoblacién de CD34*/CD38" en
diferentes con pacientes LMA. A menudo se expresa junto con CD34 en otras leucemias, por ejemplo, leucemia
linfoblastica aguda de precursores de células B (LLA-B). Los blastocitos en el 91% de los pacientes con LLA-B
expresaron ambos antigenos, mientras que el 11% no expresdé ninguno. Por el contrario, se encontré6 que los
precursores de células B normales de la médula 6sea expresaban o bien CD123 o bien CD34, pero no la
combinacion (Hassanein et al. 2009, Am J Clin Pathol 2009 Oct;132(4):573-80: Distinct expression patterns of
CD123 and CD34 on normal bone marrow B-cell precursors (“hematogones”) and B lymphoblastic leukemia blasts).

De manera similar, se ha demostrado la expresion de CXCR4 en blastocitos de LMA asi como en LSC de LMA
CD34*/CD38", pero también se expresa en células madre hematopoyéticas normales. Se ha encontrado que el
inhibidor de CXCR4, plerixafor, es un fuerte inductor de la movilizacion de células madre hematopoyéticas desde la
médula ésea hasta el torrente sanguineo como células madre de sangre periférica. La movilizaciéon de células madre
de sangre periférica, que es importante como fuente de células madre hematopoyéticas para el trasplante, se realiza
generalmente usando G-CSF, pero no es eficaz en alrededor del 15 al 20% de pacientes. La combinacion de G-CSF
con plerixafor aumenta el porcentaje de personas que responden a la terapia y produce suficientes células madre
para el trasplante. El farmaco esta aprobado para pacientes con linfoma y mieloma mudltiple, y se estan llevando a
cabo estudios clinicos de estadio temprano para el uso de plerixafor en LMA.

Un Nanobody biespecifico que inhiba CXCR4 sdélo en el contexto de la combinacion CXCR4/CD123 tendria el
potencial para seleccionar como diana de manera selectiva LSC para su liberacién de la médula ésea hacia la
periferia en la que se vuelven accesibles para quimioterapia convencional en el caso de terapia posterior a la
remision en pacientes con LMA. Las células progenitoras y las células madre hematopoyéticas normales y los
glébulos blancos que no expresan CD123 (o sélo a niveles muy bajos) no se verian afectados.

El receptor acoplado a proteinas G (GPCR) CXCR4 y su factor 1 derivado del estroma de ligando (SDF-1/CXCL12)
desempefian papeles importantes debido a su implicacion en la interferencia entre células de leucemia y el
microentorno de la médula ésea (MO). La expresion de CXCR4 se asocia con un mal prondstico en pacientes con
LMA con y sin el gen FLT3 mutado. CXCL12, que se secreta de manera constrictiva de células estromales de la MO
y células LMA, es critico para la supervivencia y retencion de células de LMA dentro de la MO. Se demostro in vitro
que los antagonistas de CXCR4 inhibian la migracion de células de LMA en respuesta a CXCL12. Ademas, se
demostré que tales antagonistas inhiben la supervivencia y el potencial de formacién de colonias de células de LMA

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2779 123 T3

y anulan los efectos protectores de células estromales en apoptosis inducida por quimioterapia en células de LMA.
Se encontré in vivo, usando modelos de ratones inmunodeficientes, que los antagonistas de CXCR4 inducian la
movilizacion de células de LMA y células progenitoras hacia la circulacion y potenciaban los efectos antileucémicos
de la quimioterapia. A pesar de que los GPCR representan una de las principales dianas farmacéuticas, es
sorprendente que la practica clinica del tratamiento contra el cancer incluya sélo unos pocos farmacos que actuan
en la sefalizacion mediada por GPCR. A pesar del reconocimiento de que los GPCR pueden actuar como
oncogenes Yy supresores tumorales regulando las redes de sefializacion oncogénicas, se utilizan pocos farmacos
que seleccionan como diana GPCR en terapia contra el cancer. Entre los ejemplos esporadicos se encuentra el
método de referencia de tratamiento endocrino para los canceres de préstata y de mama sensibles a hormonas.

Por tanto, los presentes inventores disefiaron un anticuerpo biespecifico CXCR4-IL3Ra. Este anticuerpo biespecifico
tiene el potencial para seleccionar como diana de manera selectiva LSC, dado que IL3Ra (también conocido como
CD123) es un marcador para LSC. Las HSC y HPG normales y los glébulos blancos normales no se verian
afectados por el Nanobody CXCR4, ya que estas células sélo expresan débilmente o no expresan CD123.

En un estudio de prueba de concepto in vitro inicial de lineas celulares de LMA con diferentes niveles de expresion
enddgena de CXCR4 y CD123 se usaron para someter a prueba las potencias de polipéptidos biespecificos CXCR4-
CD123. Los polipéptidos biespecificos se sometieron a prueba para determinar las potencias en un ensayo
quimiotactico dependiente de CXCR4, en comparacion con lineas celulares que expresan sélo CXCR4 o CXCR4
con el segundo receptor. Se midi6 un aumento de 15-150 sin precedentes en la potencia de los polipéptidos
biespecificos en comparacion con el Nanobody CXCR4 monovalente, pero solo en las células que expresan ambas
dianas. Hubo un efecto claro de la posicion del Nanobody CXCR4 en el polipéptido biespecifico, y sélo se observé el
aumento de potencia selectiva para el Nanobody CXCR4 con la menor afinidad.

Aunque este concepto se sometid a prueba con dos Nanobodies CXCR4 distintos, con diferentes epitopos y
afinidades, solé mostraron un potenciamiento las combinaciones con un Nanobody CXCR4 de menor potencia
(65 nM como monovalente). Esto indicaria que la afinidad es un parametro critico.

Ademas, el cambio a un anclaje completamente diferente usando un Nanobody CD4 de la misma afinidad (1 nM) dio
como resultado un aumento de potencia de 150 veces. Dado que los niveles de expresion del anclaje CD4 fueron
muchos mayores que para CD123 en las mismas células, parece que los niveles de expresion relativos del anclaje
con respecto a la diana funcional pueden ser un determinante adicional para el nivel de potenciamiento logrado.

Aumento de especificidad y selectividad en el direccionamiento de células tumorales ~ EGFR

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un miembro del receptor de tirosina cinasa ErbB que se
expresa en muchas células humanas normales de origen epitelial, desempefiando un papel importante en el
crecimiento, la diferenciacion y la proliferacion celular. En la piel, se expresa normalmente en la epidermis, las
glandulas sebaceas y el epitelio del foliculo piloso, en los que desempefia un niumero de papeles importantes en el
mantenimiento de la salud de la piel normal. A menudo se sobreexpresa o desregula en una variedad de tumores
solidos, incluyendo neoplasias gastrointestinales. EI EGFR desregulado puede dar como resultado crecimiento,
proliferacion y angiogénesis celular incontrolados, y se asocia con un peor pronéstico, manifestado por un potencial
metastasico aumentado y una peor supervivencia global.

Se ha demostrado que EGFR esta implicado en el crecimiento, la metastasis y la angiogénesis tumoral. Ademas,
muchos canceres expresan EGFR, tales como cancer de vejiga, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer de
mama, cancer de pulmoén (por ejemplo, carcinoma de pulmon de células no pequefias), cancer gastrico, cancer de
pancreas, cancer de préstata, cancer de cabeza y cuello, cancer renal y cancer de vesicula biliar. Los agentes que
seleccionan como diana la ruta de sefalizacion mediada por EGFR forman parte cada vez mas de las herramientas
terapéuticas para el tratamiento de carcinoma avanzado de pulmén, de cabeza y cuello y colorrectal. Los inhibidores
de EGFR aprobados en Europa incluyen los AcM panitumumab y cetuximab, y los inhibidores de tirosina cinasa
erlotinib y gefitinib. Aunque se ha demostrado que estos farmacos son eficaces en el tratamiento de una variedad de
neoplasias, toda la clase de agentes de EGFR se asocia con una alta prevalencia de efectos secundarios
dermatoldgicos, mas comunmente erupcion cutanea, y una alta tasa de interrupcion del paciente debido a toxicidad.
Este estado reversible requiere la intervencion en aproximadamente un tercio de los pacientes. Se ha notificado
erupcion cutanea en el 80%-90% de los pacientes con canceres colorrectales tratados con AcM dirigidos por EGFR.
En el entorno clinico, hasta el 32% de médicos ha notificado la interrupcion, y el 76% ha notificado el mantenimiento
del tratamiento con EGFR debido a toxicidad de la piel (Melosky et al. 2009). Ademas de la toxicidad relacionada
con la diana, debido a la alta expresion de EGFR en el higado y otros tejidos normales, la dosis administrada es alta,
ya que los anticuerpos saturan en primer lugar los tejidos normales. El direccionamiento de EGFR con agentes
terapéuticos disponibles actualmente no es eficaz en todos los pacientes, o para todos los canceres (por ejemplo,
canceres que expresan EGFR). Por tanto, existe la necesidad de agentes mejorados para tratar cancer que expresa
EGFR y otras patologias relacionadas con EGFR.

Como segunda diana de anclaje, se uso6 el antigeno carcinoembrionario (CEA, también conocido como CEACAMS).
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CEA es un antigeno especifico de tumor bien conocido expresado en muchos tipos de tumor. Es un marcador
asociado a tumor establecido para canceres del tracto gastrointestinal, encontrado también en canceres de mamay
de pulmoén. CEA es una glicoproteina de la superficie celular anclada a glicosilfosfatidilinositol (GPI) que desempefia
un papel en la adhesion celular. Una forma soluble aumenta en el suero en cancer, y se usa como biomarcador
(niveles de CEA normales en suero < 5 ng/ml; niveles de CEA elevados > 5 ng/ml). La expresion de CEA se
restringe a primates, y la expresion es baja en tejido normal, cuya expresion puede alcanzar niveles 60 veces
mayores en un tumor que aquella en tejidos sanos. Sin embargo, CEA se elimina por fosfolipasas de la superficie
celular a través de la escision de su ligacién a GPI, lo que provoca que la proteina se libere en la circulacion, que
actia como sumidero.

La expresion conjunta de EGFR y CEA se ha notificado para los canceres gastrico y colorrectal, en tumores
primarios y en metastasis peritoneal, con una mayor expresion en membrana de CEA que EGFR en la mayoria de
los casos (Ito et al. 2013, Tiernan et al. 2013). Esto convierte a CEA en una diana util que sirve como anclaje para
combinarse con EGFR para el bloqueo funcional de una manera selectiva de tumor.

Dado que el aumento de avidez se basa en dos proteinas de membrana expresadas en la misma célula, no se
espera que el CEA soluble actie como sumidero para el Nanobody biespecifico de CEA.

También se ha demostrado en este caso los potenciamientos de potencia con polipéptidos biespecificos para la
combinacién de dianas EGFR y CEACAMS, exclusivamente en células que expresan conjuntamente ambos
receptores.

Aumento de especificidad y selectividad en el direccionamiento de subconjuntos de células T en inflamacion

La inmunidad mediada por células T es un procedimiento adaptativo de desarrollo de linfocitos T especificos de
antigeno (Ag) para eliminar infecciones virales, bacterianas o parasitarias, o células malignas. La inmunidad
mediada por células T también puede implicar el reconocimiento aberrante de auto-Ag, lo que conduce a
enfermedades inflamatorias autoinmunitarias. La inmunidad mediada por células T es el elemento central del
sistema inmunitario adaptativo e incluye una respuesta primaria por células T indiferenciadas, funciones efectoras
por células T activadas y persistencia de células T de memoria especifica de Ag. La IL-12 esta implicada en la
diferenciacion de células T indiferenciadas en células Th1. La L-23 induce la diferenciacion de células T CD4*
indiferenciadas en células T cooperadoras altamente patégenas.

Los receptores de IL-23 y IL-12 pertenecen a la misma familia de receptores de citocinas. Ambos receptores son
heterodimeros, de los cuales se requieren ambas subunidades para la unidon de alta afinidad del ligando y la
actividad. El IL12RpB1 es el receptor comun compartido por ambos heterodimeros, y se une tanto a IL-12 como a IL-
23 a través de la subunidad 40 compartida. El IL12RB2 se une especificamente a la subunidad p35de IL-12, y por
tanto es especifico para el IL-12R. De manera similar, el IL-23R es la subunidad especifica que se une a la
subunidad p39 de IL-23. Las citocinas de IL-12 y IL-23, respectivamente, impulsan respuestas tipo Th1y Th17. La
expresion de cada uno de estos receptores se restringe a tipos de células especificos, tanto en raton como en
humano. Si bien IL12RB2 se expresa por células NK y un subconjunto de células T, la expresion de IL-23R se
restringe a subconjuntos de células T especificos, un nimero pequefio de células B y células linfoides innatas.

La IL-23 contribuye a la inflamacién crénica induciendo la produccion de IL-17 mediante células T de memoria. La
inflamacion mediada por células Thi7 se ha identificado en varios érganos y tejidos humanos, incluyendo el ojo, el
cerebro, la piel, el higado, el colon, el rifidn, los testiculos, las articulaciones y el pulmén. Numerosas citocinas
inducidas por células Tn7 activadas, tales como IL-22, IL-17, IFN-y, TNF-a e IL-6, desempefian papeles esenciales
durante las enfermedades inflamatorias. Estas citocinas conducen a la aparicion de uveitis, encefalomielitis
autoinmunitaria, psoriasis, hepatitis, enfermedad inflamatoria intestinal, nefritis, orquitis, artritis reumatica y asma.

Se ha demostrado que los polipéptidos biespecificos CD4-IL-12RB2 y CD4-IL-23R muestran bloqueo funcional
selectivo de una manera especifica del subconjunto de células T, en ensayos con células T heterogéneas asi como
PBMC. Ademas, se demostré la union selectiva de los polipéptidos biespecificos a subconjuntos de células T CD4*,
mientras que los Nanobodies IL12Rp32 monovalentes sélo mostraron una mala unién a células T CD4* y CD8".

Con respecto a las afinidades, incluso Nanobodies de muy baja afinidad en el miembro funcional proporcionaron
potenciamientos de potencia tras el formateado con un Nanobody CD4 de anclaje de alta afinidad. Aunque la unién
celular podia no siempre medirse con precision para Nanobodies con velocidades de disociacion rapidas (>1.E-02),
la competicion por ligandos demostré blogueo funcional con CI50 que oscilaban entre 10-16 nM.

Aumento de especificidad y selectividad en el direccionamiento de VIH ~ CXCR4 y CD4

La infeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), si se deja sin tratar, casi siempre conduce a la
muerte de la persona infectada. El VIH infecta las células T CD4" y conduce a una disminucioén en el nimero de
células T CD4* en la persona infectada. Cuando los nimeros de células T CD4* disminuyen por debajo de un nivel
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critico, la inmunidad mediada por células se pierde de manera eficaz, y aparecen infecciones con una variedad de
microbios oportunistas, dando como resultado el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Dado que la
persona infectada por VIH ya no puede defenderse contra estas infecciones oportunistas, el paciente sucumbira
finalmente a una de estas infecciones.

Actualmente no hay disponible una cura para el VIH/SIDA. Sin embargo, las personas infectadas por VIH pueden
suprimir la proliferacién del virus por medio de una variedad de opciones de tratamiento antiviral. El tratamiento
actual para la infeccion por VIH consiste en terapia antirretroviral altamente activa, o HAART (por sus siglas en
inglés). La HAART consiste en la administracion de un céctel de miltiples compuestos antivirales. Sin embargo,
dado que el VIH muta facilmente, el virus a menudo se vuelve resistente a uno o mas compuestos en el coctel de la
HAART. Ademas, la HAART se asocia con un nlimero de efectos secundarios. Por tanto, se necesitan nuevas
terapias para tratar la infeccién por VIH.

Un acontecimiento critico durante la infeccién por VIH es la entrada de VIH en células T CD4*. Una vez que el virus
ha entrado en las células T, el virus secuestra la maquinaria de replicaciéon de la célula T para producir copias
adicionales de VIH promoviendo de ese modo la infecciéon. Impidiendo la entrada de VIH en las células T CD4*
proporciona una opcion terapéutica importante para el tratamiento y la prevencion de infeccién por VIH.

El VIH tiene la capacidad de mutar frecuentemente y se ha demostrado que es capaz de “mutar fuera”, y se vuelve
resistente a, un nimero de regimenes de tratamiento antiviral, incluyendo regimenes que se dirigen hacia la
inhibicién de proteasas del VIH y transcriptasas inversas del VIH. De manera interesante, las opciones para que el
VIH “mute alrededor” de terapias dirigidas a bloquear la entrada de células son mas limitadas. Si un punto de
entrada de células (por ejemplo, CXCR4) se bloquea por un agente (por ejemplo, un anticuerpo de bloqueo)
previniendo de ese modo la unién del VIH, el virus no puede mutar facilmente para encontrar otro punto de entrada.
Ademas, el virus no puede mutar faciimente para eliminar el agente (por ejemplo, el anticuerpo de bloqueo). Sin
embargo, un desafio en terapias basadas en la prevencion de que el VIH entre en las células es que los receptores
usados por el VIH para la entrada de células tienen también una funcién “natural’. Administrar un agente de unién
que prevenga la unién del VIH puede dar como resultado, por ejemplo, un receptor que se active de manera
constitutiva o un receptor que no pueda activarse porque se impide que un ligando natural se una al receptor. El
dominio variable Unico de inmunoglobulina y los constructos de polipéptido del mismo que se divulgan en el presente
documento superan este desafio porque, mientras que inhiben la unién del VIH a CXCR4, no previenen la unién de
un ligando natural a CXCR4 (ISV de anclaje). Aunque no se limita a un mecanismo especifico, se supone que el
dominio variable Unico de inmunoglobulina y los constructos de polipéptido del mismo tienen esta capacidad porque
se unen selectivamente a CXCR4 en un sitio de unién de VIH, y no se unen en el sitio en el que se une el ligando
natural.

El VIH entra en células T CD4* mediante la union de glicoproteinas, tales como gp120, en la superficie de la capside
de VIH a receptores en las células T CD4" seguido por fusiéon de la envoltura viral con la membrana celular y la
liberacion de la capside de VIH en la célula. El VIH se une a la célula CD4* mediante la unién de gp120 a CD4 y un
receptor de quimiocinas, o bien CXCR5 o bien CXCR4, en la superficie celular. Una vez que gp120 se une a la
proteina CD4, el complejo de la envoltura experimenta un cambio estructural, exponiendo los dominios de union a
quimiocina de gp120 y permitiéndoles interaccionar con el receptor de quimiocinas diana. Esta unién doble de gp120
a la célula T CD4" acerca el virus y las membranas celulares, lo que permite la fusién de las membranas y la
posterior entrada de la capside viral en la célula. Por tanto, la prevencion de la union del VIH a gp120, CXCR4 o
CXCRS5 proporciona una estrategia poderosa para tratar la infeccion por VIH y prevenir la infeccion por VIH.

Los inventores demostraron que la unién simultanea tanto a CXCR4 como a CD4 de los polipéptidos biespecificos
CXCR4-CD4 da como resultado potencias fuertemente potenciadas en la neutralizacion de VIH1 que usa CXCRA4.

Debido a su selectividad, el Nanobody biespecifico puede administrarse con seguridad a lo largo de un tiempo mas
prolongado, lo que conduce a un tratamiento mejorado.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1.1: representacion esquematica del sistema modelo.
Figura 1.2: unién de Nanobodies anti-IL-3Ra a IL-3Ra expresado en células.

Figura 1.3: unidon de Nanobodies CXCR4 a diferentes lineas celulares que expresan CXCR4 (A, B), y
desplazamiento de ligando para la union a CXCR4 (panel C, D) (14E2 = 14E02).

Figura 1.4: unién de polipéptidos biespecificos CXCR4-IL-3Ra a CXCR4-VLP y ectodominio de IL-3Ra
recombinante.

Figura 1.5: niveles de expresion de antigeno de CXCR4 e IL-3Ra en las distintas lineas celulares tal como se
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determina mediante FACS con anticuerpos monoclonales anti-CXCR4 12G5 y anti-IL-3Ra 7G3, respectivamente.

Figura 1.6: unién de Nanobodies biespecificos CXCR4-IL-3Ra a células con diferentes niveles de expresion relativos
de los dos receptores. Se representan ejemplos representativos de polipéptidos biespecificos de Nanobody CXCR4
281F12y 14D09.

Figura 1.7: sefiales de MCF para la unién de los constructos de Nanobody® a 4,6 nM a las lineas celulares Jurkat
E6-1 y MOLM-13. X indica bloque de construccion anti-CXCR4, | indica bloque de construccion anti-IL3Ra, X-I indica
anti-CXCR4 en el extremo N-terminal y anti-IL3Ra en el extremo C-terminal, I-X indica la orientacién inversa.

Figura 1.8: titulacion de diferentes polipéptidos CXCR4-IL3Ra monovalentes y biespecificos en un ensayo
quimiotactico inducido por CXCL-12 en las lineas celulares Jurkat E6-1 y MOLM-13. 14D09 y 281F12 son bloques
de construccion anti-CXCR4; 55A01 y 57A07 son bloques de construccion anti-IL3Ra.

Figura 2.1: caracteristicas de unién de Nanobodies CD4 monovalentes.

Figura 2.2: unién de los Nanobodies CD4-CXCR4 monovalentes y biespecificos a CXCR4 en particulas lipidicas
virales (CXCRA4-lip) frente a particulas de control (null-lip) en ELISA.

Figura 2.3: analisis de union de polipéptidos biespecificos CXCR4-CD4 seleccionados a CXCR4 expresado en
células expresados en células Jurkat E6.1, y a células THP-1 y MOLM-13 que expresan conjuntamente CXCR4 y
CD4. Se usaron polipéptidos biespecificos con el ligador 35GS. La deteccion se realiz6 a través de anticuerpos anti-
etiqueta.

Figura 2.4: inhibiciéon de quimiotaxia mediada por SDF-1 de polipéptidos biespecificos CXCR4-CD4 a células Jurkat
E6.1 y Molm-13. Se muestran los polipéptidos biespecificos CXCR4#2-CD4#8 con los ligadores 35GS.

Figura 2.5: inhibicion de la entrada de VIH1 mediante Nanobodies CXCR4-CD4 de las variantes de VIH1 resistentes
a NL4.3 y AMD3100 de tipo natural en células MT-4.

Figura 3.1: los niveles de expresion de IL12Rp1, IL23R y CD4 en células T activadas hacia el fenotipo Twi se
determinaron con anticuerpo IL-12RB1 de control, anticuerpo IL-23R policlonal, seguido por anti-PE de ratén
secundario, anti-PE de cabra y anticuerpos de CD4 marcados con APC.

Figura 3.2: unién de IL23R (panel A), IL12RB1 (panel B) y Nanobodies CD4 (panel C) a células T diferenciadas hacia
el fenotipo Th17 mediante citometria de flujo. Las células T activadas se diferenciaron dentro de una mezcla de
PBMC hacia células Th17 en presencia de coctel de citocinas e IL-23 recombinante.

Figura 3.4: vista general del panel de polipéptidos biespecificos CD4-IL12Rp2, CD4-1112Rp1 y CD4-IL23R.

Figura 3.5: curvas de respuesta a la dosis de los Nanobodies IL12R e IL23R biespecificos y monovalentes en
células MOLM-13 en FACS. Niveles de expresion de CD4 en células MOLM-13. (US, sin tefiir, a-CD4, deteccion
usando anti-CD4 humano APC.

Figura 3.6: curvas de respuesta a la dosis de los polipéptidos biespecificos CD4-IL12Rp2, CD4-IL12RB1 y CD4-
IL23R en comparacién con sus Nanobodies monovalentes respectivos en células T activadas en FACS.

Figura 3.7: analisis de unién de Nanobodies y polipéptidos biespecificos monovalentes a células T CD8* aisladas.
Se usa Nanobody Cablys3 como control irrelevante. La deteccion se realizd a través de deteccion anti-Flag. El
recuadro muestra los niveles de expresion de marcadores de células T con anticuerpos de control para CD3 y CDS8,
respectivamente, tras el aislamiento de células positivas para CD8 de capas leucocitarias humanas.

Figura 3.8: uniéon de Nanobodies a células activadas Ty regulada para CD8" (gris oscuro) o CD4* (gris claro) en un
experimento de FACS multicolor. La uniéon de Nanobodies se determiné usando deteccion de anti-flag-APC.

Figura 3.9: bloqueo de la funciéon de produccién de citocinas inducida por IL-12 en células T humanas por
polipéptidos biespecificos y Nanobodies monovalentes. Panel A - C; titulacion de IL-12. Panel D.

Figura 3.10: inhibicion de la secrecion de IFN-y dependiente de IL-12 por Nanobodies y polipéptidos biespecificos
monovalentes en PBMC humanas. Se muestran graficos representativos obtenidos con células T de un donante.

Figura 3.11: inhibicion de la secrecion de IL-17 dependiente de IL-23 por Nanobodies y polipéptidos biespecificos
monovalentes en PBMC humanas.

Figura 4.1: analisis de unién de Nanobodies monovalentes a células HER-14 que expresan sélo EGFR, y células
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LoVo que expresan tanto EGFR como CEACAMS determinado mediante citometria de flujo a través de deteccion de
etiquetas anti-Flag. La expresion de EGFR y CEACAMS5 en células Lovo, HT-29, HelLa y Her14 se detect6 mediante
anti-EGF humano policlonal R-PE y el anticuerpo anti-CEACAMS5/CD66e humano (PE), respectivamente.

Figura 4.2: vista general de Nanobodies monoespecificos y polipéptidos biespecificos EGFR-CEA generados.

Figura 4.3: efecto de formatear en polipéptidos biespecificos EGFR-CEA sobre la union a dianas mediante ELISA en
CEACAMS5 o EGFR recombinante, respectivamente. La unién se detectd a través de anticuerpos secundarios anti-
flag-HRP.

Figura 4.4: anadlisis de union de los Nanobodies monoespecificos y polipéptidos biespecificos en células
EGFR+/CEA-HER-14 y células EGFR+/CEA+ LoVo mediante citometria de flujo.

Figura 4.5: inhibicion dependiente de la dosis de la fosforilacion de EGFR tirosina mediada por EGF mediante
polipéptidos biespecificos y Nanobodies monoespecificos en células EGFR+/CEA+ LoVo y células EGFR+/CEA-
Her14. Los datos indican valores promedio de duplicados + desv.est.

Descripcion de la invencion

Las secuencias de inmunoglobulina, tales como anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno derivados de los
mismos (por ejemplo, dominios variables Unicos de inmunoglobulina o ISV), se usan para seleccionar como diana
especificamente sus antigenos respectivos en investigacion y aplicaciones terapéuticas. La generacion de dominios
variables Unicos de inmunoglobulina tales como, por ejemplo, VHH o Nanobodies puede implicar la inmunizacién de
un animal experimental tal como una llama, la construccion de bibliotecas de fagos a partir de tejido inmunitario, la
seleccion de dominios variables Unicos de inmunoglobulina de unién a antigeno de visualizacion de fagos y la
deteccion de dichos dominios y constructos disefiados por ingenieria genética de los mismos para las
especificidades deseadas (documento WO 94/04678). Alternativamente, pueden generarse dominios variables
Unicos de inmunoglobulina similares tales como, por ejemplo, dAc mediante la seleccién de dominios variables
Unicos de inmunoglobulina de unién a antigeno de visualizacion de fagos directamente de bibliotecas simples o
sintéticas y la deteccién posterior de dichos dominios y constructos disefiados por ingenieria genética de los mismos
para las especificidades deseadas (Ward et al.,, Nature, 1989, 341: 544-6; Holt et al., Trends Biotechnol., 2003,
21(11):484-490; asi como, por ejemplo, el documento WO 06/030220, el documento WO 06/003388 y otras
solicitudes de patente publicadas de Domantis Ltd.). Desafortunadamente, el uso de anticuerpos monoclonales y/o
muy disefiados por ingenieria genética también conlleva un alto coste de fabricacion y puede dar como resultado
penetracion tumoral suboptima en comparacion con otras estrategias.

El “polipéptido de la invenciéon” tal como se usa en el presente documento es tal como se define por las
reivindicaciones. Especificamente, la invencién proporciona:

Un polipéptido que comprende unos dominios variables Unicos de inmunoglobulina (ISV) primero y segundo, en el
que

- dicho primer ISV se une a una primera diana con un valor de Kp promedio de entre 10 nM y 200 nM tal como se
mide mediante resonancia de plasmoén superficial;

- dicho segundo ISV se une a una segunda diana con un valor de Kp promedio de entre 10 nM y 0,1 pM tal como se
mide mediante resonancia de plasmoén superficial; y

en el que dicho primer ISV y dicho segundo ISV se unen a dicha primera diana y dicha segunda diana presentes en
la superficie de la misma célula,

en el que dicha primera diana es diferente de dicha segunda diana,

en el que dicho segundo ISV potencia la unién de dicho primer ISV,

en el que la unién por dicho primer ISV inhibe una funcién de dicha primera diana,

en el que dicha primera diana se elige del grupo que consiste en tirosina cinasas receptoras (preferiblemente clase
I), GPCR, DDR1, discoidina | (antigeno CD167a), DDR2, ErbB-1, C-erbB-2, FGFR-1, FGFR-3, antigeno CD135,
antigeno CD 117, proteina tirosina cinasa-1, c-Met, antigeno CD148, C-ret, ROR1, ROR2, Tie-1, Tie-2, antigeno
CD202b, Trk-A, Trk-B, Trk-C, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, receptor Notch 1-4, receptor FAS, DR5, DR4, CDA47,
CX3CR1, CXCR-3, CXCR-4, CXCR-7, proteina 2 de union a quimiocina, y CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCRS5,
CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, CCR10 y CCR11;y

dicha segunda diana se elige del grupo que consiste en antigeno carcinoembrionario (“CEA”), MART-1, gp100,
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MAGE-1, HER-2, y antigenos de LewisY, CD123, CD44, CLL-1, CD96, CD47, CD32, CXCR4, Tim-3, CD25, TAG-72,
Ep-CAM, PSMA, PSA, GD2, GD3, CD4, CD5, CD19, CD20, CD22, CD33, CD36, CD45, CD52 y CD147; y
receptores de citocinas incluyendo cadena gamma del receptor de interleucina-2 (antigeno CD132); cadena alfa del
receptor de interleucina-10 (IL-10R-A); cadena beta del receptor de interleucina-10 (IL-10R-B); cadena beta-1 del
receptor de interleucina-12 (IL-12R-beta1); cadena beta-2 del receptor de interleucina-12 (beta-2 del receptor de IL-
12); cadena alfa-1 del receptor de interleucina-13 (IL-13R-alfa-1) (antigeno CD213 al); cadena alfa-2 del receptor de
interleucina-13 (proteina de unién a interleucina-13); receptor de interleucina-17 (receptor de IL-17); receptor de
interleucina-17B (receptor de IL-17B); precursor del receptor de interleucina-21 (IL-21R); receptor de interleucina-1,
tipo | (IL-1R-1) (CD121a); receptor de interleucina-1, tipo Il (IL-1R-beta) (CDw121b); proteina antagonista del
receptor de interleucina-1 (IL-1ra); cadena alfa del receptor de interleucina-2 (antigeno CD25); cadena beta del
receptor de interleucina-2 (antigeno CD122); cadena alfa del receptor de interleucina-3 (IL-3R-alfa) (antigeno
CD123).

La invencioén proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de la invencion.

La invencion proporciona ademas el polipéptido de la invenciéon para su uso en un método para administrar un
polipéptido profilactico o terapéutico, un conjugado polipéptido-farmaco (PDC) o agente de obtencién de imagenes a
una ubicacion, un tejido o un tipo de célula especificos en el cuerpo, comprendiendo el método las etapas de
administrar a un sujeto un polipéptido de la invencion;

0 para su uso en el tratamiento de un sujeto que lo necesita.
Definiciones:

a) A menos que se indique o defina lo contrario, todos los términos usados tienen su significado habitual en la
técnica, que sera evidente para el experto en la técnica. Se hace referencia, por ejemplo, a los manuales
convencionales mencionados en el parrafo a) en la pagina 46 del documento WO 08/020079.

b) A menos que se indique lo contrario, el término “dominio variable Unico de inmunoglobulina” o “ISV” se usa como
un término general para incluir, pero no se limita a, dominios de unién a antigeno o fragmentos tales como dominios
VhH 0 dominios Vy o V|, respectivamente. Los términos moléculas de unién a antigeno o proteina de union a
antigeno se usan de manera intercambiable y también incluyen el término Nanobodies. Los dominios variables
Unicos de inmunoglobulina pueden ser secuencias de dominio variable de cadena ligera (por ejemplo, una secuencia
de VL), o secuencias de dominio variable de cadena pesada (por ejemplo, una secuencia de Vy); mas
especificamente, pueden ser secuencias de dominio variable de cadena pesada que se derivan de un anticuerpo de
cuatro cadenas convencional o secuencias de dominio variable de cadena pesada que se derivan de un anticuerpo
de cadena pesada. Por consiguiente, los dominios variables Unicos de inmunoglobulina pueden ser anticuerpos de
dominio, o secuencias de inmunoglobulina que son adecuadas para su uso como anticuerpos de dominio,
anticuerpos de un solo dominio, o secuencias de inmunoglobulina que son adecuadas para su uso como anticuerpos
de un solo dominio, “dAc”, o secuencias de inmunoglobulina que son adecuadas para su uso como dAc, o
Nanobodies incluyendo, pero sin limitarse a, secuencias de Vuu. La invencidon incluye secuencias de
inmunoglobulina de diferente origen, que comprenden secuencias de inmunoglobulina de ratén, rata, conejo, mono,
humano y camélido. El dominio variable Unico de inmunoglobulina incluye secuencias de inmunoglobulina
completamente humanas, humanizadas, secuencias optimizadas de otra manera o quiméricas. Sin embargo, puede
considerarse que el dominio variable Unico de inmunoglobulina y la estructura de un dominio variable Unico de
inmunoglobulina, sin limitarse a lo mismo, estén compuestos por cuatro regiones de entramado o “FR”, que se
denominan en la técnica y en el presente documento “region de entramado 1” o “FR1”; “regién de entramado 2" o
“FR2”; “region de entramado 3" o “FR3”; y “region de entramado 4” o “FR4”, respectivamente; regiones de
entramado que estan interrumpidas por tres regiones determinantes de la complementariedad o “CDR”, que se
denominan en la técnica “region determinante de la complementariedad 1” o “CDR1”; “region determinante de la
complementariedad 2” o “CDR2”; y “region determinante de la complementariedad 3” o “CDR3”, respectivamente.
Cabe destacar que los términos Nanobody o Nanobodies son marcas registradas de Ablynx N.V. y, por tanto,
también pueden denominarse Nanobody® o Nanobodies®, respectivamente.

c) A menos que se indique lo contrario, los términos “secuencia de inmunoglobulina”, “secuencia”, “secuencia de
nucledtidos” y “acido nucleico” son tal como se describen en el parrafo b) en la pagina 46 del documento WO
08/020079.

d) A menos que se indique lo contrario, todos los métodos, las etapas, las técnicas y las manipulaciones que no se
describen especificamente en detalle pueden realizarse y se han realizado de una manera conocida per se, tal como
resultara evidente para el experto en la técnica. Por tanto, se hace referencia de nuevo a los manuales
convencionales y los antecedentes generales de la técnica mencionados en el presente documento y a las
referencias adicionales citadas en el presente documento; asi como a, por ejemplo, las siguientes revisiones: Presta,
Adv. Drug Deliv. Rev. 2006, 58 (5-6): 640-56; Levin y Weiss, Mol. Biosyst. 2006, 2(1): 49-57; Irving et al., J. Immunol.
Methods, 2001, 248(1-2), 31-45; Schmitz et al., Placenta, 2000, 21 supl. A, S106-12, Gonzales et al., Tumour Biol.,
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2005, 26(1), 31-43, que describe técnicas para el disefio por ingenieria genética de proteinas, tales como
maduracion por afinidad y otras técnicas para mejorar la especificidad y otras propiedades deseadas de proteinas
tales como inmunoglobulinas.

e) Los residuos de aminoacido se indicaran segun el cédigo de aminoacidos convencional de tres letras o de una
letra. Se hace referencia a la tabla A-2 en la pagina 48 de la solicitud internacional WO 08/020079 de Ablynx N.V.
titulada “I/mmunoglobulin single variable domains targeted against IL-6R and polypeptides comprising the same for
the treatment of diseases and disorders associated with IL-6 mediated signalling”.

f) Con fines de comparacion de dos o mas secuencias de nucledtidos, el porcentaje de “identidad de secuencia”
entre una primera secuencia de nucledtidos y una segunda secuencia de nucledtidos puede calcularse o
determinarse tal como se describe en el parrafo e€) en la pagina 49 del documento WO 08/020079, tal como
dividiendo [el nimero de nucledtidos en la primera secuencia de nucledtidos que son idénticos a los nucledtidos en
las posiciones correspondientes en la sequnda secuencia de nucledtidos] entre [el numero total de nucledtidos en la
primera secuencia de nucledtidos] y multiplicando por [100%)], en el que cada delecién, insercion, sustitucion o
adicion de un nucledtido en la segunda secuencia de nucledtidos, en comparacién con la primera secuencia de
nucledtidos, se considera una diferencia en un nucledétido individual (posicion); o usando un algoritmo o una técnica
computacional adecuada, de nuevo tal como se describe en el parrafo e) en las pagina 49 del documento WO
08/020079.

g) Con fines de comparacion de dos o mas dominios variables Unicos de inmunoglobulina u otras secuencias de
aminoacidos tales como, por ejemplo, los polipéptidos de la invencion, etc., el porcentaje de “identidad de secuencia”
entre una primera secuencia de aminoacidos y una segunda secuencia de aminoacidos (también denominado en el
presente documento “identidad de aminoacidos”) puede calcularse o determinarse tal como se describe en el parrafo
f) en las paginas 49 y 50 del documento WO 08/020079, tal como dividiendo [el nimero de residuos de aminoacido
en la primera secuencia de aminoacidos que son idénticos a los residuos de aminoacido en las posiciones
correspondientes en la segunda secuencia de aminoacidos] entre [el nimero total de residuos de aminoacido en la
primera secuencia de aminoacidos] y multiplicando por [100%], en el que cada delecion, insercion, sustitucion o
adicion de un residuo de aminoacido en la segunda secuencia de aminoacidos, en comparacion con la primera
secuencia de aminoacidos, se considera una diferencia en un residuo de aminoacido individual (posicion), es decir,
una “diferencia de aminoacido” tal como se define en el presente documento; o usando un algoritmo o una técnica
computacional adecuada, de nuevo tal como se describe en el parrafo f) en las paginas 49 y 50 del documento WO
08/020079.

Ademas, en la determinacion del grado de identidad de secuencia entre dos dominios variables unicos de
inmunoglobulina, el experto en la técnica puede tener en cuenta las denominadas sustituciones de aminoacido
“conservadoras”, tal como se describe en la pagina 50 del documento WO 08/020079.

Cualquier sustitucién de aminoacido aplicada a los polipéptidos descritos en el presente documento también puede
basarse en el andlisis de las frecuencias de variaciones de aminoacidos entre proteinas homadlogas de diferentes
especies desarrollado por Schulz et al., Principles of Protein Structure, Springer-Verlag, 1978, en los analisis de
posibles formadores de estructuras desarrollado por Chou y Fasman, Biochemistry 13: 211, 1974 y Adv. Enzymol.,
47: 45-149, 1978, y en el analisis de patrones de hidrofobicidad en proteinas desarrollado por Eisenberg et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81: 140-144, 1984; Kyte y Doolittle; J Molec. Biol. 157: 105-132, 1981, y Goldman et al., Ann.
Rev. Biophys. Chem. 15: 321-353, 1986. Se proporciona informacion sobre la estructura primaria, secundaria y
terciaria de Nanobodies en la descripcion en el presente documento y en los antecedentes generales de la técnica
citados anteriormente. Ademas, con este fin, la estructura cristalina de un dominio Vuy de una llama se proporciona,
por ejemplo, por Desmyter et al., Nature Structural Biology, vol. 3, 9, 803 (1996); Spinelli et al., Natural Structural
Biology (1996); 3, 752-757; y Decanniere et al., Structure, vol. 7, 4, 361 (1999). Puede encontrarse informacion
adicional sobre algunos de los residuos de aminoacido que en dominios V4 convencionales forman la superficie de
contacto Vu/V, y posibles sustituciones camelizantes en estas posiciones en la técnica anterior citada anteriormente.

h) Se dice que dominios variables Unicos de inmunoglobulina y secuencias de acido nucleico son “exactamente los
mismos” si tienen una identidad de secuencia del 100% (tal como se define en el presente documento) con respecto
a toda su longitud.

i) Cuando se comparan dos dominios variables unicos de inmunoglobulina, el término “diferencia de aminoacido” se
refiere a una insercion, delecién o sustitucion de un residuo de aminoacido individual en una posicién de la primera
secuencia, en comparacion con la segunda secuencia; entendiéndose que dos dominios variables Unicos de
inmunoglobulina pueden contener una, dos o mas de tales diferencias de aminoacido.

j) Cuando se dice que una secuencia de nucleétidos o secuencia de aminoacidos “comprende” otra secuencia de
nucledtidos o secuencia de aminoacidos, respectivamente, o “consiste esencialmente en” otra secuencia de
nucledtidos o secuencia de aminoacidos, esto tiene el significado proporcionado en el parrafo i) en las paginas 51-52
del documento WO 08/020079.
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k) El término “en forma esencialmente aislada” tiene el significado que se le proporciona en el parrafo j) en las
paginas 52 y 53 del documento WO 08/020079.

1) Los términos “dominio” y “dominio de unién” tienen los significados que se les proporciona en el parrafo k) en la
pagina 53 del documento WO 08/020079.

m) Los términos “determinante antigénico” y “epitopo”, que también pueden usarse de manera intercambiable en el
presente documento, tienen los significados que se les proporciona en el parrafo I) en la pagina 53 del documento
WO 08/020079.

n) Tal como se describe adicionalmente en el parrafo m) en la pagina 53 del documento WO 08/020079, se dice que
una secuencia de aminoacidos (tal como un anticuerpo, un polipéptido de la invencién, o generalmente una proteina
o un polipéptido de unién antigeno o un fragmento de los mismos) que puede unirse (especificamente) a, que tiene
afinidad para y/o que tiene especificidad para un determinante antigénico, un epitopo, un antigeno o una proteina
especificos (o para al menos una parte, un fragmento o un epitopo de los mismos), es “contra” o “se dirige contra”
dicho determinante antigénico, epitopo, antigeno o proteina.

o) El término “especificidad” se refiere al nimero de tipos de antigenos o determinantes antigénicos diferentes a los
que puede unirse una molécula de unién a antigeno particular o una molécula de proteina de unién a antigeno (tal
como un ISV, Nanobody o un polipéptido de la invencién). La especificidad de una proteina de unién a antigeno
puede determinarse basandose en la afinidad y/o avidez.

La afinidad, representada por la constante de equilibrio para la disociacion de un antigeno con una proteina de union
a antigeno (Kp o KD), es una medicién para la fuerza de unioén entre un determinante antigénico, es decir, la diana, y
un sitio de unién a antigeno en la proteina de unién a antigeno, es decir, el ISV o Nanobody: cuanto menor sea el
valor de la Kp, mas fuerte sera la fuerza de unién entre un determinante antigénico y la molécula de unién a antigeno
(alternativamente, la afinidad también puede expresarse como la constante de afinidad (Ka), que es 1/Kp). Tal como
resultara evidente para el experto en la técnica (por ejemplo, basandose en la divulgacion adicional en el presente
documento), la afinidad puede determinarse de una manera conocida per se, dependiendo del antigeno especifico
de interés.

La avidez es la afinidad del polipéptido, es decir el ligando es capaz de unirse a través de dos (o mas) farmacoforos
(ISV) en los que las multiples interacciones se sinergizan para potenciar la afinidad “aparente”. La avidez es la
medicion de la fuerza de unién entre el polipéptido de la invencion y los antigenos pertinentes. El polipéptido de la
invencion es capaz de unirse a través de sus dos (o mas) ISV, tales como Nanobodies, a las al menos dos dianas,
en el que las multiples interacciones, por ejemplo el primer ISV, tal como Nanobody, que se une a la primera diana y
el segundo ISV, tal como Nanobody, que se une a la segunda diana, se sinergizan para potenciar la afinidad
“aparente”. La avidez se refiere tanto a la afinidad entre un determinante antigénico y su sitio de unién a antigeno en
la molécula de unién a antigeno como al nimero de sitios de unién pertinentes presentes en las moléculas de unién
a antigeno. Por ejemplo, y sin limitacion, los polipéptidos que contienen dos o mas bloques de construccion, tales
como ISV o Nanobodies dirigidos contra dianas en una célula y en particular contra CXCR4 humana y CD123
humana pueden (y normalmente podran) unirse con una mayor avidez que cada uno de los mondmeros individuales
o bloques de construccion individuales, tales como, por ejemplo, los ISV o Nanobodies monovalentes, comprendidos
en los polipéptidos de la invencion.

En la presente invencion, se dice que las proteinas de unién a antigeno monovalentes (tales como bloques de
construccion, ISV, secuencias de aminoacido, Nanobodies y/o polipéptidos de la invencién) se unen a su antigeno
con una alta afinidad cuando la constante de disociacion (Kp) es de 10° a 10" moles/litro o menos, y
preferiblemente de 107"° a 10-'2 moles/litro o menos y mas preferiblemente de 10" a 10-'> moles/litro (es decir con
una constante de asociacion (Ka) de 10° a 102 litro/moles o mas, y preferiblemente de 10'° a 10" litro/moles o mas
y mas preferiblemente de 10" a 102 litro/moles).

En la presente invencion, se dice que proteinas monovalentes de unién a antigeno (tales como los bloques de
construccion, ISV, secuencias de aminoacidos, Nanobodies y/o polipéptidos de la invencion) se unen a su antigeno
con una baja afinidad cuando la constante de disociacion (Kp) es de 10 a 10 moles/litro o mas, y preferiblemente
de 10 a 10 moles/litro o mas, y mas preferiblemente de 10® a 107 moles/litro (es decir, con una constante de
asociacion (Ka) de 10% a 10° litro/moles o mas, y preferiblemente de 10° a 108 litro/moles o mas, y mas
preferiblemente de 108 a 107 litro/moles).

Una afinidad media puede definirse como valores que oscilan entre alta-baja, por ejemplo de 10 a 10" moles/litro.

En general, se considera que cualquier valor de Kp mayor de 10 mol/litro (o valor de Kx menor de 10* M) litros/mol
indica unién no especifica.
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Los polipéptidos de la invencién comprenden un primer y un segundo bloque de construccién, que son un primer y
un segundo ISV, tal como un primer y un segundo Nanobody. Preferiblemente, la afinidad de cada ISV, tal como
Nanobody, se determina individualmente. En otras palabras, la afinidad se determina para el ISV monovalente, tal
como Nanobody, independientemente de los efectos de avidez debidos al otro ISV, tal como Nanobody, que puede o
no estar presente. La afinidad para un ISV monovalente, tal como Nanobody, puede determinarse en el ISV
monovalente, tal como Nanobody, per se, es decir cuando dicho ISV monovalente, tal como Nanobody, no esta
comprendido en el polipéptido de la invencion. De manera alternativa o adicional, la afinidad para un ISV
monovalente, tal como Nanobody, puede determinarse en una diana mientras la otra diana esta ausente.

La unién de una proteina de unién a antigeno a un antigeno o determinante antigénico puede determinarse de
cualquier manera conocida per se, incluyendo, por ejemplo, andlisis de Scatchard y/o ensayos de unién competitiva,
tales como radioinmunoensayos (RIA), inmunoensayos enzimaticos (EIA) y ensayos de competicion tipo sandwich, y
las diferentes variantes de los mismos conocidas per se en la técnica; asi como las otras técnicas mencionadas en
el presente documento.

La constante de disociacion puede ser la constante de disociacién real o aparente, tal como resultara evidente para
el experto en la técnica. Los métodos para determinar la constante de disociaciéon seran evidentes para el experto en
la técnica, y por ejemplo incluyen las técnicas mencionadas en el presente documento. A este respecto, también
resultara evidente que puede no ser posible medir constantes de disociacion de mas de 10* moles/litro o 10
3 moles/litro (por ejemplo, de 10 moles/litro). Opcionalmente, tal como también resultara evidente para el experto en
la técnica, la constante de disociacion (real o aparente) puede calcularse basandose en la constante de asociacion
(Ka) (real o aparente), por medio de la relacion [Kp = 1/Ka).

La afinidad indica la fuerza o estabilidad de una interaccion molecular. La afinidad se proporciona cominmente
mediante la Kp, o constante de disociacion, que tiene las unidades de mol/litro (0 M). La afinidad también puede
expresarse como una constante de asociacion, Ka, que es igual a 1/Kp y tiene las unidades de (mol/litro)* (o M"). En
la presente memoria descriptiva, la estabilidad de la interaccion entre dos moléculas (tales como una secuencia de
aminoacidos, un Nanobody o un polipéptido de la invencidon y su diana prevista) se expresara principalmente en
cuanto al valor de Kp de su interaccion; para el experto en la técnica resulta evidente que en vista de la relacion
Ka =1/Kp, que especifica la fuerza de interaccién molecular por su valor de Kp, también puede usarse para calcular el
valor de Ka correspondiente. El valor de Kp también caracteriza la fuerza de una interaccién molecular en un sentido
termodinamico ya que se refiere a la energia libre (DG) de union mediante la relacion bien conocida DG=RT.In(Kp)
(de manera equivalente DG=-RT.In(Kx)), en la que R es igual a la constante de los gases, T es igual a la temperatura
absoluta y In indica el logaritmo neperiano.

Las Kp para interacciones bioldgicas que se consideran significativas (por ejemplo, especificas) estan normalmente
en el intervalo de 107" M (0,1 nM) a 10-° M (10000 nM). Cuanto mas fuerte sea una interaccion, menor sera su Kp.

La Kp también puede expresarse como la razén de la constante de velocidad de disociacion de un complejo,
indicada como ko, con respecto a la velocidad de su asociacion, indicada como kon (de manera que Kp =Kofi'kon Y
Ka =kon/Kor). La velocidad de disociacion ko tiene las unidades s (en las que s es la notacién de unidades del Sl de
segundo). La velocidad de asociacion kon tiene las unidades M s™'. La velocidad de asociacion puede variar entre
102 M ' y aproximadamente 107 M' s, que se aproxima a la constante de velocidad de asociacion limitada por
difusion para interacciones bimoleculares. La velocidad de disociacién se refiere a la semivida de una interaccion
molecular dada mediante la relacion t12=In(2)/ko. La velocidad de disociacion puede variar entre 10 s*' (complejo
casi irreversible con un ty; de muiltiples dias) y 1 s (t12 = 0,69 s).

La afinidad de una interaccién molecular entre dos moléculas puede medirse a través de diferentes técnicas
conocidas per se, tales como la técnica de biosensor bien conocida de resonancia de plasmoén superficial (SPR)
(véase, por ejemplo, Ober et al., Intern. Immunology, 13, 1551-1559, 2001). El término “resonancia de plasmon
superficial”’, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un fendémeno 6ptico que permite el analisis de
interacciones bioespecificas en tiempo real mediante la deteccién de alteraciones en concentraciones de proteina
dentro de una matriz de biosensor, en la que una molécula se inmoviliza en el chip biosensor y la otra molécula se
hace pasar sobre la molécula inmovilizada en condiciones de flujo proporcionando mediciones de kon, kot Y, por
tanto, valores de Kp (0 Ka). Esto puede realizarse, por ejemplo, usando el sistema BlAcore(R) bien conocido
(BlAcore International AB, una empresa de GE Healthcare, Uppsala, Suecia y Piscataway, NJ). Para descripciones
adicionales, véase Jonsson, U., et al. (1993) Ann. Biol. Clin. 51: 19-26; Jonsson, U., et al. (1991) Biotechniques 11:
620-627; Johnsson, B., et al. (1995) J Mol. Recognit. 8: 125-131; y Johnnson, B., et al. (1991) Anal. Biochem.
198:268-277.

Resultara evidente para el experto en la técnica que la Kp medida puede corresponder a la Kp aparente si el
procedimiento de medicion influye de algin modo en la afinidad de unién intrinseca de las moléculas implicadas, por
ejemplo mediante artefactos relacionados con el recubrimiento en el biosensor de una molécula. Ademas, puede
medirse una Kp aparente si una molécula contiene mas de un sitio de reconocimiento para la otra molécula. En tal
situacion, la afinidad medida puede verse afectada por la avidez de la interaccion por las dos moléculas.
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Otro enfoque que puede usarse para evaluar la afinidad es el procedimiento de ELISA de 2 etapas (ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas) de Friguet et al. (J. Immunol. Methods, 77, 305-19, 1985). Este método
establece una medicién del equilibrio de unién en fase de disolucion y evita los posibles artefactos relacionados con
la adsorcion de una de las moléculas en un soporte tal como plastico.

Sin embargo, la medicion precisa de Kp puede ser bastante laboriosa, y como consecuencia, a menudo se
determinan valores de Kp aparente para evaluar la fuerza de unién de dos moléculas. Cabe destacar que siempre
que se realicen todas las mediciones de una manera uniforme (por ejemplo, manteniendo las condiciones de ensayo
sin cambiar), pueden usarse las mediciones de Kp aparente como aproximacion de la Kp real y, por tanto, en el
presente documento Kp y Kp aparente deben tratarse con igual importancia o relevancia.

Finalmente, cabe destacar que en muchas situaciones el cientifico experimentado puede juzgar que es conveniente
determinar la afinidad de unién con respecto a alguna molécula de referencia. Por ejemplo, para evaluar la fuerza de
union entre las moléculas A y B, puede usarse, por ejemplo, una molécula C de referencia que se sabe que se une a
B y que esta etiquetada de manera adecuada con un grupo fluoréforo o croméforo u otro resto quimico, tal como
biotina para una deteccion facil en un ELISA o FACS (clasificacion celular activada por fluorescencia) u otro formato
(el fluoréforo para la deteccion por fluorescencia, el croméforo para la deteccion por absorcion de luz, la biotina para
la deteccion por ELISA mediada por estreptavidina). Normalmente, la molécula C de referencia se mantiene a una
concentracion fija y la concentracion de A se varia para una concentracion o cantidad de B dada. Como resultado,
se obtiene un valor de Clsp correspondiente a la concentracion de A a la que se reduce a la mitad la sefial medida
para C en ausencia de A. Siempre que se conozca Kp rer, la Kp de la molécula de referencia, asi como la
concentracion cref total de la molécula de referencia, la Kp aparente para la interacciéon A-B puede obtenerse a partir
de la siguiente formula: Kp =CI50/(1+crei/Kp ref). Obsérvese que si cret << Kp rer, Kp = CI50. Siempre que se realice la
medicion de la Clsp de una manera uniforme (por ejemplo, manteniendo cs fija) para los grupos de unién que se
comparan, la fuerza o estabilidad de una interaccion molecular puede evaluarse mediante la Clso y esta medicion se
juzga como equivalente a Kp 0 a Kp aparente a lo largo de todo este texto.

p) La semivida de una secuencia de aminoacidos, un compuesto o polipéptido de la invencion puede definirse
generalmente tal como se describe en el parrafo o) en la pagina 57 del documento WO 08/020079 y tal como se
menciona en el mismo se refiere al tiempo necesario para que la concentracién en suero de la secuencia de
aminoacidos, el compuesto o polipéptido se reduzca en un 50%, in vivo, por ejemplo debido a la degradacion de la
secuencia o el compuesto y/o aclaramiento o secuestro de la secuencia o el compuesto mediante mecanismos
naturales. La semivida in vivo de una secuencia de aminoacidos, un compuesto o polipéptido de la invencién puede
determinarse de cualquier manera conocida per se, tal como mediante analisis farmacocinético. Las técnicas
adecuadas resultaran evidentes para el experto en la técnica, y pueden ser generalmente, por ejemplo, tal como se
describe en el parrafo o) en la pagina 57 del documento WO 08/020079. Tal como también se menciona en el
parrafo o) en la pagina 57 del documento WO 08/020079, la semivida puede expresarse usando parametros tales
como el t1/2-alfa, t1/2-beta y el area bajo la curva (AUC). Se hace referencia, por ejemplo, a la parte experimental a
continuacion, asi como a los manuales convencionales, tales como Kennet, A et al. Chemical Stability of
Pharmaceuticals: A Handbook for Pharmacists y Peters et al, Pharmacokinete analysis: A Practical Approach (1996).
También se hace referencia a “Pharmacokinetics”, M Gibaldi y D Perron, publicado por Marcel Dekker, 22 rev.
ediciéon (1982). Los términos “aumento en semivida” o “semivida aumentada” tal como también se define en el
parrafo o) en la pagina 57 del documento WO 08/020079 y en particular se refieren a un aumento en el t1/2-beta, o
bien con o bien sin un aumento en el t1/2-alfa y/o el AUC o ambos.

q) Con respecto a una diana o un antigeno, el término “sitio de interaccion” en la diana o el antigeno significa un
sitio, epitopo, determinante antigénico, una parte, un dominio o tramo de residuos de aminoacido en la diana o el
antigeno que es un sitio para la unién a un ligando, receptor u otra pareja de union, un sitio catalitico, un sitio de
escision, un sitio para interaccion alostérica, un sitio implicado en multimerizacién (tal como homomerizacion o
heterodimerizacién) de la diana o el antigeno; o cualquier otro sitio, epitopo, determinante antigénico, parte, dominio
o tramo de residuos de aminoacido en la diana o el antigeno que esta implicado en un mecanismo o accién biolégica
de la diana o el antigeno. Mas generalmente, un “sitio de interaccion” puede ser cualquier sitio, epitopo,
determinante antigénico, parte, dominio o tramo de residuos de aminoacido en la diana o el antigeno al que puede
unirse una secuencia de aminoacidos o un polipéptido de la invencién tal que se modula la diana o el antigeno (y/o
cualquier ruta, interaccion, sefializacién, mecanismo bioldgico o efecto bioldgico en el que estan implicados la diana
o el antigeno) (tal como se define en el presente documento).

r) Se dice que un dominio variable Unico de inmunoglobulina o polipéptido es “especifico para” una primera diana o
un antigeno en comparacion con una segunda diana o antigeno cuando se une al primer antigeno con una
afinidad/avidez (tal como se describi6 anteriormente, y expresado de manera adecuada como un valor de Kp, valor
de Ka, velocidad Ke y/o velocidad Kon) que es al menos 10 veces, tal como al menos 100 veces, y preferiblemente al
menos 1000 veces, y hasta 10.000 veces o mas, mejor que la afinidad con la que dicha secuencia de aminoacidos o
polipéptido se une a la segunda diana o polipéptido. Por ejemplo, el primer antigeno puede unirse a la diana o el
antigeno con un valor de Kp que es al menos 10 veces menos, tal como al menos 100 veces menos, y
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preferiblemente al menos 1000 veces menos, tal como 10.000 veces menos o incluso menos que eso, que la Kp con
la que dicha secuencia de aminoacidos o polipéptido se une a la segunda diana o polipéptido. Preferiblemente,
cuando un dominio variable Unico de inmunoglobulina o polipéptido es “especifico para” una primera diana o
antigeno en comparacion con una segunda diana o antigeno, se dirige contra (tal como se define en el presente
documento) dicha primera diana o antigeno, pero no se dirige contra dicha segunda diana o antigeno.

s) Los términos “bloquear de manera cruzada”, “bloqueado de manera cruzada” y “bloqueo de manera cruzada” se
usan de manera intercambiable en el presente documento para significar la capacidad de un dominio variable Unico
de inmunoglobulina o polipéptido para interferir con la unién del ligando natural a su(s) receptor(es). El grado en que
un dominio variable Unico de inmunoglobulina o polipéptido de la invencién es capaz de interferir con la uniéon de otro
compuesto tal como el ligando natural a su diana, por ejemplo, CXCR4, y, por tanto, si puede decirse que se
bloquea de manera cruzada segun la invencion, puede determinarse usando ensayos de union de competicion. Un
ensayo de bloqueo de manera cruzada cuantitativo particularmente adecuado usa un enfoque basado en ELISA o
en FACS o Alphascreen para medir la competicion entre el dominio variable Unico de inmunoglobulina o polipéptido
marcado (por ejemplo, etiquetado con His o biotinilada) segun la invencion y el otro agente de union en cuanto a su
union a la diana. La parte experimental describe generalmente ensayos basados en desplazamiento de
Alphascreen, en ELISA o en FACS adecuados para determinar si una molécula de unién se bloquea de manera
cruzada o es capaz de bloquear de manera cruzada un dominio variable Unico de inmunoglobulina o polipéptido
segun la invencion. Se apreciara que el ensayo puede usarse con cualquiera de los dominios variables Unicos de
inmunoglobulina u otros agentes de unién descritos en el presente documento. Por tanto, en general, una secuencia
de aminoacidos de bloqueo de manera cruzada u otro agente de unién segun la invencion es, por ejemplo, uno que
se unira a la diana en el ensayo de bloqueo de manera cruzada anterior tal que, durante el ensayo y en presencia de
una segunda secuencia de aminoacidos u otro agente de union de la invencion, el desplazamiento registrado del
dominio variable unico de inmunoglobulina o polipéptido seguin la invenciéon esta entre el 60% y el 100% (por
ejemplo, en ensayo de competicién basado en ELISA/Alphascreen) o entre el 80% y el 100% (por ejemplo, en
ensayo de competicion basado en FACS) del desplazamiento tedrico maximo (por ejemplo, desplazamiento
mediante dominio variable Unico de inmunoglobulina o polipéptido frio (por ejemplo, sin marcar) que necesita
bloquearse de manera cruzada) por el agente de bloqueo de manera cruzada que va a someterse a prueba
potencialmente que esta presente en una cantidad de 0,01 mM o menos (el agente de bloqueo de manera cruzada
puede ser otro anticuerpo monoclonal convencional tal como IgG, fragmentos de anticuerpo monovalente clasicos
(Fab, scFv)) y variantes disefiadas por ingenieria genética (por ejemplo, diacuerpos, triacuerpos, minicuerpos, VHH,
dAc, VH, VL).

t) Se dice que una secuencia de aminoacidos tal como, por ejemplo, un dominio variable Unico de inmunoglobulina o
polipéptido segun la invencion es un “dominio variable unico de inmunoglobulina de tipo VHH1" o “secuencia VHH de
tipo 17, si dicho dominio variable Unico de inmunoglobulina de tipo VHH1 o secuencia VHH de tipo 1 tiene una
identidad del 85% (usando la secuencia consenso de VHH1 como secuencia de consulta y el uso del algoritmo blast
con la configuracion por defecto, es decir, matriz de puntuacion blosom62) con respecto a la secuencia consenso de
VHH1
(QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLDYYAIGWFRQAPGKEREGVSCISSSDGSTYYADSVKGRFTISRDNAK
NTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAA), y de manera imperativa tiene una cisteina en la posicion 50, es decir, C50
(usando la numeracion de Kabat).

u) Se dice que una secuencia de aminoacidos tal como, por ejemplo, un dominio variable Unico de inmunoglobulina
o polipéptido segun la invencion es “reactiva de manera cruzada” para dos antigenos o determinantes antigénicos
diferentes (tal como albumina sérica de dos especies diferentes de mamifero, tales como albumina sérica humana y
albumina sérica de macaco cangrejero) si es especifica para (tal como se define en el presente documento) ambos
de estos antigenos o determinantes antigénicos diferentes.

v) Tal como se describe adicionalmente en el parrafo q) en las paginas 58 y 59 del documento WO 08/020079, los
residuos de aminoacido de un dominio variable Unico de inmunoglobulina se numeran segun la numeracion general
para dominios VH proporcionada por Kabat et al. (“Sequence of proteins of immunological interest”, Servicios de
Salud Publica de EE.UU., NIH Bethesda, MD, publicaciéon n.° 91), tal como se aplica a dominios VHH de camélidos
en el articulo de Riechmann y Muyldermans, J. Immunol. Methods, 23 de junio de 2000; 240 (1-2): 185-195 (véase,
por ejemplo, la figura 2 de esta publicacién), y por consiguiente FR1 de un dominio variable Unico de
inmunoglobulina comprende los residuos de aminoacido en las posiciones 1-30, CDR1 de un dominio variable unico
de inmunoglobulina comprende los residuos de aminoacido en las posiciones 31-35, FR2 de un dominio variable
Unico de inmunoglobulina comprende los aminoacidos en las posiciones 36-49, CDR2 de un dominio variable Unico
de inmunoglobulina comprende los residuos de aminoacido en las posiciones 50-65, FR3 de un dominio variable
Unico de inmunoglobulina comprende los residuos de aminoacido en las posiciones 66-94, CDR3 de un dominio
variable Unico de inmunoglobulina comprende los residuos de aminoacido en las posiciones 95-102, y FR4 de un
dominio variable Unico de inmunoglobulina comprende los residuos de aminoacido en las posiciones 103-113.

w) Las figuras, la lista de secuencias y la parte experimental/ejemplos se proporcionan soélo para ilustrar
adicionalmente la invencion y no deben interpretarse o entenderse como limitativos del alcance de la invencion y/o
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de las reivindicaciones adjuntas de ninguna manera, a menos que se indique de manera explicita de otro modo en el
presente documento.

x) La concentracion inhibitoria media maxima (CI50) es una medicién de la eficacia de un compuesto en la inhibiciéon
de una funcidn biolégica o bioquimica, por ejemplo un efecto farmacoldgico. Esta medicion cuantitativa indica cuanto
del ISV o Nanobody (inhibidor) se necesita para inhibir un procedimiento biolégico dado (o componente de un
procedimiento, es decir una enzima, célula, un receptor celular, quimiotaxia, anaplasia, metastasis, invasion, etc.) a
la mitad. En otras palabras, es la concentracion inhibitoria (Cl) media maxima (50%) de una sustancia (Cl al 50%, o
CI50). La CI50 de un farmaco puede determinarse construyendo una curva de respuesta a la dosis y examinando el
efecto de diferentes concentraciones de antagonista tal como el ISV o Nanobody de la invencion sobre la reversion
de la actividad del agonista. Los valores de CI50 pueden calcularse para un antagonista dado tal como el ISV o
Nanobody de la invencién determinando la concentracion necesaria para inhibir la mitad de la respuesta bioldgica
maxima del agonista.

El término concentracion eficaz media maxima (CE50) se refiere a la concentracion de un compuesto que induce
una respuesta intermedia entre el nivel de referencia y el maximo tras un tiempo de exposicion especificado. En el
presente contexto, se usa como medicion de la potencia de un polipéptido, ISV o Nanobody. La CE50 de una curva
de respuesta a la dosis graduada representa la concentracion de un compuesto en la que se observa el 50% de su
efecto maximo. La concentracién se expresa preferiblemente en unidades molares.

En sistemas bioldgicos, pequefios cambios en la concentracion de ligando dan como resultado normalmente
cambios rapidos en la respuesta, después de una funcion sigmoidea. El punto de inflexion en el que el aumento en
la respuesta con el aumento de la concentracion de ligando comienza a disminuir es la CE50. Esto puede
determinarse matematicamente mediante derivacion de la linea de mejor ajuste. Basarse en un grafico para la
estimacion es conveniente en la mayoria de los casos. En el caso de que se proporcione la CE50 en la seccion de
ejemplos, los experimentos se disefiaron para reflejar la Kp tan preciso como fuera posible. En otras palabras, los
valores de CE50 pueden considerarse entonces como valores de Kp. El término “Kp promedio” se refiere al valor de
Ko promedio obtenido en al menos 1, pero preferiblemente mas de 1, tal como al menos 2 experimentos. El término
“promedio” se refiere al término matematico “promedio” (suma de datos dividido entre el nimero de elementos en los
datos).

También se refiere a CI50, que es una medicién de una inhibicion del compuesto (inhibicion del 50%). Para ensayos
de union de competicion y ensayos de antagonistas funcionales, la CI50 es la mediciéon de resumen mas comun de
la curva de respuesta a la dosis. Para ensayos de agonistas/estimuladores, la medicién de resumen mas comun es
la CES0.

Polipéptidos biespecificos

La presente invencion se refiere a polipéptidos particulares, también denominados “polipéptidos de la invencién” que
son tal como se definen por las reivindicaciones y comprenden o consisten esencialmente en (i) un primer bloque de
construccion que consiste en un primer dominio variable Unico de inmunoglobulina, en los que dicho primer dominio
variable Unico de inmunoglobulina se une a una primera diana en la superficie de una célula con baja afinidad, pero
cuando se une altera o inhibe una funciéon de dicha primera diana (ISV funcional); y (ii) un segundo bloque de
construccion que consiste en un segundo dominio variable Unico de inmunoglobulina, en los que dicho segundo
dominio variable unico de inmunoglobulina se une a una segunda diana en la superficie de una célula con alta
afinidad, pero cuando se une, altera o inhibe la funcién de dicha segunda diana preferiblemente sélo de manera
minima (ISV de anclaje). De manera adicional o alternativa, la funcién de dicha segunda diana es preferiblemente no
vital para la célula, por ejemplo, redundante. Por consiguiente, la inhibicion de la funcién de dicha segunda diana (el
“anclaje”) dara como resultado efectos secundarios y/o toxicidad limitados o insignificantes. No obstante, la inhibicion
de la funcién de sélo dicha segunda diana (anclaje) en células normales, es decir, sin la inhibicion de la funcion de
dicha primera diana, ya es una reduccion significativa de la toxicidad y los efectos secundarios cuando se compara
con un tratamiento que usa anticuerpos de alta afinidad contra o bien una o bien ambas dianas. Los polipéptidos de
la presente invencidon proporcionan una inhibicion mas especifica de la proliferacion tumoral y la deteccion o
destruccién de las células tumorales que los anticuerpos de la técnica anterior. Los polipéptidos biespecificos de la
invencion comprenden al menos dos restos de unién, que son ISV, tales como Nanobodies, en los que al menos el
primer resto de union (ISV funcional) es especifico para un antigeno asociado a tumor (por ejemplo, un antigeno
expresado en una célula tumoral, también denominado “marcador tumoral”). Los términos polipéptido biespecifico,
biespecifico y anticuerpo biespecifico se usan de manera intercambiable en el presente documento.

Por consiguiente, la presente invencién se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones que
comprende un primer (funcional) y un segundo (de anclaje) dominio variable unico de inmunoglobulina (ISV),

- en el que dicho primer ISV (ISV funcional), se une a una primera diana con una baja afinidad;

- dicho segundo ISV (ISV de anclaje) se une a una segunda diana con una alta afinidad; y
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en el que dicha primera diana y dicha segunda diana estan presentes en la superficie de una célula y en el que dicha
primera diana es diferente de dicha segunda diana, y opcionalmente dicho primer bloque de construccion (bloque de
construccion funcional o ISV funcional) y dicho segundo bloque de construccion (bloque de construccion de anclaje o
ISV de anclaje) se ligan a través de un ligador.

Los polipéptidos de la invencién se disefian para reducir o alterar una contribucién de la primera diana al trastorno,
por ejemplo un procedimiento maligno. Los términos “proceso maligno” y “neoplasia maligna” se usan de manera
intercambiable en el presente documento. En el presente contexto, neoplasia maligna es la tendencia de un estado
médico, especialmente tumores, a empeorar progresivamente y, potencialmente, dar como resultado la muerte. La
neoplasia maligna se caracteriza por anaplasia, invasion y/o metastasis. Por tanto, el efecto farmacolégico de los
polipéptidos de la invencion residira finalmente en la inhibiciéon o alteraciéon de al menos uno, pero preferiblemente
mas de uno, de anaplasia, invasion, metastasis, proliferacion, diferenciacion, migracion y/o supervivencia de dicha
célula. Por tanto, el efecto farmacoldgico de los polipéptidos de la invencion residira en el aumento o soporte de al
menos uno, pero preferiblemente mas de uno, de apoptosis, destruccion celular y/o detenciéon del crecimiento de
dicha célula. Los fendmenos caracterizados por estos términos se conocen bien en la técnica.

Los polipéptidos biespecificos o multiespecificos de la presente invencidon comprenden o consisten esencialmente en
al menos dos bloques de construccién, que son ISV, de los que el primer ISV tiene una afinidad aumentada para su
antigeno, es decir la primera diana, tras la union por el segundo ISV a su antigeno, es decir la segunda diana. Tal
afinidad aumentada (afinidad aparente), debido a efectos de avidez, también se denomina “unién biespecifica o
multiespecifica condicional”. Tal polipéptido biespecifico o multiespecifico también se denomina “polipéptido
biespecifico o multiespecifico de unién de manera condicional de la invencién”.

Se apreciara que el orden del primer bloque de construccion y el segundo bloque de construccion en el polipéptido
(orientacién) puede elegirse segun las necesidades del experto en la técnica, asi como las afinidades relativas que
pueden depender de la ubicaciéon de estos bloques de construccion en el polipéptido, y si el polipéptido comprende
un ligador, es una cuestion de eleccion de disefio. Sin embargo, algunas orientaciones, con o sin ligadores, pueden
proporcionar caracteristicas de unién preferidas en comparacion con otras orientaciones. Por ejemplo, el orden del
primer y el segundo bloque de construccién en el polipéptido de la invencion puede ser (desde el extremo N-terminal
hasta el extremo C-terminal): (i) primer bloque de construccion (un primer ISV tal como un primer Nanobody) -
[ligador] - segundo bloque de construccién (un segundo ISV tal como un segundo Nanobody); o (ii) segundo bloque
de construccion (un segundo ISV tal como un segundo Nanobody) - [ligador] - primer bloque de construccion (un
primer ISV tal como un primer Nanobody); (en el que el ligador es opcional). Todas las orientaciones se abarcan por
la invencion, y los polipéptidos que contienen una orientacién que proporciona caracteristicas de union deseadas
pueden identificarse facilmente mediante deteccion rutinaria, por ejemplo tal como se ejemplifica en la seccion de
ejemplos.

La unién del segundo antigeno por el segundo ISV de anclaje potencia la unidn del primer antigeno por el primer ISV
funcional de dichos al menos dos ISV, como resultado se aumenta la potencia del primer ISV funcional, tal como
Nanobody comprendido en el polipéptido biespecifico, en comparacién con el ISV monovalente correspondiente, por
ejemplo un Nanobody.

Tal como se usa en el presente documento, el término “potencia” es una medicion de la actividad biolégica de un
agente, tal como un polipéptido, ISV o Nanobody. La potencia de un agente puede determinarse mediante cualquier
método adecuado conocido en la técnica, tal como, por ejemplo, tal como se describe en esta seccion de ejemplos.
Los ensayos de potencia basados en cultivos celulares son a menudo el formato preferido para determinar la
actividad biolégica dado que miden la respuesta fisioldgica provocada por el agente y pueden generar resultados
dentro de un periodo de tiempo relativamente corto. Pueden usarse diversos tipos de ensayos basados en células
basandose en el mecanismo de accién del producto, incluyendo, pero no se limitan a, ensayos de proliferacion,
ensayos de citotoxicidad, ensayos de genes informadores, ensayos de unién de receptores de la superficie celular y
ensayos para medir la induccion/inhibicién de una proteina funcionalmente esencial u otra molécula sefial (tal como
proteinas fosforiladas, enzimas, citocinas, cCAMP y similares), todos bien conocidos en la técnica. Los resultados de
los ensayos de potencia basados en células pueden expresarse como “potencia relativa” tal como se determina por
comparacion del polipéptido biespecifico de la invencién con la respuesta obtenida para el ISV monovalente de
referencia correspondiente, por ejemplo, un polipéptido que comprende solo un ISV o un Nanobody, que comprende
opcionalmente ademas un Nanobody irrelevante, tal como Cablys (consultese la seccion de ejemplos).

Se dice que un compuesto, por ejemplo el polipéptido biespecifico, es mas potente que el compuesto de referencia,
por ejemplo el ISV o Nanobody monovalente o monoespecifico correspondiente o el polipéptido que comprende el
ISV o Nanobody monovalente o monoespecifico correspondiente, cuando la respuesta obtenida para el compuesto,
por ejemplo el polipéptido biespecifico, es al menos 2 veces, pero preferiblemente al menos 3 veces, tal como al
menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces, al
menos 10 veces, al menos 15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, al menos
75 veces, al menos 100 veces, e incluso mas preferiblemente incluso al menos 200 veces, o incluso al menos
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500 veces, o incluso 1000 veces mejor (por ejemplo, funcionalmente mejor) que la respuesta por el compuesto de
referencia, por ejemplo el ISV o Nanobody monovalente correspondiente en un ensayo dado.

La célula de la presente divulgacion se refiere en particular a células de mamifero, y preferiblemente a células de
primate, e incluso mas preferiblemente a células humanas. La célula es preferiblemente una célula cancerosa, en la
que dicho cancer es tal como se define en el presente documento, preferiblemente una leucemia, e incluso mas
preferiblemente LMA.

La membrana (también denominada membrana plasmatica o bicapa fosfolipidica) rodea el citoplasma de una célula,
que es el limite exterior de la célula, es decir, la membrana es la superficie de la célula. Esta membrana sirve para
separar y proteger una célula de su entorno circundante y esta elaborada mayoritariamente de una capa doble de
fosfolipidos. Dentro de esta membrana se incrusta una variedad de moléculas de proteina, tales como canales,
bombas y receptores celulares. Dado que la membrana es fluida, las moléculas de proteina pueden transportarse
dentro de la membrana.

Primer bloque de construccion (bloque de construccion funcional)

Tal como se define por las reivindicaciones, un polipéptido de la invencién contiene al menos dos bloques de
construccion, que son ISV tales como Nanobodies, de los que el primer ISV, tal como un Nanobody, se dirige contra
una primera diana implicada en una enfermedad o un trastorno, tal como una neoplasia maligna, y en particular
implicada en una leucemia tal como LMA, e incluso mas particularmente contra CXCR4 humano. Preferiblemente,
dicha primera diana es Unica para una célula enferma, por ejemplo, una célula cancerosa, por ejemplo, dicha
primera diana no se expresa en una célula normal. Sin embargo, este no sera el caso generalmente. En la mayoria
de los casos, dicha primera diana estara presente en células tanto normales como enfermas, tales como células
cancerosas. Asi, para aumentar la especificidad para la célula enferma, por ejemplo, célula cancerosa y/o disminuir
los efectos secundarios y la toxicidad debidos a, por ejemplo, la unién a células normales, el primer ISV, tal como un
Nanobody, en tales polipéptidos se unira a dicha primera diana y en particular CXCR4 humano, con avidez
aumentada en comparacion con el ISV monomérico o monovalente correspondiente, tal como un Nanobody, cuando
esta presentes tanto la primera como la segunda diana en una célula, preferiblemente una célula cancerosa (formato
cis). Cuando se une a la primera diana, dicho primer ISV funcional, tal como un Nanobody, inhibira una funcién de
dicha primera diana.

Una funcién de una diana se refiere a cualquier cambio en una propiedad biolégica o bioquimica medible provocada
por dicha diana, incluyendo cambios fisiolégicos de la célula tales como cambios en proliferacion, diferenciacion,
anaplasia, invasion, metastasis, migracion, supervivencia, apoptosis, procedimiento de transporte, metabolismo,
motilidad, liberacion de citocinas, composicion de citocinas, segundos mensajeros, enzimas, receptores, etc.
Preferiblemente, la funcién de una diana se determina mediante ensayos de potencia basados en cultivos celulares
tal como se describié anteriormente.

Se apreciara que debido a su baja afinidad, la funcién de dicho primer ISV, tal como un Nanobody, no puede
someterse a prueba o determinarse directamente en todos los casos. No obstante, los presentes inventores
demostraron que no es posible someter a prueba agentes de unién de baja afinidad que alteran o inhiben la funcion
de sus dianas relacionadas (véase la seccion de ejemplos). Por ejemplo, los presentes inventores usaron miembros
de familia de un miembro de alta afinidad previamente identificado y lo mutaron con el fin de disminuir la afinidad.
Usando miembros de familia, se determiné que se unia el mismo epitopo en la diana. El término “familia” tal como se
usa en la presente memoria descriptiva se refiere a un grupo de ISV, Nanobody y/o secuencias de VHH que tienen
longitudes idénticas (es decir, tienen el mismo ndmero de aminoacidos dentro de su secuencia) y de las que la
secuencia de aminoacidos entre la posicion 8 y la posicion 106 (segun la numeracion de Kabat) tiene una identidad
de secuencia de aminoacidos del 89% o mas. Los miembros de familia se derivan de un progenitor comun durante el
procedimiento de maduracién de células B.

Cuando, al disefar los polipéptidos de la invencion, el primer ISV se elige por su baja afinidad per se, sin tener en
cuenta la influencia de cualquier efecto de avidez.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho primer ISV se une a una primera diana con un valor de Kp promedio de entre 10 nM y 200 nM, tal como un
valor de Kp promedio de 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 nM,
0 200 nM. La Kp se determina mediante SPR.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones,
en el que dicho primer ISV tiene una baja afinidad cuando se mide como monovalente.

La presente invencion también se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el que dicho
primer ISV se une a una primera diana en la superficie de una célula con un valor de CE50 de entre 1 nM y 200 nM,
tal como un valor de CE50 promedio de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120,
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130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 6 200 nM.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se describe en el presente documento,
en el que dicha CE50 promedio se mide en células que comprenden dicha diana 1 pero que carecen
sustancialmente de dicha diana 2.

La presente invencion también se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el que dicha
Kp promedio se determina (indirectamente) mediante SPR.

El primer ISV puede dirigirse, por ejemplo, contra un primer determinante antigénico, epitopo, parte, dominio,
subunidad o confirmacién (cuando sea aplicable) de dicha primera diana, tal como, por ejemplo, una tirosina cinasa
receptora (RTK) o un receptor acoplado a proteinas G (GPCR) que participa en una neoplasia maligna, y en
particular CXCR4 humano (OMIM 162643). Si el primer ISV, tal como un Nanobody, se une a dicha primera diana,
se altera o inhibe una funcién de dicha primera diana.

La primera diana del polipéptido de la invencién puede ser cualquier diana tal como se define por las
reivindicaciones, tal como un receptor celular, en la superficie de una que se sabe que participa en una neoplasia
maligna.

Por ejemplo, las tirosina cinasas receptoras (RTK) y las rutas de transduccion de sefiales mediadas por RTK estan
implicadas en el inicio tumoral, el mantenimiento, la angiogénesis y la proliferacion vascular. Se han identificado
aproximadamente 20 clases de RTK diferentes, de las que las mas extensivamente estudiadas son: 1. RTK clase |
(familia de receptor de EGF) (familia ErbB), 2. RTK clase Il (familia de receptor de insulina), 3. RTK clase Il (familia
de receptor de PDGF), 4. RTK clase IV (familia de receptor de FGF), 5. RTK clase V (familia de receptores de
VEGF), 6. RTK clase VI (familia de receptor de HGF), 7. RTK clase VIl (familia de receptor de Trk), 8. RTK clase VIII
(familia de receptor de Eph), 9. RTK clase IX (familia de receptor de AXL), 10. RTK clase X (familia de receptor de
LTK), 11. RTK clase Xl (familia de receptor de TIE), 12. RTK clase XlI (familia de receptor de ROR), 13. RTK clase
Xl (familia de receptor de DDR), 14. RTK clase XIV (familia de receptor de RET), 15. RTK clase XV (familia de
receptor de KLG), 16. RTK clase XVI (familia de receptor de RYK), 17. RTK clase XVII (familia de receptor de
MuSK). En particular, dianas tales como receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), receptores del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR), receptores del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR), c-Met, HER3, plexinas, integrinas, CD44, RON y en receptores implicados en rutas tales como la proteina
(MAP)-cinasa activada por Ras/Raf/mitdgeno y fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K)/Akt/diana de mamifero de las rutas
de rapamicina (MTOR).

Ademas, se produce una estrecha relacion operacional entre GPCR y otros receptores que responden a factores de
crecimiento. La sefializacion de GPCR puede preceder, seguir, ir en paralelo o sinergizar la sefializacién de
receptores para esteroides, factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), etc. En canceres de pulmdn, gastrico, colorrectal, de pancreas y de prostata, se promueve la estimulacion
sostenida de GPCR mediante bucles activadores autocrinos y paracrinos.

Existen dos rutas de transduccién de sefiales principales que implican a los receptores acoplados a proteinas G: la
ruta de sefiales de cAMP y la ruta de sefiales de fosfatidilinositol, ambas de las cuales pueden participar en una
neoplasia maligna. Cuando se une un ligando al GPCR, provoca un cambio conformacional en el GPCR, que le
permite actuar como factor de intercambio de nucleétido guanina (GEF). Entonces, el GPCR puede activar una
proteina G asociada intercambiando su GDP unido por un GTP. Entonces, la subunidad a de la proteina G, junto
con el GTP unido, puede disociarse de las subunidades B y y para afectar adicionalmente a las proteinas de
sefializacion intracelular o proteinas funcionales diana directamente dependiendo del tipo de subunidad o (Gas,
Guailo, Gag/11, Ga12/13). Asi, las funciones finales de dicha primera diana son transduccién de sefales, por ejemplo
la transmision y el procesamiento de sefiales desde el entorno exterior al interior de la célula, tras lo cual la célula
reacciona. En células cancerosas, se altera el procedimiento normal.

Preferiblemente, la primera diana se elige de receptor de dominio de discoidina (DDR), una tirosina cinasa receptora
que se distingue por un dominio extracelular unico homadlogo a la lectina discoidina | (antigeno CD167a), DDR2,
ErbB-1, C-erbB-2, FGFR-1, FGFR-3, antigeno CD135, antigeno CD 117, proteina tirosina cinasa-1, c-Met, antigeno
CD148, C-ret, ROR1, ROR2, Tie-1, Tie-2, antigeno CD202b, Trk-A, Trk-B, Trk-C, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3,
receptor Notch 1-4, receptor FAS, DR5, DR4, CD47, CX3CR1, CXCR-3, CXCR-4, CXCR-7, proteina 2 de unién a
quimiocina, y CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, CCR10 y CCR11.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a polipéptidos de la invencion en los que el primer ISV, tal como
un Nanobody, inhibe o altera al menos una funcién, preferiblemente mas de una, y lo mas preferiblemente todas las
funciones de dicha primera diana.

Preferiblemente, el primer ISV se dirige contra un sitio de interaccion de dicha primera diana, alterado de ese modo
una funcién de dicha primera diana. Un sitio de interaccién preferido para la unién por el primer ISV es un sitio de
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union a ligando en la primera diana. Por ejemplo, la unién del ISV anti-CXCR4 puede inhibir o desplazar la unién del
ligando relacionado, es decir, SDF-1 (también conocido como CXCL12), para CXCR4. Ademas, cuando la primera
diana forma parte de un par de unién (por ejemplo, un par de unién receptor-ligando), los dominios variables Unicos
de inmunoglobulina y polipéptidos pueden ser tal que compiten con las parejas de union relacionadas, por ejemplo,
SDF-1 para la unién con CXCR4 o HGF para la unién a c-Met, y/o tal que neutralizan (completa o parcialmente) la
union de la pareja de unién relacionada a la diana. Ademas, cuando un ligando, por ejemplo SDF-1 se asocia con
otras proteinas o polipéptidos, tal como para formar complejos proteicos (por ejemplo, con CXCR4), se encuentra
dentro del alcance de la invenciéon que los dominios variables Unicos de inmunoglobulina y polipéptidos de la
invencion se unan al receptor asociado con su ligando, por ejemplo SDF-1 asociado con CXCR4, siempre que se
altere una funcion del receptor. En todos estos casos, los dominios variables unicos de inmunoglobulina y
polipéptidos de la invencion pueden unirse a tales complejos proteicos asociados con una afinidad y/o especificidad
que puede ser igual que o diferente de (es decir, mayor que o menor que) la afinidad y/o especificidad con la que los
dominios variables Unicos de inmunoglobulina y polipéptidos de la invencion se unen a la diana celular, por ejemplo
receptor, y en particular CXCR4 humano en su estado no asociado, de nuevo siempre que se inhiba una funcién de
la primera diana.

Dado que diversos receptores de la superficie celular requieren dimerizacion para su activacion, se prefiere que en
tales casos el primer ISV se una a estos sitios de dimerizacion, tales como sitios de homo o heterodimerizacién,
inhibiendo o previniendo de ese modo la dimerizacion y, por tanto, la sefializacién por el par de receptores.

Ademas, la mayoria de receptores existen en diversas conformaciones, por ejemplo, la conformacion relajada se
une a sustratos facilmente, mientras que tras la unién de un sustrato se cambia la conformacién permitiendo la
sefializacion. Por consiguiente, el primer ISV también puede alterar la funcién de la primera diana por efectos
alostéricos. Por ejemplo, la unidon del primer ISV previene que la primera diana experimente cambios
conformacionales, inhibiendo de ese modo la senalizacion.

Ventajosamente, dado que los constructos biespecificos de la invencion se dirigen contra dos dianas diferentes, se
impide la dimerizacion accidental y, por tanto, la sefializacion.

También se espera que los dominios variables Unicos de inmunoglobulina y polipéptidos de la invencion se uniran
generalmente a todos los analogos, las variantes, los mutantes, los alelos, las partes y los fragmentos sintéticos o
que se producen de manera natural de sus dianas; o al menos a aquellos analogos, variantes, mutantes, alelos,
partes y fragmentos de CXCR4 y en particular CXCR4 humano que contengan uno o mas determinantes antigénicos
0 epitopos que son esencialmente los mismos que el/los determinante(s) antigénico(s) o epitopo(s) al/a los que los
dominios variables Unicos de inmunoglobulina y polipéptidos de la invencion que se unen a CXCR4 y en particular a
CXCR4 humano. De nuevo, en un caso de este tipo, los dominios variables Unicos de inmunoglobulina y polipéptidos
de la invencion pueden unirse a tales analogos, variantes, mutantes, alelos, partes y fragmentos con una afinidad y/o
especificidad que son las mismas que, o que son diferentes de (es decir, mayor que o menor que), la afinidad y
especificidad con la que los dominios variables Unicos de inmunoglobulina se unen a CXCR4 (de tipo natural),
siempre que se inhiba una funcién de CXCRA4.

La inhibicién de una(s) funcion/funciones de la primera diana puede determinarse mediante cualquier ensayo
adecuado conocido por el experto en la técnica, tal como ELISA, FACS, andlisis de Scatchard, Alphascreen, SPR,
ensayos funcionales, etc.

La eficacia o potencia de los dominios variables Unicos de inmunoglobulina y polipéptidos de la invencioén, y de
composiciones que comprenden los mismos, puede someterse a prueba usando cualquier ensayo in vitro adecuado,
ensayo basado en células, ensayo in vivo y/o modelo animal conocido per se, o cualquier combinaciéon de los
mismos, dependiendo de la enfermedad o el trastorno especifico implicado. Los ensayos y modelos animales
adecuados seran evidentes para el experto en la técnica, y por ejemplo incluyen ensayos de desplazamiento de
ligandos (Burgess et al., Cancer Res 2006 66:1721-9), ensayos de dimerizacion (documento W02009/007427A2,
Goetsch, 2009), ensayos de sefalizacion (Burgess et al, Mol Cancer Ther 9:400-9), ensayos de
proliferacion/supervivencia (Pacchiana et al., J Biol Chem, septiembre de 2010 M110.134031), ensayos de adhesion
celular (Holt et al., Haematologica 2005 90:479-88) y ensayos de migracion (Kong-Beltran et al., Cancer Cell 6:75-
84), ensayos de brotacion de células endoteliales (Wang et al., J Immunol. 2009; 183:3204-11) y modelos de
xenoinjerto in vivo (Jin et al., Cancer Res. 2008 68:4360-8), asi como los ensayos y modelos animales usados en la
parte experimental a continuacién y en la técnica anterior citada en el presente documento. Un medio para expresar
la inhibicién de dicha primera diana es mediante la CI50.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho primer ISV tiene una CI50 de entre 200 nMy 1 nM, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 6 200 nM, por ejemplo determinada en un ensayo de
competicion de ligandos, un ensayo celular funcional, tal como inhibicién de quimiotaxia inducida por ligandos, un
ensayo Alphascreen, etc.
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Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho primer ISV inhibe la unién de un ligando natural a dicha primera diana, tal como por ejemplo SDF-1 a
CXCR4 en aproximadamente el 10%, el 20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 80%, el 90% y preferiblemente el
95% o incluso el 100%, por ejemplo, con respecto a la inhibicién en ausencia de dicho primer ISV.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho primer ISV inhibe el efecto farmacoldgico, por ejemplo, anaplasia, invasién, metastasis, proliferacion,
diferenciacion, migracién y/o supervivencia, en el que dicha primera diana se implica en aproximadamente el 20%, el
30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 80%, el 90% y preferiblemente el 95% o incluso el 100%, por ejemplo, con respecto
al efecto farmacolégico en ausencia de dicho primer ISV.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho primer ISV aumenta la apoptosis, la destruccion celular y/o la detencion del crecimiento de dicha célula,
en el que dicha primera diana se implica en aproximadamente el 20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 80%, el
90% y preferiblemente el 95% o incluso el 100%, por ejemplo, con respecto al aumento en ausencia de dicho primer
ISV.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho primer ISV desplaza aproximadamente el 20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 80%, el 90% y
preferiblemente el 95% o mas del ligando natural a dicha primera diana, por ejemplo, con respecto al
desplazamiento en ausencia de dicho primer ISV.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho primer ISV inhibe la sefializacion por dicha primera diana, por ejemplo, la actividad cinasa de dicha
primera diana, en aproximadamente el 20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 80%, el 90% y preferiblemente el
95% o incluso el 100%, por ejemplo, con respecto a la inhibicién en ausencia de dicho primer ISV.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho primer ISV inhibe la dimerizacion de dicha primera diana en aproximadamente el 20%, el 30%, el 40%, el
50%, el 60%, el 80%, el 90% y preferiblemente el 95% o incluso el 100%, por ejemplo, con respecto a la inhibicion
en ausencia de dicho primer ISV.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho primer ISV inhibe la quimiotaxia en aproximadamente el 20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 80%, el
90% vy preferiblemente el 95% o incluso el 100% en un ensayo quimiotactico, por ejemplo, con respecto a la
inhibiciéon en ausencia de dicho primer ISV.

Segundo bloque de construccion (bloque de construccion de anclaje)

El segundo bloque de construccion, que es un ISV, tal como un Nanobody o VHH, tiene una alta afinidad por su, la
segunda, diana. El segundo ISV puede dirigirse, por ejemplo, contra un determinante antigénico, un epitopo, una
parte, un dominio, una subunidad o una confirmacién (cuando sea aplicable) de dicha segunda diana. El segundo
ISV, tal como Nanobody o VHH, se elige por su alta afinidad para su diana per se, sin tener en cuenta la influencia
de cualquier efecto de avidez.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho segundo ISV se une a una segunda diana con un valor de Kp promedio de entre 10 nM y 0,1 pM, tal como
a un valor de Kp promedio de 10 nM o menos, incluso mas preferiblemente a un valor de Kp promedio de 9 nM o
menos, tal como menos de 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, 0,5 nM o incluso menos, tal como menos de 400, 300, 200, 100, 50,
40, 30, 20, 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, 0,5 pM o incluso menos, tal como menos de 0,4 pM. La Kp se determina
mediante SPR.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho segundo ISV tiene una alta afinidad cuando se mide como monovalente.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicha Kp promedio se mide mediante resonancia de plasmén superficial (SPR) en una proteina recombinante.

La presente invencion también se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el que dicho
segundo ISV se une a una segunda diana en la superficie de una célula con un valor de CE50 de entre 10 nM y
0,1 pM, tal como a un valor de Kp promedio de 10 nM o menos, incluso mas preferiblemente a un valor de Kp
promedio de 9 nM o menos, tal como menos de 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, 0,5nM o incluso menos, tal como menos de
400, 300, 200, 100, 50, 40, 30, 20, 10,9,8,7,6, 5,4, 3,2, 1, 0,5 pM o incluso menos, tal como menos de 0,4 pM.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
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que dicha CE50 promedio se mide en células que comprenden dicha diana 2 pero que carecen sustancialmente de
dicha diana 1.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicha Kp promedio se determina mediante Biacore en un segundo ISV monovalente, tal como un Nanobody, o
un polipéptido que comprende un segundo ISV monovalente, tal como un Nanobody.

Se ha demostrado en los ejemplos que la Kp se correlaciona bien con la CE50.

Dicha segunda diana puede ser cualquier diana en una célula tal como se define por las reivindicaciones, por
ejemplo CD123 (OMIM: 308385), siempre que sea diferente de dicha primera diana. Preferiblemente, dicha segunda
diana es Unica para dicha célula enferma, por ejemplo, una célula cancerosa. Por ejemplo, dicha segunda diana no
se expresa en una célula sana normal. Sin embargo, este no sera el caso generalmente. En la mayoria de casos,
dicha segunda diana estara presente en células tanto normales como enfermas, por ejemplo, células cancerosas.
Aunque la funcién de dicha segunda diana puede no ser vital para dichas células, la inhibicién de su funcién en
células normales puede dar lugar a alguna toxicidad y efectos secundarios. La presente invencion se refiere ademas
a agentes de union de alta afinidad comprendidos en el polipéptido de la invencién que soélo alteran o inhiben
minimamente o no la funcién de células normales.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho segundo ISV se une a un sitio alostérico de dicha segunda diana.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho segundo ISV no inhibe sustancialmente o s6lo marginalmente una funcién de dicha segunda diana, por
ejemplo, como monovalente.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho segundo ISV tiene una CI50 de entre 100 nM y 10 uM, tal como 200 nM, 500 nM, 1 uM o 5 uM, en un
ensayo Alphascreen, ELISA de competicion o FACS en células tal como se describe, por ejemplo, en la parte
experimental.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho segundo ISV inhibe la unién de un ligando natural a dicha segunda diana en menos de aproximadamente
el 50%, tal como el 40%, el 30% o el 20% o incluso menos del 10%, por ejemplo, con respecto a la inhibicion en
ausencia de dicho segundo ISV.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho segundo ISV inhibe el efecto farmacoldgico de dicha segunda diana en menos de aproximadamente el
50%, tal como el 40%, el 30% o el 20% o incluso menos del 10%, por ejemplo, con respecto a la inhibicién en
ausencia de dicho segundo ISV.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho segundo ISV desplaza el ligando natural a dicha segunda diana en menos de aproximadamente el 50%,
tal como el 40%, el 30% o el 20% o incluso menos del 10%, por ejemplo, con respecto al desplazamiento en
ausencia de dicho segundo ISV.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho segundo ISV inhibe la sefalizaciéon por dicha segunda diana en menos de aproximadamente el 50%, tal
como el 40%, el 30% o el 20% o incluso menos del 10%, por ejemplo, con respecto a la inhibicion en ausencia de
dicho segundo ISV.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho segundo ISV inhibe la dimerizaciéon de dicha primera diana en menos de aproximadamente el 50%, tal
como el 40%, el 30% o el 20% o incluso menos del 10%, por ejemplo, con respecto a la inhibicion en ausencia de
dicho segundo ISV.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicho segundo ISV inhibe la quimiotaxia en menos de aproximadamente el 50%, tal como el 40%, el 30% o el
20% o incluso menos del 10% en un ensayo quimiotactico, por ejemplo, con respecto a la inhibicidon en ausencia de
dicho segundo ISV.

Combinaciones

Con el fin de aumentar la especificidad y, por tanto, minimizar los efectos secundarios y/o la toxicidad, la segunda
diana de anclaje es preferiblemente un antigeno asociado a tumor (AAT). Los AAT son normalmente antigenos que
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se expresan en células de tumores particulares, pero que no se expresan normalmente en células normales. A
menudo, los AAT son antigenos que se expresan normalmente en células sélo en puntos particulares en el
desarrollo de un organismo (tal como durante el desarrollo fetal) y que se expresan de manera inapropiada en el
organismo en el presente punto de desarrollo, o son antigenos no expresados en tejidos o células normales de un
organo que expresa ahora el antigeno. Los AAT preferidos como segunda diana de anclaje incluyen MART-1,
antigeno carcinoembrionario (“CEA”), gp100, MAGE-1, HER-2 y antigenos de LewisY.

Los antigenos de la superficie celular que se expresan preferentemente en LSC de LMA en comparacion con células
madre hematopoyéticas normales, y por tanto preferidos como segunda diana, incluyen CD123, CD44, CLL-1,
CD96, CD47, CD32, CXCR4, Tim-3 y CD25.

Otros antigenos asociados a tumor adecuados como segunda diana dentro de los polipéptidos de la invencion
incluyen: TAG-72, Ep-CAM, PSMA, PSA, glicolipidos tales como GD2 y GD3.

Las segundas dianas de anclaje de la invencién también incluyen antigenos de diferenciacién hematopoyética, es
decir, glicoproteinas asociadas normalmente con el agrupamiento de grupos de diferenciacion (CD), tales como
CD4, CD5, CD19, CD20, CD22, CD33, CD36, CD45, CD52 y CD147; y receptores de citocinas incluyendo cadena
gamma del receptor de interleucina-2 (antigeno CD132); cadena alfa del receptor de interleucina-10 (IL-10R-A);
cadena beta del receptor de interleucina-10 (IL-10R-B); cadena beta-1 del receptor de interleucina-12 (IL-12R-
beta1); cadena beta-2 del receptor de interleucina-12 (beta-2 del receptor de IL-12); cadena alfa-1 del receptor de
interleucina-13 (IL-13R-alfa-1) (antigeno CD213 al); cadena alfa-2 del receptor de interleucina-13 (proteina de unién
a interleucina-13); receptor de interleucina-17 (receptor de IL-17); receptor de interleucina-17B (receptor de IL-17B);
precursor del receptor de interleucina-21 (IL-21R); receptor de interleucina-1, tipo | (IL-1R-1) (CD121a); receptor de
interleucina-1, tipo Il (IL-1R-beta) (CDw121b); proteina antagonista del receptor de interleucina-1 (IL-1ra); cadena
alfa del receptor de interleucina-2 (antigeno CD25); cadena beta del receptor de interleucina-2 (antigeno CD122);
cadena alfa del receptor de interleucina-3 (IL-3R-alfa) (antigeno CD123).

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicha segunda diana de anclaje se elige del grupo que consiste en MART-1, antigeno carcinoembrionario
(“CEA”), gp100, MAGE-1, HER-2 y antigenos de Lewis", CD123, CD44, CLL-1, CD96, CD47, CD32, CXCR4, Tim-3,
CD25, TAG-72, Ep-CAM, PSMA, PSA, GD2, GD3, CD4, CD5, CD19, CD20, CD22, CD33, CD36, CD45, CD52 y
CD147; y receptores de citocinas incluyendo cadena gamma del receptor de interleucina-2 (antigeno CD132);
cadena alfa del receptor de interleucina-10 (IL-10R-A); cadena beta del receptor de interleucina-10 (IL-10R-B);
cadena beta-1 del receptor de interleucina-12 (IL-12R-beta1); cadena beta-2 del receptor de interleucina-12 (beta-2
del receptor de IL-12); cadena alfa-1 del receptor de interleucina-13 (IL-13R-alfa-1) (antigeno CD213 al); cadena
alfa-2 del receptor de interleucina-13 (proteina de unién a interleucina-13); receptor de interleucina-17 (receptor de
IL-17); receptor de interleucina-17B (receptor de IL-17B); precursor del receptor de interleucina-21 (IL-21R); receptor
de interleucina-1, tipo | (IL-1R-1) (CD121a); receptor de interleucina-1, tipo Il (IL-1R-beta) (CDw121b); proteina
antagonista del receptor de interleucina-1 (IL-1ra); cadena alfa del receptor de interleucina-2 (antigeno CD25);
cadena beta del receptor de interleucina-2 (antigeno CD122); cadena alfa del receptor de interleucina-3 (IL-3R-alfa)
(antigeno CD123).

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicha primera diana funcional se elige del grupo que consiste en GPCR, tirosina cinasas receptoras, DDR1,
discoidina | (antigeno CD167a), DDR2, ErbB-1, C-erbB-2, FGFR-1, FGFR-3, antigeno CD135, antigeno CD 117,
proteina tirosina cinasa-1, c-Met, antigeno CD148, C-ret, ROR1, ROR2, Tie-1, Tie-2, antigeno CD202b, Trk-A, Trk-B,
Trk-C, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, receptor Notch 1-4, receptor FAS, DR5, DR4, CD47, CX3CR1, CXCR-3,
CXCR-4, CXCR-7, proteina 2 de unién a quimiocina, y CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCRS,
CCR9, CCR10 y CCR11; y dicha segunda diana se elige del grupo que consiste en MART-1, antigeno
carcinoembrionario (“CEA"), gp100, MAGE-1, HER-2 y antigenos de LewisY, CD123, CD44, CLL-1, CD96, CD47,
CD32, CXCR4, Tim-3, CD25, TAG-72, Ep-CAM, PSMA, PSA, GD2, GD3, CD4, CD5, CD19, CD20, CD22, CD33,
CD36, CD45, CD52 y CD147; y receptores de citocinas incluyendo cadena gamma del receptor de interleucina-2
(antigeno CD132); cadena alfa del receptor de interleucina-10 (IL-10R-A); cadena beta del receptor de interleucina-
10 (IL-10R-B); cadena beta-1 del receptor de interleucina-12 (IL-12R-beta1); cadena beta-2 del receptor de
interleucina-12 (beta-2 del receptor de IL-12); cadena alfa-1 del receptor de interleucina-13 (IL-13R-alfa-1) (antigeno
CD213 al); cadena alfa-2 del receptor de interleucina-13 (proteina de unién a interleucina-13); receptor de
interleucina-17 (receptor de IL-17); receptor de interleucina-17B (receptor de IL-17B); precursor del receptor de
interleucina-21 (IL-21R); receptor de interleucina-1, tipo | (IL-1R-1) (CD121a); receptor de interleucina-1, tipo Il (IL-
1R-beta) (CDw121b); proteina antagonista del receptor de interleucina-1 (IL-1ra); cadena alfa del receptor de
interleucina-2 (antigeno CD25); cadena beta del receptor de interleucina-2 (antigeno CD122); cadena alfa del
receptor de interleucina-3 (IL-3R-alfa) (antigeno CD123).

Tal como se usa en el presente documento “receptor del factor de crecimiento epidérmico” (EGFR, ErbB1, HER1) se
refiere a proteinas de EGFR de mamifero enddgenas o que se producen de manera natural y a proteinas que tienen
una secuencia de aminoacidos que es la misma que la de una proteina de EGFR de mamifero correspondiente
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enddgena o que se produce de manera natural (por ejemplo, proteinas recombinantes, proteinas sintéticas (es decir,
producidas usando los métodos de la quimica organica de sintesis)). Por consiguiente, tal como se define en el
presente documento, el término incluye proteina de EGFR madura, variantes polimorfas o alélicas y otras isoformas
de un EGFR (por ejemplo, producidas mediante corte y empalme alternativo u otros procedimientos celulares), y
formas modificadas o sin modificar de lo anterior (por ejemplo, lipidadas, glicosiladas). Los EGFR enddgenos o que
se producen de manera natural incluyen proteinas de tipo natural tales como variantes maduras, polimorfas o
alélicas de EGFR y otras isoformas que se producen de manera natural en mamiferos (por ejemplo, humanos,
primates no humanos). Tales proteinas pueden recuperarse o aislarse a partir de una fuente que produce de manera
natural EGFR, por ejemplo. Estas proteinas y proteinas que tienen la misma secuencia de aminoacidos que un
EGFR correspondiente endégeno o que se produce de manera natural, se denominan con el nombre del mamifero
correspondiente. Por ejemplo, cuando el mamifero correspondiente es un humano, la proteina se denomina EGFR
humano. Un ISV (por ejemplo, Nanobody) que inhibe la unidon de EGF y/o TGF alfa a EGFR inhibe la unién en el
ensayo de union a EGFR o ensayo de cinasa para EGFR descritos en el presente documento con una CI50 de
aproximadamente 1 [mu]M o menos, aproximadamente 500 nM o menos, aproximadamente 100 nM o menos,
aproximadamente 75 nM o menos, aproximadamente 50 nM o menos, aproximadamente 10 nM o menos, o
aproximadamente 1 nM o menos.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se describe en el presente documento,
en el que dicha primera diana (diana funcional) y dicha segunda diana (diana de anclaje) se eligen del grupo que
consiste en

diana funcional diana de anclaje

RTK AAT

GPCR AAT

CXCR4 (OMIM: 162643) CD123 (OMIM: 308385)
DR5 (OMIM: 603612) EpCam (OMIM: 185535)
DR4 (OMIM: 126452) EpCam (OMIM: 185535)
CD95 (OMIM: 134637) EpCam (OMIM: 185535)
CD47 (OMIM: 601028) CD123 (OMIM: 308385)
CD47 (OMIM: 601028) EpCam (OMIM: 185535)
EGFR (OMIM: 131550) CEA (OMIM: 114890)
CXCR4 (OMIM: 162643) CD4 (OMIM/ 186940)
IL12RB1 (OMIM: 601604) CD4 (OMIM/ 186940)
IL12Rp2 (OMIM: 601642) CD4 (OMIM/ 186940)
IL23R (OMIM: 605580) CD4 (OMIM/ 186940)

En particular, la presente invencién se refiere a un polipéptido segun la invencion, en el que dicha primera diana y
dicha segunda diana se eligen del grupo que consiste en:

- tirosina cinasa receptora como primera diana y un antigeno asociado a tumor (AAT) como segunda diana;

- receptor acoplado a proteinas G (GPCR) como primera diana y un antigeno de diferenciacion hematopoyética
como segunda diana;

- tirosina cinasa receptora como primera diana y un antigeno de diferenciacion hematopoyética como segunda
diana;

- receptor acoplado a proteinas G (GPCR) como primera diana y un antigeno asociado a tumor (AAT) como segunda
diana;

- CXCR4 como primera diana y CD123 como segunda diana;
- DR5 como primera diana y EpCam como segunda diana;

- DR4 como primera diana y EpCam como segunda diana;

- CD95 como primera diana y EpCam como segunda diana;
- CD47 como primera diana y CD123 como segunda diana;

- CD47 como primera diana y EpCam como segunda diana;

- EGFR como primera diana y CEA como segunda diana
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- CD4 como primera diana y CXCR4 como segunda diana

- IL12RB1 como primera diana y CD4 como segunda diana

- IL12RB2 como primera diana y CD4 como segunda diana, y
- IL23R como primera diana y CD4 como segunda diana.

Los presentes inventores también han demostrado que una primera diana puede convertirse en una segunda diana
y viceversa, dependiendo de la afinidad y las propiedades funcionales de los ISV respectivos (véase, por ejemplo,
los ISV que se unen a CXCR4).

Los presentes inventores demostraron ademas que el nimero de copia absoluto de la primera y la segunda diana,
pero también la razén de la primera diana y la segunda diana, en la superficie celular puede ser un determinante en
la especificidad de la union final, y por tanto en la toxicidad y/o los efectos secundarios. Preferiblemente, esta
presente un numero de copias bajo de dicha primera diana funcional. Preferiblemente, esta presente un nimero de
copias alto de dicha segunda diana de anclaje. Incluso mas preferiblemente, esta presente una razén baja de la
primera diana funcional y la segunda diana de anclaje en el nimero de superficie celular.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicha célula comprende entre 1.000 y 40.000 copias, tal como entre 10.000 y 20.000 copias de dicha primera
diana en la superficie de dicha célula.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicha célula comprende entre 40.000 y 100.000 copias, tal como entre 60.000 y 80.000 copias de dicha segunda
diana en la superficie de dicha célula.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido tal como se define por las reivindicaciones, en el
que dicha célula comprende una razén de 0,01 a 0,9 de dicha primera diana funcional y dicha segunda diana de
anclaje, incluso mas preferiblemente entre 0,2 y 0,8, entre 0,3 y 0,7, entre 0,4 y 0,6, tal como una razén de 0,02,
0,05, 0,08, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, preferiblemente una razén de 0,5.

Como tal, los polipéptidos y las composiciones de la presente invencion pueden usarse para el diagndstico, la
prevencion y el tratamiento de enfermedades y trastornos de la presente invencion (también en el presente
documento “enfermedades y trastornos de la presente divulgacion”) que incluyen, pero no se limitan a, cancer. El
término “cancer” se refiere al estado patolégico en mamiferos que se caracteriza normalmente por proliferacion o
supervivencia celular desregulada. Los ejemplos de cancer incluyen, pero no se limitan a, carcinomas, gliomas,
mesoteliomas, melanomas, linfomas, leucemias, adenocarcinomas: cancer de mama, cancer de ovario, cancer de
cuello uterino, glioblastoma, mieloma multiple (incluyendo gammapatia monoclonal de significancia indeterminada,
mieloma asintomatico y sintomatico), cancer de prostata, y linfoma de Burkitt, cancer de cabeza y cuello, cancer de
colon, cancer colorrectal, cancer de pulmén de células no pequefas, cancer de pulmén de células pequeias, cancer
de esoéfago, cancer de estdmago, cancer de pancreas, cancer hepatobiliar, cancer de vesicula biliar, cancer de
intestino delgado, cancer de recto, cancer rifién, cancer vejiga, cancer prostata, cancer de pene, cancer de uretra,
cancer de testiculo, cancer de vagina, cancer de utero, cancer de tiroides, cancer de paratiroides, cancer de
glandulas suprarrenales, cancer endocrino de pancreas, cancer carcinoide, cancer de hueso, cancer de piel,
retinoblastomas, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, sarcoma de Kaposi, enfermedad de Castleman
multicéntrica o linfoma de efusién primaria asociado con SIDA, tumores neuroectodérmicos, rabdomiosarcoma
(véase, por ejemplo, Cancer, Principles and practice (DeVita, V.T. ef al. eds 1997) para canceres adicionales); asi
como cualquier metastasis de cualquiera de los canceres anteriores, asi como indicaciones no cancerosas tales
como poliposis nasal; asi como otros trastornos y enfermedades descritos en el presente documento. En particular,
los polipéptidos y las composiciones de la presente invencion pueden usarse para el diagnostico, la prevencion vy el
tratamiento de enfermedades que implican metastasis mediada por EGFR, quimiotaxia, adhesion celular, migracién
transendotelial, proliferacion y/o supervivencia celulares. Los canceres caracterizados por la expresion de EGFR en
la superficie de células cancerosas (canceres que expresan EGFR) incluyen, por ejemplo, cancer de vejiga, cancer
de ovario, cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de pulmoén (por ejemplo, carcinoma de pulmén de células no
pequefias), cancer gastrico, cancer de pancreas, cancer de prostata, cancer de cabeza y cuello, cancer renal y
cancer de vesicula biliar.

Para una descripcion general de dominios variables tUnicos de inmunoglobulina, se hace referencia a la descripcion
adicional a continuacioén, asi como a la técnica anterior citada en el presente documento. A este respecto, sin
embargo, cabe destacar que esta descripcion y la técnica anterior describen principalmente dominios variables
Unicos de inmunoglobulina de la denominada “clase V13" (es decir, dominios variables Unicos de inmunoglobulina
con un alto grado de homologia de secuencia con respecto a secuencias de la linea germinal humana de la clase
Vu3 tales como DP-47, DP-51 o DP-29), que forman un aspecto preferido de esta divulgacion. Sin embargo, cabe
destacar que la divulgacion en su sentido mas amplio cubre generalmente cualquier tipo de dominios variables
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Unicos de inmunoglobulina y, por ejemplo, también cubre los dominios variables Unicos de inmunoglobulina que
pertenecen a la denominada “clase Vu4” (es decir, dominios variables Unicos de inmunoglobulina con un alto grado
de homologia de secuencia con respecto a secuencias de la linea germinal humana de la clase Vx4 tales como DP-
78), tal como se describe, por ejemplo, en el documento WO 07/118670.

Generalmente, dominios variables Unicos de inmunoglobulina (en particular secuencias de Vyy y dominios variables
unicos de inmunoglobulina optimizados por secuencia) pueden caracterizarse, en particular, por la presencia de uno
0 mas “residuos de sello distintivo” (tal como se describe en el presente documento) en una o mas de las secuencias
de entramado (de nuevo tal como se describe adicionalmente en el presente documento).

Por tanto, generalmente, un dominio variable Unico de inmunoglobulina puede definirse como una secuencia de
aminoacidos con la estructura (general) (consultese la formula 1 a continuacion)

FR1 - CDR1-FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en la que FR1 a FR4 se refieren a las regiones de entramado 1 a 4, respectivamente, y en la que CDR1 a CDR3 se
refieren a las regiones determinantes de la complementariedad 1 a 3, respectivamente.

En un aspecto preferido, la invencién proporciona polipéptidos que comprenden al menos un dominio variable Unico
de inmunoglobulina que es una secuencia de aminoacidos con la estructura (general)

FR1-CDR1-FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en la que FR1 a FR4 se refieren a las regiones de entramado 1 a 4, respectivamente, y en la que CDR1 a CDR3 se
refieren a las regiones determinantes de la complementariedad 1 a 3, respectivamente, y en la que:

i) al menos uno de los residuos de aminoacido en las posiciones 11, 37, 44, 45, 47, 83, 84, 103, 104 y 108 segun la
numeracion de Kabat se elige de los residuos de sello distintivo mencionados en la tabla A-1 a continuacién; y en la
que:

ii) dicha secuencia de aminoacidos tiene una identidad de secuencia de al menos el 80%, mas preferiblemente el
90%, incluso mas preferiblemente el 95% con al menos uno de los dominios variables Unicos de inmunoglobulina tal
como se muestra en el documento WO 2009/138519 (véanse las SEQ ID NO: 1 a 125 en el documento WO
2009/138519), en el que con fines de determinar el grado de identidad de aminoacidos, los residuos de aminoacido
que forman las secuencias de CDR (indicados con X en las secuencias) no se tienen en cuenta; y en la que:

i) las secuencias de CDR son generalmente tal como se definen adicionalmente en el presente documento (por
ejemplo, la CDR1, CDR2 y CDR3 en una combinacion tal como puede determinarse con la informacion
proporcionada en el presente documento, destacando que las definiciones de CDR se calculan segun el sistema de
numeracion de Kabat).

Tabla A-1: residuos de sello distintivo en VHH

Posiciéon | Vu3 humana Residuos de sello distintivo

11 t V; predominantemente LS, VMW, F, T,QE AR, G K,Y,N,P,[; preferiblemente L

37 V, |, F; normalmente V FO,Y,V,L,A,H,S,I,W,C,N, G, D, T, P, preferiblemente F) 0 Y
44®) G E®, Q®,G®, D,A K R,L P,S,V,H,T,N, W, M, I|; preferiblemente

G®@, E® 0 Q®); lo mas preferiblemente G? o Q©®)
458) L L@ R® P HF G QS,ET,Y,C,ID,V, preferiblemente L? 0 R®
FO,LMWoW®, G, I,S,A,V,M,R,Y,E,P, T,C,H, K, Q, N, D;

(8)
47 WY preferiblemente W®, L o F(1)
(5) (5) . i
83 R 0 K: normalmente R Rf K®), T E®), Q N,S,I,V,G,M,L, A, D,Y, H; preferiblemente K o
R; lo mas preferiblemente K
84 A T,D; PG S H,L A V,I,T,F,D,R,Y,N, Q, G, E; preferiblemente P
predominantemente A
WH® R6E G, S, K,AMY,L F,T,N,V,Q,P® E,C; preferiblemente
103 w W
104 G G,A S T,D,P, N, E, C, L; preferiblemente G
108 LLMoT; Q, LMD, R,P,E, K, S, T, M, A, H; preferiblemente Q o L™

predominantemente L

Notas:

() En particular, pero no exclusivamente, en combinacién con KERE o KQRE en las posiciones 43-46.
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) Normalmente como GLEW en las posiciones 44-47.

() Normalmente como KERE o KQRE en las posiciones 43-46, por ejemplo, como KEREL, KEREF, KQREL,
KQREF, KEREG, KQREW o KQREG en las posiciones 43-47. Alternativamente, también son posibles
secuencias tales como TERE (por ejemplo, TEREL), TQRE (por ejemplo, TQREL), KECE (por ejemplo,
KECEL o KECER), KQCE (por ejemplo, KQCEL), RERE (por ejemplo, REREG), RQRE (por ejemplo,
RQREL, RQREF o RQREW), QERE (por ejemplo, QEREG), QQRE, (por ejemplo, QQREW, QQREL o
QQREF), KGRE (por ejemplo, KGREG), KDRE (por ejemplo, KDREV). Algunas otras secuencias posibles,
pero menos preferidas, incluyen, por ejemplo, DECKL y NVCEL.

) Con tanto GLEW en las posiciones 44-47 como KERE o KQRE en las posiciones 43-46.
) A menudo como KP o EP en las posiciones 83-84 de dominios Vi que se producen de manera natural.
) En particular, pero no exclusivamente, en combinacién con GLEW en las posiciones 44-47.

(M Con la condicion de que cuando las posiciones 44-47 son GLEW, la posicion 108 es siempre Q en
secuencias de Vux (no humanizado) que también contienen un W en 103.

®) El grupo GLEW también contiene secuencias similares a GLEW en las posiciones 44-47, tales como, por
ejemplo, GVEW, EPEW, GLER, DQEW, DLEW, GIEW, ELEW, GPEW, EWLP, GPER, GLER y ELEW.

De nuevo, tales dominios variables Ginicos de inmunoglobulina pueden derivarse de cualquier manera adecuada y de
cualquier fuente adecuada, y, por ejemplo, pueden ser secuencias de Vuy que se producen de manera natural (es
decir, de una especie adecuada de camélido, por ejemplo, llama) o VH o VL sintéticos o semisintéticos (por ejemplo,
de humano). Tales dominios variables Unicos de inmunoglobulina pueden incluir VHH “humanizados” u “optimizados
por secuencia” de otro modo, secuencias de inmunoglobulina “camelizadas” (y en particular secuencias de dominio
variable de cadena pesada camelizadas, es decir, VH camelizadas), asi como VH humanos, VL humanos, VHH
camélidos que se han alterado mediante técnicas tales como maduracién por afinidad (por ejemplo, partiendo de
secuencias de inmunoglobulina sintéticas, aleatorias o que se producen de manera natural), injerto de CDR,
remodelacion de superficie, combinacién de fragmentos derivados de diferentes secuencias de inmunoglobulina,
ensamblaje por PCR usando cebadores de solapamiento y técnicas similares para disefiar por ingenieria genética
secuencias de inmunoglobulina bien conocidas por el experto en la técnica; o cualquier combinacién adecuada de
cualquiera de lo anterior tal como se describe adicionalmente en el presente documento. Tal como se menciona en
el presente documento, una clase particularmente preferida de dominios variables Unicos de inmunoglobulina
comprende dominios variables Unicos de inmunoglobulina con una secuencia de aminoacidos que corresponde a la
secuencia de aminoacidos de un dominio Vyy que se produce de manera natural, pero que se ha “humanizado”, es
decir mediante el reemplazo de uno o mas residuos de aminoacido en la secuencia de aminoacidos de dicha
secuencia de Vxx que se produce de manera natural (y en particular en las secuencias de entramado) por uno o mas
de los residuos de aminoacido que se producen en la(s) posicidn/posiciones correspondiente(s) en un dominio Vy de
un anticuerpo de 4 cadenas convencional de un ser humano (por ejemplo, tal como se indicd anteriormente). Esto
puede realizarse de una manera conocida per se, que resultara evidente para el experto en la técnica, por ejemplo,
basandose en la descripcion adicional en el presente documento y la técnica anterior sobre humanizacion
denominada en el presente documento. De nuevo, cabe destacar que tales dominios variables Unicos de
inmunoglobulina humanizados pueden obtenerse de cualquier manera conocida per se y, por tanto, no estan
estrictamente limitados a polipéptidos que se han obtenido usando un polipéptido que comprende un dominio Vun
que se produce de manera natural como material de partida.

Otra clase particularmente preferida de dominios variables Ginicos de inmunoglobulina comprende dominios variables
Unicos de inmunoglobulina con una secuencia de aminoacidos que corresponde a la secuencia de aminoacidos de
un dominio V4 que se produce de manera natural, pero que se ha “camelizado”, es decir, mediante el reemplazo de
uno o mas residuos de aminoacido en la secuencia de aminoacidos de un dominio V4 que se produce de manera
natural a partir de un anticuerpo de 4 cadenas convencional por uno o mas de los residuos de aminoacido que se
producen en la(s) posicién/posiciones correspondiente(s) en un dominio Vyy de un anticuerpo de cadena pesada.
Esto puede realizarse de manera conocida per se, que resultara evidente para el experto en la técnica, por ejemplo,
basandose en la descripcion en el presente documento. Tales sustituciones “camelizantes” se insertan
preferiblemente en las posiciones de aminoacido que forman y/o estan presentes en la superficie de contacto V-V,
y/o en los denominados residuos de sello distintivo de Camelidae, tal como se define en el presente documento
(véanse también, por ejemplo, el documento WO 94/04678 y Davies y Riechmann (1994 y 1996)). Preferiblemente,
la secuencia de Vy que se usa como material de partida o punto de partida para generar o disefiar los dominios
variables unicos de inmunoglobulina camelizados es preferiblemente una secuencia de V4 de un mamifero, mas
preferiblemente la secuencia de Vy de un ser humano, tal como una secuencia de Vx3. Sin embargo, cabe destacar
que tales dominios variables uUnicos de inmunoglobulina camelizados pueden obtenerse de cualquier manera
conocida per se y, por tanto, no estan estrictamente limitados a polipéptidos que se han obtenido usando un
polipéptido que comprende un dominio V4 que se produce de manera natural como material de partida.
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Por ejemplo, de nuevo tal como se describe adicionalmente en el presente documento, tanto la “humanizacion”
como la “camelizaciéon” pueden realizarse proporcionando una secuencia de nucledtidos que codifica para un
dominio Vur 0 un dominio V4 que se producen de manera natural, respectivamente, y luego cambiando, de manera
conocida per se, uno o mas codones en dicha secuencia de nucleétidos de tal manera que la nueva secuencia de
nucledtidos codifica para un dominio variable Unico de inmunoglobulina “humanizado” o “camelizado”,
respectivamente. Este acido nucleico puede expresarse luego de una manera conocida per se, para proporcionar los
dominios variables unicos de inmunoglobulina deseados. Alternativamente, basandose en la secuencia de
aminoacidos de un dominio Vyy 0 un dominio Vi que se producen de manera natural, respectivamente, la secuencia
de aminoacidos de los dominios variables uUnicos de inmunoglobulina humanizados o camelizados deseados,
respectivamente, pueden disefiarse y luego sintetizarse de novo usando técnicas para la sintesis de péptidos
conocida per se. Ademas, basandose en la secuencia de aminoacidos o la secuencia de nucleétidos de un dominio
Vun 0 un dominio V4 que se producen de manera natural, respectivamente, una secuencia de nucleétidos que
codifica para dominios variables uUnicos de inmunoglobulina humanizados o camelizados deseados,
respectivamente, puede disefarse y luego sintetizarse de novo usando técnicas para la sintesis de acidos nucleicos
conocida per se, tras lo cual el acido nucleico obtenido de ese modo puede expresarse de una manera conocida per
se, para proporcionar los dominios variables Unicos de inmunoglobulina deseados.

Generalmente, las proteinas o los polipéptidos que comprenden o consisten esencialmente en un solo bloque de
construccién, un solo dominio variable Unico de inmunoglobulina o un solo Nanobody, se denominaran en el
presente documento proteinas o polipéptidos “monovalentes” o “constructos monovalentes”, o bloque de
construcciéon monovalente, dominio variable Unico de inmunoglobulina monovalente o Nanobody monovalente,
respectivamente. Las proteinas y los polipéptidos que comprenden o consisten esencialmente en dos o mas
dominios variables Unicos de inmunoglobulina (tal como al menos dos dominios variables Unicos de
inmunoglobulina) se denominaran en el presente documento proteinas o polipéptidos “multivalentes” o “constructos
multivalentes”, y estos proporcionan determinadas ventajas en comparacion con los dominios variables Unicos de
inmunoglobulina monovalentes correspondientes. Algunos ejemplos no limitativos de tales constructos multivalentes
resultaran evidentes a partir de la descripciéon adicional en el presente documento. Los polipéptidos de la invencién
son “multivalentes”, es decir, comprenden dos o mas bloques de construccién o ISV de los cuales al menos el primer
bloque de construccién, que es un ISV, tal como un Nanobody, y el segundo bloque de construccién, que es un ISV,
tal como un Nanobody, son diferentes, y se dirigen contra diferentes dianas tal como se define por las
reivindicaciones, tales como antigenos o determinantes antigénicos. Los polipéptidos de la invencion que contienen
al menos dos ISV, tales como Nanobodies, en los que al menos un ISV, tal como un Nanobody, se dirige contra un
primer antigeno (es decir, contra la primera diana, tal como, por ejemplo, CXCR4) y al menos un ISV, tal como un
Nanobody, se dirige contra un segundo antigeno (es decir, contra la segunda diana que es diferente de la primera
diana, tal como, por ejemplo, CD123), también se denominaran polipéptidos “multiespecificos” de la invencion, y los
bloques de construccion, ISV, tales como Nanobodies, presentes en tales polipéptidos también se denominaran en
el presente documento como que estan en un “formato multivalente”. Por tanto, por ejemplo, un polipéptido
“biespecifico” de la invencion es un polipéptido que comprende al menos un ISV, tal como un Nanobody, dirigido
contra una primera diana (por ejemplo, CXCR4) y al menos un ISV adicional, tal como un Nanobody, dirigido contra
una segunda diana (es decir, dirigido contra una segunda diana diferente de dicha primera diana, por ejemplo,
CD123), mientras que un polipéptido “triespecifico” de la invencién es un polipéptido que comprende al menos un
ISV, tal como un Nanobody, dirigido contra una primera diana (por ejemplo, CXCR4), un segundo ISV, tal como un
Nanobody, dirigido contra una segunda diana diferente de dicha primera diana (por ejemplo, CD123) y al menos un
bloque de construccion, ISV o Nanobody adicional dirigido contra un tercer antigeno (es decir, diferente de tanto la
primera como la segunda diana), tal como, por ejemplo, albumina sérica; etc. Tal como resultara evidente a partir de
la descripcion, la invencion no se limita a polipéptidos biespecificos, en el sentido que un polipéptido multiespecifico
de la invencion puede comprender al menos un primer ISV, tal como un Nanobody, contra una primera diana, un
segundo ISV, tal como un Nanobody, contra una segunda diana y cualquier numero de bloques de construccion, ISV
o Nanobodies dirigidos contra una o mas dianas, que pueden ser el mismo o diferentes de la primera y/o segunda
diana, respectivamente. Los bloques de construccion, ISV o Nanobodies pueden ligarse opcionalmente a través de
secuencias de ligador.

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a un polipéptido triespecifico o multiespecifico, que
comprende o consiste esencialmente en al menos tres restos de union, tales como tres ISV, en el que al menos uno
de dichos al menos tres restos de unién es un ISV dirigido contra una primera diana con una baja afinidad, al menos
uno de dichos al menos tres restos de unién es un ISV dirigido contra una segunda diana con una alta afinidad y al
menos un tercer resto de unién que aumenta la semivida, tal como, por ejemplo, un agente de unién a albumina.

Tal como resultara evidente a partir de la descripcion adicional anterior y en el presente documento, los dominios
variables Unicos de inmunoglobulina pueden usarse como “bloques de construccion” para formar polipéptidos de la
invencion, por ejemplo, combinandolos de manera adecuada con otros grupos, residuos, restos o unidades de unién,
con el fin de formar compuestos o constructos tal como se describe en el presente documento (tal como, sin
limitaciones, los polipéptidos bi/tri/tetra/multivalentes y bi/tri/tetra/multiespecificos de la invencion descritos en el
presente documento) que combinan dentro de una molécula una o mas funciones biolégicas o propiedades
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deseadas.

Los compuestos o polipéptidos de la invencion pueden prepararse generalmente mediante un método que
comprende al menos una etapa de ligar de manera adecuada el uno o mas dominios variables Unicos de
inmunoglobulina al uno o mas grupos, residuos, restos o unidades de unién adicionales, opcionalmente a través del
uno o mas ligadores adecuados, para proporcionar el compuesto o polipéptido de la invencion. Los polipéptidos de
la invencion también pueden prepararse mediante un método que comprende generalmente al menos las etapas de
proporcionar un acido nucleico que codifica para un polipéptido de la invencién, que expresa dicho acido nucleico de
manera adecuada, y recuperar el polipéptido expresado de la invencion. Tales métodos pueden realizarse de
manera adecuada per se, que resultara evidente para el experto en la técnica, por ejemplo, basandose en los
métodos y las técnicas descritos adicionalmente en el presente documento.

El procedimiento de disefio/seleccion y/o preparacion de un compuesto o polipéptido de la invencioén, partiendo de
una secuencia de aminoacidos, también se denomina en el presente documento “formatear” dicha secuencia de
aminoacidos de la invencion; y se dice que un aminoacido forma parte de un compuesto o polipéptido de la
invencion esta ‘formateado” o que esta “en el formato de” dicho compuesto o polipéptido de la invenciéon. Los
ejemplos de modos en los que una secuencia de aminoacidos puede formatearse y los ejemplos de tales formatos
resultaran evidentes para el experto en la técnica basandose en la divulgacion en el presente documento; y tales
dominios variables Unicos de inmunoglobulina formateados forman un aspecto adicional de la divulgacion.

Por ejemplo, tales grupos, residuos, restos o unidades de unién adicionales pueden ser uno o mas dominios
variables Unicos de inmunoglobulina adicionales, tales que el compuesto o constructo es una proteina (de fusién) o
un polipéptido (de fusion). En un aspecto preferido pero no limitativo, dicho uno o mas grupos, residuos, restos o
unidades de unién distintos son secuencias de inmunoglobulina. Incluso mas preferiblemente, dicho uno o mas
grupos, residuos, restos o unidades de unioén distintos se eligen del grupo que consiste en anticuerpos de dominio,
dominios variables unicos de inmunoglobulina que son adecuados para su uso como anticuerpo de dominio,
anticuerpos de un solo dominio, dominios variables Gnicos de inmunoglobulina (ISV) que son adecuados para su uso
como anticuerpo de un solo dominio, “dAc”, dominios variables Unicos de inmunoglobulina que son adecuados para
su uso como dAc, o Nanobodies. Alternativamente, tales grupos, residuos, restos o unidades de unién pueden ser,
por ejemplo, grupos quimicos, residuos, restos, que pueden o no ser biolégica y/o farmacolégicamente activos por si
mismos. Por ejemplo, y sin limitacién, tales grupos pueden ligarse al uno o mas dominios variables uUnicos de
inmunoglobulina para proporcionar un “derivado” de una secuencia de aminoacidos o polipéptido de la invencion, tal
como se describe adicionalmente en el presente documento.

También se encuentran dentro del alcance de la presente invencién compuestos o constructos, que comprenden o
consisten esencialmente en uno o mas derivados tal como se describe en el presente documento, y opcionalmente
comprenden adicionalmente uno o mas grupos, residuos, restos o unidades de unién distintos, opcionalmente
ligados a través de uno o mas ligadores. Preferiblemente, dicho uno o mas grupos, residuos, restos o unidades de
union distintos son dominios variables Unicos de inmunoglobulina. En los compuestos o constructos descritos
anteriormente, el uno o mas dominios variables Unicos de inmunoglobulina y el uno o mas grupos, residuos, restos o
unidades de unidn pueden ligarse directamente entre si y/o a través de uno o mas ligadores o espaciadores
adecuados. Por ejemplo, cuando el uno o mas grupos, residuos, restos o unidades de unién son dominios variables
Unicos de inmunoglobulina, los ligadores también pueden ser dominios variables Unicos de inmunoglobulina, de
manera que el compuesto o constructo resultante es una proteina de fusién o un polipéptido de fusion.

En un aspecto especifico pero no limitativo de la invencién, que se describira adicionalmente en el presente
documento, los polipéptidos de la invencién tienen una semivida aumentada en suero (tal como se describe
adicionalmente en el presente documento) en comparacion con el dominio variable Unico de inmunoglobulina del
cual se han derivado. Por ejemplo, un dominio variable Unico de inmunoglobulina puede ligarse (quimicamente o de
otro modo) a uno o mas grupos o restos que prolongan la semivida (tal como PEG), para proporcionar un derivado
de una secuencia de aminoacidos con semivida aumentada.

En un aspecto especifico de la invencién, un compuesto de la invencién o un polipéptido de la invencién puede tener
una semivida aumentada, en comparacion con la secuencia de aminoacidos correspondiente de la invencion.
Algunos ejemplos preferidos pero no limitativos de tales compuestos y polipéptidos resultaran evidentes para el
experto en la técnica basandose en la divulgacion adicional en el presente documento y, por ejemplo, comprenden
dominios variables Unicos de inmunoglobulina o polipéptidos de la invenciéon que se han modificado quimicamente
para aumentar la semivida de los mismos (por ejemplo, por medio de pegilacion); dominios variables Unicos de
inmunoglobulina que comprenden al menos un sitio de unién adicional para la unién a una proteina sérica (tal como
albumina sérica); o polipéptidos de la invencidon que comprenden al menos una secuencia de aminoacidos que se
liga a al menos un resto (y en particular al menos una secuencia de aminoacidos) que aumenta la semivida de la
secuencia de aminoacidos. Los ejemplos de polipéptidos de la invencion que comprenden tales restos o dominios
variables Unicos de inmunoglobulina de extension de la semivida prolongada resultaran evidentes para el experto en
la técnica basandose en la divulgacion adicional en el presente documento; y, por ejemplo, incluyen, sin limitacion,
polipéptidos en los que el uno o mas dominios variables Unicos de inmunoglobulina se ligan de manera adecuada a
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una o mas proteinas séricas o fragmentos de las mismas (tales como albumina sérica (humana) o fragmentos
adecuados de la misma) o a una o mas unidades de union que pueden unirse a proteinas séricas (tales como, por
ejemplo, anticuerpos de dominio, dominios variables Unicos de inmunoglobulina que son adecuados para su uso
como anticuerpo de dominio, anticuerpos de un solo dominio, dominios variables Unicos de inmunoglobulina que son
adecuados para su uso como anticuerpo de un solo dominio, “dAc”, dominios variables Unicos de inmunoglobulina
que son adecuados para su uso como dAc, o Nanobodies que pueden unirse a proteinas séricas tales como
albumina sérica (tales como albumina sérica humana), inmunoglobulinas séricas tales como IgG, o transferrina; se
hace referencia a la descripcion adicional y se mencionan referencias en el presente documento); polipéptidos en los
que una secuencia de aminoacidos se liga a una porcion Fc (tal como un Fc humano) o una parte o un fragmento
adecuados de los mismos; o polipéptidos en los que el uno o mas dominios variables Unicos de inmunoglobulina se
ligan de manera adecuada a una o mas proteinas o péptidos pequefios que pueden unirse a proteinas séricas, tales
como, sin limitacion, las proteinas y los péptidos descritos en los documentos WO 91/01743, WO 01/45746, WO
02/076489, WO2008/068280, WO2009/127691 y PCT/EP2011/051559 (W0O2011/095545).

Generalmente, los compuestos o polipéptidos de la invenciéon con semivida aumentada tienen preferiblemente una
semivida que es al menos 1,5 veces, preferiblemente al menos 2 veces, tal como al menos 5 veces, por ejemplo al
menos 10 veces o mas de 20 veces, mayor que la semivida de la secuencia de aminoacidos correspondiente per se.
Por ejemplo, los compuestos o polipéptidos de la invencidon con semivida aumentada pueden tener una semivida,
por ejemplo, en humanos, que se aumenta en mas de 1 hora, preferiblemente mas de 2 horas, mas preferiblemente
mas de 6 horas, tal como mas de 12 horas, o incluso mas de 24, 48 6 72 horas, en comparacion con la secuencia de
aminoacidos correspondiente per se.

En un aspecto preferido pero no limitativo de la invencién, tales compuestos o polipéptidos de la invencién tienen
una semivida en suero, por ejemplo, en humanos, que se aumenta en mas de 1 hora, preferiblemente mas de
2 horas, mas preferiblemente mas de 6 horas, tal como mas de 12 horas, o incluso mas de 24, 48 6 72 horas, en
comparacién con la secuencia de aminoacidos correspondiente per se.

En otro aspecto preferido pero no limitativo de la invencién, tales compuestos o polipéptidos de la invencién
muestran una semivida en suero en humanos de al menos aproximadamente 12 horas, preferiblemente al menos
24 horas, mas preferiblemente al menos 48 horas, incluso mas preferiblemente al menos 72 horas o mas. Por
ejemplo, los compuestos o polipéptidos de la invenciéon pueden tener una semivida de al menos 5 dias (tal como de
aproximadamente 5 a 10 dias), preferiblemente al menos 9 dias (tal como de aproximadamente 9 a 14 dias), mas
preferiblemente al menos aproximadamente 10 dias (tal como de aproximadamente 10 a 15 dias), o al menos
aproximadamente 11 dias (tal como de aproximadamente 11 a 16 dias), mas preferiblemente al menos
aproximadamente 12 dias (tal como de aproximadamente 12 a 18 dias o mas), o mas de 14 dias (tal como de
aproximadamente 14 a 19 dias).

En un aspecto particularmente preferido pero no limitativo de la invencion, la invencién proporciona un polipéptido de
la invencion que comprende unos dominios variables Gnicos de inmunoglobulina (ISV) primero y segundo, en el que
dicho primer ISV se une a una primera diana en la superficie de una célula con una baja afinidad y cuando se une
inhibe una funcién de dicha primera diana; y dicho segundo ISV se une a una segunda diana en la superficie de
dicha célula con una alta afinidad, y preferiblemente inhibe una funcién de dicha segunda diana minimamente, en el
que dicha primera diana es diferente de dicha segunda diana; y que comprende ademas uno o mas (preferiblemente
uno) dominios variables Unicos de inmunoglobulina de unién a albdmina sérica tal como se describe en el presente
documento, por ejemplo, el dominio variable Unico de inmunoglobulina de unién a albumina sérica de SEQ ID NO:
114 6 115 (tabla B-4).

Conjugados polipéptido-farmaco (PDC)

En algunas realizaciones, los polipéptidos de la invencidon se conjugan con farmacos para formar conjugados
polipéptido-farmaco (PDC). Los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) contemporaneos se usan en aplicaciones de
oncologia, en las que el uso de conjugados anticuerpo-farmaco para la administracion local de farmacos, tales como
agentes citotdxicos o citostaticos, toxinas o restos de toxina, permite la administracion dirigida del resto de farmaco a
tumores, que pueden permitir una mayor eficacia, menor toxicidad, etc. Estos ADC tienen tres componentes: (1) un
anticuerpo monoclonal conjugado a través de un (2) ligador con (3) toxina o resto de toxina. Una vision general de
esta tecnologia se proporciona en Ducry et al., Bioconjugate Chem., 21:5-13 (2010), Carter et al., Cancer J.
14(3):154 (2008) y Senter, Current Opin. Chem. Biol. 13:235-244 (2009). Los PDC también tienen tres componentes:
(1) un polipéptido conjugado a través de un (2) eeligador con un (3) farmaco, tal como una toxina o un resto de
toxina. El experto en la técnica apreciara que la tecnologia, los métodos, los medios, etc. de ADC son igualmente
aplicables a los PDC.

La invencién proporciona polipéptidos de la invencion que comprenden un farmaco, tal como una toxina o un resto
de toxina.

El farmaco, por ejemplo, toxina o resto de toxina, puede ligarse o conjugarse con el polipéptido usando cualquier
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método adecuado. Generalmente, la conjugacion se lleva a cabo mediante union covalente al polipéptido, tal como
se conoce en la técnica, y generalmente se basa en un ligador, a menudo una ligacion peptidica. Por ejemplo, el
farmaco, tal como toxina o resto de toxina, puede unirse de manera covalente al polipéptido directamente o a través
de un ligador adecuado. Los ligadores adecuados pueden incluir ligadores escindibles o no escindibles, por ejemplo,
ligadores escindibles por pH que comprenden un sitio de escision para una enzima celular (por ejemplo, esterasas
celulares, proteasas celulares tales como catepsina B). Tales ligadores escindibles pueden usarse para preparar un
ligando que puede liberar un farmaco, tal como una toxina o un resto de toxina después de que se internalice el
polipéptido. Tal como se apreciara por aquellos en la técnica, el niumero de restos de farmaco por polipéptido puede
cambiar, dependiendo de las condiciones de la reaccién, y puede variar desde 1:1 hasta 10:1 de
farmaco:polipéptido. Tal como también se apreciara por aquellos en la técnica, el nimero real es un promedio.
Puede usarse una variedad de métodos para ligar o conjugar un farmaco, tal como una toxina o un resto de toxina,
con un polipéptido. El método particular seleccionado dependera del farmaco, tal como una toxina o un resto de
toxina, y del polipéptido que va a ligarse o conjugarse. Si se desea, pueden usarse ligadores que contienen grupos
funcionales terminales para ligar el polipéptido y el farmaco, por ejemplo, una toxina o un resto de toxina.
Generalmente, la conjugacion se logra haciendo reaccionar el farmaco, por ejemplo, una toxina o un resto de toxina
que contiene un grupo funcional reactivo (o se modifica para contener un grupo funcional reactivo), con un ligador o
directamente con un polipéptido. Los enlaces covalentes se forman haciendo reaccionar un farmaco, por ejemplo,
una toxina o un resto de toxina que contiene (o se modifica para contener) un resto quimico o grupo funcional, que
puede hacerse reaccionar, en condiciones apropiadas, con un segundo grupo quimico formando de ese modo un
enlace covalente. Si se desea, puede afiadirse un grupo quimico reactivo adecuado al polipéptido o a un ligador
usando cualquier método adecuado (véase, por ejemplo, Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques, Academic
Press: San Diego, CA (1996)). Se conocen muchas combinaciones de grupos quimicos reactivos adecuados en la
técnica, por ejemplo, un grupo amina que puede hacerse reaccionar con un grupo electréfilo tal como tosilato,
mesilato, halo (cloro, bromo, fluoro, yodo), éster N-hidroxisuccinimidilico (NHS), y similares. Los tioles pueden
hacerse reaccionar con disulfuros de piridilo, acriloilo, yodoacetilo, maleimida, tiol del acido 5-tiol-2-nitrobenzoico
(TNB-tiol), y similares. Puede acoplarse un grupo funcional aldehido a moléculas que contienen amina o hidrazida, y
puede hacerse reaccionar un grupo azida con un grupo de fésforo trivalente para formar uniones fosforamidato o
fosforimida. Los métodos adecuados para introducir grupos de activacion en moléculas se conocen en la técnica
(véase, por ejemplo, Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques, Academic Press: San Diego, CA (1996)).

Tal como se describe a continuacion, el farmaco del PDC puede ser cualquier nimero de agentes incluyendo, pero
sin limitarse a, agentes citostaticos, agentes citotoxicos tales como agentes quimioterapicos, agentes inhibidores del
crecimiento, toxinas (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal,
o fragmentos de la misma), restos de toxina, o un is6topo radiactivo (es decir, un radioconjugado) se proporcionan.
En otras realizaciones, la divulgacién proporciona ademas métodos de uso de los PDC.

Los farmacos para su uso en la presente invencion incluyen farmacos citotoxicos, particularmente aquellos que se
usan para terapia contra el cancer. Tales farmacos incluyen, en general, agentes que dafan el ADN, antimetabolitos,
productos naturales y sus analogos. Las clases de agentes citotdxicos a modo de ejemplo incluyen los inhibidores
de enzimas tales como inhibidores de la dihidrofolato reductasa, e inhibidores de la timidilato sintasa, intercaladores
de ADN, escindidores de ADN, inhibidores de la topoisomerasa, la familia de farmacos antraciclina, los farmacos de
la vinca, las mitomicinas, las bleomicinas, los nucleésidos citotéxicos, la familia de farmacos pteridina, diinenos, las
podofillotoxinas, dolastatinas, maitansinoides, inductores de la diferenciacion y taxoles.

Los miembros de estas clases incluyen, por ejemplo, metotrexato, metopterina, diclorometotrexato, 5-fluorouracilo,
6-mercaptopurina, arabindsido de citosina, melfalano, leurosina, leurosideina, actinomicina, daunorrubicina,
doxorrubicina, mitomicina C, mitomicina A, caminomicina, aminopterina, talisomicina, podofilotoxina y derivados de
podofilotoxina tales como etopdsido o fosfato de etopdsido, vinblastina, vincristina, vindesina, taxanos incluyendo
taxol, Taxotere, acido retinoico, acido butirico, N8-acetilespermidina, camptotecina, caliqueamicina, esperamicina,
eno-diinos, duocarmicina A, duocarmicina SA, caliqueamicina, camptotecina, maitansinoides (incluyendo DM1),
monometil auristatina E (MMAE), monometil auristatina F (MMAF), y maitansinoides (DM4) y sus analogos.

Puede usarse farmacos, tales como toxinas, como conjugados polipéptido-toxina e incluyen toxinas bacterianas
tales como la toxina de difteria, toxinas vegetales tales como ricino, toxinas de moléculas pequefias tales como
geldanamicina (Mandler et al. (2000) J. Nat. Cancer Inst. 92(19):1573-1581; Mandler et al. (2000) Bioorganic & Med.
Chem. Letters 10:1025-1028; Mandler et al. (2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791), maitansinoides (documento EP
1391213; Liu et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623), y caliqueamicina (Lode et al. (1998) Cancer
Res. 58:2928; Hinman et al. (1993) Cancer Res. 53:3336-3342). Las toxinas pueden ejercer sus efectos citotoxicos y
citostaticos mediante mecanismos incluyendo unién de tubulina, union de ADN o inhibicién de la topoisomerasa.

Se contemplan los conjugados de un polipéptido de la invencion y una o mas toxinas de moléculas pequefias, tales
como maitansinoides, dolastatinas, auristatinas, un tricoteceno, caliqueamicina y CC1065, y los derivados de estas
toxinas que tienen actividad de toxina.

Otros farmacos, tales como agentes antitumorales, que pueden conjugarse con los polipéptidos de la invencion
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incluyen BCNU, estreptozoicina, vincristina y 5-fluorouracilo, la familia de agentes conocidos colectivamente como
complejo LL-E33288 en las patentes estadounidenses n.°® 5.053.394, 5.770.710, asi como esperamicinas (patente
estadounidense n.° 5.877.296).

Los farmacos, tales como toxinas enzimaticamente activos y fragmentos de las mismas, que pueden usarse incluyen
cadena A de difteria, fragmentos activos de no unién de la toxina de difteria, cadena A de exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modecina, alfa-sarcina, proteinas
de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de
Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina, enomicina y los tricotecenos. Vease, por ejemplo, el documento WO 93/21232 publicado el 28 de
octubre de 1993.

La presente invencion contempla ademas un PDC formado entre un polipéptido de la invencién y un compuesto con
actividad nucleolitica (por ejemplo, una ribonucleasa o una ADN endonucleasa tal como una desoxirribonucleasa;
ADNasa).

Para la destruccion selectiva del tumor, el polipéptido de la invencién puede comprender un atomo altamente
radiactivo. Estan disponibles una variedad de is6topos radiactivos para la produccion de anticuerpos
radioconjugados. Los ejemplos incluyen At211, 1131, 1125, Y90, Re186, Re188, Sm153, Bi212, P32, Pb212 e
isétopos radiactivos de Lu.

Los radiomarcadores u otros marcadores pueden incorporarse en el conjugado de maneras conocidas. Por ejemplo,
el péptido puede biosintetizarse o puede sintetizarse mediante sintesis quimica de aminoacidos usando precursores
de aminoacido adecuados que implica, por ejemplo, flior-19 en lugar de hidrégeno. Los marcadores tales como
Tc99m o 1123, Re186, Re188 e In111 pueden unirse a través de un residuo de cisteina en el péptido. Puede unirse
itrio-90 a través de un residuo de lisina. El método IODOGEN (Fraker et al. (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun.
80: 49-57 puede usarse para incorporar yodo-123. “Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy” (Chatal, CRC
Press 1989) describe otros métodos en detalle.

La generacion de compuestos de conjugado polipéptido-farmaco puede lograrse mediante cualquier técnica
conocida para el experto en la técnica en el campo de ADC. En resumen, los compuestos de conjugado polipéptido-
farmaco pueden incluir polipéptido de la invencién como la unidad de anticuerpo, un farmaco y opcionalmente un
ligador que se une al farmaco y al agente de unién.

Se conocen métodos de determinacion de si un farmaco o un conjugado anticuerpo-farmaco ejerce un efecto, por
ejemplo, un efecto citostatico y/o citotoxico sobre una célula. Generalmente, el efecto, por ejemplo, una actividad
citotdxica o citostatica de un conjugado anticuerpo-farmaco puede medirse: exponiendo células de mamifero que
expresan una proteina diana del conjugado anticuerpo-farmaco en un medio de cultivo celular; cultivando las células
durante un periodo de desde aproximadamente 6 horas hasta aproximadamente 5 dias; y midiendo la viabilidad
celular. Pueden usarse ensayos in vitro basados en células para medir la viabilidad (proliferacion), citotoxicidad e
induccion de apoptosis (activacion de caspasa) del conjugado anticuerpo-farmaco. Estos métodos son igualmente
aplicables a PDC.

Por consiguiente, la invencion se refiere a un polipéptido de la invencidon que comprende ademas un farmaco, tal
como una toxina o un resto de toxina.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido segun la invencidon conjugado a un farmaco, tal
como una toxina o un resto de toxina.

En vista de la especificidad, los polipéptidos de la invencion también son muy adecuados para su conjugacion a
agentes de obtencién de imagenes. Los agentes de obtencion de imagenes adecuados para conjugarse con
anticuerpos se conocen bien en la técnica, y de manera similar Utiles para conjugarse con los polipéptidos de la
presente invencion. Los agentes de obtencion de imagenes adecuados incluyen, pero no se limitan a, moléculas
preferiblemente seleccionadas del grupo que consiste en moléculas organicas, marcadores enzimaticos, marcadores
radiactivos, marcadores coloreados, marcadores fluorescentes, marcadores cromogénicos, marcadores
luminiscentes, haptenos, digoxigenina, biotina, complejos de metal, metales, oro coloidal, marcador fluorescente,
marcador metalico, biotina, agente quimioluminiscente, agente bioluminiscente, croméforo y mezclas de los mismos.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido segun la invenciéon, que comprende ademas un
agente de obtencion de imagenes incluyendo, pero sin limitarse a, una molécula seleccionada preferiblemente del
grupo que consiste en moléculas organicas, marcadores enzimaticos, marcadores radiactivos, marcadores
coloreados, marcadores fluorescentes, marcadores cromogénicos, marcadores luminiscentes, haptenos,
digoxigenina, biotina, complejos de metal, metales, oro coloidal, marcador fluorescente, marcador metalico, biotina,
agente quimioluminiscente, agente bioluminiscente, cromoforo y mezclas de los mismos.
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Ligadores

En los polipéptidos de la invencion, los dos o mas bloques de construccion, ISV o Nanobodies y el opcionalmente
uno o mas polipéptidos, uno o mas grupos, farmacos, agentes, residuos, restos o unidades de union distintos
pueden ligarse directamente entre si (tal como se describe, por ejemplo, el documento WO 99/23221) y/o pueden
ligarse entre si a través de uno o mas espaciadores o ligadores adecuados, o cualquier combinacién de los mismos.
Los espaciadores o ligadores adecuados para su uso en polipéptidos multivalentes y multiespecificos resultaran
evidentes para el experto en la técnica, y pueden ser generalmente cualquier ligador o espaciador usado en la
técnica para ligar secuencias de aminoacidos. Preferiblemente, dicho ligador o espaciador es adecuado para su uso
en la construccion de proteinas o polipéptidos que estan destinados para su uso farmacéutico.ll

Algunos espaciadores particularmente preferidos incluyen los espaciadores y ligadores que se usan en la técnica
para ligar fragmentos de anticuerpo o dominios de anticuerpo. Estos incluyen los ligadores mencionados en los
antecedentes generales de la técnica citada anteriormente, asi como, por ejemplo, ligadores que se usan en la
técnica para construir diacuerpos o fragmentos ScFv (a este respecto, sin embargo, cabe destacar que, mientras
que en diacuerpos y en fragmentos ScFv, la secuencia de ligador usada debe tener una longitud, un grado de
flexibilidad y otras propiedades que permitan que los dominios V4 y V. pertinentes se junten para formar el sitio de
unioén a antigeno completo, no existe limitacion particular en la longitud o la flexibilidad del ligador usado en el
polipéptido de la invencion, dado que cada Nanobody forma por si mismo un sitio de unioén a antigeno completo).

Por ejemplo, un ligador puede ser una secuencia de aminoacidos adecuada, y en particular secuencias de
aminoacidos de entre 1 y 50, preferiblemente entre 1 y 30, tal como entre 1y 10 residuos de aminoacido. Algunos
ejemplos preferidos de tales secuencias de aminoacidos incluyen ligadores Gly-Ser, por ejemplo del tipo (Gly,Sery).,
tal como (por ejemplo (GlysSer)s o (GlysSerz)s, tal como se describe en el documento WO 99/42077 y los ligadores
GS30, GS15, GS9 y GS7 descritos en las solicitudes de Ablynx mencionadas en el presente documento (véanse,
por ejemplo, los documentos WO 06/040153 y WO 06/122825), asi como regiones similares a una region bisagra,
tales como las regiones bisagra de anticuerpos de cadena pesada que se producen de manera natural o secuencias
similares (tal como se describe en el documento WO 94/04678). Los ligadores preferidos se representan en la
tabla B-5.

Algunos otros ligadores particularmente preferidos son polialanina (tal como AAA), asi como los ligadores GS30
(SEQ ID NO: 85 en el documento WO 06/122825) y GS9 (SEQ ID NO: 84 en el documento WO 06/122825).

Otros ligadores adecuados comprenden generalmente polimeros o compuestos organicos, en particular aquellos
adecuados para su uso en proteinas para uso farmacéutico. Por ejemplo, se han usado restos poli(etilenglicol) para
ligar dominios de anticuerpo, véase por ejemplo el documento WO 04/081026.

Se abarca dentro del alcance de la invencion que la longitud, el grado de flexibilidad y/u otras propiedades del/de los
ligador(es) usado(s) (aunque no criticos, como es normalmente para los ligadores usados en fragmentos ScFv)
pueden tener alguna influencia sobre las propiedades del polipéptido final de la invencion incluyendo, pero sin
limitarse a, la afinidad, especificidad o avidez para una quimiocina, o para uno o mas de los otros antigenos.
Basandose en la divulgacion en el presente documento, el experto en la técnica sera capaz de determinar el/los
ligador(es) 6ptimo(s) para su uso en un polipéptido especifico de la invencion, opcionalmente después de algunos
experimentos de rutina limitados.

Por ejemplo, en polipéptidos multivalentes de la invencion que comprenden bloques de construccion, ISV o
Nanobodies dirigidos contra una primera y una segunda diana, la longitud y flexibilidad del ligador son
preferiblemente tal que permiten que cada bloque de construccion, ISV o Nanobody presente en el polipéptido se
una a su diana relacionada, por ejemplo, el determinante antigénico en cada una de las dianas. De nuevo,
basandose en la divulgacion en el presente documento, el experto en la técnica sera capaz de determinar el/los
ligador(es) 6ptimo(s) para su uso en un polipéptido especifico de la invencion, opcionalmente después de algunos
experimentos de rutina limitados.

También se encuentra dentro del alcance de la invencion que el/los ligador(es) usado(s) confiere(n) una o mas de
otras propiedades favorables o funcionalidad distintas a los polipéptidos de la invencioén, y/o proporciona(n) uno o
mas sitios para la formacién de derivados y/o para la unién de grupos funcionales (por ejemplo, tal como se describe
en el presente documento para los derivados de los Nanobodies). Por ejemplo, los ligadores que contienen uno o
mas residuos de aminoacido cargados pueden proporcionar propiedades hidréfilas mejoradas, mientras que los
ligadores que forman o contienen pequefios epitopos o etiquetas pueden usarse con fines de deteccion,
identificacion y/o purificacién. De nuevo, basandose en la divulgacion en el presente documento, el experto en la
técnica sera capaz de determinar los ligadores 6ptimos para su uso en un polipéptido especifico de la invencion,
opcionalmente después de algunos experimentos de rutina limitados.

Finalmente, cuando dos o mas ligadores se usan en los polipéptidos de la invencion, estos ligadores pueden ser el
mismo o diferentes. De nuevo, basandose en la divulgacion en el presente documento, el experto en la técnica sera
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capaz de determinar los ligadores 6ptimos para su uso en un polipéptido especifico de la invencién, opcionalmente
después de algunos experimentos de rutina limitados.

Normalmente, para facilitar la expresion y produccion, un polipéptido de la invencidon sera un polipéptido lineal. Sin
embargo, la invencion en su sentido mas amplio no se limita al mismo. Por ejemplo, cuando un polipéptido de la
invencion comprende tres de mas bloques de construccion, ISV o Nanobodies, es posible ligarlos mediante el uso de
un ligador con tres o mas “brazos”, cada “brazo” que se liga a un bloque de construccion, ISV o Nanobody, para
proporcionar un constructo “con forma de estrella”. También es posible, aunque normalmente menos preferido, usar
constructos circulares.

Composiciones terapéuticas y de diagnéstico y usos

La invencidn proporciona composiciones que comprenden los polipéptidos de la invencion, incluyendo PDC de la
invencion, y un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable. También se divulgan métodos
terapéuticos y de diagndstico que emplean los polipéptidos o las composiciones de la invencion. Los polipéptidos,
incluyendo PDC, segun el método de la presente divulgacion, pueden emplearse en aplicaciones terapéuticas y
profilacticas in vivo, aplicaciones de diagnéstico in vivo y similares. Los usos terapéuticos y profilacticos de los
polipéptidos, incluyendo PDC, de la divulgacién implican la administracion de polipéptidos, incluyendo PDC, segun la
invencién a un mamifero receptor, tal como un humano.

Se prefieren polipéptidos y PDC sustancialmente puros de al menos una homogeneidad del 90 al 95% para su
administracion a un mamifero, y lo mas preferido una homogeneidad del 98 al 99% o mas para usos farmacéuticos,
especialmente cuando el mamifero es un humano. Una vez purificados, parcialmente o hasta la homogeneidad tal
como se desee, los polipéptidos y PDC pueden usarse de manera terapéutica o de diagnostico (incluyendo de
manera extracorpérea) o en el desarrollo y la realizacion de procedimientos de ensayo, tinciones
inmunofluorescentes y similares (Lefkovite y Pernis, (1979 y 1981) Immunological Methods, voliumenes | y II,
Academic Press, NY).

Por ejemplo, los polipéptidos y PDC de la presente invencion encontraran uso normalmente en la prevencion, la
supresion o el tratamiento de estados patoldgicos. Por ejemplo, los polipéptidos o PDC pueden administrarse para
tratar, suprimir o prevenir una enfermedad inflamatoria cronica, hipersensibilidad alérgica, cancer, infeccion
bacteriana o viral, trastornos autoinmunitarios (que incluyen, pero no se limitan a, diabetes tipo |, asma, esclerosis
multiple, artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, artritis psoriasica, espondiloartropatia (por ejemplo,
espondilitis anquilosante), lupus eritematoso sistémico, enfermedad inflamatoria intestinal (por ejemplo, enfermedad
de Crohn, colitis ulcerosa), miastenia grave y sindrome de Behcet, psoriasis, endometriosis y adhesiones
abdominales (por ejemplo, después de cirugia abdominal). Los polipéptidos y PDC son utiles para tratar
enfermedades infecciosas en las que las células infectadas con un agente infeccioso contienen mayores niveles de
EGFR de la superficie celular que células sin infectar o que contienen una o mas dianas de la superficie celular que
no estan presentes en células no infectadas, tales como una proteina que se codifica por el agente infeccioso (por
ejemplo, bacterias, virus). Los polipéptidos y PDC de la presente invencion encontraran uso normalmente en la
prevencion, la supresion o el tratamiento de un cancer. Por ejemplo, los polipéptidos y PDC pueden administrarse
para tratar, suprimir o prevenir cancer, que incluyen, pero no se limitan a, carcinomas, gliomas, mesoteliomas,
melanomas, linfomas, leucemias, adenocarcinomas: cancer de mama, cancer de ovario, cancer de cuello uterino,
glioblastoma, mieloma multiple (incluyendo gammapatia monoclonal de significancia indeterminada, mieloma
asintomatico y sintomatico), cancer de prostata y linfoma de Burkitt, cancer de cabeza y cuello, cancer de colon,
cancer colorrectal, cancer de pulmén de células no pequefas, cancer de pulmoén de células pequefas, cancer de
esofago, cancer de estdbmago, cancer de pancreas, cancer hepatobiliar, cancer de vesicula biliar, cancer de intestino
delgado, cancer de recto, cancer de rifién, cancer de vejiga, cancer de préstata, cancer de pene, cancer de uretra,
cancer de testiculo, cancer de vagina, cancer de utero, cancer de tiroides, cancer de paratiroides, cancer de
glandulas suprarrenales, cancer endocrino de pancreas, cancer carcinoide, cancer de hueso, cancer de piel,
retinoblastomas, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, sarcoma de Kaposi, enfermedad de Castleman
multicéntrica o linfoma de efusiéon primaria asociado con SIDA, tumores neuroectodérmicos, rabdomiosarcoma
(véase, por ejemplo, Cancer, Principles and practice (DeVita, V.T. ef al. eds 1997) para canceres adicionales); asi
como cualquier metastasis de cualquiera de los canceres anteriores, asi como indicaciones no cancerosas tales
como poliposis nasal; asi como otros trastornos y enfermedades descritos en el presente documento.

En la presente solicitud, el término “prevencién” implica la administracién de la composicion protectora antes de la
induccion de la enfermedad. “Supresion” se refiere una administracion de la composicidon después de un evento
inductivo, pero antes de la aparicion clinica de la enfermedad. “Tratamiento” implica la administracion de la
composicion protectora después de manifestarse los sintomas de la enfermedad. El tratamiento incluye la mejora de
los sintomas asociados con la enfermedad, y también la prevencion o el retraso de la aparicion de la enfermedad y
también la disminucion de la gravedad o frecuencia de los sintomas de la enfermedad.

Se encuentran disponibles sistemas de modelo de animal que pueden usarse para evaluar la eficacia de los
polipéptidos y PDC de la invencién en la prevencion, el tratamiento o la supresion de la enfermedad (por ejemplo,
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cancer). Los modelos de cancer adecuados incluyen, por ejemplo, modelos de xenoinjerto y ortotépicos de canceres
humanos en modelos de animal, tales como el modelo de mieloma de SCID-hu (Epstein J, y Yaccoby, S., Methods
Mol Med. 773:183-90 (2005), Tassone P, et al, Clin Cancer Res. 11:4251-8 (2005)), modelos de ratén de cancer de
pulmén humano (por ejemplo, Meuwissen R y Berns A, Genes Dev. CHECK: 643-64 (2005)) y modelos de raton de
canceres metastasicos (por ejemplo, Kubota J Cell Biochem. 56:4-8 (1994)).

Generalmente, los presentes polipéptidos y PDC se utilizaran en forma purificada junto con portadores
farmacoldgicamente apropiados. Normalmente, estos portadores incluyen disoluciones, emulsiones o suspensiones
acuosas o alcohdlicas/acuosas, incluyendo solucion salina y/o medios tamponados. Los vehiculos parenterales
incluyen disolucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio y Ringer lactado. Los
adyuvantes fisioldgicamente aceptables adecuados, si son necesarios, para mantener un complejo de polipéptido o
PDC en suspension, pueden elegirse de espesantes tales como carboximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, gelatina y
alginatos.

Los vehiculos intravenosos incluyen fluidos y regeneradores de nutrientes y regeneradores de electrolitos, tales
como aquellos basados en dextrosa de Ringer. También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos, tales
como antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes (Mack (1982) Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 162 edicion). Puede usarse una variedad de formulaciones adecuadas, incluyendo formulaciones de
liberacién prolongada.

Los polipéptidos y PDC de la presente invencion pueden usarse como composiciones administradas por separado o
junto con otros agentes. Los polipéptidos y PDC pueden administrarse y/o formularse junto con uno o mas agentes
terapéuticos o activos adicionales. Cuando se administra un polipéptido o PDC con un agente terapéutico adicional,
el polipéptido o PDC puede administrarse antes, simultaneamente con o posterior a la administracion del agente
adicional. Generalmente, el polipéptido o PDC y el agente adicional se administran de una manera que proporciona
un solapamiento de efecto terapéutico.

Los polipéptidos y PDC de la invencion pueden administrarse conjuntamente (por ejemplo, para tratar cancer, una
enfermedad inflamatoria u otra enfermedad) con una variedad de agentes coterapéuticos adecuados, incluyendo
citocinas, analgésicos/antitérmicos, antieméticos y quimioterapicos.

Por tanto, la divulgacion proporciona un método de tratamiento de cancer que comprende administrar a un paciente
que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido o PDC de la invencion y un agente
quimioterapico, en el que el agente quimioterapico se administra a una dosis baja. Generalmente, la cantidad de
agente quimioterapico que se administra conjuntamente con un polipéptido de la invencién es de aproximadamente
el 80%, o aproximadamente el 70%, o aproximadamente el 60%, o aproximadamente el 50%, o aproximadamente el
40%, o aproximadamente el 30%, o aproximadamente el 20%, o aproximadamente el 10% o menos, de la dosis de
agente quimioterapico solo que se administra normalmente a un paciente. Por tanto, la terapia conjunta es
particularmente ventajosa cuando el agente quimioterapico provoca efectos secundarios perjudiciales o no deseados
que pueden reducirse o eliminarse a dosis mas bajas.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluir “cocteles” de diversos agentes citotoxicos u otros junto con los
polipéptidos o PDC de la presente invencion, o incluso combinaciones de polipéptidos y PDC segun la presente
invencion que tienen especificidades diferentes, tales como polipéptidos o PDC seleccionado usando antigenos o
epitopos de diana diferentes, se agrupen o no antes de la administracion.

La via de administracion de las composiciones farmacéuticas segun la invencion puede ser cualquier via adecuada,
tal como cualquiera de aquellas conocidas comunmente por los expertos habituales en la técnica. Para la terapia,
incluyendo, sin limitacion, inmunoterapia, los polipéptidos y PDC de la invencion pueden administrarse a cualquier
paciente segun técnicas convencionales. La administracion puede ser mediante cualquier modo apropiado,
incluyendo por via parenteral, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, transdérmica, intratecal, intraarticular, a
través de la via pulmonar, o también, de manera apropiada, mediante infusion directa (por ejemplo, con un catéter).
La dosificacion y frecuencia de administracion dependera de la edad, el sexo y el estado del paciente, la
administracion simultanea de otros farmacos, las contraindicaciones y otros parametros que el médico debe tener en
cuenta. La administracion puede ser local (por ejemplo, administracion local al pulmén mediante administracion
pulmonar (por ejemplo, administracion intranasal) o inyeccion local directamente en un tumor) o sistémica segun se
indique.

Los polipéptidos y PDC de esta invencion pueden liofilizarse para su almacenamiento y reconstituirse en un portador
adecuado antes de su uso. Esta técnica ha demostrado ser eficaz con inmunoglobulinas convencionales y pueden
emplearse técnicas de liofilizacion y reconstitucion conocidas en la técnica. Se apreciara por los expertos en la
técnica que la liofilizacion y reconstitucion pueden conducir a diversos grados de pérdida de actividad de anticuerpo
(por ejemplo, con inmunoglobulinas convencionales, los anticuerpos IgM tienden a tener una pérdida de actividad
mayor que los anticuerpos IgG) y que los niveles de uso pueden tener que ajustarse hacia arriba para compensar.
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Las composiciones que contienen los polipéptidos o PDC pueden administrarse para tratamientos profilacticos y/o
terapéuticos. En determinadas aplicaciones terapéuticas, una cantidad adecuada para lograr al menos la inhibicion,
supresion, modulacion, destruccion parcial, o algun otro parametro medible, de una poblaciéon de células
seleccionada se define como “dosis terapéuticamente eficaz”. Las cantidades necesarias para lograr esta
dosificacion dependeran de la gravedad de la enfermedad y el estado general de la salud del paciente, pero
generalmente oscilan desde 0,005 hasta 5,0 mg de ligando por kilogramo de peso corporal, siendo las dosis de 0,05
a 2,0 mg/kg/dosis las usadas mas comiunmente. Para aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen
los presentes polipéptidos y PDC o cécteles de los mismos también pueden administrare en dosificaciones similares
o ligeramente menores, para prevenir, inhibir o retrasar la aparicion de la enfermedad (por ejemplo, para mantener la
remision o quiescencia, o para prevenir la fase aguda). El médico experto sera capaz de determinar el intervalo de
dosificacién apropiado para tratar, suprimir o prevenir la enfermedad. Cuando se administran polipéptidos o PDC
para tratar, suprimir o prevenir una enfermedad, pueden administrarse hasta cuatro veces al dia, dos veces a la
semana, una vez a la semana, una vez cada dos semanas, una vez al mes o una vez cada dos meses, a una dosis
de, por ejemplo, de aproximadamente 10 [mu]g/kg a aproximadamente 80 mg/kg, de aproximadamente 100 [mulg/kg
a aproximadamente 80 mg/kg, de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 80 mg/kg, de aproximadamente
1mg/kg a aproximadamente 70 mg/kg, de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 60 mg/kg, de
aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg, de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente
40 mg/kg, de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, de aproximadamente 1 mg/kg a
aproximadamente 20 mg/kg, de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, de aproximadamente
10 [mu]g/kg a aproximadamente 10 mg/kg, de aproximadamente 10 [mu]g/kg a aproximadamente 5 mg/kg, de
aproximadamente 10 [mu]g/kg a aproximadamente 2,5 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente
2 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg, aproximadamente 4 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente
6 mg/kg, aproximadamente 7 mg/kg, aproximadamente 8 mg/kg, aproximadamente 9 mg/kg o aproximadamente
10 mg/kg.

En realizaciones particulares, el polipéptido y PDC de la invencion se administra a una dosis que proporciona
saturacion de la diana de anclaje o una concentracion en suero deseada in vivo. El médico experto puede
determinar la administracion de dosis apropiada para lograr la saturacion, por ejemplo, titulando el polipéptido y
monitorizando la cantidad de sitios de union libres de dicha diana de anclaje que expresa células o la concentracion
en suero del polipéptido. Los regimenes terapéuticos que implican administrar un agente terapéutico para lograr la
saturacion de la diana o una concentracion en suero de agente deseada son comunes en la técnica, particularmente
en el campo de oncologia.

El tratamiento o la terapia realizados usando las composiciones descritas en el presente documento se considera
“eficaz” si se reducen uno o mas sintomas (por ejemplo, en al menos el 10% o al menos un punto en una escala de
evaluacion clinica), con respecto a tales sintomas presentes antes del tratamiento, o con respecto a tales sintomas
en un individuo (humano o animal modelo) no tratados con tal composicidon u otro control adecuado. De manera
obvia, los sintomas variaran dependiendo de la enfermedad o el trastorno seleccionado como diana, pero pueden
medirse por un médico o técnico experto habitual en la técnica. Tales sintomas pueden medirse, por ejemplo,
monitorizando el nivel de uno o mas indicadores bioquimicos de la enfermedad o el trastorno (por ejemplo, niveles
de una enzima o un metabolito correlacionados con la enfermedad, nimeros de células afectadas, etc.),
monitorizando manifestaciones fisicas (por ejemplo, inflamacién, tamafio de tumor, etc.) o mediante una escala de
evaluacion clinica aceptada. Una reduccion sostenida (por ejemplo, un dia o mas, preferiblemente mas prolongada)
en los sintomas de la enfermedad o el trastorno en al menos el 10% o en uno o mas puntos en una escala clinica
dada es indicativa de tratamiento “eficaz”. De manera similar, la profilaxis realizada usando una composicion tal
como se describe en el presente documento es “eficaz” si la aparicion o gravedad de uno o mas sintomas se retrasa,
reduce o elimina con respecto a tales sintomas en un individuo similar (humano o modelo animal) no tratado con la
composicion.

Una composicion que contiene polipéptidos y/o PDC segun la presente invencién puede utilizarse en entornos
profilacticos y terapéuticos para ayudar en la alteracion, inactivacion, destruccion o eliminacién de una poblacion de
células diana seleccionada en un mamifero. Ademas, los ligandos y repertorios de polipéptidos seleccionados
descritos en el presente documento pueden usarse de manera extracorpérea o de manera selectiva in vitro para
destruir, agotar o eliminar eficazmente de cualquier otro modo una poblaciéon de células diana de una coleccion
heterogénea de células. La sangre de un mamifero puede combinarse de manera extracorpérea con los ligandos,
por ejemplo, anticuerpos, receptores de la superficie celular o proteinas de unién de los mismos, por lo que las
células no deseadas se destruyen o eliminan de otro modo de la sangre para regresar al mamifero segun técnicas
convencionales.

Por consiguiente, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido o
PDC segun la invencion.

Por consiguiente, la presente divulgacion se refiere a un método para administrar un polipéptido, PDC o agente de
obtencién de imagenes profilactico o terapéutico a una ubicacién, un tejido o un tipo de célula especificos en el
cuerpo, comprendiendo el método las etapas de administrar a un sujeto un polipéptido segun la invencion.

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2779 123 T3

Por consiguiente, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar un sujeto que lo necesita que
comprende administrar un polipéptido o PDC segun la invencién.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un polipéptido o PDC segun la invencién para su uso en el
tratamiento de un sujeto que lo necesita.

Las realizaciones ilustradas y comentadas en esta memoria descriptiva estan destinadas solo a ensefar a los
expertos en la técnica el mejor modo conocido por los inventores para llevar a cabo y usar la invencion.

Ahora, la invencion se describira adicionalmente por medio de los siguientes aspectos, ejemplos y figuras preferidos
no limitativos.

Seccioén experimental

Ejemplo 1: Direccionamiento preferencial de células leucémicas con polipéptidos biespecificos CXCR4-CD123

Ejemplo 1.1: Configuracién experimental para el disefio de polipéptidos biespecificos CXCR4 y CD123

Con la generacion de Nanobodies biespecificos anti-CXCR4-CD123 se pretendid generar un antagonista de alta
afinidad y alta potencia para CXCR4 en células que expresan los receptores tanto de CXCR4 como de CD123, como
un sistema modelo para células cancerosas, pero no en células que expresan principalmente CXCR4, que
representan células normales, todo con el fin de minimizar los efectos secundarios o la toxicidad.

Para lograr esta selectividad, se plante6 la hipétesis de que el Nanobody anti-CXCR4 en un brazo (el ISV funcional)
necesita ser un antagonista completo, pero con sélo una afinidad de baja a moderada. El Nanobody anti-CD123 en
el otro brazo (el ISV de anclaje) sirve para aumentar la afinidad y la potencia del Nanobody anti-CXCR4 en células
que expresan conjuntamente ambos receptores por avidez. La unidén simultanea a 2 receptores de membrana
aumentara la afinidad de los Nanobodies biespecificos con respecto a los monovalentes. Para el brazo CD123, el
Nanobody es preferentemente un agente de union, pero que no afecta a su funcion, de nuevo con el fin de minimizar
los efectos secundarios o la toxicidad. Asi, no se requiere un blogueo funcional del receptor de CD123. Se uso el
sistema modelo tal como se muestra en la figura 1.1 para investigar la funcion selectiva de constructos biespecificos
CD123-CXCR4, que se unen con alta avidez a células que expresan ambos receptores (es decir, células madre
leucémicas), pero que solo tienen una baja afinidad y potencia para células CXCR4+/CD123- (es decir, células
madre hematopoyéticas normales).

La afinidad de cada de uno los Nanobodies necesaria para obtener la avidez aumentada es desconocida a priori;
cuando la afinidad es demasiado alta, el biespecifico también se unira a células que expresan solo un receptor, que
no es lo deseado. Para ello se propuso disefar procedimientos de selecciéon para Nanobodies con diferentes
afinidades para IL3Ra para combinarse con Nanobodies CXCR4 de potencia de baja a moderada.

Ejemplo 1.2: Produccién de Nanobodies monovalentes

Se produjeron Nanobodies monovalentes especificos de CXCR4 y CD123 en E. coli y se expresaron como proteinas
etiqguetadas con His6, FLAG3 ligadas en el extremo C-terminal, en el vector de expresion pAX129. Las secuencias
de aminoacidos se representan en las tablas 1y 2 para bloques de construccion monovalentes CXCR4 y bloques de
construccion monovalentes CD123, respectivamente. La expresion se indujo mediante IPTG y se dejé que
continuara durante 4 h a 37°C. Tras centrifugar los cultivos celulares, se prepararon extractos periplasmaticos
congelando-descongelando los sedimentos. Los Nanobodies se purificaron de estos extractos usando cromatografia
de afinidad con metal inmovilizado (IMAC) y un intercambio de tampdn a D-PBS. La pureza y la integridad se
confirmaron mediante SDS-PAGE.

Ejemplo 1.3: Caracteristicas de Nanobodies especificos anti-CD123

Con el fin de minimizar los posibles efectos secundarios y/o la toxicidad, los Nanobodies anti-CD123 no afectan
preferiblemente a la funcién del IL3Ra, que también se expresa en células normales. Ademas, con el fin de evitar
cualquier complicacién mediante la posible introduccion de diversidad de epitopos, y para garantizar que cualquier
ganancia de funcién/selectividad en el estudio de prueba de concepto (PoC) se define sélo por la afinidad relativa
(es decir, la afinidad del bloque de construccion monovalente), se propuso identificar los Nanobodies que se unen al
mismo epitopo pero que solo difieren en la afinidad relativa.

Ejemplo 1.3.1. Unidn de Nanobodies anti-CD123 a células que expresan IL-3Ra

Se analiz6 la union del Nanobody a IL-3Ra. humano asociado a membrana en células HEK293T transfectadas con
pcDNAS3.1-IL3Ra (NM_002183.2) y células no transfectadas. La expresion superficial se confirmé mediante FACS
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usando anticuerpos especificos de IL-3Ra (R&D MAB301 y BD Pharminogen 554528), seguido por anti-PE de raton
de cabra (Jackson Immuno Research 115-115-164). En resumen, se permiti6 asociar diluciones en serie de
Nanobodies durante 30 minutos a 4°C en tampo6n de FACS (PBS 1X + FBS al 10% + azida al 0,05%). Tras esto, se
lavaron las células mediante centrifugacion y se sondearon con anti-FLAG 6,7 nM durante 30 minutos a 4°C, para
detectar Nanobody unido. La deteccion se realizé con anti-M13 durante 30 minutos a 4°C. Se lavaron las células y
se incubaron con TOPRO3 para tefir las células muertas, que se retiraron luego durante el procedimiento de
activacion. Luego se analizaron las células a través de un BD FACSArray. Los resultados se representan en la figura
1.2

Se demuestra una clara interaccion de los Nanobodies CD123 55A01 y 57A07 con las células Hek-IL-3Ra, mientras
que la falta de unidn a células HEK293T-wt confirmd la especificidad de los Nanobodies para IL-3Ra. (datos no
mostrados).

La union de los Nanobodies CD123 también se evalud en células leucémicas que expresan de manera enddgena la
cadena tanto de IL-3Ra como de IL-3Rp, es decir células Molm-13 y THP-1. Estas células tienen un nivel de
expresion de IL-3Ra mucho menor que las células HEK-IL-3Ra transfectadas, y probablemente con mas niveles de
expresion representativos del receptor. Debido a la menor potencia de los clones seleccionados para este proyecto,
las curvas de union estaban incompletas con respecto a la saturacion de union. Las curvas de union y los valores de
CE50 se muestran en la figura 1.2 y la tabla 3, respectivamente.

Los estudios de union confirmaron que los Nanobodies son capaces de unirse a IL3Ra pero no alteran el complejo
de receptor heterodimérico de IL3Ra con la pareja IL3Rp, que cumple un requisito previo de evasion de un bloqueo
funcional de la sefializacion del receptor de CD123.

Ejemplo 1.3.2. Determinacion de afinidad de Nanobodies CD123

Las afinidades de Nanobodies especificos de CD123 se investigaron adicionalmente a través de resonancia de
plasmon superficial (SPR) en ProteOn. La inmovilizaciéon del ectodominio de IL-3Ra recombinante (Sino Biologicals)
se realiz6 hasta 761 RU. Los Nanobodies se aplicaron a una concentracién mas alta de 1 uM, seguido por una triple
titulacion, que abarca 5 concentraciones adicionales que oscilaban desde 1 uM hasta 4,1 nM. Luego se aplicaron
estas en un unico ciclo de inyeccion, utilizando el enfoque cinético de un solo disparo especifico de ProteOn para el
analisis cinético. La evaluacion de los datos de asociacion/disociacion se realizé ajustando un modelo de interaccion
1:1 (modelo de unién de Langmuir). Varios de los clones no pudieron mostrar saturacion en la concentracion de
1 uM, debido a la baja afinidad de los Nanobodies. Para los Nanobodies CD123, los valores de Kp obtenidos se
correlacionaron bien con las afinidades aparentes recuperadas por los valores de CE50 de unién celular (véase la
tabla 3).

Ejemplo 1.3.3. Competicion de Nanobodies anti-CD123 con el anticuerpo anti-CD123 7G3

El receptor funcional de IL-3 humana de alta afinidad es un heterodimero que consiste en una subunidad o de unién
a ligando y la subunidad B. La subunidad  no se une al ligando de IL-3 por si misma, pero se requiere para la uniéon
de alta afinidad de IL-3 al complejo de receptor heterodimérico.

El desplazamiento de ligando en células Molm-13 no pudo evaluarse, ya que el ligando biotinilado ejercia una union
demasiado baja. Dado que la IL-3 sélo tiene una baja afinidad para IL-3Ra en ausencia del IL-3Rp, tampoco
pudieron usarse células Hek-IL-3Ro. transfectadas. Para evaluar la informacién del epitopo, se analizaron
Nanobodies CD123 en competicién con el AcM especifico de IL-3Ro. 7G3 para determinar la unién al ectodominio de
IL-3Ra en ELISA. Se demostré anteriormente que la versién humanizada de anticuerpo monoclonal especifico de
anti-IL-3Ra 7G3, CSL-360, carecia de eficacia funcional en un ensayo clinico en fase .

En resumen, se recubri6 el anticuerpo 7G3 (BD, 554527) en 1 ug/ml y se bloqued en caseina (1%) en disolucién. Se
afadieron Nanobodies y ectodominio de IL-3Ra biotinilado [R&D Systems, 301-R3/CF] y se dejé que alcanzaran el
equilibrio a lo largo de cuatro horas. Luego se lavd la placa y se detectd IL-3Ra asociado a 7G3 a través de
extravidina peroxidasa antes del desarrollo y posterior analisis de absorcién a D.O.450 nm. Los valores de CI50 se
muestran en la tabla 3.

Los Nanobodies CD123 se sometieron a prueba para determinar su capacidad para competir con el anticuerpo 7G3.
Dos Nanobodies anti-CD123, es decir 55A01 y 57A07, se unieron al mismo epitopo que 7G3, pero tuvieron
diferentes afinidades relativas y potencias (véase también la tabla 5). Posteriormente, se usaron estos Nanobodies
para el formateo para dar polipéptidos biespecificos con Nanobodies anti-CXCR4 (véase el ejemplo 1.5)

Ejemplo 1.4: Caracteristicas de Nanobodies especificos anti-CXCR4

En el presente ejemplo, los inventores se propusieron identificar y caracterizar Nanobodies anti-CXCR4 que, por un
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lado, tuvieran una baja afinidad y, por otro lado, aun fueran capaces de actuar como antagonistas funcionales. Dado
que es complicado someter a prueba funcionalmente Nanobodies, que tienen una afinidad de baja a moderada, en
particular la ausencia de cualquier funcidon observada debe deberse a la baja afinidad, pero no a la unién a, por
ejemplo, un epitopo irrelevante, los inventores usaron un enfoque no convencional que se detalla a continuacion.

En primer lugar, se evalué una gran serie de Nanobodies anti-CXCR4 disponibles para determinar su capacidad
para antagonizar la sefalizacion de CXCR4. En estudios previos, ya se identificaron Nanobodies antagonistas
funcionales especificos para CXCR4. Los presentes inventores recurrieron entonces a miembros de la familia de los
antagonistas funcionales, que tuvieron afinidades menores.

Ademas, los inventores observaron que, en algunos casos, la posicion de un Nanobody en un polipéptido
biespecifico podia disminuir la afinidad. Sin limitarse a ninguna teoria, se planted la hipétesis de que esto puede
deberse al impedimento estérico. Asi, al colocar un Nanobody que se sabe que tiene una afinidad moderada y que
tiene actividades antagonistas, en una ubicaciéon “no favorable” en el polipéptido biespecifico, pudieron disminuirse
tanto la afinidad como el efecto funcional. Como tal, pudo discernirse el efecto de avidez del segundo Nanobody
sobre la funcién del Nanobody anti-CXCR4 de baja afinidad.

Ejemplo 1.4.1. Identificacion de Nanobodies CXCR4 de baja afinidad

Para la generacion de CXCR4-IL-3Ra biespecificos, se necesitan Nanobodies con afinidades de baja a moderada,
que reconozcan el epitopo correcto para el bloqueo funcional. En estudios previos, se identificaron Nanobodies
antagonistas funcionales especificos para CXCR4. Sin embargo, el objetivo principal durante la seleccion de indicios
y el procedimiento de identificacion en aquellos estudios previos era identificar candidatos de alta potencia, y no los
clones de baja afinidad. Como la cascada de deteccién de estudios previos se centraba en el bloqueo de la unién a
ligando, esto dificultd la identificacion de clones que tienen el epitopo correcto pero bajas potencias debido a la baja
afinidad tal como se requiere en el presente estudio. En el caso de CXCR4, que va a incrustarse en la membrana
celular para una conformacioén correcta, no habia disponible ninguna fuente de proteina recombinante para buscar
especificamente los Nanobodies de baja afinidad mediante analisis de la velocidad de disociacion en SPR, tal como
se realizé para los Nanobodies IL-3Ra.

Para resolver este problema, los inventores se enfocaron en los miembros de la familia de Nanobodies CXCR4 con
bloqueo funcional de ligando probado de la sefializacion de CXCR4. Los Nanobodies 14A02, 14E02 y 14D09 son
miembros de la misma familia, tal como se define por la region de CDR3 conservada. El miembro de la familia de
alta afinidad, Nanobody CXCR4 14A02, ha demostrado ser un potente antagonista de la funcionalidad de CXCR4 en
diferentes ensayos celulares, incluyendo quimiotaxia inducida por ligando e inhibicion de la induccion cAMP en
células que expresan CXCR4 (tabla 4).

Ejemplo 1.4.2. Analisis de union de Nanobodies CXCR4

La unién de Nanobodies CXCR4 a células que expresan CXCR4 se evalud en diferentes lineas celulares, para
evaluar los valores de CE50. Para CXCR4, es necesaria la inserciéon de membrana para una conformacion y una
funcionalidad apropiadas del receptor. Por tanto, se caracterizaron los Nanobodies CXCR4 para su unién a
lipoparticulas virales (VLP; Molecular Integral) que expresan CXCR4 frente a lipoparticulas de control en ELISA.
Para este fin, se recubrieron las VLP a 0,5 U/pocillo durante la noche a 4°C usando anticuerpos anti-myc para la
deteccion. Sobre todos los diferentes ensayos de union, el Nanobody 14D09 siempre ejercia una afinidad de unién
menor que 14A02, tal como se indica por un cambio en los valores de CES50. Los resultados se representan en la
figura 1.3.

Ejemplo 1.4.3. Desplazamiento de ligando de Nanobodies CXCR4

Se analizaron Nanobodies CXCR4 para determinar su capacidad para competir con el ligando CXCL12 (o SDF-1a)
para su unién al receptor, mediante el desplazamiento de SDF-1 biotinilado en células Caki-CXCR4 en citometria de
flujo. Para este fin, se incubaron diluciones en serie de Nanobodies con 30 nM de SDF-1 biotinilado (kit de fluorocina
de R&D Systems) en células, tras lo cual se visualizé la union de ligando usando extravidina-PE. La concentracion
del competidor biotina-SDF-1 usada en este ensayo estaba por debajo del valor de CE50 obtenido en la titulacion de
la dosis, en el que los valores de CI50 deben reflejar la Ki.

Este ensayo confirmo que la diferencia en afinidades aparentes entre los miembros de la famila 14A09 y 14A02 se
traduce en diferencias similares en capacidad en competicion de ligandos (Figura 3, panel C). De esta manera, se
asegura que el Nanobody 14D09 (también denominado 14D9) es un competidor de ligando y que la mejora de su
afinidad puede conducir a potencias mejores (cuando una potencia menor no puede mostrar una competicion de
SDF-1 eficaz).

Se analizaron Nanobodies CXCR4 en un ensayo de desplazamiento de radioligando en extractos de la membrana
de células Hek-CXCR4. La ventaja de usar el ligando radiomarcado es la sensibilidad aumentada, y la baja
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concentracion de competidor garantiza la determinacion de valores de Ki (es decir, la constante de afinidad real) en
lugar de medir el valor de CI50. Esto hace posible determinar con precision las potencias de Nanobodies de baja
afinidad, aunque no puedan alcanzar un desplazamiento completo.

Para este fin, se incubaron extractos de la membrana de células Hek293 transfectadas con CXCR4 con diluciones
en serie de Nanobodies purificados y 75 pM de ['?%]-CXCL12. La unién no especifica se determin6 en presencia de
SDF-1 frio 100 nM. Como controles, se incluyeron Nanobodies CXCR4 de bloqueo completo 238D4 y 281A6. El
ensayo se realizo tres veces, y se calcularon porcentajes promedio de inhibicion de SDF-1.

En la figura 1.3, panel D, se muestra que el Nanobody 281F12 tuvo solo una potencia moderada, con una Ki de
27 nM, y solo eficacia parcial, mientras que los Nanobodies CXCR4 de control 238D4 mostraron una eficacia
completa. Esto convierte a 281F12 en otro candidato adecuado para su uso en el formateo para dar constructos
biespecificos con Nanobodies IL-3Ra.

La tabla 4 enumera las caracteristicas de Nanobodies CXCR4 de afinidad de baja a moderada, asi como de sus
miembros de la familia respectivos.

Ejemplo 1.5: Polipéptidos biespecificos

En el presente ejemplo, los inventores combinaron los diferentes Nanobodies anti-CXCR4 y anti-CD123 que se
identificaron y caracterizaron en los experimentos anteriores, y cuyas caracteristicas se resumen en la tabla 5. Los
polipéptidos biespecificos resultantes se sometieron a prueba posteriormente para determinar su especificidad. En
particular, se elaboraron ocho constructos, que se resumen en la tabla 6.

Ejemplo 1.5.1. Clonacion, produccion y caracterizacion fisica

Se clonaron Nanobodies IL3Ra y CXCR4 en el vector de produccion pAX138 y se expresaron como proteinas
etiqguetadas con Myc-His6 para construir polipéptidos biespecificos. Se construyeron ocho combinaciones de los
Nanobodies CXCR4 14D09 (denominados CXCR4#1) y 281F12 (denominados CXCR4#2) y los Nanobodies IL-3Ra
57A07 (denominados CD123#1) y 55A01 (denominados CD123#2) (véase la tabla 6). Los Nanobodies se
conectaron con un ligador largo flexible de (GGGGS); repetitivo. Se amplificaron los Nanobodies individuales en
reacciones de PCR separadas para generar fragmentos N-terminales y fragmentos C-terminales usando cebadores
que contenian sitios de restriccion apropiados. Los fragmentos se insertaron secuencialmente en el vector de
expresion pAX138 para producciones de E. coli. La secuencia de nucleétidos correcta de todos los constructos se
confirmé mediante analisis de secuencia (véase la tabla 7, constructos biespecificos). Posteriormente, volvieron a
clonarse los constructos correctos en el vector pAX205 para su produccidon en Pichia pastoris como proteinas
etiqguetadas con Flag3-His6. Se linealizaron plasmidos que codificaban para constructos biespecificos mediante
digestion con enzimas de restriccion antes de su transformacion en la cepa de P. pastoris X-33. Se realizaron
expresiones de prueba a pequefa escala de transformantes de P. pastoris para seleccionar el clon con buenos
niveles de expresion. Para ello, se realizaron expresiones a escala de 4 ml de 4 clones de cada constructo en placas
de pocillos profundos de 24 pocillos. La expresién de Nanobodies en el medio se evalué mediante SDS-PAGE. Se
recogieron las fracciones del medio y se usaron como material de partida para cromatografia de afinidad con metal
inmovilizado (IMAC) usando Nickel Sepharose™ 6 FF. Se eluyeron los Nanobodies de la columna con imidazol
250 mM y se desalaron posteriormente en Sephadex G-25 Superfine en el Atoll (ATO002) hacia dPBS. La pureza y
la integridad de los Nanobodies se verifico mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia de tipo Western usando
deteccion anti-VHH y anti-tag.

Se produjeron Nanobodies monovalentes especificos de CXCR4 e IL-3Ra en E. coli y se expresaron como proteinas
etiquetadas con His6, FLAG3 unidas al extremo C-terminal, en el vector de expresion pAX129 tal como se muestra
en el ejemplo 1.2.

Ejemplo 1.5.2. Caracterizacion de polipéptidos biespecificos CXCR4-IL-3Ra

Para evaluar si el formateo para dar constructos biespecificos afectaba a la capacidad de unién a diana de los
Nanobodies individuales, se analizaron los Nanobodies biespecificos para determinar la unién a IL-3Ra
recombinante (R&D Systems) en ELISA y a lipoparticulas virales de CXCR4 (Integral Molecular). La figura 1.4
muestra que la capacidad de union a IL-3Ra de los Nanobodies CD123#1 (57A07) y CD123#2 se mantiene en todos
los biespecificos. Sin embargo, la union a CXCR4 de constructos con o bien CXCR4#1 o bien CXCR4#2 se
mantiene soélo en una orientacién, cuando el Nanobody CXCR4 esta en la posicion N-terminal. Los constructos
biespecificos en los que el Nanobody CXCR4 se posiciona en el extremo C-terminal muestran una pérdida de 50-
100 veces en union a CXCR4-VLP.

Ejemplo 1.5.3. Lineas celulares leucémicas que expresan CXCR4 e IL-3Ra

Se usaron lineas celulares leucémicas con diferentes niveles de expresion de CXCR4 y CD123 asi como células
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Jurkat para evaluar las caracteristicas de unién de los polipéptidos biespecificos CXCR4-IL-3Ra y sus homoélogos
monovalentes. Se confirmé la expresion de la diana mediante analisis de FACS con anticuerpo anti-hCXCR4 12G5
(R&D Systems, MAB170) y anticuerpo anti-hIL-3Ra 7G3 (BD Pharmingen, 554527), seguido por anticuerpo
secundario de cabra anti-PE de ratdn (Jackson Immuno Research).

Los resultados se representan en la figura 1.5.

Las células MOLM-13 y las células THP-1 tienen diferentes niveles de expresion relativos de CXCR4 e IL3Ra,
siendo la expresion de hiIL3Ra mayor en comparacion con CXCR4 en células Molm-13 que en THP-1. Las células
U937 expresan los niveles mas altos de CXCR4 y practicamente no expresan IL-3Ra.

Ejemplo 1.5.4. Analisis de union de CXCR4-CD123

Se analizé la unién de polipéptidos biespecificos en ambas orientaciones en células U937 que expresan soélo
CXCR4, y células MOLM-13 y THP-1 que expresan ambas dianas a diferentes razones. Los graficos representativos
se muestran en la figura 1.6. En las orientaciones CXCR4-IL-3Ra, la afinidad de los Nanobodies biespecificos se
mejora en células Molm-13 en comparacion con el Nanobody monovalente CXCR4, en las que la CE50 refleja
aquellas del Nanobody monovalente IL-3Ra respectivo presente en el constructo. Ademas de un cambio en el valor
de CE50, también parece que la unién total aumenta para los biespecificos en los que se mantiene la afinidad para
CXCR4 (orientacion CXCR4-IL-3Ra). En células Molm-13, las curvas de unién de constructos en los que la unién a
CXCR4 se reduce fuertemente (orientacion IL-3Ra-CXCR4) se superponen con el Nanobody IL-3Ra respectivo. Esto
esta en linea con los niveles de expresion mayores de CD123 con respecto a CXCR4 en células Molm-13.

Las diferencias en los niveles de fluorescencia total entre células THP-1 y MOLM-13 indican que también los niveles
de expresion relativos de los dos antigenos en la célula parecen contribuir también al comportamiento de union de
los polipéptidos biespecificos CXCR4-IL-3Ra (figura 1.6).

Ejemplo 1.5.5. Mezcla de lineas celulares Jurkat E6-1 y MOLM-13

Se evalud la capacidad de polipéptidos biespecificos para unirse preferentemente a una célula que expresa tanto
CXCR4 como CD123, en lugar de a una célula que expresa CXCR4 solo. Para este fin, se realizé un experimento de
FACS con una poblacién mixta de células doblemente positivas (MOLM-13) y CXCR4 solo (Jurkat E6-1), imitando la
situacion la vida real con poblaciones celulares heterogéneas. Con el fin de distinguir ambas poblaciones celulares,
antes de la incubacion con los Nanobodies, se marcaron las células MOLM-13 con CFSE 0,5 uM (Molecular Probes,
Life Technologies) y Jurkat E6-1 con PKH26 0,5 uM (Sigma-Aldrich), segun las instrucciones del fabricante. Tras
mezclar ambas lineas celulares en el mismo pocillo a una razén de 1:1, se incubaron con diluciones en serie de
6 veces de los diferentes polipéptidos biespecificos y bloques de construccidon monovalentes correspondientes. La
union dependiente de la dosis de los Nanobodies se detecté a través de la etiqueta FLAG C-terminal usando anti-
FLAG de ratéon (Sigma-Aldrich), seguido por anti-lgG-APC de raton (Jackson Immunoresearch) y se midié con
FACSCanto Il (Becton, Dickinson and Company). Como control, también se evalud la unién de Nanobody en cada
linea celular sola.

Como consecuencia de la baja afinidad del polipéptido biespecifico en la orientacién IL3Ra-CXCR4, no pudieron
obtenerse valores de CE50 para estos constructos. Por tanto, se realizd6 una comparacion directa entre la union a
células MOLM-13 (CXCR4+/CD123+) frente a Jurkat E6-1 (CXCR4+/CD123-) a una concentracion de Nanobody
(4,6 nM). La figura 1.7 indicé que se observd la unién preferencial a células MOLM-13 para los constructos
biespecificos en la orientacion IL3Ra-CXCR4 (I-X), en la que la afinidad para CXCR4 estaba comprometida. Los
constructos con la orientacion inversa, en los que el monovalente CXCR4 esta en el extremo N-terminal y se
mantiene su afinidad, se unen a células tanto Jurkat E6-1 como MOLM-13 al mismo nivel aproximado, mostrando de
ese modo una mejora en la union a MOLM-13 a esta concentracion.

Esto puede indicar que la afinidad de los Nanobodies CXCR4 usados actualmente (es decir, CE50 alrededor de
10 nM) todavia puede ser demasiado alta para obtener una ganancia en selectividad a través de la unién de
biespecificos. Para lograr esta unién preferencial, el resultado sugiere que la afinidad para CXCR4 puede ser incluso
menor, por ejemplo, hasta el nivel de la unién residual de los constructos IL3Ra-CXCR4.

Ejemplo 1.5.6. Inhibicién de quimiotaxia mediada por CXCR4

Para verificar si los polipéptidos biespecificos CXCR4-IL3Ra muestran afinidad y potencia aumentadas en células
que expresan ambos receptores, se llevd a cabo un ensayo funcional dependiente de CXCR4. Para este fin, se
realizd quimiotaxia dependiente de SDF-1a en células Jurkat E6-1 (CXCR4+/IL3Ra-) y MOLM-13 (CXCR4+/IL3Ra+)
para una comparacion directa de células que expresan ambos o sélo un receptor. Dado que el bloqueo funcional
solo esta mediado a través de CXCR4, se espera que la avidez por la union simultanea del Nanobody® anti-IL3Ra se
traduzca en potencia aumentada en la inhibicién de quimiotaxia.
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Se analizaron polipéptidos biespecificos para determinar la inhibicién de quimiotaxia inducida por CXCL12 en células
que expresan de manera enddgena CXCR4. Como factor quimiotactico, se us6é una concentracion de SDF-1a de
750 pM en 100.000 células/pocillo para la linea celular Jurkat, y 500.000 células/pocillo para la linea celular MOLM-
13. En cada placa se incluyé el Nanobody monovalente CXCR4 correspondiente como referencia, lo que permite
calcular el aumento en veces del polipéptido biespecifico dentro de cada placa. Como control adicional, se
incluyeron mezclas 1:1 de Nanobodies monovalentes. Los graficos representativos de los diferentes constructos
durante se muestran en la figura 1.8. En la tabla 9, se muestran los valores de CI50 respectivos (promedio de n=3
experimentos).

Estos datos muestran una clara ganancia en potencia en inhibicion de la funcion de CXCR4 para biespecificos en la
orientacion CXCR4-IL-3Ra en células que expresan ambos antigenos, pero no en células que expresan solo
CXCR4. Este aumento no se observo cuando se usé una mezcla de los dos Nanobodies monovalentes, por tanto,
depende de la ligacion de los Nanobodies para la participacion simultanea de las dianas. Las potenciaciones de la
potencia para los constructos biespecificos de Nanobody CXCR4#2 en células Molm-13 fueron de 12-15 veces. No
parecia haber diferencia entre los dos Nanobodies IL-3Ra, lo que sugiere que la afinidad de 8 nM del bloque de
construccién menor ya es suficiente para servir como anclaje. La ganancia en potencia es menos notable para los
constructos biespecificos del bloque de construccion CXCR4#1, en los que solo existe un aumento menor en
comparacion con el Nanobody monovalente. La potencia de CXCR4#1 es mayor que para CXCR4#2 (CI50 de
10 nM frente a 84 nM), lo que puede indicar que es demasiado alta para observar una mejora tras el formateo para
dar uno biespecifico. Alternativamente, también es posible que este Nanobody se una a un epitopo diferente menos
favorable en CXCR4, lo que limita el potencial de formateo.

Los graficos representativos de los diferentes constructos se muestran en la figura 1.8. En la tabla 8, se muestran los
valores de CI50 (n=2-3 experimentos).

Estos datos muestran que los polipéptidos biespecificos muestran una ganancia en potencias, mejorando la potencia
de los Nanobodies CXCR4 para inhibir la quimiotaxia inducida por SDF-1 de células MOLM-13 hasta 12-15 veces.

Ejemplo 2: Direccionamiento preferencial de células T con polipéptidos biespecificos CD4-CXCR4

Ejemplo 2.1: Caracteristicas de Nanobodies monovalentes para el formateo

Se identifico previamente un panel de Nanobodies CD4 a partir de bibliotecas inmunitarias con linfocitos de sangre
periférica humanos. Ademas de su papel en células T, CD4 también sirve como receptor primario para la entrada de
VIH1. Por tanto, se analizé un panel de Nanobodies CD4 para determinar la capacidad para bloquear la interaccion
con la proteina viral gp120. En resumen, se analizaron Nanobodies CD4 para determinar la capacidad para competir
con la unién de proteina gp120 a CD4 recombinante en ELISA. En resumen, se recubrieron placas con anticuerpos
anti-gp120 de oveja 20 ug/ml. Se capturd 1 ug/ml de proteina gp120 de VIH1 durante 1 h a temperatura ambiente.
Se incubd previamente CD4 humana recombinante biotinilada (Invitrogen) a 0,5 pg/ml con Nanobodies anti-CD4
500 nM, o anticuerpos de control AcM anti-CD4 de ratén B-A1 y F5 (Diaclone) y Acp anti-CD4 de conejo
(ImmunoDiagnostic Inc) durante 1 h, tras lo cual la mezcla se transfirié a las placas recubiertas y se incub6 durante
1 h. La deteccion de CD4 unida se realizd con conjugado de extravidina-peroxidasa. La figura 2.1 muestra que se
encontrd solo un clon para inhibir la interaccion con gp120, es decir Nanobody 3F11. La union a CD4 expresada en
células de 3F11 se demostré6 mediante citometria de flujo en células MOLM-13 y células T humanas, usando
deteccion de la etiqueta anti-flag, con afinidades aparentes de 0,76 nM. Las caracteristicas de Nanobody CD4 se
encuentran en la tabla 2.1.

Tabla 2.1: caracteristicas de Nanobody monovalente CD4

Nanobody Union de FACS Neutralizacion
de VIH-1
ID CE50 de MOLM- | CE50 de THP-1 | CE50 de células | CI50 de PBMC +
13 (nM) (nM) T (nM) NL4.3 (nM)
CD4#8 3F11 0,7 1,0 0,76 29,3

Ejemplo 2.2: Construccioén de polipéptidos biespecificos CXCR4-CD4

Se clonaron constructos del Nanobody anti-CD4 3F11, denominado CD4#8, y del Nanobody anti-CXCR4 282F12,
denominado CXCR4#2, en el vector de produccion pAX100. Este vector se deriva de pUC119 y contiene un
promotor LacZ, un gen de resistencia a la kanamicina, un sitio de clonaciéon multiple, una secuencia lider OmpA, una
etiqueta c-myc C-terminal y una etiqueta (His)6. Dado que ambas dianas actuan como correceptores para la entrada
de VIH-1, se espera que estén muy cerca de la superficie celular. Por este motivo, se generaron polipéptidos
biespecificos con espaciadores flexibles de diferentes longitudes para la ligacion de los dos bloques de construccion
de Nanobody: (GlysSerGlys) (9GS), (GlysSer)s (25GS) y (GlysSer); (35GS), respectivamente. Se generaron
constructos biespecificos en ambas orientaciones, produciendo 8 constructos biespecificos diferentes (tabla 2.2). La
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secuencia de nucledtidos correcta de todos los constructos se confirma mediante analisis de secuencia (véase la
tabla 10 para una vision general de todas las secuencias). Posteriormente, los constructos de Nanobody correctos
volvieron a clonarse en el vector pAX205 para la produccién en la levadura Pichia pastoris como proteinas
etiquetadas con FLAG3-His6, tal como se describe en el ejemplo 1.2.

Tabla 2.2

Panel de Nanobodies CXCR4-CD4

CD4#8-CXCR4#2 03F11-9GS-281F12

03F11-25GS-281F12

03F11-35GS-281F12

CXCR4#2-CD4#8 281F12-9GS-03F 11

281F12-25GS-03F11

281F12-35GS-03F 11

Ejemplo 2.3: Analisis de unién de polipéptidos biespecificos CXCR4-CD4

Para evaluar si el formateo para dar constructos biespecificos afectaba a la union del Nanobody CXCR4#2 a
CXCR4, se analizé6 todo el conjunto de polipéptidos biespecificos para determinar la unién a CXCR4 en
lipoparticulas virales (Integral Molecular). En resumen, se recubrieron 2 unidades de VLP nulas y hCXCR4-VLP en
placas Maxisorp durante la noche a 4°C. Al siguiente dia, se bloquearon los sitios de unién libres usando leche
desnatada Marvel al 4% en PBS durante 2 h a temperatura ambiente. Luego, tras lavar la placa 3x con PBS, se
afadieron 100 nM, 10 nM, 1 nM y 0 nM de polipéptidos purificados a los pocillos recubiertos y se incubaron durante
1 h a temperatura ambiente. Tras lavar 3x con PBS, se detectaron los polipéptidos unidos con anticuerpos anti-c-
myc de raton (Roche, n.° de cat. 11667149001) y anticuerpos anti-HRP de ratéon de conejo (DAKO, n.° de cat.
P0260), ambos durante 1 h a temperatura ambiente. La union se determiné basandose en los valores de D.O. y se
comparé con los controles: un Nanobody irrelevante, un pocillo no recubierto, ambos bloques de construccion
monovalentes originales y un anticuerpo anti-CXCR4 monoclonal de R&D (clon: 12G5, n.° de cat. MAB170). La
figura 2.1 muestra los resultados de ELISA de union. Se observa un efecto de la orientacion para los constructos
biespecificos con el Nanobody CD4#8, y la union de CXCR4 solo se retuvo con el Nanobody CXCR4 ubicado en la
posicion N-terminal. Un cambio en la longitud del ligador no pudo superar esta pérdida de unién a diana del
Nanobody CXCR4#2, excepto quizas para el constructo CD4#8-25GS-CXCR4#2, que parecia estar menos afectada
que los otros dos polipéptidos biespecificos con el resto CXCR4 en la posicion C-terminal.

El panel de polipéptidos biespecificos CXCR4-CD4 se analizé para determinar la uniéon dependiente de la dosis para
lineas celulares con diferentes niveles de expresion relativos de las dos dianas en citometria de flujo. Se incubaron
las células con disolucion de blogueo de Fc (Miltenyi Biotec, n.° de cat. 130-059-901) durante 30 minutos antes de la
tincion con anticuerpo anti-CXCR4 monoclonal 12G5 (R&D, n.° MAB170) y anticuerpo anti-CD4 monoclonal BA1
(Diaclone, n.° 854030000). Los polipéptidos unidos se detectaron con anticuerpos anti-c-myc de ratén (AbD Serotec,
n.° de cat. MCA2200) y anticuerpos de cabra anti-PE de raton (Jackson Immunoreseach, n.° de cat. 115-115-171),
ambos durante 30 min con agitacion a 4°C. La unién se determind basandose en los valores de MCF y se comparé
con los controles.

Los niveles de expresion de CD4 y CXCR4 en células Jurkat, células THP-1 y células Molm-13 se representan en la
figura 2.3, asi como las curvas de unién de polipéptidos biespecificos a células Jurkat y Molm-13. Las células Jurkat
E6.1 muestran una poblacion de células heterogénea que expresa o no niveles bajos de CD4. EI Nanobody
monovalente CD4#8 sélo mostré un nivel de unién muy bajo a estas células, aunque el valor de CE50 fue similar al
de células THP-1 y MOLM-13 (1,1 nM frente a 1,0 nM frente a 0,7 nM, respectivamente).

En células Jurkat, los Nanobodies CXCR4-CD4 tienen valores de CE50 similares a los monovalentes CXCR4#2, en
linea con los altos niveles de expresion de CXCR4. Los Nanobodies tienen un nivel de fluorescencia ligeramente
mayor que los Nanobodies monovalentes CXCR4. En células THP1 doblemente positivas, se observa un claro
cambio en las curvas de los Nanobodies biespecificos CXCR4-CD4 en comparacion con ambos monovalentes, y los
biespecificos alcanzan niveles de meseta mucho mayores. Sin embargo, la diferencia en los valores de CE50 entre
biespecificos y monovalentes es sélo moderada (0,67 nM frente a 1,0 nM). En células MOLM-13, el valor de CE50
de los biespecificos es similar al de CD4#8, y en este caso también se observan niveles de meseta aumentados. Las
curvas de uniéon de estos biespecificos CD4-CXCR4 de orientacion inversa se superponen con el Nanobody
monovalente CD4#8.

Este aumento en la fluorescencia total en citometria de flujo puede representar unién aditiva (unién a cada diana
sola), asi como unién simultanea a ambas dianas en la superficie celular, pero los ensayos de union celular no
permiten discriminar entre estos modos de union.

Ejemplo 2.4: Inhibicién de quimiotaxia mediada por CXCR4 mediante polipéptidos biespecificos CXCR4-CD4
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Para verificar si los polipéptidos biespecificos CXCR4-IL-3Ra muestran afinidad y potencia aumentadas en células
que expresan ambos receptores, se realizd un ensayo funcional dependiente de CXCR4. Dado que las células
MOLM-13 expresan CD4 junto con CXCR4 y CD123, se uso6 la misma configuracion experimental tal como se
describe para los Nanobodies biespecificos CXCR4-CD123 (véase: ejemplo 1.5.5).

La inhibicion dependiente de la dosis de la quimiotaxia inducida por CXCL12 por el panel de Nanobodies
biespecificos CD4-CXCR4 se determind en células Jurkat (CXCR4+/CD4 bajo) y Molm-13 (CXCR4++/CD4++).
Como referencia, se incluyd anticuerpo anti-CXCR4 12G5 en cada placa. Los resultados de un ejemplo
representativo se muestran en la figura 2.4, y los valores de CI50 se presentan en la tabla 2.3. Los constructos
biespecificos CXCR4#2-CD4#8 mostraron una fuerte potenciacion de potencia (~150 veces) en células doblemente
positivas en comparacion con el Nanobody monovalente CXCR4#2, mientras que el Nanobody CD4 por si mismo no
tenia ningun efecto. De manera notable, los constructos biespecificos en la orientacion inversa eran capaces de
bloquear la funcion de CXCR4, a pesar de su afinidad reducida para CXCR4 debido a la posicién no favorable,
aunque el bloqueo era parcial. Los aumentos de potencia mucho mayor observados con Nanobodies que
seleccionan como diana la combinacion de CD4 y CXCR4 se relacionan con la mayor probabilidad con los niveles
de expresion relativos mayores de CD4 en comparacion con CD123 en las células Molm-13.

Tabla 2.3: bloqueo de quimiotaxia mediada por SDF-1 mediante polipéptidos biespecificos CXCR4-CD4.

Nanobody células MOLM-13 CXCR4*/CD4* células Jurkat E6-1 CXCR4*/CD4bai°
Nb1 Nb2 CE50 de | CI50 de | Aumentoen | CE50 de | CI50 de | Aumento en
unién (nM) | quimiotaxia | veces uniéon (nM) | quimiotaxia | veces
(nM) (nM)
CXCR4#2 5,2 86,0 - 7,0 84,2 -
CXCR4#2 CD4#8 1,1 0,59 146 11 110 0,8
CD4#8 CXCR4#2 0,7 1,29 67 1,1 460 0,2
CD4#8 0,6 - - 61 - -

Ejemplo 2.5: Especificidad de CXCR4 en ensayos de infeccién por VIH1

Ademas de su papel fisioldgico como receptor de quimiocinas homeostaticas, CXCR4 también se usa como
correceptor para cepas de VIH linfotropico T. Para la entrada de la célula huésped, la proteina viral gp120
interacciona con CD4 y un correceptor, que puede ser o bien CCR5 o bien CXCR4. Las cepas de VIH1 pueden ser o
bien dependientes del uso de CCR5 (R5), del uso de CXCR4 (X4), o bien pueden ser doblemente trépicas, pudiendo
usar cualquier receptor para la entrada.

La modulacién de los correceptores o bien de CD4 o bien de quimiocinas son estrategias activas que estan
sometiéndose a prueba en el entorno clinico. Se anticipa un posible papel para los antagonistas de CXCR4 (por
ejemplo, AMD3100) en el tratamiento de estadios avanzados de SIDA mediante la inhibicion de CXCR4, ya que las
cepas de VIH-1 X4 emergen tarde en esta enfermedad. Para determinar si el Nanobody CXCR4#2 también es capaz
de bloquear la entrada de cepas de VIH1 que usan CXCR4, se realizaron ensayos de infeccion por VIH-1 con clones
de VIH especificos de CXCR4 y CCR5. La especificidad de los efectos inhibidores de los Nanobodies monovalentes
y biespecificos CXC4-CD4 se sometio a prueba en el clon NL4.3 de VIH-1 que usa CXCR4 (X4) que infecta células
MT-4, o PBMC recién aisladas (CD4+/CXCR4+/CCR5+), y la cepa de VIH-1 que usa CCR5 (R5) BaL que infecta
PBMC recién aisladas (CD4+/CXCR4+/CCR5+).

Ejemplo 2.5.1. Ensayos de infeccién por VIH-1

Las potencias anti-VIH-1 de todo el panel de polipéptidos biespecificos CD4-CXCR4 y los Nanobodies monovalentes
CXCRA4#2 y CD4#8 se determinaron midiendo el efecto citopatico de distintas cepas de VIH-1 en las lineas celulares
MT-4 y U87, o mediante cuantificacion de la producciéon de antigeno viral p24 en el sobrenadante de cultivo de
PBMC.

Las cepas virales usadas fueron el clon NL4.3 de VIH-1 X4, la cepa de VIH-1 R5 BaL o la cepa de VIH-1 R5/X4 HE.
La infeccion se realizé en células MT-4 o PBMC estimuladas por fitohemaglutina de diferentes donantes sanos. El
clon NL4.3 de VIH-1 que usa CXCR4 (X4) se obtuvo del programa de reactivos del SIDA de los Institutos Nacionales
de Salud NIAID (Bethesda, MD), la cepa de VIH-1 que usa CCR5 (R5) BalL se obtuvo del Proyecto de reactivos del
sida del Consejo de Investigacion Médica (Herts, Reino Unido). La cepa de VIH-1 doblemente trépica (R5/X4) HE se
aislo inicialmente de un paciente en el Hospital Universitario en Leuven. Las células MT-4 se sembraron en una
placa de 96 pocillos y las células U87 en placas de 24 pocillos. Los Nanobodies se afadieron a diferentes
concentraciones junto con VIH-1 y las placas se mantuvieron a 37°C en el 10% de CO.. El efecto citopatico inducido
por el virus se monitorizé mediante evaluaciéon microscopica diaria de los cultivos celulares infectados por virus. En
el dia 4-5 tras la infeccion, cuando se observé un fuerte efecto citopatico en el control positivo (es decir, células
infectadas por VIH sin tratar), la viabilidad celular se evalué a través de la reduccion in situ del compuesto de
tetrazolio MTS, usando el ensayo de proliferacion celular en disolucion CellTiter 96° AQueous One (Promega,
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Madison, WI). La absorbancia se midié espectrofotométricamente a 490 nm con un lector de placas de 96 pocillos
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) y se compar6 con cuatro replicados de control celular (células sin virus ni
farmacos) y cuatro pocillos de control con virus (células infectadas por virus sin farmacos). La Clsg, es decir, la
concentracion de farmaco que inhibe la muerte celular inducida por VIH en un 50%, se calcul6 para cada polipéptido
a partir de la curva dosis-respuesta. La CCsg 0 la concentracion citotdxica al 50% de cada uno de los polipéptidos se
determind a partir de la reduccion de la viabilidad de células sin infectar expuestas a los agentes, tal como se mide
mediante el método de MTS descrito anteriormente.

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donantes sanos mediante centrifugacion por
densidad (Lymphoprep; Nycomed Pharma, AS Diagnostics, Oslo, Noruega) y se estimularon con fitohemaglutina
durante 3 dias. Las células activadas se lavaron con PBS y se realizaron infecciones virales tal como se describié
previamente (Schols et al. J Exp Med 1997; 186:1383-1388). A los 8-10 dias tras el inicio de la infeccion, se detectd
Ag viral p24 en el sobrenadante de cultivo mediante un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (Perkin Elmer,
Bruselas, Bélgica).

Los resultados de la neutralizacion de VIH1 se representaron como valores de Clsg en la tabla 2.4. En células MT-4
infectadas con la cepa NL4.3, el Nanobody CXCR4#2 inhibié especificamente la entrada anti-VIH1 X4 a través de
CXCRA4, pero no la unién a CCR5. El Nanobody CD4#8 estaba bloqueando eficazmente ambas infecciones por VIH1
X4, con un valor de CI50 similar que el del monovalente CXCR4. En este ejemplo, el Nanobody CD4 no sirve
exclusivamente como anclaje, sino que también contribuye al bloqueo funcional. Los polipéptidos biespecificos
CXCRA4#2-CD4#8 eran extremadamente potentes en la inhibicién de la replicacion del virus VIH-1 X4, especialmente
cuando se evalué en PBMC estimuladas con PHA. Los aumentos de potencia para el mejor constructo biespecifico
CXCR4-CD4 con el ligador mas corto fueron de entre 250-320 veces en comparacion con el Nanobody monovalente
CXCR4#2. Los Nanobodies biespecificos en la orientacion inversa, con la afinidad reducida hacia CXCR4, fueron
menos activos en este ensayo funcional. Por tanto, la unién simultanea tanto a CXCR4 como a CD4 de los
Nanobodies biespecificos CXCR4-CD4 da como resultado potencias fuertemente potenciadas en la neutralizacion
de VIH1 que usa CXCR4.

Tabla 2.4: especificidad para la cepa NL4.3 de CXCR4-VIH1 trépica y la CCR5-BaL trépica.

CI50 (nM) n=3 MT-4 + NL 4.3(X4) | US87 + NL 4.3 (X4) PBMC + NL 4.3(X4) | PBMC + BaL(R5)
Nanobody
CD4#8 66,67 >1333 580 610

CXCR4#2 67,11 >6666 29,3 >1666
CD4#8-9GS-CXCR4#2 14,89 >3333 17,0 >666
CD4#8-25GS-CXCR4#2 9,22 >3333 8,67 383,33
CD4#8-35GS-CXCR4#2 11,67 >3333 23,7 35,9
CXCR4#2-9GS-CD4#8 0,20 0,53 0,03
CXCR4#2-25GS-CD4#8 0,21 2,67 0,12
CXCR4#2-35GS-CD4#8 0,24 2,67 0,37 2,46

AMD3100 4,75 10 1,91

Ejemplo 2.5.2. Especificidad

La potencia del Nanobody CXCR4 es especifica para las cepas de VIH1 que dependen del uso de CXCR4 para la
entrada. Una posible desventaja de bloqueo de sélo uno de los correceptores de VIH1 es que pueden desencadenar
la reaparicion del subtipo de VIH que no se selecciona como diana originalmente. En el caso del virus de VIH
dependiente de CCR5 BalL, solo el Nanobody CD4 en el constructo biespecifico contribuye a la neutralizacion del
virus en PBMC. Dado que CXCR4 se expresa en PBMC, en estas células el Nanobody CXCR4 en el biespecifico
puede servir como anclaje para potenciar la potencia de inhibicion del Nanobody CD4. De hecho, el CXCR4-CD4
biespecifico con el ligador mas largo tiene unos valores de CI50 de 2,5 nM para Bal, potenciaciones de alrededor de
200 veces con respecto al monovalente CD4#8, y son inhibidores de infeccion mas potentes que los constructos en
la orientacion inversa, en la que se altera la afinidad de uniéon a CXCR4. Para los biespecificos CD4-CXCR4, parece
que un ligador mas largo proporciona una mejor inhibicién, lo que sugiere que esto favorece la unién al CXCR4
como anclaje.

Ejemplo 2.5.3. Inhibidor de entrada resistente a VIH-1 NL4.3

Para probar la contribucion del Nanobody CXCR4 como anclaje en el polipéptido biespecifico, se evalud el bloqueo
de la infeccién por VIH para un panel de mutantes de VIH1 que se hizo resistente para el inhibidor de molécula
pequefia de CXCR4 AMD3100, el ligando CXCR-4 o el anticuerpo de control 12G2. Ademas, se generaron mutantes
de escape viral para el bloqueo de cada uno de los Nanobodies monovalentes, cultivando NL4.3 en presencia de
polipéptidos a una concentraciéon CI90 durante multiples pases. Por tanto, los clones virales resistentes que se
identificaron se usaron para someter a prueba las potencias de polipéptidos biespecificos en comparacion con los
polipéptidos monovalentes. Los valores de CI50 se presentan en la tabla 2.5.
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Los valores de CI50 de los Nanobodies biespecificos CXCR4-CD4 hacia virus resistente a AMD3100 se representan
en la figura 2.5. El monovalente CXCR4#2 mostré una pérdida en potencia de 100 veces, similar a AMD3100,
mientras que la potencia de CD4 no se vio afectada. Cada uno de los Nanobodies biespecificos CXCR4-CD4 habia
retenido potencias por debajo de 1 nM para bloquear la infeccidon de virus resistente a AMD3100, 20 veces mejor
que el bloque de construccién monovalente CD4. Sobre el panel completo de virus resistentes, el polipéptido
CXC4#2-CD4#2 retuvo una fuerte potencia de neutralizacion con valores de CI50 entre 0,3-1,1 nM. Por tanto, los
polipéptidos biespecificos CXCR4-CD4 parecen relativamente insensibles a mutantes que no ya se unen mas a una
de las dianas. Juntos, estos resultados indican que los polipéptidos biespecificos tienen una amplia cobertura en
diferentes cepas de VIH (véase la tabla 2.6) y una alta potencia uniforme en el bloqueo de infecciones por virus, y
que la funcionalidad en sélo uno de los miembros de los polipéptidos biespecificos CXCR4-CD4 ya es suficiente
para la inhibicién potente de estos compuestos en la entrada de VIH.

Tabla 2.5: perfil de actividad anti-VIH de Nanobodies hacia variantes de NL4.3 resistentes a VIH-1 del inhibidor de
entrada en células MT-4.

CI50 (M) MT-4

Nanobody NL4.3 de tipo | CD4#8 res. CXCR4#2 AMD-3100 CXCL-12res. | 2G12 res.
natural res. res.

CD4#8 3,47E-08 >6,7E-06 >6,7E-06 2,27E-08 1,53E-07 2,33E-08
CXCR4#2 2,27E-08 8,73E-08 2,33E-06 >1,67E-06 2,20E-07 1,73E-08
CXCR4#2- 1,87E-10 3,10E-10 1,40E-09 1,13E-09 4,33E-10 1,10E-10
35GSCD4#8
CD4#8- 6,00E-09 9,57E-08 >3,1E-07 1,40E-08 7,00E-08 3,00E-09
35GSCXCR4#2
AMD3100 4,28E-09 1,85E-08 3,99E-07 4,04E-07 5,03E-08

Tabla 2.6: perfil de actividad anti-VIH de Nanobodies hacia distintas cepas de VIH en células MT-4.

CI50 (M) MT-4 +

Nanobody VIH-1 NL4.3 VIH-1 HE VIH-2 ROD
CD4#8 3,47E-08 1,00E-08 2,27E-08
CXCR4#2 2,27E-08 1,00E-08 8,67E-08
CXCRA4#2-35GS-CD4#8 1,87E-10 9,06E-11 3,00E-10
CD4#8-35GS-CXCR4#2 6,00E-09 2,00E-09 8,75E-09
AMD3100 4,28E-09 3,90E-09 2,11E-08

Ejemplo 3: Direccionamiento preferencial de subconjuntos de células T con polipéptidos biespecificos CD4-IL12RB2
y CD4-IL23R

Ejemplo 3.1: Caracteristicas de Nanobodies monovalentes usados para el formateo

Para generar polipéptidos biespecificos con la capacidad de bloqueo preferencial de subconjuntos de células T
especificas, se combinaron Nanobodies dirigidos contra diferentes receptores de interleucina especificos de
subconjuntos con un Nanobody dirigido contra la glicoproteina CD4. En el brazo funcional, se usé el IL-12R32 como
marcador para el subconjunto de células Th1, ¥ el IL-23R como marcador para células Thi7. Ambos receptores
pertenecen a la misma familia de receptores de interleucina 12 y usan el mismo correceptor IL-12RB1 para formar un
heterodimero funcional. Por este motivo, se generaron también constructos biespecificos de IL-12Rp1 y CD4, ya que
se espera que estos seleccionen como diana ambos subconjuntos de células T y puedan servir de ese modo como
control positivo. Se usa un Nanobody de anclaje dirigido contra la glicoproteina CD4 para proporcionar avidez y para
prevenir el bloqueo de receptores en otras células inmunitarias, tales como células T CD8+, células B, linfocitos
citoliticos naturales y determinadas células mieloides.

Para este ejemplo, se us6 Nanobody 3F11 dirigido contra la glicoproteina CD4 como anclaje comun. Este Nanobody
es especifico para CD4 humana expresada en células, y muestra solo una baja unién a proteina CD4 recombinante,
y se usO en la generacion de polipéptidos biespecificos CXCR4-CD4 (véase el ejemplo 2). Los Nanobodies
especificos para IL-23R, IL-12RB1 e IL-12RpB2 se identificaron previamente como Nanobodies de competicion de
ligandos. Para identificar Nanobodies de competicion de ligandos con bajas afinidades suficientes para el formateo,
se caracterizaron Nanobodies monovalentes de familias con multiples miembros de la familia con respecto a la
cinética de unidn, la capacidad para competir con ligandos y la union a receptores expresados en células en células
primarias.

Ejemplo 3.1.1. SPR
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Las afinidades de unién precisas de los Nanobodies purificados se determinaron en un anadlisis de cinética de
multiples ciclos usando analisis de resonancia de plasmén superficial (Biacore T100) en fusiones de Fc de dominios
extracelulares de IL12Rp1, IL12RB2 e IL-23R humanos (R&D Systems, #839-B1, #1959-B2, #1400-IR). Se
inmovilizaron chips sensores CM5 con anticuerpo anti-higG (GE Healthcare, BR-1008-39), tras lo cual se capturaron
los receptores a 5 pg/ml de proteina y un tiempo de contacto de 120 segundos. El tampdn de ejecucion usado fue
HBS-EP+ (GE Healthcare, BR-1006-69) a 25°C, con una velocidad de flujo de 5 ml/min. Para la inmovilizacion
mediante el acoplamiento de aminas, se us6 EDC/NHS para la activacion y clorhidrato de etanolamina para la
desactivacion (Biacore, kit de acoplamiento de aminas). Los Nanobodies se evaluaron a un intervalo de
concentracion de entre 1,37 nM y 3 uM. Se dejaron asociar los Nanobodies durante 2 min y disociar durante 15 min
a una velocidad de flujo de 45 ml/min. Entre inyecciones, se regeneraron las superficies con un pulso de 3 min de
MgCl> 3 My un periodo de estabilizacion de 2 min. La evaluacion de los datos de asociacién/disociacion se realizd
ajustando a un modelo de interaccion 1:1 (modelo de union de Langmuir) mediante el software Biacore T100 v2.0.3.
Las velocidades de disociacion y las constantes de afinidad se muestran en la tabla 3.1.

Ejemplo 3.1.2. Competicion por la union de IL-12 e IL-23 en ELISA

La capacidad de los Nanobodies monovalentes de competir con la unién de proteinas de Fc-receptor de IL12 a IL-12
se evalud en un ELISA de competicion en IL-12 humana recubierta (10 nM, Peprotech #200-12B) en una placa de
microtitulacion SpectraPlate HB de 384 pocillos (Perkin Elmer). Se bloquearon los sitios de union libres con caseina
al 1% en PBS. Se incubaron diluciones en serie de Nanobodies con una concentracion fija de o bien IL12Rp1-Fc
2 nM o bien IL12RB2-Fc 3 nM durante 1 h. La concentracion de competidores se basé en experimentos de titulacion
de la dosis, y las concentraciones finales usadas fueron valores <CEsp. La unién residual de IL12Rp1-Fc o IL12Rp2-
Fc se detectdé usando un anticuerpo anti-hiIgG de cabra conjugado con HRP (1/3000, Jackson ImmunoResearch, n.°
de cat. 109-035-088) y una posterior reaccion enzimatica en presencia del sustrato esTMB (SDT reagents).

Se usaron configuraciones de ensayo similares para medir la competicion de Nanobodies IL-23R e IL12RB1 para su
union a IL-23. Se uso6 un recubrimiento de IL-23 humana (eBioscience 34-8239-82) a 20 nM para la competicion con
IL-23R-Fc 5 nM, se us6 un recubrimiento de 3 nM para la competicion de IL12RB1-Fc 2 nM. Los valores de CI50 se
muestran en la tabla 3.1. La diferencia en la capacidad de competicion de ligandos entre los miembros de la familia
para cada una de las subunidades del receptor de IL12 se correlaciona bien con la diferencia en los valores de Kp
medidos.

Ejemplo 3.1.3. Citometria de flujo

La unién dependiente de la dosis de Nanobodies monovalentes a su receptor expresado en células en el contexto
del complejo heterodimérico se determind mediante citometria de flujo en células T humanas activadas de distintos
donantes sanos.

Se aislaron células T humanas usando el céctel de enriquecimiento de células T humanas (RosetteSep #15061) y se
preactivaron durante cuatro dias con Dynabeads® Human T-Activator CD3/CD28 (Gibco - Life Technologies
#11131D) y un dia con IL-2 humana recombinante (Life Technologies - Gibco #PHCO0027) para inducir la
diferenciacion de Ty1. De manera rutinaria, se comprobd el estado de activacion y la expresion superficial de los
marcadores de células T mediante FACS usando anti-CD3-PE (eBioscience #12-0037-73), anti-CD8-PE (BD
Bioscience #555367), anti-CD45RO-PE (BD Bioscience #555493), anti-CD45RA-APC (BD Bioscience #550855),
anti-CD25-PE (BD Bioscience #557138) y anti-CD69-PE (BD Bioscience #557050). La expresion superficial de
IL12R se confirmé mediante FACS usando anticuerpo de IL12Rp1 (R&D MAB839), seguido por anticuerpo de cabra
anti-PE de ratén (Jackson Immuno Research 115-115-164). La expresion de IL23R se comprobd mediante
anticuerpo policlonal anti-IL-23R de cabra (R&D AF1400). La expresion superficial de CD4 se confirmé mediante
FACS usando anticuerpo anti-CD4 marcado con APC (BD Bioscience #345771). En la figura 3.1 se muestran los
niveles de expresion de IL12RB1, IL23R y CD4 en células T de un donante activadas con este protocolo con
anticuerpos de control. Para IL12RB2, ninguna de las herramientas disponibles comercialmente mostr6 una unién
sustancial.

Dado que la expresion de IL23R era muy baja en la agrupacion de células T, se evalu6 la union de Nanobodies
monovalentes IL23R en células que se diferenciaron hacia el fenotipo Th17 mediante la incubacion de PBMC en
presencia de un coctel de citocinas e IL-23, IL-6 recombinante (eBioscience #34-8069-82), TGF-b1 recombinante
(R&D #240-B), anticuerpo anti-IL-4 humano (BD#554481), IL-1b recombinante (BD#554602) e IL-23 humana
recombinante (R&D Systems #219-IL-005) con coestimulacion de OKT-3 recubierto con placa (eBioscience #16-
0037-85), CD28 PeliCluster (Sanquin #M1650). Tras este procedimiento, se obtuvieron niveles de expresion de
IL23R bajos pero detectables. La optimizacion en el protocolo de diferenciacion de Th17 pudo aumentar
adicionalmente estos niveles de expresion.

La unidn dependiente de la dosis de Nanobodies monovalentes se evalu6 mediante citometria de flujo en las
poblaciones de células T enriquecidas con Th1 o Th17 respectivas. Se dejaron asociar diluciones en serie de
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anticuerpo o Nanobodies durante 30 minutos a 4°C en tampon de FACS (PBS complementado con FBS al 10% y
azida al 0,05%). Se lavaron las células mediante centrifugacion y se probaron con anticuerpos anti-FLAG (Sigma
F1804) durante 30 minutos a 4°C, para detectar Nanobody unido. La deteccion se realizdé con anticuerpo de cabra
anti-lgG-PE de ratén (Jackson ImmunoResearch #115-116-071) durante 30 minutos a 4°C. Se lavaron las células y
se incubaron con TOPRO3 para tefir las células muertas, que luego se retiraron durante el procedimiento de
activacion. Luego se analizaron las células a través de un BD FACSArray.

Las curvas de union de Nanobodies especificos se muestran en las figuras 3.2 y 3.3. Los Nanobodies monovalentes
pueden unirse especificamente a IL12RB1 expresado en células, respectivamente IL12RB2, en presencia del
complejo de receptor heterodimérico (figura 3.2). La diferencia en afinidad de uniéon de los miembros de la familia de
IL12RB1 se traduce claramente en diferentes afinidades aparentes de union a células, mientras que los valores de
CEsp de los dos miembros de la familia de IL12RB2 en estas células son muy similares. En cada caso, el Nanobody
con la velocidad de disociacion mas rapida alcanza normalmente un menor nivel de meseta. Debido a su rapida
velocidad de disociacion, las curvas de union estaban incompletas para IL12RB1#31 con respecto a la saturacion de
union.

La union especifica de los Nanobodies IL-23R e IL12RB1 con la afinidad mas alta se observd en la poblacion
enriquecida con Tx17, aunque las sefiales de fluorescencia fueron muy bajas (figura 3.3). Esto puede indicar que el
% de células Twi7 que expresan IL23R en la agrupacion de células T todavia es relativamente bajo para obtener
curvas dosis-respuesta con Nanobodies monovalentes de baja afinidad.

Las caracteristicas de los Nanobodies IL-23R, IL-12RB1 e IL-12RB2 seleccionados para el formateo para dar
Nanobodies biespecificos se presentan en la tabla 3.1. Se propuso como objetivo seleccionar Nanobodies con
distintas velocidades de disociacion pertenecientes a la misma familia, es decir con conservacion de secuencia en
sus regiones CDR3, de manera que se conservo el epitopo en la diana y pudo abordarse el efecto de afinidad.
Idealmente, se eligieron Nanobodies con velocidades de disociacién >10* s, para maximizar el efecto de avidez
proporcionado por el Nanobody de anclaje. Las secuencias de los dos Nanobodies IL12RpB2 seleccionados difieren
en tres aminoacidos en las regiones CDR1 y CDR2, y muestran una diferencia de 3,5 veces en Kp y capacidad de
competicion de ligandos debido a una diferencia en la velocidad de disociacion. Los dos Nanobodies IL12Rp31
seleccionados difieren en seis aminoacidos en las regiones CDR1 y CDR3, con una diferencia de 6-7 veces en Kp y
competicion de ligandos. Para los Nanobodies IL23R, se demostré que no era factible identificar dos miembros de la
familia con una diferencia sustancial en la velocidad de disociacion. Por tanto, para este receptor, se seleccionaron
dos Nanobodies de competicion de ligandos con diferentes velocidades de disociacion rapidas de familias distintas,
de ese modo con epitopos potencialmente diferentes. Aunque la uniéon a células no pudo medirse siempre con
precision para los Nanobodies con velocidades de disociacion rapidas (>1.E9?), los ensayos de competicion de
ligandos demostraron un bloqueo funcional con CI50 que oscilaba entre 10-16 nM para todos los Nanobodies
monovalentes seleccionados.

Ejemplo 3.2: Generacion de Nanobodies biespecificos

El formateo de polipéptidos biespecificos CD4-IL-12Rp2, CD4-IL-12RB1 y CD-IL-23R se realizé mediante fusion
genética de Nanobodies ligados con un ligador flexible largo (GGGGS)7, con los bloques de construccion en ambas
orientaciones. Para cada combinacion, se combinaron dos Nanobodies especificos de receptor de bloqueo funcional
con un Nanobody anti-CD4, CD4#8 3F11 (figura 3.4). La secuencia de nucleétidos correcta de todos los constructos
se confirmé mediante analisis de secuencia (véase la tabla 12 para una vision general de todas las secuencias). Los
Nanobodies se generaron como proteinas etiquetadas con flag3-His6 para su expresion en la levadura Pichia
pastoris X-33, y se purificaron del medio de cultivo usando cromatografia de afinidad convencional, seguido por
cromatografia de exclusion molecular. Todas las proteinas se confirmaron libres de endotoxinas para su uso en
ensayos en células primarias.

Ejemplo 3.3: Analisis de unién de Nanobodies biespecificos
Ejemplo 3.3.1. Efecto del formateo

Para evaluar si la orientaciéon del Nanobody tras el formateo afecta a la union y funcionalidad al receptor de
interleucina respectivo, se analizaron Nanobodies biespecificos y monovalentes purificados para determinar la
competicion con fusiones hlL-12Rp1-Fc, hIL-12RB2-Fc o IL-23R-Fc para la unién de ligandos (véase anteriormente).
La inhibicion dependiente de la dosis de ambos Nanobodies monovalentes y biespecificos se llevd a cabo para
determinar los valores de Clso para la competicion en placas recubiertas con IL-12 humana. De manera similar, se
realizé un ELISA de competicidon en placas recubiertas con IL-23 humana para evaluar la funcionalidad de los
biespecificos de los Nanobodies IL-23R e IL-12RpB1. Los valores de CI50 se muestran en las tablas 3.2 y 3.3.

En el caso de CD4, se evaluaron los efectos de la orientacion mediante citometria de flujo, comparando la union de
Nanobodies monovalentes y polipéptidos biespecificos a células MOLM-13 que expresan CD4 pero carecen de
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IL12R e IL23R. La expresion de CD4 se confirmé mediante FACS usando el anticuerpo anti-CD4 humano APC (BD
Bioscience, #53384). La figura 3.5 muestra que el formateo para dar polipéptidos biespecificos no afectod
sustancialmente a la uniéon del bloque de construccion de CD4 a CD4 expresada en células. Los polipéptidos
biespecificos mostraron una unién comparable a la del Nanobody monovalente CD4#8, con la excepcion de
IL23R#19-CD4#8 (BI#42), que mostré una pequefia disminucion en la afinidad de uniéon. Ninguno de los Nanobodies
monovalentes IL12RB2, IL12RB1 e IL23R se unid a células MOLM-13, lo que confirma la ausencia de la expresion
del receptor de IL12 e IL23.

Ejemplo 3.3.2. Especificidad

La unién dependiente de la dosis de polipéptidos biespecificos se evalué en células T humanas que se activaron
para aumentar los niveles de expresion de IL12R. Las células T activadas mostraron niveles de expresion relativos
moderados del antigeno de IL12R, pero una muy alta expresion de CD4, reflejada en la alta afinidad aparente y la
alta sefal de fluorescencia del Nanobody anti-CD4. La unién simultanea los dos receptores diana no es evidente, ya
que las curvas de unidon de todos los Nanobodies biespecificos se superponen con aquellas del Nanobody
monovalente CD4, proporcionando valores de CE50 similares (figura 3.6).

La agrupacion de células T activadas comprende tanto células T CD4+ como células T CD8+. Para confirmar la
especificidad del Nanobody anti-CD4 y para excluir la unién a células negativas para CD4, se evalud la unién a
células T CD8+ citotoxicas aisladas de PBMC humanas usando el kit de aislamiento de células T CD8+ (Miltenyi
Biotech, 130-096-495), dando como resultado una pureza del 94% de células CD8+. Los experimentos de
especificidad de union se llevaron a cabo usando Nanobodies a 250 nM. No se observé unién con el Nanobody anti-
CD4, mientras que el monovalente IL12Rb1#30 se unié a células T CD8+ aisladas (figura 3.7). Ademas, el
polipéptido biespecifico IL12RB1#30-CD4#8 se unid a estas células en un nivel similar al del Nanobody monovalente
IL12RB1#30, sin efecto adicional del anclaje CD4. Se obtuvieron datos similares para los Nanobodies IL12RB2 e
IL23R. Estos resultados indican que los biespecificos de CD4 con los receptores especificos de subconjunto no se
unen a células T CD8+ citotdxicas pero interaccionan especificamente con células T CD4+.

Para dilucidar si los polipéptidos biespecificos CD4-IL12R se unen preferentemente al subconjunto de células Tnq
CD4+/IL12R+ dentro de la agrupacion de células T, se analizé la union del Nanobody a una agrupacion de células T
activadas para o bien CD8 (detectado mediante anticuerpo monoclonal conjugado con anti-CD8 hu PE-Cy7 (BD
557746) o bien CD4 (detectado mediante anticuerpo policlonal conjugado con anti-CD4 hu Alexa Fluor 488 (R&D
FAB8165G) en un experimento de FACS multicolor. La unidn del Nanobody a las células activadas por CD8+/CD4 y
a las células activadas por CD4+ se determind usando deteccion de anti-flag-APC (Prozyme PJ255). En este
experimento, se usaron células T activadas por Tn1 del mismo donante (D838) tal como se muestra en la figura 3.6.
El Nanobody CD4#8 mostré una fuerte unién a la poblacion activada por CD4+, tal como se indica por los altos
niveles de fluorescencia (figura 3.8, panel E, pico de color gris claro), mientras que soélo se observé una baja sefal
para la poblacion de CD8+ (pico de color gris oscuro). Se observé que el Nanobody CD4 compitié hasta cierto grado
con los Ac policlonales anti-CD4 usados para la activacién, que puede haber dado como resultado una separacion
incompleta de las células CD4+ y CD4-. Para los Nanobodies monovalentes IL12RB1#30 e IL12RB2#1, se
observaron bajas sefales de fluorescencia para ambas células CD4+ y CD8+, lo que indica que los Nanobodies se
unieron débilmente a ambos subconjuntos de células T. Los polipéptidos biespecificos IL12RB1#30-CD4#8 e
IL12RB2#1-CD4#8 mostraron una unién preferencial a la poblacion de CD4+ con respecto al subconjunto de CD8+,
lo que indica que estos Nanobodies otorgaron la especificidad del Nanobody CDA4.

Ejemplo 3.4: Caracterizacion funcional de polipéptidos biespecificos
Ejemplo 3.4.1. Bloqueo especifico de células de la funcion de IL-12 en células T humanas

La capacidad de polipéptidos biespecificos de captar simultdneamente ambas dianas en la misma célula se analizd
en un ensayo funcional dependiente de IL-12, inhibicion de la liberacion de IFN-y mediada por IL-12 en células T
humanas activadas. Dado que el bloqueo funcional se media sélo a través de IL12R, se espera que la avidez por la
union simultanea del Nanobody CD4 se traduzca en potencia aumentada del biespecifico en la inhibicion de
liberacién de citocinas.

Se activaron células T humanas aisladas de capas leucocitarias durante cuatro dias con Dynabeads® Human T-
Activator CD3/CD28 (Gibco - Life Technologies #11131D) y un dia con IL-2. Para diferenciarse en el subtipo Th1, las
células T se cultivaron en presencia de IL-12 con coestimulacién proporcionada por una placa recubierta con CD3 a
0,5 ug/ml (eBioscience #16-0037-85) y anti-CD28 (PeliCluster 1 pg/ml, Sanquin #M1650) en disolucion. La
concentracion de ligando usada, 0,2 pM, se basé en experimentos de titulacion de la dosis, usando una
concentracion <CE50. Como medicion para la sefializacion dependiente de IL-12, se midi6 la liberacién de la citocina
Th1 tipica IFN-y tras 72 h en presencia o ausencia de los Nanobodies respectivamente mediante ELISA.

El bloqueo dependiente de la dosis de la liberacién de IFNy mediada por IL-12 se evalué para los polipéptidos
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biespecificos IL-12Rp2-CD4 e IL-12RpB1-CD4 en ambas orientaciones, y los Nanobodies monovalentes
correspondientes. Los polipéptidos biespecificos IL-23R-CD4 sirvieron como controles negativos. Los graficos
representativos de los polipéptidos biespecificos IL12RB1-CD4, IL12RB2-CD4 e IL23R-CD4 se muestran en la figura
3.9, y los valores de CI50 en la tabla 3.2. Los cuatro polipéptidos biespecificos IL12Rp2-CD4 mostraron un cambio
en los valores de CI50 entre 74-1100 en comparacion con su Nanobody monovalente IL12RB2 respectivo (tabla 3.3),
mientras que los polipéptidos biespecificos CD4-IL23R no estaban bloqueandose. Ademas, se observaron
diferencias de potencia de ~500 veces para los biespecificos IL12RB1-CD4. Aunque los constructos biespecificos en
ambas orientaciones muestran potenciaciones de potencia, el Nanobody IL12RB2 en la posicién N-terminal de CD4
proporcioné potenciaciones mas fuertes. Todos estos datos muestran que los biespecificos IL12RB1-CD4 y los
IL12RB2-CD4 muestran una ganancia en potencia de 400-1000 en células Ty que expresan ambos antigenos, y
que la unién de CD4 por si mismo no estaba interfiriendo.

Para verificar si esta funcionalidad selectiva de los polipéptidos biespecificos en células Tt se conservaba en las
PBMC, en las que también estaban presentes otras células inmunitarias, se realizé el mismo ensayo usando PBMC
humanas sanas activadas. Las células T dentro de la agrupacién de PBMC se diferenciaron hacia el subtipo T
usando IL-12 0,1 pM. La liberacion de IFN-y en presencia o ausencia de los Nanobodies respectivamente se
determiné mediante ELISA tras un periodo de incubacion de 6 dias. Un ejemplo representativo del bloqueo de IL12
de polipéptidos biespecificos en PBMC se muestra en la figura 3.10. Ademas, en un ensayo basado en PBMC se
observé una clara ganancia en potencia para cada uno de los biespecificos IL12Rb1-CD4 y los IL12Rb2-CD4, con
cambios en los valores de CI50 entre 10-50 veces con respecto a los Nanobodies monovalentes respectivos. Se
sometieron a prueba PBMC de dos donantes distintos, con resultados similares. EI Nanobody monovalente CD4 y
los polipéptidos biespecificos CD4-IL23R no tienen efecto, lo que indica que en el contexto de PBMC también se
obtiene un bloqueo funcional selectivo por polipéptidos biespecificos de una manera especifica de subconjunto de
células T.

Ejemplo 3.4.2. Bloqueo especifico de células de la funcion de IL-23

Para verificar si los polipéptidos biespecificos que seleccionan como diana el receptor de IL23 funcional mostraban
afinidad y potencia aumentadas en células que expresan conjuntamente CD4 e IL23R, se midi6 la capacidad de los
Nanobodies para inhibir la liberacion dependiente de IL23 de la citocina IL17 tipo Tni7. En esta configuracion de
ensayo, se cultivaron PBMC humanas en presencia de IL23 soluble para permitir la diferenciacion de células T hacia
el fenotipo Thi7. Se sembraron las células sobre placas recubiertas OKT-3 (eBioscience #16-0037-85) en presencia
de IL-23 humana recombinante (eBioscience #14-8239) y PeliCluster CD28 (Sanquin #M1650) en disolucion. La
liberacion de citocina (IL17) en presencia o ausencia de los Nanobodies respectivamente se determind mediante
ELISA tras un periodo de incubacion de 9 dias.

Se evalud la inhibicion dependiente de la dosis del panel de polipéptidos biespecificos IL23R-CD4 e IL12Rp1-CD4
en comparacion con los Nanobodies monovalentes respectivos, sirviendo en este caso los polipéptidos especificos
IL12RB1-CD4 como controles negativos. La figura 3.11 muestra que los polipéptidos biespecificos IL12RB1-CD4
inhiben fuertemente la liberacion de IL17 mediada por IL23 de una manera dependiente de la dosis, con potencias
potenciadas entre 500-1700 veces con respecto a los Nanobodies monovalentes IL12RB1 (tabla 3.3). Existe una
preferencia para el bloque de construccion IL12RB1 en la posicién C-terminal del CD4 en este ensayo. Existe una
clara diferencia en potencia entre los dos miembros de la familia IL12Rp1, correspondiente a las cinéticas de unién y
afinidades diferentes, y esta diferencia se conserva en la potencia de los constructos biespecificos. No se observa
inhibicién para los polipéptidos biespecificos IL12RB2-CD4, ni para el Nanobody anti-CD4, lo que indica que el
bloqueo fue especifico de subconjunto.

Para los constructos biespecificos de IL23R y CD4, también existe una diferencia en potencia observada entre
Nanobodies monovalentes y polipéptidos biespecificos (figura 3.11, panel C), aunque los valores de CI50 no pueden
determinarse para todos los Nanobodies. La diferencia en afinidad de los Nanobodies monovalentes se refleja en las
potencias de los Nanobodies monovalentes en el ensayo funcional de IL23, pero esta diferencia no es tan clara para
los constructos biespecificos. Los Nanobodies IL23R no son miembros de la familia, y el epitopo del Nanobody
IL23R#19 puede ser menos 6ptimo que IL23R#20 para la unién simultanea a CD4 en la membrana celular. Dado
que el % de células T Tni7 obtenido con la agrupacion de PBMC fue bastante bajo, una optimizacion adicional del
protocolo de diferenciacion de Thi7 pudo corroborar adicionalmente las diferencias observadas. Ademas, las PBMC
derivadas de pacientes que padecen enfermedad inflamatoria de Twi7 tipica, tal como psoriasis, pudieron
proporcionar una mejor respuesta de IL23. Estas PBMC representan una mezcla fisiolégica de subconjuntos de
células T, con niveles de expresién de IL23R e IL12R esperados en un entorno de enfermedad de Th17 relevante.

Tomados juntos, estos resultados indican que los polipéptidos CD4-IL12Rp2 especificos del subconjunto Ty y CD4-
IL23R especificos del subconjunto Thiz muestran bloqueo funcional selectivo de una manera especifica del
subconjunto de células T, en ensayos con células T heterogéneas asi como PBMC. Ademas, se mostrd la union
selectiva de los polipéptidos biespecificos a subconjuntos de células T CD4+, mientras que los Nanobodies
monovalentes IL12RB2 sélo mostraron una mala unién a células T CD4 y CD8.
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Con respecto a las afinidades, incluso los Nanobodies de baja afinidad en el miembro funcional dieron
potenciaciones de potencia de 2-3 logaritmos tras el formateo con un Nanobody CD4 de anclaje de alta afinidad.

Tabla 3.1: caracteristicas de Nanobodies monovalentes especificos de IL-12Rb2, IL-12Rb2 e IL-23R.

ID de Nanobody Cinética de union (SPR) Inhibiciéon de | Union de
union a ligando | células T
(ELISA) (FACS)

ka (1/Ms) ka (1/s) Kb (M) Clso (M) CEso (M)

IL12Rb2#1:135B08 | 2,1E+05 5,7E-04 2,7E-09 4,2E-09 1,5E-09

IL12Rb2#2:135A07 | 2,7E+05 1,8E-03 6,9E-09 1,5E-08 1,8E-09

IL12Rb1#30:148C09 | 4,5E+05 1,5E-03 3,3E-09 3,7E-09 (IL-12), | 1,3E-09
1,5E-9 (IL-23)

IL12Rb1#31:148F09 | 7,2E+05 1,7E-02 2,3E-08 2,2E-08 (IL-12), | sin ajuste
1,0E-8 (IL- 23)

IL23R#19:150D02 7,3E+05 8,1E-03 1,1E-08 4,7E-09 2E-08

IL23R#20:150H07 3,0E+06 2,3E-01 7,8E-08 1,6E-08 sin ajuste

Tabla 3.2: inhibicién de la funcion de IL-12 por panel de Nanobodies monovalentes y biespecificos IL12Rb1-CD4,
IL12Rb2-CD4 e IL23RCD4.

Inhibicién de IL-12

ID de | Nb1 Nb2 CI50 de cambio CI50 de cambio CI50 de cambio
Nanobody ELISA enveces | células T | enveces PBMC en veces

de comp. D839 de D840 de

(M) liberacion liberacion
de IFNy de IFNy
(M) (M)

CD4#8 - - -
IL23R#19 -
Bl#42 IL23R#19 CD4#8
Bl#45 CD4#8 IL23R#19 -
IL23R#20 -
Bl#43 IL23R#20 CD4#8 - - -
Bl#44 CD4#8 IL23R#20 - - -
IL12Rb1#30 3,70E-09 1,40E-07 1,70E-08
Bl#46 IL12Rb1#30 | CD4#8 6,20E-09 0,6 2,9E-10 552 4,5E-10 38
BI#40 CD4#8 IL12Rb1#30 | 7,30E-09 0,5 2,8E-10 429 3,6E-10 47
IL12Rb1#31 2,20E-08 sin ajuste 9,35E-08
Bl#47 IL12Rb1#31 | CD4#8 2,40E-08 0,9 4,1E-09 1,9E-09 41
Bl#41 CD4#8 IL12Rb1#31 | 2,80E-08 0,8 1,7E-09 2,2E-09 50
IL12Rb2#1 4,20E-09 5,10E-08 1,35E-08
BI#37 IL12Rb2#1 | CD4#8 4,80E-09 0,9 1,10E-10 400 1,1E-09 11
BI#39 CD4#8 IL12Rb2#1 1,00E-08 0,4 7,8E-10 74 1,9E-09 8
IL12Rb2#2 1,50E-08 6,70E-08 4,00E-08
BI#36 IL12Rb2#2 | CD4#8 1,10E-08 1,4 3,1E-11 1129 1,6E-09 30
BI#38 CD4#8 IL12Rb2#2 | 2,50E-08 0,6 7,6E-10 130 2,1E-09 8

Tabla 3.3: inhibicion de la funcién de IL-23 por panel de Nanobodies monovalentes y biespecificos IL23R-CD4,
IL12Rb1-CD4 e IL12Rb2-CDA4.

Inhibicién de IL-23

ID de | Nb1 Nb2 CI50 de | cambio en CI50 de | cambio en
Nanobody ELISA de veces PBMC veces

comp. De D840 de

IL-23 (M) liberacion

de IL-17
(M)

CD4+#8 - -
IL23R#19 1,70E-09 1,00E-07
Bl#42 IL23R#19 CD4+#8 6,10E-09 0,3 5,89E-08 1,7
Bl#45 CD4+#8 IL23R#19 6,60E-09 0,3 2,42E-08 4,1
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IL23R#20 1,60E-08 sin ajuste

Bl#43 IL23R#20 CD44#8 1,10E-08 1,5 sin ajuste

Bl#44 CD44#8 IL23R#20 1,50E-08 1,1 2,20E-08
IL12Rb1#30 1,50E-09 3,55E-08

Bl#46 IL12Rb1#30 | CD44#8 3,00E-09 0,5 1,6E-11 875
BI#40 CD44#8 IL12Rb1#30 | 3,60E-09 0,4 3,5E-11 1629
IL12Rb1#31 1,00E-08 2,10E-07

Bl#47 IL12Rb1#31 | CD4#8 1,30E-08 0,8 2,3E-10 565
Bl#41 CD44#8 IL12Rb1#31 | 1,50E-08 0,7 1,7E-10 1706
IL12Rb2#1

BI#37 IL12Rb2#1 CD44#8

BI#39 CD44#8 IL12Rb2#1

IL12Rb2#2

BI#36 IL12Rb2#2 | CD4#8 - -

BI#38 CD44#8 IL12Rb2#2 - -

Ejemplo 4: Polipéptidos biespecificos EGFR-CEA

Ejemplo 4.1: Caracteristicas de Nanobodies monovalentes usados para el formateo

Los ejemplos anteriores indicaron que puede medirse la avidez especifica de células de polipéptidos biespecificos
mediante un aumento de potencia en ensayos funcionales, en los que los polipéptidos biespecificos bloquearan la
funciéon del receptor especificamente en células cuando pueden participar simultdneamente ambas dianas en cis.
Para demostrar la ventana terapéutica, se realizaron ensayos celulares funcionales en células que expresan
conjuntamente las dos dianas (“células doblemente positivas”), y células que soélo expresan la diana funcional
(“células positivas Unicas”) que representan células normales.

Los ejemplos anteriores también indicaron que para el bloqueo especifico de células se necesitan Nanobodies
funcionales monovalentes con afinidades y potencias bajas, para garantizar que los Nanobodies monoespecificos no
son suficientemente potentes en células normales. Para obtener selectividad, se necesitaron afinidades muy bajas,
en las que el biespecifico simplemente se asemeja al anclaje, lo que indica que existe una delicada compensacion
entre selectividad y potencia funcional suficiente. En el ejemplo actual, se abord6 adicionalmente el efecto de la
afinidad para Nanobodies en el brazo funcional, para determinar si existe una afinidad umbral para el bloqueo
selectivo. El receptor de tirosina cinasa EGFR se usa como antigeno modelo en el brazo funcional, para el que la
proteina recombinante esta disponible para permitir la determinaciéon precisa de las afinidades y los parametros
cinéticos mediante SPR.

La segunda diana, el antigeno carcinoembrionario (CEA, también conocido como CEACAMS5), es un antigeno
especifico de tumor bien conocido expresado en muchos tipos de tumor. EI CEA es una glicoproteina de la
superficie celular anclada a glicosilfosfatidilinositol (GPI) que desempefia un papel en la adhesion celular. Es un
marcador asociado a tumor establecido para canceres del tracto gastrointestinal y encontrado también en canceres
de mama y de pulmén. La expresion conjunta de EGFR y CEA se ha notificado para los canceres gastrico y
colorrectal, en tumores primarios y en metastasis peritoneal, con mayor expresion en membrana de CEA que EGFR
en la mayoria de los casos (lto ef al. 2013, Tiernan et al. 2013). Esto hace a CEA una diana util para servir como
anclaje para combinarse con EGFR para el bloqueo funcional de una manera selectiva de tumor.

Los Nanobodies de bloqueo de ligandos contra EGFR se generaron previamente de manera interna y se describen
bien por Roovers et al. (2011). El Nanobody 7D12 se une al sitio de union de ligando en el dominio Ill del dominio
extracelular de EGFR, superponiéndose con el epitopo de cetuximab. La afinidad notificada de 7D12 radiomarcado
con ['?°]] fue de 10,4 y 25,7 nM para células HER14 y A431, respectivamente. Su miembro de la familia 7C12 difiere
en 5 residuos de aminoacido.

Para evaluar el efecto de la afinidad mientras se garantizaba que se conservaba el epitopo en EGFR, se generd un
panel de EGFR 7D12 y variantes de 7C12 con afinidades reducidas para su uso en el formateo. Basandose en la
estructura de cocristal del Nanobody 7D12 con el ectodominio de EGFR (Schmitz et al., 2013), se sustituyeron
aminoacidos en la superficie de contacto del receptor en 7D12 con residuos que se esperaba que redujeran las
velocidades de disociacion de una manera gradual (tabla 4.1).

En el brazo de anclaje, se us6 un Nanobody especifico d¢ CEACAM5S denominado NbCEA5 con una alta afinidad
notificada de Kp 0,3 nM por Cortez-Ramiras et al. (2004). Se ha descrito una variante de este Nanobody con una
reduccion de 30 veces en su afinidad debido a la introduccién de las regiones CDR en un armazén proteinico
humano (Vaneycken et al., 2011). Ambos Nanobodies asi como las variantes de CEA adicionales se generaron con
varias sustituciones de aminoacido, para reducir la afinidad pero salvaguardar una expresion de Nanobody
suficientemente alta (tabla 4.2).
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El panel de variantes de NbCEA5 y variantes de EGFR 7D12 monovalentes con afinidades disminuidas se
caracterizd con respecto a la cinética de union, y la union a receptores expresados en células.

Ejemplo 4.1.1. SPR

Para determinar las afinidades de unién precisas de las variantes de EGFR purificadas, se realizé6 un analisis
cinético de mudltiples ciclos usando andlisis de resonancia de plasmon superficial (Biacore T100) en el dominio
extracelular de hEGFR directamente inmovilizado (Sino Biological, #10001-HO8H). Se inmovilizaron alrededor de
1000 RU de hEGFR en un chip sensor CM5. El tampon de ejecucion usado fue HBS-EP+ (GE Healthcare, BR-1006-
69) a 25°C, con una velocidad de flujo de 5 pl/min. Para la inmovilizacién por el acoplamiento de aminas, se usé
EDC/NHS para la activacion y clorhidrato de etanolamina para la desactivacion (Biacore, kit de acoplamiento de
aminas). Los Nanobodies se evaluaron a un intervalo de concentracion de entre 1,37 nM y 3 uM. Se dejaron asociar
los Nanobodies durante 2 min y disociar durante 15 min a una velocidad de flujo de 45 pl/min. Entre inyecciones, se
regeneraron las superficies con un pulso de 5 s de NaOH 50 mM y un periodo de estabilizacion de 1 min. La
evaluacion de los datos de asociacion/disociacion se realizd ajustando a un modelo de interaccion 1:1 (modelo de
union de Langmuir) mediante el software Biacore T100 v2.0.3. Las interacciones que no cumplian los criterios de
aceptacion para el modelo de interaccion 1:1 se ajustaron usando el modelo de ajuste de ligando heterogéneo. Se
calculd la constante de afinidad Kp a partir de las constantes de velocidad de asociacion y disociacion ka y kg
resultantes, y se muestran en la tabla 4.1. La introduccion de sustituciones de aminoacido definidas redujo
claramente la velocidad de disociacion del Nanobody EGFR, mientras que las velocidades de asociacion fueron
similares.

Las afinidades de union de los Nanobodies CEA purificados se obtuvieron usando condiciones experimentales
similares en hCEACAM-5 directamente inmovilizado (R&D Systems, #4128-CM) hasta 1000 RU en un chip sensor
CMS5. Entre inyecciones, se regeneraron las superficies con un pulso de 5 s de clorhidrato de glicina 10 mM pH 1,5y
un periodo de estabilizacion de 1 min. La evaluacion de los datos de asociacion/disociacion se realizé ajustando a un
modelo de interacciéon 1:1 (modelo de union de Langmuir) mediante el software Biacore T100 v2.0.3. Se calculé la
constante de afinidad Kp a partir de las constantes de velocidad de asociacion y disociacion ks y kg resultantes, y se
muestran en la tabla 4.2. La afinidad observada del Nanobody NbCEA5 (denominado CEA#1) y la variante
humanizada (CEA#2) estaban en linea con el valor notificado.

Ejemplo 4.1.2. Unidn a proteinas recombinantes EGFR y CEACAMS en ELISA

Se demostré que todos los Nanobodies purificados se unian al ectodominio de EGFR recombinante y a la proteina
CEACAMS recombinante de una manera dependiente de la dosis en ELISA de unién. En resumen, se recubrieron
0,25 ug/ml de EGFR ECD humano (Sino Biological, n.° de cat.10001-HO8H) o 0,125 ug/ml de CEACAM5 humano
recombinante (R&D Systems, Cat #4128-CM) directamente en placas de microtitulacion SpectraPlate-HB de
384 pocillos (Perkin Elmer). Se bloquearon los sitios de unién libres con caseina al 1% en PBS. Se permitieron
diluciones en serie de Nanobodies purificados para unir el antigeno durante 1 hora. La unién del Nanobody se
detecté usando anticuerpo anti-FLAG M2 de raton conjugado con HRP (Sigma, n.° de cat. A8592) y una reaccion
enzimatica posterior en presencia del sustrato esTMB (SDT reagents, n.° de cat. esTMB). La especificidad de unién
se determind basandose en los valores de D.O. en comparacion con controles de Nanobody irrelevantes. Los
valores de CE50 se muestran en las tablas 4.1y 4.2.

Ejemplo 4.1.3. Unién de FACS

Las lineas celulares de carcinoma de colon LoVo y HT-29 expresan conjuntamente EGFR y CEA con diferentes
niveles de expresion relativos (figura 4.1). Dado que las células LoVo tuvieron mayores niveles de CEA en
comparacion con HT-29, se usaron células LoVo para el analisis de union del panel de variantes de EGFR y CEA
monovalentes a los receptores expresados en células. La union a EGFR y CEA expresados en células se confirmo
mediante citometria de flujo en células LoVo EGFR+/CEA+, y para células HER14, células NIH-3T3 murinas que
expresan de manera estable EGFR humano. El Nanobody unido se detectd a través de un anticuerpo especifico de
etiqueta flag, tal como se describe. Los resultados se muestran en la figura 4.1. Para las variantes de EGFR, no se
logré la saturacion, por tanto, no pudo determinarse la CE50 precisa, pero las diferencias en velocidades de
disociacion fueron visibles en curvas desplazadas. La especificidad de Nanobodies CEA se confirmé por la falta de
unioén a células HER14 (datos no mostrados).

Las caracteristicas de union de las variantes de CEA y las variantes de EGFR 7D12 monovalentes se presentan en
las tablas 4.1 y 4.2, respectivamente. Para la generacion de Nanobodies biespecificos EGFR-CEA, se seleccionaron
cuatro variantes de EGFR con diferencias en velocidades de disociacién que dieron como resultado una disminucién
gradual de los valores de Kp (que oscilaron entre 120-860 nM). La diferencia en la velocidad de disociacion entre la
variante de EGFR de mas alta y mas baja afinidad fue de 8 veces. Cuando se midié en ELISA, la diferencia se
aument6 hasta ~80 veces, debido a la disociacion de los Nanobodies con las velocidades de disociacion rapidas
durante el lavado. En comparaciéon con la variante de mas alta afinidad EGFR#1, la variante EGFR#11 tiene dos
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sustituciones de aminoacido, mientras que EGFR#33 y EGFR#32 tienen tres diferencias de aminoacido. Para el
brazo de anclaje, ademas del Nanobody CEA original (CEA#1), también se selecciond la variante CEA#5 para su
uso en el formateo, con cuatro sustituciones de aminoacido, ya que este Nanobody tuvo la diferencia mas grande en
la velocidad de disociacion en comparacion con el Nanobody original.

Tabla 4.1: caracteristicas de unién de Nanobodies monovalentes EGFR usados para el formateo

Nanobody hEGFR ECD ELISA EGFErbB-1-
hEGFR PY en Her-
14
ID Descripcion Ka (1/Ms) Kd (1/s) Ko (M) CE50 (M) CI50 (M)
EGFR#1 7C12(A1E,A14T,T98A,Q108L) | 2,1E+05 2,4E-02 1,2E-07 7,1E-10 7,9E-08
EGFR#10 7C12(Q108L) 4 1E+05* 1,7E-02* 4,1E-08
EGFR#11 7C12(A1E,Q108L) 2,2E+05 3,7E-02 1,7E-07 3,3E-09 7,1E-08
EGFR#12 7C12(E100fS,Q108L) 1,9E+05 8,0E-02 4,3E-07
EGFR#13 7C12(Y102A,Q108L) 3,4E+05* 8,6E-01* 2,5E-06*
EGFR#16 7C12(R27S,Q108L) 2,4E+05 2,1E-02 9,0E-08
EGFR#33 7C12(A1E,R27S,Q108L) 2,2E+05 5,4E-02 2,4E-07 4,5E-09 2,4E-07
EGFR#32 7C12(A1E,E100fS,Q108L) 2,7E+05 2,3E-01 8,6E-07 5,8E-08 1,4E-06
*Valores indicativos
Tabla 4.2: Caracteristicas de Nanobodies monovalentes CEACAMS usados para el formateo
ID de | Descripcion hCEACAMb5 ELISA FACS
Nanobody CEACAMS5 | LoVo
Ka(1/Ms) | Kd (1/s) | Kp (M) CE50 (M) CEso (M)
CEA#1 NbCEAS5 9,9E+05 5,1E-04 | 5,1E-10 | 2,6E-11 1,0E-09
CEA#2 NbCEA5(S11L,A14P,K43Q, 1,3E+06 2,5E-03 | 1,9E-09
E44G,R45L,G47A,T73,A74S,
V78L,P84A,D85E,D89V)
CEA#5 NbCEA5(K43Q,G47A,T73N,V78L) | 1,1E+06 3,3E-03 | 3,1E-09 | 1,1E-10 2,4E-09

Ejemplo 4.2: Generacion de polipéptidos biespecificos

El formateo de polipéptidos biespecificos EGFR-CEA se logré mediante fusion genética de Nanobodies ligados con
un ligador 35GS flexible, con ambos bloques de construccién en ambas orientaciones. Se combinaron cuatro
variantes de EGFR diferentes con distintas velocidades de disociacion con dos Nanobodies CEA distintos con
valores de Kp de 0,5y 3 nM, respectivamente (figura 4.2). Ademas, se construyé cada Nanobody con un Nanobody
de control irrelevante (cAblys3, dirigido a lisozima), para conservar la valencia en las moléculas monoespecificas de
referencia. La secuencia de nucledtidos correcta de todos los constructos se confirmé mediante analisis de
secuencia (véase la tabla 11 para una visidon general de todas las secuencias). Todos los polipéptidos se generaron
como proteinas etiquetadas con flags-Hiss en la levadura Pichia pastoris. La purificacion se realizd usando
cromatografia de afinidad convencional.

Ejemplo 4.3: Analisis de unién de Nanobodies biespecificos EGFR-CEA
Ejemplo 4.3.1. Efecto del formateo

Para verificar si el formateo afectaba a la capacidad de cada uno de los bloques de construcciéon para unirse a su
diana respectiva, se evalud la unién de los Nanobodies biespecificos purificados por medio de ELISA de unién en el
ectodominio de EGFR recombinante o CEACAMS5, tal como se describié anteriormente. Los valores de CE50 de
todos los Nanobodies monoespecificos y polipéptidos biespecificos que comprenden EGFR-CEA se muestran en la
tabla 4.3.

Para todos los biespecificos EGFR-CEA, el Nanobody CEA mantuvo una unién similar a la del Nanobody
monovalente respectivo. Por el contrario, los Nanobodies EGFR fueron sensibles a la posicién dentro del constructo
biespecifico, y solo se conserva la interaccion con EGFR en la posiciéon N-terminal (figura 4.3). Para estos
constructos, las afinidades aparentes medidas siguen las diferencias de afinidad observadas para los Nanobodies
monovalentes. Cuando EGFR se posiciond en el extremo C-terminal del Nanobody CEA, se midié una afinidad de
unién ~30 veces menor. Se notificd previamente una sensibilidad a la orientaciéon similar para 7D12 de tipo natural
formateado con un Nanobody EGFR distinto dirigido contra un epitopo diferente (Roovers et al. 2011).

Ejemplo 4.3.2. Especificidad de union
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Las especificidades de uniéon de los constructos de Nanobody monoespecificos y biespecificos EGFR-CEA se
analizaron mediante citometria de flujo en células HER14 y HeLa EGFR+/CEA-, y células LoVo y HT-29 doblemente
positivas, respectivamente. Los valores de CE50 se presentan en la tabla 4.3. Los resultados para células LoVo se
muestran en la figura 4.4.

Los polipéptidos biespecificos se unieron eficazmente a las células de una manera dependiente de la dosis. En linea
con los datos de ELISA, los polipéptidos biespecificos con el Nanobody EGFR#1 en posicion C-terminal perdieron
una afinidad de unién sustancial tanto en células HER14 como en LoVo. Cuando se comparan Nanobodies
monoespecificos EGFR, las diferencias en velocidades de disociacion entre las distintas variantes de EGFR son
menos pronunciadas en EGFR expresado en células, especialmente cuando los niveles de expresion de EGFR no
son demasiado altos, tal como en células LoVo y Hela (figura 4.5). En estas células, los constructos de las 3
variantes de EGFR con las afinidades mas altas tuvieron todos valores de CE50 muy similares entre 2,5-5,5 nM
(tabla 4.3).

En células LoVo, los polipéptidos biespecificos en la orientacion EGFR-CEA mostraron niveles de fluorescencia
aumentados y un ligero cambio en los valores de CE50 en comparacion con los Nanobodies EGFR de control
respectivos (figura 4.4, paneles A, B, C), excepto para los biespecificos de EGFR#32 con la afinidad mas baja para
EGFR. En este caso, los constructos biespecificos mostraron una unién practicamente idéntica a los Nanobodies de
control CEA#1 o CEA#5 de anclaje respectivos, lo que indica que no existe una contribucion en el brazo EGFR
(figura 4.4, panel D). Esto confirma los resultados previos obtenidos con polipéptidos biespecificos CXCR4-CD4 y
CXCR4-IL3Ra, en los que el aumento en la sefal de fluorescencia sélo se observa cuando existe una unién
suficiente a cada una de las dianas.

Tabla 4.3: analisis de unién de Nanobodies monoespecificos y biespecificos EGFR-CEA.

ID Descripcion EGFR CEA Her-14 Hela LoVo
ELISA ELISA EGFR++/CEA- EGFR+/CEA- EGFR+/CEA+
CE50 (M) CE50 (M) CE50 (M) CE50 (M) CE50 (M)
BI#52 | EGFR#1-ctrl 1,30E-09 - 8,6E-09 3,9E-09 4,3E-09
BI#26 | EGFR#1-CEA#1 6,70E-10 4,90E-11 7,5E-09 1,9E-09 1,5E-09
BI#27 | EGFR#1-CEA#5 3,50E-10 1,20E-10 2,0E-09 2,1E-09 3,4E-09
BI#28 | CEA#1-EGFR#1 2,30E-08 5,60E-11 3,4E-08 2,4E-07 1,1E-09
BI#29 | CEA#5-EGFR#1 1,30E-08 1,00E-10 3,6E-08 1,3E-07 3,0E-09
BI#49 | EGFR#11-ctrl 1,70E-09 - 9,1E-09 2,9E-09 5,0E-09
BI#22 | EGFR#11-CEA#1 9,35E-10 4,70E-11 7,1E-09 2,5E-09 1,5E-09
Bl#24 | EGFR#11-CEA#5 8,30E-10 1,40E-10 4,3E-09 3,6E-09 3,8E-09
BI#53 | EGFR#33-ctrl 4,00E-09 - 1,7E-08 3,5E-09 4,5E-09
BI#34 | EGFR#33-CEA#1 1,30E-09 5,30E-11 1,1E-08 2,7E-08 2,1E-09
BI#35 | EGFR#33-CEA#5 6,10E-10 8,90E-11 3,6E-09 4,0E-09 3,7E-09
BI#50 | EGFR#32-ctrl 1,60E-08 - 2,0E-08 5,7E-08 5,6E-08
BI#23 | EGFR#32-CEA#1 1,10E-08 4,60E-11 1,4E-08 7,8E-08 1,8E-09
BI#25 | EGFR#32-CEA#5 6,00E-09 1,20E-10 1,5E-08 1,1E-07 4,9E-09
Bl#48 | CEA#1-ctrl - 2,60E-11 - - 9,2E-10
BI#51 CEA#5-ctrl - 1,10E-10 - - 2,6E-09

Ejemplo 4.4: Inhibicion de la funcion de EGFR mediante polipéptidos biespecificos EGFR-CEA

Para verificar si los polipéptidos biespecificos podian potenciar la potencia de los Nanobodies EGFR mediante la
participacion simultanea de EGFR y CEA en la superficie celular, se analizd el panel de polipéptidos biespecificos
EGFR-CEA y los Nanobodies monoespecificos correspondientes en un ensayo de EGFR funcional.

Se evalud la inhibiciéon dependiente de la dosis de la fosforilacion de EGFR en células HER14 que sdlo expresan
EGFR, y células LoVo EGFR+/CEA+. Dado que la fosforilaciéon funcional sélo estd mediada a través de EGFR, se
espera que la avidez por la union simultanea del Nanobody CEA se traduzca en una inhibiciéon aumentada de la
fosforilacion de EGFR de una manera especifica de células.

En resumen, se sembraron células LoVo por duplicado en placas de cultivo de 96 pocillos a 2 x 10* células por
pocillo en medio F12-K complementado con FCS al 10%. Se sembraron células HER14 por duplicado en placas de
cultivo de 96 pocillos recubiertas con gelatina al 0,1% y se hicieron crecer en medio de cultivo DMEM que contenia
FBS/BS al 10% durante 24 h. Al dia siguiente, se privaron de suero las células en medio complementado con FCS al
0,1% durante 24 h y luego se incubaron con Nanobodies seguido por estimulacion durante 10 minutos con 0,5 nM
de EGF humano recombinante (R&D Systems, n.° de cat. 236-EG) para HER14 y 1 nM para células LoVo. Las
concentraciones de EGF se basaron en la CE50 obtenida en células LoVo (CE50 = 5,9 ng/ml) y HER14 (CE50 =
3,5 ng/ml). En cada placa se incluyeron AcM anti-EGFR cetuximab (Erbitux Merck-Serono) y Nanobodies de control
irrelevantes como referencia. Se enjuagaron las monocapas dos veces con dPBS enfriado con hielo, y
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posteriormente se lisaron en tampdn RIPA enfriado con hielo sustituido con PMSF 1 mM. La activacién del receptor
dependiente de EGF en lisados celulares se midié usando un kit de lisado celular completo Fosfo(Tyr1173)/Total
EGFR (Meso Scale Discovery - K15104D). Se cargaron las placas con 30 pl de lisado, se incubaron 1 h a TA con
agitacion y se procesaron segun el protocolo del fabricante. Se leyeron las placas en el dispositivo Sector Imager
2400 (Meso Scale Discovery). Se calculo el porcentaje de fosfoproteina con respecto a la proteina total usando la
férmula: (2 x fosfoproteina)/(fosfoproteina + proteina total) x 100.

Los graficos representativos se muestran en la figura 4.6, y los valores de CI50 promedio de dos y tres ensayos
independientes se enumeran en la tabla 4.4. Los Nanobodies muestran una inhibicién dependiente de la dosis de la
fosforilacion de EGFR en ambas células. En células HER14, todos los polipéptidos biespecificos EGFR-CEA
mostraron una misma inhibicion de la fosforilacion de EGFR que los controles monoespecificos correspondientes.
Las diferencias de potencia medidas entre los controles monoespecificos EGFR siguen las velocidades de
disociacion de los bloques de construccion monovalentes EGFR, con valores de CI50 de 65-52-150-690 nM
(HER14) y 75-150-467-2333 nM (LoVo), respectivamente.

En células LoVo EGFR+/CEA+, se observd una diferencia en potencia de aproximadamente 5 veces entre los
polipéptidos monoespecificos y biespecificos EGFRCEA para los constructos con EGFR#1 y EGFR#33 combinados
con el Nanobody CEA#1 como anclaje. Los constructos con la variante de afinidad mas baja EGFR#32 no pudieron
bloquear la funciéon de EGFR, y la presencia adicional de Nanobody CEA no pudo potenciar su potencia.

Tomados juntos, estos resultados muestran que se obtuvieron potenciaciones de potencia con polipéptidos
biespecificos para la combinacion de dianas EGFR y CEACAMS5, exclusivamente en células que expresan
conjuntamente ambos receptores. El pequefio aumento de potencia relativa de polipéptidos biespecificos EGFR-
CEA observado en células LoVo en el ensayo de fosforilacion puede relacionarse con una razén subdptima entre la
expresion de CEA y EGFR en estas células, pero también es posible que los efectos de potencia sean mayores en
ensayos que miden respuestas funcionales de EGF, tales como proliferacion y supervivencia. Ademas del efecto en
la fosforilacion del receptor en un punto de tiempo, tal como se evalua en el ensayo actual, el Nanobody podia tener
efectos diferenciales sobre la inactivacion del receptor y la cinética de degradacion, que no se evalian en un ensayo
de transduccién de sefiales. También es posible que los Nanobodies seleccionados para este ejemplo tuvieran
limitaciones estéricas con respecto al epitopo en la diana, que puede restringir la participacion simultanea de ambas
dianas en la superficie celular.

Se observé una ganancia en potencia para la combinacién actual sometida a prueba, pero los polipéptidos
biespecificos EGFR-CEA dirigidos hacia otros epitopos pueden mostrar potenciaciones de potencia especificas de
células mayores.

Tabla 4.4: inhibicion de fosforilacion de EGFR mediada por EGF mediante Nanobodies biespecificos EGFR-CEA en
comparacién con Nanobodies monoespecificos de control.

HER-14 (n=2) LoVo (n=2-3)
EGFR+/CEA- EGFR+/CEA+
ID Descripcion CI50 (M) aumento en CI50 (M) aumento en
veces veces

Bi#52 EGFR#1-ctr 6,55E-08 7,53E-08
BI#26 EGFR#1-CEA#1 5,80E-08 11 1,50E-08 5,0
BI#27 EGFR#1-CEA#5 3.65E-08 18 2.50E-08 3.0
BI#28 CEA#1-EGFR#1 1,75E-06 4.83E-06
BI#29 CEA#5-EGFR#1 1.95E-06 3.10E-06
BI#49 EGFR#11-ctr 5,25E-08 1,50E-07
BI#22 EGFR#11-

S 6,25E-08 0,8 4,30E-08 3,5
Bl#24 EGFR#11-

A 5,00E-08 11 4,15E-08 3,6
BI#53 EGFR#33-ctr 1,50E-07 4,63E-07
BI#34 EGFR#33-

A 6,05E-08 25 5,98E-08 7.7
BI#35 EGFR#33-

A 1,23E-07 1,2 8,90E-08 5,2
BI#50 EGFR#32-ctr 6,90E-07 2,85E-06
BI#23 EGFR#32-

A 1,50E-06 0,7 8,85E-07 3,2
BI#25 EGFR#32-

A 8,10E-07 1,3 8,08E-07 3,5
Bi#48 CEA#1-ctr : :

erbitux 1,05E-09 44E10
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*Razoén de CI50 con respecto a Nanobodies monoespecificos EGFR respectivos en la misma linea celular.

Tabla 1: bloques de construccién de CXCR4

14D09 EVOLVESGGGLVOAGGS LRLSCVASG I SSSRRNMGRWYROAPGRORE SVATI SSGGN
KDYTDAVKDRFTISRDTTKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCKIEAGTGWATRRGY TYW
GQGTQVTVSS

14A09 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGISSSIRNSGWYRQAPGKQRESVATISSGGN
KDYTDAVKDRFTISRDTTKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCKIEAGTGWATRRGY TYW
GQGTQVTVSS

281F12 EVQLVE SGGGLVQAGDSLRLSCAASGRAFSRYAMGWFRQAPGKEREFVAAIGWGPS

(Q108L) KTNYADSVKGRFTI SRDNAKNTVYLQMNTLKPEDTAVY SCAAKFVNTDS TWSRSEM
YTYWGQGTLVTVSS

14A02 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGISSSIRNMGWYRQAPGKQRESVATISSGGN
KDYTDAVKDRFTISRDTTKNTVYLOMSSLKPEDTAVYYCKIEAGTGWATRRGY TYW
GQGTQVTVSS

14E02 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGISSSIRNMGWYRQAPGKQRESVATISSGGN
KDYTDAVKDRFTISRDTTKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCKIEAGTGWATRRGY TYW
GQGTQVTVSS

14D09 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGISSSKRNMGWYRQAPGKQRESVATI SSGGN

(Q108L) KDYTDAVKDRFTISRDTTKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCKIEAGTGWATRRGY TYW
GQGTLVTVSS

281F12 | 4CXCR281F1 EVQLVE SGGGLVQAGDSLRLSCAASGRAFSRYAMGWFRQAPGKEREFVAATIGWGPS

(TAG) 2-FLAG3-HIS6 KTNYADSVKGRFTI SRDNAKNTVYLQMNTLKPEDTAVY SCAAKFVNTDS TWSRSEM
YTYWGQGTLVTVSSAAADYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKGAAHHHHHH

14D09 4CXCR014D0 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGISSSKRNMGWYRQAPGKQRESVATISSGGN

(TAG) 9-FLAG3-HIS6 | KDYTDAVKDRFTISRDTTKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCKIEAGTGWATRRGYTYW

GOGTLVTVSSAAADYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKGAAHHHHHH

Tabla 2: bloques de construccién de CD123

55B04

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGINFRFNSMGWWRRRAPGKEREWVAATTSGD
ITNYRDSVRGRFTISRDNVKNTVYLOMNTLKLEDTAVYYCNTFPPIADYWGLGTQV
TVSS

51D09

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSGNTMGWYRQAPGKORELVAATISSGGS
TDYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLOMNSLRPEDTAVYYCNAAILLYRLYGYEEGDY
WGLGTLVTVSS

55C05

EVQLVESGGGLVPAGDSLRLSCVASGRSLNTYTMGWFRQAPGKECEFVAATINWNGV
YRDYADSAKGRFTASRDNAMNTVFLOMNSLKPEDTAVYFCATATQGWDRHTEPSDF
GSWGLGTQVTVSS

50F07

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTGSGSTES INAMGWYROQAPGKORELVAATITSGGR
TNYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLOMNSLRPEDTAVYYCNARISAGTAFWLWSDYE
YWGLGTLVTVSS

55F03

EVQLVESGGGLVQAGGPLRLSCAASGRTFSSYVMGWFRQAPGKEREFVAATIYWSNG
KTQYTDSVKGRFTISGDNAKNTVYLOMNSLNPEDTAVYYCVADKDETGFRTLPIAY
DYWGLGTQVTVSS

55A01

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCTTSGRALNMYVMGWFRQAPGNEREFVAATSSSGG
STSYPDSVKGREFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAAYRCAASPYVSTPTMNILEE
YRYWGLGTQVTVSS

57A07

EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGSIFSGNVMGWYRROQAPGKEREWVAATIASGG
SIYYRDSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCNSHPPTLPYWGLGTQV
TVSS
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Tabla 5: resumen de Nanobodies seleccionados

Funcion de | Diana Afinidad alta: | Afinidad media: Inhibicién de ligandos de potencia
Nanobody Kp <=1 nM CEso/kp 1<x<=10 nM media/baja

CEsp <=1 nM Inhibiciéon de ligandos | Clsgp >=10 nM

Clsp 1<x<10 nM

Funcional CXCR4 CXCR4#1: 14D09 CXCR4#2: 281F12
Anclaje CD123 CD123#1: CD123#2: 55A01

57A07
Anclaje CD4 CD4#8: 3F11
Funcional IL12RB1 IL12RB1#30: 148C09 IL12RpB1#31: 148F09
Funcional IL12RB2 IL12RB2#1: 135B08 IL12Rp2#2: 135A07
Funcional IL-23R IL23R#19: 150D02 IL23R#20: 150H07
Funcional EGFR EGFR#1/11/33/32: variantes de

7D12

Anclaje CEACAMS | CEA#1: CEA#5: variante de NbCEA5

NbCEAS5
Tabla 9

Funcion de Nanobody | Diana Afinidad alta: Afinidad media:
Kp <=1 nM CEsg 1<x<=10 nM
CEsg <=1 nM
Anclaje CD123 CD123#1: 57A07 | CD123#2: 55A01
Anclaje CD4 CD4#8: 3F11
Anclaje CEACAMS | CEA#1: NbCEAS | CEA#5: variante de NbCEAS

Tabla 6: resumen de constructos biespecificos

57A07 - 14D09

55A01 - 14D09

57A07 - 281F12

55A01 - 281F12

14D09 - 57A07

14D09 - 55A01

281F12 - 57A07

281F12 - 55A01

Tabla 7: constructos biespecificos (todos con etiqueta c-myc HIS6)

57A07 - | AD110057A0 7- | EVOLVESGGGLVOAGGSTRLSCAASGSTFSGNVHMGRYRROAPCREREWVAATASGS
14D09 35GS- SIYYRDSVKGRFTI SRDNAKNTVYLQOMNSLKPEDTAVY YCNSHPPTLPYWGQGTLV
4CXCR014D0 TVSSGGGGSGGGEGSGGGGSGEGEGSGEGEGSGEGGESGEGGSEVOLVE SGGGLVOAGGS
9(Q108L) LRLSCVASGISSSKRNMGWYRQAPGKQORE SVATI SSGGNKDY TDAVKDRFTI SRDT
TKNTVY LOMNSLKPEDTAVYYCKIEAGTGWATRRGY TYWGOGTLVTVSSAAAEQKL
I SEEDLNGAAHHHHHH
57A07 - | A0O110057A0 7- | EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGSIFSGNVMGWYRRQOAPGKEREWVAAIASGG
281F12 | 35GS- SIYYRDSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVY YCNSHPPTLPYWGQGTLV
4CXCR281F1 TVSSGGGGESGGEGESGGGGSGGGESGEGEESGGEEESGEGEGSEVOLVESGGGLVOAGDS
2(Q108L) LRLSCAASGRAFSRYAMGWFRQAPGKEREFVAAIGWGPSKTNYADSVKGRETI SRD
NAKNTVYLOMNTLKPEDTAVY SCAAKFVNTDSTWSRSEMY TYWGQGTLVTVSSAAA
EQKILI SEEDLNGAAHHHHHH
14D09 - | 4CXCR014D0 EVOLVE SGGGLVOAGGSLRLSCVASGISSSKRNMGWYROAPGKORE SVATI SSGGN
57A07 9(Q108L)- KDYTDAVKDRFTISRDTTKNTVYLOMNSLK PEDTAVYYCKIEAGTGWATRRGY TYW
35GS- GOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGESGGGGESGEGGSGEGGESGEGESEVOLVE SGGGL
A0110057A07- | OAGGSTRLSCAASGSIFSGNVMGWYRRQAPGKEREWVAATASGGS IYYRDSVKGR
FTISRDNAKNTVYLOMNS LK PEDTAVYYCNSHPPTLPYWGQGTLVTVSSAAAEQKL
ISEEDLNGAAHHHHHH
281F12 - | 4CXCR281F1 EVQLVE SGGGLVQAGDSLRLSCAASGRAFSRYAMGWFRQOAPGKERE FVAAIGWGPS
57A07 2(Q108L)- KTNYADSVKGRFTI SRDNAKNTVYLOMNTLKPEDTAVY SCAAKFVNTDS TWSRSEM
2%?ﬁi57A07 YTYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGEGSGEGGSGGGEGSGGGGSEVQLVES

GGGLVQAGGSLRLSCAASGSIFSGNVMGHNYRRQAPGKEREWVAATASGGSIYYRDS
VKGRETISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCNSHPPTLPYWGQGTLVTVSSAAA
EQKLISEEDLNGAAHHHHHH
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55A01 - | A0110055A0 1- EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCTTSGRALNMYVMGWFRQAPGNEREFVAATSSSGG
14D09 35GS- STSYPDSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAAYRCAASPYVSTPTMNILEE
4CXCR014D0 YRYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGEGESGGEGESGGEGESGEGGSGGGESGGEESEVQLVES
9(Q108L) GGGLVQAGGS LRLSCVASGISS SKRNMGWYRQAPGKQRESVATI SSGGNKDYT DAV
KDRFTISRDT TKNTVYLQOMNSLKPEDTAVY YCKIEAGTGWATRRGY TYWGQGTLVT
VSSAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH
55A01 - | A0110055A01- EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCTTSGRALNMYVMGWFRQAPGNEREFVAATSSSGG
281F12 | 35GS- STSYPDSVKGRFTI SRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAAYRCAASPYVSTPTMNILEE
4CXCR281F1 YRYWGQGTLVTVSSGGGGSCEEGSGEGESGGEGESGEGGSGEEGSGEGGESEVQLVES
2(Q108L) GGGLVQAGDSLRLSCAASGRAFSRYAMGHFRQOAPGKEREFVAAIGNGPSKTNYADS
VKGRETISRDNAKNTVYLOMNTLKPEDTAVYSCAAKFVNTDS THSRSEMYTYWGQG
TLVIVSSAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH
14D09 - | 4CXCR014D0 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGISSSKRNMGWYRQAPGKQRESVATISSGGN
55A01 9(Q108L)- KDYTDAVKDRFTISRDTTKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCKIEAGTGWATRRGY TYW
35GS- GOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGEESGGGEGSGGGESGEEGSGGGGSEVOLVE SGGGS
A0110055A01 VOAGGSLRLSCTTSGRALNMYVMGWFRQAPGNEREFVAATS S SGGSTSYPDSVKGR
FTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAAYRCAASPYVSTPTMNI LEEYRYWGQGTLVT
VSSAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH
281F12 - | 4CXCR281F1 EVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGRAFSRYAMGWFRQAPGKEREFVAAIGWGPS
55A01 2(Q108L)- KTNYADSVKGRETISRDNAKNTVYLQMNTLKPEDTAVY SCAAKFVNTDSTWSRSEM
2%?%05%01 YTYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGESGGGGSGEGGESGGGGSGGGGSEVQLVES

GGGSVQAGGSLRLSCTTSGRALNMYVMGWEFRQAPGNEREFVAATSSSGGSTSYPDS
VKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAAYRCAASPYVSTPTMNILEEYRYWGOG
TLVTVSSAAARQKLISEEDLNGAAHHHHHH
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Tabla 10: secuencias de CXCR4-CD4

ID de Nanobody | Cédigo usado en el texto

281F12 CXCR4#2 EVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGRAFSRYAMGWFRQAP
GKEREFVAAIGWGPSKTNYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQ
MNTLKPEDTAVYSCAAKFVNTDSTWSRSEMYTYWGQGTQV
TVSS

03F11 CD4#8 EVQLVESGGGSVQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGK
EREFVAAVRWSSTGIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLE
MNSLKPEDTAVYYCAADTYNSNPARWDGYDFRGQGTQVTV
SS

03F11-9GS- | CD4#8-9GSCXCRA#2 EVQLVESGGGSVQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGK
281F12 EREFVAAVRWSSTGIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLE
MNSLKPEDTAVYYCAADTYNSNPARWDGYDFRGQGTQVTV
SSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGRAF
SRYAMGWFRQAPGKEREFVAAIGWGPSKTNYADSVKGRFTI
SRDNAKNTVYLQMNTLKPEDTAVYSCAAKFVNTDSTWSRSE
MYTYWGQGTQVTVSS

03F11-25GS- | CD4#8-25GSCXCR4#2 | EVQLVESGGGSVQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGK
281F12 EREFVAAVRWSSTGIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLE
MNSLKPEDTAVYYCAADTYNSNPARWDGYDFRGQGTQVTV
$SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQ
AGDSLRLSCAASGRAFSRYAMGWFRQAPGKEREFVAAIGW
GPSKTNYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNTLKPEDTAVYS
CAAKFVNTDSTWSRSEMYTYWGQGTQVTVSS

03F11-35GS- | CD4#8-35GSCXCR4#2 | EVQLVESGGGSVQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGK
281F12 EREFVAAVRWSSTGIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLE
MNSLKPEDTAVYYCAADTYNSNPARWDGYDFRGQGTQVTV
$SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEV
QLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGRAFSRYAMGWFRQAPG
KEREFVAAIGWGPSKTNYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQM
NTLKPEDTAVYSCAAKFVNTDSTWSRSEMYTYWGQGTQVT
VSs

281F12-9GS- | CXCRA#2-9GSCD4#8 EVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGRAFSRYAMGWFRQAP
03F11 GKEREFVAAIGWGPSKTNYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQ

MNTLKPEDTAVYSCAAKFVNTDSTWSRSEMYTYWGQGTQV
TVSSGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQPGGSLTLSCGTSGRTF
NVMGWFRQAPGKEREFVAAVRWSSTGIYYTQYADSVKSRFT
ISRDNAKNTVYLEMNSLKPEDTAVYYCAADTYNSNPARWDG
YDFRGQGTQVTVSS
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281F12-25GS-
03F11

CXCRA4#2-25GSCD4#8 EVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGRAFSRYAMGWFRQAP

GKEREFVAAIGWGPSKTNYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQ
MNTLKPEDTAVYSCAAKFVNTDSTWSRSEMYTYWGQGTQV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGS
VQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKEREFVAAVRW
SSTGIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLKPEDTAV
YYCAADTYNSNPARWDGYDFRGQGTQVTVSS

281F12-35GS-
03F11

CXCRA4#2-35GSCD4#8 EVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGRAFSRYAMGWFRQAP

GKEREFVAAIGWGPSKTNYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQ
MNTLKPEDTAVYSCAAKFVNTDSTWSRSEMYTYWGQGTQV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
EVQLVESGGGSVQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMIGWFRQAPGK
EREFVAAVRWSSTGIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLE
MNSLKPEDTAVYYCAADTYNSNPARWDGYDFRGQGTQVTV

SS
A011000025 | 4CXCR281F12(L108Q)-35GS-4CD003F11(L108Q)-FLAG3-HIS6
A011000026 | 4CD003F11(L108Q)-35GS-4CXCR281F12(L108Q)-FLAG3-HIS6

Tabla 11: secuencias de EGFR-CEA

ID de Nb

Cddigo usado:

secuencia

NbCEA5

CEA#1

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGDTYGSYWMGWFRQAPGKEREG
VAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDTAKNTVYLQMNSLRPDDTADYYC
AASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

T023200002

CEA#2

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGDTYGSYWMGWFRQAPGQGLEA
VAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYC
AASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

T023200003

CEA#3

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGDTYGSYWMGWFRQAPGKEREG
VAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPDDTADYYC
AASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

T023200004

CEA#4

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGDTYGSYWMGWFRQAPGQERE
GVAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPDDTADY
YCAASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

T023200005

CEA#5

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGDTYGSYWMGWFRQAPGQERE
AVAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPDDTADY
YCAASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

T023200006

CEA#6

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGDTYGSYWMGWFRQAPGQELEA
VAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPDDTADYYC
AASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

T023200007

CEA#7

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGDTYGSYWMGWFRQAPGQGLE
AVAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPDDTADY
YCAASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

7D12

EGFR#1

EVQLVESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOQMNSLKPEDTAIYYCA
AAAGSAWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSS
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T023200010

EGFR#10

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREF
VSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYC
AAAAGSTWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSS

T023200011

EGFR#11

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCA
AAAGSTWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSS

T023200012

EGFR#12

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREF
VSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOMNSLKPEDTAIYYC
AAAAGSTWYGTLYSYDYWGQGTLVTVSS

T023200013

EGFR#13

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREF
VSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOMNSLKPEDTAIYYC
AAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSS

T023200032

EGFR#32

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOMNSLKPEDTAIYYCA
AAAGSTWYGTLYSYDYWGQGTLVTVSS

T023200033

EGFR#33

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGSTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV

SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOQMNSLKPEDTAIYYCA
AAAGSTWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSS

T023200022

EGFR#11-
CEA#1

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCA

AAAGSTWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG

SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVOQAGGSLRLSCAASGDTYGSY
WMGWFRQAPGKEREGVAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDTAKNTV
YLQMNSLRPDDTADYYCAASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

T023200023

EGFR#32-
CEA#1

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCA

AAAGSTWYGTLYSYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG

SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVOQAGGSLRLSCAASGDTYGSY
WMGWFRQAPGKEREGVAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDTAKNTV
YLQMNSLRPDDTADYYCAASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

T023200024

EGFR#11-
CEA#5

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCA

AAAGSTWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG

SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVOQAGGSLRLSCAASGDTYGSY
WMGWFRQAPGQEREAVAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDNAKNTL
YLQMNSLRPDDTADYYCAASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

T023200025

EGFR#32-
CEA#5

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCA

AAAGSTWYGTLYSYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG

SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVOQAGGSLRLSCAASGDTYGSY
WMGWFRQAPGQEREAVAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDNAKNTL
YLQMNSLRPDDTADYYCAASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS
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T023200026

EGFR#1-CEA#1

EVQLVESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCA
AAAGSAWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVOQAGGSLRLSCAASGDTYGSY
WMGWFRQAPGKEREGVAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDTAKNTV
YLQMNSLRPDDTADYYCAASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

T023200027

EGFR#1-CEA#5

EVQLVESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCA
AAAGSAWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVOQAGGSLRLSCAASGDTYGSY
WMGWFRQAPGQEREAVAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDNAKNTL
YLQMNSLRPDDTADYYCAASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

T023200034

EGFR#33-
CEA#1

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGSTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCA

AAAGSTWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG

SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGDTYGSY
WMGWFRQAPGKEREGVAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDTAKNTV
YLQMNSLRPDDTADYYCAASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

T023200035

EGFR#33-
CEA#5

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGSTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCA

AAAGSTWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG

SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGDTYGSY
WMGWFRQAPGQEREAVAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDNAKNTL
YLQMNSLRPDDTADYYCAASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSS

T023200028

CEA#1-EGFR#1

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGDTYGSYWMGWFRQAPGKEREG
VAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDTAKNTVYLQMNSLRPDDTADYYC
AASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRTSRSY
GMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTV
DLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSAWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSS

T023200029

CEA#5-EGFR#1

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGDTYGSYWMGWFRQAPGQERE
AVAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLOQMNSLRPDDTADY
YCAASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRTSR
SYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNT
VDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSAWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSS

T023200048

CEA#1-ctrl

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGDTYGSYWMGWFRQAPGKEREG
VAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDTAKNTVYLQMNSLRPDDTADYYC
AASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSDVQLQASGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTIGPY
CMGWFRQAPGKEREGVAAINMGGGITYYADSVKGRFTISQDNAKNTV
YLLMNSLEPEDTAIYYCAADSTIYASYYECGHGLSTGGYGYDSWGQGTQ
VTVSS
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T023200051

CEA#5-ctrl

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGDTYGSYWMGWFRQAPGQERE

AVAAINRGGGYTVYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPDDTADY
YCAASGVLGGLHEDWFNYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSDVQLOASGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTI
GPYCMGWFRQAPGKEREGVAAINMGGGITYYADSVKGRFTISQDNAK
NTVYLLMNSLEPEDTAIYYCAADSTIYASYYECGHGLSTGGYGYDSWGQ
GTQVTVSS

T023200049

EGFR#11-ctrl

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOQMNSLKPEDTAIYYCA
AAAGSTWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSDVQLQASGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTIGPY
CMGWFRQAPGKEREGVAAINMGGGITYYADSVKGRFTISQDNAKNTV
YLLMNSLEPEDTAIYYCAADSTIYASYYECGHGLSTGGYGYDSWGQGTQ
VTVSS

T023200050

EGFR#32-ctrl

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOQMNSLKPEDTAIYYCA
AAAGSTWYGTLYSYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSDVQLQASGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTIGPY
CMGWFRQAPGKEREGVAAINMGGGITYYADSVKGRFTISQDNAKNTV

YLLMNSLEPEDTAIYYCAADSTIYASYYECGHGLSTGGYGYDSWGQGTQ
VTVSS

T023200052

EGFR#1-ctrl

EVQLVESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV

SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOQMNSLKPEDTAIYYCA

AAAGSAWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSDVQLQASGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTIGPY
CMGWFRQAPGKEREGVAAINMGGGITYYADSVKGRFTISQDNAKNTV

YLLMNSLEPEDTAIYYCAADSTIYASYYECGHGLSTGGYGYDSWGQGTQ

VTVSS

T023200053

EGFR#33-ctrl

EVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGSTSRSYGMGWFRQAPGKEREFV
SGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOQMNSLKPEDTAIYYCA
AAAGSTWYGTLYEYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSDVQLQASGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTIGPY
CMGWFRQAPGKEREGVAAINMGGGITYYADSVKGRFTISQDNAKNTV
YLLMNSLEPEDTAIYYCAADSTIYASYYECGHGLSTGGYGYDSWGQGTQ
VTVSS

extremo N-terminal

extremo C-terminal

CEA#1 CEA#5 EGFR#1 control
EGFR#1 Bl#26 Bl#27 BI#52
EGFR#11 Bl#22 Bl#24 BI#49
EGFR#32 BI#23 BI#25 BI#50
EGFR#33 BI#34 BI#35 BI#53
CEA#1 Bl#28 Bl#48
CEA#5 BI#29 Bl#51

Tabla 12: secuencias de CD4-IL12R y CD4-IL23R

ID de Nb

texto

Cdédigo usado en el | Secuencia
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03F11

CD4#8

EVQLVESGGGSVQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKER
EFVAAVRWSSTGIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLK
PEDTAVYYCAADTYNSNPARWDGYDFRGQGTLVTVSS

LG150C02

IL23R#18

EVQLVESGGGLVQSGGSLRLSCAASEGTFTIYPLGWFRQAPGKDR
KFVAALPWSAGIPQYSDSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNNLKPE
DTAVYYCAAKGRDDSYQPWNYWGQGTLVTVSS

LG150D02

IL23R#19

EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCVASGRTFSTDVMGWFRQAPGK
EREFVAAHRTSGISTVYAASVKGRFTISRDNAKNTVYLGMKSLKP
EDTAVYVCAAGSDASGGYDYWGQGTLVTVSS

LG150H07

IL23R#20

EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSSYAMGWFRQAPGK
DREFVAAISWIGESTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLRMNSLKP
EDTAVYYCAADLYYTAYVAAADEYDYWGQGTLVTVSS

LG148C09

IL12Rb1#30

EVQLVESGGGLVQTGGSLRLSCAASGRTPRLVAMGWFRQTPGK
EREFVGEIILSKGFTYYADSVKGRFTISRVNAKNTITMYLQMNSLK
SEDTAVYYCAGRQNWSGSPARTNEYEYWGQGTLVTVSS

LG148F09

IL12Rb1#31

EVQLVESGGGLVQTGGSLRLSCAASGRTPSIIAMGWFRQTPGKE
REFVGEIILSKGFTYYADSVKGRFTISRANAKNTITMYLQMNSLKS
EDTAVYYCAARQNWSGNPTRTNEYEYWGQGTLVTVSS

LG135B08

IL12Rb2#1

EVQLVESGGRLVQAGDSLRLSCAASGRTFISYRMGWFRQAPGKE
REFVAALRWSSSNIDYTYYADSVKGRFSISGDYAKNTVYLQMNSL
KAEDTAVYYCAASTRWGVMESDTEYTSWGQGTLVTVSS

LG135A07

IL12Rb2#2

EVQLVESGGRLVQAGDSLRLSCAASGRTFTSYRMGWFRQAPGK
EREFVSALRWSSGNIDYTYYADSVKGRFSISGDYAKNTVYLQMNS
LKAEDTAVYYCAASTRWGVMESDTEYTSWGQGTLVTVSS

T023200036

IL12Rb2#1-CD4#8

EVQLVESGGRLVQAGDSLRLSCAASGRTFISYRMGWFRQAPGKE
REFVAALRWSSSNIDYTYYADSVKGRFSISGDYAKNTVYLQMNSL
KAEDTAVYYCAASTRWGVMESDTEYTSWGQGTLVTVSSGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGS
VQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKEREFVAAVRWSST
GIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLKPEDTAVYYCAA
DTYNSNPARWDGYDFRGQGTLVTVSS

T023200037

IL12Rb2#2-CD4#8

EVQLVESGGRLVQAGDSLRLSCAASGRTFTSYRMGWFRQAPGK
EREFVSALRWSSGNIDYTYYADSVKGRFSISGDYAKNTVYLQMNS
LKAEDTAVYYCAASTRWGVMESDTEYTSWGQGTLVTVSSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGS
VQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKEREFVAAVRWSST
GIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLKPEDTAVYYCAA
DTYNSNPARWDGYDFRGQGTLVTVSS

T023200038

CD4#8-1L12Rb2#1

EVQLVESGGGSVQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKER
EFVAAVRWSSTGIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLK
PEDTAVYYCAADTYNSNPARWDGYDFRGQGTLVTVSSGGGGSG

GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGRLYVQ
AGDSLRLSCAASGRTFISYRMGWFRQAPGKEREFVAALRWSSSN

IDYTYYADSVKGRFSISGDYAKNTVYLQMNSLKAEDTAVYYCAAS
TRWGVMESDTEYTSWGQGTLVTVSS
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T023200039 CD4#8-IL12Rb2#2 EVQLVESGGGSVQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKER
EFVAAVRWSSTGIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLK
PEDTAVYYCAADTYNSNPARWDGYDFRGQGTLVTVSSGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGRLVQ
AGDSLRLSCAASGRTFTSYRMGWFRQAPGKEREFVSALRWSSG
NIDYTYYADSVKGRFSISGDYAKNTVYLQMNSLKAEDTAVYYCA
ASTRWGVMESDTEYTSWGQGTLVTVSS

T023200040 CDA4#8-IL12Rb1#30 | EVQLVESGGGSVQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKER
EFVAAVRWSSTGIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLK
PEDTAVYYCAADTYNSNPARWDGYDFRGQGTLVTVSSGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLY

QTGGSLRLSCAASGRTPRLVAMGWFRQTPGKEREFVGEIILSKGF
TYYADSVKGRFTISRVNAKNTITMYLQMNSLKSEDTAVYYCAGR

QNWSGSPARTNEYEYWGQGTLVTVSS

T023200041 CD4#8-IL12Rb1#31 EVQLVESGGGSVQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKER
EFVAAVRWSSTGIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLK
PEDTAVYYCAADTYNSNPARWDGYDFRGQGTLVTVSSGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLY
QTGGSLRLSCAASGRTPSIIAMGWFRQTPGKEREFVGEIILSKGFT
YYADSVKGRFTISRANAKNTITMYLQMNSLKSEDTAVYYCAARQ
NWSGNPTRTNEYEYWGQGTLVTVSS

T023200042 IL23R#19-CD4#8 EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCVASGRTFSTDVMGWFRQAPGK
EREFVAAHRTSGISTVYAASVKGRFTISRDNAKNTVYLGMKSLKP
EDTAVYVCAAGSDASGGYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQPGGSL
TLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKEREFVAAVRWSSTGIYYTQY
ADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLKPEDTAVYYCAADTYNSN

PARWDGYDFRGQGTLVTVSS

T023200043 IL23R#20-CD4#8 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSSYAMGWFRQAPGK
DREFVAAISWIGESTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLRMNSLKP
EDTAVYYCAADLYYTAYVAAADEYDYWGQGTLVTVSSGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSV
QPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKEREFVAAVRWSSTG
IYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLKPEDTAVYYCAAD
TYNSNPARWDGYDFRGQGTLVTVSS

T023200044 CD4#8-IL23R#20 EVQLVESGGGSVQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKER
EFVAAVRWSSTGIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLK
PEDTAVYYCAADTYNSNPARWDGYDFRGQGTLVTVSSGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLY
QAGGSLRLSCAASGRTFSSYAMGWFRQAPGKDREFVAAISWIGE
STYYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLRMNSLKPEDTAVYYCAADLY
YTAYVAAADEYDYWGQGTLVTVSS
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T023200045

CD4#8-1L23R#19

EVQLVESGGGSVQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKER
EFVAAVRWSSTGIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLK
PEDTAVYYCAADTYNSNPARWDGYDFRGQGTLVTVSSGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLY
QPGGSLTLSCVASGRTFSTDVMGWFRQAPGKEREFVAAHRTSGI
STVYAASVKGRFTISRDNAKNTVYLGMKSLKPEDTAVYVCAAGS
DASGGYDYWGQGTLVTVSS

T023200046

IL12Rb1#30-CD4#8

EVQLVESGGGLVQTGGSLRLSCAASGRTPRLVAMGWFRQTPGK
EREFVGEIILSKGFTYYADSVKGRFTISRVNAKNTITMYLQMNSLK
SEDTAVYYCAGRQNWSGSPARTNEYEYWGQGTLVTVSSGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGS
VQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKEREFVAAVRWSST
GIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLKPEDTAVYYCAA
DTYNSNPARWDGYDFRGQGTLVTVSS

T023200047

IL12Rb1#31-CD4#8

EVQLVESGGGLVQTGGSLRLSCAASGRTPSIIAMGWFRQTPGKE
REFVGEIILSKGFTYYADSVKGRFTISRANAKNTITMYLQMNSLKS
EDTAVYYCAARQNWSGNPTRTNEYEYWGQGTLVTVSSGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGS
VQPGGSLTLSCGTSGRTFNVMGWFRQAPGKEREFVAAVRWSST
GIYYTQYADSVKSRFTISRDNAKNTVYLEMNSLKPEDTAVYYCAA

DTYNSNPARWDGYDFRGQGTLVTVSS

extremo N-terminal

extremo C-terminal

extremo N-terminal

extremo N-terminal

CD44#8 IL12Rb2#1 IL12Rb2#2
CD44#8 BI#38
IL12Rb2#1 BI#36
IL12Rb2#2 BI#37
extremo C-terminal
CD44#8 IL12Rb1#30 IL12Rb1#31
CD44#8 BI#40
IL12Rb1#30 Bl#46
IL12Rb1#31 Bl#47
extremo C-terminal
CD44#8 IL23R#19
CD44#8 Bl#45
IL23R#19 Bl#42
IL23R#20 Bl#43

Tabla 13: CXCR4-CD123

ID de Nanobody

Cddigo usado en el texto:

A011000003

4CXCR281F12(Q108L)-35GS-A0110055A01-CMYC-HIS6

CXCR4#2-CD123#5

A011000004

4CXCR281F12(Q108L)-35GS-A0110057A07-CMYC-HIS6

CXCR4#2-CD123#7

A011000007

4CXCR014D09(Q108L)-35GS-A0110055A01-CMYC-HIS6

CXCR4#1-CD123#5

A011000008

A0110055A01-35GS-4CXCR014D09(Q108L)-CMYC-HIS6

CD123#5-CXCR4#1

A011000010

A0110057A07-35GS-4CXCR281F12(Q108L)-CMYC-HIS6

CD123#7-CXCR4#2

A011000011

A0110057A07-35GS-4CXCR014D09(Q108L)-CMYC-HIS6

CD123#7-CXCR4#1

A011000015

A0110055A01-35GS-4CXCR281F12(Q108L)-CMYC-HIS6

CD123#5-CXCR4#2

A011000016

4CXCR014D09(Q108L)-35GS-A0110057A07-CMYC-HIS6

CXCR4#1-CD123#7

A011000017

4CXCR281F12-35GS-A0110055A01-FLAG3-HIS6

CXCR4#2-CD123#5

A011000018

4CXCR281F12-35GS-A0110057A07-FLAG3-HIS6

CXCR4#2-CD123#7

A011000019

4CXCR014D09-35GS-A0110055A01-FLAG3-HIS6

CXCR4#1-CD123#5
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A011000020 4CXCR014D09-35GS-A0110057A07-FLAG3-HIS6 CXCR4#1-CD123#7
A011000021 A0110057A07-35GS-4CXCR281F12-FLAG3-HIS6 CD123#7-CXCR4#2
A011000022 A0110055A01-35GS-4CXCR281F12-FLAG3-HIS6 CD123#5-CXCR4#1
A011000023 A0110057A07-35GS-4CXCR014D09-FLAG3-HIS6 CD123#7-CXCR4#1
A011000024 A0110055A01-35GS-4CXCR014D09-FLAG3-HIS6 CD123#5-CXCR4#2
A011000025 4CXCR281F12(L108Q)-35GS-4CD003F11(L108Q)-FLAG3-HIS6 | CXCR#2-CD4#8
A011000026 4CDO003F11(L108Q)-35GS-4CXCR281F12(L108Q)-FLAG3-HIS6 | CD4#2-CXCR4#2
A011000027 4CXCR281F12-Flag3-His6 CXCR4#2
A011000028 4CXCR014D09-Flag3-His6 CXCR4#1
extremo C-terminal
extremo N-terminal CXCR4#2 CXCR4#1 CD123#7 CD123#5
CXCR4#2 Bl#4/18 BI#3/17
CXCR4#1 Bl#16/20 BI#7/19
CD123#7 BI#10/21 BI#11/23
CD123#5 Bl#15/24 Bl#8/22
Tabla B-4: secuencias de agente de unién a albumina de la divulgacion
Alb11 114 EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWV
SSISGSGSDTLYADSVKGREFTI SRDNAKTTLYLOMNSLRPEDTAVYYC
TIGGSLSRSSQGTLVIVSS
Alb8 115 EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTEFS SFGMSWVRQAPGKGLEWV
SSISGSGSDTLYADSVKGRETI SRDNAKTTLYLOQMNSLRPEDTAVYYC
TIGGSLSRSSQGTLVIVSSAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH

Tabla B-5: secuencias de ligador de la divulgacion

Nombre de ligador SEQ ID NO: Secuencias de aminoacidos

5GS 117 GGGGS

6GS 118 SGGSGGS

9GS 119 GGGGSGGGS

10GS 120 GGGGSGGGGS

15GS 121 GGGGSGGGGSGGGGS

18GS 122 GGGGSGGGGSGGGGGGGS

20GS 123 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

25GS 124 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

30GS 125 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
35GS 126 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
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REIVINDICACIONES

Polipéptido que comprende unos dominios variables Unicos de inmunoglobulina (ISV) primero y segundo,
en el que

- dicho primer ISV se une a una primera diana con un valor de Kp promedio de entre 10 nM y 200 nM tal
como se mide mediante resonancia de plasmon superficial;

- dicho segundo ISV se une a una segunda diana con un valor de Kp promedio de entre 10 nM y 0,1 pM tal
como se mide mediante resonancia de plasmén superficial; y

en el que dicho primer ISV y dicho segundo ISV se unen a dicha primera diana y dicha segunda diana
presentes en la superficie de la misma célula,

en el que dicha primera diana es diferente de dicha segunda diana,
en el que dicho segundo ISV potencia la unién de dicho primer ISV,
en el que la unién por dicho primer ISV inhibe una funcién de dicha primera diana,

en el que dicha primera diana se elige del grupo que consiste en tirosina cinasas receptoras
(preferiblemente de clase 1), GPCR, DDR1, discoidina | (antigeno CD167a), DDR2, ErbB-1, C-erbB-2,
FGFR-1, FGFR-3, antigeno CD135, antigeno CD 117, proteina tirosina cinasa-1, c-Met, antigeno CD148, C-
ret, ROR1, ROR2, Tie-1, Tie-2, antigeno CD202b, Trk-A, Trk-B, Trk-C, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3,
receptor Notch 1-4, receptor FAS, DR5, DR4, CD47, CX3CR1, CXCR-3, CXCR-4, CXCR-7, proteina 2 de
unién a quimiocina, y CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, CCR10y CCR11;y

dicha segunda diana se elige del grupo que consiste en antigeno carcinoembrionario (“CEA”), MART-1,
gp100, MAGE-1, HER-2, y antigenos de Lewis”, CD123, CD44, CLL-1, CD96, CD47, CD32, CXCR4, Tim-3,
CD25, TAG-72, Ep-CAM, PSMA, PSA, GD2, GD3, CD4, CD5, CD19, CD20, CD22, CD33, CD36, CD45,
CD52 y CD147; y receptores de citocinas incluyendo cadena gamma del receptor de interleucina-2
(antigeno CD132); cadena alfa del receptor de interleucina-10 (IL-10R-A); cadena beta del receptor de
interleucina-10 (IL-10R-B); cadena beta-1 del receptor de interleucina-12 (IL-12R-beta1); cadena beta-2 del
receptor de interleucina-12 (beta-2 del receptor de IL-12); cadena alfa-1 del receptor de interleucina-13 (IL-
13R-alfa-1) (antigeno CD213 al); cadena alfa-2 del receptor de interleucina-13 (proteina de unién a
interleucina-13); receptor de interleucina-17 (receptor de IL-17); receptor de interleucina-17B (receptor de
IL-17B); precursor del receptor de interleucina-21 (IL-21R); receptor de interleucina-1, tipo | (IL-1R-1)
(CD121a); receptor de interleucina-1, tipo Il (IL-1R-beta) (CDw121b); proteina antagonista del receptor de
interleucina-1 (IL-1ra); cadena alfa del receptor de interleucina-2 (antigeno CD25); cadena beta del receptor
de interleucina-2 (antigeno CD122); cadena alfa del receptor de interleucina-3 (IL-3R-alfa) (antigeno
CD123).

Polipéptido segun la reivindicacion 1, en el que dicha célula es una célula enferma, preferiblemente una
célula cancerosa.

Polipéptido segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dicha célula comprende una razén de 0,01 a 0,9 de
dicha primera diana y dicha segunda diana, incluso mas preferiblemente entre 0,2 y 0,8, entre 0,3 y 0,7,
entre 0,4 y 0,6, tal como una razén de 0,02, 0,05, 0,08, 0,1, 0,2, 0,3, 04, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9,
preferiblemente una razén de 0,5.

Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho polipéptido

- tiene una constante de velocidad de asociacion (Kon) para dicha primera diana seleccionada del grupo que
consiste en: aproximadamente 102 M-'s™!, aproximadamente 10® M-'s!, aproximadamente 10* M-'s™', al
menos aproximadamente 10° M-'s”' y aproximadamente 10® M-'s”', tal como se mide mediante resonancia
de plasmon superficial, y/o

- tiene una constante de velocidad de disociacion (Ko) para dicha primera diana seleccionada del grupo
que consiste en: aproximadamente 103 s, aproximadamente 10* s, aproximadamente 10° s vy
aproximadamente 10 s, tal como se mide mediante resonancia de plasmon superficial, y/o

- tiene una constante de disociacion (Kp) para dicha primera diana seleccionada del grupo que consiste en:
aproximadamente 107 M, aproximadamente 10 M, aproximadamente 10° M, aproximadamente 10710 M,
aproximadamente 10"'" M y aproximadamente 10-'2 M, tal como se mide mediante resonancia de plasmon
superficial.
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Polipéptido seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho primer ISV

- se une a una primera diana con un valor de Kp promedio de entre 10 nM y 200 nM, tal como un valor de
Ko promedio de 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180 6
190 nM, tal como se mide mediante SPR, y/o

- inhibe la quimiotaxia en aproximadamente el 10%, el 20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 80%, el 90%
y preferiblemente el 95% o mas en un ensayo de quimiotaxia, y/o

- inhibe la anaplasia, invasion, metastasis, proliferacién, diferenciacién, migracion y/o supervivencia de
dicha célula, y/o

- aumenta la apoptosis, destruccion celular y/o detencién del crecimiento de dicha célula.

Polipéptido seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho segundo ISV

- se une a una segunda diana con un valor de Kp promedio de entre 10 nM y 0,1 pM, tal como a un valor de
Ko promedio de 10 nM o menos, incluso mas preferiblemente a un valor de Kp promedio de 9 nM o menos,
tal como menos de 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, 0,5 nM o incluso menos, tal como menos de 400, 300, 200, 100, 50,
40, 30, 20, 10,9,8,7,6, 5,4, 3,2, 1, 0,5 pM, o incluso menos tal como menos de 0,4 pM, tal como se mide
mediante SPR, y/o

- inhibe la union de un ligando natural a dicha segunda diana en menos del 50%, tal como el 40%, el 30% o
el 20% o incluso menos del 10%, tal como menos del 5%.

Polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha primera diana y dicha
segunda diana se eligen del grupo que consiste en:

- EGFR como primera diana y CEA como segunda diana;
- tirosina cinasa receptora como primera diana y un antigeno asociado a tumor (AAT) como segunda diana;

- receptor acoplado a proteinas G (GPCR) como primera diana y un antigeno de diferenciacion
hematopoyética como segunda diana;

- tirosina cinasa receptora como primera diana y un antigeno de diferenciacion hematopoyética como
segunda diana;

- receptor acoplado a proteinas G (GPCR) como primera diana y un antigeno asociado a tumor (AAT) como
segunda diana;

- CXCR4 como primera diana y CD123 como segunda diana;
- DR5 como primera diana y EpCam como segunda diana;

- DR4 como primera diana y EpCam como segunda diana;

- CD95 como primera diana y EpCam como segunda diana;

- CD47 como primera diana y CD123 como segunda diana;

- CD47 como primera diana y EpCam como segunda diana;

- CD4 como primera diana y CXCR4 como segunda diana;

- IL12RB1 como primera diana y CD4 como segunda diana;

- IL12RB2 como primera diana y CD4 como segunda diana; y
- IL23R como primera diana y CD4 como segunda diana.

Polipéptido segun la reivindicacion 7, en el que dicha primera diana y dicha segunda diana se eligen del
grupo que consiste en:

- EGFR como primera diana y CEA como segunda diana;
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- CXCR4 como primera diana y CD123 como segunda diana;

- CD4 como primera diana y CXCR4 como segunda diana;

- IL12RB2 como primera diana y CD4 como segunda diana; y

- IL23R como primera diana y CD4 como segunda diana.

Polipéptido segun la reivindicacion 8,

- en el que dicho ISV que se une a EGFR se elige del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 39-45;

- en el que dicho ISV que se une a CEA se elige del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 32-38;

- en el que dicho ISV que se une a CXCR4 se elige del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1-8 y 24;
- en el que dicho ISV que se une a CD123 se elige del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 9-15;

- en el que dicho ISV que se une a CD4 se elige del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 26 y 62;

- en el que dicho ISV que se une a IL12RB1 se elige del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 66-67;
- en el que dicho ISV que se une a IL12RB2 se elige del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 68-69;
- en el que dicho ISV que se une a IL23R se elige del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 63-65.

Polipéptido segun la reivindicacién 8, elegido del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 16-23, 26-31, 46-
55y 70-81.

Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende ademas un farmaco, tal como
una toxina o un resto de toxina.

Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende ademas un agente de
obtencién de imagenes incluyendo, pero sin limitarse a, una molécula seleccionada preferiblemente del
grupo que consiste en moléculas organicas, marcadores enzimaticos, marcadores radiactivos, marcadores
coloreados, marcadores fluorescentes, marcadores cromogénicos, marcadores luminiscentes, haptenos,
digoxigenina, biotina, complejos de metal, metales, oro coloidal, marcador fluorescente, marcador metalico,
biotina, agente quimioluminiscente, agente bioluminiscente, cromdéforo y mezclas de los mismos.

Composicion farmacéutica que comprende un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.
Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para su uso en un método para administrar un
polipéptido profilactico o terapéutico, un conjugado polipéptido-farmaco (PDC) o agente de obtencion de
imagenes a una ubicacion, un tejido o un tipo de célula especificos en el cuerpo, comprendiendo el método
las etapas de administrar a un sujeto un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para su uso en el tratamiento de un sujeto que
lo necesita.
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FIGURA1.3
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FIGURA1.4
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FIGURA 3.5
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FIGURA3.7

Unién de Nanobodies purificados
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FIGURA3.8
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FIGURA3.9
A. Nanobodies biespecificos CD4-IL12R2
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FIGURA3.10
A. Nanobodies biespecificos CD4-IL12Rp2
T Inhibicién de funcién de IL 12 T Inhibicién de funcién de IL 12
2 PBMC D840 2 PBMC D840
-E.EWU - BI#37 SlL12RI::2#1- = BOOO ~BI#36 quzﬁbz#z-
L 60001 CD4#8 & 5000 } CD4#8
4000 o [L12Rb2#1 L 4000 Tﬁ{\\\?luzﬁbz#z
:g 2000 :g 2000

l:l T T—T—TT—y e r———y
Y B n 01014510408 168 f07 10
T Concentracion (M) T Concentracion (M)
B. Nanobodies biespecificos CD4-IL12R[31
f Inhibicion de funcién de IL 12 f Inhibicién de funcion de IL12
By, PBMCDBA gy quz&m#a& Sy,  PBMCD840 +E'#”3'U?Rb1#31-
= eD4#8 = CD4#3
& 6000 & 6000 o IL12Rb 1431
L +|L12Rb1#30 -
2 4000 2 000
5 2000 5 2000

e ——— 0 Py = Ty ; B

% ! 012t 4g8 08 g7 08 % 000410 08 109 107 108
& Concentracién (M) S Concentracion (M)
C. Nanobodies biespecificos CD4-IL12R3 monovalentes CD4
T Inhibicién de funcién de IL 12 = 'ﬂhibiﬂiﬁ; ga ggﬁg de IL12
By,  PBMCDBA0 gy (LR 2 a0 - CDA%8
Z 600 Py Z 000 He
el IHHT:EI +BI#44 (CD4#8- | & O] H% de
3 4000 IL23R#20) & 4000
S 2000 S 2000
g ot 0¥ 10f g7 1 3 010240t 10 10° 10% 107 10
a Concentracion (M) a Concentracion (M)

D. Titulacion de IL-12

Titulacion de IL-12
células T D840

0001 001 01 1 10 100
Concentracion (pM)

92




ES2779 1

23 T3

FIGURA3.11
A. Nanobodies biespecificos CD4-IL12R[31
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FIGURA4.1
Expresion de células EGFR y CEACAM
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FIGURA4.4
Unién de FACS en LoVo (EGFR+/CEACAMS-)
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FIGURA 4.5
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