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DESCRIPCION
Constructos de union a antigenos dirigidos a moléculas diana
CAMPO

Las realizaciones descritas en la presente se refieren de manera general a estructuras de bisagra en
constructos de union a antigeno (como cualquier proteina de fusién scFv, como minicuerpos), asi como a los propios
constructos de unién a antigeno, asi como a métodos para su uso.

ANTECEDENTES

En la técnica se conocen una amplia variedad de constructos de unién a antigeno. Tales constructos varian
frecuentemente por las secuencias en sus secciones CDR, menos frecuentemente con variaciones en sus regiones
marco y otras secciones de los anticuerpos (tales como Cr3 y regiones bisagra).

Shi-Zhen Hu et al. (Cancer Res. 1996;56(13):3055-3061, PMID: 8674062) divulga (Resumen): "Se produjo
un nuevo fragmento de anticuerpo manipulado (VL-VH-CH3, o "minicuerpo”) con unién bivalente al antigeno
carcinoembrionario (CEA) mediante fusion genética de un anticuerpo de cadena sencilla (scFv) T84.66 (anti-CEA) con
el dominio CH3 IgG1 humano. Se evaluaron dos disefios para el péptido conector. En el minicuerpo T784.66/212 LD,
se uso un conector de dos aminoacidos (generado por fusién de sitios de restriccién) para unir la VH y la CH3. En el
minicuerpo T84.66/212 Flex, se us6 la bisagra de la IgG1 humana mas 10 residuos adicionales como péptido de
conexién. La cromatografia de exclusion por tamafio de los minicuerpos purificados demostré que ambas proteinas
se habian ensamblado en dimeros Mr80.000, como se esperaba. Ademas, el analisis por SDS-PAGE en condiciones
no reductoras fue congruente con la formacién de enlaces disulfuro en la bisagra del minicuerpo T84.66 Flex. Los
minicuerpos purificados mantuvieron una alta afinidad por el CEA (KA, 2 x 10(9) M(-1)) y demostraron una union
bivalente al antigeno. Las propiedades de direccionamiento tumoral se evaluaron in vivo usando ratones atimicos
portadores de xenoinjertos de carcinoma de colon humano LS174T. Los minicuerpos T84.66 marcados con 123l
demostraron una captacion tumoral rapida y elevada, alcanzando un 17% de dosis inyectada/gramo (%ID/g) para el
minicuerpo LD y un 33%ID/g para el minicuerpo Flex a las 6 h después de la inyeccién. El minicuerpo radioyodado
también se eliminé rapidamente de la circulacién, proporcionando proporciones elevadas de captacién tumoral:
sanguinea: 44,5 a las 24 h para el minicuerpo LD y 64,9 a las 48 h para el minicuerpo Flex. La rapida localizacion del
minicuerpo T84.66/212 Flex permitié obtener imagenes de los xenoinjertos a las 4 y 19 horas de su administracién”.

El documento WO 2011/096894 divulga (Resumen): "La divulgacion se refiere a marcadores novedosos de
células madre pluripotentes y usos de los mismos, y en particular, aunque no exclusivamente, a moléculas de
anticuerpos basadas en fragmentos de mAb84 que se unen a células madre pluripotentes indiferenciadas a través de
la proteina-1 similar a podocalixina (PODXL)."

Schaefer, J.V. et al. (2010} (Miniantibodies. En: Kontermann, R., Dibel, S. (eds) Antibody Engineering. Vol.
2, paginas 85-100. Springer Protocols Handbooks. Springer, Berlin, Heidelberg. doi: 10.1007/978-3-642-01147-4_7.
ISBN: 978-3-642-01146-7) divulga (Resumen): "Los anticuerpos recombinantes se han convertido en un componente
estandar de la investigacién, el diagnéstico y la terapia. En el desarrollo de anticuerpos recombinantes,
independientemente del formato final, un constructo monovalente es practicamente siempre la primera proteina que
se prueba. Esto se debe al hecho de que esencialmente todos los sistemas de seleccidon usan tales formatos, y a que
la produccion periplasmica de fragmentos scFv y Fab se ha convertido en un estandar. No obstante, algunas tareas
requieren un aumento de la avidez a los antigenos respectivos, el anticuerpo, asi como el tamario del fragmento. Una
manera conveniente de lograr ambas cosas con bastante rapidez es fusionar una regién bisagra seguida de una
estructura dimerizante u oligomerizante al extremo C-terminal del fragmento de anticuerpo, creando los denominados
"minianticuerpos". En comparacion con otros formatos bivalentes o biespecificos disponibles, los minianticuerpos se
distinguen por su libertad rotacional y flexibilidad, siendo similares a los anticuerpos de longitud completa. Este
protocolo describe la conversion modular de fragmentos de scFv en minianticuerpos, dando como resultado una
estructura final multimerizada con dos o cuatro sitios de unién, y presentamos diferentes dominios de autoasociacion
adecuados para esta tarea. Ademas, también proporcionamos informacién sobre su produccion y analizamos cémo
mejorar el rendimiento de los fragmentos de anticuerpos solubles.”

Olafsen, T. et al. (2010) (Generation of Single-Chain Fv Fragments and Multivalent Derivatives scFv-Fc¢ and
scFv-CH3 (Minibodies). En: Kontermann, R., Dibel, S. (eds) Antibody Engineering. Vol. 2, paginas 69-84. Springer
Protocols Handbooks. Springer, Berlin, Heidelberg. doi:10.1007/978-3-642-01147-4_6. ISBN: 978-3-642-01146-7)
divulga (Resumen): "Los fragmentos de anticuerpos de tamafio intermedio, como scFv-CH3 (minicuerpos) y scFv-Fc,
conservan una elevada avidez por su antigeno debido a su naturaleza de bivalencia. Ademas, la incorporacion de la
region Fc permite la generacion de fragmentos de anticuerpos con una variedad de funciones biologicas y propiedades
farmacocinéticas. Este protocolo describe el aislamiento de genes variables a partir de células de hibridoma, el
ensamblaje de genes, la clonaciéon y la expresion estable de estos fragmentos en células de mamifero. Estos
fragmentos se expresan como cadenas peptidicas Unicas que evitan los problemas de la coexpresion de cadenas
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ligeras y pesadas de inmunoglobulina. También se incluye un protocolo para cribar clones de alta expresion y
sugerencias para la purificacion y caracterizacién bioquimica de las proteinas purificadas".

El documento US 2013/323236 divulga (Resumen): "La presente invencion proporciona un anticuerpo de la
clase IgG4 que comprende por lo menos una cadena pesada que comprende un dominio CH1 y una region bisagra,
en donde en cada cadena pesada: a. la cisteina intercadena en la posicién 127, numerada de acuerdo con el sistema
de numeracién de Kabat, en el dominio CH1 se sustituye por otro aminoacido; y b. uno o mas de los aminoacidos
colocados en la regién bisagra superior se sustituye por cisteina."

El documento US 2014/286951 divulga (Resumen): "La presente invencién se refiere a agentes de unién que
se unen especificamente a MET humano, agentes de unidon que se unen especificamente a uno o mas componentes
de la via WNT, agentes biespecificos que se unen tanto a MET humano como a uno o mas componentes de la via
WNT, y métodos de uso de los agentes para tratar enfermedades como el cancer”.

El documento US 2014/302035 divulga (Resumen): "En la presente se proporcionan Fcs en tandem y
anticuerpos Fc en tandem ("TFcAs"), por ejemplo, anticuerpos biespecificos Fc en tandem ("TFcBAs"), que
comprenden uno o por lo menos dos sitios de unién que se unen especificamente a uno o mas receptores de superficie
celular. Los sitios de unién estan conectados a través de un TFc, TFc que comprende una primera region Fc y una
segunda regién Fc, en donde la primera y la segunda regiones Fc estan enlazadas a través de un conector TFc para
formar un polipéptido contiguo y dimerizarse para formar un dimero Fc. Los TFcBA ejemplares se unen a los receptores
de superficie celular c-Met y EpCam e inhiben la transduccién de sefiales a través del receptor o receptores de
supeificie celular para los que son especifico los sitios de unién del TFcBAs".

SUMARIO

LA PRESENTE INVENCION SE EXPONE EN LAS REIVINDICACIONES ADJUNTAS. BREVE DESCRIPCION DE
LOS DIBUJOS

La FIG. 1 muestra una ilustracién de un minicuerpo (Mb) manipulado.

La FIG. 2 muestra una ilustracion de varias realizaciones de bisagras de Mb basadas en IgG1 humana (y1 EH1
parte superior y y1 EH2 parte inferior).

La FIG. 3 muestra una ilustracion de varias realizaciones de bisagras de Mb basadas en IgG2 humana (y2 EH1
parte superior y y2 EH2 parte inferior).

La FIG. 4 muestra una ilustracion de varias realizaciones de bisagras de Mb adicionales basadas en IgG2 humana
(y2 NH1 parte superior y y2 NH2 parte inferior).

La FIG. 5A muestra imagenes del analisis SDS-PAGE no reducido de las variantes de bisagra de IAB2M.

La FIG. 5B muestra informacion de secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB2M y1 EH1.

La FIG. 5C muestra informacién de secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB2M y1 EH2.

La FIG. 5D muestra informacion sobre la secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB2M y2 EH2.

La FIG. 5E muestra informacién sobre la secuencia de proteina para algunas realizaciones de |IAB2M-y2 EH1.

La FIG. 6A muestra el analisis de masas intactas de la variante |IAB2M y1 EH1. El panel superior muestra el
cromatograma de iones totales en condiciones de fase inversa. El panel central muestra las masas intactas
deconvolucionadas que confirman la presencia de medias moléculas y el panel inferior muestra las masas de
tamano completo que se identificaron.

La FIG. 6B muestra el analisis de masas intactas de la variante |IAB2M y2 EH1. El panel superior muestra el
cromatograma de iones totales en condiciones de fase inversa. El panel central muestra las masas intactas
deconvolucionadas que confirman la presencia de medias moléculas y el panel inferior muestra las masas
moleculares de tamafio completo que se identificaron.

La FIG. 6C muestra el andlisis de masas intactas de la variante IAB2M y1 EH2. El panel superior muestra el
cromatograma de iones totales en condiciones de fase inversa. El panel central muestra las masas intactas
deconvolucionadas que confirman la presencia de medias moléculas y el panel inferior muestra las masas
moleculares de tamafio completo que se identificaron.

La FIG. 6D muestra el andlisis de masas intactas de la variante IAB2M y2 EH2. El panel superior muestra el
cromatograma de iones totales. El panel inferior muestra las masas intactas deconvolucionadas que confirman la
presencia de las moléculas de masa de tamario completo. No se detectaron medias moléculas.

La FIG. 7A muestra las curvas de unién y los valores de unién EC50 de las variantes de bisagra manipuladas de
IAB2M determinados por FACS usando células LNCaP-AR.

La FIG. 7B muestra las curvas de unién y los valores de unién EC50 de las variantes de bisagra manipuladas de
IAB2M determinadas por FACS usando células C4-2 XCL.

La FIG. 7C muestra informacién de secuencia de proteina para algunas realizaciones de |IAB2M y1 EH3 sin una
secuencia de sefial canonica.

La FIG. 7D muestra informacién de secuencia de proteina para algunas realizaciones de |IAB2M y1 EH3 sin una
secuencia de sefial canonica.

La FIG. 7E muestra informacién de la secuencia de ADN para IAB2M y1 EH3 sin una secuencia de sefial canonica.
La FIG. 8 muestra una lista de péptidos que contienen disulfuro identificados dentro del dimero IAB2M y1 EH1.
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La FIG. 9 muestra una ilustracién de un mapeo de los enlaces disulfuro de IAB2M y1 EH1 indicando dénde se
forman cisteinas mal emparejadas.

La FIG. 10 muestra una ilustracion de un mapeo de los enlaces disulfuro de IAB2M y2 EH1 que sugiere la ausencia
de cisteinas mal emparejadas.

La FIG. 14A muestra el andlisis de masas intactas de la variante |IAB22M y2 EH1. El panel superior muestra el
cromatograma de iones totales. El panel central muestra las masas intactas deconvolucionadas que confirman la
presencia de medias moléculas y el panel inferior muestra las masas de tamafio completo que se identificaron.
La FIG. 14B muestra informacion de secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB22M y2 EH1.

La FIG. 15A muestra el andlisis de masas intactas de la variante IAB22 y2 EH2. La proteina se separd en
condiciones de fase inversa. El panel superior muestra el escaneo del rango de masa completo. La regién de masa
de tamafio completo ampliada enfatiza la presencia de la proteina intacta, es decir, unida por puente disulfuro
(panel central), mientras que la regién de media molécula ampliada mostré6 que esencialmente no hay media
molécula presente (panel inferior).

La FIG. 15B muestra informacién de secuencia de proteina para algunas realizaciones de la variante IAB22M y2
EH2.

La FIG. 16B muestra informacion de secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB22M y1 EH1.

La FIG. 16C muestra informacién de secuencia de proteina para algunas realizaciones de |AB22M y2 NH1.

La FIG. 16D muestra informacién de secuencia de proteina para algunas realizaciones de |AB22M y2 NH2.

La FIG. 19 es una ilustracion de algunas variantes de bisagra enumeradas en la Tabla 3 (y1 EH1 superior, y1 EH3
central, y1 EH4 inferior).

La FIG. 20A muestra un grafico que resume el porcentaje de medias moléculas presentes en diferentes variantes
de bisagra para IAB2M segun se determina por espectrometria de masas.

La FIG. 20B muestra un grafico que resume el porcentaje de medias moléculas presentes en las diferentes
variantes de bisagra para IAB22M segun se determina por espectrometria de masas.

La FIG. 20C muestra informacién de la secuencia de proteina de algunas realizaciones de IAB22M y1 EH3.

La FIG. 20D muestra informacién de la secuencia de proteina para algunas realizaciones de I1AB22M y1 EH5.

La FIG. 20E muestra informacion de la secuencia de proteina para algunas realizaciones de I1AB22M y3/y1 EHB6.
La FIG. 20F muestra informacién de la secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB22M y3/y1 EH7.
La FIG. 20G muestra informacion de la secuencia de proteina para algunas realizaciones de 1AB22M y3/y1 EH8.
La FIG. 21A muestra una imagen del analisis SDS-PAGE no reducido (panel izquierdo) de las variantes de bisagra
de Mb de IAB2M y el porcentaje de medias moléculas cuantificado por densitometria (panel derecho).

La FIG. 21B muestra informacion de secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB2M y1 EH5.

La FIG. 21C muestra informacién de secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB2M y3/y1 EHB6.

La FIG. 21D muestra informacién de secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB2M y3/y1 EH7.

La FIG. 21E muestra informacion de secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB2M y3/y1 EH8.

La FIG. 22A muestra una imagen del analisis SDS-PAGE no reducido (panel izquierdo) de las variantes de bisagra
de Mb de IAB22M y el porcentaje de medias moléculas cuantificado por densitometria (panel derecho).

La FIG. 22B muestra informacién de secuencia de proteina para algunas realizaciones |IAB22M y1 EH2.

La FIG. 23 muestra el analisis de masas intactas de la variante IAB22M y1 EH1. El panel superior muestra el
cromatograma de iones totales. El panel central muestra las masas intactas deconvolucionadas que confirman la
presencia de medias moléculas y el panel inferior muestra las masas de tamafio completo que se identificaron.
La FIG. 24 muestra el analisis de masas intactas de la variante I1AB22M y1 EH3. La proteina se separ6 en
condiciones de fase inversa. El panel superior muestra el escaneo del rango de masas completo. La region de
masa de tamafio completo ampliada enfatiza la presencia de la proteina intacta (panel central). La region de media
molécula ampliada muestra que esencialmente no hay medias moléculas (panel inferior).

Las FIGS. 25A y 25B muestran andlisis de masas intactas de variantes de bisagra IAB22M y2. La FIG. 25A muestra
el cromatograma de iones totales de la variante IAB22M y2 EH1 (FIG. 14B) en condiciones de fase inversa (panel
superior). El panel central muestra las masas intactas deconvolucionadas que confirman la presencia de medias
moléculas y el panel inferior muestra las masas de tamafio completo que se identificaron. Obsérvese que la
heterogeneidad se debe al recorte de la lisina terminal. La FIG. 25B muestra un escaneo de rango completo
deconvolucionado (panel superior) de la variante IAB22M y2 EH2 (FIG. 15B) identifica la Unica especie con m/z de
79053.1 Da. El peso molecular a tamafio completo ampliado se muestra en el panel central y la media molécula
es de baja abundancia y esta justo por encima del nivel de ruido (panel inferior).

La FIG. 26 muestra las curvas de unién y los valores de unién EC50 de las variantes de bisagra manipuladas de
IAB2M determinadas por FACS usando células C4-2 XCL.

La FIG. 27 muestra las curvas de unién y los valores de unién EC50 de las variantes de bisagra manipuladas con
IAB22M determinados por FACS usando células HPB-ALL.

La FIG. 28A muestra una imagen del analisis SDS-PAGE no reducido de las variantes de bisagra de Mb IAB20M
(panel izquierdo) y un porcentaje de medias moléculas cuantificado por densitometria (panel derecho).

La FIG. 28B muestra informacion sobre la secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB20M y1 EH1.
La FIG. 28C muestra informacién sobre la secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB20M y1 EH3.
La FIG. 28D muestra informacién sobre la secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB20M y1 EH2.
La FIG. 28E muestra informacion sobre la secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB20M y1 EHS5.
La FIG. 29A muestra una imagen del analisis SDS-PAGE no reducido de las variantes de bisagra de Mb IAB 1M
(panel izquierdo) y el porcentaje de medias moléculas cuantificado por densitometria (panel derecho).
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La FIG. 29B muestra informacion sobre la secuencia de proteina para algunas realizaciones de IABIM y1 EH1.
La FIG. 29C muestra informacién sobre la secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB1M y2 EH2.
La FIG. 29D muestra informacién sobre la secuencia de proteina para algunas realizaciones de IABIM y1 EH3.
La FIG. 32 muestra informacién sobre la secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB20M y2 EH2.
La FIG. 33 muestra informacién sobre la secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB25M-y2 EH2.
La FIG. 34A muestra la secuencia de ADN que codifica algunas realizaciones del Mb IAB2M.

La FIG. 34B muestra la secuencia de ADN que codifica algunas realizaciones del Mb IAB2M.

La FIG. 34C muestra la secuencia de ADN que codifica algunas realizaciones del Mb IAB2M.

La FIG. 34D muestra la secuencia de ADN que codifica algunas realizaciones del Mb IAB2M.

La FIG. 34E muestra la secuencia de ADN que codifica algunas realizaciones del Mb IAB2M.

La FIG. 34F muestra la secuencia de ADN que codifica algunas realizaciones del Mb I1AB2M.

La FIG. 35A muestra informacioén sobre la secuencia de proteina de las variantes de bisagra de Mb IAB2M.

La FIG. 35B muestra informacioén sobre la secuencia de proteina de las variantes de bisagra de Mb IAB2M.

La FIG. 35C muestra informacién sobre la secuencia de proteina de las variantes de bisagra de Mb |AB2M.

La FIG. 36A muestra informacién de secuencia de proteina de los dominios VL y VH de Mb con diferentes
especificidades antigénicas.

La FIG. 36B muestra informacién de secuencia de proteina de los dominios VL y VH de Mb con diferentes
especificidades antigénicas.

La FIG. 36C muestra informacién de secuencia de proteina de los dominios VL y VH de Mb con diferentes
especificidades antigénicas.

La FIG. 36D muestra informacién de secuencia de proteina de los dominios VL y VH de Mb con diferentes
especificidades antigénicas.

La FIG. 36E muestra informacién de secuencia de proteina de los dominios VL y VH de Mb con diferentes
especificidades antigénicas.

La FIG. 37 muestra informacién sobre la secuencia de proteina de varias realizaciones de secuencias conectoras.
La FIG. 38 muestra informacion de secuencia de proteina de varias realizaciones de regiones bisagra.

La FIG. 39 muestra informacién de secuencia de proteina de varias realizaciones de dominios CH3.

La FIG. 40 muestra un alineamiento de las secuencias de proteinas de una realizacién de cada una de |AB22M y1
EH1(M1) e IAB22M y1 EH3(M1). Las diferencias de secuencia se muestran en recuadros.

La FIG. 41 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de |IAB22M y1 EH3(M1). En los
recuadros se muestran las secuencias sefial, CDR, conectora y bisagra.

La FIG. 42 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB22M y1 EH5(
La FIG. 43 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB22M y1 EH7(
La FIG. 44 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB22M y1 EH8(
La FIG. 45 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB22M y2 EH2(
La FIG. 46 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de 1AB22M y2
polimorfismo VH-K67R.

La FIG. 47 muestra un alineamiento de secuencias de proteinas de una realizacién de cada una de 1AB2M y1
EH1(M2) y IAB2M y1 EH3(M2). Las diferencias de secuencias se muestran en los recuadros.

La FIG. 48 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB2M y1 EH3(M2). En los
recuadros se muestran las secuencias sefial, CDR, conectora y bisagra.

La FIG. 49 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una realizacion de IAB2M y1 EH3 (M2) (G1m1).
La FIG. 50 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB2M y1 EH5(M2).

La FIG. 51 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB2M y1 EH7(M2).

La FIG. 52 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB2M y1 EH8(M2).

La FIG. 53 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB2M y1 EH3(M1).

La FIG. 54 muestra un alineamiento de secuencias de proteinas de una realizacién de cada una de IAB20M y1
EH1 (M2) y IAB20M y1 EH3 (M2) con polimorfismos VL-Q79E, V83E; VH-Q1E, Q6E. Las diferencias de secuencia
se muestran en los recuadros.

La FIG. 55 muestra la secuencia de ADN vy proteina traducida de una variante de |IAB20M y1 EH3(M2) con
polimorfismos VL-Q79E, V83E; VH-Q1E, Q6E. En los recuadros se muestran las secuencias sefial, CDR,
conectora y bisagra.

La FIG. 56 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB20M y1 EH3(M2).

La FIG. 57 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB20M y1 EH3 (M2) con
polimorfismos VL-A9D, T10S, S12A, P15L, L211, S22N; VH-Q1E, Q6E.

La FIG. 58 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB20M y1 EH5 (M2) con
polimorfismos VL-Q79E, V83E; VH-Q1E, Q6E.

La FIG. 59 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB20M y1 EH5 (M2) con
polimorfismos VL-A9D, T10S, S12A, P15L, L211, S22N; VH-Q1E, Q6E.

La FIG. 60 muestra un alineamiento de secuencias de proteinas de una realizacion de IAB1M y1 EH1(M1) y IAB1M
y1 EH3 (M1). Las diferencias de secuencias se muestran en los recuadros.

La FIG. 61 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB1M y1 EH3(M1). En los
recuadros se muestran las secuencias de sefial, CDR, conector y bisagra.

La FIG. 62 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB1M y2 EH2 (M1).

La FIG. 63 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB1M y1 EH5 (M1).

M1).
M1).
M1).
M1).
EH2(M1) con
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La FIG. 64 muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB1M y1 EH7 (M1).

La FIG. 65A muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB1My1 EH8(M1).

La FIG. 65B muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB25M y2 NH(M1).

La FIG. 65C muestra la secuencia de ADN y proteina traducida de una variante de IAB25M y2 EH(M1).

La FIG. 66 muestra la secuencia de proteina de una realizacién del dominio VH de IAB22M.

La FIG. 67 muestra la secuencia de proteina de algunas realizaciones del dominio VL de IAB20.

La FIG. 68 muestra la secuencia de proteina de una realizacién del dominio VH de IAB20.

La FIG. 69 muestra la secuencia de proteina de algunas realizaciones de los dominios VL y VH anti-CD3.

La FIG. 70 muestra la secuencia de proteina de una variante de PSMA (Antigeno de membrana especifico de la
prostata) también conocido como glutamato carboxipeptidasa 2 de Homo sapiens.

La FIG. 71 muestra la secuencia de proteina de una variante de PSCA (Antigeno de células madre de la prostata)
de Homo sapiens.

La FIG. 72 muestra la secuencia de proteina de una variante de la glicoproteina del trofoblasto oncofetal 5T4 de
Homo sapiens.

La FIG. 73 muestra la secuencia de proteina de una variante de la cadena alfa de la glicoproteina de superficie de
células T CD8 de Homo sapiens.

La FIG. 74 muestra la secuencia de proteina de una variante de la cadena beta de la glicoproteina de superficie
de células T CD8 de Homo sapiens.

La FIG. 75 muestra la secuencia de proteina de una variante de la cadena delta de la glicoproteina de superficie
de células T CD3 del Homo sapiens.

La FIG. 76 muestra la secuencia de proteina de una variante de la cadena gamma de la glicoproteina de superficie
de células T CD3 de Homo sapiens.

La FIG. 77 muestra la secuencia de proteina de una variante de la cadena épsilon de la glicoproteina de superficie
de células T CD3 de Homo sapiens.

La FIG. 78 muestra la secuencia de proteina de una variante de la cadena zeta de la glicoproteina de superficie
de células T CD3 de Homo sapiens.

La FIG. 79 muestra informacién sobre la secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB25M-y2 EH2.
La FIG. 80 muestra informacién sobre la secuencia de proteina para algunas realizaciones de IAB20M-y2 EH2.

DESCRIPCION DETALLADA

En la presente se describen componentes para constructos de unién a antigeno, incluyendo anticuerpos y
fragmentos de los mismos, como minicuerpos, que se unen a una molécula diana. En algunas realizaciones, estos
componentes son nuevas secuencias bisagra y/o secuencias asociadas con y/o parte de la secuencia bisagra. Estas
secuencias bisagra pueden proporcionar diversos beneficios. También se proporcionan en la presente los constructos
de unién a antigeno (como anticuerpos, minicuerpos, etc.) que incluyen una o mas de las secuencias bisagra o
subsecuencias proporcionadas en la presente.

La invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas. Cualquier referencia a otras realizaciones se
hace Unicamente con propdsitos ilustrativos.

Cualquier referencia en la descripcion a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones
farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un método de tratamiento del cuerpo humano
(o animal) mediante terapia (o para diagnéstico).

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno pueden ser Utiles para dirigir agentes
terapéuticos a células que expresan la molécula diana. En algunas realizaciones, se proporcionan métodos para
detectar la presencia o ausencia de una molécula diana (o "diana") usando constructos de union a antigeno (incluyendo
anticuerpos y constructos como minicuerpos). En algunas realizaciones, se proporcionan métodos para usar los
constructos de unién a antigeno con propésitos terapéuticos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos scFv y minicuerpos pueden tener propiedades farmacocinéticas
superiores para una imagenologia de diagnéstico mas rapida, a la vez que se mantienen la especificidad y afinidad de
union del anticuerpo parental. La tecnologia actual utiliza imagenologia con los anticuerpos de longitud completa que
a menudo requiere tiempos significativamente mas largos (~7-8 dias después de la inyeccién) para producir imagenes
de alto contraste debido a la lenta depuracién sérica del anticuerpo intacto. Algunas realizaciones de los minicuerpos
proporcionados en la presente permiten la imagenologia el mismo dia o al dia siguiente. La imagenologia el mismo
dia o al dia siguiente también proporciona una solucion logistica al problema al que se enfrentan muchos pacientes
que viajan grandes distancias para recibir tratamiento/diagnéstico, ya que la duracién de las estancias de viaje o la
necesidad de volver una semana mas tarde se eliminarian al obtener imagenes con minicuerpos frente a anticuerpos
intactos.

Como se detalla a continuacién, en algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno son para
diagnéstico. Cuando se marcan con un radiontclido apropiado (por ejemplo, el emisor de positrones Yodo-124, Cobre-
64, Fluor-18, Galio-68 y/o Circonio-89 para imagenologia PET) o fluor6foro (para imagenologia fluorescente), los
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fragmentos de anticuerpo pueden usarse para imagenologia preclinica como se muestra en la presente y para
imagenologia clinica en pacientes. Estos constructos de union a antigeno también pueden usarse como agentes
potenciales de imagenologia SPECT simplemente cambiando el radiomarcador por radiontclidos emisores de fotén
unico como el Indio-111, el Yodo-123 y el Luticio-177.

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno pueden ser agentes de imagenologia clinica
(PET/SPECT) en humanos. Por consiguiente, en algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno pueden
usarse para la deteccién diagnoéstica dirigida de estos trastornos. En algunas realizaciones, el constructo de unién a
antigeno puede usarse como agente terapéutico.

Definiciones y varias realizaciones

El término "bisagra" denota por lo menos una parte de una regién bisagra para un constructo de unién a
antigeno, como un anticuerpo o un minicuerpo. Una regioén bisagra puede incluir una combinacion de las regiones
bisagra superior, bisagra central (0 media) y bisagra inferior. En algunas realizaciones, la bisagra se define de acuerdo
con cualquiera de las definiciones de bisagra de anticuerpo. Los anticuerpos nativos IgG1, IgG2 e IgG4 tienen regiones
bisagra que tienen 12-15 aminoacidos. IgG3 tiene una region bisagra extendida, que tiene 62 aminoacidos, incluyendo
21 prolinas y 11 cisteinas. La regién bisagra funcional de los anticuerpos de origen natural, deducida a partir de
estudios cristalograficos, se extiende desde los residuos de aminoacidos 216-237 de la cadena H de IgG1 (numeracion
UE; ref. 12) e incluye un pequefio segmento de extremo N terminal del dominio CH2 en la bisagra inferior, siendo la
bisagra inferior el extremo N terminal del dominio CH2. La bisagra puede dividirse en tres regiones: la "bisagra
superior", la "central" y la "bisagra inferior".

El término "artificial” o "no natural" cuando se modifica una bisagra (o0 una subparte de la misma) denota que
la secuencia en cuestion no esta presente, en el estado indicado, en la naturaleza. En el presente contexto, las
bisagras se han alterado con respecto a su estado nativo en, de tal manera que sus secuencias ya no son las que se
encuentran en los anticuerpos de tipo salvaje. Como apreciaran los expertos en la técnica, los minicuerpos no se
encuentran de forma natural en la naturaleza y, por lo tanto, cualquier constructo que sea un constructo de minicuerpo
tampoco se encuentra en la naturaleza. Esto también se aplica a por lo menos algunos de los constructos que se
encuentran en y/o incorporan las secuencias de cualquiera de las tablas de secuencias de bisagra proporcionadas en
la presente (por ejemplo, la Tabla 0.2). En algunas realizaciones, cualquiera de las subpartes de bisagras o secuencias
de bisagra completas de la Tabla 0.1 pueden ser secuencias de bisagra artificiales, siempre que la secuencia (o0
combinacion resultante para la bisagra) no se encuentre en la naturaleza.

El término "regién bisagra completa" o "regién bisagra entera" denota la presencia de las regiones bisagra
superior, central e inferior completas como un Unico constructo. Las regiones superior, central e inferior pueden
situarse inmediatamente adyacentes entre si, o pueden afiadirse residuos adicionales entre ellas, o N- o C-terminales
a las regiones. En algunas realizaciones, la bisagra inferior nativa puede sustituirse por una secuencia de extension.
En algunas realizaciones, puede combinarse una bisagra inferior nativa con la secuencia de extensiéon. En algunas
realizaciones, puede afiadirse una extension u otro conjunto de secuencias después de las secuencias superior y/o
central.

La frase "regién bisagra efectiva” denota que una cantidad adecuada de parte de por lo menos una de las
regiones bisagra superior, central e inferior esta presente para permitir que la regién bisagra sea efectiva para su
propésito previsto. Por tanto, la frase abarca variantes de regiones bisagra y fragmentos de las varias regiones bisagra.
En algunas realizaciones, la funcién de la region bisagra es una o mas de las siguientes: enlazar el scFv con el dominio
Ch3, proporcionar flexibilidad y espacio para que los dos scFv se unan a la diana adecuadamente, enlazar dos medias
moléculas, para proporcionar estabilidad global a la molécula, y/o proporcionar un sitio para la conjugacion especifica
del sitio debido a su exposicién al solvente. En algunas realizaciones, la bisagra debe estar cerca del natural para
reducir la inmunogenicidad potencial. En algunas realizaciones, la bisagra superior proporciona flexibilidad al scFv
(comienza en el residuo 216 en las IgG nativas), la bisagra media proporciona estabilidad, y la bisagra inferior media
la flexibilidad para Ch3 (comienza en el residuo 231 en las IgG nativas).

El término "bisagra superior" denota la primera parte de la bisagra que comienza en el extremo del scFv. En
la Tabla 0.1 pueden encontrarse ejemplos de regiones bisagra superiores. La bisagra superior incluye los aminoacidos
desde el extremo del scFv hasta, pero sin incluir, el primer residuo de cisteina en la bisagra central como se muestra
en la Tabla 0.1. Como en el caso anterior, el término "bisagra superior efectiva” denota que hay suficiente secuencia
para permitir que la seccién funcione como bisagra superior; el término abarca variantes funcionales y fragmentos de
la seccion de bisagra designada.

El término "bisagra central" denota la segunda parte de la regién bisagra que es C-terminal a la bisagra
superior. En la Tabla 0.1 pueden encontrarse ejemplos de regiones bisagra centrales. La bisagra central contiene los
puentes disulfuro entre cadenas y un alto contenido de prolinas. Como en el caso anterior, el término "bisagra central
efectiva” denota que hay suficiente secuencia para permitir que la seccién funcione como bisagra central; el término
abarca variantes funcionales y fragmentos de la seccién de bisagra designada.
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El término "bisagra inferior" denota la tercera parte de la region bisagra que es C-terminal a la bisagra central.
En la Tabla 0.1 pueden encontrarse ejemplos de regiones bisagra inferiores. En el contexto de un minicuerpo o
fragmento de anticuerpo, la bisagra inferior conecta con el dominio Cu3 de Mb. Como en el caso anterior, el término
"bisagra inferior efectiva" denota que hay suficiente secuencia para permitir que la seccién funcione como una bisagra
inferior; el término abarca variantes funcionales y fragmentos de la seccion de bisagra designada. El término "bisagra
inferior", como se usa en la presente, puede englobar varias secuencias de aminoacidos, incluyendo secuencias
bisagra inferiores de IgG de origen natural y secuencias de extensién artificial en lugar de unas y otras o una
combinacién de las mismas proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, las varias extensiones pueden
considerarse una regién bisagra inferior en su totalidad o una sustitucion.

El término "tratar” o "tratamiento” de una afeccién puede referirse a prevenir la afeccion, ralentizar la aparicién
y/o la velocidad de desarrollo de la afeccién, reducir el riesgo de desarrollar la afeccién, prevenir y/o retrasar el
desarrollo de los sintomas asociados a la afeccién, reducir o poner fin a los sintomas asociados con la afeccién,
generar una regresién completa o parcial de la afeccion, o alguna combinacién de los mismos. El término "prevenir"
no requiere la prohibicion absoluta del trastorno o enfermedad.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" o una "dosis terapéuticamente eficaz" es una cantidad que produce
un efecto terapéutico deseado en un sujeto, como prevenir, tratar una afeccion diana, retrasar la aparicién del trastorno
y/0 los sintomas, y/o aliviar los sintomas asociados con la afeccion. Esta cantidad variara dependiendo de una variedad
de factores, que incluyen las caracteristicas del compuesto terapéutico (incluyendo la actividad, farmacocinética,
farmacodinamica y biodisponibilidad), el estado fisiolégico del sujeto (incluyendo la edad, sexo, tipo y estadio de la
enfermedad, estado fisico general, capacidad de respuesta a una dosificacion dada y tipo de medicacion), la
naturaleza del portador o portadores farmacéuticamente aceptables de la formulacién y/o la via de administracién. Un
experto en las técnicas clinicas y farmacolégicas podra determinar una cantidad terapéuticamente eficaz mediante
experimentacion rutinaria, por ejemplo monitorizando la respuesta de un sujeto a la administracién de un compuesto
y ajustando la dosificacion en consecuencia, dada la presente divulgacién. Para pautas adicionales, véase Remington:
The Science and Practice of Pharmacy 212 Edicion, Univ. of Sciences in Philadelphia (USIP), Lippincott Williams &
Wilkins, Philadelphia, PA, 2005.

El término "constructo de unién a antigeno” incluye todas las variedades de anticuerpos, incluyendo los
fragmentos de unién de los mismos. Se incluyen ademas constructos que incluyen 1, 2, 3, 4, 5, y/o 6 CDR. En algunas
realizaciones, pueden proporcionarse scFv en tandem, que pueden proporcionar dos brazos con unién bivalente. En
algunas realizaciones, estas CDR pueden distribuirse entre sus regiones marco apropiadas en un anticuerpo
tradicional. En algunas realizaciones, las CDR pueden estar contenidas dentro de una regién variable de cadena
pesada y/o ligera. En algunas realizaciones, las CDR pueden estar dentro de una cadena pesada y/o una cadena
ligera. En algunas realizaciones, las CDR pueden estar dentro de una Unica cadena peptidica. A menos que se indique
lo contrario en la presente, los constructos de unién a antigeno descritos en la presente se unen a la molécula diana
indicada. El término "diana" o "molécula diana" denota la proteina a la que se une el constructo de unién a antigeno.
En la técnica se conocen ejemplos de proteinas diana, e incluyen, por ejemplo, PSMA (como FOLH1) (FIG. 70; SEQ
ID NO: 131), PSCA (FIG. 71; SEQ ID NO: 132), 5T4 (como TPBG) (FIG. 72; SEQ ID NO: 133), CD8 (como la cadena
a) (FIG. 73; SEQ ID NO: 134), CD8 (como la cadena B} (FIG. 74; SEQ ID NO: 135), CD3 (como la cadena d) (FIG. 75;
SEQ ID NO: 136), CD3 (como la cadena y) (FIG. 76; SEQ ID NO: 137}, CD3 (como la cadena €) (FIG. 77; SEQ ID NO:
138), CD3 (como la cadena ¢} (FIG. 78; SEQ ID NO: 139).

El término "anticuerpo” incluye, pero no se limita a, formas de inmunoglobulinas manipuladas genéticamente
o modificadas de otro modo, como intracuerpos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos completamente humanos,
anticuerpos humanizados, fragmentos de anticuerpos, scFv y anticuerpos heteroconjugados (por ejemplo, anticuerpos
biespecificos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, etc.). El término "anticuerpo” incluye scFv y minicuerpos. Por lo
tanto, todas y cada una de las realizaciones proporcionadas en la presente con respecto a los "anticuerpos" también
se contemplan como realizaciones de scFv y/o minicuerpos, a menos que se indique explicitamente lo contrario. El
término "anticuerpo” incluye un polipéptido de la familia de las inmunoglobulinas o un polipéptido que comprende
fragmentos de una inmunoglobulina capaz de unirse de manera no covalente, reversible y especifica a un antigeno
correspondiente. Una unidad estructural de anticuerpo ejemplar comprende un tetrdmero. En algunas realizaciones,
un anticuerpo de longitud completa puede estar compuesto por dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, cada
par teniendo una cadena "ligera" y otra "pesada" (conectadas mediante un enlace disulfuro). Los genes de
inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de regién constante kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon,
bisagra y mu, asi como los innumerables genes de regién variable de inmunoglobulina. Para las cadenas de longitud
completa, las cadenas ligeras se clasifican o como kappa o como lambda. Para cadenas de longitud completa, las
cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a su vez definen las clases de
inmunoglobulina, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. El extremo N-terminal de cada cadena define una region
variable de aproximadamente 100 a 110 amino&cidos o0 mas, responsable principalmente del reconocimiento del
antigeno. Los términos cadena ligera variable (VL) y cadena pesada variable (V1) se refieren a estas regiones de las
cadenas ligera y pesada, respectivamente. Como se usa en esta solicitud, un "anticuerpo" abarca todas las variaciones
de anticuerpos y fragmentos de los mismos. Por tanto, dentro del alcance de este concepto se encuentran los
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anticuerpos de longitud completa, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos de cadena sencilla
(scFv), Fab, Fab', y versiones multiméricas de estos fragmentos (por ejemplo, F(ab')2) con la misma especificidad de
unién. En algunas realizaciones, el anticuerpo se une especificamente a una diana deseada.

Los términos "dominios determinantes de la complementariedad" o "regiones determinantes de la
complementariedad ("CDR") se refieren indistintamente a las regiones hipervariables de VLy Vh. Las CDR son el sitio
de unién a la molécula diana de las cadenas de anticuerpos que albergan especificidad para dicha molécula diana. En
algunas realizaciones, hay tres CDR (CDR1-3, numeradas secuencialmente desde el extremo N-terminal) en cada V.
y/o V), que constituyen aproximadamente el 15-20% de los dominios variables. Las CDR son estructuralmente
complementarias al epitopo de la molécula diana y, por tanto, son directamente responsables de la especificidad de
unién. Los tramos restantes de la VLo Vu, las denominadas regiones marco (FR), muestran menos variacién en la
secuencia de aminoacidos (Kuby, Immunology, 42 ed., Chapter 4. W.H. Freeman & Co. W.H. Freeman & Co., Nueva
York, 2000).

Las posiciones de las CDR y las regiones marco pueden determinarse usando varias definiciones bien
conocidas en la técnica, por ejemplo, Kabat (Wu, T. T. et al., "An analysis of the sequences of the variable regions of
Bence Jones proteins and myeloma light chains and their implications for antibody complementarity," J. Exp. Med.,
Vol. 132, No. 2, pags. 211-250, 1970; Kabat, E. A. et al., "Sequences of Proteins of Immunological Interest," 52 Ed.,
Publicacién del NIH N° 91-3242, Bethesda, MD, 1991, Chothia C. et al., "Canonical structures for the hypervariable
regions of immunoglobulins,” J. Mol. Biol., Vol. 196, No. 4, pags. 901-917, 1987; Chothia C. et al., "Conformations of
immunoglobulin hypervariable regions," Nature, Vol. 342, No. 6252, pags. 877-883, 1989; Chothia C. et al., "Structural
repertoire of the human VH segments," J. Mol. Biol., Vol. 227, No. 3, pags. 799-817, 1992; Al-Lazikani B. et al.,
"Standard conformations for the canonical structures of immunoglobulins," J. Mol. Biol., Vol. 273, No. 4, pags. 927-
748, 1997), InéMunoGeneTics database (IMGT) (en la web mundial en imgt.org /) (Giudicelli, V. et al., "IMGT/LIGM-
DB, the IMGT® comprehensive database of immunoglobulin and T cell receptor nucleotide sequences," Nucleic Acids
Res, Vol. 34 (Database Issue), pags. D781-D784, 2006; Lefranc, M. P. et al., "IMGT unique numbering for
immunoglobulin and T cell receptor variable domains and Ig superfamily V-like domains," Dev. Comp. Immunol., Vol.
27, No. 1, pags. 55-77, 2003; Brochet, X. et al., "IMGT/V-QUEST: the highly customized and integrated system for IG
and TR standardized V-J and V-D-J sequence analysis," Nucleic Acids Res, Vol. 36 (Web Server Issue), pags. W503-
508, 2008; AbM (Martin, A. C. et al., "Modeling antibody hypervariable loops: a combined algorithm, "Proc. Acad. Sci.
U.S.A., Vol. 86, No. 23, pags. 9268-9272, 1989); la definicion de contacto (MacCallum, R. M. et al., "Antibody-antigen
interactions: contact analysis and binding site topography," J. Mol. Biol., Vol. 262, No. 5, pags. 732-745, 1996), y/o la
herramienta automatica de modelado y analisis (Honegger, A. et al, Accesible en Internet en
bioc.uzh.ch/plueckthun/antibody/Numbering/}.

Los términos "determinante de especificidad de union" o "BSD" se refieren indistintamente a la secuencia
minima de aminoacidos contigua o no contigua dentro de una regién determinante de complementariedad necesaria
para determinar la especificidad de unién de un anticuerpo. Un determinante minimo de especificidad de unién puede
estar dentro de una o mas secuencias CDR. En algunas realizaciones, los determinantes minimos de especificidad de
unién residen dentro de (es decir, estan determinados Unicamente por) una parte o la longitud completa de las
secuencias CDR3 de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo. En algunas realizaciones, la CDR3 de la regién
variable de la cadena pesada es suficiente para la especificidad del constructo de unién al antigeno.

Una "cadena ligera variable de anticuerpo" o una "cadena pesada variable de anticuerpo”, como se usan en
la presente, se refiere a un polipéptido que comprende la VLo la VH, respectivamente. La VL endbégena esta codificada
por los segmentos génicos V (variable) y J (de unién), y la Vhenddgena por V, D (diversidad) y J. Cada una de las VL
o Vuincluye las CDR asi como las regiones marco. En esta solicitud, las cadenas ligeras variables de anticuerpos y/o
las cadenas pesadas variables de anticuerpos pueden, de vez en cuando, denominarse colectivamente "cadenas de
anticuerpos". Estos términos abarcan cadenas de anticuerpo que contienen mutaciones que no alteran la estructura
béasica de la VLo la Vi, como reconocera facilmente un experto en la técnica. En algunas realizaciones, se contemplan
cadenas pesadas y/o ligeras de longitud completa. En algunas realizaciones, s6lo se contempla la presencia de la
regién variable de las cadenas pesadas y/o ligeras.

Los anticuerpos pueden existir como inmunoglobulinas intactas 0 como una serie de fragmentos producidos
por digestion con varias peptidasas. Asi, por ejemplo, la pepsina digiere un anticuerpo por debajo de los enlaces
disulfuro de la region bisagra para producir F(ab)'z, un dimero de Fab' que a su vez es una cadena ligera (VL-CL) unida
a Vu-Cn1 por un enlace disulfuro. El F(ab)'2 puede reducirse en condiciones suaves para romper el enlace disulfuro en
la region bisagra, convirtiendo de este modo el dimero F(ab)'2en un monémero Fab'. El monémero Fab' es un Fab con
parte de la region bisagra. (Paul, W. E., "Fundamental Immunology,” 32 Ed., New York: Raven Press, 1993). Aunque
varios fragmentos de anticuerpo se definen en términos de la digestién de un anticuerpo intacto, un experto apreciara
que tales fragmentos pueden sintetizarse de novo quimicamente o usando metodologia de ADN recombinante. Asi, el
término "anticuerpo”, como se usa en la presente, también incluye fragmentos de anticuerpo producidos por la
modificacién de anticuerpos completos, o aquellos sintetizados de novo usando metodologias de ADN recombinante
(por ejemplo, Fv de cadena sencilla) o aquellos identificados usando bibliotecas de visualizacion de fagos (véase, por
ejemplo, McCafferty, J. et al., "Phage antibodies: flamentous phage displaying antibody variable domains," Nature,
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Vol. 348, No. 66301, pags. 552-554, 1990).

Para la preparacion de anticuerpos monoclonales o policlonales, puede usarse cualquier técnica conocida en
la técnica (véase, por ejemplo, Kohler, G. et al., "Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined
specificity," Nature, Vol. 256, No. 5517, pags. 495-497, 1975; Kozbor, D. et al., "The production of monoclonal
antibodies from human lymphocytes," Immunology Today, Vol. 4, N® 3, pags. 72-79, 1983; Cole, et al., "Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy," Alan R. Liss, Inc., pags. 77-96, 1985; Wang, S., "Advances in the production of
human monoclonal antibodies," Antibody Technology Journal, Vol. 1, pags. 1-4, 2011; Sharon, J. et al., "Recombinant
polyclonal antibodies for cancer therapy,” J. Cell Biochem., Vol. 96, No. 2, pags. 305-313, 2005;; Haurum, J. S.,
"Recombinant polyclonal antibodies: the next generation of antibody therapeutics?", Drug Discov. Today, Vol. 11, N®
13-14, pags. 655-660, 2006). Las técnicas para la produccion de anticuerpos de cadena sencilla (Patente de Estados
Unidos N® 4.946.778) pueden adaptarse para producir anticuerpos contra polipéptidos de la presente invencién. Para
expresar anticuerpos monoclonales totalmente humanos también pueden usarse ratones transgénicos, u otros
organismos como otros mamiferos,. Alternativamente, puede usarse la tecnologia de presentacién en fagos para
identificar enlaces de alta afinidad con antigenos seleccionados (véase, por ejemplo, McCafferty et al., supra; Marks,
J. D. et al., "By-passing immunization: building high affinity human antibodies by chain shuffling," Biotechnology (N.
Y.), Vol. 10, No. 7, pags. 779-783, 1992).

Los métodos para humanizar o primatizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica.
Generalmente, un anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos de aminoacidos introducidos en él a partir de una
fuente no humana. Estos residuos de aminoacidos no humanos se denominan a menudo residuos de importacion,
que tipicamente se toman de un dominio variable de importacién. En algunas realizaciones, pueden emplearse los
términos secuencias "donante" y "aceptora”. La humanizacién puede realizarse esencialmente siguiendo el método
de Winter y colaboradores (véase, por ejemplo, Jones, P. T. et al., "Replacing the complementarity-determining regions
in a human antibody with those from a mouse," Nature, Vol. 321, No. 6069, pags. 522-525, 1986; Riechmann, L. et al.,
"Reshaping human antibodies for therapy," Nature, Vol. 332, No. 6162, pags. 323-327, 1988; Verhoeyen, M. et al.,
"Reshaping human antibodies: grafting an antilysozyme activity," Science, Vol. 239, No. 4847, pags. 1534-1536, 1988;
Presta, L. G., "Antibody engineering,", Curr. Struct. Biol., Vol. 2, No. 4, pags. 593-596, 1992), mediante la sustitucién
de CDR o secuencias de CDR de roedores por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por
consiguiente, tales anticuerpos humanizados son anticuerpos quiméricos (Patente de Estados Unidos N° 4.816.567),
en los que se ha sustituido sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto por la secuencia
correspondiente de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos
humanos en los que algunos residuos de la region determinante de la complementariedad ("CDR") y posiblemente
algunos residuos del marco ("FR"} se sustituyen por residuos de sitios analogos en anticuerpos de roedores.

Un "anticuerpo quimérico" es una molécula de anticuerpo en la que (a) la regién constante, o una porcién de
la misma, se altera, sustituye o intercambia de tal manera que el sitio de unién al antigeno (region variable) se enlaza
a una regién constante de una clase, funcién efectora y/o especie diferente o alterada, o a una molécula totalmente
diferente que confiere nuevas propiedades al anticuerpo quimérico, por ejemplo, una enzima, toxina, hormona, factor
de crecimiento y farmaco; o (b} la regién variable, o una porcién de la misma, se altera, sustituye o intercambia con
una region variable que tiene una especificidad de antigeno diferente o alterada.

Los anticuerpos incluyen ademas una o mas cadenas de inmunoglobulina que se conjugan quimicamente
con otras proteinas o se expresan como proteinas de fusion con otras proteinas. También incluye anticuerpos
biespecificos. Un anticuerpo biespecifico o bifuncional es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares de
cadenas pesadas/ligeras diferentes y dos sitios de unién diferentes.

Otros fragmentos de unién a antigeno o porciones de anticuerpo de la invencién incluyen anticuerpos scFv
biespecificos en los que la molécula de anticuerpo reconoce dos epitopos diferentes, dominios de unién unicos (sdAb
0 nanocuerpos) y minicuerpos.

El término "fragmento de anticuerpo” incluye, entre otros, uno o mas fragmentos de unién a antigeno de
anticuerpos solos o0 en combinacién con otras moléculas incluyendo, entre otros, Fab', F(ab')z, Fab, Fv, rigG (IgG
reducida), fragmentos scFv, fragmentos de dominio Unico (nanocuerpos), pepticuerpos, minicuerpos. El término "scFv"
se refiere a un anticuerpo Fv ("fragmento variable") de cadena sencilla en el que los dominios variables de la cadena
pesada y de la cadena ligera de un anticuerpo tradicional de dos cadenas se han unido para formar una cadena.

Un portador farmacéuticamente aceptable puede ser un material, composicién o vehiculo farmacéuticamente
aceptable que esta implicado en el transporte de un compuesto de interés de un tejido, érgano o parte del cuerpo a
otro tejido, 6rgano o parte del cuerpo. Por ejemplo, el portador puede ser una carga, diluyente, excipiente, solvente o
material de encapsulacién liquidos o s6lidos, o una combinacién de los mismos. Cada componente del portador es
"farmacéuticamente aceptable" en el sentido de que debe ser compatible con los demas ingredientes de la formulacion.
También debe ser adecuado para el contacto con cualquier tejido, érgano o parte del cuerpo que pueda encontrar, lo
que significa que no debe conllevar un riesgo de toxicidad, irritacién, respuesta alérgica, inmunogenicidad o cualquier
otra complicacion que supere excesivamente sus beneficios terapéuticos. Las composiciones farmacéuticas descritas
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en la presente pueden administrarse por cualquier via de administraciéon adecuada. Una via de administracion puede
referirse a cualquier via de administracién conocida en la técnica, incluyendo pero no limitadas a, aerosol, enteral,
nasal, oftalmica, oral, parenteral, rectal, transdérmica (por ejemplo, crema o pomada topica, parche) o vaginal. La
administracién "transdérmica" puede realizarse usando una crema o pomada tépica o mediante un parche
transdérmico. "Parenteral" se refiere a una via de administracién que generalmente se asocia con la inyeccion,
incluyendo infraorbital, infusién, intraarterial, intracapsular, intracardiaca, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal,
intrapulmonar, intraespinal, intraesternal, intratecal, intrauterina, intravenosa, subaracnoidea, subcapsular,
subcutanea, transmucosa o transtraqueal. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno puede
administrarse intraoperatoriamente como una administracion local durante una intervencion o reseccion.

El término "trastorno dependiente de la molécula diana" "o "trastorno asociado a la molécula diana" incluye
cualquier trastorno en el que la molécula diana desempefia un papel en el propio trastorno. En algunas realizaciones,
esto denota sobreexpresion de la molécula diana. En algunas realizaciones, los trastornos pueden incluir cualquiera
de los trastornos analizados en la presente. En algunas realizaciones, el trastorno puede ser cualquiera para el que
haya una molécula diana que pueda ser objeto de unién, cuya unién dara como resultado la deteccién y/o tratamiento
del trastorno. Sin limitacién, la molécula diana puede ser CD8, CD3, 5T4, PSMA y/o PSCA, por ejemplo.

Un minicuerpo es un formato de anticuerpo que tiene un peso molecular menor que el anticuerpo de longitud
completa, pero que mantiene la propiedad de union bivalente contra un antigeno. Debido a su menor tamario, la
ausencia del dominio CH2 que se une a los receptores Fc-gamma y FcRN, y la ausencia de glicosilacién, el minicuerpo
tiene una depuracién mas rapida del sistema y una penetracion potencialmente mejorada cuando se dirige al tejido
tumoral. Gracias a la capacidad de focalizacién fuerte combinada con la depuracion rapida, el minicuerpo es ventajoso
para la imagenologia de diagnéstico y la administracion de cargas radiactivas para las que los tiempos de circulacion
prolongados pueden dar como resultado una dosificacion o dosimetria adversas para el paciente. En algunas
realizaciones, también puede ser ventajoso para la administracién de una carga util citotéxica debido a las
caracteristicas mencionadas con anterioridad, como la penetracién en el tumor y una depuracion mas rapida. Un
"minicuerpo”, tal como se describe en la presente, abarca un homodimero, en donde cada monoémero es un fragmento
variable de cadena sencilla (scFv) unido a un dominio Cx3 de IgG humana por una secuencia bisagra. En algunas
realizaciones, un minicuerpo es un homodimero bivalente o biespecifico unido covalentemente de ~80 kDa. En algunas
realizaciones, cada monomero (media molécula) estd compuesto de un dominio variable pesado (Vu) enlazado al
dominio variable ligero (VL) correspondiente por una secuencia conectora rica en Gly-Ser de aproximadamente 15-18
aminoacidos.

En algunas realizaciones, cada fragmento variable de cadena sencilla (scFv) esta enlazado a un dominio Cu3
de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humano por una secuencia bisagra.

En algunas realizaciones, una secuencia bisagra inferior/extensién puede ser una bisagra inferior nativa de
IgG1, 2, 3 0 4, y/o (G3)Sno (G4)Sn (n puede ser cualquier nimero de S; en algunas realizaciones es 1 0 2) y/o ninguna
bisagra inferior y/o cualquier combinacién de aminoacidos (no tienen que ser de G y S). En algunas realizaciones, la
secuencia de bisagra/extension inferior puede comprender GGGSSGGGSG (SEQ ID NO: 59).

En algunas realizaciones, un conector puede ser cualquiera que funcione. En algunas realizaciones, una
secuencia conectora puede incluir un motivo que es (Gs)Sn 0 (G4)Sn (n puede ser cualquier nimero de S; en algunas
realizaciones es 1 0 2). En algunas realizaciones, el conector puede comprender GSTSGGGSGGGSGGGGSS (SEQ
ID NO: 62).

La frase "se une especificamente (o selectivamente)", cuando se usa en el contexto de describir la interaccion
entre un antigeno, por ejemplo, una proteina, a un anticuerpo o agente de union derivado de anticuerpo, se refiere a
una reaccion de unién que es determinante de la presencia del antigeno en una poblacién heterogénea de proteinas
y otros agentes bioldgicos, por ejemplo, en una muestra biolégica, por ejemplo, una muestra de sangre, suero, plasma
o tejido. Asi, en algunas realizaciones, en condiciones de inmunoensayo designadas, los anticuerpos o agentes de
unién con una especificidad de unién particular se unen a un antigeno concreto por lo menos dos veces el fondo y no
se unen sustancialmente en una cantidad significativa a otros antigenos presentes en la muestra. La unién especifica
a un anticuerpo o agente de unién en tales condiciones puede requerir que el anticuerpo o agente haya sido
seleccionado por su especificidad para una proteina en particular. Para seleccionar anticuerpos especificamente
inmunorreactivos con una proteina particular pueden usarse una variedad de formatos de inmunoensayo. Por ejemplo,
los inmunoensayos ELISA en fase sélida se usan habitualmente para seleccionar anticuerpos especificamente
inmunorreactivos con una proteina (véase, por ejemplo, Harlow, E. & Lane D., "Using Antibodies, A Laboratory
Manual," Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1998, para una descripcion de los formatos y condiciones de
inmunoensayo que pueden usarse para determinar la inmunorreactividad especifica). Tipicamente, una reaccion de
unién especifica o selectiva producird una sefial por lo menos dos veces superior a la sefial de fondo y, mas
tipicamente, por lo menos de 10 a 100 veces superior al fondo.

El término "constante de disociacién de equilibrio (Kp, M)" se refiere a la constante de velocidad de disociacion
(kq, tiempo™) dividida por la constante de velocidad de asociacion (ka, tiempo™ M), Las constantes de disociaciéon de
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equilibrio pueden medirse usando cualquier método conocido en la técnica. Los anticuerpos de la presente invencion
tendran generalmente una constante de disociacién de equilibrio de menos de aproximadamente 107 o 108 M, por
ejemplo, menos de aproximadamente 10°Mo 1071 M, en algunas realizaciones, menos de aproximadamente 101 M,
1012M, 0 10° M.

El término "aislado", cuando se aplica a un acido nucleico o proteina, denota que el acido nucleico o proteina
esta esencialmente libre de otros componentes celulares con los que esta asociado en estado natural. En algunas
realizaciones, puede estar en una solucién seca o acuosa. La pureza y la homogeneidad pueden determinarse usando
técnicas de quimica analitica como la electroforesis en gel de poliacrilamida o la cromatografia liquida de alta
resolucion. Una proteina que es la especie predominante presente en una preparacién estd sustancialmente
purificada. En particular, un gen aislado se separa de los marcos de lectura abiertos que flanquean el gen y codifican
una proteina distinta del gen de interés. El término "purificado" denota que un acido nucleico o proteina da lugar
esencialmente a una banda en un gel electroforético. En algunas realizaciones, esto puede denotar que el acido
nucleico o la proteina tiene por lo menos un 85% de pureza, mas preferiblemente por lo menos un 95% de pureza, y
mas preferiblemente por lo menos un 99% de pureza de moléculas que estan presentes en condiciones in vivo.

El término "acido nucleico" o "polinucleétido” se refiere a los acidos desoxirribonucleicos (ADN) o a los acidos
ribonucleicos (ARN) y a sus polimeros en forma de cadena sencilla o doble. A menos que se limite especificamente,
el término abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades
de unién similares a las del &cido nucleico de referencia y se metabolizan de manera similar a los nucle6tidos de origen
natural. A menos que se indique lo contrario, una secuencia particular de acido nucleico también abarca implicitamente
variantes modificadas de manera conservadora de la misma (por ejemplo, sustituciones degeneradas de codones),
alelos, ortélogos, SNP y secuencias complementarias, asi como la secuencia explicitamente indicada.
Especificamente, las sustituciones degeneradas de codones pueden lograrse generando secuencias en las que la
tercera posicion de uno o mas codones seleccionados (o todos) se sustituye por residuos de base mixta y/o
desoxiinosina (Batzer, M. A. et al., "Enhanced evolutionary PCR using oligonucleotides with inosine at the 3'-terminus,"
Nucleic Acid Res., Vol. 19, No. 18, pags. 5081, 1991; Ohtsuka, E. et al, "An alternative approach to
deoxyoligonucleotides as hybridization probes by insertion of deoxyinosine at ambiguous codon positions," J. Biol.
Chem., Vol. 260, N® 5, pags. 2605-2608, 1985; Rossolini, G. M. et al., "Use of deoxyinosine-containing primers vs
degenerate primers for polymerase chain reaction based on ambiguous sequence information," Mol. Cell. Probes, Vol.
8, N2 2, pags. 91-98, 1994).

Los términos "polipéptido", "péptido" y "proteina" se usan indistintamente en la presente para referirse a un
polimero de residuos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas
residuos de aminoacidos son un mimético quimico artificial de un aminoacido de origen natural correspondiente, asi
como a polimeros de aminoacidos de origen natural y a polimeros de aminoacidos de origen no natural.

El término "aminoacido" se refiere a aminoacidos de origen natural y sintéticos, asi como a andalogos de
aminoacidos y miméticos de aminoacidos que funcionan de manera similar a los aminoacidos de origen natural. Los
aminoacidos de origen natural son los codificados por el codigo genético, asi como los aminoacidos que se modifican
con posterioridad, por ejemplo, la hidroxiprolina, el gamma-carboxiglutamato y la O-fosfoserina. Los analogos de
aminoacidos se refieren a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido de origen
natural, por ejemplo, un carbono alfa unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por
ejemplo, homoserina, norleucina, metionina sulféxido, metionina metilsulfonio. Tales analogos tienen grupos R
modificados (por ejemplo, norleucina) o estructuras principales peptidicas modificados, pero conservan la misma
estructura quimica basica que un aminoacido de origen natural. Los aminoacidos miméticos son compuestos quimicos
que tienen una estructura diferente de la estructura quimica general de un aminoacido, pero que funcionan de manera
similar a un aminoacido de origen natural.

El término "variantes modificadas de manera conservadora” se aplica tanto a las secuencias de aminoacidos
como a las de acidos nucleicos. Con respecto a secuencias particulares de acidos nucleicos, variantes modificadas
de manera conservadora se refiere a aquellos acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o
esencialmente idénticas, o cuando el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracion del cédigo genético, un gran numero de acidos nucleicos
funcionalmente idénticos codifican cualquier proteina dad. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican
todos el aminoacido alanina. Asi, en cada posicién en la que un codén especifica una alanina, el codén puede alterarse
a cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Tales variaciones de acido
nucleico son "variaciones silenciosas", que son una especie de variaciones modificadas de manera conservadora.
Cada secuencia de acido nucleico de la presente que codifica un polipéptido también describe cada posible variacién
silenciosa del acido nucleico. Un experto de reconocera que cada codén en un acido nucleico (excepto AUG, que es
normalmente el Gnico codén para metionina, y TGG, que es normalmente el Unico codén para triptéfano) puede
modificarse para proporcionar una molécula funcionalmente idéntica. Por consiguiente, en cada secuencia descrita
esté implicita cada variacién silenciosa de un acido nucleico que codifica un polipéptido.

En cuanto a las secuencias de aminoacidos, un experto reconocera que las sustituciones, deleciones o
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adiciones individuales a una secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina que altere, afiada o suprima
un Unico aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos en la secuencia codificada es una "variante de manera
conservadora modificada" en donde la alteracién da como resultado la sustitucion de un aminoacido por un aminoacido
quimicamente similar. Las tablas de sustitucién conservadora que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares
son bien conocidas en la técnica. Tales variantes modificadas de manera conservadora se afiaden a y no excluyen
las variantes polimoérficas, homoélogas entre especies y alelos de la invencion,.

Cada uno de los ocho grupos siguientes contiene aminoacidos que son sustituciones conservadoras entre si:
1} Alanina (A), Glicina (G); 2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina
(R), Lisina (K); 5) Isoleucina (I}, Leucina (L}, Metionina (M), Valina (V); 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y}, Triptéfano (W);
7) Serina (S), Treonina (T); y 8) Cisteina (C), Metionina (M) (véase, por ejemplo, Creighton, T. E., "Proteinas -
Estructuras y propiedades moleculares", W. H. Freeman & Co. Ltd., 1984).

El término "porcentaje de identidad de secuencia" puede determinarse comparando dos secuencias alineadas
optimamente sobre una ventana de comparacién, en donde la parte de la secuencia de polinucleétidos en la ventana
de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) en comparacion con la secuencia de
referencia (por ejemplo, un polipéptido de la invencién), que no comprende adiciones ni deleciones, para el
alineamiento éptimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que
aparece la misma base de acido nucleico o residuo de aminoacido en ambas secuencias para obtener el nimero de
posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la
ventana de comparacién y multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia.

Los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad", en el contexto de dos o mas secuencias de acidos
nucleicos o polipeptidicas, se refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son las mismas secuencias. Dos
secuencias son "sustancialmente idénticas" si dos secuencias tienen un porcentaje especificado de residuos de
aminoacidos o nucleétidos que son iguales (por ejemplo, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de
identidad de secuencia sobre una regién especificada, o, cuando no se especifica, sobre toda la secuencia de una
secuencia de referencia), cuando se comparan y alinean para una correspondencia maxima sobre una ventana de
comparacién, o regiéon designada como medida usando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de
secuencias o por alineamiento manual e inspeccion visual. Algunas realizaciones proporcionadas en la presente
proporcionan polipéptidos o polinucleétidos que son sustancialmente idénticos a los polipéptidos o polinucleétidos,
respectivamente, ejemplificados en la presente (por ejemplo, cualquiera o mas de las regiones variables ejemplificadas
en cualquiera de las Tablas 0.1, 0.2, 1, 2, 0 3y las FIGS. 5B-5E, 7C, 7D, 14B, 15B, 16B-16D, 20C-20G, 21B-21E,
22B, 28B-28E, 29B-29D, 32, 33, 35A-35C, 36A-36E, 40-69, 79, 80 y una o mas de las secuencias de acido nucleico
ejemplificadas en una cualquiera de las FIGS. 7E, 34A-34F, 41-46, 48-53, 55-59, 61-64, 65A, 65B y 65C).
Opcionalmente, la identidad existe sobre una regién que tiene por lo menos aproximadamente 15, 25 o 50 nucleétidos
de longitud, o mas preferiblemente sobre una region que tiene de 100 a 500 o 1000 o mas nucleétidos de longitud, o
sobre toda la longitud de la secuencia de referencia. Con respecto a las secuencias de aminoacidos, puede existir
identidad o identidad sustancial en una regién que tenga por lo menos 5, 10, 15 o 20 aminoacidos de longitud,
opcionalmente por lo menos aproximadamente 25, 30, 35, 40, 50, 75 o 100 aminoéacidos de longitud, opcionalmente
por lo menos aproximadamente 150, 200 o 250 aminoacidos de longitud, o en toda la longitud de la secuencia de
referencia. Con respecto a secuencias de aminoacidos mas cortas, por ejemplo, secuencias de aminoacidos de 20 o
menos aminoacidos, en algunas realizaciones, hay identidad sustancial cuando uno o dos residuos de aminoacidos
se sustituyen de manera conservadora, de acuerdo con las sustituciones conservadoras definidas en la presente.

En algunas realizaciones, el porcentaje de identidad es sobre las regiones bisagra indicadas en la presente
(la regién bisagra y/o sus subpartes de regiones bisagra superior, central e inferior). En tales situaciones, el porcentaje
de identidad de la region bisagra o su subparte puede identificarse por separado del resto de la secuencia de proteina
0 acido nucleico. Asi, dos regiones bisagra (o regiones superior, central y/o inferior) pueden tener un porcentaje
especificado de residuos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales (por ejemplo, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia sobre una regién especificada, o, cuando no se especifica,
sobre toda la secuencia de una secuencia de referencia), a la vez que se permite que el resto de la proteina sea un
100% idéntica a la proteina de comparacion, o a la vez que se permite que el resto de la proteina tenga también una
variacién de un porcentaje especificado de identidad.

Para la comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actia como secuencia de referencia, con la
que se comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencias, las
secuencias de prueba y de referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de la
subsecuencia, si es necesario, y se designan los parametros del programa del algoritmo de secuencia. Pueden usarse
los parametros predeterminados del programa o designarse parametros alternativos. A continuacion, el algoritmo de
comparacién de secuencias calcula el porcentaje de identidades de secuencia de las secuencias de prueba con
respecto a la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa.

Una "ventana de comparacion”, como se usa en la presente, incluye referencia a un segmento de cualquier
nimero de posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste de 20 a 600, habitualmente de
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aproximadamente 50 a aproximadamente 200, mas habitualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150
en el que una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones
contiguas después de que las dos secuencias se hayan alineado 6ptimamente. Los métodos de alineamiento de
secuencias para su comparacién son bien conocidos en la técnica. El alineamiento 6ptimo de secuencias para
comparacién puede realizarse, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1970)
Adv. Appl. Math. 2:482¢, mediante el algoritmo de alineamiento por homologia de Needleman, S. B. et al., "A general
method applicable to the search for similarities in the amino acid sequence of two proteins," J. Mol. Biol., Vol. 48, N® 3,
pags. 443-453, 1970, mediante el método de busqueda de similitudes de Pearson, W. R. et al., "Improved tools for
biological sequence comparison," Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., Vol. 85, N? 8, pags. 2444-2448, 1988, mediante
implementaciones informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics
Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), 0 mediante alineamiento manual e
inspeccion visual (véase, por ejemplo, Ausubel, F. M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, Supplement, 1995).

Dos ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y
la similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul, S. F. et al., "Gapped
BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs," Nucleic Acids Res., Vol. 25, N® 17,
pags. 3389-3402, 1977, y Altschul, S. F. et al., "Basic local alignment search tool," J. Mol. Biol., Vol. 215, N? 3, pags.
403-410, 1990, respectivamente. El software para realizar andlisis BLAST esta disponible publicamente a través del
National Center for Biotechnology Information. Este algoritmo implica identificar en primer lugar pares de secuencias
de alta puntuacion (HSP), identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, o que coincidan o
que satisfagan algun umbral de puntuacién de valor positivo T cuando se alinean con una palabra de la misma longitud
en una secuencia de la base de datos. T se denomina umbral de puntuacién de la palabra colindante (Altschul, S. F.
et al., supra). Estos resultados iniciales de palabras colindantes actian como semillas para iniciar la busqueda de HSP
mas largas que las contengan. Las palabras coincidentes se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada
secuencia hasta donde pueda aumentar la puntuacién acumulada del alineamiento. Las puntuaciones acumuladas se
calculan usando, para las secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuacién de recompensa para un par de
residuos coincidentes; siempre >0) y N (puntuacion de penalizacién para residuos no coincidentes; siempre <0). Para
las secuencias de aminoacidos, se usa una matriz de puntuacién para calcular la puntuacién acumulada. La extensién
de las palabras coincidentes en cada direccion se detiene cuando: la puntuaciéon acumulada del alineamiento cae en
la cantidad X desde su valor maximo alcanzado; la puntuacién acumulada llega a cero o menos, debido a la
acumulacion de una o mas alineaciones de residuos con puntuacién negativa; o se alcanza el final de cualquiera de
las secuencias. Los parametros W, T y X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y la velocidad del
alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa por defecto una longitud de palabra (W) de
11, una esperanza (E) o 10, M=5, N=-4 y una comparacién de ambas cadenas. Para las secuencias de aminoacidos,
el programa BLASTP usa por defecto una longitud de palabra de 3, y una esperanza (E) de 10, y la matriz de
puntuacién BLOSUMB62 (véase, Henikoff, S. et al., "Amino acid substitution matrices from protein blocks," Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., Vol. 89, N2 22, pags. 10915-10919, 1992) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-
4, y una comparacién de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por
ejemplo, Karlin, S. et al., "Applications and statistics for multiple high-scoring segments in molecular sequences," Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A., Vol. 90, N® 12, pags. 5873-5787, 1993). Una medida de la similitud proporcionada por el
algoritmo BLAST es la probabilidad de la suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad
por la que una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos se produciria por casualidad. Por
ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la suma de probabilidades mas
pequefia en una comparacién del acido nucleico de prueba con el &cido nucleico de referencia es menor de
aproximadamente 0,2, mas preferiblemente menor de aproximadamente 0,01, y mas preferiblemente menor de
aproximadamente 0,001.

Una indicacion de que dos secuencias de acido nucleico o polipéptidos son sustancialmente idénticos es que
el polipéptido codificado por el primer acido nucleico es inmunologicamente reactivo cruzado con los anticuerpos
creados contra el polipéptido codificado por el segundo acido nucleico, como se describe a continuacién. Asi, en
algunas realizaciones, un polipéptido es tipicamente sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo,
cuando los dos péptidos difieren s6lo por sustituciones conservadoras. Otra indicacion de que dos secuencias de acido
nucleico son sustancialmente idénticas es que las dos moléculas o sus complementos hibridan entre si en condiciones
estrictas, como se describe a continuacién. Otra indicacion de que dos secuencias de acido nucleico son
sustancialmente idénticas es que para amplificar la secuencia pueden usarse los mismos cebadores.

Los términos "sujeto", "paciente” e "individuo" se refieren indistintamente a una entidad que esta siendo
examinada y/o tratada. Esto puede incluir, por ejemplo, un mamifero, por ejemplo, un humano o un mamifero primate
no humano. El mamifero también puede ser un mamifero de laboratorio, por ejemplo, ratén, rata, conejo, hamster. En
algunas realizaciones, el mamifero puede ser un mamifero agricola (por ejemplo, equino, ovino, bovino, porcino,
camélido) o doméstico (por ejemplo, canino, felino).

El término "coadministrar” se refiere a la administracién de dos agentes activos en la sangre de un individuo
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0 en una muestra a analizar. Los agentes activos que se coadministran pueden administrarse de manera concurrente
0 secuencial.

Constructos de union a antigeno

En la presente se aprecia que las secuencias dentro de la region bisagra pueden ser de especial relevancia
para varios constructos de unién a antigeno. En algunas realizaciones, el valor de la regién bisagra puede ser
especialmente alto, como en una disposicidon minicuerpo. Las secuencias dentro de la bisagra pueden incluir enlaces
disulfuro que son utiles para la funcién de bisagra pero pueden tener resultados variables cuando se alteran. Como se
divulga en la presente, y se muestra en los ejemplos siguientes, en algunas realizaciones, las secuencias de la regién
bisagra pueden configurarse para evitar y/o reducir el reordenamiento indeseable de disulfuro con residuos de cisteina
presentes en otras regiones de la proteina y/o contener un nimero suficiente de pares de cisteina para mantener la
integridad del dimero in vivo, evitar la formacién de concatémeros y/o permitir la conjugacion especifica del sitio a una
de las cisteinas emparejadas.

En algunas realizaciones, la estabilidad de un dimero de minicuerpo in vivo puede atribuirse a la asociacién
natural de Van-der-Waals entre los dominios Cr3, la formacién de enlaces disulfuro dentro de las regiones bisagra y/o
las interacciones entre Vny VL. Hasta la fecha, la mayoria de los minicuerpos se han manipulado usando las regiones
bisagra superior y central de la IgG1 humana con una secuencia de extension unida al dominio Ch3 de la IgG1 humana.
Ademas de las variables mencionadas anteriormente, en la presente se proporcionan y caracterizan ambas
orientaciones de un minicuerpo (por ejemplo, variantes scFv V.-VL (M1) y Vu-VL (M2)), ya que la orientacién de los
constructos también puede alterar sus caracteristicas (como se muestra en los ejemplos siguientes).

Algunas bisagras anteriores (por ejemplo, hulgG1 bisagra-extensién o y1 EH1)} han incluido una hulgG1
nativa en la bisagra superior (FIG. 2). Esta cisteina en la posicién 245 en el contexto de la IgG1 humana definida por
Kabat e indicada por el primer circulo, crea problemas tanto con la heterogeneidad de la proteina como con la
estabilidad en el formato de minicuerpo basandose en el mapeo de disulfuro por LC/MS, el analisis SDS-PAGE y los
datos de biodistribucién in vivo. Como se muestra en los ejemplos siguientes, en algunas realizaciones, Cys245 puede
mutarse a serina, dando como resultado una bisagra artificial o "bisagra EH2" como se describe en la presente. Asi,
la eliminacion de esta cisteina de una cadena (como se muestra en los ejemplos siguientes), ha dado como resultado
una region bisagra mejorada. En algunas realizaciones, el constructo resultante (que carece de la primera cisteina en
la regién bisagra) no es lo suficientemente fuerte como para mantener la estabilidad del dimero del minicuerpo in vivo
con los dos puentes disulfuro restantes (con respecto a y1 EH/EH2). Por tanto, como se muestra en los ejemplos
siguientes, puede introducirse una tercera o un mayor nimero de cisteinas por cadena (por ejemplo, dentro de la
regién central) para crear un constructo mejorado. En algunas realizaciones, proporcionar una 32 (0 mas) cisteina en
la bisagra (una cisteina adicional sobre la bisagra nativa de IgG1, por cadena) aumenta la unién disulfuro e incrementa
la estabilidad de la proteina. En algunas realizaciones, la estabilidad afiadida proporcionada por el aumento de los
enlaces disulfuro en la regién bisagra permite la conjugacion especifica del sitio a una 0 mas de una de las cisteinas
con mantenimiento del dimero intacto. En algunas realizaciones, los minicuerpos hulgG2 de 1AB2M, 20M, 1M e
IAB22M incluyen la secuencia de bisagra/extensién de IgG2 humana (hulgG2) unida al dominio Ch3 de hulgG2. Por
tanto, en algunas realizaciones, el dominio Cu3 puede ser un dominio Cn3 de hulgG2. En algunas realizaciones, puede
emplearse cualquier opcion para crear un enlace covalente entre las dos cadenas del péptido en lugar de cisteinas
para formar un enlace disulfuro.

En la presente solicitud, cuando se hace referencia a la introduccién de una cisteina (a menos que se indique
lo contrario), denota la introduccién de una cisteina por cadena de la bisagra (que comprende dos cadenas). Por tanto,
3, 4, 5, 0 6 cisteinas dentro de una cadena significaran 6, 8, 10, o 12 cisteinas dentro de una bisagra,y 3, 4,5, 06
posibles enlaces disulfuro presentes (por supuesto, a menos que se indique, el nimero de enlaces disulfuro puede
ser diferente, ya que algunos podrian usarse para marcadores y otros usos).

En algunas realizaciones, la bisagra/extensién de 1gG2 - y2 EH1 - dio como resultado un aumento de la
agregacion, donde la primera cisteina reactiva de la bisagra fue responsable de la formacién de concatameros en el
formato IAB2M-y2 EH1. En tales realizaciones, puede emplearse la bisagra superior nativa de hulgG2.

A continuacion, se consideraron los aspectos anteriores para desarrollar una segunda configuracién de
algunas de las realizaciones de un constructo de bisagra. En esta segunda configuracién, la primera cisteina de bisagra
(la que se empareja con la cadena ligera kappa en un anticuerpo nativo) se muté a serina dando como resultado IgG2
EH2 (y2 EH2). Esta constructo se expresaba bien y tenia una buena estabilidad in vivo, tenia los 3 enlaces disulfuro
formados correctamente como muestra el analisis de masas intactas, y tenia estabilidad demostrada con los
constructos IAB2M y I1AB22M (como se muestra en los ejemplos siguientes). Por tanto, en algunas realizaciones se
proporciona en la presente una bisagra artificial o0 modificada de 1gG2, en la que se ha alterado la primera cisteina y
que proporciona un constructo de minicuerpo mejorado.

Como se demuestra en los ejemplos siguientes, los resultados mostraron que era ventajoso mutar la primera
cisteina de bisagra de las bisagras |gG1 e IgG2 para evitar el emparejamiento erroneo de cisteinas. Como se
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demuestra en los ejemplos siguientes, los resultados mostraron que era ventajoso tener mas de 2 residuos de cisteina
en la regién central de bisagra por cadena para mantener la integridad estructural de la proteina. Como se demuestra
en los ejemplos siguientes, los resultados mostraron que la bisagra IgG2 proporciona una solucién para aumentar la
estabilidad in vivo. Por tanto, en la presente se proporcionan constructos de unién a antigeno de mayor estabilidad in
vivo, como los minicuerpos.

En algunas realizaciones, puede emplearse una bisagra IgG2. En algunas realizaciones, puede emplearse
una bisagra IgG2 en donde la primera cisteina de la bisagra estd mutada. En algunas realizaciones, la mutacién de la
lisina terminal (K) en los constructos de Mb no afecté a la expresion de la proteina pero generé proteina con carga
mas uniforme.

Como se analiza en los ejemplos, se evaluaron variantes de Mb adicionales basadas en la bisagra superior
de IgG3 y secuencias de bisagra central de IgG1 modificadas en las que habia por lo menos 3 residuos de cisteina en
la regién bisagra central por cadena. Como se indica en los ejemplos siguientes, se evaluaron los constructos IAB2M,
IAB22M e |AB20M para demostrar la universalidad de los resultados en varios constructos con diferentes orientaciones
y diferentes dianas. Los resultados indican que las ventajas descritas en la presente con respecto a las bisagras
divulgadas actualmente estarian disponibles y serian aplicables a todos y cada uno de los constructos de unién a
antigeno y minicuerpos en particular.

En algunas realizaciones, las bisagras pueden ser bisagras peptidicas y/o secuencias de acido nucleico que
codifican para las bisagras peptidicas. Todos los analisis relativos a la forma peptidica de las bisagras proporcionadas
en la presente también designan estructuras y funciones correspondientes para secuencias de acido nucleico que
codifican los péptidos. En algunas realizaciones, las bisagras pueden incorporarse en un constructo de unién a
antigeno, como un anticuerpo, como un minicuerpo. En cualquiera de los constructos de unién a antigeno
proporcionados en la presente puede incorporarse cualquier bisagra o subparte de una bisagra (como una region
bisagra superior, de bisagra central y/o de bisagra inferior), incluyendo, pero no limitadas a las de: Tablas 0.1, 0.2, 1,
2,03y las FIGS. 5B-5E, 7C, 7D, 14B, 15B, 16B-16D, 20C-20G, 21B-21E, 22B, 28B-28E, 29B-29D, 32, 33, 35A-35C,
36A-36E, 40-69, 79, 80 y cualquiera de las secuencias de acido nucleico ejemplificadas en cualquiera de las FIGS.
7E, 34A-34F, 41-46, 48-53, 55-59, 61-64, 65A, 65B, y 65C. En algunas realizaciones, la bisagra puede incluir una o
mas de las secuencias o0 subpartes mostradas en la Tabla 0.1. En algunas realizaciones, cualquiera de las bisagras
inferiores puede entonces conectarse directa o indirectamente a un dominio Cx3.

TABLA 0.1
Variantes de bisagra (FIG. 38)

Bisagra completa Bisagra superior Bisagra central Bisagra inferior

IgG1 humana NH1 EPKSCDKTHT (SEQ | CPPCP (SEQ ID NO: .
(SEQ ID NO: 21) ID NO: 45) 51) APELLGGP (SEQ ID NO: 58)
IgG1 humana EH1 EPKSCDKTHT (SEQ| CPPC (SEQ ID NO: |GGGSSGGGSG (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 22) ID NO: 45) 50) 59)

IgG1 humana NH2 EPKSSDKTHT (SEQ | CPPCP (SEQ ID NO: .
(SEQ ID NO: 23) ID NO: 46) 51) APELLGGP (SEQ ID NO: 58)
IgG1 humana EH2 | EPKSSDKTHT (SEQ | CPPC (SEQ ID NO: |GGGSSGGGSG (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 24) ID NO: 46) 50) 59)

IgG1 humana NH3 EPKSSDKTHT (SEQ | CPPCPPC (SEQ ID .
(SEQ ID NO: 25) ID NO: 46) NO: 52) APELLGGP (SEQ ID NO: 58)
IgG1 humana EH3 | EPKSSDKTHT (SEQ| CPPCPPC (SEQID |GGGSSGGGSG (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 26) ID NO: 46) NO: 52) 59)

IgG1 humana NH4 EPKSSDKTHT (SEQ | CPPCVECPPC (SEQ .
(SEQ ID NO: 27) ID NO: 46) ID NO: 53) APELLGGP (SEQ ID NO: 58)
IgG1 humana EH4 | EPKSSDKTHT (SEQ | CPPCVECPPC (SEQ | GGGSSGGGSG (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 28) ID NO: 46) ID NO: 53) 59)

IgG1 humana NH5 EPKSSDKTHT (SEQ | CPPCPPCPPC (SEQ .
(SEQ ID NO: 29) ID NO: 46) ID NO: 54) APELLGGP (SEQ ID NO: 58)
IgG1 humana EH5 | EPKSSDKTHT (SEQ | CPPCPPCPPC (SEQ | GGGSSGGGSG (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 30) ID NO: 46) ID NO: 54) 59)

IgG2 humana NH1 ERK (SEQ ID NO: | CCVECPPCP (SEQ ID .
(SEQ ID NO: 31) 47) NO: 55) APPVAGP (SEQ ID NO: 60)
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(continuacion)

Variantes de bisagra (FIG. 38)
Bisagra completa Bisagra superior Bisagra central Bisagra inferior
lgG2 humana EH1 ERK (SEQ ID NO: | CCVECPPCP (SEQ ID | GGGSSGGGSG (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 32) 47) NO: 55) 59)
[gG2 humana NH2 ERK (SEQ ID NO: | SCVECPPCP (SEQ ID .
(SEQ ID NO: 33) 47) NO: 56) APPVAGP (SEQ ID NO: 60)
[gG2 humana EH2 ERK (SEQ ID NO: | SCVECPPCP (SEQ ID | GGGSSGGGSG (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 34) 47) NO: 56) 59)
lgG3/IgG1 EH6 (SEQ ELKTPLGDTTHT CVECPPC (SEQID |GGGSSGGGSG (SEQ ID NO:
ID NO: 35) (SEQ ID NO: 48) NO: 57) 59)
lgG3/IgG1 EH7 (SEQ ELKTPLGDTTHT CPPCPPC (SEQ ID |GGGSSGGGSG (SEQ ID NO:
ID NO: 36) (SEQ ID NO: 48) NO: 52) 59)
lgG3/IgG1 EH8 (SEQ ELKTPLGDTTHT CPPCPPCPPC (SEQ |GGGSSGGGSG (SEQ ID NO:
ID NO: 37) (SEQ ID NO: 48) ID NO: 54) 59)
lgG4 NH (SEQ ID NO: | ESKYGPP (SEQ ID | CPPCP (SEQ ID NO: )
38) NO: 49) 51) APEFLGGP (SEQ ID NO: 61)
lgG4 EH (SEQ ID NO: | ESKYGPP (SEQ ID | CPPCP (SEQ ID NO: |GGGSSGGGSG (SEQ ID NO:
39) NO: 49) 51) 59)

En algunas realizaciones, la bisagra comprende, consiste 0 consiste esencialmente en cualquiera de las
secuencias de la Tabla 0.1 anterior. En algunas realizaciones, la bisagra consiste en cada una de las regiones bisagra
superior, central e inferior designadas en la Tabla 0.1. En algunas realizaciones, cualquiera de las subpartes anteriores
(como la bisagra superior, central y/o inferior) también puede proporcionarse como una variante de las mismas. En
algunas realizaciones, las variantes tienen identidad sustancial con las secuencias anteriores. En algunas
realizaciones, las variantes tienen uno, dos o tres aminoacidos de diferencia con respecto a las secuencias sefialadas
anteriormente. En algunas realizaciones, las variantes tienen uno, dos o tres aminoacidos de diferencia con respecto
a las secuencias indicadas anteriormente y las diferencias son diferencias conservadoras.

En algunas realizaciones puede alterarse el motivo CPPC (SEQ ID NO: 50) en la regién central a cualquier
otro motivo efectivo central, siempre y cuando el numero y/o efectividad de los enlaces covalentes presentados en la
tabla anterior sean reemplazados adecuadamente.

En algunas realizaciones, se proporciona una regién bisagra peptidica para un anticuerpo. La region bisagra
puede incluir una regién bisagra superior que no comprende aminoacidos capaces de reticularse con un aminoacido
correspondiente. La regién bisagra de aminoacidos puede incluir ademas una regién bisagra central conectada C-
terminal a la regién bisagra superior. En algunas realizaciones, la regién bisagra central comprende por lo menos tres
cisteinas a cada lado de la bisagra (por tanto, por lo menos seis cisteinas para la estructura ensamblada). En algunas
realizaciones, la region bisagra de aminoacidos comprende ademas una regién bisagra o extension inferior conectada
C-terminal a la region bisagra central. En algunas realizaciones, la regién bisagra inferior o de extensién puede incluir
por lo menos una de: APPVAGP (SEQ ID NO: 60), APELLGGP (SEQ ID NO: 58), o GGGSSGGGSG (SEQ ID NO:
59).

En algunas realizaciones, la region bisagra superior no comprende cisteinas que reticulen dentro de la regién
bisagra superior. En algunas realizaciones, la regiébn bisagra superior no comprende cisteinas. En algunas
realizaciones, la regién bisagra de aminoacidos comprende ademas una regién bisagra inferior. En algunas
realizaciones, estos constructos son constructos de origen no natural.

En algunas realizaciones, se proporciona una regién bisagra de minicuerpo variante. La regién bisagra de
minicuerpo variante comprende una primera posicion de aminoacido alterada. La primera posicion de aminoacido
alterada es un aminoacido que en una bisagra de anticuerpo nativo seria una cisteina, y se ha alterado en la primera
posicion alterada de tal manera que no forme un enlace disulfuro. La regién bisagra de minicuerpo variante incluye
ademas por lo menos tres cisteinas C-terminales a la primera posicién de aminoacido alterada por cadena. En algunas
realizaciones, puede haber 4, 5, 6 0 mas cisteinas C-terminales a la primera posicién de aminoacido alterada por
cadena. En algunas realizaciones, estas cisteinas adicionales estan totalmente contenidas dentro de la region central
de la bisagra (por supuesto, la bisagra central puede modificarse y expandirse mas alla de las secuencias de tipo
salvaje de tal manera que puedan afadirse las cisteinas adicionales). En algunas realizaciones, la region bisagra
consiste en la SEQ ID NO: 1 (Xn1CXn2 Xn3CXnaXnsC). En algunas realizaciones, la SEQ ID NO: 1 es una regién bisagra
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central, y la regién bisagra central consiste esencialmente en la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la region
bisagra central consiste en la SEQ ID NO: 1. En la descripcion indicada anterior, el nimero de cisteinas se refiere al
numero de cisteinas en una Unica regién bisagra de la cadena peptidica. Se entendera que el nimero de cisteinas en
la forma dimérica de la bisagra (en la que las cadenas peptidicas estan reticuladas entre si) sera el doble, ya que las
cisteinas indicadas forman parte cada una de un enlace disulfuro que implica a dos cisteinas.

En algunas realizaciones, los constructos de Mb contienen scFv de unién a antigeno con longitudes de
conector variables que pueden estar en orientacion V.-V o Vu-Vi. Cualquier divulgacion proporcionada en la presente
referente a una orientacion también contempla la orientacion inversa y ambas orientaciones. En algunas realizaciones,
cualquier secuencia de bisagra descrita en la Tabla 0.1 puede afiadirse C-terminal a scFv. En algunas realizaciones,
cualquier dominio Cn3 de anticuerpos IgG1, IgG2, 1gG3 o IgG4 puede afiadirse C-terminal a scFv y bisagras
apropiadas. En algunas realizaciones, para asegurar la unién disulfuro apropiada, la primera cisteina de bisagra
(cisteina que habitualmente se empareja con la cadena ligera en anticuerpos de IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 nativos) se
muta a una serina o alanina u otro aminoacido apropiado para evitar el reordenamiento de disulfuros y/o la
concatemerizacién. En algunas realizaciones, para reducir la presencia o prevenir la formacion de medias moléculas
y asegurar una estabilidad 6ptima in vivo, la regién bisagra puede contener por lo menos 3 enlaces disulfuro, en
algunas realizaciones puede tener mas. En algunas realizaciones, se incluyen por lo menos 3 enlaces disulfuro en la
bisagra situados a distancias adecuadas entre si para evitar la formacién de enlaces disulfuro inadecuados y asegurar
la formacién adecuada de enlaces disulfuro. En algunas realizaciones, se incluyen 3 enlaces disulfuro en la bisagra
situados a distancias apropiadas entre si para la estabilidad de la proteina in vivoy la depuracién a través del higado
en lugar de la depuracién renal. En algunas realizaciones, se proporcionan por lo menos 3 enlaces disulfuro (por
ejemplo, 4 o mas) en la bisagra para permitir el uso de una cisteina como asa, tras la reduccién suave de los disulfuros,
de farmacos, quelantes metalicos, radionucleidos, radioisétopos, conjugacion especifica de un quelante y posterior
union de un radiois6topo al quelante, o colorantes fluorescentes que usan cisteina como sitio de unién. Como puede
apreciar un experto en la técnica, la presencia de un Unico enlace disulfuro indica la presencia de dos cisteinas, una
en cada secuencia peptidica de la bisagra.

En algunas realizaciones, los Mb se construyen para que incluyan cualquiera de los componentes de bisagra
proporcionados en la presente y conserven una afinidad similar (o la misma) para los anticuerpos originales. En
algunas realizaciones, los Mb construidos como se ha descrito anteriormente pueden manipularse para contengan
dos dominios de union a antigeno diferentes.

En algunas realizaciones, pueden obtenerse bisagras superiores para constructos de unién a antigeno
eliminando una primera cisteina en la regién bisagra, como se indica en la Tabla 0.1 anterior y en los ejemplos
siguientes. Por tanto, en algunas realizaciones, puede proporcionarse una region bisagra en la que esta cisteina (que
de otro modo estaria presente en la bisagra natural) se elimina o se altera a otro residuo (por ejemplo, un residuo que
no puede formar un enlace covalente). En algunas realizaciones, este ajuste se hace en un contexto de IgG1 humana,
o cualquier otra regién bisagra que incluya la cisteina en la posicion indicada en la Tabla 0.1 (por ejemplo, y2 EH1
alterada en y2 EH2 (Cys a Ser), y y2 NH1 alterada en y2 NH2 (Cys a Ser)).

En algunas realizaciones, se proporciona una regién bisagra de aminoacidos que comprende una secuencia
de SEQ ID NO: 1 (Xn1CXn2Xn3CXnaXnsC). Xn1 puede ser cualquier aminoacido que no forme un enlace de reticulacién
covalente. En algunas realizaciones, Xn2) es uno cualquierade: A, R, N,D, E, Q, G, H, L L, K, M, F, P, S, T, W, Y, 0
V. Xn3 puede ser cualquier aminoacido. Xn4 €s cualquier aminoacido. Xns es cualquier aminoacido. En algunas
realizaciones, Xn1 comprende una serina o una alanina (SEQ ID NO: 235). En algunas realizaciones, Xn1 comprende
una serina (SEQ ID NO: 210). En algunas realizaciones, Xn1 comprende una alanina (SEQ ID NO: 211). En algunas
realizaciones, Xn1 comprende una T (SEQ ID NO: 236). En algunas realizaciones, la primera cisteina en la SEQ ID
NO: 1 que se altera es una cisteina en un dominio y2. En algunas realizaciones, la regién bisagra de aminoacidos
comprende ademas aminoé&cidos adicionales delante de la SEQ ID NO: 1 (Xn1CXn2Xn3CXnaXnsC).

En algunas realizaciones de Xn1CXn2Xn3CXnaXnsC (SEQ ID NO: 1), Xn1 no forma un enlace de reticulacién
covalente con otro aminoacido (SEQ ID NO: 191). En algunas realizaciones, Xn1 no es una cisteina (SEQ ID NO: 192).
En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 1, Xniesunode: A,R,N,D,E, Q, G, H, L L, K, M,F, P, S, T,W, Y, 0V
(SEQ ID NO: 193). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 1, Xn2es P, V o E (SEQ ID NO: 194). En algunas
realizaciones de la SEQ ID NO: 1, Xnaes P, V o E (SEQ ID NO: 196). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 1,
Xnaes P o V (SEQ ID NO: 197). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 1, Xn2es P o V (SEQ ID NO: 195). En
algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 1, Xnzes P o E (SEQ ID NO: 198). En algunas realizaciones de la SEQ ID
NO: 1, Xnses P o E (SEQ ID NO: 199). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 1, Xnses Po E y Xnses P o E (SEQ
ID NO: 237). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 1, Xn2Xn3 es VE (SEQ ID NO: 201). En algunas realizaciones
de la SEQ ID NO: 1, Xn2Xn3 es PP (SEQ ID NO: 202). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 1, Xn4Xns es VE
(SEQ ID NO: 203). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 1, XnXns es PP (SEQ ID NO: 204). En algunas
realizaciones de la SEQ ID NO: 1, Xn2Xn3 es VE y XnaXnses PP (SEQ ID NO: 205). En algunas realizaciones de la SEQ
ID NO: 1, Xn2Xn3 es VE o PP (SEQ ID NO: 238). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 1, Xn2Xn3es VE (SEQ ID
NO: 239).
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En algunas realizaciones, cualquiera de las regiones bisagra mencionadas anteriormente comprende ademas
una bisagra inferior o secuencia de extension C-terminal a la dltima cisteina en Xn1CXn2Xn3CXnaXnsC (SEQ ID NO: 1).
En algunas realizaciones, puede emplearse cualquier regién bisagra inferior. En algunas realizaciones, cualquiera de
las regiones bisagra mencionadas anteriormente comprende ademas una extensién o secuencia bisagra inferior C-
terminal a la dltima cisteina en Xn1CXn2Xn3CXnaXnsC (SEQ ID NO: 1).

En algunas realizaciones, la regién bisagra de la SEQ ID NO: 1 y/o 2 es una regién bisagra central. En algunas
realizaciones, la bisagra comprende ademas una regién bisagra superior adyacente a la region bisagra central. En
algunas realizaciones, la bisagra comprende ademas una regién bisagra inferior o de extensién adyacente a la regién
bisagra central. En algunas realizaciones, la regién bisagra de aminoacidos comprende ademas una region bisagra
superior adyacente a la region bisagra central.

En algunas realizaciones, la regién bisagra de aminoacidos comprende la siguiente secuencia: SCVECPPCP
(SEQ ID NO: 56). En algunas realizaciones, la regién bisagra de aminoacidos comprende la siguiente secuencia:
ERKSCVECPPCP (SEQ ID NO: 167). En algunas realizaciones, la regién bisagra de aminoacidos comprende la
siguiente secuencia: EPKSSDKTHTCPPCPPC (SEQ ID NO: 168). En algunas realizaciones, la region bisagra de
aminoacidos comprende por lo menos una de las siguientes secuencias: ERKSCVECPPCPGGGSSGGGSG (SEQ ID
NO: 34) o ERKSCVECPPCPAPPVAGP (SEQ ID NO: 33). En algunas realizaciones, la regién bisagra de aminoacidos
comprende por lo menos la TCPPCPPC (SEQ ID NO: 166). En algunas realizaciones, la region bisagra de aminoacidos
comprende por lo menos la EPKSSDKTHTCPPCPPCGGSSGGGSG (SEQ ID NO: 26) o Ia
EPKSSDKTHTCPPCPPCAPELLGGP (SEQ ID NO: 25).

En algunas realizaciones, pueden proporcionarse bisagras superiores eliminando la cisteina bisagra que es
responsable de enlazar las cadenas pesada y ligera de IgG1, IgG2, 1gG3 e IgG4 respectivamente, como se muestra
enla Tabla 0.1y 3 (por ejemplo, de y1 EH1 a y1 EH2). Ademas, en algunas realizaciones, el uso de una region central
con por lo menos tres cisteinas (por ejemplo, y1 EH3, y1 EH4 y y1 EH5) por cadena puede dar como resultado un
constructo superior. En algunas realizaciones, puede proporcionarse una bisagra eliminando una cisteina de una
regién bisagra superior, como se muestra en las tablas 0.1 y 3 (por ejemplo, y1 EH1 a y1 EH2).

En algunas realizaciones, tales constructos pueden describirse como una region bisagra de aminoacidos que
comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 2 (Xn1Xn2Xn3XnaXns XneCXn7XnsCXnaXn10C), en donde Xn1 es cualquier
aminoacido que no forma un enlace de reticulacién covalente con otro aminoacido, en donde Xn2 es cualquier
aminoacido, en donde Xn3 es cualquier aminoacido, en donde Xnses cualquier aminoacido, en donde Xns es cualquier
aminoacido, en donde Xns €s cualquier aminoacido, en donde Xn7 es cualquier aminoacido, en donde Xng €s cualquier
aminoacido, en donde Xng es cualquier aminodacido, y en donde Xnio €s cualquier aminoacido (SEQ ID NO: 240).

En algunas realizaciones, tales constructos pueden describirse como una region bisagra de aminoacidos que
comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 2 (Xn1Xn2Xn3XnaXns XneCXn7XnsCXneXn10C), en donde Xa1 puede ser
cualquier aminoacido, en donde Xn2 puede ser cualquier aminoacido, en donde Xn3 puede ser cualquier aminoacido,
en donde Xn4 puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser
cualquier aminoacido distinto de una cisteina, en donde Xn7 puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser
cualquier aminoacido, en donde Xne puede ser cualquier aminoacido, y en donde Xn1o puede ser cualquier aminoacido
(SEQ ID NO: 241).

En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 2, Xn1 no es una cisteina (SEQ ID NO: 213). En algunas
realizaciones de la SEQ ID NO: 2, Xn1 es una serina o alanina (SEQ ID NO: 242). En algunas realizaciones de la SEQ
ID NO: 2, Xn2 no es una cisteina (SEQ ID NO: 214). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 2, Xn2 es una D (SEQ
ID NO: 215). En algunas realizaciones, Xn3 es una K (SEQ ID NO: 216). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO:
2, Xnees una T (SEQ ID NO: 217). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 2, Xnses un H (SEQ ID NO: 218). En
algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 2, Xns es una T (SEQ ID NO: 219). En algunas realizaciones de la SEQ ID
NO: 2, Xn7 es una P o una V (SEQ ID NO: 220). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 2, Xnses una P ouna E
(SEQ ID NO: 221). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 2, Xnges una P o una V (SEQ ID NO: 222). En algunas
realizaciones de la SEQ ID NO: 2, Xnioes una P o una E (SEQ ID NO: 223). En algunas realizaciones de la SEQ ID
NO: 2, Xnees una D, Xnses una K, Xnaes una T, Xnses una H, Xnses una T, Xn7es una P o una V, Xnges una P o una
E, y Xnees una P ouna V (SEQ ID NO: 243).

En algunas realizaciones, la regién bisagra de aminoacidos comprende ademas una secuencia Xn11Xn12C. En
algunas realizaciones, esto puede estar inmediatamente unido a la cisteina C-terminal en la SEQ ID NO: 1 (SEQ ID
NO: 244) o la SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 245). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 2, Xn11 puede ser cualquier
aminoacido, y Xn12 puede ser cualquier aminoacido (SEQ ID NO: 245). En algunas realizaciones de la SEQ ID NO: 2,
Xni1esuna P ounaV,yendonde Xni2es una P o una E (SEQ ID NO: 246). En algunas realizaciones de la SEQ ID
NQ: 2, Xn1 es una serina, Xn2es una D, Xnzes una K, Xnsesuna T, Xnses una H, Xnses una T, Xn7es una P, Xng es una
P, Xnges una P, y Xn10 es una P (SEQ ID NO: 247).

En algunas realizaciones, cualquiera de las secuencias bisagra puede estar precedida por cualquier nimero
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de aminoacidos iniciales. Por tanto, a la molécula se le pueden afiadir conectores o espaciadores adicionales de
aminoacidos antes de la secuencia indicada (como SEQ ID NO: 1 y/o NO: 2). En algunas realizaciones, cualquiera de
las secuencias bisagra puede ir seguida de cualquier nimero de aminoacidos adicionales. Por tanto, a la molécula se
le pueden afiadir conectores o espaciadores de aminoacidos adicionales después de la secuencia indicada (como
SEQ ID NO: 1 y/o NO: 2).

En algunas realizaciones, la region bisagra comprende por lo menos una de las siguientes secuencias:
CPPCPPC (SEQ ID NO: 52), CPPCVECPPC (SEQ ID NO: 53), o CPPCPPCPPC (SEQ ID NO: 54). En algunas
realizaciones, la regiébn bisagra comprende por lo menos una de las siguientes secuencias:
ERKSCVECPPCPGGGSSGGGSG (SEQ ID NO: 34), EPKSSDKTHTCPPCPPC (SEQ ID NO: 168),
EPKSSDKTHTCPPCVECPPC (SEQ ID NO: 169), o0 EPKSSDKTHTCPPCPPCPPC (SEQ ID NO: 170). En algunas
realizaciones, la regiébn bisagra comprende por lo menos una de las siguientes secuencias:
EPKSSDKTHTCPPCPPCGGSSGGGSG (SEQ ID NO: 26), EPKSSDKTHTCPPCVECPPCGGGSSGGSG (SEQ ID
NO: 28), 0 EPKSSDKTHTCPPCPPCPPCGGGSSGGSG (SEQ ID NO: 30).

En algunas realizaciones, la regién/secuencia de bisagra inferior puede ser una secuencia de extensién (por
ejemplo, 8-25 aminoéacidos, como 8-20, 10-25, 10-22, 12-20, 14-16, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, o 25 aminoacidos). En la Tabla 0.1 y la Tabla 3 se muestran ejemplos de la bisagra inferior. En algunas
realizaciones, la bisagra inferior puede ser una bisagra inferior nativa de y1, y2, y3 o y4. En algunas realizaciones, se
puede tener una secuencia de bisagra nativa y afiadir uno o0 mas aminoacidos espaciadores (por ejemplo, 1,2, 3,40
mas aminoacidos, como G o S).

En algunas realizaciones, una region bisagra de aminoacidos comprende una secuencia bisagra central de
por lo menos una de: CVECPPCP (SEQ ID NO: 57), CPPCPPC (SEQ ID NO: 52), CPPCPPCPPC (SEQ ID NO: 54),
o CPPCVECPPC (SEQ ID NO: 53) enlazada a una secuencia bisagra superior de ELKTPLGDTTHT (SEQ ID NO: 48)
0 EPKSSDKTHT (SEQ ID NO: 46).

En algunas realizaciones, cualquiera de las realizaciones descritas en la presente puede ser modificada o
suplementada por una o mas de las siguientes opciones.

En algunas realizaciones, la regién bisagra comprende por lo menos tres cisteinas (en cada cadena, para un
total de por lo menos 6 cisteinas entre las dos cadenas en el constructo de bisagra dimérica). En algunas realizaciones,
la region bisagra comprende por lo menos cuatro cisteinas (en cada cadena). En algunas realizaciones, la regién
bisagra comprende por lo menos cinco cisteinas (en cada cadena). En algunas realizaciones, hay 6, 7, 8, 9, 10 o mas
cisteinas (en cada cadena). En algunas realizaciones, la regién bisagra en su conjunto tiene el nimero de cisteinas
indicado anteriormente (en cada cadena y/o en el constructo dimérico). En algunas realizaciones, estan presentes en
la regién central de la bisagra todas las cisteinas indicadas. En algunas realizaciones, en la regién bisagra central
estan presentes todas las cisteinas indicadas y no hay cisteinas adicionales en la regién bisagra superior y/o en la
region bisagra inferior. En algunas realizaciones, las cisteinas se distribuyen por toda la regién bisagra de aminoacidos
en un motivo "CXX" repetitivo (como CXXCXXCXX (SEQ ID NO: 171) o CXXCXX (SEQ ID NO: 172), o
CXXCXXCXXCXX (SEQ ID NO: 173). En algunas realizaciones, las cisteinas se distribuyen a lo largo de la region
bisagra central en un motivo CXX repetitivo. En algunas realizaciones, el motivo se repite 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 100
mas veces. En algunas realizaciones, cada X puede seruna P, V o E (SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID
NO: 173). En algunas realizaciones, X no es una cisteina (SEQ ID NO: 248, SEQ ID NO: 249, SEQ ID NO: 250).

En algunas realizaciones, la regién bisagra central comprende por lo menos tres cisteinas por cadena que
forman por lo menos tres enlaces disulfuro dentro de la regién bisagra central. En algunas realizaciones, los
constructos se expresan mucho mejor en células de mamifero y dan titulos mas altos, asi como una menor agregacién
y un producto mas uniforme. En algunas realizaciones, cada una de las cisteinas presentes en la regién bisagra central
puede formar un enlace disulfuro con una cisteina correspondiente en su cadena emparejada en la bisagra. En algunas
realizaciones, el enlace disulfuro se produce entre las cisteinas correspondientes de dos cadenas proteicas separadas,
cada una siendo una region bisagra. En algunas realizaciones, se forman por lo menos 3 enlaces disulfuro, por
ejemplo, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10 o méas. En algunas realizaciones, pueden formarse por lo menos 3 enlaces disulfuro, por
ejemplo, pueden formarse 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas enlaces disulfuro al mismo tiempo dentro de la estructura.

En algunas realizaciones, el primer residuo de la region bisagra central es una serina. En algunas
realizaciones, la regién bisagra central comprende SCVECPPCP (SEQ ID NO: 56).

En algunas realizaciones, el dominio Cn3 para cualquier constructo puede ser de y1, y2, 0 y3 y cualquier alelo

de origen natural de los mismos. Como se usa en la presente "y" es una abreviatura de gamma.

En algunas realizaciones, la extensién o regién bisagra inferior comprende por lo menos unade S, G, A, P, o
V. En algunas realizaciones, la secuencia de extension comprende por lo menos GGGSSGGGSG (SEQ ID NO: 59).
En algunas realizaciones, la extensién o regioén bisagra inferior comprende por lo menos APPVAGP (SEQ ID NO: 60).
En algunas realizaciones, la region bisagra inferior comprende por lo menos uno de: GGGSSGGGSG (SEQ ID NO:
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59) o APPVAGP (SEQ ID NO: 60). En algunas realizaciones, la secuencia de bisagra inferior puede ser un conector
GS, una secuencia de extension y/o cualquier regioén bisagra inferior nativa de y1, y2, y3 y v4.

Propiedades

En algunas realizaciones, las bisagras proporcionadas en la presente pueden permitir que se forme y/o esté
presente un porcentaje menor de la media molécula en cualquier minicuerpo u otra composicion de constructo de
unién a antigeno. Por ejemplo, menos del 7% de la composicién puede ser la media molécula, incluyendo intervalos
como menos del 6, 5, 4, 3, 2, 1, y/o 0,5% de la composicién siendo la media molécula.

En algunas realizaciones, cuando la bisagra esta situada dentro de un minicuerpo, y cuando el minicuerpo se
administra a un sujeto humano, la eliminacién del minicuerpo del sujeto puede producirse a través del higado y/o rifién.
En algunas realizaciones, la depuracién a través del higado es de por lo menos el 10% o mas, por ejemplo del 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 99 o0 100%. En algunas realizaciones, cuando esta situada dentro de un minicuerpo, y
cuando el minicuerpo se administra a un sujeto humano, la depuracién del minicuerpo del sujeto puede producirse
principalmente a través de los rifiones. En algunas realizaciones, se elimina a través del rifién por lo menos 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10 veces 0 mas del anticuerpo.

En algunas realizaciones, hay menos del 30% de agregacién de un minicuerpo en una composicién de
minicuerpo. En algunas realizaciones, hay menos del 20% de agregacion de un minicuerpo en una composicion de
minicuerpo. En algunas realizaciones, hay menos del 10% de agregacion de un minicuerpo en una composicion
minicuerpo. En algunas realizaciones, hay menos del 5% de agregacién de un minicuerpo en una composicion
minicuerpo. En algunas realizaciones, hay menos del 1% de agregacién de un minicuerpo en una composicion
minicuerpo.

Cuando el minicuerpo permanece como un dimero en circulacién in vivo, entonces se predice que la
depuracion de la proteina se producira principalmente a través del higado. Por el contrario, cuando esta presente la
media molécula, entonces su depuracién se producira a través del rifién. Por tanto, en algunas realizaciones, los
aspectos de la depuracién anteriores son una forma de caracterizar la cantidad de media molécula resultante presente
enun sujeto, in vivo, permitiendo determinar si la molécula completa administrada permanece como molécula completa
in vivo, o si se descompone en la media molécula. En algunas realizaciones, la composicion de minicuerpo es una en
la que la depuracién a través del higado es relativamente alta en comparacién con la depuracion a través del rifiéon, y
la captacién tumoral del minicuerpo es relativamente alta. En algunas realizaciones, la proporcién entre rifién e higado
es de menos de 1. En algunas realizaciones, se produce por lo menos un 1% mas de captacién a través del higado
que a través del rifion, por ejemplo, se produce por lo menos un 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas de
captacién a través del higado que a través del rifién. En algunas realizaciones, la captacion del rifién al higado es de
0,9:1, 1:10, 1:100, 1:000, 1:10.000, etc. En algunas realizaciones, los varios constructos de bisagra proporcionados
en la presente tienen una menor depuracién a través de los rifiones que la bisagra EH1 de IgG1.

En algunas realizaciones, la mutacién de la primera cisteina bisagra a serina en la region bisagra de IgG1 (y1
EH2) para evitar la interaccion no deseada con otra cisteina no emparejada generd una proteina con un mejor perfil
in vitro. Sin embargo, la depuracién elevada a través de los rifiones, en comparacién con el higado, puede ser indicativa
de inestabilidad de la proteina y disociacion en medias moléculas in vivo. En algunas realizaciones, se proporcionan
minicuerpos que tienen una bisagra de IgG2 en donde la primera cisteina de la bisagra esta mutada a una serina (y2
EH2 y otras), tienen la propiedad de ser depurada a través del higado segun lo previsto para proteinas de
aproximadamente 80 kDa. Esto indica que la molécula permanece intacta in vivo. En algunas realizaciones, la
molécula permanece intacta durante 48 horas 0 mas.

En algunas realizaciones, el constructo de bisagra proporcionado en la presente tiene menos del 9% de
medias moléculas presentes debido a una primera cisteina de bisagra no emparejada. En algunas realizaciones, una
bisagra IgG2 con una primera cisteina a serina tiene mas del 99% de proteina dimero intacta presente, como aquella
con y2 EH2. En algunas realizaciones, una variante de bisagra y2 da como resultado una menor captacion renal. En
algunas realizaciones, un Mb elaborado con una bisagra hulgG1 (y1 EH1) se depura rapidamente a través del rifién,
dando como resultado un bajo direccionamiento tumoral. En algunas realizaciones, un Mb elaborado con variantes de
bisagra hulgG2, ya sea bisagra extendida (y2 EH2) o bisagra natural (y2 NH1) muestra una mayor estabilidad in vivo
con un alto direccionamiento tumoral y una menor depuracion renal.

En algunas realizaciones, los minicuerpos y1 con bisagra EH2 se ensamblan adecuadamente en moléculas
diméricas intactas, pero la inclusién de so6lo 2 cisteinas produce proteinas con una elevada cantidad de media
molécula. En algunas realizaciones, los minicuerpos y1 con bisagra EH3 se ensamblan adecuadamente en moléculas
diméricas intactas y la adicion de 32 cisteinas por cadena produce una proteina con niveles muy bajos de media
molécula. En algunas realizaciones, el nivel de media molécula es de menos del 15%, por ejemplo de menos del 14,
13,12,11,10,9,8,7, 6, 5, 4, 3, 2, o menos del 1% de media molécula.

En algunas realizaciones, incluso aunque la regién bisagra se haya variado y sea diferente de la descrita en
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el pasado, las CDR, Vu/VLs 0 secuencias de aminoacidos completas de los minicuerpos siguen uniéndose a la
molécula diana con la misma afinidad que un anticuerpo (como un minicuerpo) con la bisagra de estilo anterior. Por
tanto, en algunas realizaciones, la presencia de una bisagra como la proporcionada en la presente no altera ni afecta
negativamente a la afinidad de unién del constructo de unién a antigeno, a la vez que sigue proporcionando una o
mas de las ventajas y/o estructuras proporcionadas en la presente.

En algunas realizaciones, se proporciona un minicuerpo que comprende una secuencia Xn1CXn2Xn3CXnaXnsC
(SEQ ID NO: 3). En algunas realizaciones, la SEQ ID NO: 3 esté situada como la regién bisagra central del minicuerpo.
En algunas realizaciones, Xn1 puede ser cualquier aminoacido o ningun aminodacido, Xn2 puede ser cualquier
aminoacido, Xn3 puede ser cualquier aminoacido, Xns puede ser cualquier aminoacido, y Xas puede ser cualquier
aminoacido. En algunas realizaciones, Xn1 no puede ser una cisteina, Xn2 no puede ser una cisteina, Xn3 no puede ser
una cisteina, Xns N0 puede ser una cisteina, y/o Xns no puede ser una cisteina (SEQ ID NO: 251). En algunas
realizaciones, Xn1 es cualquier aminoacido distinto de una cisteina (SEQ ID NO: 229). En algunas realizaciones, Xn1
es una serina (SEQ ID NO: 230).

En algunas realizaciones, se proporciona un minicuerpo que comprende una secuencia
Xn1CXn2Xn3CXnaXnsCXns (SEQ ID NO: 4). En algunas realizaciones, la SEQ ID NO: 4 esta situada como la regién
bisagra central del minicuerpo. En algunas realizaciones, Xn1 puede ser cualquier aminoacido o ningin aminoacido,
Xn2 puede ser cualquier aminoacido, Xn3 puede ser cualquier aminoacido, Xn4 puede ser cualquier aminodcido, y Xns
puede ser cualquier aminoacido (SEQ ID NO: 252). En algunas realizaciones, Xn1 no puede ser una cisteina, Xn2 no
puede ser una cisteina, Xn3 no puede ser una cisteina, Xna no puede ser una cisteina, y/o Xns no puede ser una cisteina
(SEQ ID NO: 253). En algunas realizaciones, Xn1 €s cualquier aminoacido distinto de una cisteina (SEQ ID NO: 254).
En algunas realizaciones, Xn1 es una serina (SEQ ID NO: 255). En algunas realizaciones, Xns puede ser cualquier
aminoacido, ningun aminoéacido o P (SEQ ID NO: 256).

En algunas realizaciones, cualquiera de las regiones bisagra de aminoacidos o bisagras completas
proporcionadas en la presente esta dentro de un anticuerpo. En algunas realizaciones, cualquiera de las regiones
bisagra de aminoacidos o bisagras completas proporcionadas en la presente esta dentro de un fragmento de unién a
anticuerpo. En algunas realizaciones, cualquiera de las regiones bisagra de aminoacidos o bisagras completas
proporcionadas en la presente esta dentro de un minicuerpo.

En algunas realizaciones, cualquiera de las regiones bisagra de aminoacidos o bisagras completas
proporcionadas en la presente se encuentra dentro de un anticuerpo monoespecifico.

En algunas realizaciones, cualquiera de las regiones bisagra de aminoacidos o bisagras completas
proporcionadas en la presente esta dentro de un anticuerpo biespecifico. En algunas realizaciones, cualquiera de las
regiones bisagra de aminodacidos o bisagras completas proporcionadas en la presente se ensambla en una proporcion
de 1:1. En algunas realizaciones, cualquiera de las regiones bisagra de aminoacidos o bisagras completas
proporcionadas en la presente forma parte de un fragmento de anticuerpo que es un constructo biespecifico. En
algunas realizaciones, el anticuerpo biespecifico es un minicuerpo.

Constructos especificos de union a antigenos

En la presente se describen constructos de unién a antigeno que se unen a la diana. Un constructo de unién
a antigeno es una molécula que incluye una o mas porciones de una inmunoglobulina o molécula relacionada con
inmunoglobulina que se une especificamente a, 0 es inmunologicamente reactiva con la molécula diana. En algunas
realizaciones, puede aplicarse cualquiera de las realizaciones de bisagra proporcionadas en la presente a cualquier
constructo de unién a antigeno deseado. En algunas realizaciones, puede aplicarse cualquiera de las realizaciones
de bisagra proporcionadas en la presente a un minicuerpo. En algunas realizaciones, puede aplicarse cualquiera de
las realizaciones de bisagra proporcionadas en la presente a un minicuerpo que se une a CD8, CD3, 5T4, PSCA o
PSMA. En la FIG. 70 se muestra una realizacién no limitativa del antigeno PSMA. En la FIG. 71 se muestra una
realizacion no limitativa del antigeno PSCA. En la FIG. 72 se muestra una realizacién no limitativa del antigeno 5T4.
En las FIGS. 73 y 74 se muestran algunas realizaciones no limitativas del antigeno CD8. En las FIGS. 75-78 se
muestran algunas realizaciones no limitativas del antigeno CD3. En algunas realizaciones, puede aplicarse cualquiera
de las realizaciones de bisagra proporcionadas en la presente a un minicuerpo que se une especifica y/o
selectivamente a CD8, CD3, 5T4, PSCA o PSMA. En algunas realizaciones, puede aplicarse cualquiera de las
realizaciones de bisagra proporcionadas en las Tablas 0.1 0 3 a un minicuerpo que se une a CD8, CD3, 5T4, PSCA o
PSMA. En algunas realizaciones, puede aplicarse cualquiera de las realizaciones de bisagra completa a un minicuerpo
que se une a CD8, CD3, 5T4, PSCA o PSMA. En algunas realizaciones, puede aplicarse cualquiera de las
realizaciones de bisagra superior a un minicuerpo que se une a CD8, CD3, 5T4, PSCA o PSMA. En algunas
realizaciones, puede aplicarse cualquiera de las realizaciones de bisagra central a un minicuerpo que se une a CD8,
CD83, 5T4, PSCA o PSMA. En algunas realizaciones, puede aplicarse cualquiera de las realizaciones de bisagra inferior
a un minicuerpo que se une a CD8, CD3, 5T4, PSCA o PSMA. En algunas realizaciones, puede aplicarse cualquiera
de las realizaciones de bisagra superior y central a un minicuerpo que se une a CD8, CD3, 5T4, PSCA o PSMA. En
algunas realizaciones, puede aplicarse cualquiera de las realizaciones de bisagra central e inferior a un minicuerpo
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que se une a CD8, CD3, 5T4, PSCA o PSMA. En algunas realizaciones, puede aplicarse cualquiera de las
realizaciones de bisagra superior e inferior a un minicuerpo que se une a CD8, CD3, 5T4, PSCA o PSMA.

A continuacién se proporcionan fragmentos de anticuerpos adicionales, como minicuerpos. Los fragmentos
de anticuerpo pueden usarse, por ejemplo, para imagenologia o con propésitos terapéuticos. Las representaciones
esquematicas de minicuerpos ejemplares se ilustran en las Figuras y/o se describen en la Tabla 0.2 a continuacién
(en la orientacion M1 o en la orientacion M2).

TABLA 0.2
Minicuerpos (de extremo N-terminal a extremo C-terminal) - Orientacion estructural M1
1 2 3 4 5 6 | 7 | 8 9
o Bisagra completa
Nombre Peptido Region 1 | Conector | Region 2 ; ; ; Resto
sefial 9 9 Bisagra | Bisagra | Bisagra
superior | central inferior
(SEQ ID NO: 22) Dominio CH3 de
IAB2M y1 | (SEQ ID Yg(ﬁg(? 18aa (SEQ YB(E(E)Q IgG1 (SEQ ID
EH1 NO: 69) 13 | IDNO:62) 14y (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO: 400 SEQ
) ) NO:45) | NO:50) | NO:59) | D NO: 41)
(SEQ ID NO: 24) Dominio CH3 de
IAB2M y1 | (SEQ ID Yg(ﬁg(? 18aa (SEQ YB(E(E)Q IgG1 (SEQ ID
EH2 NO: 69) 13 | IDNO:62) e (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO: 400 SEQ
) ) NO: 46) | NO:50) | NO:59) ID NO: 41)
SEQ ID NO: 32 o
mB2My 2| SEQID | YEQEQ | 18aa (sEqQ | YHISED ( ) Dl"”(‘;'zmsggg’l ge
EH1 NO: 69) 13 | IDNO:62) 14y (SEQID | (SEQID | (SEQID | 19G2(
) ) NO: 47) | NO:55) | NO:59) NO: 42)
SEQ ID NO: 34 o
mB2My 2| (SEQID | YEQEQ | 18aa (sEqQ | YHISED ( ) Dl"”(‘;'zmsggg’l ge
EH2 NO: 69) 13 | IDNO:62) 14y (SEQID | (SEQID | (SEQID | 19G2(
) ) NO: 47) | NO:56) | NO: 59): NO: 42)
(SEQ ID NO: 26) Dominio CH3 de
AB2M y1 | (SEQID | VL(OEY | 18aa sEQ | YHISEQ IgG1 (SEQ ID
EH3 NO: 69) 13 | IDNO:62) e (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO:400 SEQ
) ) NO: 46) | NO:52) | NO:59) ID NO: 41)
SEQ ID NO: 32 o
aB22M | (SEQID | VE(SEY | 18aa sEQ | YHISEQ ( ) Dl"”(‘;'zmsggg’l ge
y2EH1 | NO:69) | ° Y | IDNOre2) | PP | (SEQID | (SEQID | (SEQID | 19 NO(' I
) ) NO: 47) | NO:55) | NO:59) :42)
SEQ ID NO: 34 o
AB22M 1 | (SEQ D | VL(SES | 18aa (sEQ | YHISEQ ( ) bo gg'{’sggﬁ ge
y2EH2 | NO:69) 15 | IDNO:62) 16 | SEQID | (SEQID | (SEQID 9 NO. 42
) ) NO: 47) | NO:56) | NO:59) :42)
(SEQ ID NO: 22) Dominio CH3 de
aB22M | (SEQID | VE(SEY | 18aa sEQ | YHISEQ IgG1 (SEQ ID
y1 EH1 | NO:69) 15 | IDNO:62) 16 (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO: 400 SEQ
) ) NO: 45) | NO:50) | NO:59) ID NO: 41)
SEQ ID NO: 31 o
aB22M | (SEQID | VESEY | 18aa sEQ | YHISEQ ( ) bo gg'{’sggﬁ ge
y2NH1 | NO: 69) 15y | IDNO:62) - | (SEQID | (SEQID | (SEQID | '9%8=
) 16) NO: 47) | NO:55) | NO: 60) NO: 42)
SEQ ID NO: 33 o
aB22M | (SEQID | VESEY | 18aa sEQ | YHISEQ ( ) bo gg'{’sggﬁ ge
y2NH2 | NO: 69) 15y | IDNO:62) | (SEQID | (SEQID | (SEQID | '9%=
) 16) NO: 47) | NO:56) | NO: 60) NO: 42)
(SEQ ID NO: 26) Dominio CH3 de
aB22M | (SEQID | VESEY | 18aa sEQ | YHISEQ IgG1 (SEQ ID
y1 EH3 | NO: 69) 15 | IDNO:62) g (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO: 400 SEQ
) ) NO: 46) | NO:52) | NO:59) ID NO: 41)
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(continuacion)

Minicuerpos (de extremo N-terminal a extremo C-terminal) - Orientacion estructural M1

1 2 3 4 5 s | 7 | 8 9
Bisagra completa
Nomb Péptido Regiéon1| © Redién 2 R
ombre sefial egion onector egion Bisagra | Bisagra | Bisagra esto
superior | central inferior
(SEQ ID NO: 30) Dominio CH3 de
aB22M | (SEQID | VE(SEY | 18aa sEQ | YHISEQ IgG1 (SEQ ID
y1 EH5 | NO: 69) 15 | IDNO:62) 16 (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO: 400 SEQ
) ) NO: 46) NO: 54) | NO: 59) ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 35) Dominio CH3 de
aB22M | (SEQID | VESEY | 18aa sEQ | YHISEQ IgG1 (SEQ ID
y3/y1 EH6 | NO: 69) 15 | IDNO:62) g (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO: 400 SEQ
) ) NO: 48) | NO:57) | NO:59) ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 36) Dominio CH3 de
aB22M | (SEQID | VESEY | 18aa sEQ | YHISEQ IgG1 (SEQ ID
y3/y1 EH7 | NO: 69) 15 | IDNO:62) 16 (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO: 400 SEQ
) ) NO: 48) | NO:52) | NO:59) ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 37) Dominio CH3 de
aB22M | (SEQID | VE(SEY | 18aa sEQ | YHISEQ IgG1 (SEQ ID
y3/y1 EH8 | NO: 69) 15 | IDNO:62) 16 (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO:400 SEQ
) ) NO: 48) NO: 54) | NO: 59) ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 30) Dominio CH3 de
B2My 1| SEQID | YEQEQ | 18aa (sEqQ | YHISES IgG1 (SEQ ID
EH5 NO: 69) 13 | IDNO:62) e (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO:400 SEQ
) ) NO: 46) | NO:54) | NO:59) ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 35) Dominio CH3 de
aB2M | (SEQID | YHBED | 18aa (sEQ | VHITED IgG1 (SEQ ID
y3/y1 EH6 | NO: 69) 13 | IDNO:62) e (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO: 400 SEQ
) ) NO: 48) | NO:57) | NO:59) ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 36) Dominio CH3 de
aB2My | (SEQID | VLISED | 18aa (sEQ | VHICEQ IgG1 (SEQ ID
3/y1 EH7 | NO: 69) 13 | IDNO:62) 14y (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO: 400 SEQ
) ) NO: 48) | NO:52) | NO:59) ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 37) Dominio CH3 de
IAB2M- | (SEQ ID Yg(ﬁg(? 18aa (SEQ YB(E(E)Q IgG1 (SEQ ID
y3/y1 EH8 | NO: 69) 13 | IDNO:62) e (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO: 400 SEQ
) ) NO: 48) | NO:54) | NO:59) ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 24) Dominio CH3 de
aB22M | (SEQID | VESEY | 18aa sEQ | YHISEQ IgG1 (SEQ ID
y1 EH2 | NO:69) 15 | IDNO:62) g (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO:400 SEQ
) ) NO: 46) | NO:50) | NO:59) ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 22) Dominio CH3 de
IAB20M | (SEQ ID Yg(ﬁg(? 18aa (SEQ YB(E(E)Q IgG1 (SEQ ID
y1 EH1 | NO:69) 13 | IDNO:62) 14y (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO: 400 SEQ
) ) NO:45) | NO:50) | NO:59) ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 26) Dominio CH3 de
IAB20M | (SEQ ID Yg(ﬁg(? 18aa (SEQ YB(E(E)Q IgG1 (SEQ ID
y1 EH3 | NO:69) 17y | IDNO:62) 18 (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO:400 SEQ
) ) NO: 46) | NO:52) | NO:59) ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 24) Dominio CH3 de
aB20M | (SEQID | VESEY | 18aa sEQ | YHISEQ IgG1 (SEQ ID
y1 EH2 | NO:69) 17y | IDNO:62) 18 (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO:400 SEQ
) ) NO:46) | NO:50) | NO:59) ID NO: 41)
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(continuacion)

Minicuerpos (de extremo N-terminal a extremo C-terminal) - Orientacion estructural M1

1 2 3 4 5 s | 7 | 8 9
o Bisagra completa
Nombre P:g%':lo Region 1 | Conector | Region 2 Bisagra | Bisagra | Bisagra Resto
superior | central inferior
(SEQ ID NO: 30) Dominio CH3 de
AB20M | (SEQID | VE(SEY | 18aa sEq | YHISEQ lgG1 (SEQ ID
y1 EH5 | NO:69) 17) " | IDNO: 62) 18) : (5504 g (550518 (r\?ng Igl? NO: 40 o SEQ
: : : ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 22) Dominio CH3 de
mBiMy 1| SEQID | YEQEQ | 18aa (sEqQ | YHISES lgG1 (SEQ ID
EH1 NO: 69) s7) | IDNO:62) 68) (,\?504 g (,\?505'05)) (’\?505 gﬁ; NO: 40 0 SEQ
: : : ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 24) Dominio CH3 de
mBiM1 | sEQID | YEOEQ | 18aa (sEQ | YHISED lgG1 (SEQ ID
EH2 NO: 69) 57) | 'DNO:62) 58) (’\?504 Ig (r\?nglo? (’\?505 gt; NO: 40 o0 SEQ
: : : ID NO: 41)
(SEQ ID NO: 26) Dominio CH3 de
ABIM y1 | (SEQID | VL(OEY | 18aa (sEQ | YHISEQ lgG1 (SEQ ID
EH3 NO: 69) 57) | 'DNO:62) 68) (,\?504 ls? (,\?505'25)) (’\?505 gﬁ; NO: 40 0 SEQ
: : : ID NO: 41)
Vi (SEQ Vi (SEQ (SEQ ID NO: 34) Dominio CH3 de
IAB20M | (SEQID | pNo: | 1838 (SEQ Y 1nNo T oeq D [ sea | sEQD | 19G2 (SEQ ID
y2 EH2 | NO:69) ID NO: 62) ( ( ( _
17) 18) NO: 47) | NO:56) | NO:59) NO: 42)
SEQ ID NO: 34) Dominio CH3
SEQ VH (SEQ ( T26S, L28A
VL (SE H , ;
IAB20M | (SEQ ID % | 18aa (SEQ _
y2EH2 | No:69) | PNO | ipnore2) | 'PNO' | (sEQID | (SEQID | (SEQID | MS7V delgG2
17) 18) NO:47) | NO:56) | NO:59) (35(138”13)'\‘0-
(SEQ ID NO: 34) Dominio CH3
VL (SEQ VH (SEQ
IAB20M | (SEQID | |pI0-" | 18aa (SEQ | AN A sean | o | ceam T26W de 1gG2
y2 EH2 | NO:69) ID NO: 62) ( ( ( (SEQ ID NO:
17) 18) NO: 47) | NO:56) | NO:59) 182)
VL (SEQ Vi (SEQ (SEQ D NO: 34) Dominio CH3 de
IAB2SM | (SEQID | 5o | 1833 SEQ | \n o I cEq D Tsead | SEQ D | 19G2 (SEQ ID
y2 EH2 | NO:69) ID NO: 62) ( ( ( _
19) 20) NO:47) | NO:56) | NO:59) NO: 42)
SEQ ID NO: 34) Dominio CH3
SEQ VH (SEQ ( T26S, L28A
VL (SE H , ;
IAB25M | (SEQ ID % | 18aa (SEQ _
. ID NO: . ID NO: SEQ ID SEQ ID SEQ ID M57V de IgG2
y2EH2 | NO:69) 19) ID NO: 62) 20) (NO: 47) (NO: 56) (NO: 59) (SE(1) 8II13)NO:
(SEQ ID NO: 34) Dominio CH3
VL (SEQ VH (SEQ
IAB25M | (SEQID | |pI0-+ | 18aa (SEQ | AN A sean | o | ceam T26W de 1gG2
y2 EH2 | NO:69) 19) ID NO: 62) 20) (N A7) (N 0:56) (N 00 50) (SEQ ID NO:
: : : 182)
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TABLA 0.2 CONTINUACION

Minicuerpos (de extremo N- a C-terminal) - Orientacion estructural M2

1 2 3 4 5 6 | 7 | 8 9
o Bisagra completa
Nombre Peptido Region 1 | Conector | Region 2 ; ; ; Resto
sefal 9 g Bisagra | Bisagra | Bisagra
superior | central | inferior
(SEQ ID NO: 22) Dominio CH3 de
aB2My1 | (SEQID | VHISEQ | 18aa sEq | YESEA lgG1 (SEQ ID
EH1 NO: 69) " | IDNO: 62) - | (SEQID | (SEQID | (SEQID |NO: 40 0 SEQ ID
14) 13) NO: 45) | NO:50) | NO: 59) NO: 41
)
(SEQ ID NO: 24) Dominio CH3 de
AB2M y1 | (SEQID | VHISEQ | 18aa (sEQ | VLA lgG1 (SEQ ID
EH2 NO: 69) " | IDNO: 62) © | (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO: 40 0 SEQ ID
14) 13) NO: 46) | NO:50) | NO:59) NO: 41
)
SEQ ID NO: 32 o
aB2My2 | (SEQID | VHISEQ | 18aa sEQ | YESEA ( ) D oo Je
EH1 | NO:69) * | IDNO: 62) - | (SEQID | (SEQID | (SEQID | 19G2C
14) 13) NO: 47) NO: NO:59) NO: 42)
SEQ ID NO: 34 o
aB2M y2 | (SEQID | VHISEQ | 18aa sEq | VLSS ( ) D oo Je
EH2 | NO:69) * | IDNO: 62) - |(SEQNO: | (SEQID | (SEQID | 19G2C
14) 13) 47) | NO:56) | NO:59) NO: 42)
(SEQ ID NO: 26) Dominio CH3 de
aB2M y1 | (SEQID | VHISEQ | 18aa sEQ | YESEA lgG1 (SEQ ID
EH3 NO: 69) 14y | IDNO:62) g (SEQID | (SEQID | (SEQID |NO: 40 0 SEQ ID
) 3) NO: 46) | NO:52) | NO: 59) NO: 41
)
SEQ ID NO: 32 o
aB22M y2| (SEQID | YHISED | 18aa (sEQ | VLISED ( ) Dl""(‘;'zrmsgg?’l ge
EH1 NO: 69) " | IDNO:62) * | (SEQID | IDNO: | IDNO: | 1962 (8
16) 15 | NO:47) | 55) 59) NO: 42)
SEQ ID NO: 34 o
AB22M1 | (SEQID | YK(SEY | 18aa (sEQ | VLISES ( ) Do gg'{’sggﬁ ge
y2 EH2 | NO:69) " | IDNO: 62) | (SEQID | (SEQID | (SEQID | '9%= s
16) 15) NO: 47) | NO:56) | NO:59) NO: 42)
(SEQ ID NO: 22) Dominio CH3 de
aB22M y1 | (SEQID | HISED | 18aa (sEq | VLOEA lgG1 (SEQ ID
EH1 NO: 69) 16 | IDNO:62) g (SEQID | (SEQID | (SEQID |NO: 400 SEQID
6) 5) NO: 45) | NO:50) | NO:59) NO: 41
)
SEQ ID NO: 31 o
AB22M v2| (SEQID | YHISED | 18aa (sEQ | VLISED ( ) D oo Je
NH1 | NO: 69) * | IDNO: 62) - | (SEQID | (SEQID | (SEQID | 19G2(
16) 15) NO: 47) | NO:55) | NO: 60) NO: 42)
SEQ ID NO: 33 -
AB22M v2| (SEQID | YHISED | 18aa (sEQ | VLISED ( ) D oo Je
NH2 | NO: 69) * | IDNO: 62) - | (SEQID | (SEQID | (SEQID | 19G2(
16) 15) NO: 47) | NO:56) | NO: 60) NO: 42)
(SEQ ID NO: 26) Dominio CH3 de
IAB22M y1 | (SEQ ID YB(E(E)Q 18aa (SEQ Yg(ﬁg(? lgG1 (SEQ ID
EH3 NO: 69) " | IDNO: 62) © | (SEQ10 | (SEQID | (SEQID | NO: 40 0 SEQ ID
16) 15) NO: 46) NO: NO: NO: 41)
(SEQ ID NO: 30) Dominio CH3 de
AB22M y1| (SEQID | YHISED | 18aa (sEQ | VLIOED lgG1 (SEQ ID
EH5 NO: 69) 16 | IDNO:62) g (SEQID | (SEQID | (SEQID | NO: 400 SEQ ID
6) 5) NO: 46) NO: NO: NO: 41)
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(continuacion)

Minicuerpos (de extremo N- a C-terminal) - Orientacion estructural M2

1 2 3 4 5 6 | 7 | 8 9
o Bisagra completa
Nombre Péptido Region 1 | Conector | Region 2 ; ; ; Resto
sefial 9 g Bisagra | Bisagra | Bisagra
superior | central | inferior
(SEQ ID NO: 35) Dominio CH3 de
AB22M | (SEQID | YHISEQ | 18aa sEq | YEOEQ IgG1 (SEQ ID
y3/y1 EH6 | NO: 69) 16 | IDNO:62) g (SEQID | (SEQID | (SEQID |NO: 400 SEQID
) ) NO: 48) | NO:57) | NO: 59) NO: 41
)
(SEQ ID NO: 36) Dominio CH3 de
aB22M | (SEQID | VHISEQ | 1823 (sEQ | VLISEA IgG1 (SEQ ID
y3/y1 EH7 | NO: 69) 16 | IDNO:62) 15y (SEQID | (SEQID | (SEQID |NO: 400 SEQID
6) 5) NO: 48) | NO:52) | NO: 59) NO: 41
)
(SEQ ID NO: 37) Dominio CH3 de
aB22M | (SEQID | VHISEQ | 18aa (sEQ | VLA IgG1 (SEQ ID
y3/y1 EH8 | NO: 69) 16 | IDNO:62) 15y (SEQID | (SEQID | (SEQID |NO: 400 SEQID
6) 5) NO: 48) | NO:54) | NO: 59) NO: 41
)
(SEQ ID NO: 30) Dominio CH3 de
aB2M y1 | (SEQID | VHISEQ | 1gaa sEq | YESEA IgG1 (SEQ ID
EH5 NO: 69) 1y | D NO: 62) 13) (SEQID: | (SEQID | (SEQID |NO: 40 0 SEQ ID
46) NO: 59) NO: 41)
(SEQ ID NO: 35) Dominio CH3 de
mB2M | SEQID | YHISED | 18aa (sEQ | YEOEA IgG1 (SEQ ID
v3/y 1 EH6 | NO: 69) 14 | IDNO:62) 13y | SEQID 1 (SEQID | op 5 5g) | NO: 40 0 SEQ ID
) ) NO: 48) NO: NO: 41)
(SEQ ID NO: 36) Dominio CH3 de
AB2M | (SEQID | VH(OES | 18aa (sEQ | VL(SES IgG1 (SEQ ID
y3/y 1 EH7 | NO: 69) " | IDNO: 62) * | (SEQID | (SEQID | (SEQ ID |NO: 40 0 SEQ ID
14) 13) NO: 48) NO: NO: 59) NO: 41
)
(SEQ ID NO: 37) Dominio CH3 de
AB2M | (SEQID | VKO | 18aa (sEq | VLISES IgG1 (SEQ ID
y3/y 1 EH8 | NO: 69) 14y | IDNO:62) g (SEQID | IDNO: | (SEQID |NO: 400 SEQID
) 3) NO: 48) 54) NO: 59) NO: 41
)
(SEQ ID NO: 24) Dominio CH3 de
aB22M y1 | (SEQID | HISED | 18aa (sEq | VLOEA IgG1 (SEQ ID
EH2 NO: 69) 161 | D NO:62) g (SEQID | IDNO: | IDNO: |NO: 400 SEQID
) ) NO: 46) 50) 59) NO: 41)
(SEQ ID NO: 22) Dominio CH3 de
AB20M v1 | (SEQID | YHISED | 18aa (sEQ | VLISED IgG1 (SEQ ID
EH1 NO: 69) 14y | IDNO:62) 13y (SEQID | (SEQID | (SEQID |NO: 400 SEQID
) 3) NO: 45) | NO:50) | NO: 59) NO: 41
)
(SEQ ID NO: 26) Dominio CH3 de
AB20M y1 | (SEQID | YHISED | 18aa (sEQ | VLISED IgG1 (SEQ ID
EH3 NO: 69) 18 | IDNO:62) g (SEQID | (SEQID | (SEQID |NO: 400 SEQ ID
8) ) NO: 46) | NO:52) | NO: 59) NO: 41
)
(SEQ ID NO: 24) Dominio CH3 de
AB20M v1 | (SEQID | YHISED | 18aa (sEQ | VLISED IgG1 (SEQ ID
EH2 NO: 69) 18 | IDNO:62) g (SEQID | (SEQID | (SEQID |NO: 400 SEQ ID
8) ) NO: 46) | NO:50) | NO: 59) NO: 41
)
(SEQ ID NO: 30) Dominio CH3 de
IAB20M y1 | (SEQ ID YB(E(E)Q 18aa (SEQ Yg(ﬁg(? IgG1 (SEQ ID
EH5 NO: 69) " | IDNO: 62) - | (SEQID | (SEQID | (SEQID |NO: 40 0 SEQ ID
18) 17) NO: 46) | NO:54) | NO: 59) NO: 41)

27




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3020458 T3

(continuacion)

Minicuerpos (de extremo N- a C-terminal) - Orientacion estructural M2
1 2 3 4 5 6 | 7 | 8 9
o Bisagra completa
Nombre Psegéladlo Region 1| Conector | Region2| pisagra | Bisagra | Bisagra Resto
superior | central | inferior
(SEQ ID NO: 22) Dominio CH3 de
IABIM y1 | (SEQID YB(E(E)Q 18aa (SEQ Yg(ﬁg(? IgG1 (SEQ ID
EH1 NO: 69) 68 | IDNO:62) 67y (SEQID | (SEQID | (SEQID |NO: 400 SEQID
) ) NO: 45) | NO:50) | NO: 59) NO: 41)
(SEQ ID NO: 24) Dominio CH3 de
ABIMy1 | (SEQID | YHISEQ | 18aa sEQ | VLA IgG1 (SEQ ID
EH2 NO: 69) " | IDNO: 62) 67) (SEQID | (SEQID | (SEQID |NO: 400 SEQ ID
68) ) NO: 46) | NO:50) | NO:59) NO: 41)
(SEQ ID NO: 26) Dominio CH3 de
IABIM y1 | (SEQID YB(E(E)Q 18aa (SEQ Yg(ﬁfﬁ IgG1 (SEQ ID
EH3 NO: 69) 63y | IDNO:62) 67 (SEQID | (SEQID | (SEQID |NO: 400 SEQID
) ) NO:46) | NO:52) | NO:59) NO: 41)
(SEQ ID NO: 34) o
IAB20M y2 | (SEQ ID YHD(E(E)Q 18aa (SEQ Vgﬁg‘? Dl""(‘;'zn'?sgg?’l ge
EH2 NO: 69) 1a) | IDNO:62) 7y | (SEQID | (SEQID | (SEQ ID 9 MO 40
8) ) NO: 47) | NO:56) | NO: 59) :42)
(SEQ ID NO: 34) Dominio CH3
Vi (SEQ VL (SEQ T26S, L28A,
IAB20M y2 | (SEQ ID * | 18aa (SEQ :
ez | NOi69) | RO | iDNorez) | PNOT | (SEQID | (SEQID | (SEQID | M7V delgGE
18) 17) NO: 47) | NO:56) | NO:59) (SE?S”% :
(SEQ ID NO: 34) Dominio CH3
IAB20M y2 | (SEQ ID YHD(E(E)Q 18aa (SEQ Vgﬁg@ T26W de 1gG2
EH2 NO: 69) 18 | IDNO:62) g (SEQID | (SEQID | (SEQID | (SEQ ID NO:
) ) NO: 47) | NO:56) | NO: 59) 182)
SEQ ID NO: 34 o
AB25M v2| (SEQID | YHISED | 18aa (sEQ | VLISED ( ) Do gg'{’sggﬁ ge
EH2 NO: 69) o0, | IDNO:62) 19 | (SEQID | (SEQID | (SEQ D 9 MO 40
0) ) NO: 47) | NO:56) | NO: 59) :42)
(SEQ ID NO: 34) Dominio CH3
Vi (SEQ VL (SEQ T26S, L28A,
IAB25M y2 | (SEQ ID * | 18aa (SEQ :
EH2 | NOt69) | DO | iDNorez) | P8 | (SEQID | (SEQID | (SEQID | M7 de 1032 Y
20) 19) NO:47) | NO:56) | NO:59) | ( ?81) :
(SEQ ID NO: 34) Dominio CH3
IAB25M y2 | (SEQ ID YHD(E(E)Q 18aa (SEQ Vgﬁg@ T26W de 1gG2
EH2 NO: 69) ooy | IDNO:62) g (SEQID | (SEQID | (SEQID | (SEQ ID NO:
0) ) NO: 47) | NO:56) | NO: 59) 182)

En la Tabla 0.2 se representan disposiciones de secuencias para monémeros que pueden usarse en
minicuerpos (Tabla 0.2). Cada fila de la tabla representa la secuencia de un constructo monomérico, representando
de izquierda a derecha de extremo N-terminal a extremo C-terminal. En algunas realizaciones, las secuencias
mostradas de cada constructo monomérico estan directamente unidas entre si. Asi, en algunas realizaciones, el
constructo puede incluir cualquiera de los constructos de una sola fila de la Tabla 0.2. En algunas realizaciones, los
constructos pueden incluir cualquier combinacion de la Tabla 0.2. En algunas realizaciones, por ejemplo, el primer
elemento de la primera fila, columna 3, puede combinarse con el de la primera fila, columna 4, con el de la primera
fila, columna 5, con el de la primera fila, columnas 6-8, y con el de la primera fila, columna 9. En algunas realizaciones,
la columna 3 y la columna 5 pueden intercambiarse entre si. En algunas realizaciones, el primer elemento de la primera
fila, columna 3, puede combinarse con el de la primera fila, columna 4, con la segunda fila, columna 5, con la segunda
fila, columna 6-8, con la segunda fila, columna 9. Asi, las tablas representan todas las combinaciones posibles, tanto
dentro de una misma fila como entre varias filas (y con las columnas intercambiadas).
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En algunas realizaciones, un constructo de unién a antigeno contra CD8 incluye una cadena pesada CDR1
(HCDR1) de la HCDR 1 en la SEQ ID NO: 75; una cadena pesada CDR2 (HCDR2) de la HCDR2 en la SEQ ID NO:
76; una CDR3 de cadena pesada (HCDR3) de la HCDR3 en la SEQ ID NO: 77; una CDR1 de cadena ligera (LCDR1)
de la LCDR1 en la SEQ ID NO: 78; una CDR2 de cadena ligera (LCDR2) de la LCDR2 en la SEQ ID NO: 79; y/o una
CDR3 de cadena ligera (LCDR3) de la LCDR3 en la SEQ ID NO: 80. En algunas realizaciones, un constructo de unién
a antigeno contra PSMA incluye una CDR1 de cadena pesada (HCDR1) de la HCDR 1 en la SEQ ID NO: 81; una
CDR2 de cadena pesada (HCDR2) de la HCDR2 en la SEQ ID NO: 82; una CDR3 de cadena pesada (HCDR3) de la
HCDR3 en la SEQ ID NO: 83; una CDR1 de cadena ligera (LCDR1) de la LCDR1 en la SEQ ID NO: 84; una CDR2 de
cadena ligera (LCDR2) de la LCDR2 en la SEQ ID NO: 85; y/o una CDR3 de cadena ligera (LCDR3) de la LCDR3 en
la SEQ ID NO: 86. En algunas realizaciones, un constructo de unién a antigeno contra 5T4 incluye una CDR1 de
cadena pesada (HCDR1) de la HCDR 1 en la SEQ ID NO: 87; una CDR2 de cadena pesada (HCDR2) de la HCDR2
en la SEQ ID NO: 88; una CDR3 de cadena pesada (HCDR3) de la HCDR3 en la SEQ ID NO: 89; una CDR1 de
cadena ligera (LCDR1) de la LCDR1 en la SEQ ID NO: 90; una CDR2 de cadena ligera (LCDR2) de la LCDR2 en la
SEQ ID NO: 91; y/o una CDR3 de cadena ligera (LCDR3) de la LCDR3 en la SEQ ID NO: 92. En algunas realizaciones,
un constructo de unién a antigeno contra PSCA incluye una CDR1 de cadena pesada (HCDR1) de la HCDR1 en la
SEQ ID NO: 93; una CDR2 de cadena pesada (HCDR2) de la HCDR2 en la SEQ ID NO: 94; una CDR3 de cadena
pesada (HCDR3) de la HCDRS3 en la SEQ ID NO: 95; un CDR1 de cadena ligera (LCDR1) de la LCDR1 en la SEQ ID
NO: 96; una CDR2 de cadena ligera (LCDR2) de la LCDR2 en la SEQ ID NO: 97; y/o una CDR3 de cadena ligera
(LCDR3) de la LCDR3 en la SEQ ID NO: 98. En algunas realizaciones, un constructo de union a antigeno contra CD3
incluye una CDR1 de cadena pesada (HCDR1) de la HCDR1 en la FIG. 65B o 65C; una CDR2 de cadena pesada
(HCDR2) de la HCDR2 en la FIG. 65B o 65C; una CDR3 de cadena pesada (HCDR3) de la HCDRS3 en la FIG. 65B o
65C; una CDR1 de cadena ligera (LCDR1) de la LCDR1 en la FIG. 65B o 65C; una CDR2 de cadena ligera (LCDR2)
de la LCDR2 en la FIG. 65B o0 65C; y/o una CDR3 de cadena ligera (LCDR3) de la LCDR3 en la FIG. 65B o 65C. En
la Tabla 8 se muestran algunas realizaciones de secuencias de CDR que pueden usarse con una o mas de las
secuencias de bisagra proporcionadas en la presente.

TABLA 8
Secuencias de CDR
IAB22M (CD8) IAB2M (PSMA) IAB20M (5T4) | IABIM (PSCA) | IAB25M (CD3)

HCDR | GFNIKDT (SEQ ID | GYTFTEY (SEQID | GYSFTGY (SEQ | GFNIKDY (SEQ ID| GYTFTRY (SEQ
1 NO: 75) NO: 81) ID NO: 87) NO: 93) ID NO: 174)

HCDR | DPANDN (SEQ ID | NINPNNGG (SEQ ID | NPNNGV (SEQ ID | DPENGD (SEQ ID | NPSRGY (SEQ ID
2 NO: 76) NO: 82) NO: 88) NO: 94) NO: 175)

STMITNYVM

HCDR | GYGYYVFDH (SEQ| GWNFDY (SEQ ID DY GGF (SEQIDNO: | YYDDHYSLDY

3 ID NO: 77) NO: 83) (SEQ ID NO: 95) (SEQ ID NO: 176)
89)

LCDR | RTSRSISQYLA | KASQDVGTAVD K\f‘f?sSEVQSPDD SASSSVRFIH | SASSSVSYMN
1 | (SEQIDNO:78) | (SEQID NO: 84) NG g0) (SEQ ID NO: 96) | (SEQ ID NO: 177)

LCDR | SGSTLQS (SEQ ID | WASTRHT (SEQ ID | YTSSRYA (SEQ | DTSKLAS (SEQ ID| DTSKLAS (SEQ
2 NO: 79) NO: 85) ID NO: 91) NO: 97) ID NO: 97)

LCDR | QQHNENPLT (SEQ| QQYNSYPLT (SEQ | QQDYNSPPT | QQWGSSPFT | QQWSSNPFT
3 ID NO: 80) ID NO: 86) (SEQ ID NO: 92) | (SEQ ID NO: 98) | (SEQ ID NO: 178)

Estos constructos pueden estar en cualquiera de las formas proporcionadas en la presente, incluyendo
minicuerpos, scFv, etc. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno incluye 6, 5, 4, 3, 2, 0 1, las CDR
anteriores (algunas realizaciones de las CDR se indican en las FIG. 41, 48, 55, 61, 65B, o 65C). En algunas
realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra proporcionadas en la presente puede combinarse con cualquiera
de las CDR proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra
superiores proporcionadas en la presente puede combinarse con cualquiera de las CDR proporcionadas en la
presente. En algunas realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra central proporcionadas en la presente
puede combinarse con cualquiera de las CDR proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, cualquiera de
las secciones de bisagra inferiores proporcionadas en la presente puede combinarse con cualquiera de las CDR
proporcionadas en al presente. En algunas realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra completa
proporcionadas en la presente puede combinarse con cualquiera de las CDR proporcionadas en la presente. En
algunas realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra superior y central proporcionadas en al presente puede
combinarse con cualquiera de las CDR proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, cualquiera de las
secciones de bisagra central e inferior proporcionadas en la presente puede combinarse con cualquiera de las CDR
proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, cualquiera de estas realizaciones basadas en CDR puede
formar parte de un minicuerpo. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno incluye CDR3 de cadena
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pesada (HCDR3). En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno se une especificamente a la molécula
diana. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno compite por la unién con uno o mas de los
anticuerpos que tienen las CDR proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, el constructo de unién a
antigeno incluye por lo menos las 3 CDR de cadena pesada indicadas en la presente. En algunas realizaciones, el
constructo de unién a antigeno incluye CDR3 de cadena pesada. En algunas realizaciones, el constructo de unién a
antigeno incluye ademas cualquiera de las secuencias CDR2 de cadena pesada proporcionadas en la presente. En
algunas realizaciones, cualquiera de estas realizaciones puede aplicarse a un minicuerpo que se une a CD8, CD3,
5T4, PSCA o PSMA.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno es humano o humanizado. Cuando se usa en el
contexto de un minicuerpo, el término humano no denota que el constructo sea idéntico al que se encuentra en la
naturaleza en los humanos, sino mas bien que el constructo tiene secuencias que son humanas. En algunas
realizaciones, el constructo de unién a antigeno incluye por lo menos una regién marco humana (por ejemplo, aquellas
secciones mostradas antes, entre y después de las CDR mostradas en las FIG. 41, 48, 55, 61, 65B o 65C, o una
regién marco con por lo menos aproximadamente un 80% de identidad de secuencia, por ejemplo por lo menos
aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 93%, 95%, 97% 0 99% de identidad con una regién marco humana. En algunas
realizaciones, el constructo de unién a antigeno incluye 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 de las FR enumeradas. En algunas
realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra proporcionadas en la presente puede combinarse con cualquiera
de las FR proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra superior
proporcionadas en la presente puede combinarse con cualquiera de las FR proporcionadas en la presente. En algunas
realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra central proporcionadas en la presente puede combinarse con
cualquiera de las FR proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra
inferior proporcionadas en la presente puede combinarse con cualquiera de las FR proporcionadas en la presente. En
algunas realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra completas proporcionadas en la presente puede
combinarse con cualquiera de las FR proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, cualquiera de las
secciones de bisagra superior y central proporcionadas en la presente puede combinarse con cualquiera de las FR
proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra central e inferior
proporcionadas en la presente puede combinarse con cualquiera de las FR proporcionadas en la presente. En algunas
realizaciones, cualquiera de estas realizaciones basadas en FR puede formar parte de un minicuerpo. En algunas
realizaciones, cualquiera de estas realizaciones puede aplicarse a un minicuerpo que se une a CD8, CD3, 5T4, PSCA
o PSMA.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno tiene una regién variable de cadena pesada de
la region variable de cadena pesada en las SEQ ID NO: 14 (PSMA), 16 0 99 (CD8), 18 0 102 (5T4), 68 (PSCA), o, 20
0 104 (o FIGS. 65B y 65C) (CD3). En algunas realizaciones, el constructo de unioén a antigeno tiene una regién variable
de cadena pesada que incluye una secuencia con por o menos aproximadamente un 80% de identidad, por ejemplo
por lo menos aproximadamente un 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 0 99% de identidad con las SEQ ID NO: 14 (PSMA), 16 0 99 (CD8), 18 0 102 (5T4), 68 (PSCA), 0, 20 0 104 (o
FIGS. 65B y 65C) (CD3). En algunas realizaciones, el constructo de union a antigeno tiene una regién variable de
cadena ligera que incluye la SEQ ID NO: 13 (PSMA), 15 (CD8), 17 0 100 o0 101 (5T4), 67 (PSCA), 0, 19 0 103 (o FIGS.
65B y 65C) (CD3). En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno tiene una region variable de cadena
ligera que incluye una secuencia con por Io menos aproximadamente un 80% de identidad, por ejemplo por lo menos
aproximadamente un 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de
identidad con la SEQ ID NO: 13 (PSMA), 15 (CD8), 17 0 100 0 101 (5T4), 67 (PSCA), 0, 19 0 103 (0 FIGS. 65B y 65C)
(CD3). En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno es un constructo de unién a antigeno humano y
tiene una regién variable de cadena pesada, una regién variable de cadena ligera, o una cadena pesada y ligera que
es por lo menos tan idéntica como por lo menos las secuencias variables de cadena pesada y/o ligera indicadas
anteriormente. En algunas realizaciones, cualquiera de las realizaciones anteriores se combina con cualquiera de las
realizaciones de bisagra proporcionadas en la presente incluyendo, por ejemplo, en un contexto de minicuerpo. En
algunas realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra proporcionadas en la presente puede combinarse con
cualquiera de los emparejamientos de Vuy VL proporcionados en la presente. En algunas realizaciones, cualquiera de
las secciones de bisagra superior proporcionadas en la presente puede combinarse con cualquiera de los
emparejamientos de Vuy VL proporcionados en al presente. En algunas realizaciones, cualquiera de las secciones de
bisagra central proporcionadas en la presente puede combinarse con cualquiera de los emparejamientos de Vhy VL
proporcionados en la presente. En algunas realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra inferior
proporcionadas en la presente puede combinarse con cualquiera de los emparejamientos de Vuy VL proporcionados
en la presente. En algunas realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra completa proporcionadas en la
presente puede combinarse con cualquiera de los emparejamientos Vuy Vi proporcionados en la presente. En algunas
realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra superior y central proporcionadas en la presente puede
combinarse con cualquiera de los emparejamientos de Vn y VL proporcionados en la presente. En algunas
realizaciones, cualquiera de las secciones de bisagra central e inferior proporcionadas en la presente puede
combinarse con cualquiera de los emparejamientos de Vn y VL proporcionados en la presente. En algunas
realizaciones, cualquiera de estos emparejamientos de Vuy VL basados en realizaciones puede formar parte de un
minicuerpo. En algunas realizaciones, cualquiera de estas realizaciones puede aplicarse a un minicuerpo que se une
a CD8, CD3, 5T4, PSCA o PSMA.
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En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno incluye un marcador detectable. En algunas
realizaciones, el constructo de unién a antigeno incluye un agente terapéutico.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno es bivalente. El constructo de unioén a antigeno
bivalente puede incluir por lo menos un primer dominio de unién a antigeno, por ejemplo un primer scFv, y por lo
menos un segundo dominio de unién a antigeno, por ejemplo un segundo scFv. En algunas realizaciones, un
constructo de unién a antigeno bivalente es un multimero que incluye por lo menos dos monémeros, por ejemplo por
lo menos 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 monémeros, cada uno de los cuales tiene un dominio de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, el constructo de unién a antigeno es un minicuerpo. En algunas realizaciones, en el constructo bivalente
se incluyen una o mas subpartes de las bisagras proporcionadas en la presente. El minicuerpo puede incluir cualquiera
de las secuencias de CDR y regién variable de cadena pesada y/o region variable de cadena ligera proporcionadas
en la presente (por ejemplo, las secuencias CDR proporcionadas en las FIG. 41, 48, 55, 61, 65B o 65C). En algunas
realizaciones, el constructo de unién a antigeno es un scFv monovalente. En algunas realizaciones, se proporciona
un scFv monovalente que incluye la CDR1 de cadena pesada (HCDR1) en la HCDR1 de la FIG. 41, 48, 55, 61, 65B,
0 65C, la CDR2 de cadena pesada (HCDR2) en la HCDR2 de la FIG. 41, 48, 55, 61, 65B, o 65C, la HCDR3 en la
HCDR3 de la FIG. 41, 48, 55, 61, 65B, 0 65C, la CDR1 de cadena ligera (LCDR1) en la LCDR1 de la FIG. 41, 48, 55,
61, 65B, 0 65C, la CDR2 de cadena ligera (LCDR2) en la LCDR2 de FIG. 41, 48, 55, 61, 65B, 0 65C, y la CDR3 de
cadena ligera (LCDR3) en la LCDR3 de la FIG. 41, 48, 55, 61, 65B, o 65C. En algunas realizaciones, el scFv
monovalente incluye la regién variable de cadena pesada de la region variable de cadena pesada en las FIG. 36A,
36B, 36C, 36D, 36E, 65B, o 65C. En algunas realizaciones, el scFv monovalente incluye la regién variable de cadena
ligera de la regién variable de cadena ligera en las FIG. 36A, 36B, 36C, 36D, 36E, 65B o0 65C. En algunas realizaciones,
el scFv monovalente incluye la regién variable de cadena pesada de la regién variable de cadena pesada en las FIG.
66, 68 0 69, y la regién variable de cadena ligera de la regién variable de cadena ligera en las FIG. 67 0 69.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno es biespecifico. Los constructos biespecificos
pueden incluir por lo menos un primer dominio de unién, por ejemplo un scFv que se une especificamente a un primer
epitopo, y por lo menos un segundo dominio de unién, por ejemplo un scFv que se une especificamente a un segundo
epitopo. Por tanto, los constructos de unién a antigeno biespecificos pueden unirse a dos 0 méas epitopos. En algunas
realizaciones, el primer epitopo y el segundo epitopo forman parte del mismo antigeno, por lo que el constructo de
unién a antigeno biespecifico puede unirse por tanto a dos epitopos del mismo antigeno. En algunas realizaciones, el
primer epitopo forma parte de un primer antigeno y el segundo epitopo forma parte de un segundo antigeno, por lo
que el constructo biespecifico de union a antigeno puede unirse a dos antigenos diferentes. En algunas realizaciones,
el constructo de unién a antigeno se une a dos epitopos simultdneamente.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno tiene una regién variable de cadena pesada de
la region variable de cadena pesada en la SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 68, 99, 102 o 104, y/o las secuencias en las
FIGS. 65B y 65C. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno tiene una region variable de cadena
pesada que incluye una secuencia con por 1o menos aproximadamente un 80% de identidad, por ejemplo por lo menos
aproximadamente un 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de
identidad con la SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 68, 99, 102 0 104 y/o las secuencias en las FIGS. 65B y 65C. En algunas
realizaciones, el constructo de unién a antigeno tiene una regién variable de cadena ligera que incluye la SEQ ID NO:
13,15, 17,19, 67, 100, 101 0 103 y/o las secuencias en las FIGS. 65B y 65C. En algunas realizaciones, el constructo
de unién a antigeno tiene una region variable de cadena ligera que incluye una secuencia con por lo menos
aproximadamente un 80% de identidad, por ejemplo por lo menos aproximadamente un 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad con la SEQ ID NO: 13, 15, 17, 19, 67,
100, 101 0 103 y/o las secuencias en las FIGS. 65B y 65C. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno
es un constructo de unién a antigeno humano y tiene una regién variable de cadena pesada, una region variable de
cadena ligera, o una cadena pesada y ligera que es por lo menos tan idéntica como por lo menos las secuencias
variables de cadena pesada y/o ligera indicadas anteriormente.

Algunas realizaciones proporcionadas en la presente incluyen un constructo de unién a antigeno que compite
por la unién a la molécula diana con uno o mas constructos de unién a antigeno proporcionados en la presente, e
incluye una o mas de las subpartes de bisagra proporcionadas en la presente (como en la Tabla 0.1). En algunas
realizaciones, el constructo de unién a antigeno competidor se une al mismo epitopo en la molécula diana que el
constructo de unién a antigeno de referencia. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno de referencia
se une a un primer epitopo de la molécula diana, y el constructo de unioén a antigeno competidor se une a un segundo
epitopo de la molécula diana, pero interfiere con la unién del constructo de unién a antigeno de referencia con la
molécula diana, por ejemplo bloqueando estéricamente la unién del constructo de unién a antigeno de referencia, o
induciendo un cambio conformacional en la molécula diana. En algunas realizaciones, el primer epitopo se solapa con
el segundo epitopo.

En algunas realizaciones, los formatos scFv y/o minicuerpo tienen caracteristicas farmacocinéticas

ventajosas para la imagenologia de diagnéstico y ciertas aplicaciones terapéuticas, a la vez que mantienen la alta
afinidad de union y especificidad de un anticuerpo original. En comparacién con la imagenologia con el anticuerpo
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original de longitud completa, la farmacocinética es mas deseable para estos fragmentos, ya que son capaces de
dirigirse al antigeno y, a continuacion, depurar rapidamente el sistema para la imagenologia rapida de alto contraste.
En algunas realizaciones, las vidas medias en circulacién mas cortas del minicuerpo permiten una imagenologia
optima en un intervalo de tiempo de aproximadamente 6-48 72 horas (depende de la depuracion y del nivel de
"hundimiento" del antigeno y de la vida media del isétopo quelado a Mb) después de la inyeccion del minicuerpo. La
rapida depuracién de la sangre junto con una mejor penetracién en los tejidos puede permitir la imagenologia en el
mismo dia, lo que puede suponer una ventaja significativa en la clinica con respecto a la gestién de la atencién al
paciente.

En algunas realizaciones, los fragmentos de anticuerpo pueden comprender una, dos o tres de las CDR de
region variable ligera y/o una, dos o tres de las CDR de regién variable pesada de un anticuerpo de PSCA, 5T4, PSMA,
CD3 o CD8. Por ejemplo, un fragmento de anticuerpo puede contener una, dos o tres de las CDR de la region variable
y/o una, dos o tres de las CDR de la regién pesada variable de versiones murinas del anticuerpo de PSCA, 5T4,
PSMA, CD3 o CD8. En algunas realizaciones, un fragmento de anticuerpo comprende una o mas regiones CDR de
las regiones variable pesada o ligera de un anticuerpo de PSCA, 5T4, PSMA, CD3 o CD8 humanizado.

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno que se unen al antigeno PSCA pueden ser
anticuerpos, minicuerpos y/o fragmentos de los mismos como scFv. En las FIGS. 29B - 29D, 36E, 60 (SEQ ID NO:
125y 126), 61 (SEQ ID NO: 126), 62 (SEQ ID NO: 127), 63 (SEQ ID NO: 128), 64 (SEQ ID NO: 129), 65A (SEQ ID
NO: 130) se muestran algunas realizaciones no limitativas de constructos de unién a antigeno contra PSCA. En
algunas realizaciones, los constructos de uniéon a antigeno que se unen al antigeno 5T4 pueden ser anticuerpos,
minicuerpos y/o fragmentos de los mismos, como scFv. En las FIGS. 28B - 28E, 32, 36C, 54 (SEQ ID NO: 119y 120),
55 (SEQ ID NO: 120), 56 (SEQ ID NO: 121}, 57 (SEQ ID NO: 122), 58 (SEQ ID NO: 123), 59 (SEQ ID NO: 124), 67,
68 se muestran algunas realizaciones no limitativas de constructos de unién a antigeno contra 5T4. En algunas
realizaciones, los constructos de unién a antigeno que se unen al antigeno PSMA pueden ser anticuerpos, minicuerpos
y/o fragmentos de los mismos como scFv. En las FIGS. 5B - 5E, 7C - 7E, 21B - 21E, 34A - 34F, 35A - 35C, 36A, 47
(SEQ ID NO: 112y 113), 48 (SEQ ID NO: 113), 49 (SEQ ID NO: 114), 50 (SEQ ID NO: 115), 51 (SEQ ID NO: 116),
52 (SEQ ID NO: 117), 53 (SEQ ID NO: 118) se muestran algunas realizaciones no limitativas de constructos de union
a antigeno contra PSMA. En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno que se unen al antigeno CD3
pueden ser anticuerpos, minicuerpos y/o fragmentos de los mismos, como scFv. En las FIGS. 33, 36D, 69, 65B y 65C
se muestran algunas realizaciones no limitativas de constructos de union a antigeno contra CD3. En algunas
realizaciones, los constructos de unién a antigeno que se unen al antigeno CD8 pueden ser anticuerpos, minicuerpos
y/o fragmentos de los mismos tales como scFv. En las FIGS. 14B, 15B, 16B - 16D, 20C - 20G, 22B, 36B, 40 (SEQ ID
NO: 105 y 106), 41 (SEQ ID NO: 106), 42 (SEQ ID NO: 107}, 43 (SEQ ID NO: 108), 44 (SEQ ID NO: 109), 45 (SEQ
ID NO: 110), 46 (SEQ ID NO: 111), y 66 (SEQ ID NO: 111) se muestran algunas realizaciones no limitativas de
constructos de unioén a antigeno contra CD8.

Opciones del conector

En algunas realizaciones, para constructos individuales de unién a antigeno, los dominios variables de
cadena pesada y ligera pueden asociarse de diferentes maneras. Por esta razon, el uso de diferentes longitudes de
enlace entre los dominios Vuy Vi permite flexibilidad conformacional y rango de movimiento para asegurar la formacion
de los enlaces disulfuro.

En algunas realizaciones, las longitudes de los dos conectores pueden estar entre (e incluir)
aproximadamente de 1 a 50 aminoacidos, por ejemplo, 2 a 15, 2 a 14, 3 a 13, 4 a 10, o de 5 aminoacidos a 8
aminoacidos. En algunas realizaciones, cada conector dentro de un par para un minicuerpo puede tener la misma
longitud. En algunas realizaciones, cada conector dentro del par puede tener una longitud diferente. En algunas
realizaciones, puede usarse cualquier combinacién de pares de longitudes de conector, siempre que permitan y/o
promuevan las combinaciones deseadas. En algunas realizaciones, puede usarse un aminoacido modificado.

La Tabla 0.2 proporciona variantes de minicuerpos. Producir y probar la expresién y unién de las variantes
permite identificar un formato deseado para la produccion de proteinas para cada nuevo minicuerpo.

En algunas realizaciones, el conector es un conector GlySer. El conector GlySer puede ser un polipéptido
rico en residuos Gly y/o Ser. En algunas realizaciones, por lo menos aproximadamente el 40% de los residuos de
aminoacidos del conector GlySer son Gly, Ser o una combinacion de Gly y Ser, por ejemplo por lo menos
aproximadamente el 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o 90%. En algunas realizaciones, el conector GlySer tiene por lo
menos aproximadamente 2 aminoacidos de longitud, por ejemplo por lo menos aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35 o0 40 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, el motivo
del conector puede ser (G3)Sn 0 (G4)Sn (n puede ser cualquier nimero de S; y en algunas realizaciones es 1 o0 2). Por
ejemplo, a) GGGGS 5 aa, (SEQ ID NO: 66); b) GGGGSGGGGS 10 aa, (SEQ ID NO: 65); ¢} GGGGSGGGGGSGGGGS
15 aa, (SEQ ID NO: 64); d) GSTSGGGSGGGS 12 aa, (SEQ ID NO: 63); 0 e) GSTSGGGSGGGSGGGGSS 18 aa
(SEQ ID NO: 62). En algunas realizaciones, el conector comprende por lo menos una treonina.
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Las Tablas 0.1 y 0.2 representan varias secuencias opcionales que pueden usarse en algunas realizaciones
de scFv y/o minicuerpos. En algunas realizaciones, el scFv puede ser cualquiera de los proporcionados en la presente,
pero con cualquiera de las secuencias proporcionadas en la Tabla 0.1. En algunas realizaciones, el minicuerpo puede
ser cualquiera de los proporcionados en la presente, pero con cualquiera de las secuencias proporcionadas en una
fila completa en la Tabla 0.1. En algunas realizaciones, cualquiera de los constructos de unién a antigeno
proporcionados en la presente puede incluir cualquiera de las subpartes de secuencia de bisagra proporcionadas en
la Tabla 0.1.

Un "minicuerpo”, como se describe en la presente, abarca un homodimero, en donde cada monémero es un
fragmento variable de cadena sencilla (scFv) enlazado a un dominio C+3 humano por una secuencia bisagra. En
algunas realizaciones, la secuencia bisagra es una secuencia bisagra de IgG1 humana. En algunas realizaciones, la
secuencia bisagra es una cualquiera 0 mas de las secuencias bisagra proporcionadas en la presente, como cualquiera
de las descritas en la presente y/o en la Tabla 0.1 (incluyendo cualquier subparte o combinacién de subpartes de la
misma).

En algunas realizaciones, la secuencia de bisagra es una secuencia de bisagra artificial. En algunas
realizaciones, la secuencia de bisagra puede ser una bisagra de IgG natural o artificial, o0 una subparte o combinacién
de subpartes de la misma, de una o mas de las cuatro clases de bisagras de IgG.

En algunas realizaciones, la secuencia del minicuerpo puede incluir CDR y/o FR, y/o secuencias de regién
variable que sean similares a una secuencia descrita en la presente (por ejemplo, como se encuentra en las Figuras
o enla Tabla 0.2.). En algunas realizaciones, el minicuerpo tiene una secuencia (CDR, varias CDR, conjunto completo
de 6 CDR, region variable de cadena pesada, regién variable de cadena ligera, regiones variables de cadena pesada
y ligera, etc.) que es idéntica a un scFv de un minicuerpo descrito en la presente.

En algunas realizaciones, el polipéptido del monémero incluye secuencias como se muestra en la Tabla 0.2.
En algunas realizaciones, el polipéptido del monémero incluye una secuencia con por lo menos aproximadamente un
80% de identidad, por ejemplo por lo menos aproximadamente un 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad con la secuencia del monémero de minicuerpo VLV mostrado
en la Tabla 0.2.

En algunas realizaciones, el minicuerpo tiene una regién de cadena variable (regién variable de cadena
pesada, ligera o pesada y ligera) que es por lo menos aproximadamente un 80% idéntica a una secuencia de cadena
pesada en la SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 68, 99, 102 o0 104 (y/o las secuencias relevantes en la FIG. 65B o 65C) y/o
una secuencia de cadena ligera en la SEQ ID NO: 13, 15, 17, 19, 67, 100, 101 o 103 (y/o las secuencias en la FIG.
65B 0 65C), por ejemplo por lo menos aproximadamente un 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93,
94, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad.

El scFv puede tener una orientacién VuVL 0 VLVH. En algunas realizaciones, la Vi1 y la VL estan enlazadas
entre si por una secuencia conectora de aminoacidos. El conector de aminoacidos puede ser un conector como se
describe en la presente. En algunas realizaciones, el conector es rico en Gly-Ser y tiene aproximadamente 15-20
aminoacidos de longitud. En otra realizacién, el conector es rico en GlySer y tiene 18 aminoacidos de longitud. En
algunas realizaciones, la longitud del conector varia entre (e incluye) aproximadamente de 1 a 50 aminoacidos, por
ejemplo, de 2 a 30, de 3 a 20, de 4 a 15, o de 5 aminoéacidos a 8 aminoacidos. En algunas realizaciones, el conector
es GSTSGGGSGGGSGGGGSS (SEQ ID NO. 62). En algunas realizaciones, el scFv minicuerpo tiene una secuencia
que es por lo menos aproximadamente un 80% idéntica a un scFv descrito en la presente, por ejemplo por lo menos
aproximadamente un 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93, 94, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de
identidad. El scFv puede tener una orientacién VuVL o VLVH.

En algunas realizaciones, cada monémero del minicuerpo incluye los siguientes elementos, de extremo N-
terminal a extremo C-terminal: (a) una secuencia scFv que incluye un dominio Vxenlazado a un dominio VLy que se
une a la molécula diana, (b) un dominio bisagra (por ejemplo, una region bisagra superior y central combinada con
una regién bisagra inferior y/o una regién de extensién), y (¢} una secuencia Cn3 de IgG humana. En algunas
realizaciones, cada monémero del minicuerpo incluye un dominio Ch3 de IgG1, IgG2, 1gG3 o IgG4. En algunas
realizaciones, el minicuerpo esta codificado por un acido nucleico que puede ser expresado por una célula, una linea
celular u otro sistema de expresion adecuado como se describe en la presente. Por tanto, una secuencia sefial puede
fusionarse al extremo N-terminal del scFv para permitir la secrecién del minicuerpo cuando se expresa en la célula o
linea celular. En algunas realizaciones, pueden usarse otras secuencias sefial como la albimina sérica humana (SEQ
ID NO: 70). En algunas realizaciones, diferentes secuencias sefial pueden mejorar la secrecion dependiendo del
contexto y de la linea celular usada para la expresién. En algunas realizaciones, puede emplearse y/o incluirse una
secuencia sefial de cadena ligera de inmunoglobulina kappa humana (SEQ ID NO: 69) en un acido nucleico que
codifica para una secuencia de aminoacidos proporcionada en la presente. En algunas realizaciones, puede
seleccionarse una Unica secuencia de la lista mostrada en la Tabla 7 dependiendo del contexto y de la linea celular
usada para la expresion.
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TABLA 7

Secuencias de péptidos senal

Fuente del
péptido seiial

Secuencia del péptido senal

cadena ligera
kappa de Ig de
ratén

METDTLLLWVLLLWVPGSTG (SEQ ID NO: 69)

Albumina sérica
humana (HSA)

MKWVTFISLLFLFSSAYS (SEQ ID NO: 70)

Azurocidina
humana (HAZ)

MTRLTVLALLAGLLASSRA (SEQ ID NO: 71)

Prolactina MDSKGSSQKGSRLLLLLWSNLLLCQGWS (SEQ ID NO: 72)
LCMV-GPC MGQIVTMFEALPHIIDEVININVIIVLIITSIKAVYNFATCGILALVSFLAGRSCG (SEQ ID NO: 73)
MMTV-Rem MPNHQSGSPTGSSDLLLSGKKQRPHLALRRKRRREMRKINRKYRRMNLAPIKEKT
AWQHLQALISEAEEVLKTSQTPQNSLTLFLALLSVLGPPPVTG (SEQ ID NO: 74)

Mammalia Accesible en Internet en signalpeptide.de/index.php?m=listspdb_mammalia**.
Drosophila Accesible en Internet en signalpeptide.de/index.php?m=listspdb_drosophila**.

Bacterias Accesible en Internet en signalpeptide.de/index.php?m=listspdb_bacteria**

Virus Accesible en Internet en signalpeptide.de/index.php?m=listspdb_viruses**.

**Los péptidos sefial mencionados en los sitios de Internet mencionados anteriormente se describen en la Base de
datos de péptidos sefial, a la que puede accederse en Internet en signalpeptide.de y a través de los hipervinculos
anteriores.

En algunas realizaciones, se proporciona un minicuerpo quimérico que se une a la molécula diana. En
algunas realizaciones, el minicuerpo quimérico incluye un mondmero en el formato VLVw, e incluye la secuencia de
una regién variable de cadena ligera que incluye la SEQ ID NO: 13, 15, 17, 19, 67, 100, 101 0 103 (y/o las secuencias
relevantes en la FIG. 65B o 65C) y la secuencia de una regién variable de cadena pesada que incluye la SEQ ID NO:
14, 16, 18, 20, 68, 99, 102 0 104 (y/o las secuencias en la FIG. 65B o 65C) o un monémero como se muestra en la
Tabla 0.2, o una secuencia que tiene por 1o menos aproximadamente un 80% de identidad con la misma, por ejemplo
por lo menos aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad con la misma. En
algunas realizaciones, el minicuerpo quimérico incluye un monomero en el formato VuVL, e incluye la secuencia de
una regién variable de cadena ligera que incluye la SEQ ID NO: 13, 15, 17, 19, 67, 100, 101 0 103 (y/o las secuencias
relevantes en la FIG. 65B o 65C) y la secuencia de una regién variable de cadena pesada que incluye la SEQ ID NO:
14, 16, 18, 20, 68, 99, 102 o 104 (y/o las secuencias relevantes en la FIG. 65B o 65C) o un monémero como se
muestra en la Tabla 0.2, 0 una secuencia que tiene por lo menos un 80% de identidad con la misma, por ejemplo por
lo menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad con la misma. En algunas realizaciones, el
minicuerpo comprende una o mas de los CDR representadas en la FIG. 41, 48, 55, 61, 65B o 65C. En algunas
realizaciones, el minicuerpo comprende una o mas de las regiones variables de la FIG. 36A, 36B, 36C, 36D, 36E, 66,
67, 68, 69, 65B, 0 65C o de la Tabla 0.2.

En algunas realizaciones, el minicuerpo incluye la regién variable de cadena pesada como se describe en la
FIG. 36A, 36B, 36C, 36D, 36E, 66, 68, 69, 65B, o 65C. En algunas realizaciones, el minicuerpo incluye la regién
variable de cadena ligera como se representa en la FIG. 36A, 36B, 36C, 36D, 36E, 67, 69, 65B o 65C.

En algunas realizaciones, el minicuerpo incluye una o mas de los CDR proporcionadas en las CDR en las
FIG. 41, 48, 55, 61, 65B 0 65C.

Acidos nucleicos

En algunas realizaciones, los polipéptidos de los constructos de uniéon a antigeno pueden codificarse
mediante acidos nucleicos y expresarse in vivo o in vitro, 0 estos péptidos pueden sintetizarse quimicamente. Por
tanto, en algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico que codifica un constructo de unién a antigeno. En
algunas realizaciones, el acido nucleico codifica una parte 0 monémero de un minicuerpo u otra constructo de unién a
antigeno. En algunas realizaciones, el acido nucleico codifica dos 0 mas monémeros, por ejemplo, por lo menos 2
mondémeros. Los acidos nucleicos que codifican multiples monémeros pueden incluir sitios de escisién de acido
nucleico entre por lo menos dos monémeros, pueden codificar sitios de inicio de transcripcién o traduccion entre dos
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0 mas mondémeros, y/o pueden codificar sitios diana proteoliticos entre dos 0 mas monémeros.

En algunas realizaciones, un vector de expresion contiene un acido nucleico que codifica un constructo de
unién a antigeno como se describe en la presente. En algunas realizaciones, el vector de expresién incluye el vector
pcDNA3.1™ /myc-His (-) Versién A para expresién en mamiferos (Invitrogen, Inc.) o una variante del mismo. El vector
de expresion pcDNA3.1 presenta un promotor CMV para la expresion en mamiferos y marcadores de seleccion tanto
de mamiferos (Neomicina) como de bacterias (Ampicilina). En algunas realizaciones, el vector de expresion incluye
un plasmido. En algunas realizaciones, el vector incluye un vector viral, por gjemplo un vector retroviral o adenoviral.
En algunas realizaciones, el vector incluye un césmido, un YAC o un BAC.

En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica por lo menos uno de los monémeros de
minicuerpo comprende por lo menos una de las SEQ ID NO: proporcionadas en la presente, incluyendo las divulgadas
en la presente para la unién a CD3, CD8, 5T4, PSMA y PSCA, o una secuencia que tiene por lo menos
aproximadamente un 80% de identidad, por ejemplo aproximadamente un 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93, 94, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 0 mas de identidad con la misma.

Lineas celulares

En algunas realizaciones, se proporciona una linea celular que expresa por lo menos uno de los constructos
de unién a antigeno descritos en la presente (que puede incluir por lo menos una parte de una bisagra proporcionada
en la presente). En algunas realizaciones, una linea celular de mamifero (por ejemplo, la linea celular CHO-K1) es un
sistema de expresion para producir los minicuerpos, scFv u otros anticuerpos como se describe en la presente. En
algunas realizaciones, los minicuerpos, scFv y otros anticuerpos o fragmentos de anticuerpos descritos en la presente
no estan glicosilados, y no se requiere un sistema de expresién de mamifero, ya que no se necesitan tales
modificaciones postraduccionales. Por tanto, en algunas realizaciones, se usan uno o mas de una amplia variedad de
sistemas de expresion de mamiferos o0 no mamiferos para producir los constructos de unién a antigeno descritos en
la presente (por ejemplo, minicuerpos) incluyendo, pero no limitados a, sistemas de expresién de mamiferos (por
ejemplo, células CHO-K1), sistemas de expresion bacterianos (por ejemplo, E. coli, B. subtilis) sistemas de expresion
de levaduras (por ejemplo, Pichia, S. cerevisiae) o cualquier otro sistema de expresién conocido. Otros sistemas
pueden incluir células de insectos y/o células vegetales.

Modificaciones de constructos de union a antigeno

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno incluye por lo menos una modificacién. Las
modificaciones ejemplares incluyen, pero no se limitan a, constructos de unién a antigeno que han sido modificados
por glicosilacion, acetilacion, pegilacién, fosforilacién, amidacion, derivatizacion por grupos protectores/bloqueantes
conocidos, escision proteolitica y unién a un ligando celular u otra proteina. Cualquiera de las numerosas
modificaciones quimicas puede llevarse a cabo mediante técnicas conocidas, incluyendo, pero no limitadas a, escision
quimica especifica, acetilacion y sintesis metabolica de tunicamicina. En algunas realizaciones, el derivado puede
contener uno 0 mas aminoacidos no naturales.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno se conjuga con otra sustancia para formar un
conjugado antidiana. Los conjugados descritos en la presente pueden prepararse mediante métodos conocidos de
enlace de constructos de unién a antigeno con lipidos, carbohidratos, proteinas u otros atomos y moléculas. En
algunas realizaciones, el conjugado se forma por conjugacién especifica del sitio usando un enlace o unién adecuados.
Es mas probable que la conjugacion especifica del sitio preserve la actividad de unién de un constructo de unién a
antigeno. La sustancia puede conjugarse o unirse en la regién bisagra de un constructo de union a antigeno reducida
mediante la formacién de un enlace tioéter. En algunas realizaciones, puede emplearse la conjugacién con tirosina.
Otros enlaces o uniones usados para formar el conjugado pueden incluir, pero no se limitan a, un enlace covalente,
un enlace no covalente, un enlace disulfuro, un enlace hidrazona, un enlace éster, un enlace amido, y un enlace amino,
un enlace imino, un enlace tiosemicarbazona, un enlace semicarbazona, un enlace oxima y un enlace carbono-
carbono. En algunas realizaciones, no es necesario incluir cisteina u otro aspecto de enlace en el constructo de unién
a antigeno.

Marcadores detectables

En algunas realizaciones, un constructo de unién a antigeno modificado se conjuga con un marcador
detectable. Como se usa en la presente, un "marcador detectable" incluye un atomo, molécula o compuesto que es
util para diagnosticar, detectar o visualizar una ubicacion y/o cantidad de una molécula diana, célula, tejido, 6rgano y
similares. Los marcadores detectables que pueden usarse de acuerdo con las presentes realizaciones incluyen, entre
otros, sustancias radiactivas (por ejemplo, radiois6topos, radionucleidos, radiomarcadores o radiotrazadores),
colorantes, agentes de contraste, compuestos o moléculas fluorescentes, compuestos 0 moléculas bioluminiscentes,
enzimas y agentes potenciadores (por ejemplo, iones paramagnéticos). Ademas, algunas nanoparticulas, por ejemplo,
puntos cuanticos y nanoparticulas metalicas (descritas mas adelante) pueden ser adecuadas para su uso como agente
de deteccion. En algunas realizaciones, el marcador detectable es verde de indocianina (ICG), circonio-89, IR800 y/u
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otro colorante de infrarrojo cercano.

Las sustancias radiactivas ejemplares que pueden usarse como marcadores detectables de acuerdo con las
realizaciones de la presente incluyen, pero no se limitan a, , '®F, '8F-FAC, %P, 3P, %5Ti, 'S¢, 52Fe, 5°Fe, %2Cu, %Cu,
67CU, 67Ga, 68Ga, 7580, 77AS, 86Y, QOY, SQSr, SQZr, 94TC, 94TC, gngC, QQMO, 105Pd, 105Rh, ‘”Ag, 111|n, 123|, 124|, 125|, 131|,
142py 143py 149pm 153Gm 154-158Gq, 161Th, 166Dy, 186Hg, 169F, 175 y 177)y,, 186Rg, 188Re, 189Re, 194y, 198AY, 19AU, 21TAL,
211pp, 212Bj, 212Pp, 213Bj, 223Ra y 225A¢. Los iones paramagnéticos ejemplares que pueden usarse como marcadores
detectables incluyen, entre otros, iones de metales de transicién y lantanidos (por ejemplo, metales con nimeros
atémicos de 6 a 9, 21-29, 42, 43, 44 0 57-71). Estos metales incluyen iones de Cr, V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, La, Ce, Pr,
Nd, Pm, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb y Lu.

Cuando el marcador detectable es un metal radiactivo o un ion paramagnético, en algunas realizaciones, el
marcador puede hacerse reaccionar con un reactivo que tenga una cola larga con uno o0 mas grupos quelantes unidos
a la cola larga para unir estos iones. En algunas realizaciones, el reactivo puede llevar un grupo reactivo disefiado
para atar covalentemente las cadenas de fragmentos de anticuerpos. La cola larga puede ser un polimero como una
polilisina, polisacarido, polietilenglicol (PEG) u otra cadena derivatizada o derivatizable que tenga grupos colgantes a
los que pueda unirse un grupo quelante para unir los iones. Ejemplos de grupos quelantes que pueden usarse de
acuerdo con las realizaciones de la presente incluyen, pero no se limitan a, acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
acido dietilentriaminopentaacético (DTPA), DOTA, NOTA, NODAGA, NETA, deferoxamina (Df, que también puede
denominarse DFQ), porfirinas, poliaminas, éteres de corona, bis-tiosemicarbazonas, polioximas y grupos similares.
Los mismos quelatos, cuando forman complejos con metales no radiactivos, como el manganeso, el hierro y el
gadolinio, son utiles para la MRI, cuando se usan junto con los constructos de unién a antigeno y los portadores
descritos en la presente. Los quelatos macrociclicos como NOTA, NODAGA, DOTA y TETA son de utilidad con una
variedad de metales y radiometales incluyendo, pero no limitados a, radionucleidos de galio, itrio y cobre,
respectivamente. Pueden usarse otros quelatos de tipo anillo, como los poliéteres macrociclicos, que son de interés
para la unién estable de radionucleidos, como el radio 223 para RAIT. En ciertas realizaciones, pueden usarse
elementos quelantes para unir un agente de iamgenologia PET, como un complejo de Aluminio-'8F o Circonio-89, a
una molécula diana para su uso en analisis PET.

Agentes de contraste ejemplares que pueden usarse como marcadores detectables de acuerdo con las
realizaciones de la divulgacion incluyen, pero no se limitan a, bario, diatrizoato, aceite etiodado, citrato de galio, acido
iocarmico, acido iocetamico, yodamida, yodipamida, acido iodoxamico, iogulamida, iohexil, iopamidol, acido iopanoico,
acido ioprocémico, acido iosefamico, acido iosérico, iosulamida meglumina, acido iosemético, iotasul, acido iotetrico,
acido iotalamico, acido iotroxico, acido ioxagilico, acido ioxotrizoico, ipodato, meglumina, metrizamida, metrizoato,
propiliodona, cloruro taloso, 0 combinaciones de los mismos.

Los compuestos 0 moléculas y colorantes bioluminiscentes y fluorescentes que pueden usarse como
marcadores detectables de acuerdo con las realizaciones de la divulgacién incluyen, pero no se limitan a, fluoresceina,
isotiocianato de fluoresceina (FITC), OREGON GREEN™, rodamina, rojo Texas, isotiocianato de tetrarhodimina
(TRITC), Cy3, Cy5, y similares, marcadores fluorescentes (por ejemplo, proteina verde fluorescente (GFP), ficoeritrina
y similares), compuestos fluorescentes autoinactivados que son activados por proteasas asociadas a tumores,
enzimas (por ejemplo, luciferasa, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina y similares), nanoparticulas, biotina,
digoxigenina o una combinacién de los mismos.

Las enzimas que pueden usarse como marcadores detectables de acuerdo con las realizaciones de la
divulgacion incluyen, pero no se limitan a, peroxidasa de rdbano picante, fosfatasa alcalina, fosfatasa &cida, glucosa
oxidasa, B-galactosidasa, B-glucoronidasa o B-lactamasa. Tales enzimas pueden usarse en combinacién con un
cromogeno, un compuesto fluorogénico o un compuesto luminogénico para generar una sefial detectable.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno se conjuga con una nanoparticula. El término
"nanoparticula” se refiere a una particula microscoépica cuyo tamafio se mide en nanémetros, por ejemplo, una particula
con por lo menos una dimensién de menos de aproximadamente 100 nm. Las nanoparticulas pueden usarse como
sustancias detectables porque son lo suficientemente pequefias como para dispersar la luz visible en lugar de
absorberla. Por ejemplo, las nanoparticulas de oro poseen importantes propiedades de extincion de la luz visible y
aparecen de color rojo intenso a negro en solucién. Como resultado, las composiciones que comprenden constructos
de unién a antigeno conjugadas con nanoparticulas pueden usarse para la obtencién de imagenes in vivo de células
T en un sujeto. En el extremo mas pequefio de la gama de tamafios, las nanoparticulas suelen denominarse cimulos.
Se han formado nanoparticulas metalicas, dieléctricas y semiconductoras, asi como estructuras hibridas (por ejemplo,
nanoparticulas nicleo-coronal). Las nanoesferas, nanobarras y nanocopas son solo algunas de las formas que se han
cultivado. Los puntos cuanticos semiconductores y los nanocristales son ejemplos de otros tipos de nanoparticulas.
Tales particulas a nanoescala, cuando se conjugan con un constructo de unién a antigeno, pueden usarse como
agentes de imagenologia para la deteccion in vivo de células T, tal como se describe en la presente.

En algunas realizaciones, tener una bisagra estable impartira estabilidad al agente diana. En algunas
realizaciones, esto da como resultado una mejor biodistribucién, una mayor sensibilidad y/o un depuracién renal

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3020458 T3

reducida. Por lo tanto, estos constructos pueden ser mas aplicables para un mayor grado de actividad especifica. En
algunas realizaciones, esto imparte una sensibilidad sustancialmente mejorada sin dosis altas al rifién, que es un
organo radiosensible. En algunas realizaciones, estos constructos son mas adecuados para RIT por la misma razén,
baja captacion renal. En algunas realizaciones, se puede emplear ahora una conjugacién especifica del sitio con
cisteinas, ya que la reduccién quimica en condiciones suaves rompera 1 o 2 enlaces disulfuro para usarlos como asa,
pero mantendrd intactos los disulfuros restantes. En algunas realizaciones, esto preservara la integridad del conjugado
de minicuerpo.

Agentes y composiciones terapéuticos

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica también puede incluir un portador farmacéuticamente
aceptable. Un portador farmacéuticamente aceptable puede ser un material, composicion o vehiculo
farmacéuticamente aceptable que esté implicado en el transporte de un compuesto de interés desde un tejido, 6rgano
o parte del cuerpo a otro tejido, 6rgano o parte del cuerpo. Por ejemplo, el portador puede ser una carga, un diluyente,
un excipiente, un solvente o un material de encapsulacioén liquidos o solidos, o una combinacién de los mismos. Cada
componente del portador es "farmacéuticamente aceptable" en el sentido de que es compatible con los demas
ingredientes de la formulaciéon. También es adecuado para el contacto con cualquier tejido, 6rgano o parte del cuerpo
que pueda encontrar, lo que significa que, idealmente, no conllevara un riesgo significativo de toxicidad, irritacion,
respuesta alérgica, inmunogenicidad o cualquier otra complicacién que supere excesivamente sus beneficios
terapéuticos.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente pueden administrarse por cualquier via de
administracion adecuada. Una via de administracién puede referirse a cualquier via de administracion conocida en la
técnica, incluyendo pero no limitadas a aerosol, enteral, nasal, oftalmica, oral, parenteral, rectal, transdérmica (por
ejemplo, crema o pomada topica, parche) o vaginal. La administracion "transdérmica" puede realizarse usando una
crema o pomada topica o mediante un parche transdérmico. "Parenteral" se refiere a una via de administracion que
generalmente se asocia con la inyeccion, incluyendo infraorbital, infusién, intraarterial, intracapsular, intracardiaca,
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intrapulmonar, intraespinal, intraesternal, intratecal, intrauterina,
intravenosa, subaracnoidea, subcapsular, subcutanea, transmucosa o transtraqueal. En algunas realizaciones, el
constructo de unién a antigeno puede administrarse intraoperatoriamente como administracion local durante una
intervencion o reseccion.

En algunas realizaciones, un constructo de uniéon a antigeno se conjuga con un agente terapéutico. Un
"agente terapéutico” como se usa en la presente es un atomo, molécula o compuesto que es Util en el tratamiento de
un trastorno relacionado con una molécula diana. Los ejemplos de agentes terapéuticos incluyen, entre otros,
farmacos, agentes quimioterapéuticos, anticuerpos terapéuticos y fragmentos de anticuerpos, toxinas, radiois6topos,
enzimas (por ejemplo, enzimas para escindir profarmacos a un agente citotéxico en el sitio de union del constructo de
unioén a antigeno), nucleasas, hormonas, inmunomoduladores, oligonucleétidos antisentido, quelantes, compuestos
de boro, agentes fotoactivos y colorantes, y nanoparticulas. Los ejemplos de trastornos incluyen los relacionados con
una o mas moléculas diana. En algunas realizaciones, las moléculas diana pueden ser una o0 mas de: CD8, CD3,
PSMA, PSCAy 5T4.

Los agentes quimioterapéuticos tienen a menudo naturaleza citotoxica o citostatica y pueden incluir agentes
alquilantes, antimetabolitos, antibioticos antitumorales, inhibidores de la topoisomerasa, inhibidores mitoticos, terapia
hormonal, agentes terapéuticos dirigidos y agentes inmunoterapéuticos. En algunas realizaciones, los agentes
quimioterapéuticos que pueden usarse como marcadores detectables de acuerdo con las realizaciones de la
divulgacion incluyen, entre otros, acido 13-cisretinoico, 2-clorodesoxiadenosina, 5-azacitidina, 5-fluorouracilo, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, actinomicina-D, adriamicina, aldesleucina, alemtuzumab, alitretinoina, acido todo-
transretinoico, interferén alfa, altretamina, ametopterina, amifostina, anagrelida, anastrozol, arabinosilcitosina, triéxido
de arsénico, amsacrina, aminocamptotecina, aminoglutetimida, asparaginasa, azacitidina, bacilo calmette-guerina
(BCG), bendamustina, bevacizumab, bexaroteno, bicalutamida, bortezomib, bleomicina, busulfan, leucovorina calcica,
factor citrovorum, capecitabina, canertinib, carboplatino, carmustina, cetuximab, clorambucil, cisplatino, cladribina,
cortisona, ciclofosfamida, citarabina, darbepoetina alfa, dasatinib, daunomicina, decitabina, denileukina diftitox,
dexametasona, dexasona, dexrazoxano, dactinomicina, daunorrubicina, decarbazina, docetaxel, doxorrubicina,
doxifluridina, eniluracilo, epirrubicina, epoetina alfa, erlotinib, everolimus, exemestano, estramustina, etopodsido,
filgrastim, fluoximesterona, fulvestrant, flavopiridol, floxuridina, fludarabina, fluorouracilo, flutamida, gefitinib,
gemcitabina, gemtuzumab ozogamicina, goserelina, factor estimulante de colonias de granulocitos, factor estimulante
de colonias de granulocitos y macréfagos, hexametilmelamina, hidrocortisona hidroxiurea, ibritumomab, interferén alfa,
interleucina-2, interleucina-11, isotretinoina, ixabepilona, idarubicina, mesilato de imatinib, ifosfamida, irinotecan,
lapatinib, lenalidomida, letrozol, leucovorina, leuprolida, Ara-C liposomal, lomustina, mecloretamina, megestrol,
melfalan, mercaptopurina, mesna, metotrexato, metilprednisolona, mitomicina C, mitotano, mitoxantrona, nelarabina,
nilutamida, octreotida, oprelvekin, oxaliplatino, paclitaxel, pamidronato, pemetrexed, panitumumab, PEG-interferdn,
pegaspargasa, pegdfilgrastim, PEG-L-asparaginasa, pentostatina, plicamicina, prednisolona, prednisona, procarbazina,
raloxifeno, rituximab, romiplostim, ralitrexed, sapacitabina, sargramostim, satraplatino, sorafenib, sunitinib, semustina,
estreptozocina, tamoxifeno, tegafur, tegafur-uracilo, temsirolimus, temozolamida, teniposida, talidomida, tioguanina,
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tiotepa, topotecan, toremifeno, tositumomab, trastuzumab, tretinoina, trimitrexato, alrubicina, vincristina, vinblastina,
vindestina, vinorelbina, vorinostat o acido zoledrénico.

Las toxinas que pueden usarse de acuerdo con las realizaciones de la divulgacion incluyen, pero no se limitan
a, Auristatina E, Auristatina F, Dolastatina 10, Dolastatina 15, combretastatina y sus analogos, maytansinoide,
calicheamicina, alfa-amanitina, dimeros de pirrolobenzodiazepina, epotilonas, duocamicina y sus analogos, tubulisina
D, basilistatinas, ricina, abrina, ribonucleasa (RNasa), DNasa |, enterotoxina estafilocécica A, proteina antiviral de
Phytolacca americana, gelonina, toxina diftérica, exotoxina de Pseudomonas y endotoxina de Pseudomonas.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas se usan en aplicaciones terapéuticas como portadores de
farmacos que, cuando se conjugan con un constructo de unién a antigeno, administran agentes quimioterapéuticos,
agentes terapéuticos hormonales, agentes radioterapéuticos, toxinas o cualquier otro agente citotdéxico o
anticanceroso conocido en la técnica a células cancerosas que sobreexpresan la diana en la superficie celular.

Cualquiera de los constructos de unién a antigeno descritos en la presente puede conjugarse ademas con
uno o mas agentes terapéuticos adicionales, marcadores detectables, nanoparticulas, portadores o una combinacién
de los mismos. Por ejemplo, un constructo de unién a antigeno puede radiomarcarse con yodo-131 y conjugarse con
un portador lipidico, de tal manerae el conjugado de molécula antidiana-lipido forme una micela. La micela puede
incorporar uno o mas marcadores terapéuticos o detectables. Alternativamente, ademas del portador, el constructo de
unién a antigeno puede radiomarcarse con Yodo-131 | (por ejemplo, en un residuo de tirosina) y conjugarse con un
farmaco (por ejemplo, en el grupo amino épsilon de un residuo de lisina), y el portador puede incorporar un marcador
terapéutico o detectable adicional.

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno se conjugan con un agente terapéutico. Aunque
estos constructos de unién a antigeno pueden tener una semivida de circulacién mas corta en comparacién con un
anticuerpo de longitud completa, en algunas realizaciones, estos formatos pueden mostrar una penetracién tumoral
mejorada basada en su tamarfio mas pequefio y ser terapéuticamente eficaces cuando se arman adecuadamente con
un farmaco citotoxico o radioisétopo. En algunas realizaciones, puede emplearse un enfoque de anticuerpo farmaco-
conjugado. En algunas realizaciones, un enfoque terapéutico incluye la radioinmunoterapia mediante la unién de un
radiomarcador apropiado, como yodo 131, un emisor beta, como itrio 90, lutecio 177, cobre 67, astatina 211, plomo
212/bismuto 212, actinio 225/bismuto 213 y torio, que puede provocar dafio y muerte celular en un tejido diana. En
algunas realizaciones, el tratamiento con estos fragmentos armados con un farmaco citotéxico o radionucleido produce
menos toxicidad inespecifica, ya que se depuran del organismo mas rapidamente.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno puede conectarse a un agente terapéutico para
un trastorno asociado con la expresién de la molécula diana.

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno de molécula diana se usan como medicamento
independiente (por ejemplo, constructo de unién a antigeno en ausencia de agente terapéutico) en el tratamiento de
un trastorno asociado con la expresién de la molécula diana.

En algunas realizaciones, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende la regién bisagra de
aminoacidos de cualquiera de las realizaciones proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, hay menos
del 30% de agregacién (o constructo de alto peso molecular) de un minicuerpo en la composicion, por ejemplo, menos
del 20, 10, 5 0 1% de agregacion.

En algunas realizaciones, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende la regién bisagra de
aminoacidos de cualquiera de los constructos proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, puede usarse
una cantidad de 1 microgramos a 100 mg. En algunas realizaciones, dicha composicién puede tener un nivel reducido
de agregacioén en comparacién con los constructos sin las disposiciones de bisagra indicadas.

En algunas realizaciones, el trastorno es uno asociado con 5T4, CD8, CD3, PSCA o PSMA. Sin embargo, las
varias bisagras divulgadas en la presente pueden aplicarse a cualquier molécula diana o constructo de unién a
antigeno que incluya una bisagra.

Kits

En algunas realizaciones, se proporcionan kits. En algunas realizaciones, el kit incluye un constructo de unién
a antigeno como se describe en la presente. En algunas realizaciones, el kit incluye un acido nucleico que codifica un
constructo de union a antigeno como se describe en la presente. En algunas realizaciones, el kit incluye una linea
celular que produce un constructo de unién a antigeno como se describe en la presente. En algunas realizaciones, el
kit incluye un marcador detectable como se describe en la presente. En algunas realizaciones, el kit incluye un agente
terapéutico como se describe en la presente. En algunas realizaciones, el kit incluye tampones. En algunas
realizaciones, el kit incluye controles positivos, por ejemplo células especificas de la diana, o fragmentos de las
mismas. En algunas realizaciones, el kit incluye controles negativos, por ejemplo, una superficie o solucion
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sustancialmente libre de la diana. En algunas realizaciones, el Kit incluye un envase. En algunas realizaciones, el kit
incluye instrucciones.

Métodos de deteccion de la presencia o ausencia de la molécula diana

Los constructos de unién a antigeno pueden usarse para detectar la presencia o ausencia de la molécula
diana in vivo y/o in vitro. Por consiguiente, algunas realizaciones incluyen métodos para detectar la presencia o
ausencia de la diana. El método puede incluir la aplicacion de un constructo de unién a antigeno a una muestra. El
método puede incluir la deteccion de la union o ausencia de unién del constructo de union a antigeno a la molécula
diana. En algunas realizaciones, mediante las opciones proporcionadas en la presente puede detectarse cualquier
molécula diana. En algunas realizaciones, la molécula diana a detectar es una o mas de 5T4, CD8, CD3, PSCA o
PSMA. En algunas realizaciones, la molécula diana se detecta usando una o mas de las disposiciones de minicuerpos
proporcionadas en las figuras y/o en las Tablas, como la Tabla 0.2 (o por lo menos empleando una disposicion de
bisagra como se describe en la Tabla 0.1).

En la presente se proporcionan métodos para detectar la presencia o ausencia de la molécula diana. Se
apreciara que los procesos siguientes pueden realizarse en cualquier secuencia, y/o pueden repetirse y/o eliminarse
opcionalmente, y que al método pueden afiadirsele opcionalmente pasos adicionales. En algunas realizaciones, puede
aplicarse a una muestra un constructo de unién a antigeno como se describe en la presente. En algunas realizaciones,
puede realizarse un lavado opcional. Opcionalmente, puede aplicarse a la muestra un constructo secundario de unién
a antigeno. Puede realizarse un lavado opcional. En algunas realizaciones, puede detectarse la unién o ausencia de
unién del constructo de unién a antigeno a la molécula diana.

En algunas realizaciones, un constructo de unién a antigeno como se describe en la presente se aplica a una
muestra in vivo. El constructo de unién a antigeno puede administrarse a un sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto
es un humano. En algunas realizaciones, el sujeto es un mamifero no humano, por ejemplo una rata, ratén, cobaya,
hamster, conejo, perro, gato, vaca, caballo, cabra, oveja, burro, cerdo, mono o simio. En algunas realizaciones, el
constructo de unién a antigeno se infunde en el sujeto. En algunas realizaciones, la infusién es intravenosa. En algunas
realizaciones, la infusién es intraperitoneal. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno se aplica
topica o localmente (como en el caso de una aplicacién intervencionista o intraoperatoria) al sujeto. En algunas
realizaciones, se aplica al sujeto una cépsula que contiene el constructo de union a antigeno, por ejemplo por via oral
o intraperitoneal. En algunas realizaciones, el constructo de unioén a antigeno se selecciona para reducir el riesgo de
una respuesta inmunogénica por parte del sujeto. Por ejemplo, para un sujeto humano, el constructo de unién a
antigeno puede humanizarse como se describe en la presente. En algunas realizaciones, después de la aplicacion in
vivo del constructo de unién a antigeno, la muestra, o una parte de la muestra, se retira del huésped. En algunas
realizaciones, el constructo de unién a antigeno se aplica in vivo, se incuba in vivo durante un periodo de tiempo como
se describe en la presente, y se extrae una muestra para analisis in vitro, por ejemplo, deteccién in vitro del constructo
de unién a antigeno unido a la molécula diana o ausencia del mismo como se describe en la presente.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno se aplica a una muestra in vitro. En algunas
realizaciones, la muestra esta recién recogida de un sujeto, por ejemplo una biopsia. En algunas realizaciones, la
muestra se incuba después de su recogida de un sujeto. En algunas realizaciones, la muestra se fija. En algunas
realizaciones, la muestra incluye un érgano y/o tejido completo. En algunas realizaciones, la muestra incluye una o
mas células completas. En algunas realizaciones, la muestra es de extractos celulares, por ejemplo lisados. En
algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno en solucién se afiade a una solucién de la muestra. En
algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno en solucion se afiade a una muestra que no contiene solucion,
por ejemplo una muestra liofilizada, reconstituyendo de este modo la muestra. En algunas realizaciones, el constructo
de unién a antigeno liofilizado se afiade a una muestra que contiene solucién, reconstituyendo de este modo el
constructo de union a antigeno.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno se incuba opcionalmente con la muestra. El
constructo de unién a antigeno puede incubarse durante un periodo de no mas de aproximadamente 14 dias, por
ejemplo no mas de aproximadamente 14 dias, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, o 1 dia, 0 no mas de
aproximadamente 23 horas, por ejemplo no mas de aproximadamente 23 horas, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13,
12,11,10,9,8,7,6,5,4, 3,2, 1, 0,7575, 0,5, 0,25, 0 0,1 hora, incluyendo intervalos entre dos cualesquiera de los
valores enumerados. En algunas realizaciones, la incubacién se realiza en un sujeto al que se le administr6 el
constructo de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la incubacién se realiza en una incubadora. En algunas
realizaciones, la incubadora se mantiene a una temperatura fija, por ejemplo de aproximadamente 21°C, temperatura
ambiente, 25°C, 29°C, 34°C, 37°C, o 40°C.

En algunas realizaciones, se elimina opcionalmente de la muestra el constructo de unién a antigeno que no
esta unido a la diana. En algunas realizaciones, se lava la muestra. El lavado de una muestra puede incluir la
eliminacion de la solucién que contiene el constructo de unién a antigeno no unido, y la adicién de una solucién que
no contiene el constructo de unién a antigeno, por ejemplo una solucién tampoén. En algunas realizaciones, se lava
una muestra in vitro, por ejemplo aspirando, pipeteando, bombeando o drenando la solucidon que contiene el constructo
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de unién a antigeno no unido, y afiadiendo solucién que no contiene el constructo de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, una muestra se lava in vivo, por ejemplo administrando al sujeto una solucién que no contenga el
constructo de unién a antigeno, o lavando un sitio de administracién tépica del constructo de unién a antigeno. En
algunas realizaciones, el lavado se realiza por lo menos dos veces, por ejemplo por lo menos 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10,
15 0 20 veces. En algunas realizaciones, después del lavado o lavados, se elimina de la muestra por lo menos
aproximadamente el 50% del anticuerpo no unido, por ejemplo por lo menos aproximadamente el 50%, 60%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% 0 mas.

En algunas realizaciones, se elimina de la muestra el constructo de unién a antigeno no unido. Después de
la aplicacion del constructo de unién a antigeno a la muestra, el constructo de unién a antigeno unido a la diana
alcanza un equilibrio con el constructo de unién a antigeno no unido a la diana, de tal manera que en algin momento
después de la aplicacion del constructo de unién a antigeno, la cantidad de constructo de unién a antigeno unido a la
diana no aumenta sustancialmente. Transcurrido este tiempo, puede eliminarse por 1o menos parte de la cantidad de
constructo de unién a antigeno no unido a la diana. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno no
unido se elimina mediante procesos metabdlicos u otros procesos corporales del sujeto al que se le administro el
anticuerpo o fragmento. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno no unido se elimina mediante la
adiciéon de un agente que destruye o desestabiliza el constructo de unién a antigeno no unido, por ejemplo una
proteasa o un anticuerpo neutralizante. En algunas realizaciones, 1 dia después de la aplicaciéon del constructo de
unién a antigeno, se ha eliminado por lo menos aproximadamente el 30% del constructo de unién a antigeno que se
aplico, por ejemplo por lo menos aproximadamente el 30%, 40%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%,
99% 0 99,9%. En algunas realizaciones, 2 dias después de la aplicacion del constructo de unién a antigeno, se ha
eliminado por lo menos aproximadamente el 40% del constructo de unién a antigeno que se aplicé, por ejemplo por lo
menos aproximadamente el 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% 0 99,9%.

En algunas realizaciones, se detecta la presencia o ausencia de la molécula diana. La presencia o ausencia
de la diana puede detectarse basandose en la presencia o ausencia del constructo de unién a antigeno en la muestra.
Después de la retirada y/o eliminacion del constructo de unién a antigeno de la muestra, por ejemplo mediante lavado
y/o eliminacién metabdlica, el constructo de unién a antigeno restante en la muestra puede indicar la presencia de la
diana, mientras que una ausencia del constructo de unién a antigeno en la muestra puede indicar la ausencia de la
diana.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno incluye un marcador detectable como se describe
en la presente. Asi, la presencia del constructo de unién a antigeno puede inferirse detectando el marcador detectable.

En algunas realizaciones, se usa un constructo secundario de unién a antigeno para detectar el constructo
de union a antigeno. El constructo secundario de union a antigeno puede unirse especificamente al constructo de
union a antigeno. Por ejemplo, el constructo secundario de unién a antigeno puede incluir un anticuerpo policlonal o
monoclonal, diabodino, minicuerpo, etc. contra el tipo de huésped del anticuerpo, o contra el propio constructo de
union a antigeno. El constructo secundario de unién a antigeno puede conjugarse con un marcador detectable como
se describe en la presente. El constructo secundario de unién a antigeno puede aplicarse a la muestra. En algunas
realizaciones, el constructo secundario de unién a antigeno se aplica a la muestra sustancialmente de la misma
manera que el constructo de unién a antigeno. Por ejemplo, si el constructo de unién a antigeno se infundié en un
sujeto, también puede infundirse en el sujeto el constructo secundario de unién a antigeno.

En algunas realizaciones, la unién o la ausencia de unién del constructo de unién a antigeno se detecta
mediante por lo menos una de las siguientes técnicas: tomografia por emisiéon de positrones (PET), tomografia
computarizada por emisién de fotén unico (SPECT), resonancia magnética nuclear (NMR) o deteccion de emisiones
de fluorescencia. La PET puede incluir, entre otras, imagenologia PET en animales pequefios. En algunas
realizaciones, la unién o la ausencia de unién del constructo de unién a antigeno se detecta mediante dos 0 mas
formas de imagenologia. En algunas realizaciones, la deteccién puede ser a través del infrarrojo cercano (NIR) y/o
Cerenkov.

En algunas realizaciones, es posible cualquier combinacion de modalidades de imagenologia, incluyendo, a
modo de ejemplo, PET + NIR, PET + SPECT, etc.

Métodos para dirigir un agente terapéutico a una célula

Los constructos de unién a antigeno pueden usarse para dirigir una molécula terapéutica, por ejemplo una
citotoxina, a una célula diana positiva, como una célula que expresa la molécula diana. Asi, algunas realizaciones
incluyen métodos para dirigir un agente terapéutico a una célula diana positiva. EI método puede incluir la
administracion a un sujeto de un constructo de unién a antigeno como se describe en la presente. El sujeto puede ser
un sujeto con necesidad, por ejemplo un sujeto que necesita la eliminacién o neutralizacién de por lo menos algunas
células diana positivas. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno incluye por lo menos un agente
terapéutico como se describe en la presente. En algunas realizaciones, el agente terapéutico puede conjugarse
directamente con el constructo de unién a antigeno mediante un enlace covalente, como un enlace disulfuro. En
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algunas realizaciones, el sujeto puede beneficiarse de la ubicacién de una célula positiva para la molécula diana a otra
célula o agente.

Opcionalmente, antes y/o después de la administracion del constructo de union a antigeno que incluye por lo
menos un agente terapéutico, se determina el nimero y/o localizacién de las células diana positivas del paciente. Por
ejemplo, la determinacién del nimero y/o localizaciéon de células diana positivas antes de la administraciéon puede
indicar si es probable que el paciente se beneficie de la neutralizacién y/o eliminacién de las células diana positivas.
La determinacién del nimero y/o localizacion de las células diana positivas después de la administracién puede indicar
si se eliminaron en el paciente las células diana positivas.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno puede usarse como agente terapéutico como
constructo independiente (por ejemplo, sin una toxina conjugada al mismo). Aunque los fragmentos tienen una vida
media mas corta en comparacion con el anticuerpo intacto, lo que seria menos éptimo para la terapia, estos formatos
pueden mostrar una penetracién tumoral mejorada basada en su tamafio mas pequefio y ser terapéuticamente
eficaces cuando se arman adecuadamente con un farmaco citotéxico o radioisotopo.

En algunas realizaciones, otro enfoque terapéutico es la radioinmunoterapia mediante la fijacion de un
radiomarcador apropiado, como el yodo 131, un emisor beta, como el itrio 90, el lutecio 177, el cobre 67, la astatina
211, el plomo 212/bismuto 212, el actinio 225/bismuto 213 y el torio, que pueden causar dafic y muerte celular.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno se usa para dirigir células que expresan la
molécula diana. En algunas realizaciones, el agente terapéutico es apropiado para uno o mas de un trastorno asociado
con por lo menos uno de los siguientes: CD8, CD3, PSMA, PSCA, o 5T4, por ejemplo. En algunas realizaciones, el
agente terapéutico es apropiado para tratar uno o mas de los siguientes trastornos:

Dianas/constructos especificos

En algunas realizaciones, pueden usarse cualquiera de las composiciones, métodos (por ejemplo, métodos
de tratamiento, métodos de elaboracion, métodos de deteccion, etc.), kits, agentes, modificaciones de constructos de
unién a antigeno, lineas celulares, acidos nucleicos, etc. proporcionados en la presente para cualquier molécula diana.
En algunas realizaciones, la molécula diana puede ser una asociada con la inmunoterapia del cancer. En algunas
realizaciones, la molécula diana puede ser una o mas de CD8, CD3, 5T4, PSCA o PSMA, incluyendo variantes de las
mismas.

En algunas realizaciones, uno o0 mas de los constructos de unién a antigeno, como el minicuerpo, pueden
usarse para el tratamiento de un sujeto que tenga un trastorno asociado a la molécula diana. En algunas realizaciones,
la molécula diana puede ser cualquier molécula diana para la que se tenga un constructo de unién a antigeno que se
una. En algunas realizaciones, la molécula diana puede ser por lo menos una de las siguientes: CD8, CD3, PSMA,
PSCA, 0 5T4, y por tanto, el trastorno a tratar puede ser uno relacionado con por lo menos uno de los siguientes: CD8,
CD3, PSMA, PSCA o 5T4. En algunas realizaciones, pueden usarse uno o mas de los constructos de unioén a antigeno,
como el minicuerpo, para el diagnéstico de un sujeto en cuanto a si padece o0 no un trastorno asociado a la molécula
diana.

Como se usa en la presente, el término "sujeto" se refiere a cualquier animal (por ejemplo, un mamifero),
incluyendo pero no limitado a humanos, primates no humanos, roedores, perros, cerdos y similares.

Cada una de las secciones siguientes perfila varias realizaciones para algunos de los varios constructos de
unién a antigeno proporcionados en la presente. Todas estas realizaciones se proporcionan como varias formas de
constructos de unién a antigeno, incluyendo minicuerpos y scFvs. Las secciones siguientes se proporcionan
explicitamente para realizaciones especificas de diana; sin embargo, se contemplan como aspectos que pueden
combinarse con cualquiera de las opciones apropiadas proporcionadas en otras partes de la presente memoria
descriptiva. Por lo tanto, las presentes realizaciones no son exclusivas de las otras realizaciones, sino que son
opciones que pueden combinarse con cualquiera de las otras realizaciones proporcionadas en la presente. Por
ejemplo, puede usarse cualquiera de las disposiciones de bisagra proporcionadas en la presente en uno o mas de los
constructos y/o métodos mencionados. De manera similar, las varias realizaciones descritas a continuaciéon con
respecto a cualquiera de las cinco dianas de CD8, CD3, PSMA, PSCA o 5T4 también pueden intercambiarse con las
otras dianas mencionadas. Asi, mientras que el analisis de PSCA se dirige a PSCA, se entendera que las realizaciones
también pueden aplicarse a constructos de CD8, CD3, PSMA o 5T4. De manera similar, las divulgaciones de CD8
también pueden aplicarse a CD3, PSMA, PSCA o 5T4, por ejemplo.

En algunas realizaciones, pueden usarse agentes quimioterapéuticos con uno o mas de los constructos de
CD8, CD3, PSMA, PSCA o 5T4 proporcionados en la presente. Los agentes quimioterapéuticos tienen a menudo
naturaleza citotéxica o citostatica y pueden incluir agentes alquilantes, antimetabolitos, antibiéticos antitumorales,
inhibidores de la topoisomerasa, inhibidores mitéticos, terapia hormonal, agentes terapéuticos dirigidos y agentes
inmunoterapéuticos. En algunas realizaciones, los agentes quimioterapéuticos que pueden usarse como agentes de
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diagnostico de acuerdo con las realizaciones de la divulgacion incluyen, entre otros, acido 13-cisretinoico, 2-
clorodesoxiadenosina, 5-azacitidina, 5-fluorouracilo, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, actinomicina-D, adriamicina,
aldesleucina, alemtuzumab, alitretinoina, &cido todo-transretinoico, interferén alfa, altretamina, ametopterina,
amifostina, anagrelida, anastrozol, arabinosilcitosina, trioxido de arsénico, amsacrina, aminocamptotecina,
aminoglutetimida, asparaginasa, azacitidina, bacilo calmette-guerina (BCG), bendamustina, bevacizumab,
bexaroteno, bicalutamida, bortezomib, bleomicina, busulfan, leucovorina calcica, factor citrovorum, capecitabina,
canertinib, carboplatino, carmustina, cetuximab, clorambucilo, cisplatino, cladribina, cortisona, ciclofosfamida,
citarabina, darbepoetina alfa, dasatinib, daunomicina, decitabina, denileukina diftitox, dexametasona, dexasona,
dexrazoxano, dactinomicina, daunorrubicina, decarbazina, docetaxel, doxorrubicina, doxifluridina, eniluracilo,
epirrubicina, epoetina alfa, erlotinib, everolimus, exemestano, estramustina, etopésido, filgrastim, fluoximesterona,
fulvestrant, flavopiridol, floxuridina, fludarabina, fluorouracilo, flutamida, gefitinib, gemcitabina, gemtuzumab
ozogamicina, goserelina, factor estimulante de colonias de granulocitos, factor estimulante de colonias de granulocitos
y macroéfagos, hexametilmelamina, hidrocortisona hidroxiurea, ibritumomab, interferén alfa, interleucina-2, interleucina-
11, isotretinoina, ixabepilona, idarubicina, mesilato de imatinib, ifosfamida, irinotecan, lapatinib, lenalidomida, letrozol,
leucovorina, leuprolida, Ara-C liposomal, lomustina, mecloretamina, megestrol, melfalan, mercaptopurina, mesna,
metotrexato, metilprednisolona, mitomicina C, mitotano, mitoxantrona, nelarabina, nilutamida, octreotida, oprelvekin,
oxaliplatino, paclitaxel, pamidronato, pemetrexed, panitumumab, interferén PEG, pegaspargasa, pedfilgrastim, PEG-
L-asparaginasa, pentostatina, plicamicina, prednisolona, prednisona, procarbazina, raloxifeno, rituximab, romiplostim,
ralitrexed, sapacitabina, sargramostim, satraplatino, sorafenib, sunitinib, semustina, estreptozocina, tamoxifeno,
tegafur, tegafur-uracilo, temsirolimus, temozolamida, teniposida, talidomida, tioguanina, tiotepa, topotecan, toremifeno,
tositumomab, trastuzumab, tretinoina, trimitrexato, alrubicina, vincristina, vinblastina, vindestina, vinorelbina, vorinostat
o acido zoledrénico.

En algunas realizaciones, uno 0 mas de los constructos, por ejemplo, los constructos de unién a antigeno de
CD8, CD3, PSMA, PSCA o 5T4, pueden unirse a través de una o mas de las cisteinas en la bisagra a quelantes,
farmacos o cualquiera de los otros componentes descritos en la presente.

PSCA-IAB1M

El antigeno de células madre de préstata (PSCA) es una glicoproteina de la superficie celular que se expresa
en la préstata y la vejiga humanas normales y esta sobreexpresada en los canceres de prostata (40% de los tumores
primarios y 60-100% de las metastasis en ganglios linfaticos y médula 6sea). También esta altamente expresada en
los carcinomas transicionales de vejiga y en el carcinoma pancreatico. Un ejemplo de proteina PSCA se muestra con
la SEQ ID NO: 132. IG8, un anticuerpo monoclonal de ratén anti-PSCA especifico para PSCA demostr6 actividad de
direccionamiento antitumoral in vivo (Gu, Z. et al., "Anti-prostate stem cell antigen monoclonal antibody 1G8 induces
cell death in vitro and inhibits tumor growth in vivo via a Fc-independent mechanism," Cancer Res., Vol. 65, N° 20,
pags. 9495-9500, 2005). Este anticuerpo se humanizé mediante injerto en un marco humano (Trastuzumab) y se
denominé 2B3 (Olafsen, T. et al., "Targeting, imaging, and therapy using a humanized antiprostate stem cell antigen
(PSCA) antibody," Immunotherapy, Vol. 30, No. 4, pags. 396-405, 2007).

En algunas realizaciones, las realizaciones que implican constructos de unién de antigeno a PSCA pueden
proporcionar agentes que tienen propiedades farmacodinamicas apropiadas para dirigirse a y obtener imagenes de
tumores que expresan PSCA. Existe un valor en el campo de los agentes eficaces para obtener imagenes de canceres
con sensibilidad y especificidad, en particular tumores en estadio temprano o con metastasis temprana de los que no
pueden obtenerse imagenes por medios tradicionales. Como el PSCA es expresado en gran medida por la mayoria
de los tumores de prostata, vejiga y pancreas, es una diana valiosa en la deteccion, diagnéstico, pronostico y
tratamiento de estos canceres. Algunas de las realizaciones proporcionadas en la presente proporcionan constructos
con caracteristicas para la imagenologia y direccionamiento de tumores. También pueden usarse para el
direccionamiento tumoral de la terapia génica, la terapia de radioactividad, y pueden tener utilidad terapéutica por si
mismos.

En la presente se proporcionan constructos de unién a antigenos manipulados que reconocen un nuevo
marcador de superficie celular en canceres de préstata y otros canceres con alta afinidad. Estos constructos de unién
a antigeno manipulados genéticamente pueden adaptarse especificamente para su uso in vivo para el
direccionamiento y la deteccion. El PSCA es altamente expresado por la mayoria de los tumores de préstata, vejiga y
pancreas y es una diana prometedora. Las realizaciones proporcionadas en la presente describen una molécula
innovadora con caracteristicas 6ptimas para la imagenologia tumoral. También puede ser Util para el direccionamiento
de la terapia génica, la radiactividad o puede tener utilidad terapéutica por si misma.

En algunas realizaciones, el PSCA al que se dirige el anticuerpo anti-PSCA es PSCA humano. En algunas
realizaciones, el inmunoconjugado puede usarse para dirigir la fraccion efectora a una célula positiva para PSCA,
particularmente células, que sobreexpresan la proteina PCSA. En algunas realizaciones, el PSCA a la que se dirige
el minicuerpo anti-PSCA es PSCA humano.

En algunas realizaciones, los constructos proporcionados en la presente pueden proporcionar agentes que
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tienen propiedades farmacodinamicas apropiadas para dirigirse y obtener imagenes de tumores que expresan PSCA.
En algunas realizaciones, el minicuerpo proporciona un agente eficaz para obtener imagenes de canceres con
sensibilidad y especificidad, en particular de tumores en estadios tempranos o con metastasis tempranas de los que
no pueden obtenerse por medios tradicionales.

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno que se unen al antigeno PSCA pueden ser
anticuerpos, minicuerpos y/u otros fragmentos de anticuerpos como scFv. En las FIGS. 29B - 29D, 36E, 60 (SEQ ID
NOs: 125y 126), 61 (SEQ ID NO: 126), 62 (SEQ ID NO: 127), 63 (SEQ ID NO: 128), 64 (SEQ ID NO: 129), y 65A
(SEQ ID NO: 130) se muestran algunas realizaciones no limitativas de constructos de unién a antigeno contra PSCA.

En algunas realizaciones, el constructo permite la imagenologia del cancer, en el diagnéstico precoz o el
diagnostico de la enfermedad metastasica. En particular, hay valor en mejores agentes para la imagenologia de cancer
de prostata para la deteccion y estadificacion. La imagenologia del constructo de unién a antigeno PSCA serd muy
Util para la imagenologia de metastasis ¢seas y evaluar la respuesta al tratamiento. En algunas realizaciones, se
proporciona un método de deteccion del cancer de pancreas. En algunas realizaciones, se adapta un minicuerpo
manipulado de alta afinidad y altamente especifico para el direccionamiento y deteccién in vivo de PSCA en pacientes
con cancer de prostata, cancer de vejiga y cancer de pancreas. En algunas realizaciones, un "trastorno dependiente
de PSCA" puede incluir un tumor de prostata, un cancer de préstata, un tumor de vejiga, un carcinoma transicional de
la vejiga urinaria, un tumor pancreatico, un carcinoma pancreatico, cualquier tumor asociado con la expresion de
PSCA, cualquier cancer asociado con la expresion de PSCA, o cualquier trastorno asociado con la expresion de PSCA.

En algunas realizaciones, se proporciona un constructo de unién a antigeno PSCA de alta afinidad que puede
usarse en el tratamiento y deteccién de canceres que sobreexpresan PSCA.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno también puede enlazarse a agentes terapéuticos
o marcadores detectables. En algunas realizaciones, el agente terapéutico es un agente citotéxico. Por ejemplo, el
agente puede ser ricina, ricina de cadena A, doxorrubicina, daunorrubicina, taxol, bromuro de etidio, mitomicina,
etoposido, tenoposido, vincristina, vinblastina, colchicina, dihidroxi antracina diona, actinomicina D, toxina diftérica,
exotoxina de Pseudomonas (PE) A, PE40, abrina, cadena A de arbrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina,
mitogelina de gelonina, retstrictocina, fenomicina, enomicina, curicina, crotina, calicheamicina, inhibidor de sapaonaria
officinalis, maytansinoides o glucocorticoidricina. En otras realizaciones, el agente terapéutico es un is6topo radiactivo.
Elisétopo radiactivo puede seleccionarse, por ejemplo, del grupo que consiste en 212Bi, 131|, 111|n, 90Y y 186Re, En otras
realizaciones, el constructo estéd enlazado a una enzima activadora de profarmacos anticancerigenos capaz de
convertir un profarmaco en su forma activa.

En algunas realizaciones, el constructo anti-PSCA estd marcado con un marcador detectable. El marcador
puede ser, por ejemplo, un radioisétopo, un compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, un compuesto
quimioluminiscente, un quelante metalico o una enzima. Muchos radionuclidos pueden usarse como marcadores de
imagenologia, incluyendo sin limitacidn, 241, 88y, 18F 94mTc vy similares. Un experto en la técnica conocera otros
radionucleidos especialmente adecuados para su uso en la presente realizacién. En algunas realizaciones, el método
puede matar la célula cancerosa. En algunas realizaciones, el constructo reconoce y se une a la proteina de PSCA
como se muestra a continuacién comenzando con leucina en la posicién de aminoacido 22 y terminando con alanina
en la posicion de aminoacido 99. En realizaciones adicionales, el método comprende ademas administrar a un farmaco
quimioterapéutico, radioterapia. En algunas realizaciones, el sujeto también se trata con terapia de ablacion hormonal
o terapia antagonista hormonal.

En algunas realizaciones, los tratamientos pueden administrarse al paciente o sujeto por via intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, intratumoral o intradérmica. En algunas realizaciones, el contacto comprende
administrar el constructo directamente en un cancer de préstata, un cancer de vejiga, un cancer de pancreas o una
metastasis de los mismos.

En algunas realizaciones, se proporcionan métodos de deteccién de una célula cancerosa en un sujeto
mediante el contacto de la célula cancerosa con un constructo que lleva un marcador detectable. Los métodos pueden
usarse en el cribado de pacientes con mayor riesgo de cancer o para monitorizar la respuesta a la terapia o para
desarrollar un pronéstico para el cancer (por ejemplo, cancer de préstata, vejiga o pancreas). Los métodos son
particularmente ventajosos para detectar metastasis del cancer. En la presente se proporcionan fragmentos de
minicuerpos con aptitud para el direccionamiento/imagenologia tumoral. En algunas realizaciones, con respecto a los
constructos proporcionados en la presente, existe la condicion de que el constructo comprenda un dominio VH o VL
que no sea idéntico a un dominio correspondiente o al anticuerpo 2B3.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno se conjuga con una fraccion "efectora". La
fraccion efectora puede ser cualquier nimero de moléculas, incluyendo fracciones de marcado como marcadores
radiactivos o marcadores fluorescentes, o puede ser una fraccién terapéutica. En un aspecto, el anticuerpo modula la
actividad de la proteina. Tales fracciones efectoras incluyen, entre otras, un farmaco antitumoral, una toxina, un agente
radiactivo, una citoquina, un segundo anticuerpo o una enzima. Ademas, en la presente se proporcionan realizaciones
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en las que el constructo de unién a antigeno esté enlazado a una enzima que convierte un profarmaco en un agente
citotoxico. Los ejemplos de agentes citotdxicos incluyen, entre otros, ricina, doxorrubicina, daunorrubicina, taxol,
bromuro de etidio, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, dihidroxiantracina diona,
actinomicina D, toxina diftérica, exotoxina de Pseudomonas (PE) A, PE40, abrina, y glucocorticoides y otros agentes
quimioterapéuticos, asi como radioisotopos. Los marcadores detectables adecuados incluyen, entre otros, un
radiois6topo, un compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, un compuesto quimioluminiscente, un
quelante metdlico o una enzima.

En algunas realizaciones, los constructos de proteina de unién a antigeno pueden usarse sistémicamente
para tratar el cancer solos o cuando se conjugan con una fraccion efectora. Los constructos de direccionamiento de
PSCA conjugados con agentes toxicos, como la ricina, asi como los anticuerpos no conjugados pueden ser agentes
terapéuticos Utiles dirigidos de manera natural a células cancerosas portadoras de PSCA. Tales constructos pueden
ser (tiles para bloquear la invasividad.

En algunas realizaciones, los constructos de proteina de unién a antigeno pueden usarse para tratar el
cancer. En tal situacién, el constructo se une a por lo menos una porcién funcionalmente activa de una segunda
proteina o molécula toxica que tenga actividad terapéutica. La segunda proteina puede incluir, entre otras, una enzima,
una linfoquina, una oncostatina o una toxina. Las toxinas adecuadas incluyen doxorrubicina, daunorrubicina, taxol,
bromuro de etidio, mitomicina, etopodsido, tenoposido, vincristina, vinblastina, colchicina, dihidroxiantracina diona,
actinomicina D, toxina diftérica, exotoxina de Pseudomonas (PE) A, PE40, ricina, abrina, glucocorticoides y
radiois6topos.

En algunas realizaciones, el tratamiento implicara generalmente la administracion repetida de los constructos
y sus inmunoconjugados a través de una via de administracion aceptable, como la inyeccion intravenosa (N}, a una
dosis eficaz. Las dosificaciones dependeran de varios factores generalmente apreciados por los expertos en la técnica
incluyendo, sin limitacion, el tipo de cancer y la gravedad, grado o estadio del cancer, la afinidad de unién y la semivida
de los agentes utilizados, el nivel de concentracion de anticuerpos en estado estacionario deseado, la frecuencia del
tratamiento y la influencia de los agentes quimioterapéuticos usados en combinacién con el método de tratamiento de
las realizaciones proporcionadas en la presente. Las dosis diarias tipicas pueden variar de aproximadamente 0,1 a
100 mg/kg. Las dosis en el intervalo de 10-500 mg de los constructos o sus inmunoconjugados por semana pueden
ser eficaces y bien toleradas, aunque pueden ser apropiadas y/o bien toleradas incluso dosis semanales mas altas. El
principal factor determinante para definir la dosis adecuada es la cantidad de un agente particular necesaria para ser
terapéuticamente eficaz en un contexto particular. Para lograr la inhibicidon o regresién tumoral pueden requerirse
administraciones repetidas. Las dosis iniciales de carga pueden ser mayores. La dosis de carga inicial puede
administrarse como infusion. Las dosis periddicas de mantenimiento pueden administrarse de manera similar, siempre
que la dosis inicial sea bien tolerada.

En algunas realizaciones, también es posible la administracion directa de los constructos y puede tener
ventajas en ciertos contextos. Por ejemplo, para el tratamiento del carcinoma de vejiga, los agentes pueden inyectarse
directamente en la vejiga.

En algunas realizaciones, las composiciones pueden administrarse para tratamientos terapéuticos o
profilacticos. En aplicaciones terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente que padece una
enfermedad (por ejemplo, cancer) en una "dosis terapéuticamente eficaz". Las cantidades eficaces para este uso
dependeran de la gravedad de la enfermedad y del estado general de salud del paciente. Pueden administrarse dosis
Unicas o multiples de las composiciones dependiendo de la dosificacion y la frecuencia requeridas y toleradas por el
paciente. Pueden usarse otras terapias contra el cancer conocidas en combinacion con los métodos proporcionados
en la presente. Por ejemplo, las composiciones proporcionadas en la presente también pueden usarse para dirigir o
sensibilizar una célula a otros agentes terapéuticos contra el cancer, como 5FU, vinblastina, actinomicina D, cisplatino,
metotrexato y similares.

En otras realizaciones, los métodos pueden ponerse en practica junto con otras terapias contra el cancer (por
ejemplo, prostatectomia radical), radioterapia (haz externo o braquiterapia), terapia hormonal (por ejemplo,
orquiectomia, terapia analoga a la LHRH para suprimir la produccién de testosterona, terapia antiandrogénica) o
quimioterapia.

En algunas realizaciones, se proporcionan métodos de imagenologia de células cancerosas o tumores in vivo
mediante la administracién de anticuerpos, como los minicuerpos proporcionados en la presente. En una realizacion,
se proporciona un método de imagenologia de una célula cancerosa in vivo, el método comprende administrar un
anticuerpo anti-PSCA marcado a un mamifero y obtener imagenes del anticuerpo in vivo. Los métodos pueden usarse
para obtener imagenes de una célula cancerosa en un mamifero, incluyendo sin limitacién, un ratén, rata, hamster,
conejo, cerdo, humano, y similares.

En algunas realizaciones, en la presente se proporcionan métodos para tratar a un sujeto que tiene cancer,
o inhibir el crecimiento de una célula cancerosa de prostata que expresa una proteina Antigeno de Células Madres de
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Prostata (PSCA) que comprende poner en contacto la célula cancerosa (por ejemplo, préstata, vejiga, célula cancerosa
pancreatica, con un constructo como se proporciona en la presente, en una cantidad eficaz para inhibir el crecimiento
de la célula cancerosa. En algunas realizaciones, los métodos encuentran aplicacion particular en el diagnostico,
prondstico y tratamiento de canceres que sobreexpresan PSCA, por ejemplo, canceres de préstata, pancreas y vejiga.
En ciertas realizaciones, los métodos se aplican a canceres refractarios a hormonas o resistentes a terapias. En ciertas
realizaciones, los métodos se aplican a canceres metastasicos.

En algunas realizaciones, se proporciona un minicuerpo que se une a PSCA. El minicuerpo comprende un
polipéptido que comprende un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) que se une a PSCA, el scFv
comprendiendo un dominio variable pesado (Vu) enlazao a un dominio variable ligero (VL); y una regién bisagra
variante que comprende por lo menos tres cisteinas en cada cadena de la bisagra. En algunas realizaciones, el
minicuerpo comprende ademas una secuencia Cu3 de IgG humana. En algunas realizaciones, el minicuerpo
comprende ademas un marcador detectable seleccionado del grupo que consiste en una sustancia radiactiva, un
colorante, un agente de contraste, un compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, una enzima, un agente
potenciador y una nanoparticula.

En algunas realizaciones, el minicuerpo proporcionado en el presente comprende: un HCDR1 de la HCDR1
en la SEQ ID NO: 93; una HCDR2 de la HCDR2 en la SEQ ID NO: 94; una HCDR3 de |la HCDRS3 en la SEQ ID NO:
95; una LCDR1 de la LCDR1 en la SEQ ID NO: 96; una LCDR2 de la LCDR2 en la SEQ ID NO: 97; y una LCDR3 de
la LCDR3 en la SEQ ID NO: 98. En algunas realizaciones del minicuerpo proporcionado en la presente, el dominio
variable pesado (Vn) y el dominio variable ligero (VL) son secuencias humanas.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico que codifica un anticuerpo de cualquiera de las
realizaciones descritas en la presente. En algunas realizaciones, se proporciona una linea celular que produce
cualquiera de las realizaciones de minicuerpos descritas en la presente. En algunas realizaciones, se proporciona un
kit que comprende cualquiera de las realizaciones del minicuerpo descritas en la presente y un marcador detectable.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para detectar la presencia o ausencia de PSCA. El
método comprende aplicar cualquiera de las realizaciones de minicuerpos proporcionadas en la presente a una
muestra; y detectarla unién o ausencia de unién del constructo de union a antigeno del mismo a PSCA. En algunas
realizaciones del método, el minicuerpo comprende un marcador detectable seleccionado del grupo que consiste en
una sustancia radiactiva, un colorante, un agente de contraste, un compuesto fluorescente, un compuesto
bioluminiscente, una enzima, un agente potenciador y una nanoparticula. En algunas realizaciones del método, la
aplicacion del minicuerpo comprende administrar el minicuerpo a un sujeto. En algunas realizaciones del método, la
deteccién de la unién o ausencia de unién del minicuerpo del mismo a un antigeno diana comprende tomografia por
emisién de positrones. En algunas realizaciones, el método comprende ademas aplicar un anticuerpo secundario o
fragmento del mismo a la muestra, en donde el anticuerpo secundario o fragmento del mismo se une especificamente
al minicuerpo. En algunas realizaciones del método, el minicuerpo del mismo se incuba con la muestra durante no
mas de 1 hora.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para dirigir un agente terapéutico a PSCA. El método
comprende administrar a un sujeto de cualquiera de las realizaciones del minicuerpo proporcionado en la presente,
en donde el minicuerpo se conjuga con un agente terapéutico.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para dirigir PSCA en un sujeto con necesidad de ello. El
método comprende administrar al sujeto un minicuerpo de cualquiera de las realizaciones proporcionadas en la
presente. En algunas realizaciones del método, el sujeto tiene por lo menos uno o mas de un tumor de prostata, un
cancer de prostata, un tumor de vejiga, un carcinoma transicional de la vejiga urinaria, un tumor pancreatico, un
carcinoma pancreatico, cualquier tumor asociado con la expresidon de PSCA, cualquier cancer asociado con la
expresion de PSCA, o cualquier trastorno asociado con la expresion de PSCA.

En algunas realizaciones, se proporciona un constructo de unién a antigeno (como un minicuerpo o scFv)
que se une a PSCA, el constructo de unién a antigeno (como un minicuerpo o scFv) que comprende una region
bisagra, en donde la region bisagra comprende por lo menos uno de los siguientes: a) una secuencia peptidica de la
SEQ ID NO: 1 (Xn1CXn2Xn3CXnaXnsC), en donde Xn1 puede ser cualquier aminoacido que no forme un enlace de
reticulacion covalente, en donde Xn2esunode: A, R, N,D,E,Q, G, H, |, L, K, M, F, P, S, T, W, Y, o V, en donde Xn3
puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminodacido, y en donde Xns puede ser cualquier
aminoacido; b} una secuencia peptidica de la SEQ ID NO: 2 (Xn1Xn2Xn3Xn4Xns XneCXn7XneCXneXn10C), en donde Xni
puede ser cualquier aminoacido que no forme un enlace de reticulacion covalente con otro aminoacido idéntico, en
donde Xn2 puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser
cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xre puede ser cualquier aminoacido,
en donde Xn7 puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xne puede ser
cualquier aminoacido, y en donde Xn10 puede ser cualquier aminoacido (SEQ ID NO: 208); ¢) una secuencia de bisagra
central de por lo menos uno de: CVECPPCP (SEQ ID NO: 57), CPPCPPC (SEQ ID NO: 52), o CPPCPPCPPC (SEQ
ID NO: 54), enlazada a una secuencia de bisagra superior de ELKTPLGDTTHT (SEQ ID NO: 48); o d) una regién
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bisagra superior que no comprende aminoacidos capaces de reticularse con un aminoacido correspondiente, y una
regién bisagra central conectada a un extremo C-terminal de la regién bisagra superior, en donde la regién bisagra
central comprende por lo menos tres cisteinas. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno es un
anticuerpo de longitud completa. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un minicuerpo. En algunas realizaciones
del constructo de unién a antigeno (como un minicuerpo o scFv), aparte de la region bisagra, el constructo de unién a
antigeno (como un minicuerpo o scFv) comprende una secuencia de aminoacidos humanizada. En algunas
realizaciones, el constructo de unién a antigeno (como un minicuerpo o scFv) comprende: una HCDR1 de la HCDR1
en la SEQ ID NO: 93; una HCDR2 de la HCDR2 en la SEQ ID NO: 94; una HCDR3 de |la HCDR3 en la SEQ ID NO:
95; una LCDR1 de la LCDR1 en la SEQ ID NO: 96; una LCDR2 de la LCDR2 en la SEQ ID NO: 97; y una LCDR3 de
la LCDR3 en la SEQ ID NO: 98. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno (como un minicuerpo o
scFv) comprende una secuencia de aminoacidos humanizada.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico que codifica la regién bisagra de cualquiera de
las realizaciones de constructo de unién a antigeno (como un minicuerpo o scFv) descritas en la presente. En algunas
realizaciones del acido nucleico, aparte de la secuencia que codifica la regién bisagra, el acido nucleico comprende
una secuencia humana. En algunas realizaciones, se proporciona una linea celular que expresa el constructo de unién
a antigeno (como un minicuerpo o scFv) codificado por el acido nucleico.

En algunas realizaciones, se proporciona un método de elaboracién del constructo de unién a antigeno (como
un minicuerpo o scFv) de cualquiera de las realizaciones descritas en la presente, el método comprendiendo expresar
el anticuerpo en una linea celular.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para tratar una afeccién en un sujeto con necesidad de
ello, el método comprendiendo administrar al sujeto el anticuerpo de cualquiera de las realizaciones proporcionadas
en la presente.

PSMA-IAB2M

Se han desarrollado anticuerpos de longitud completa que se dirigen a PSMA, algunos de los cuales se
encuentran en varias etapas de desarrollo preclinico y clinico. El PSMA fue definido originalmente por un anticuerpo
murino (mAb), 7E11, que reconocia un epitopo intracelular del PSMA (Olson, W. C. et al., "Clinical trials of cancer
therapies targeting prostate-specific membrane antigen," Rev. Recent Clin. Trials, Vol. 2, N° 3, pags. 182-190, 2007).
El mAb 7E11 se convirtid posteriormente en un agente de imagenologia SPECT aprobado por la FDA llamado
Prostascint para la deteccién e imagenologia del cancer de prostata en tejidos blandos. Sin embargo, como 7E11
reconoce un epitopo intracelular, el Prostascint es un agente de imagenologia relativamente pobre que se limita a
detectar tejido tumoral necrético (Olson, W. C. et al., 2007). Al tener las propiedades farmacocinéticas de un anticuerpo
de longitud completa, el Prostascint también requiere un largo periodo de tiempo entre la inyeccién y la imagenologia.
Ademas, el Prostascint es un anticuerpo murino que provoca fuertes respuestas inmunitarias que impiden la
dosificacion multiple (Olson, W. C. et al., 2007).

Se descubrié otro anticuerpo de longitud completa que se dirige a PSMA, J591, y posteriormente se
desinmunizd, la versién desinmunizada conocida como huJd591 (Liu, H. et al., "Monoclonal antibodies to the
extracellular domain of prostate-specific membrane antigen also react with tumor vascular endothelium", Cancer
Research, Vol. 57, N® 17, pags. 3629-3634, 1997; Bander, N. H. et al., "Targeting Metastatic Prostate Cancer with
Radiolabeled Monoclonal Antibody J591 to the Extracellular Domain of Prostate Specific Membrane Antigen”, J. Urol.,
Vol. 170, N2 5, pags. 1717-1721, 2003). El hud591 desinmunizado es un anticuerpo anti PSMA humano que reconoce
y se une a un epitopo extracelular del PSMA (Bander, N. H. et al., 2003). El anticuerpo huJ591 se esta desarrollando
como posible agente de radioinmunoterapia contra el cancer de prostata. En ensayos de fase |, el anticuerpo huJ591
conjugado con DOTA y marcado con is6topos emisores de rayos gamma Indio-111 y Lutecio-177 demostré un
excelente direccionamiento hacia los sitios metastasicos, sin inmunogenicidad, y las dosis multiples fueron bien
toleradas (Bander, N. H. et al., 2003, Milowsky, M. I. et al., "Phase | Trial of yttrium-90-labeled anti-prostate-specific
membrane antigen monoclonal antibody J591 for androgen-independent prostate cancer," J. Clin. Oncol., Vol. 22, N®
13, pags. 2522-2531, 2004; Bander, N. H. et al., "Phase | trial of 177 Lutetium-labeled J591, a monoclonal antibody to
prostate-specific membrane antigen, in patients with androgen-independent prostate cancer," J. Clin. Oncol., Vol. 23,
Ne 21, pags. 4591-4601, 2005; Olson, W. C. et al., 2007). Mas alla del cancer de prostata, los estudios de fase | con
"In-DOTA huJ591 demostraron direccionamiento especifico de la neovasculatura tumoral de tumores sélidos
avanzados (Milowsky, M. I. et al., "Vascular targeted therapy with anti-prostate-specific membrane antigen monoclonal
antibody J591 in advanced solid tumors," J. Clin. Oncol., Vol. 25, No. 5, pags. 540-547, 2007).

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno que se unen al antigeno PSMA pueden ser
anticuerpos, minicuerpos y/u otros fragmentos de anticuerpos como scFv. En las FIGS. 5B - 5E, 7C - 7E, 21B - 21E,
34A - 34F, 35A - 35C, 36A, 47 (SEQ ID NOs: 112y 113), 48 (SEQ ID NO: 113), 49 (SEQ ID NO: 114), 50 (SEQ ID
NO: 115), 51 (SEQ ID NO: 116}, 52 (SEQ ID NO: 117), 53 (SEQ ID NO: 118) se muestran algunas realizaciones no
limitativas de constructos de unién a antigeno contra PSMA.

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3020458 T3

El antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA), un biomarcador de la superficie celular que esta
asociado al cancer de prostata (Slovin, S. F., "Targeting novel antigens for prostate cancer treatment: focus on
prostate-specific membrane antigen," Expert Opin. Ther. Targets, Vol. 9, N® 3, pags. 561-570, 2005), es una proteina
transmembrana de tipo |l de paso Unico que posee actividad de glutamato carboxipeptidasa, aunque el papel funcional
del PSMA no esta bien entendido (Olson, W. C. et al., 2007). La expresiéon de PSMA es relativamente limitada en
tejidos normales fuera de la préstata, incluyendo el cerebro, el intestino delgado, el higado, los tubulos renales
proximales y la glandula salival (Olson, W. C. et al., 2007). Un ejemplo de proteina PSMA se muestra con la SEQ ID
NO: 131.

En algunas realizaciones, en la presente se proporcionan constructos de unién a antigeno, como minicuerpos,
que se dirigen al antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA). El constructo de unién a antigeno PSMA
del mismo puede conjugarse con una sustancia como un agente de diagnéstico, un agente terapéutico o una
nanoparticula para formar un conjugado anti-PSMA. También se divulgan métodos que incluyen el uso del constructo
de unién al antigeno PSMA o el conjugado anti-PSMA para diagnosticar, visualizar, monitorizar o tratar el cancer u
otras afecciones asociadas con la sobreexpresién de PSMA.

En la presente se proporcionan constructos de unién a antigeno PSMA de acuerdo con las realizaciones
descritas en la presente. Un constructo de unién a antigeno PSMA es una molécula que incluye una o mas porciones
de una inmunoglobulina o molécula relacionada con inmunoglobulina que se une especificamente a, o es
inmunolégicamente reactiva con un PSMA.

El constructo de unién a antigeno PSMA o el conjugado anti-PSMA pueden usarse para dirigirse a una célula
positiva para PSMA, como las células cancerosas que sobreexpresan PSMA.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para diagnosticar un cancer asociado con la expresién
de PSMA en un sujeto. Dicho método incluye administrar un minicuerpo anti-PSMA conjugado con un agente de
diagnostico a un sujeto que tiene o se sospecha que tiene un cancer asociado con la expresion de PSMA; exponer al
sujeto a un método de imagenologia para visualizar el minicuerpo marcado in vivo; y determinar que el sujeto tiene un
cancer asociado con la expresién de PSMA cuando el minicuerpo marcado se localiza en un sitio del tumor.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para tratar un cancer asociado con la expresion de
PSMA en un sujeto. Algunas realizaciones incluyen la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicion farmacéutica al sujeto, la composicién comprendiendo un minicuerpo anti-PSMA. En algunas
realizaciones, el minicuerpo anti-PSMA se conjuga con un agente terapéutico.

En algunas realizaciones, el conjugado anti-PSMA puede incluir un constructo de union a antigeno PSMA
(como un minicuerpo o scFv) conjugado con un agente terapéutico. Un "agente terapéutico” como se usa en la
presente es un atomo, molécula o compuesto que es Util en el tratamiento del cancer u otras afecciones asociadas
con PSMA. Los ejemplos de agentes terapéuticos incluyen, entre otros, farmacos, agentes quimioterapéuticos,
constructos de unién a antigenos terapéuticos, toxinas, radioisétopos, enzimas (por ejemplo, enzimas para escindir
profarmacos a un agente citotoxico en el lugar del tumor), nucleasas, hormonas, inmunomoduladores, oligonucleétidos
antisentido, quelantes, compuestos de boro, agentes fotoactivos y colorantes.

Los agentes quimioterapéuticos son a menudo de naturaleza citotéxica o citostatica y pueden incluir agentes
alquilantes, antimetabolitos, antibioticos antitumorales, inhibidores de la topoisomerasa, inhibidores mitoticos, terapia
hormonal, agentes terapéuticos dirigidos y agentes inmunoterapéuticos. En algunas realizaciones, los agentes
quimioterapéuticos que pueden usarse como agentes de diagnéstico de acuerdo con las realizaciones de la
divulgacion incluyen, entre otros, acido 13-cisretinoico, 2-clorodesoxiadenosina, 5-azacitidina, 5-fluorouracilo, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, actinomicina-D, adriamicina, aldesleucina, alemtuzumab, alitretinoina, acido alfa-
transretinoico, interferén alfa, altretamina, ametopterina, amifostina, anagrelida, anastrozol, arabinosilcitosina, triéxido
de arsénico, amsacrina, aminocamptotecina, aminoglutetimida, asparaginasa, azacitidina, bacilo calmette-guerina
(BCG), bendamustina, bevacizumab, bexaroteno, bicalutamida, bortezomib, bleomicina, busulfan, leucovorina calcica,
factor citrovorum, capecitabina, canertinib, carboplatino, carmustina, cetuximab, clorambucilo, cisplatino, cladribina,
cortisona, ciclofosfamida, citarabina, darbepoetina alfa, dasatinib, daunomicina, decitabina, denileukina diftitox,
dexametasona, dexasona, dexrazoxano, dactinomicina, daunorrubicina, decarbazina, docetaxel, doxorrubicina,
doxifluridina, eniluracilo, epirrubicina, epoetina alfa, erlotinib, everolimus, exemestano, estramustina, etopodsido,
filgrastim, fluoximesterona, fulvestrant, flavopiridol, floxuridina, fludarabina, fluorouracilo, flutamida, gefitinib,
gemcitabina, gemtuzumab ozogamicina, goserelina, factor estimulante de colonias de granulocitos, factor estimulante
de colonias de granulocitos y macréfagos, hexametilmelamina, hidrocortisona hidroxiurea, ibritumomab, interferén alfa,
interleucina-2, interleucina-11, isotretinoina, ixabepilona, idarubicina, mesilato de imatinib, ifosfamida, irinotecan,
lapatinib, lenalidomida, letrozol, leucovorina, leuprolida, Ara-C liposomal, lomustina, mecloretamina, megestrol,
melfalan, mercaptopurina, mesna, metotrexato, metilprednisolona, mitomicina C, mitotano, mitoxantrona, nelarabina,
nilutamida, octreotida, oprelvekin, oxaliplatino, paclitaxel, pamidronato, pemetrexed, panitumumab, PEG-interferdn,
pegaspargasa, pegdfilgrastim, PEG-L-asparaginasa, pentostatina, plicamicina, prednisolona, prednisona, procarbazina,
raloxifeno, rituximab, romiplostim, ralitrexed, sapacitabina, sargramostim, satraplatino, sorafenib, sunitinib, semustina,
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estreptozocina, tamoxifeno, tegafur, tegafur-uracilo, temsirolimus, temozolamida, teniposida, talidomida, tioguanina,
tiotepa, topotecan, toremifeno, tositumomab, trastuzumab, tretinoina, trimitrexato, alrubicina, vincristina, vinblastina,
vindestina, vinorelbina, vorinostat o acido zoledrénico.

Los anticuerpos terapéuticos y fragmentos funcionales de los mismos, que pueden usarse como agentes de
diagnostico de acuerdo con las realizaciones de la divulgacién incluyen, pero no se limitan a, alemtuzumab,
bevacizumab, cetuximab, edrecolomab, gemtuzumab, ibritumomab tiuxetan, panitumumab, rituximab, tositumomab y
trastuzumab.

El constructo de unién a antigeno PSMA o el conjugado anti-PSMA pueden usarse para dirigirse a una célula
positiva para PSMA, como células cancerosas que sobreexpresan PSMA. Por lo tanto, los métodos para diagnosticar,
detectar, visualizar, monitorizar o tratar un cancer u otra afeccién asociada con la expresion de PSMA pueden incluir
administrar el constructo de unién a antigeno PSMA o el conjugado anti-PSMA a un sujeto que tiene o se sospecha
que tiene un cancer u otra afeccion asociada con la expresién de PSMA.

En algunas realizaciones, se proporcionan métodos para tratar el cancer u otra afeccion asociada con la
sobreexpresién de PSMA. Tales métodos incluyen administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de
una composicion farmacéutica que incluye un constructo de unién a antigeno PSMA como se describe en la presente.
En una realizacion, el constructo de unién a antigeno PSMA es un minicuerpo, derivado de un anticuerpo de J591
como los minicuerpos de J591 descritos en la presente.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica puede incluir un conjugado terapéutico anti-PSMA, en
donde el conjugado incluye un constructo de unién a antigeno PSMA conjugado con uno o mas agentes terapéuticos
como se describe en la presente. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno PSMA, derivado de un
anticuerpo de J591 como los minicuerpos de J591 descritos en la presente. Por ejemplo, los minicuerpos de J591
descritos en la presente pueden usarse en un enfoque de radioinmunoterapia, en donde uno o mas de los minicuerpos
de J591 se radiomarcan con un radiomarcador emisor beta apropiado, como el itrio-90. El minicuerpo 0 minicuerpos
de J591 radiomarcados pueden usarse para causar dafio y muerte celular en el tejido canceroso local que expresa
PSMA. Ademas, el uso de minicuerpos de J591 radiomarcados mostrara probablemente una penetraciéon tumoral
mejorada en comparacién con el anticuerpo de hudJ591 original de longitud completa radiomarcado.

El conjugado terapéutico anti-PSMA puede conjugarse 0 asociarse con una 0 mas sustancias adicionales
descritas en la presente, como conjugados de diagnéstico anti-PSMA (descritos en la presente), agentes de
diagnostico no conjugados, soluciones de contraste, lipidos portadores o nanoparticulas.

La expresion de PSMA en el cancer de prostata aumenta con la agresividad tumoral y es maxima en tumores
de alto grado, lesiones metastasicas y enfermedad independiente de andrégenos (Olson, W. C. et al., 2007). Por lo
tanto, el PSMA es un biomarcador del cancer que es un buen candidato para ser dirigido por un agente de
imagenologia. La expresion de PSMA también esta regulada por incremento en la neovasculatura de muchos tumores
solidos no prostaticos, como carcinomas de pulmén, colon, mama, rifién, higado y pancreas, asi como sarcomas y
melanomas (Olson, W. C. et al., 2007).

El cancer asociado con la expresién de PSMA en un sujeto puede ser cancer de pulmoén, cancer colorrectal,
cancer de mama, cancer renal, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de pancreas o melanoma. Por tanto, en
algunas realizaciones, el "trastorno dependiente de PSMA" puede incluir: cancer de pulmén, cancer colorrectal, cancer
de mama, cancer renal, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de pancreas o melanoma.

Ademas, el "trastorno dependiente de PSMA" también puede incluir aquellos canceres que estan asociados
con la expresiéon de PSMA, incluyendo aquellos que tienen un tejido tumoral canceroso que sobreexpresa PSMA (por
ejemplo, cancer de prostata) o aquellos que tienen neovasculatura de tumor sélido que sobreexpresa PSMA (por
ejemplo, cancer de préstata, cancer de pulmoén, cancer de colon (o colorrectal), cancer de mama, cancer renal, cancer
de higado, cancer de vejiga y cancer de pancreas, asi como sarcomas y melanoma). La mayor parte de la
neovasculatura de los tumores sélidos expresa PSMA, lo que hace de PSMA un biomarcador de neovasculatura. Por
tanto, ademas de las células cancerosas que expresan PSMA, un cancer que se asocia con la expresion de PSMA
puede incluir cualquier tejido canceroso con neovasculatura incluyendo, entre otros, carcinomas como el cancer de
prostata, el cancer de pulmén, el cancer de colon (o colorrectal), el cancer de mama, el cancer renal, el cancer de
higado, el cancer de vejiga y el cancer de pancreas, asi como sarcomas y melanoma.

En algunas realizaciones, se proporciona un minicuerpo que se une a PSMA. El minicuerpo comprende un
polipéptido que comprende un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) que se une a PSMA, el scFv que
comprende un dominio variable pesado (VH) enlazado a un dominio variable ligero (VL); y una regién bisagra variante
que comprende por lo menos tres cisteinas en cada cadena de la bisagra. En algunas realizaciones, el minicuerpo
comprende ademas una secuencia Crv3 de IgG humana. En algunas realizaciones, el minicuerpo comprende ademas
un marcador detectable seleccionado del grupo que consiste en una sustancia radiactiva, un colorante, un agente de
contraste, un compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, una enzima, un agente potenciador y una
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nanoparticula.

En algunas realizaciones, el minicuerpo proporcionado en el presente comprende: una HCDR1 de la HCDR1
en la SEQ ID NO: 81; una HCDR2 de la HCDR2 en la SEQ ID NO: 82; una HCDR3 de |la HCDR3 en la SEQ ID NO:
83; una LCDR1 de la LCDR1 en la SEQ ID NO: 84; una LCDR2 de la LCDR2 en la SEQ ID NO: 85; y una LCDR3 de
la LCDR3 en la SEQ ID NO: 86. En algunas realizaciones del minicuerpo proporcionado en la presente, el dominio
variable pesado (Vn) y el dominio variable ligero (VL) son secuencias humanas.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico que codifica un anticuerpo de cualquiera de las
realizaciones descritas en la presente. En algunas realizaciones, se proporciona una linea celular que produce
cualquiera de las realizaciones de minicuerpos descritas en la presente. En algunas realizaciones, se proporciona un
kit que comprende cualquiera de las realizaciones de minicuerpos descritas en la presente y un marcador detectable.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para detectar la presencia o ausencia de PSMA. El
método comprende: aplicar cualquiera de las realizaciones de minicuerpos proporcionadas en la presente a una
muestra; y detectar una unién o una ausencia de unién del constructo de unién a antigeno de las mismas a PSMA. En
algunas realizaciones del método, el minicuerpo comprende un marcador detectable seleccionado del grupo que
consiste en una sustancia radiactiva, un colorante, un agente de contraste, un compuesto fluorescente, un compuesto
bioluminiscente, una enzima, un agente potenciador y una nanoparticula. En algunas realizaciones del método, la
aplicacion del minicuerpo comprende la administracién del minicuerpo a un sujeto. En algunas realizaciones del
método, la deteccién de la unidon o ausencia de unién del minicuerpo al antigeno diana comprende tomografia por
emisién de positrones. En algunas realizaciones, el método comprende ademas aplicar un anticuerpo secundario o
fragmento del mismo a la muestra, en donde el anticuerpo secundario o fragmento del mismo se une especificamente
al minicuerpo. En algunas realizaciones del método, el minicuerpo se incuba con la muestra durante no méas de 1 hora.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para dirigir un agente terapéutico a PSMA. El método
comprende administrar a un sujeto cualquiera de las realizaciones del minicuerpo proporcionado en la presente, en
donde el minicuerpo se conjuga con un agente terapéutico.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para dirigirse a PSMA en un sujeto con necesidad de
ello. El método comprende administrar al sujeto un minicuerpo de cualquiera de las realizaciones proporcionadas en
la presente. En algunas realizaciones del método, el sujeto tiene por lo menos uno de un tumor o0 un cancer o un
trastorno de prostata, cerebro, intestino delgado, higado, tubulos renales proximales, glandula salival. En algunas
realizaciones, se proporciona un método para dirigirse 2 PSMA en una neovasculatura tumoral de un tumor solido
avanzado.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo que se une a PSMA. El anticuerpo comprende una
regién bisagra, en donde la regién bisagra comprende por lo menos uno de los siguientes: a) una secuencia peptidica
de la SEQ ID NO: 1 (Xn1CXn2Xn3CXnaXnsC), en donde Xn1 puede ser cualquier aminoacido que no forme un enlace de
reticulacion covalente, en donde Xn2esunode: A, R, N,D,E,Q, G, H, |, L, K, M, F, P, S, T, W, Y, o V, en donde Xn3
puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminodacido, y en donde Xns puede ser cualquier
aminoacido; b} una secuencia peptidica de la SEQ ID NO: 2 (Xn1Xn2Xn3Xn4Xns XneCXn7XneCXneXn10C), en donde Xni
puede ser cualquier aminoacido que no forme un enlace de reticulacion covalente con otro aminoacido idéntico, en
donde Xn2 puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser
cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xre puede ser cualquier aminoacido,
en donde Xa7 puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xne puede ser
cualquier aminoacido, y en donde Xn10 puede ser cualquier aminoacido (SEQ ID NO: 208); ¢) una secuencia de bisagra
central de por lo menos una de: CVECPPCP (SEQ ID NO: 57), CPPCPPC (SEQ ID NO: 52), o CPPCPPCPPC (SEQ
ID NO: 54), enlazada a una secuencia de bisagra superior de ELKTPLGDTTHT (SEQ ID NO: 48); o d) una regién
bisagra superior que no comprende aminoacidos capaces de reticularse con un aminoacido correspondiente, y una
regién bisagra central conectada a un extremo C-terminal de la regién bisagra superior, en donde la regién bisagra
central comprende por lo menos tres cisteinas. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo de longitud
completa. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un minicuerpo. En algunas realizaciones del anticuerpo, aparte
de la region bisagra, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos humanizada. En algunas realizaciones,
el anticuerpo comprende: una HCDR1 de la HCDR1 de la SEQ ID NO: 81; una HCDR2 de la HCDR2 de la SEQ ID
NO: 82; una HCDR3 de la HCDR3 de la SEQ ID NO: 83; una LCDR1 de la LCDR1 de la SEQ ID NO: 84; una LCDR2
de la LCDR2 de la SEQ ID NQO: 85; y una LCDR3 de la LCDR3 de la SEQ ID NO: 86.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico que codifica la regién bisagra de cualquiera de
las realizaciones de anticuerpos descritas en la presente. En algunas realizaciones del acido nucleico, aparte de la
secuencia que codifica la regién bisagra, el acido nucleico comprende una secuencia humana. En algunas
realizaciones, se proporciona una linea celular que expresa el anticuerpo codificado por el acido nucleico.

En algunas realizaciones, se proporciona un método de fabricacién del anticuerpo de cualquiera de las
realizaciones descritas en la presente, el método comprendiendo la expresion del anticuerpo en una linea celular.
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En algunas realizaciones, se proporciona un método para tratar una afeccién en un sujeto con necesidad de
ello, el método comprendiendo administrar al sujeto el anticuerpo de cualquiera de las realizaciones proporcionadas
en la presente.

CD8-IAB22M

CD8 (cumulo de diferenciacion 8) es una glicoproteina transmembrana que es un marcador especifico de una
subclase de células T, incluyendo las células T citotoxicas. La expresion de CD8 también esta presente en algunas
células asesinas naturales y dendriticas, asi como en un subconjunto de linfomas de células T. CD8 se ensambla
como un heterodimero de las subunidades CD8 alfa y CD8 beta o como un homodimero CD8 alfa. El complejo CD8
dimérico ensamblado actlia como correceptor junto con el receptor de células T (TCR) para reconocer la presentacién
de antigenos por parte de las células MHC de clase |. CD8 desempefia una funcién en el desarrollo de las células Ty
en la activacién de las células T maduras. Los cambios en la localizacion de las células T pueden reflejar la progresion
de una respuesta inmunitaria y pueden producirse a lo largo del tiempo. Ejemplos de subunidades de CD8 se muestran
con las SEQ ID NO: 134 y 135.

En la presente se describen constructos de unién a antigeno, incluyendo anticuerpos y fragmentos de los
mismos, como minicuerpos que se unen a una molécula diana, CD8. En algunas realizaciones, los constructos de
unién a antigeno que se unen al antigeno de CD8 pueden ser anticuerpos, minicuerpos y/u otros fragmentos de
anticuerpos como scFv. Algunas realizaciones de constructos de unién a antigeno contra CD8 se muestran en las
FIGS. 14E, 15D, 16B - 16D, 20C - 20G, 22B, 36B, 40 (SEQ ID NO: 105y 106), 41 (SEQ ID NO: 1086), 42 (SEQ ID NO:
107), 43 (SEQ ID NO: 108), 44 (SEQ ID NO: 109), 45 (SEQ ID NO: 110), 46 (SEQ ID NO: 111), 66.

Algunas realizaciones proporcionadas en la presente se refieren a un método para dirigir un agente
terapéutico a un aCD8. El método puede incluir administrar a un sujeto un constructo de unién a antigeno como se
describe en la presente, por ejemplo un constructo de unién a antigeno de CD8. En algunas realizaciones, el constructo
de unién a antigeno se conjuga con un agente terapéutico.

Los constructos de unién a antigeno pueden ser (tiles para detectar la presencia, localizacién y/o cantidades
de la molécula diana (células CD8 y/o CD8+, por ejemplo, ciertas clases de células T). Tales constructos de unién a
antigeno también pueden ser Utiles para dirigir agentes terapéuticos a células que expresan la molécula diana. En
algunas realizaciones, se proporcionan métodos para detectar la presencia o ausencia de la molécula diana (o "diana")
usando constructos de unién a antigeno (incluyendo anticuerpos y constructos como minicuerpos). En algunas
realizaciones, se proporcionan métodos para usar los constructos de unién a antigeno con propésitos terapéuticos.

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno permiten la detecciéon de CD8 humano, que es
un biomarcador especifico que se encuentra en la superficie de un subconjunto de células T para la imagenologia de
diagnéstico del sistema inmunitario. La imagenologia de CD8 permite la deteccién in vivo de la localizacion de células
T. Los cambios en la localizacién de las células T pueden reflejar la progresién de una respuesta inmunitaria y pueden
producirse a lo largo del tiempo como resultado de varios tratamientos terapéuticos o incluso estados de enfermedad.

Ademas, CD8 desempefia una funcién en la activacion de vias de sefializacion descendentes que son
importantes para la activacion de células T citoliticas que funcionan para depurar patégenos virales y proporcionar
inmunidad a los tumores. Las células T positivas para CD8 pueden reconocer péptidos cortos presentados dentro de
la proteina MHCI de las células presentadoras de antigenos. En algunas realizaciones, los fragmentos manipulados
dirigidos a CD8 pueden potenciar la sefializacion a través del receptor de células T y mejorar la capacidad de un sujeto
para depurar patdégenos viricos y responder a antigenos tumorales. Por tanto, en algunas realizaciones, los constructos
de unién a antigeno proporcionadas en la presente pueden ser agonistas y activar la diana CD8.

En algunas realizaciones, se detecta la presencia o ausencia de la diana, CD8. La presencia o ausencia de
la diana puede detectarse basandose en la presencia o ausencia del constructo de unién a antigeno en la muestra.
Después de la retirada y/o eliminacién del constructo de unién a antigeno de la muestra, por ejemplo mediante lavado
y/o eliminacién metabdlica, el constructo de unién a antigeno restante en la muestra puede indicar la presencia de la
diana, mientras que una ausencia del constructo de unién a antigeno en la muestra puede indicar la ausencia de la
diana.

Algunas realizaciones incluyen la deteccion de CD8 humano, que es un biomarcador especifico que se
encuentra en la superficie de un subconjunto de células T para la imagenologia de diagnéstico del sistema inmunitario.
La imagenologia de la molécula diana puede permitir la deteccién in vivo de la localizacion de las células T. Los
cambios en la localizacion de las células T pueden reflejar la progresion de una respuesta inmunitaria y pueden
producirse a lo largo del tiempo como resultado de varios tratamientos terapéuticos o incluso estados de enfermedad.
Por ejemplo, la imagenologia de la localizacion de las células T puede ser Util en inmunoterapia. La inmunoterapia
adoptiva es una forma de terapia en la que las células T del propio paciente se manipulan in vitro y se reintroducen en
el paciente. Para esta forma de tratamiento, la imagenologia de las células T puede ser (til para monitorizar y/o
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determinar el estado del tratamiento. Asi, en algunas realizaciones, la monitorizacién de la localizacion de la molécula
diana puede ser Util para analizar un mecanismo de accién, eficacia y/o seguridad en el desarrollo de farmacos y/o
puede ayudar en el tratamiento clinico de la enfermedad.

Algunas realizaciones proporcionadas en la presente se refieren a un método para dirigir un agente
terapéutico a un CD8. El método puede incluir administrar a un sujeto un constructo de unién a antigeno como se
describe en la presente, por ejemplo un constructo de unién a antigeno de CD8. En algunas realizaciones, el constructo
de unién a antigeno se conjuga con un agente terapéutico.

Las toxinas que pueden usarse como marcadores detectables de acuerdo con las realizaciones de la
divulgacion incluyen, pero no se limitan a, ricina, abrina, ribonucleasa (RNasa), DNasa |, enterotoxina estafilocécica-
A, proteina antiviral de Phytolacca americana, gelonina, toxina diftérica, exotoxina de Pseudomonas y endotoxina de
Pseudomonas.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas se usan en aplicaciones terapéuticas como portadores de
farmacos que, cuando se conjugan con un constructo de unién a antigeno, administran agentes quimioterapéuticos,
agentes terapéuticos hormonales, agentes radioterapéuticos, toxinas o cualquier otro agente citotdéxico o
anticanceroso conocido en la técnica a células cancerosas que sobreexpresan la diana en la superficie celular.

Los constructos de unién a antigeno pueden usarse para dirigir una molécula terapéutica, por ejemplo una
citotoxina, a una célula diana positiva, como una célula que expresa CD8. Por tanto, algunas realizaciones incluyen
métodos para dirigir un agente terapéutico a una célula diana positiva. El método puede incluir la administracién a un
sujeto de un constructo de unién a antigeno como se describe en la presente. El sujeto puede ser un sujeto que
necesita, por ejemplo un sujeto que necesita la eliminacion o neutralizacion de por lo menos algunas células diana
positivas. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno incluye por lo menos un agente terapéutico
como se describe en la presente. En algunas realizaciones, el agente terapéutico puede conjugarse directamente con
el constructo de union a antigeno mediante un enlace covalente, como un enlace disulfuro. En algunas realizaciones,
el sujeto puede beneficiarse de la localizacion de una célula CD8 positiva para otra célula o agente.

Opcionalmente, antes y/o después de la administracion del constructo de union a antigeno que incluye por lo
menos un agente terapéutico, se determina el nimero y/o localizacién de las células diana positivas del paciente. Por
ejemplo, la determinacién del nimero y/o localizaciéon de células diana positivas antes de la administracion puede
indicar si es probable que el paciente se beneficie de la neutralizacién y/o eliminacién de las células diana positivas.
La determinacién del nimero y/o localizacion de las células diana positivas después de la administracién puede indicar
si fueron eliminadas en el paciente las células diana positivas.

El término "trastorno dependiente de CD8" incluye canceres para los que existe un componente inmunolégico
(incluyendo la respuesta a inmunoterapias contra el cancer), trastornos autoinmunes, trastornos de inflamacion, etc.

En algunas realizaciones, se proporciona un minicuerpo que se une a CD8. El minicuerpo comprende un
polipéptido que comprende un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) que se une a CD8, el scFv que comprende
un dominio variable pesado (V1) unido a un dominio variable ligero (VL); y una region bisagra variante que comprende
por lo menos tres cisteinas en cada cadena de la bisagra. En algunas realizaciones, el minicuerpo comprende ademas
una secuencia Crv3 de IgG humana. En algunas realizaciones, el minicuerpo comprende ademas un marcador
detectable seleccionado del grupo que consiste en una sustancia radiactiva, un colorante, un agente de contraste, un
compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, una enzima, un agente potenciador y una nanoparticula.

En algunas realizaciones, el minicuerpo proporcionado en el presente comprende: una HCDR1 de la HCDR1
en la SEQ ID NO: 75; una HCDR2 de la HCDR2 en la SEQ ID NO: 76; una HCDR3 de |la HCDR3 en la SEQ ID NO:
77;una LCDR1 de la LCDR1 en la SEQ ID NO: 78; una LCDR2 de la LCDR2 en la SEQ ID NO: 79; y una LCDR3 de
la LCDR3 en la SEQ ID NO: 80. En algunas realizaciones del minicuerpo proporcionado en la presente, el dominio
variable pesado (Vn) y el dominio variable ligero (VL) son secuencias humanas.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico que codifica un anticuerpo de cualquiera de las
realizaciones descritas en la presente. En algunas realizaciones, se proporciona una linea celular que produce
cualquiera de las realizaciones de minicuerpos descritas en la presente. En algunas realizaciones, se proporciona un
kit que comprende cualquiera de las realizaciones del minicuerpo descritas en la presente y un marcador detectable.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para detectar la presencia o ausencia de CD8. El método
comprende: aplicar cualquiera de las realizaciones de minicuerpos proporcionadas en la presente a una muestra; y
detectar una union o una ausencia de unién del constructo de union a antigeno de las mismas a CD8. En algunas
realizaciones del método, el minicuerpo comprende un marcador detectable seleccionado del grupo que consiste en
una sustancia radiactiva, un colorante, un agente de contraste, un compuesto fluorescente, un compuesto
bioluminiscente, una enzima, un agente potenciador y una nanoparticula. En algunas realizaciones del método, la
aplicacion del minicuerpo comprende administrar el minicuerpo a un sujeto. En algunas realizaciones del método, la
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deteccién de la unién o ausencia de unién del minicuerpo de las mismas a CD8 comprende tomografia por emision de
positrones. En algunas realizaciones, el método comprende ademas aplicar un anticuerpo secundario o fragmento del
mismo a la muestra, en donde el anticuerpo secundario o fragmento del mismo se une especificamente al minicuerpo.
En algunas realizaciones del método, el minicuerpo se incuba con la muestra durante no mas de 1 hora.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para dirigir un agente terapéutico a CD8. El método
comprende administrar a un sujeto cualquiera de las realizaciones del minicuerpo proporcionado en la presente, en
donde el minicuerpo se conjuga con un agente terapéutico.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para dirigir una célula linfocitaria T que expresa CD8 en
un sujeto con necesidad de ello. El método comprende administrar al sujeto un minicuerpo de cualquiera de las
realizaciones proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, se proporciona un método para neutralizar una
célula linfocitaria T que expresa CD8. En algunas realizaciones, el sujeto tiene por lo menos una de las siguientes
células T CD8 anérgicas, células T CD8 disfuncionales, células T CD8 autorreactivas, células T CD8 hiperreactivas,
células T CD8 inhibidoras, células T CD8 mal localizadas o linfoma de células T CD8. En algunas realizaciones, el
sujeto tiene células T CD8 asociadas con por lo menos una de artritis reumatoide, esclerosis muiltiple, diabetes, lupus
eritematoso sistémico, afeccidon autoinmune, inflamatoria, defecto de sefalizacién o defecto coestimulatorio.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo que se une a CD8. El anticuerpo comprende una
region bisagra, en donde la regién bisagra comprende por lo menos uno de los siguientes: a) una secuencia peptidica
de la SEQ ID NO: 1 (Xn1CXn2Xn3CXnaXnsC), en donde Xn1 puede ser cualquier aminoacido que no forme un enlace de
reticulacion covalente, en donde Xn2esunode: A, R, N,D,E,Q, G, H, |, L, K, M, F, P, S, T, W, Y, o V, en donde Xn3
puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminodacido, y en donde Xns puede ser cualquier
aminoacido; b} una secuencia peptidica de la SEQ ID NO: 2 (Xn1Xn2Xn3Xn4Xns XneCXn7XneCXneXn10C), en donde Xni
puede ser cualquier aminoacido que no forme un enlace de reticulacion covalente con otro aminoacido idéntico, en
donde Xn2 puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser
cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xre puede ser cualquier aminoacido,
en donde Xn7 puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xne puede ser
cualquier aminoacido, y en donde Xn10 puede ser cualquier aminoacido (SEQ ID NO: 208); ¢) una secuencia de bisagra
central de por lo menos una de: CVECPPCP (SEQ ID NO: 57), CPPCPPC (SEQ ID NO: 52), o CPPCPPCPPC (SEQ
ID NO: 54), unida a una secuencia de bisagra superior de ELKTPLGDTTHT (SEQ ID NO: 48); o d) una region bisagra
superior que no comprende aminoacidos capaces de reticularse con un aminoacido correspondiente, y una regién
bisagra central conectada a un extremo C-terminal de la region bisagra superior, en donde la region bisagra central
comprende por lo menos tres cisteinas. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa.
En algunas realizaciones, el anticuerpo es un minicuerpo. En algunas realizaciones del anticuerpo, aparte de la regién
bisagra, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos humanizada. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende: una HCDR1 de la HCDR1 de la SEQ ID NO: 75; una HCDR2 de la HCDR2 de la SEQ ID NO: 76; una
HCDR3 de la HCDR3 de la SEQ ID NO: 77; una LCDR1 de la LCDR1 de la SEQ ID NO: 78; una LCDR2 de la LCDR2
de la SEQ ID NO: 79; y una LCDR3 de la LCDR3 de la SEQ ID NO: 80.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico que codifica la regién bisagra de cualquiera de
las realizaciones de anticuerpos descritas en la presente. En algunas realizaciones del acido nucleico, aparte de la
secuencia que codifica la regién bisagra, el acido nucleico comprende una secuencia humana. En algunas
realizaciones, se proporciona una linea celular que expresa el anticuerpo codificado por el acido nucleico.

En algunas realizaciones, se proporciona un método de fabricacién del anticuerpo de cualquiera de las
realizaciones descritas en la presente, el método comprendiendo expresar el anticuerpo en una linea celular.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para tratar una afeccién en un sujeto con necesidad de
ello, el método comprendiendo administrar al sujeto el anticuerpo de cualquiera de las realizaciones proporcionadas
en la presente.

5T4-IAB20M

La 5T4 es una glicoproteina oncofetal que tiene una expresién débil en tejidos adultos seleccionados, pero
una fuerte expresion en varios tipos de carcinomas, incluyendo el cancer colorrectal, renal, de mama, de ovario,
gastrico, de pulmén y de préstata. La expresion de 5T4 se encuentra tanto en canceres primarios como en
metastasicos y el nivel de expresion se correlaciona con la progresion de la enfermedad, lo que convierte a la 5T4 en
un biomarcador muy prometedor. Un ejemplo de proteina 5T4 se muestra con la SEQ ID NO: 133.

Un agente de imagenologia especifico de 5T4 puede proporcionar una ventaja significativa en especificidad
sobre otros agentes de imagenologia como FDG que se basan en la deteccién de cambios en el metabolismo. Ademas,
los agentes de imagenologia que se dirigen especificamente a 5T4 pueden ser una herramienta valiosa durante el
desarrollo de terapias dirigidas a 5T4. Por ejemplo, el agente de imagenologia puede usarse para monitorizar a los
pacientes después del tratamiento de una terapia dirigida a la 5T4. En el caso del cancer de préstata, en el mercado
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hay un agente de imagenologia SPECT aprobado por la FDA llamado Prostascint, pero tiene limitaciones
considerables, ya que el anticuerpo intacto es murino (problema de inmunogenicidad con la administracién repetida)
y el epitopo es un epitopo interno del biomarcador PSMA (limita la precision). Los presentes constructos de unién al
antigeno 5T4 pueden tener ventajas significativas sobre el Prostascint en el sentido de que pueden unirse a un epitopo
extracelular de 5T4, tienen una farmacocinética optimizada para la imagenologia y estan humanizados.

La proteina 5T4 también se conoce como glicoproteina de trofoblasto o TPBG. Los ejemplos de proteinas
5T4 son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, la proteina 5T4 de la SEQ ID NO: 133.

Han estado en desarrollo anticuerpos terapéuticos y proteinas de fusion de anticuerpos contra la diana
humana 5T4 incluyendo el anticuerpo murino "H8". Ademas, actualmente esta en desarrollo clinico contra el antigeno
de 5T4 una vacuna contra el cancer llamada Trovax por Oxford Biomedica.

Un agente de imagenologia especifico de 5T4 puede proporcionar una ventaja significativa en especificidad
sobre otros agentes de imagenologia como FDG que se basan en la deteccion de cambios en el metabolismo. Ademas,
los agentes de imagenologia que se dirigen especificamente a 5T4 pueden ser una herramienta valiosa durante el
desarrollo de terapias dirigidas a 5T4. Por ejemplo, el agente de imagenologia puede usarse para monitorizar a los
pacientes tras el tratamiento de una terapia dirigida a la 5T4. En el caso del cancer de préstata, en el mercado hay un
agente de imagenologia SPECT aprobado por la FDA llamado Prostascint, pero tiene limitaciones considerables ya
que el anticuerpo intacto es murino (problema de inmunogenicidad con la administracion repetida) y el epitopo es un
epitopo interno del biomarcador PSMA (limita la precisién). Los presentes constructos de uniéon a antigeno pueden
tener ventajas significativas sobre el Prostascint en el sentido de que pueden unirse a un epitopo extracelular de 5T4,
tienen una farmacocinética optimizada para la imagenologia y estan humanizados.

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno que se unen al antigeno 5T4 pueden ser
anticuerpos, minicuerpos y/u otros fragmentos de anticuerpos como scFv. En las FIGS. 28B - 28E, 32, 36C, 54 (SEQ
ID NO: 119y 120), 55 (SEQ ID NO: 120), 56 (SEQ ID NO: 121}, 57 (SEQ ID NO: 122), 58 (SEQ ID NO: 123), 59 (SEQ
ID NO: 124), 67, 68 se muestran algunas realizaciones no limitativas de constructos de unién a antigeno contra 5T4.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno puede conectarse a un agente terapéutico para
tratar una forma de cancer, incluyendo, pero no limitado a: cancer colorrectal, renal, de mama, de ovario, gastrico, de
pulmén y/o de prostata.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno 5T4 puede usarse como agente terapéutico como
constructo independiente (por ejemplo, sin una toxina conjugada al mismo). Aunque los fragmentos tienen una vida
media mas corta en comparacion con el anticuerpo intacto, lo que seria menos éptimo para la terapia, estos formatos
pueden mostrar una penetracién tumoral mejorada basada en su tamafio mas pequefio y ser terapéuticamente
eficaces cuando se arman adecuadamente con un farmaco citotéxico o radioisotopo.

El 5T4 es un antigeno que se internaliza rapidamente, lo que puede hacerlo adecuado para enfoques de
conjugados anticuerpo-farmaco. En algunas realizaciones, otro enfoque terapéutico es la radioinmunoterapia mediante
la adicién de un radiomarcador apropiado, como el emisor beta itrio-90, que puede provocar dafio celular y la muerte
del tejido canceroso local.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno se usa para dirigirse a células que expresan el
antigeno 5T4, incluyendo, por ejemplo, células de cancer colorrectal, renal, de mama, de ovario, gastrico, de pulmén
y/o de prostata.

La capacidad de obtener imagenes de todo el cuerpo de un paciente para detectar la presencia de la diana
de un anticuerpo para y durante el tratamiento proporciona informacion valiosa para el tratamiento personalizado del
paciente. Durante las pruebas de seguridad y eficacia de una terapia con anticuerpos, es Util poder seleccionar y
probar el tratamiento en pacientes que expresan la diana del anticuerpo como parte de la progresion de su enfermedad.

La 5T4 se sobreexpresa en muchos carcinomas diferentes, incluyendo los colorrectales, renales, de mama,
ovaricos, gastricos, de pulmén y de préstata. Los agentes de imagenologia como FDG-PET han demostrado ser
bastante eficaces para la deteccién de muchos de estos tipos de cancer, pero las practicas de imagenologia actuales
no son lo suficientemente precisas para el cancer de ovario y préstata. En algunas realizaciones, cualquiera de estos
trastornos puede diagnosticarse y/o tratarse con varias constructos de 5T4 proporcionadas en la presente.

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno pueden ser agentes de imagenologia clinica
(PET/SPECT) en humanos. Como 5T4 se sobreexpresa en miltiples tipos de cancer (incluyendo colorrectal, renal,
mama, ovario, gastrico, pulmoén y prostata), estos constructos de unién a antigeno 5T4 pueden usarse para la
deteccién diagnostica dirigida de estos canceres. En algunas realizaciones, esto puede usarse para la deteccién del
cancer de ovario y/o prostata.
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El término "trastorno dependiente de 5T4" incluye cualquier trastorno en el que 5T4 desempefia una funcién
en el propio trastorno. En algunas realizaciones, esto denota sobreexpresion de 5T4. Ejemplos de trastornos incluyen,
multiples tipos de cancer, como cancer colorrectal, renal, de mama, de ovario, gastrico, de pulmén y de prostata, por
ejemplo.

En algunas realizaciones, se proporciona un minicuerpo que se une a 5T4. El minicuerpo comprende un
polipéptido que comprende un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) que se une a 5T4, el scFv comprendiendo
un dominio variable pesado (VH) enlazado a un dominio variable ligero (VL); y una regién bisagra variante que
comprende por lo menos tres cisteinas en cada cadena de la bisagra. En algunas realizaciones, el minicuerpo
comprende ademas una secuencia Cu3 de IgG humana. En algunas realizaciones, el minicuerpo comprende ademas
un marcador detectable seleccionado del grupo que consiste en una sustancia radiactiva, un colorante, un agente de
contraste, un compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, una enzima, un agente potenciador y una
nanoparticula.

En algunas realizaciones, el minicuerpo proporcionado en la presente comprende: una HCDR1 de la HCDR1
en la SEQ ID NO: 87; una HCDR2 de la HCDR2 en la SEQ ID NO: 88; una HCDR3 de la HCDR3 en SEQ ID NO: 89;
una LCDR1 de la LCDR1 en la SEQ ID NO: 90; una LCDR2 de la LCDR2 en la SEQ ID NO: 91; y una LCDR3 de la
LCDR3 en la SEQ ID NO: 92. En algunas realizaciones, el minicuerpo proporcionado en la presente comprende: un
dominio variable pesado (Vu) y un dominio variable ligero (VL). En algunas realizaciones del minicuerpo proporcionado
en la presente, el dominio variable pesado (Vu) y el dominio variable ligero (VL) son secuencias humanas.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico que codifica un anticuerpo de cualquiera de las
realizaciones descritas en la presente. En algunas realizaciones, se proporciona una linea celular que produce
cualquiera de las realizaciones de minicuerpos descritas en la presente. En algunas realizaciones, se proporciona un
kit que comprende cualquiera de las realizaciones del minicuerpo descritas en la presente y un marcador detectable.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para detectar la presencia o ausencia de 5T4. El método
comprendiendo: aplicar cualquiera de las realizaciones de minicuerpos proporcionadas en la presente a una muestra;
y detectar una unién o una ausencia de unién del constructo de unién a antigeno de las mismas a 5T4. En algunas
realizaciones del método, el minicuerpo comprende un marcador detectable seleccionado del grupo que consiste en
una sustancia radiactiva, un colorante, un agente de contraste, un compuesto fluorescente, un compuesto
bioluminiscente, una enzima, un agente potenciador y una nanoparticula. En algunas realizaciones del método, la
aplicacién del minicuerpo comprende la administracién del minicuerpo a un sujeto. En algunas realizaciones del
método, la deteccién de la unién o ausencia de union del minicuerpo a un antigeno diana comprende tomografia por
emisién de positrones. En algunas realizaciones, el método comprende ademas aplicar un anticuerpo secundario o
fragmento del mismo a la muestra, en donde el anticuerpo secundario o fragmento del mismo se une especificamente
al minicuerpo. En algunas realizaciones del método, el minicuerpo se incuba con la muestra durante no méas de 1 hora.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para dirigir un agente terapéutico a 5T4. El método
comprende administrar a un sujeto cualquiera de las realizaciones del minicuerpo proporcionado en la presente, en
donde el minicuerpo se conjuga con un agente terapéutico.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para dirigir 5T4 en un sujeto con necesidad de ello. El
método comprende administrar al sujeto un minicuerpo de cualquiera de las realizaciones proporcionadas en la
presente. En algunas realizaciones del método, el sujeto tiene por lo menos uno de tumor o cancer colorrectal, renal,
de mama, de ovario, gastrico, de pulmén o de prostata. En algunas realizaciones, el sujeto tiene por lo menos uno de
cancer primario o cancer metastasico. En algunas realizaciones, el sujeto tiene un trastorno en estadio temprano. En
algunas realizaciones, el sujeto tiene un trastorno en estadio intermedio. En algunas realizaciones, el sujeto tiene un
trastorno en estadio tardio.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo que se une a 5T4. El anticuerpo comprende una
region bisagra, en donde la regién bisagra comprende por lo menos uno de los siguientes: a) una secuencia peptidica
de la SEQ ID NO: 1 (Xn1CXn2Xn3CXnaXnsC), en donde Xn1 puede ser cualquier aminoacido que no forma un enlace de
reticulacion covalente, en donde Xn2esunode: A, R, N,D,E,Q, G, H, |, L, K, M, F, P, S, T, W, Y, o V, en donde Xn3
puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminodacido, y en donde Xns puede ser cualquier
aminoacido; b} una secuencia peptidica de la SEQ ID NO: 2 (Xn1Xn2Xn3Xn4Xns XneCXn7XneCXneXn10C), en donde Xni
puede ser cualquier aminoacido que no forme un enlace de reticulacion covalente con otro aminoacido idéntico, en
donde Xn2 puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser
cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xre puede ser cualquier aminoacido,
en donde Xn7 puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xne puede ser
cualquier aminoacido, y en donde Xn10 puede ser cualquier aminoacido (SEQ ID NO: 208); ¢) una secuencia de bisagra
central de por lo menos una de: CVECPPCP (SEQ ID NO: 57), CPPCPPC (SEQ ID NO: 52), o CPPCPPCPPC (SEQ
ID NO: 54), unida a una secuencia de bisagra superior de ELKTPLGDTTHT (SEQ ID NO: 48); o d) una region bisagra
superior que no comprende aminoacidos capaces de reticularse con un aminoacido correspondiente, y una regién
bisagra central conectada a un extremo C-terminal de la region bisagra superior, en donde la region bisagra central
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comprende por lo menos tres cisteinas. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa.
En algunas realizaciones, el anticuerpo es un minicuerpo. En algunas realizaciones del anticuerpo, aparte de la regién
bisagra, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos humanizada.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende: una HCDR1 de la HCDR1 en la SEQ ID NO: 87; una
HCDR2 de la HCDR2 en la SEQ ID NO: 88; una HCDR3 de la HCDR3 en SEQID NO: 89; una LCDR1 de la LCDR1
en la SEQ ID NO: 90; una LCDR2 de la LCDR2 en la SEQ ID NO: 91; y una LCDR3 de la LCDR3 en la SEQ ID NO:
92.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico que codifica la regién bisagra de cualquiera de
las realizaciones de anticuerpos descritas en la presente. En algunas realizaciones del acido nucleico, aparte de la
secuencia que codifica la regién bisagra, el acido nucleico comprende una secuencia humana. En algunas
realizaciones, se proporciona una linea celular que expresa el anticuerpo codificado por el acido nucleico.

En algunas realizaciones, se proporciona un método de fabricacién del anticuerpo de cualquiera de las
realizaciones descritas en la presente. El método comprende expresar el anticuerpo en una linea celular.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para tratar una afeccién en un sujeto con necesidad de
ello, el método comprende administrar al sujeto el anticuerpo de cualquiera de las realizaciones proporcionadas en la
presente.

CD3-IAB25M

El CD3 (cumulo de diferenciaciéon 3) fue descubierto a la vez que el anticuerpo monoclonal OKT3.
Inicialmente, se descubrié que OKT3 se unia a todas las células T periféricas maduras, y mas tarde se determiné que
la subunidad CD3 épsilon como parte del complejo TCR-CD3 era el antigeno de superficie celular al que se unia
OKT3. (Kung, P. et al., "Monoclonal antibodies defining distinctive human T cell surface antigens," Science, Vol. 206,
N© 4416, pags. 347-349, 1979). Con las SEQ ID NO: 136-139 se muestran gjemplos de subunidades CD3. El OKT3
se probé posteriormente como inmunosupresor para el rechazo de trasplantes con el ensayo inicial que estudiaba el
rechazo agudo de aloinjertos renales (Cosimi, A. B. et al., "Treatment of acute renal allograft rejection with OKT3
monoclonal antibody," Transplantation, Vol. 32, N® 6, pags. 535-539, 1981).

En algunas realizaciones, se proporcionan constructos de unién a antigeno, incluyendo anticuerpos y
fragmentos de los mismos, como minicuerpos, que se unen a una molécula diana, CD3. Tales constructos de unién a
antigeno pueden ser Utiles para detectar la presencia, localizacion y/o cantidades de la molécula diana (CD3 y/o células
CD83+). Tales constructos de unioén a antigeno también pueden ser (tiles para modular la actividad biolégica asociada
con la expresion de CD3 en células inmunitarias y para dirigir agentes terapéuticos a células que expresan la proteina
de CD3. En algunas realizaciones, se proporcionan métodos para detectar la presencia o ausencia de la molécula
diana (o "diana") usando constructos de union a antigeno (incluyendo anticuerpos y constructos como minicuerpos).
En algunas realizaciones, se proporcionan métodos para usar los constructos de unién a antigeno con propésitos
terapéuticos.

Algunas realizaciones de los minicuerpos de CD3 divulgados en la presente también pueden usarse como
minicuerpos terapéuticos, por ejemplo para modular la reacciéon del sistema inmunitario neutralizando células T a
través del dominio épsilon CD3 del complejo TCR y regulando por incremento las células reguladoras T a través de la
regulacién por incremento de FOXP3 (Saruta, M. et al., "Characterization of FOXP3+CD4+ regulatory T cells in Crohn's
disease," Clin. Immunol., Vol. 125, N2 3, pags. 281-290, 2007). Tales agentes terapéuticos son Utiles para tratar no
so6lo los trasplantes de aloinjertos de tejidos y 6rganos, sino también enfermedades autoinmunes como la artritis
reumatoide, la esclerosis miltiple, la diabetes de tipo 1 y el lupus eritematoso, por citar algunas.

Se ha realizado una prueba de concepto inicial de imagenologia preclinica con un anticuerpo humanizado
anti-CD3, Visilizumab, que no se derivé de OKT3 (Malviya, G. et al., "Radiolabeled humanized anti-CD3 monoclonal
antibody Visilizumab for imaging human T-lymphocytes," Vol. 50, N° 10, pags. 1683-1691, 2009). La imagenologia de
células T CD3+ es util para |a terapia anti-CD3, ya que el tratamiento es eficaz si el 6rgano de interés se ha infiltrado
por completo con células T CD3+. Un potencial agente de imagenologia CD3 permitiria la seleccién del paciente y
también una forma de monitorizar el tratamiento. La imagenologia con un anticuerpo de longitud completa requiere
tipicamente un tiempo posterior a la inyeccidon méas prolongado para una imagenologia éptima que con los fragmentos
proporcionados en la presente.

En algunas realizaciones se proporcionan constructos de unién a antigeno anti-CD3, como minicuerpos. Los
constructos de unién a antigeno pueden usarse, por ejemplo, para la imagenologia y para el tratamiento de varios
trastornos que afectan al sistema inmunitario.

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno que se unen al antigeno CD3 pueden ser
anticuerpos, minicuerpos y/u otros fragmentos de anticuerpos como scFv. En las FIGS. 33, 36D, 69 se muestran
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algunas realizaciones no limitativas de constructos de unién a antigeno contra CD3.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno puede usarse como agente terapéutico sin enlace
a otra molécula como una toxina (véase, por ejemplo, Chatenoud, L. et al., "CD3-specific antibodies: a portal to the
treatment of autoimmunity," Nat. Rev. Immunol., Vol. 7, N° 8, pags. 622-632, 2007). Tales constructos de unién a
antigeno también pueden ser Utiles para modular la actividad biolégica asociada con la expresién de CD3 en células
inmunitarias para tratar una variedad de enfermedades, incluyendo cancer, diabetes y afecciones autoinmunes e
inflamatorias. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno solo puede usarse como inmunosupresor y
muestra actividad para inhibir la sefializaciéon de CD3.

Los constructos de union a antigeno CD3 divulgados en la presente también pueden usarse como constructo
terapéutico de unién a antigeno, por ejemplo para modular la reaccién del sistema inmunitario neutralizando las células
T a través del dominio épsilon CD3 del complejo TCR y regulando por incremento las células reguladoras T a través
de la regulacién por incremento de FOXP3 (Saruta, M. et al., 2007). Tales agentes terapéuticos son Utiles para tratar
no soélo los trasplantes de aloinjertos de tejidos y érganos, sino también enfermedades autoinmunes como la artritis
reumatoide, la esclerosis multiple, la diabetes de tipo 1 y el lupus eritematoso, por citar algunas.

En algunas realizaciones, un constructo de unién a antigeno, como un minicuerpo, puede contener una o
mas CDR de las regiones variables pesada o ligera de Teplizumab.

En algunas realizaciones, uno o mas de los constructos de unién a antigeno proporcionados en la presente
pueden combinarse con otros agentes de direccionamiento de células inmunitarias, como anticuerpos dirigidos a
0X40, CD134, CD40, CD154, CD80, CD86, ICOS, CD137 y/o antagonistas del receptor de IL-1. En algunas
realizaciones, el minicuerpo dirigido a CD3 disminuye una respuesta inmunitaria y no es necesario conjugar ningin
agente terapéutico adicional con el constructo de unién a antigeno. Por tanto, en algunas realizaciones, se
proporcionan minicuerpos para el tratamiento de la diabetes autoinmune u otras afecciones autoinmunes que implican
células T que no se conjugan o no implican un agente terapéutico.

En algunas realizaciones, los constructos de uniéon a antigeno CD3 pueden usarse como constructo
terapéutico de unién a antigeno para modular la reaccién del sistema inmunitario estimulando y tolerando células T a
través del dominio épsilon CD3 del complejo TCR y/o regulando por incremento las células reguladoras T a través de
la regulacion por incremento de FOXP3 (Saruta, M. et al.., 2007), (Saruta, M. et al., 2007). Tales agentes terapéuticos
pueden ser Utiles en el tratamiento no soélo de los trasplantes de aloinjertos de tejidos y 6rganos, sino también de
enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide, la esclerosis mdltiple, la diabetes de tipo 1, el lupus
eritematoso, etc.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno puede usarse como agente terapéutico sin enlace
a otra molécula como una toxina (véase, por ejemplo, Chatenoud, L. et al., 2007). Tales constructos de unién a
antigeno también pueden ser Utiles para modular la actividad biolégica asociada con la expresién de CD3 en células
inmunitarias para tratar una variedad de enfermedades que incluyen cancer, diabetes y afecciones autoinmunes e
inflamatorias. En algunas realizaciones, puede usarse el constructo de unién a antigeno por si solo como
inmunosupresor y muestra actividad para inhibir la sefializacién de CD3.

Sin estar limitados por ninguna teoria, en algunas realizaciones, un constructo biespecifico de unién a
antigeno se une a la diana en la célula positiva a la diana, y se une al primer antigeno (que puede ser diferente de
CD3) en la primera célula, y por lo tanto lleva a la célula positiva a la diana a la proximidad de la primera célula. Por
ejemplo, una célula CD3+ puede acercarse a una célula cancerosa y facilitar una respuesta inmunitaria contra esa
célula cancerosa.

En algunas realizaciones, el minicuerpo puede conjugarse con un agente terapéutico para el tratamiento del
trastorno dependiente de CD3.

El sujeto puede padecer cualquiera de una serie de trastornos dependientes de CD3, que, por ejemplo,
pueden ser Artritis Reumatoide, Esclerosis Multiple, Diabetes Tipo 1 o Lupus Eritematoso.

En algunas realizaciones, un constructo de unién a antigeno tal como se proporciona en la presente permite
una disminucién significativa de los efectos secundarios indeseables, incluyendo, pero no limitado a, la liberacién de
citoquinas proinflamatorias, la activacion de células T, y/o la proliferacién celular.

En algunas realizaciones, se proporciona un método de tratamiento por el que el sujeto puede beneficiarse
de la aplicacion de constructos de unién a antigeno dirigidos a CD3, pero en lugar de un constructo de longitud
completa, se administra en su lugar un minicuerpo, para dar como resultado una menor estimulacién de la activacion
de las células inmunitarias después de la unién del constructo de unién a antigeno a CD3 in vivo.

En algunas realizaciones, la cantidad del minicuerpo en una composicién farmacéutica es mayor que la
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cantidad que de otro modo podria administrarse para un constructo de longitud completa (por ejemplo, OKT3 de
longitud completa). En algunas realizaciones, la cantidad administrada induciria una tormenta de citoquinas en el
sujeto, si se hubiese administrado la cantidad como un constructo de longitud completa. En algunas realizaciones, la
cantidad que puede administrarse sin provocar una tormenta de citoquinas o el sindrome de liberacién de citoquinas
(CRS), es de por lo menos 10 microgramos/m?, por ejemplo, pueden administrarse por lo menos 10, 17, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, o por lo menos 1000 microgramos/m? del formato
minicuerpo. En algunas realizaciones, esta cantidad no dara como resultado el sindrome de liberacién de citoquinas.
En algunas realizaciones, esta cantidad no dara como resultado un sindrome de liberacién de citoquinas de Grado 1
y/o Grado 2. En algunas realizaciones, esta cantidad no dara como resultado uno o mas de los siguientes sintomas:
erupcion cutanea, dolor de cabeza, nauseas, vomitos y/o escalofrios/rigores/pirexia. En algunas realizaciones, estos
sintomas, que normalmente se producirian el Dia 1 o el Dia 5 o 6 de la dosificacién si se usase un anticuerpo de
longitud completa, no estaran presentes si se emplea un minicuerpo.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para el tratamiento de un individuo que necesita una
terapia de bloqueo de CD3, y en donde el individuo también esta en riesgo de desarrollar y/o experimentar una
tormenta de citoquinas. En algunas realizaciones, el método comprende administrar al sujeto en riesgo de
experimentar una tormenta de citoquinas un constructo de minicuerpo de un anticuerpo de longitud completa; sin
embargo, el formato minicuerpo permitird una reduccion de la intensidad de cualquier activacion de células
inmunitarias que se produciria de otro modo, si se hubiera administrado al sujeto un anticuerpo de longitud completa.
En algunas realizaciones, el minicuerpo puede compartir las mismas CDR (o CDR similares) y/o las mismas regiones
variables de cadena pesada y ligera (0 regiones variables de cadena pesada y ligera similares). En algunas
realizaciones, la administraciéon del minicuerpo permite una menor estimulacién de la activacién de las células
inmunitarias después de que se produzca la unién a CD3. En algunas realizaciones, la administracién del minicuerpo
permite una reduccion del nivel de citoquinas liberadas después de que se produzca la unién a CD3. En algunas
realizaciones, la administracion del minicuerpo permite que se produzcan cantidades menores de activacion después
de la unién a CD3 que si se hubiese empleado un constructo de longitud completa.

En algunas realizaciones, puede administrarse una terapia CD3 sin tener que administrar una contra terapia,
en donde la contra terapia estaria disefiada para reducir o bloquear una tormenta de citoquinas. En algunas
realizaciones, esto comprende administrar un constructo de unién a antigeno de minicuerpo al sujeto, en lugar de un
constructo de longitud completa.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para reducir una intensidad y/o probabilidad de una
tormenta de citoquinas, el método puede incluir identificar a un sujeto que va a recibir un constructo de unién a antigeno
que se va a unir a CD3, y administrar al sujeto una cantidad eficaz de un minicuerpo que se une a CD3. En algunas
realizaciones, el constructo es uno o mas de los proporcionados en la presente.

Como se describe en la presente, la capacidad de reducir y/o evitar una tormenta de citoquinas (u otro
aspecto, como la reduccion de la activacion y/o proliferacién) puede ser especialmente relevante para los constructos
de unién a antigeno que se unen a CD3. En algunas realizaciones, puede emplearse el proceso (por ejemplo, usando
un formato de minicuerpo) para evitar tales problemas para otras proteinas diana, por ejemplo, cualquier proteina
diana para la que la unién de un anticuerpo a la diana provoque una tormenta o activacién/proliferacién de citoquinas.
En algunas realizaciones, el método puede emplearse para permitir evitar una activacion inapropiada y/o perjudicial
en un sujeto, en la que la activacion se produce en respuesta a una proteina de unién a antigeno bivalente. En algunas
realizaciones, en lugar de una proteina de unién a antigeno CD3, puede emplearse una proteina de unién a antigeno
CD28 (por ejemplo, minicuerpo) que se une a CD28).

En algunas realizaciones, el uso de un minicuerpo contra CD3 permite que un sujeto reciba niveles adecuados
del constructo de unién a antigeno para permitir el tratamiento de un trastorno dependiente de CD3. En algunas
realizaciones, el sujeto puede recibir las moléculas de unién a CD3 sin tener que recibir también y/o posteriormente
inyecciones de insulina. En algunas realizaciones, el uso de un constructo de minicuerpo contra CD3 permite
amortiguar una respuesta impulsada por CD3 sin destruir demasiadas células B en el proceso. En algunas
realizaciones, la activacién/proliferacion que se reduce incluye la activacién y/o proliferacion de una célula T y/o una
célula asesina natural (NK).

En algunas realizaciones, proporcionar un constructo de unién a antigeno a un sujeto que lo necesita
comprende proporcionar una cantidad eficaz de un constructo de unién a antigeno a CD3, en donde dicho constructo
de unién a antigeno se une a CD3, pero no da como resultado un aumento significativo en una cantidad de por lo
menos uno de liberacion, activacion o proliferacién de citoquinas.

En algunas realizaciones, se proporciona un método de administraciéon de un agente terapéutico que se une
a CD3 en una célula inmunitaria. El método comprende proporcionar un constructo de unién a antigeno como se
proporciona en la presente (por ejemplo, cualquiera de los minicuerpos para CD3) a un sujeto que necesita reducir
una cantidad de CD3. El constructo de unién a antigeno se une a CD3; sin embargo, como se muestra por los datos
proporcionados en la presente, el constructo de unidén a antigeno no da como resultado una cantidad significativa de
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un aumento en por lo menos uno de liberacién, activacion o proliferaciéon de citoquinas. En algunas realizaciones, la
disminucién de CD3 denota una disminucién de la cantidad de proteina de CD3 libre disponible. En algunas
realizaciones, la disminucién de CD3 denota la disminucién de células que expresan la proteina de CD3.

En algunas realizaciones, el constructo no da como resultado una tormenta de citoquinas a un nivel que seria
inaceptablemente perjudicial para el sujeto.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para ftratar a un sujeto que tiene un trastorno
dependiente de CD3. El método comprende proporcionar al sujeto una cantidad eficaz de un constructo de unién a
antigeno. El constructo de unién a antigeno es un minicuerpo que se une a CD3. En algunas realizaciones, el
constructo de unién a antigeno esta conjugado con un agente terapéutico. En algunas realizaciones, el constructo de
unién a antigeno comprende una disposicion bivalente que comprende un primer sitio de unién y un segundo sitio de
unién, en donde el primer sitio de unién se une a CD3, y en donde el segundo sitio de unién se une a CD3. La cantidad
eficaz es una cantidad molar que, si el constructo de unién a antigeno se hubiese administrado en un formato diferente,
en particular en el formato de anticuerpo completo (por ejemplo OKT3), la cantidad molar induciria una tormenta de
citoquinas a una intensidad que la haria inaceptable para propésitos terapéuticos. Sin embargo, esta misma cantidad
molar, cuando el constructo de unién a antigeno es un minicuerpo, sigue siendo eficaz para la terapia basada en CD3,
pero no induce una tormenta de citoquinas a niveles inaceptables.

En algunas realizaciones, como los presentes constructos pueden usarse para terapias, aunque sean
bivalentes y se unan a CD3, pueden emplearse constructos terapéuticos de constructos de unién a antigeno CD3. En
algunas realizaciones, se proporciona un constructo de unioén a antigeno que se une a CD3 in vivo, pero no da como
resultado una cantidad significativa de por lo menos uno de liberacién, activacion o proliferacién de citoquinas.

El término "trastorno dependiente de CD3" incluye la artritis reumatoide, la esclerosis multiple, la diabetes de
tipo 1, el lupus eritematoso, la enfermedad inflamatoria intestinal, la diabetes, el rechazo de trasplantes de 6rganos,
las enfermedades autoinmunes, las alergias y otros trastornos en los que las células T y/o asesinas naturales (NK)
desempefian una funcién en la patologia.

Una "tormenta de citoquinas", también conocida como "cascada de citoquinas” o "hipercitoquinemia’, es una
reaccion inmunitaria potencialmente mortal que implica un bucle de retroalimentacién positiva entre las citoquinas y
las células inmunitarias, con niveles muy elevados de varias citoquinas. Los sintomas de una tormenta de citoquinas
son fiebre alta, hinchazén y enrojecimiento, fatiga extrema y nauseas. En algunos casos, la reaccién inmunitaria puede
ser mortal. Tipicamente, es aceptable y necesario cierto nivel de liberacién de citoquinas, por ejemplo, cuando se
lucha contra una infecciéon. Cuando se tienen escalofrios febriles asociados a la gripe, tales sintomas son el resultado
de la lucha del sistema inmunitario contra el virus, por lo que tales niveles son aceptables y no constituyen una
"tormenta de citoquinas". Sin embargo, cuando el brazo de activacion se sobreestimula y no se equilibra con una sefial
inhibidora, estas citoquinas pueden provocar dafios en 6rganos y tejidos y, en Ultima instancia, la muerte. En algunas
realizaciones, los constructos proporcionados en la presente pueden ser Utiles para evitar y/o minimizar el sindrome
de liberacién de citoquinas y, por lo tanto, pueden aplicarse a situaciones en las que, de otro modo, podrian usarse
anticuerpos anticélulas T de longitud completa. En algunas realizaciones, también puede aplicarse al sindrome de
liberacion de citoquinas cualquiera de los métodos proporcionados en la presente dirigidos a las tormentas de
citoquinas.

En algunas realizaciones, el sujeto tiene una enfermedad inflamatoria y/o autoinmune. En algunas
realizaciones, la afeccién se selecciona entre por lo menos una de artritis reumatoide, esclerosis multiple, diabetes de
tipo 1 o lupus eritematoso.

En algunas realizaciones, las citoquinas son aquellas que estan implicadas en las tormentas de citoquinas
inducidas por la administracién del anticuerpo OKT3 de longitud completa. En algunas realizaciones, las citoquinas
incluyen por lo menos una de IFNy, IL-2, TNF-a, o IL-17.

En algunas realizaciones, se proporciona un minicuerpo que se une a CD3. El minicuerpo comprende un
polipéptido que comprende un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) que se une a CD3, el scFv comprende un
dominio variable pesado (VH) enlazado a un dominio variable ligero (VL}; y una regién bisagra variante que comprende
por lo menos tres cisteinas en cada cadena de la bisagra. En algunas realizaciones, el minicuerpo comprende ademas
una secuencia Cru3 de IgG humana. En algunas realizaciones, el minicuerpo comprende ademas un marcador
detectable seleccionado del grupo que consiste en una sustancia radiactiva, un colorante, un agente de contraste, un
compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, una enzima, un agente potenciador y una nanoparticula.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico que codifica un anticuerpo de cualquiera de las
realizaciones descritas en la presente. En algunas realizaciones, se proporciona una linea celular que produce
cualquiera de las realizaciones de minicuerpos descritas en la presente. En algunas realizaciones, se proporciona un
kit que comprende cualquiera de las realizaciones del minicuerpo descritas en la presente y un marcador detectable.
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En algunas realizaciones, se proporciona un método para detectar la presencia o ausencia de CD3. El método
comprende: aplicar cualquiera de las realizaciones de minicuerpos proporcionadas en la presente a una muestra; y
detectar una union o una ausencia de unién del constructo de union a antigeno de las mismas a CD3. En algunas
realizaciones del método, el minicuerpo comprende un marcador detectable seleccionado del grupo que consiste en
una sustancia radiactiva, un colorante, un agente de contraste, un compuesto fluorescente, un compuesto
bioluminiscente, una enzima, un agente potenciador y una nanoparticula. En algunas realizaciones del método, la
aplicacién del minicuerpo comprende la administracién del minicuerpo a un sujeto. En algunas realizaciones del
método, la deteccion de la unién o ausencia de unién del minicuerpo al antigeno diana comprende tomografia por
emisién de positrones. En algunas realizaciones, el método comprende ademas aplicar un anticuerpo secundario o
fragmento del mismo a la muestra, en donde el anticuerpo secundario o fragmento del mismo se une especificamente
al minicuerpo. En algunas realizaciones del método, el minicuerpo se incuba con la muestra durante no méas de 1 hora.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para dirigir un agente terapéutico a CD3. El método
comprende administrar a un sujeto cualquiera de las realizaciones del minicuerpo proporcionadas en la presente, en
donde el minicuerpo se conjuga con un agente terapéutico.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para dirigir una célula linfocitaria T que expresa CD3 en
un sujeto con necesidad de ello. El método comprende administrar al sujeto un minicuerpo de cualquiera de las
realizaciones proporcionadas en la presente. En algunas realizaciones, se proporciona un método para neutralizar una
célula linfocitaria T que expresa CD3. En algunas realizaciones, el sujeto tiene por lo menos una de las siguientes
células T CD3 anérgicas, células T CD3 disfuncionales, células T CD3 autorreactivas, células T CD3 hiperreactivas,
células T CD3 inhibidoras, células T CD3 mal localizadas o linfoma de células T CD3. En algunas realizaciones, el
sujeto tiene células T CD3 asociadas con por lo menos una de artritis reumatoide, esclerosis multiple, diabetes, lupus
eritematoso sistémico, afeccidon autoinmune, inflamatoria, defecto de sefalizacién o defecto coestimulatorio.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo que se une a CD3. El anticuerpo comprende una
region bisagra, en donde la regién bisagra comprende por lo menos uno de los siguientes: a) una secuencia peptidica
de la SEQ ID NO: 1 (Xn1CXn2Xn3CXnaXnsC), en donde Xn1 puede ser cualquier aminoacido que no forma un enlace de
reticulacion covalente, en donde Xn2esunode: A, R, N,D,E,Q, G, H, |, L, K, M, F, P, S, T, W, Y, o V, en donde Xn3
puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminodacido, y en donde Xns puede ser cualquier
aminoacido; b} una secuencia peptidica de la SEQ ID NO: 2 (Xn1Xn2Xn3Xn4Xns XneCXn7XneCXneXn10C), en donde Xni
puede ser cualquier aminoacido que no forme un enlace de reticulacion covalente con otro aminoacido idéntico, en
donde Xn2 puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser
cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xre puede ser cualquier aminoacido,
en donde Xn7 puede ser cualquier aminoacido, en donde Xns puede ser cualquier aminoacido, en donde Xne puede ser
cualquier aminoacido, y en donde Xn10 puede ser cualquier aminoacido (SEQ ID NO: 208); ¢) una secuencia de bisagra
central de por lo menos una de: CVECPPCP (SEQ ID NO: 57), CPPCPPC (SEQ ID NO: 52), o CPPCPPCPPC (SEQ
ID NO: 54), unida a una secuencia de bisagra superior de ELKTPLGDTTHT (SEQ ID NO: 48); o d) una region bisagra
superior que no comprende aminoacidos capaces de reticularse con un aminoacido correspondiente, y una regién
bisagra central conectada a un extremo C-terminal de la region bisagra superior, en donde la region bisagra central
comprende por lo menos tres cisteinas. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa.
En algunas realizaciones, el anticuerpo es un minicuerpo. En algunas realizaciones del anticuerpo, aparte de la regién
bisagra, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos humanizada.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende: una HCDR1 en la HCDR1 de la SEQ ID NO: 174 de la
Tabla 8; una HCDR2 de la HCDR2 en la SEQ ID NO: 175 de la Tabla 8; una HCDR3 de la HCDR3 en la SEQ ID NO:
176 de la Tabla 8; una LCDR1 de la LCDR1 en la SEQ ID NO: 177 de la Tabla 8; una LCDR2 de la LCDR2 en la SEQ
ID NO: 97 de la Tabla 8; y una LCDR3 de la LCDR3 en la SEQ ID NO: 178 de la Tabla 8 para CD3.

n algunas realizaciones, el anticuerpo comprende: una HCDR1 de la HCDR1 en las FIGS. 65B o 65C; una
HCDR2 de la HCDR2 de las FIGS. 65B o 65C; una HCDR3 de la HCDRS3 en las FIGS. 65B o0 65C; una LCDR1 de la
LCDR1 en las FIGS. 65B 0 65C; una LCDR2 de la LCDR2 en las FIGS. 65B o0 65C; y una LCDR3 de la LCDR3 en las
FIGS. 65B 0 65C.

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno que se unen al antigeno CD3 pueden ser
anticuerpos, minicuerpos y/u otros fragmentos de anticuerpos como scFv. En las FIGS. 65B y 65C se muestran
algunas realizaciones no limitativas de constructos de unién a antigeno contra CD3.

En algunas realizaciones, el minicuerpo comprende: una HCDR1 de la HCDR1 en las FIGS. 65B o 65C; una
HCDR2 de la HCDR2 en las FIGS. 65B o 65C; una HCDR3 de la HCDRS3 en las FIGS. 65B o0 65C; una LCDR1 de la
LCDR1 en las FIGS. 65B o0 65C; una LCDR2 de la LCDR2 en las FIGS. 65B o0 65C; y una LCDR3 de la LCDR3 en las
FIGS. 65B o0 65C. En algunas realizaciones del minicuerpo proporcionado en la presente, el dominio variable pesado
(VH) y el dominio variable ligero (VL) son secuencias humanas.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico que codifica la regién bisagra de cualquiera de
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las realizaciones de anticuerpos descritas en la presente. En algunas realizaciones del acido nucleico, aparte de la
secuencia que codifica la regién bisagra, el acido nucleico comprende una secuencia humana. En algunas
realizaciones, se proporciona una linea celular que expresa el anticuerpo codificado por el acido nucleico.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para fabricar el anticuerpo de cualquiera de las
realizaciones descritas en la presente. El método comprende expresar el anticuerpo en una linea celular.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para tratar una afeccién en un sujeto con necesidad de
ello, el método comprendiendo administrar al sujeto el anticuerpo de cualquiera de las realizaciones proporcionadas
en la presente.

Realizaciones adicionales

En algunas realizaciones, el scFv o el minicuerpo tienen propiedades farmacocinéticas superiores para la
imagenologia de diagnoéstico. La tecnologia actual utiliza imagenologia con el anticuerpo intacto que requiere un
tiempo significativamente mas largo (~7 dias después de la inyeccién en) para producir imagenes de alto contraste
debido a la lenta depuracién del suero de los anticuerpos de longitud completa. El minicuerpo ofrece la posibilidad de
imagenologia en el mismo dia o al dia siguiente. Cada dia es vital para los pacientes con una enfermedad de
progresion agresiva, y la capacidad de identificar el enfoque terapéutico adecuado en un momento mas temprano
tiene el potencial de mejorar la supervivencia del paciente. La imagenologia en el mismo dia o al dia siguiente también
proporciona una solucion logistica al problema al que se enfrentan muchos pacientes que viajan grandes distancias
para recibir tratamiento/diagnoéstico, ya que la duracién de las estancias de viaje o la necesidad de volver una semana
mas tarde se eliminarian al reaizar la imagenologia con minicuerpos frente a anticuerpos de longitud completa. En
algunas realizaciones, la exposicion a dosis mas bajas de radiacion permite obtener imagenes varias veces y seguir
la progresion de la enfermedad a lo largo del tiempo.

Adicionalmente, en algunas realizaciones, los monémeros componentes del minicuerpo contienen residuos
de cisteina bisagra que forman enlaces disulfuro. Estos residuos de cisteina unidos covalentemente pueden abrirse
mediante una reduccién quimica suave para proporcionar un grupo tiol activo para la conjugacion especifica de
cisteina mientras se mantiene la integridad de la molécula de minicuerpo dimérica. Los métodos actuales de
conjugacioén quimica incluyen las siguientes plataformas especificas de sitio: Introduccién de una cisteina en la regién
F(ab)'2 del anticuerpo, por ejemplo Thio-Mabs (Roche); una cisteina en la posicion de 239 en el Fc (DISH-Mab, Seattle
Genetics), aminoacidos no naturales, como la ceto-fenilalanina (Ambrx) para la formacién de conectores de enlaces
de alcoxiamina, fenilalaninaazidometano (Sutro) para la cicloadicién de clic, glutamina en la regién Fc para la
conjugacion dependiente de transglutaminasa (Rinat-Pfizer). Las cisteinas bisagra de los mAbs proporcionan un asa
quimica para la quimica de conjugacién tiol no especifica de sitio. La conjugacién con lisinas también es inespecifica
o aleatoria y da como resultado la heterogeneidad mas alta. En algunas realizaciones, puede introducirse una cisteina
especifica del sitio en el scFv, el marco u otra porcion del constructo de unién a antigeno proporcionado en la presente.

La capacidad de obtener imagenes de todo el cuerpo de un paciente para detectar la presencia de la diana
de un anticuerpo antes y durante el tratamiento proporciona informacién valiosa para el tratamiento personalizado del
paciente. Durante las pruebas de seguridad y eficacia de una terapia de anticuerpos, es Util poder seleccionar y probar
el tratamiento en pacientes que expresan la diana del anticuerpo como parte de la progresién de su enfermedad.

En algunas realizaciones, los fragmentos de diagnéstico de scFv o minicuerpo que coinciden con las terapias
de anticuerpos disponibles permiten emparejar el estado de la enfermedad del paciente con la terapia de anticuerpos
apropiada.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para dirigir un primer antigeno en una célula positiva
para la molécula diana. El método puede incluir aplicar un constructo de unién a antigeno biespecifico a una muestra.
El constructo de unién a antigeno biespecifico puede incluir un constructo de unién a antigeno como se describe en
la presente. El anticuerpo biespecifico o fragmento del mismo puede incluir un constructo de unién a antigeno que se
une al primer antigeno, por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 CDR, un scFv, o un monémero de un minicuerpo. En algunas
realizaciones, el anticuerpo biespecifico incluye 1, 2 0 3 HCDR de un constructo de unién a antigeno como se describe
en la presente, y/o 1, 2 0 3 LCDR de un constructo de unién a antigeno como se describe en la presente. En algunas
realizaciones, el constructo de unidén a antigeno biespecifico incluye un scFv de un constructo de unién a antigeno
como se describe en la presente. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno biespecifico incluye una
secuencia V1 0 VL como se describe en la presente. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno
biespecifico incluye un monémero de minicuerpo como se describe en la presente. En algunas realizaciones, el
constructo de unién a antigeno biespecifico se aplica a una muestra in vivo, por ejemplo un 6rgano o tejido de un
sujeto. En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno biespecifico se aplica a una muestra in vitro. Sin
limitarse a ninguna teoria, en algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno biespecifico se une a la diana
en la célula diana positiva, y se une al primer antigeno (que puede ser diferente de la primera molécula diana) en la
primera célula, y por lo tanto pone la célula diana positiva en proximidad a la primera célula. Por ejemplo, puede
acercarse una primera célula positiva para la molécula diana a una célula cancerosa y facilitar una respuesta
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inmunitaria contra esa célula cancerosa. En algunas realizaciones, un constructo de unién a antigeno biespecifico
compuesto por una primera molécula diana y un segundo fragmento de molécula diana puede acercar una célula T
citotoxica a una célula inmunitaria que exprese la primera molécula diana activada o a una célula tumoral que exprese
la primera molécula diana para provocar la destruccién de la célula diana. En algunas realizaciones, puede dirigirse a
cualquier célula inmunitaria (célula NK o B o célula dendritica) y llevarla a una célula que exprese antigeno, segun se
determine por la especificidad del segundo scFv.

Los constructos de minicuerpos contienen scFv de unién a antigeno con longitudes de conector variables que
pueden estar en orientacién V-V o Vi-VL. Los scFv pueden enlazarse a cualquiera de las 12 secuencias de bisagra
descritas en la Tabla 0.1. Los scFv y las bisagras apropiadas pueden enlazarse con dominios Ch3 de anticuerpos de
lgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. En algunas realizaciones, la primera cisteina de bisagra que se empareja habitualmente con
la cadena ligera en anticuerpos de IgG1, 1IgG2 e IgG3 nativos debe mutarse a una serina o alanina u otro aminoacido
apropiado para evitar el reordenamiento y/o la concatamerizacion de disulfuros. Para reducir la presencia o reducir la
formacion de medias moléculas y mejorar la estabilidad in vivo, la regién bisagra debe contener por lo menos tres
cisteinas para formar por lo menos tres enlaces disulfuro con el otro monémero. Tres cisteinas por cadena en la
bisagra situadas a distancias adecuadas entre si son Utiles para permitir la formacién adecuada de enlaces disulfuro
(Tabla 3). Tres enlaces disulfuro en la bisagra dentro del minicuerpo situados a distancias adecuadas entre si son
Utiles para la estabilidad de la proteina in vivoy la depuracion a través del higado en lugar de la depuracion renal. Por
lo menos tres disulfuros (0 mas) en la bisagra son beneficiosos para la conjugacién especifica de farmacos, quelantes
o colorantes fluorescentes. Los Mb construidos como se ha descrito anteriormente conservan una afinidad similar a
los anticuerpos originales. En algunas realizaciones, que implican el constructo de IgG1, la primera cys puede dejarse
intacta y no parece demasiado deletérea.

En algunas realizaciones, la bisagra de un minicuerpo o minicuerpo biespecifico que comprende una bisagra
superior, una bisagra central y una bisagra inferior puede generarse combinando cualquiera de las secuencias de la
bisagra superior, cualquiera de las secuencias de la bisagra central y cualquiera de las secuencias de la bisagra inferior
como se muestra en la Tabla 3.

En algunas realizaciones, el primer residuo de cisteina en la bisagra puede cambiarse a cualquier aminoacido.
En algunas realizaciones, un residuo de cisteina en la bisagra superior puede cambiarse a cualquier aminoacido. En
algunas realizaciones, un residuo de cisteina en la bisagra central puede cambiarse por cualquier aminoacido. En
algunas realizaciones, dos residuos de cisteina en la bisagra central pueden cambiarse por cualquier aminoacido. En
algunas realizaciones, un residuo de cisteina en la bisagra superior y un residuo de cisteina en la bisagra central
pueden cambiarse por cualquier aminoacido. En algunas realizaciones, un residuo de cisteina en la bisagra superior
y dos residuos de cisteina en la bisagra central pueden cambiarse por cualquier aminoacido.

Las secuencias de los constructos para los ejemplos se analizan en las secciones de ejemplo a continuacién
segun corresponda y también se proporcionan en la Tabla 0.2.

EJEMPLO 1 - ESTRUCTURA DE MINICUERPO

El minicuerpo es un homodimero bivalente unido covalentemente de ~80 kDa. Cada mondémero (media
molécula) se compone de un dominio variable pesado (Vn) enlazado al dominio variable ligero (VL) correspondiente
por una secuencia conectora rica en Gly-Ser de aproximadamente 15-18 aminoacidos. Cada fragmento variable de
cadena sencilla (scFv) esta enlazado a un dominio Cu3 de IgG humana por una secuencia bisagra.

Las secuencias que abarcan los enlaces disulfuro de la bisagra son importantes y fueron disefiadas para
evitar el reordenamiento de disulfuros indeseable con residuos de cisteina presentes en otras regiones de la proteina,
asi como para contener un numero suficiente de pares de cisteina para mantener la integridad del dimero in vivoy
también como un posible sitio para la conjugacién especifica del sitio.

Hasta la fecha, la mayoria de los minicuerpos se han manipulado usando las regiones bisagra superior y
central de la IgG1 humana nativa con una secuencia de extensién unida al dominio Ck3 de IgG1 humana, como se
muestra en la FIG. 1. Como se describe en los siguientes ejemplos, para las varias moléculas diana, a menudo se
evaluaron variantes de scFv con ambas orientaciones, VL-Vu (M1) y Vy-VL (M2).

Manipulacion basada en la IgG1 humana

En bisagras anteriores (por ejemplo, y1 EH1), la primera cisteina en la bisagra (FIG. 2 parte superior) cred
problemas que dieron como resultado la heterogeneidad de la proteina como lo demuestran los resultados del analisis
de masas intactas usando LC/MS.. A pesar de la clara importancia de las cisteinas en la regién bisagra, se decidio
mutar esta cisteina por una serina, dando como resultado la bisagra y1 EH2 (FIG. 2 parte inferior). Sin embargo, se
determino que esta constructo de bisagra no lograba ciertos aspectos deseados, ya que parecia que los dos enlaces
disulfuro que se formaban entre los dos residuos de cisteina restantes en la bisagra central (FIG. 2 parte inferior) no
eran adecuados para mantener la estabilidad del dimero in vivo.
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Mb de IgG2 para superar los problemas de la secuencia bisagra de IgG1

Para abordar los aspectos recientemente introducidos indicados anteriormente, los minicuerpos se
manipularon adn mas. Los minicuerpos manipulados basados en hulgG2 con una secuencia de extension
proporcionaron una tercera cisteina en la bisagra central (una cisteina adicional sobre la bisagra central nativa de
IgG1) para aumentar el enlace disulfuro y aumentar la estabilidad de la proteina. Los minicuerpos hulgG2 de IAB2M
e |IAB22M se manipularon usando la secuencia de bisagra de IgG2 humana (hulgG2) unida al dominio Cnx3 de hulgG2.

En las secuencias de bisagra superior y central de IgG2 nativa combinadas con la secuencia de extensién
como bisagra inferior (y2 EH1) se observd un aumento de la agregacién. La cisteina reactiva (FIG. 3 parte superior;
primera cisteina de la bisagra) fue responsable de la formacion de concatémeros en el formato IAB2M- y2 EH1 con la
bisagra nativa de hulgG2 (FIG. 3 parte superior) como se observé en el analisis SDS-PAGE mostrado en la FIG. 5A.

Por tanto, de manera similar a lo que se hizo para la bisagra de IgG1 (y1 EH1), la primera cisteina de la
bisagra (que se empareja con la cadena ligera) se muté a serina, dando como resultado IgG2 EH2 (y2 EH2) (FIG. 3
parte inferior). Los constructos de unién a antigeno con esta bisagra (y2 EH2) se expresaron bien y tuvieron una buena
estabilidad in vivo. Los tres enlaces disulfuro de la bisagra central se formaron correctamente, segun se detect6 por
espectrometria de masas. Se demostré la estabilidad de los constructos IAB2M e IAB22M con y2 EH2.

Se evaluaron minicuerpos de hulgG2 manipulados adicionales con la primera cisteina alterada a una serina
y secuencia bisagra superior € inferior nativa (y2 NH2) y se descubrié que las proteinas eran estables in vivo (FIG. 4
parte inferior).
EJEMPLO 2 - DATOS IN VITRO DE IAB2M

La Tabla 1 muestra una visién general de las variantes de IAB2M (las SEQ ID NO se muestran en las FIGS.
5B - 5E). En las FIGS. 47 - 53.

TABLA 1
Nombre Mut de Eliminar el de N- a C-terminal (SEQ ID NO)
Bisagra |término Lys
Cys-Ser
IAB2M-y1 No No VL (SEQ ID NO: 13); conector (SEQ ID NO: 62); VH (SEQ ID NO: 14);
EH1 bisagra completa (SEQ ID NO: 22) [bisagra superior (SEQ ID NO: 45),
bisagra central (SEQ ID NO: 50), bisagra inferior (SEQ ID NO: 59)];
lgG1 CH3 (SEQ ID NO: 40 0 SEQ ID NO: 41)
IAB2M-y1 Si Si VL (SEQ ID NO: 13); conector (SEQ ID NO: 62); VH (SEQ ID NO: 14);
EH2 bisagra completa (SEQ ID NO: 24) [bisagra superior (SEQ ID NO: 46),
bisagra central (SEQ ID NO: 50), bisagra inferior (SEQ ID NO: 59)];
IgG1 CH3 (SEQ ID NO: 40 0 SEQ ID NO: 41)
IAB2M-y2 Si Si VL (SEQ ID NO: 13); conector (SEQ ID NO: 62); VH (SEQ ID NO: 14);
EH1 bisagra completa (SEQ ID NO: 32) [bisagra superior (SEQ ID NO: 47),
bisagra central (SEQ ID NO: 55), bisagra inferior (SEQ ID NO: 59)];
lgG2 CH3 (SEQ ID NO: 42)
IAB2M-y2 Si Si VL (SEQ ID NO: 13); conector (SEQ ID NO: 62); VH (SEQ ID NO: 14);
EH2 bisagra completa (SEQ ID NO: 34) [bisagra superior (SEQ ID NO: 47),
bisagra central (SEQ ID NO: 56), bisagra inferior (SEQ ID NO: 59)];
lgG2 CH3 (SEQ ID NO: 42)

El andlisis SDS-PAGE (FIG. 5A) de IAB2M con variantes de bisagra y1 EH1, y1 EH2 y y2 EH1 y y2 EH2
mostré que se mejoraron en gran medida las proporciones de media molécula a dimero (la media molécula puede
disminuirse del 20-30% a menos del 1%) con mutacioén de la primera cisteina de bisagra en las variantes EH2. La
version y2 EH2 presentaba una unién disulfuro adecuada y sin concatémeros en comparacion con la y2 EH1 (las SEQ
IDS NO. en las FIGS. 5B - 5E). Debido a la presencia de la cisteina adicional en la bisagra central (3 en lugar de 2),
la variante de bisagra y2 EH2 presentaba una estabilidad mejorada y tenia menos medias moléculas presentes en
comparacioén con la variante de bisagra y1 EH2.

La confirmacion de la presencia de medias moléculas se realizé6 mediante andlisis de masas intactas. Las
muestras de proteina se separaron en condiciones de fase inversa usando la columna TSKgel Phenyl-5PW (2 x 75
mm, Tosoh Biosciences) a 60°C y se analizaron mediante Agilent ESI-QTOF modelo 6538. La FIG. 6A muestra el
analisis de masas intactas de la variante IAB2M y1 EH1. Los cromatogramas de iones totales de la media molécula
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separada y de la molécula de tamafio completo se muestran en el panel superior. La traza UV280 (no mostrada) se
us6 para cuantificar el porcentaje de medias moléculas presentes en la variante de minicuerpo mediante integracién
de picos. Para la asignacién se usaron las masas deconvolucionadas y confirmaron la identidad de las medias
moléculas (panel central) y de las masas de tamafio completo (panel inferior). La FIG. 6B muestra el analisis de masas
intactas de la variante IAB2M y2 EH1. El panel superior muestra el cromatograma de iones totales en condiciones de
fase inversa. El panel central muestra las masas intactas deconvolucionadas que confirman la presencia de medias
moléculas y el panel inferior muestra las masas moleculares de tamafio completo que se identificaron. La FIG. 6C
muestra el andlisis de masas intactas de la variante IAB2M y1 EH2. El panel superior muestra el cromatograma de
iones totales en condiciones de fase inversa. El panel central muestra las masas intactas deconvolucionadas que
confirman la presencia de medias moléculas y el panel inferior muestra las masas moleculares de tamafio completo
que se identificaron. La FIG. 6D muestra el analisis de masas intactas de la variante IAB2M y2 EH2. El panel superior
muestra el cromatograma de iones totales. El panel inferior muestra las masas intactas deconvolucionadas que
confirman la presencia de las moléculas de masa de tamafio completo. No se detectaron medias moléculas.

El analisis FAC (FIGS. 7A y 7B) de las variantes IAB2M mostré que el cambio de la bisagra de la bisagra
estandar usada con anterioridad, y1 EH1, no tuvo un impacto en la afinidad de union para el antigeno diana expresado
ya sea en células LNCap-AR (FIGS. 5B, 5C, 5D) o células C4-2 XCL (FIGS. 5B, 5C, 5E, 7C).

Para el mapeo de disulfuro para ayudar a entender la formacién de las medias moléculas, se prepararon
muestras desnaturalizando la proteina con 6 M guanidina HCI en Tris pH 7.5. A esto se le afiadié 4-vinilpiridina a una
concentracion de 30 mM seguido de una incubacién de 1 h en la oscuridad para tapar la cisteina libre. La solucién se
diluy6 para llevar la concentracién de guanidina a 1 M y a continuacién se digirié con tripsina/Lys-C. Se dej6é que la
digestién continuase toda la noche a 37°C. Las muestras se congelaron y se secaron antes de la separacién. A
continuacion se realizé una LC/MS en la que la mezcla de péptidos se separ6 en TFA acuoso al 0,05% en el gradiente
de TFA al 0,05% en acetonitrilo al 90% usando gradiente en la columna Waters Xbridge BEH130 C18 de 4,6 x 150
mm, y las masas se identificaron usando el espectrémetro de masas ESI-QTOT 6538 (Agilent) en el modo positivo y
se deconvolucionaron usando el software Agilent Mass Hunter. En la FIG. 8 se muestran los péptidos que contienen
disulfuro identificados dentro del dimero IAB2M y1 EH1.

El mapeo de disulfuros de IAB2M y1 EH1 demostro la presencia de disulfuros correctamente formados, por
ejemplo, esperados, en la region bisagra y también detect6 el reordenamiento de disulfuros. La FIG. 8 muestra una
tabla de los disulfuros identificados, mientras que la FIG. 9 muestra una ilustracién de los resultados. Los disulfuros
(FIG. 8) se produjeron entre los residuos de cisteina esperados (cisteinas de la SEQ ID NO: 183 y la SEQ ID NO: 184;
cisteinas de la SEQ ID NO: 183 y la SEQ ID NO: 185; SEQ ID NO: 186) y entre residuos de cisteina inesperados
presentes en otros dominios de la proteina. Se planteé la hipétesis de que la cisteina no emparejada en la bisagra
podria dar lugar a un reordenamiento de disulfuros que desalentaria la formacion de disulfuros convencionales (lineas
continuas) (FIG. 9). Ademas, no se observaron los disulfuros VH (lineas discontinuas), presumiblemente debido a que
el péptido triptico unido por disulfuro no se ionizd (y, por tanto, no se detectd) en el espectrémetro de masas (FIG. 9).

El reformateo a hulgG2 EH1 (y2 EH1) no mejoro la estabilidad de IAB2M. La FIG. 10 muestra una
representacion grafica de los disulfuros identificados. Se observé una formacién significativa de concatémeros para
y2 EH1 mediante SDS-PAGE (FIG. 5A). Al igual que en IAB2M y1 EH1, | no se observaron disulfuros de Vn (lineas
discontinuas), presumiblemente debido a que el péptido triptico unido por disulfuro no se ionizé de manera eficiente y,
por tanto, no se detect6 en el espectrémetro de masas. IAB2M y2 EH1 (FIG. 5D) presentaba >10% de media molécula
(39.469,5 Da por LC/MS) (FIG. 10 y FIG. 6B). Se observé una media molécula dominante (pico 1) en los
cromatogramas como se muestra en el panel (A) y (B) de la FIG. 10. La FIG. 6A (panel superior) muestra
cromatograma de corriente i6nica total (TIC) de IAB2My1 EH1 donde los picos 1 y 2 son media molécula y molécula
de tamarfio completo, respectivamente. La FIG. 6A (panel central}) muestra el canal UV280 con integracion de picos
que permite determinar el porcentaje de media molécula, 11,1%. La FIG. 6A (panel inferior) muestra las masas
moleculares que comprenden el pico 2.

La Tabla 3 presenta un resumen de las regiones bisagra.
TABLA 3

de N- a C-terminal
Ng;nlbare Bisagra completa Dominio
bisagra | Bisagra superior Bisagra central Bisagra inferior CH3
Bisagra completa (SEQ ID NO: 22) y1 (SEQID Bisagra
NO: 400 superior y
VI EHT | EPKSCDKTHT CPPC (SEQ ID NO: 50) GGGSSGGGSG | SEQ ID NO: | central nativas
(SEQ ID NO: 45) ' (SEQ ID NO: 59) 41) de IgG1
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(continuacion)

de N- a C-terminal

Ng;nlbare Bisagra completa Dominio
bisagra | Bisagra superior Bisagra central Bisagra inferior CH3
Bisagra completa (SEQ ID NO: 24) y1 (SEQID
Y1 EH2 | EPKSSDKTHT GGGSSGGGSG 328 :|SON%- C-S
(SEQIDNO:46) | CPPC(SEQIDNO:50) | (geq D NO: 59) ay
Bisagra completa (SEQ ID NO: 26) y1 (SEQID
Y1EH3 | EPKSSDKTHT . GGGSSGGGSG 328 :|SON%- C-8
(SEQ ID NO: 46) | CPPCPPC (SEQIDNO:82) | oF o'p No: 59) a1)
Bisagra completa (SEQ ID NO: 28) y1 (SEQID
1 EH4 NO: 40 0 C—S
¥ EPKSSDKTHT | CPPCVECPPC (SEQ ID NO: | GGGSSGGGSG | SEQ ID NO: -
(SEQ ID NO: 46) 53) (SEQ ID NO: 59) 41)
Bisagra completa (SEQ ID NO: 30) y1 (SEQID
1 EH5 NO:400 c S
¥ EPKSSDKTHT | CPPCPPCPPC (SEQ ID NO: | GGGSSGGGSG | SEQ ID NO: -
(SEQ ID NO: 46) 54) (SEQ ID NO: 59) 41)
Bisagra completa (SEQ ID NO: 32) Bisagra
5 EH1 y2 (SEQ ID superior y
47) 55) (SEQ ID NO: 59) de IgG2
Bisagra completa (SEQ ID NO: 34)
2 EH2 v2 (SEQID cC-S
Y ERK (SEQ ID NO: | SCVECPPCP (SEQID NO: | GGGSSGGGSG NO: 42) -
47) 56) (SEQ ID NO: 59)
Bisagra completa (SEQ ID NO: 34)
5 EH2 y2 (SEQ ID T26S, L28A,
Y ERK (SEQ ID NO: | SCVECPPCP (SEQ ID NO: | GGGSSGGGSG NO: 181) M57V
47) 56) (SEQ ID NO: 59)
Bisagra completa (SEQ ID NO: 34)
2 EH2 v2 (SEQID T26W
Y ERK (SEQ ID NO: | SCVECPPCP (SEQID NO: | GGGSSGGGSG NO: 182)
47) 56) (SEQ ID NO: 59)
Bisagra completa (SEQ ID NO: 31)
> NH1 y2 (SEQ ID | Bisagra nativa
¥ ERK (SEQ ID NO: | CCVECPPCP (SEQID NO: | APPVAGP (SEQ NO: 42) IgG2
47) 55) ID NO: 60)
Bisagra completa (SEQ ID NO: 33)
2 NH2 v2 (SEQID cC-S
Y ERK (SEQ ID NO: | SCVECPPCP (SEQ ID NO: APPVAGP (SEQ NO: 42) -
47) 56) ID NO: 60)
Bisagra completa (SEQ ID NO: 35) y1 (SEQID .
Va1 NO: 40 0 Bisagra
EH6 ELKTPLGDTTHT | CVECPPCP (SEQIDNO: | GGGSSGGGSG | SgqQ D NO: | Superior nativa
(SEQ ID NO: 48) 57) (SEQ ID NO: 59) 41) ¥3
Bisagra completa (SEQ ID NO: 36) y1 (SEQID .
VS.QVQ ELKTPLGDTTHT GGGSSGGGSG SES :|SON%- SUPS:?;QF:Z”W
(SEQ ID NO: 48) | CPPCPPC (SEQIDNO:82) | o 1p NO: 59) 4y V3
Bisagra completa (SEQ ID NO: 37) y1 (SEQID .
va/y1 NO: 40 0 Bisagra
EHS ELKTPLGDTTHT | CPPCPPCPPC (SEQ ID NO: | GGGSSGGGSG | SEQ D NO: | Superior nativa
(SEQ ID NO: 59) ¥3

(SEQ ID NO: 48)

54)

41)
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(continuacion)

de N- a C-terminal

Ng;nlbare Bisagra completa Dominio
bisagra | Bisagra superior Bisagra central Bisagra inferior CH3
v1 (SEQID
viNH11| EPKSCDKTHT _ APELLGGP (SEQ | NO:400 | Bisagray1
NHi | (SEQIDNO:45) | CPPC(SEQIDNO:50) IDNO:58) | SEQ D NO: nativa
41)
v3NH13 | ELKTPLGDTTHT CPRCP APELLGGP (SEQ | y3(SEQID | Bisagray3
(EPKSCDTPPPCPRCP)3

NH1 (SEQ ID NO: 48) ID NO: 58) NO: 43) nativa

(SEQ ID NO: 256)

EJEMPLO 5 - DATOS /N VITRO PARA MINICUERPOS IAB22M 1GG2

El andlisis de masas intactas (FIG. 14A) de la variante 1AB22M-y2 EH1 (FIG. 14B) se realiz6 por
espectrometria de masas. IAB22M con bisagra y2 EH1 tenia una primera cisteina de bisagra potencial no emparejada
que dio como resultado ~9,2% de medias moléculas (FIG. 20B). Para el analisis de masas intactas de |AB22M y2
EH1, las muestras se separaron mediante una columna de cromatografia de fase inversa (TSKgel Phenyl-5PW (Tosoh,
2 x 75 mm) a 60°C y se analizaron mediante el espectrémetro de masas Agilent ESI-QTOF. La FIG. 14A muestra los
cromatogramas de iones totales de la media molécula separada y de la molécula de tamafio completo en el panel
superior. Para cuantificar el porcentaje de medias moléculas presentes en la variante de minicuerpo se usoé la traza
UV280 (no mostrada) mediante integracioén de picos. Para la asignaciéon y confirmaron la identidad de las medias
moléculas (panel central) y de las masas de tamafio completo (panel inferior) se usaron las masas deconvolucionadas.

Sin embargo, el andlisis de masas intactas (FIG. 15A) de la variante 1AB22M1-y2 EH2 (FIG. 15B) con la
primera cisteina en la bisagra de IgG2 mutada a serina mostré mas del 99% de proteina dimérica intacta con y2 EH2
(MW tebrico = 79051.2; MW obtenido 79052). Para el andlisis de la masas intactas de IAB22M1 y2 EH2, se analizé
una muestra de proteina mediante LC/MS que consistia en lo siguiente: Waters Synapt G2 HDMS equipado con una
fuente Trizaic nanoESI acoplada a un Waters nanoAcquity UPLC. La proteina se separ6é usando la columna de fase
inversa C4 nanotile (150um ID x 50mm, Waters) operada a 3ul/min con acido férmico al 0,1% en agua y acido férmico
al 0,1% en acetonitrilo como fases moviles. El panel superior de la FIG. 15A muestra un barrido de rango completo
que muestra la masa molecular dominante Unica del minicuerpo de tamafio completo. El panel central de la FIG. 15A
muestra una regién ampliada de los dimeros, por ejemplo, |la proteina de tamario completo. El panel inferior de la FIG.
15A muestra la regién ampliada de las medias moléculas. Se detecta una media molécula, pero su abundancia relativa
es casi de 3 6rdenes de magnitud inferior a la de la proteina de tamafio completo.

Lecciones aprendidas de los constructos iniciales usados para la manipulacion de minicuerpos optimizados

Era importante mutar la primera cisteina de la bisagra para evitar el emparejamiento incorrecto de las
cisteinas. Sin embargo, mas de 2 residuos de cisteina son beneficiosos en la region bisagra para mantener la
integridad estructural de la proteina. El empleo de la bisagra de 1gG2 proporciona una solucién para aumentar la
estabilidad in vivo. La mutacion de la lisina terminal (K) en los constructos de Mb no afect6 a la expresion de la proteina,
pero si generd una proteina con una carga mas uniforme.

Se evaluaron variantes de Mb adicionales basadas en secuencias de bisagra de IgG3 y modificacién de IgG1
en las que la primera cisteina de bisagra estaba mutada y habia por lo menos 3 residuos de cisteina en la regién
bisagra. La Tabla 3 muestra una lista de variantes de bisagra. La primera cisteina nativa en la secuencia bisagra puede
mutarse a serina o alanina o a cualquier otro aminoacido. La secuencia de bisagra inferior puede ser una secuencia
de extensién (8-25 aminoé&cidos) o una bisagra inferior nativa de y1, y2, y3 o y4. El dominio Cr3 para cualquier
constructo puede ser de y1, y2 o y3 o y4 y cualquier alelo de origen natural de los mismos. En la FIG. 19 se muestra
una ilustracion de algunas variantes de bisagra. Para demostrar la universalidad de los resultados se evaluaron los
constructos IAB2M, 1AB22M, IAB20M e IAB1M.

EJEMPLO 7 - DATOS IN VITRO DE LAS VARIANTES DE BISAGRA DE IAB2M, IAB22M, IAB20M E IAB1M

Se realiz6 el analisis de masas intactas en las variantes de bisagra (FIGS. 5B, 5C, 7C, 5E, 5D) IAB2M (FIG.
20A). También se realiz6 el andlisis de masas intactas en variantes de bisagra (FIGS. 14B, 15B, 20C, 20D, 20E, 20F,
20G) I1AB22M (FIG. 20B). Se analizaron los minicuerpos expresados con bisagras manipuladas (EH) para determinar
la masa intacta y la cantidad de media molécula (FIGS. 20A y 20B) mediante LC/MS usando un Waters Synapt G2
HDMS equipado con una fuente Trizaic nanoESI acoplada a una columna nanoAcquity UPLC Waters C4 nanotile
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(150um ID x 50mm de longitud) operada a 3pl/min con acido férmico al 0,1% en agua y acido férmico al 0,1% en
acetonitrilo como tampones. Para algunas moléculas, las muestras se separaron mediante una columna de
cromatografia de fase inversa (TSKgel Phenyl-5PW (Tosoh, 2 x 75 mm) y se analizaron con un espectrémetro de
masas Agilent ESI-QTOF.

Se realizaron analisis SDS-PAGE de variantes de Mb de bisagra de IAB2M (FIGS. 5C, 7C, 21B, 21C, 21D,
21E) y variantes Mb bisagra de |IAB22M (FIGS. 16B, 15B, 20C, 20D, 20E, 20F, 20G). Los datos resultantes se
muestran en las FIGS. 21A y 22A.

Se realizaron analisis de espectrometria de masas para obtener datos que apoyaran los datos de los analisis
SDS-PAGE de las FIGS. 21Ay 22A. Se evaluaron dos constructos de IAB22M usando espectrometria de masas para
confirmar el peso molecular exacto, la cantidad de media molécula y la modificaciéon postraduccional, por ejemplo,
recorte de lisina C-terminal. Los constructos de proteinas incluian minicuerpos con bisagras manipuladas EH2, EH3
derivadas de la secuencia IgG1 (y1 EH2 (FIG. 22B) y y1 EH3 (FIG. 20C)). Los minicuerpos y1 con bisagra EH2 se
ensamblaron correctamente en moléculas diméricas intactas, pero la inclusién de sélo dos cisteinas dio como
resultado una proteina con una elevada cantidad de media molécula. Los minicuerpos y1 con bisagra EH3 se
ensamblaron correctamente en moléculas diméricas intactas y la adicién de una tercera cisteina produjo una proteina
con niveles muy bajos de media molécula.

En la FIG. 23 se muestra el analisis de masas intactas por espectrometria de masas de IAB22M-y1 EH1 (FIG.
16B). Las masas moleculares obtenidas indicaron recorte C-terminal. De las 3 especies presentes (MW 79318,9,
79450,1 y 79575,1) solo una coincidia con el MW previsto de 79576. Las masas moleculares obtenidas indicaban un
recorte C-terminal. De las 3 especies presentes (MW 79318.9, 79450.1 y 79575.1) s6lo una coincidia con el MW
previsto de 79576. El resto eran minicuerpos con una o ambas lisinas C-terminales recortadas. Los Mb construidos
con solo 2 disulfuros en la bisagra produjeron altos niveles de media molécula (~15%). Para el analisis de la masa
intacta de IAB22M y1 EH1, las muestras se separaron mediante una columna de cromatografia de fase inversa
(TSKgel Phenyl-5PW (Tosoh, 2 x 75 mm) y se analizaron usando un espectrometro de masas Agilent ESI-QTOF. La
FIG. 23 muestra los cromatogramas de iones totales de la media molécula separada y de la molécula de tamafio
completo (panel superior). La traza UV280 (no mostrada) se usé para cuantificar el porcentaje de medias moléculas
presentes en la variante de minicuerpo mediante integracion de picos. Para la asignacién y confirmaron la identidad
de las medias moléculas (panel central) y de las masas de tamafio completo (panel inferior) se usaron masas
deconvolucionadas.

En la FIG. 24 se muestra el analisis de masas intactas por espectrometria de masas de la variante |IAB22M-
y1 EH3 (FIG. 20C). EI MW teérico fue de 79946 coincidente con el MW obtenido de 79946. La bisagra de IgG1
modificada construida con tres enlaces disulfuro en la bisagra produjo un minicuerpo con mas del 99% de proteina de
tamario completo. Para el andlisis de masas intactas, se analizdé una muestra de proteina en tampén acetato mediante
LC/MS consistente en lo siguiente: Waters Synapt G2 HDMS equipado con una fuente Trizaic nanoES| acoplada a un
Waters nanoAcquity UPLC. La proteina se separ6 usando la columna de fase inversa C4 nanotile (150um ID x 50mm,
Waters) operada a 3pl/min con acido férmico al 0,1% en agua y acido formico al 0,1% en acetonitrilo como fases
moviles. La FIG. 24 (panel superior) muestra el barrido del rango de masas completo. El panel central muestra una
regién ampliada que muestra la masa molecular intacta. El panel inferior muestra una regién ampliada que muestra
media molécula.

La Tabla 9 muestra un listado que resume el peso molecular (MW) tedérico previsto y la masa MW obtenida
por analisis de masas intactas para cinco variantes de bisagra IAB2M (parte superior; FIGS. 5B - 5E, 7C) y siete
variantes de bisagra I1AB22M (parte inferior; FIGS. 14B, 15B, 20C, 20D; 20E, 43, 44) y el contenido respectivo de
media molécula. Las masas reales de las proteinas coincidieron con sus masas moleculares calculadas teéricamente,
excepto en los casos en los que se recortaron residuos de lisina terminal C, lo que dio lugar a una heterogeneidad de
MW (FIGS. 6, 14A, 15A, 23 y 24).

TABLA 9
Contenido de media molécula obtenido por analisis de masas intactas de IAB2M e IAB22M (*el recorte de
lisina C-terminal da lugar a heterogeneidad).
Minicuerpo Constructo Masa prevista Masa obtenida Porcentaje Media molécula
IAB2M-y1 EH1 79433.6 79176.6,* 79304, 79433.1 7.6
IAB2M-y2 EH1 79197.6 78938.7, 79069.7, 79195.9 11.1
IAB2M IAB2M-y1 EH2 79145 79148 7.1
IAB2M2-y2 EH2 78909 78909.2 <0.5
IAB2M2-y1 EH3 79739.8 79741.8 <0.5
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(Continuacién)

Contenido de media molécula obtenido por analisis de masas intactas de IAB2M e IAB22M (“el recorte de
lisina C-terminal da lugar a heterogeneidad).
Minicuerpo Constructo Masa prevista Masa obtenida Porcentaje Media molécula
IAB22M-y2 EH1 79576 79318.9, 79450.1, 79575.1 9.2
IAB22M1-y2 EH2 79051.5 79053 <0.5
IAB22M1-y1 EH3 79946.4 79947.5 <0.1
IAB22M IAB22M1-y1 EH5 80541.2 80540 <0.1
IAB22M1-y3/y1 EHE 80575.2 80576 <0.5
IAB22M1-y1 EH7 80312.8 80313.3 <0.5
IAB22M1-y1 EH8 80907.6 80907 <0.5

Se realizé un analisis FAC para las variantes de bisagra IAB2M (FIGS. 5E, 7C, 7D, 21B, 21C, 21D, 21E).
Todas las variantes de minicuerpo bisagra se unieron con afinidad similar al antigeno diana expresado en células C4-
2 XCL (FIG. 26).

Se realiz6 un analisis FAC para las variantes de bisagra IAB22M (FIGS. 15B, 20C, 20D, 20E, 20F, y 20G).
Los minicuerpos elaborados con los mismos scFv y dominios CH3 pero diferentes bisagras se unieron a la superficie
celular CD8 en células HPB-ALL con afinidad similar (FIG. 27).

Se realizé analisis SDS-PAGE (FIG. 28A) para las variantes Mb de bisagra de IAB20M (FIGS. 28B - 28E)
confirmando ademas que los aspectos de la regidn bisagra indicados en la presente pueden aplicarse a través de una
amplia variedad de moléculas diana (por ejemplo, que funciona para una variedad de minicuerpos dirigidos a diferentes
moléculas diana). En las FIGS. 54 - 59 se muestran realizaciones adicionales de variantes de IAB20M.

Se realiz6 analisis SDS-PAGE (FIG. 29A) para las variantes Mb de bisagra de IAB1M (FIGS. 29B - 29D)
confirmando ademas que los aspectos de la regién bisagra indicados en la presente pueden aplicarse a través de una
amplia variedad de moléculas diana (por ejemplo, que funciona para una variedad de minicuerpos dirigidos a diferentes
moléculas diana). En las FIGS. 60 - 65A, 65B, y 65C se muestran realizaciones adicionales de variantes de IAB1M.

EJEMPLO 9

Un minicuerpo de PSCA de la Tabla 0.2 se conjuga con un agente quelante relevante a través de residuos
de cisteina en el minicuerpo y posteriormente se radiomarca con un isétopo de In-111 (o alternativamente, zirconio-
89 o cobre-64). Alternativamente, el minicuerpo puede radiomarcarse directamente con yodo a través de residuos de
tirosina.

El minicuerpo se infunde por via intravenosa en un sujeto humano sano. El minicuerpo se incuba en el sujeto
humano durante 10 minutos después de la infusion. El mismo dia de la incubacién, se detecta la localizacion del
minicuerpo mediante una exploracién PET o un sistema de centelleo externo.

Se usa la localizacién del minicuerpo para determinar la localizacién de niveles elevados de PSCA en el
sujeto.

EJEMPLO 10

Un minicuerpo de PSMA de la Tabla 0.2 se conjuga con un agente quelante relevante a través de residuos
de cisteina en el minicuerpo y posteriormente se radiomarca con un isétopo de In-111 (o alternativamente, zirconio-
89 o cobre-64). Alternativamente, el minicuerpo puede radiomarcarse directamente con yodo a través de residuos de
tirosina.

El minicuerpo se infunde por via intravenosa en un sujeto humano sano. El minicuerpo se incuba en el sujeto
humano durante 10 minutos después de la infusion. El mismo dia de la incubacién, se detecta la localizacion del
minicuerpo mediante una exploracién PET o un sistema de centelleo externo.

Se usa la localizacién del minicuerpo para determinar la localizacion de niveles elevados de PSMA en el
sujeto.

EJEMPLO 11
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Después de una imagenologia con éxito de tumores positivos para PSMA por un minicuerpo de PSMA de la
Tabla 0.2, puede investigarse la biodistribuciéon del minicuerpo de acuerdo con las realizaciones de la divulgacion.
Estos estudios de biodistribucién pueden investigar la localizacién del minicuerpo en el sitio del tumor frente a otros
tejidos seleccionados con el tiempo después de la inyeccion. Estos estudios pueden usarse para demostrar una
elevada relacién de tumor a fondo. El uso de un minicuerpo probablemente produciria una elevada relacién de tumora
fondo al realizar la imagenologia de un tumor que sobreexpresa PSMA, como en el cancer de prostata. Los resultados
positivos de estos experimentos de imagenologia y biodistribucion pueden llevar a experimentos toxicolégicos en
preparacion para estudios clinicos.

Ademas, puede demostrarse la capacidad de un minicuerpo de dirigirse a PSMA humano in vivo mediante
estudios de imagenologia PET mediante ensayos clinicos en pacientes con cancer. Brevemente, el minicuerpo
radiomarcado puede inyectarse por via intravenosa en pacientes con cancer que tienen una forma de cancer que se
sabe que sobreexpresa PSMA. En puntos temporales especificos después de la inyeccion, puede someterse a cada
paciente puede a una exploracion PET en serie. Después de la Gltima exploracion, puede someterse a los pacientes
a exploracion CT para obtener una referencia anatémica. A continuacion pueden analizarse las imagenes de PET y
CT de cada paciente para evaluar la orientacion y especificidad del tumor.

EJEMPLO 12

Se conjuga un minicuerpo de 5T4 de la Tabla 0.2 con un agente quelante relevante a través de residuos de
cisteina en el minicuerpo y posteriormente se radiomarca con un isétopo de In-111 (o alternativamente, zirconio-89 o
cobre-64). Alternativamente, el minicuerpo puede radiomarcarse directamente con yodo a través de residuos de
tirosina.

El minicuerpo se infunde por via intravenosa en un sujeto humano sano. El minicuerpo se incuba en el sujeto
humano durante 10 minutos después de la infusién. El mismo dia de la incubacién, se detecta la localizacion del
minicuerpo mediante una exploracién PET o un sistema de centelleo externo.

Se usa la localizacién del minicuerpo para determinar la localizacion de niveles elevados de 5T4 en el sujeto.
EJEMPLO 13

Se proporciona un minicuerpo de 5T4 de la Tabla 0.2. El minicuerpo se infunde por via intravenosa en un
sujeto que tiene cancer colorrectal, renal, de mama, de ovario, gastrico, de pulmén y/o de préstata en una cantidad
adecuada para que se una a niveles suficientes de 5T4 en el sujeto para proporcionar una disminucién de los sintomas
de cancer colorrectal, renal, de mama, de ovario, gastrico, de pulmén y/o de prostata en el sujeto.

EJEMPLO 14

Se conjuga un minicuerpo de CD8 de la Tabla 0.2 con un quelante relevante a través de residuos de cisteina
en el minicuerpo y posteriormente se radiomarca con un isétopo de In-111 (o alternativamente, zirconio-89 o cobre-
64). Alternativamente, el minicuerpo puede radiomarcarse directamente con yodo a través de residuos de tirosina.

El minicuerpo se infunde por via intravenosa en un sujeto humano sano. El minicuerpo se incuba en el sujeto
humano durante 10 minutos después de la infusién. El mismo dia de la incubacién, se detecta la localizacion del
minicuerpo mediante una exploracién PET o un sistema de centelleo externo.

Se usa la localizacién del minicuerpo para determinar la localizacion de CD8 en el sujeto.

EJEMPLO 15

Se proporciona un minicuerpo de CD8 de la Tabla 0.2. El minicuerpo se infunde por via intravenosa en un
sujeto humano sano.

El minicuerpo se incuba en el sujeto humano durante 1 hora después de la infusion. Se proporciona un
anticuerpo secundario, un minicuerpo humanizado que se une especificamente al minicuerpo de CD8 y esta conjugado
con 3P, En el mismo dia de la incubacion, se infunde al sujeto el anticuerpo secundario. El anticuerpo secundario se
incuba durante una hora. La localizacion del minicuerpo se detecta mediante imagenologia PET, a través de un
marcador en el anticuerpo secundario.

Se usa la localizacién del minicuerpo para determinar la localizacion de CD8 en el sujeto.

EJEMPLO 16
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Se proporciona un minicuerpo de CD8 de la Tabla 0.2. El minicuerpo se infunde por via intravenosa en un
sujeto que padece un trastorno relacionado con CD8 en una cantidad adecuada para que se una a niveles suficientes
de CD8 en el sujeto para proporcionar una disminuciéon de los sintomas del trastorno relacionado con CD8. El
minicuerpo se conjuga con itrio-90.

EJEMPLO 17

Se proporciona un minicuerpo de CD8 de la Tabla 0.2. El minicuerpo se inyecta en un paciente que ha sido
vacunado con un antigeno de una enfermedad infecciosa o con un antigeno asociado a un tumor. Los fragmentos
dirigidos a CD8 aumentan la respuesta inmunitaria y potencian la actividad citolitica de las células T que expresan
CDs8.

EJEMPLO 18

Se proporciona un minicuerpo de CD8 de la Tabla 0.2. El minicuerpo se infunde por via intravenosa en un
sujeto que tiene un trastorno relacionado con CD8 en una cantidad adecuada para que se una a niveles suficientes
de CD8 en el sujeto para proporcionar una disminuciéon de los sintomas del trastorno relacionado con CD8. El
minicuerpo se conjuga con Lu-177. El minicuerpo de CD8 se une a una célula que expresa CD8 y la Lu-177 provoca
la muerte de la célula.

Los resultados indicaron que los constructos aun se unen al CD8 humano celular.
EJEMPLO 19

Se conjuga un minicuerpo de CD3 de la Tabla 0.2 con un agente quelante pertinente a través de residuos de
cisteina en el minicuerpo y posteriormente se radiomarca con un isétopo de In-111 (o alternativamente, czrconio-89 o
cobre-64). Alternativamente, el minicuerpo puede radiomarcarse directamente con yodo a través de residuos de
tirosina.

El minicuerpo se infunde por via intravenosa en un sujeto humano sano. El minicuerpo se incuba en el sujeto
humano durante 10 minutos después de la infusién. El mismo dia de la incubacién, se detecta la localizacion del
minicuerpo mediante una exploracién PET o un sistema de centelleo externo.

Se usa la localizacion del minicuerpo para determinar la localizacién de niveles elevados de CD3 en el sujeto.
EJEMPLO 20

Se proporciona un minicuerpo de CD3 de la Tabla 0.2. El minicuerpo se infunde por via intravenosa en un
sujeto que tiene artritis reumatoide en una cantidad adecuada para que se una a niveles suficientes de CD3 en el
sujeto para proporcionar una disminucién de los sintomas de la artritis reumatoide en el sujeto.

EJEMPLO 21

Se identifica un sujeto en riesgo de desarrollar una tormenta de citoquinas inaceptablemente intensa por la
administracién de OKT3. El sujeto tiene la necesidad de reducir el nivel de proteinas CD3 en su sistema ya que el
sujeto tiene un trastorno dependiente de CD3. Se selecciona uno de los minicuerpos de CD3 proporcionados en la
presente y se administra al sujeto a un nivel que sea eficaz para que se produzca una unién adecuada a CD3, sin que
se produzca una tormenta de citoquinas.

EJEMPLO 22

Se proporciona un minicuerpo de CD3 humanizado de la Tabla 0.2. El minicuerpo se infunde por via
intravenosa en un sujeto humano sano. El minicuerpo se incuba en el sujeto humano durante 1 hora después de la
infusion. Se proporciona un anticuerpo secundario, un minicuerpo humanizado que se une especificamente al
minicuerpo de CD3 y esta conjugado con 3°P. Inmediatamente después de la incubacion de una hora, se infunde en
el sujeto el anticuerpo secundario. El anticuerpo secundario se incuba durante una hora. Inmediatamente después de
la incubacién de una hora del anticuerpo secundario, se detecta la localizacién del minicuerpo mediante imagenologia
PET.

Se usa la localizacién del minicuerpo para determinar la localizacion de CD3 en el sujeto.
EJEMPLO 23

Se identifica un sujeto en riesgo de desarrollar una tormenta de citoquinas inaceptablemente intensa por la
administracién de OKT3. El sujeto tiene la necesidad de reducir el nivel de proteinas CD3 en su sistema ya que el
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sujeto tiene un trastorno dependiente de CD3. Se selecciona uno del minicuerpo o los minicuerpos del presente
ejemplo y se administra al sujeto a un nivel que sea eficaz para que se produzca una unién adecuada a CD3, sin que
se produzca una tormenta de citoquinas.

Si es necesario, el minicuerpo o minicuerpos pueden conjugarse con un agente terapéutico para el
tratamiento del trastorno dependiente de CD3.

El sujeto puede padecer cualquiera de una serie de trastornos particulares dependientes de CD3 que,
alternativamente, pueden ser artritis reumatoide, esclerosis multiple, diabetes de tipo 1 o lupus eritematoso.

EJEMPLO 24

Se proporciona un minicuerpo de PSCA de la Tabla 0.2. El minicuerpo se infunde por via intravenosa en un
sujeto que tiene un trastorno relacionado con PSCA en una cantidad adecuada para que se una a niveles suficientes
de PSCA en el sujeto para proporcionar una disminucién de los sintomas del trastorno relacionado con PSCA. El
minicuerpo se conjuga con itrio-90.

EJEMPLO 25

Se proporciona un minicuerpo de PSMA de la Tabla 0.2. El minicuerpo se infunde por via intravenosa en un
sujeto que tiene un trastorno relacionado con PSMA en una cantidad adecuada para que se una a niveles suficientes
de PSMA en el sujeto para proporcionar una disminucién de los sintomas del trastorno relacionado con PSMA. El
minicuerpo se conjuga con itrio-90.

En esta solicitud, el uso del singular puede incluir el plural a menos que se indique especificamente lo
contrario 0 a menos que, como entenderan los expertos en la técnica a la luz de la presente divulgacién, el singular
sea la Unica realizacion funcional. Por tanto, por ejemplo, "uno” puede significar mas de uno, y "una realizacién" puede
significar que la descripcién se aplica a multiples realizaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Un minicuerpo que comprende una region bisagra que comprende:

una regién bisagra superior que no comprende aminodcidos capaces de reticularse con un aminoacido
correspondiente; y

una secuencia CPPCPPC (SEQ ID NO: 52), en donde la SEQ ID NO: 52 se localiza como regién bisagra central
del minicuerpo,

en donde la region bisagra central esta conectada a un extremo C-terminal de la region bisagra superior, el
minicuerpo comprendiendo ademas una bisagra inferior o secuencia de extensién conectada en el extremo C-
terminal a la region bisagra central,

en donde la regién bisagra no comprende cisteinas en la regién bisagra superior.

2. El minicuerpo de la reivindicacién 1, en donde la regién bisagra superior comprende una secuencia EPKSSDKTHT
(SEQ ID NO: 46).

3. El minicuerpo de cualquier reivindicacién anterior que comprende una secuencia de regién bisagra de
EPKSSDKTHTCPPCPPC (SEQ ID NO: 168).

4. El minicuerpo de cualquier reivindicacion anterior, en donde la region bisagra comprende ademas una regién bisagra
o extensién inferior conectada C-terminal a la regién bisagra central, en donde la secuencia de bisagra o extension
inferior es por lo menos una de: APPVAGP (SEQ ID NO: 60), APELLGGP (SEQ ID NO: 58), y/o GGGSSGGGSG (SEQ
ID NO: 59).

5. El minicuerpo de cualquier reivindicacién anterior, que comprende una secuencia de regién bisagra de
EPKSSDKTHTCPPCPPCGGGGSSGGGSG (SEQ ID NO: 26).

6. El minicuerpo de cualquier reivindicacién anterior, en donde el minicuerpo esta humanizado.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un minicuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.
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vi EH1

ltustracién de un mapeo de enlaces disulfuro de JAB2M
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flustracion de un mapeo de enlaces disulfuro de 1AB2M y2 EMH1
(SEQ ID NO: 180)

140 20 32 44 z0 L3y

BVOLVOSGRE VHKPSASYRT S8 YTFT EYTIHWVEGA SCECLEWISN INPNMGSTTY

1,

70 gp eSS 100 110 120
NGKFEDRATL TYDKSTSTAY MELSSLRSED TAVYIUUAGW NEDYWGQGTT VIVSSGSTSG

130 FAD 156 160 1O 120

SOSGECSEE COSDIVHMTOS PSSLOASVED RVIETRIZASQ DVSTAVIWYQ ORPGEAPRLL

130 200 210 W PETH

IYWASTRETS VEDRFTSSES GTDFTLTISS LOPEDFADYE PEGGTRLETK

270 280 00

SGGOPREFQY YTLPPSREEM VHGFYPSDTA

I MESTHE 20 330 340 360

VEW“SNQQPE NNYRTTPPML DESDGSPFFLYS HLTVDKSRW | HEALHNHYTQ
KSLSLEDGE

1 20 40 53 &0

¥
EVOLVGEGAE VERPGASVKL HWVEZR SOKCLEWIGN INPENSGTTY

t‘i
w
td

75 58 ;%W;Lﬁfgé‘ 0 118 128
GREFFDRATL TVDBKSTETAY MELSSLRSRD NEFRYWEQGETT VIVIRGATSG

130 140 158 150 1760 150
GOSGLGSGE0 CSSDIVNT(S PSSLERSVGD RVE iSO DVGTAVDWYQ ORBCEATKLL

2400 ERE el 230 240

VPORFTGSGS GTOPTLTISS LOPEDFADY YRSYPLT FGGGTHELEIE

280 218 280 200

GBASCES BGGQFRETOV YTLEPPSREEM THEN VHKGFYREOTA

R i o 3ig 320 238 340 360
VEWESNGEPE NNYKTTIPML DSOHGSPFLYS KLTVDESEND COGRV AEALENEYTQ

FELSLEEGS e Disulfuros convencionales

s Disulfuros no detectados por LC/MS pero que es probable que existan

Cisteina

FIG. 10
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IAB22M y1 EH5(M1) (SEQ ID NO: 107)
atggagacagecaccctectcctgtogegtgetgctgetgtgggtygeccggatecacegga
M E T D T L L L W V L L L w ¥ P G & T &G
gacgtgcagatcacacagageaeccagetocectgtecgectagegtygggegacagagtgaca
p v ¢ I T ¢ & P S5 $ L 8 A & V G D R V T
atcacctgcaggaccageeggagecatcteccagtdectegettggtaccageagaagect
I r ¢ R T 8 R 8 I s ¢ ¥ L A W Y Q ¢ K P
ggcaaggtgcccaagcetgetgatttacageggatceaccetygcagageggegtgectage
G K v P K L L. 1T v 8§ G & T L @ S 6 VvV P s
aggttrageggcageggatecggaacagacttcacectgaccatcagecagectgeagect
R F &8 G & & 8 ¢ T D F T L T I s 5 L Q P
gaagatgtggeccaactactactgtcagccagecacaacgaaaacceectecaccttecggegyge
E DV A T Y Y C O ¢ H N EN P UL T F G G
ggcactaaaggtdgaadtceagggcagcaccteceggaggaggcagegygcggaggeagegga
G T kK v BE I K ¢ s T 8 G & 6 &8 G G G 38 G
ggecggcggcetcecagegaagtgcagetcgtcgagageggagogcggactggTgcaacecgga
G 6 ¢ § $§ BE VvV QL VvV E S 6 G ¢ L Vv g P G
ggaagectgaggctgagotgtgdcgecagcggettcascatcaaggacacatacatteac

C

G $ L R L A A § G F N I K D T Y I H

%]

tttgtgagygcaggetectggaaagggecetggagtggateggeagaatecgacecegetaace
¥y v R ¢ A P G K G L E W I G R I D P A N
gacaacaccetgtacgccageaagtt ccagggeaaggecaccatocteccgecgacacaagco
LD N T L Y A 8 K ¥ Q G K A T I s A D T S
aagaataccygcctacctygcagatyaactecctgagggecgaggataccgeegtgtactac
K ¥ T A ¥ L ¢ M ¥ $ L R A E D T A V Y Y
tgcggeaggggctatggetactacgtetitgaccactggggccagggcacactggtgaca
¢c G R G Y G Y Yy VvV F D H W G Q G T L Vv T
gtgagctcecgeageceaagagetecgacaagacdoacacttgecctaedttgeccooettgt
v §s $s E P K 8 & D K T H T ¢ B P C 2B P C
ccetecetgtggaggaggasgeageggaggaggaagaeggeggacageecagagagectecaa
P P C G G G 8 5 G 6 G 8 G & Q P R E P @Q
gtgtataccctgococcootacagggaagagatgacaaagaaccaggthgageotgacatga
v vy T L P P S R E E M T K N ¢ V 8 L T C
ctggtcaaaggettctacaccagegatattgetgtggagtgggagagcaacggecageae
L v ¥ 6 ¥F Y P S D I A V E W E 8§ N G Q P
gagaacaacteacaagaccacaccceccgtectggatagegatyggeagetocttectgtac

FIG. 42
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IAB22M Y1 EH7(M1) (SEQ ID NO: 108)
atggagacagacaccectoctectgtgggtgetgetgetgtgoggtgecaeggatecaccgga
M & T 2 T L L L w v L L W Vv P ¢ 8§ T G
gacgtgeagatcacacagageeccagetocttgtocgetagegtgggegacagagtgace
D v ¢ 1 T © 8 P 8§ 8§ L 8§ A 8 V G Db R WV T
atcacctgeaggaccagcaggageatetcccagtacetegettygtaccageagaagect
I 7T ¢ R T S R S I § © Y L A W Y QO @ K P
ggcaaggogeccaagetgetgatttacageggatecacocctgecagageggogtgeactage
G ¥ v P K L L I Y 8 G & T L ¢ & ¢ ¥ P 8
aggtttageogeageggatocggaacagacttcaccetgacecatcageagoctgcageot
R Fr 8§ ¢ $ ¢ s 67T D> = T L T I 8 s L Q P
gaagatgogeceacctactacigtcagecagcacaacgaaaaccoccctecacctteggagygce
E DV A T Y Y ¢ Q Q 4 N E N P L T F G G
ggcacaaagctyggasatcaagogcageacetcoggaggagygeagegygcyggaggoagaegga
G T K VvV E I K & 8 T 8 G ¢ G 8 G 6 G s @G
gogcgecggctecagegaagtgcagetggtegagageggaggeggactggtgeaacccgga
G ¢ G 8 EV QL V = s 6 &G G L Vv Q P G
ggaacceLgaggctgagetgtoccgecagegacticaacatcaaggacacatacattcac

G $ L R L 858 ¢ A A § G F N I K D I H

=
<

TtIigtgaggecaggctcctygyasagygygcctyggagtggateggcagaategacecegetaac

F vV R O A P G K G L =2 W I G R I D P A N

D N T L Y A & K F¥F @ G K A T I &8 A D T 8
dagaataccgectacctgcagatygaactecccligaguygcdgaggatacegeogtgtactac
K N 1T A Y L O M N S L R A EH D T AV Y ¥
tgcggeaggogetatgyectacracgtgtittgacecactyggggccagggeacastggtgaca
¢ 6 R G Y G ¥ ¥ V F 2 H W 6 ¢ G T L Vv =
gtgagctecgagetgaagacacetctgggegacacaacacacaceTgeccoacttgtect
v § § ¢ L K T P L G > T T H T € P P C P
cectetggaggaggeageageggaggaggaagoggeggacageocagagagocteaagty
r ¢ 6 ¢ 6 s s 66 ¢ 5 6 6 QP R E P QO V
tatacccgececcctecagogaagagatgaceaagaaccaggtgagectgacatgactyg
v r L. P P &S R EE M T KN QO VY & L T C L
gttasaggcttectaccccagegatattgetgtggagtyggagagecaacggcdegeceagayg
v X ¢ F Y P 8 D I A V E W E 8§ N G @ P E
aacaactacaagaccacacccceccgtectggatagegatggcagetztecttoctgtacage

N N Y X T T P P V L > 3% T G 35 F F L Y 8

FIG. 43
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IAB22M 7yl EH8(M1) (SEQ ID NO: 109)
atggagacagacaccctectectgtgggtgctgetgetgtggatagcceggateccaccgga
M & T D T L L L W V L L L W v B G & T G
gacgtgcagatecadacagagococageocectgtecygctagegtggygcygacagagtgacc
D Vv Q I T & & P $ 8 L S A S8 VvV G D R V T
atceacttgraggaccagcaggagcateocdedgtacctocgettggtaccactagaageet
r - ¢C R T 8 R & 1 & 0 Y L A W Y QO Q K P
gygceaggtygcceaagetgectgatitacagegygatecacecctygcagageggegtyecoagygc
G K v P K L L 1T Y s 6 s T L @ s G VvV P &
agygttTageggeageggatceggaacagacticacectgaceatcagcaygectycagect
R ¥ 8 GG s G 6T D ¥ T L T I 8 s L O P
gaagatgtggcocacctactactgtecagoageacaacgaaaaceceecteaccettaeggegga
E DV A T VY Y C Q @ H N E N P L T F ¢ C
ggracaaaggtggaaatcaagcgcageacctoccggaggacgcagaggeggaggcagegga
G 7 K VvV B I K ¢ s T 8 66 G & 8 ¢ G & &5 G
ggcggeggetccagegaagtgcagetggtegagageggacygaggactggtgraacengga
G 6 68 5 BV QL VvV E 8§ 66 6 66 L VvV Qg P G
ggasgectgaggetgagetgteecgecageggetcaacatcaaggacacatacattcac
G $ L R L 8 C A A 8 G F N I K L T Y I H
tttgtgaggcaggotectggaaagggectggagtggataggcagaatcgacecogeTaadc
F vV R 0 A P 6 K G L B W I G R I D P A N
gaceacaceotgtacgecagecaagtitecaggygcaaggecacecateTcoegocgacacaage
b N T L ¥ A S K F Q G K A T I s A D T 38
aageasaccgcectacctgecagatgaacteoctgagggecccaggatacagecgtgtactac
K ¥ T A Y L 0 M N § L R A E D T A V Y ¥
tgceggcaggggctatggetactacgtgoittgaccactggegccagggeacactggtgaca
¢ 6 R G Y G ¥ ¥Y vV F D H WG @ G T L Vv T
gtgegctcecgagctgaagacacctetgggcygacacaacacacaceogecotectitgecee
vV s 5 £ L K T P L G D T T H T € P P C P
ccttgtectocctgtggaggacgaagecagaeggagyaggaagcggeggacaceaccagagay
P ¢ P P C G G G S 8 G 6 GG 8 G G O P R E
cotecaagtgtatacceetgececcecteccagggaagagatgaceaagaaccaggtgagecty
P ¢ VY ' L » P 8 R E E M T K N @ ¥V S L
acatgectggtecaaaggettotaccecagegatattgetetggagtagggacageaacgyga

T ¢ L v K G F Y P

es}
g
H

AV E W E & N G
cageocgagadcaactacaagaccacaccocacgrnactggatagegatggeagottattc

Q P BE NN Y K 7 T P P V L D S$ L G 8§ F F

FIG. 44
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ctgtacagraagongacaegtguacaagiocagutgyeagcaqgyoaacgiontetoctyge
L ¥ 353 ¥ L T ¥ o K & R W ¢ ¢ 6 N ¥ ¥ 5 C

ggatga {(SEQ ID WO: 143)

arada (SEQ ID NO: 109)

FiG. 44
continuacion

159



ES 3020458 T3

IABZ2M Y2 EH2(M1l) (SEQ ID NO: 110)
atggaaaccgacacactgctgctgtgggtgctgectgctytgygotecectygygecticcaccgga

M E T D T L L w VvV L L L W V P G 8 T G

-

gacgtecagatcacacagageceecageagectygteceycsageytyyggagacagygtygace
D v I T ¢ 8§ P 8 $ L 88 A S ¥V 6 D R V T
atcacttgraggaccagcagatccatetdeagtatctgocctyggraccaacaygaagceo
r - ¢ R T 8 R & 1 & 0 Y L A W Y Q Q K P
gygceagygtcecccaaactygctgatectacageygygcteccaccectygeagoeogyeygtygeetage
G K v P K L L I ¥ 8§ 6 58 T L © 8 G V P S
aggttetecggcagecggatecoggecacegacttcacectgaccatecagetacetgeagect
R ¥F & ¢ §$ ¢ s ¢ T D ¥ T L T I s s L © P
gaggacgtggetacetactactgocdacageacaacgagaacoceatgaccetthggagyga
E DV aAa T Y Y C Q @ HNENTDPL T F G G
ggrzccadggtggaadtcaagogragraccageggoggaggaageggagyaggatecgga
G 7 K VvV B I K ¢ 8 T 8 66 6 &G 8 G G G 8 G
ggaggeggaageteegaggtyecagetggtggagageggoggaggactggtgeageetgga
G 6 G 8 5 E VYV @ L VvV E 8 G G L VvV @ P G

ggaageocteagactgagetgtoccgecageggattcaacatcaaagacacctacatcecat

=

G 5 L R L &5 C A A & & N I K £ T Y I H
ttegtgagacaggecacoyggeaagggectegaatggateggaayggategaceeogetdac
F VR ¢ A P G XK G L BE W I G R I D P A N
gaceataccotgtacgecteccaagttccagggaaaggecagcateTecgecygataectes

A D T S

w

D N T L ¥ A 8§ K F Q@ G K A T I
aageacaccgectacctecagatgaacocectygagyggecgaagatacegeegtetactac
K ¥ T A Y L 0 M N § L R A E D T A V Y ¥
tgtggcaggggctacggetactatgtgitegatecactggeygccaaggaaccetggtgace
¢ 6 R G Y G ¥ ¥Y vV F D H WG @ G T L Vv T
gtgegecagegaaagoaagagetygcgtggagtgtectecttgtcceggeggcggateccage
vV $ 8 E R K §$ ¢ VvV E C P P C P G G G S S
gycggaggetcoggeggccagectagagaacocteaggtgtacacectececeectdécayga
G 6 68§ 66 ¢ P R E P O VYV ¥Y T L P P S R
gaggagatgaccaacaaccaggtgtcectgacctgectgectgaaagygcttctatececage
EEM T K N © V 8 L I ¢ L V K G F Y P 3
gacatocgeogtggaatgggagtocaacggecagaeccgagaacaactacaagaccaccect
D I A ¥V E W E &S N G ©Q P E N N Y K T T P
cccatgotggattocgacggragetitotodtghacagoaagotcaccgtcgacaagage

P Mm L D 8 D G 8 F F L ¥ 8 K L T VvV D K 8

FIG. 45
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atgr (SEQ ID NO: 144)

.

5 P ¢ Parads (SEQ ID NCO: 110)

b
—
£y
|
1

FIG. 45
continuacion
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IAB22M Y2 EH2 (M1) (VH-K67R) (SEQ ID NO: 111)
atggagaccygacacectoctectgtggytygctygctgctygtgggtgectyggaaycacegygo
M B T 2 T L L L W V L L L W Vv P G S T G
gatgtgcagatcacecagageectagcayecoctgtecgeitecgtgggogacaggytgace
b v ¢ 1 T ¢ 8 P & 8 L S$ A & V 6 D R V T
atcaectgtaggaccteccaggegecatetoccagtacetggectggtaccagragaagecc
I T ¢ R T S R & I 8 ¢ Y L A W Y Q ¢ K P
ggcaagotygceccaaactygctcatectactecggcageacactecagagecgygcgtecctage
G XK v P K L L I ¥ & G 8 T L © S G V P 35
agattecageggaageggeageggecaccgacttcacectgaccatcagecteacectgeageece
R F 5 G & 6 8 ¢ T DO F T L T I S 8 L Q P
caggacctggecacctattactgtcagoagcacaacgaaaaccecctgaccttdggegge
E D v AT ¥Yy ¥Y ¢ Q0 © H N 2 N P L T F G G
cgcacaaaagtggagatcaagggcagcaccagoggaggeggat ccggeggeggcagoeggae
G T ¥ v E I K 66 s I' 8 G 66 G 8 G G G s ¢G
cgeggacgatecagegaagtgeagoetggtegaaageggaggeggactggtgoageetgga
G 6 6 8§ 8 E VvV Q L v E § G G G L V g P G
cgaagcctgagactcagetgcgecgectecggattecaacatcaaggacacctacatocac
¢ & L R L 838 C A A 8 G F N T K D T Y I H
ttegtygaggcaggcteccygeaaaggectegagtyggattggaaggattgaceccegecaac
F v 2 ¢ A P G K G L E W I G R I D P A N
cacaacaccctgtacgecagezagttccaaggaagggecaccatetecgecgacaccage
D N T L ¥ A S K F Q G R AT I S8 A L T S
aagaataccgcectacctycagatyaactecctyagggoogaggacaccygcegtygtactac
K ¥ T A Y L ¢ M N 858 L R A B D T A V Y Y
tgcggcagaggctacggotactacgtgtegaccactyggggacagggcacactggtgaca
¢cC 6 R & Y G ¥ Y VvV F DH W G Q G T L Vv T
gtgagceagegagaggaaaagetgogtggaghgoecacocotgacaotggeggaggeagotnan
v 8§ 8 E R K & ¢C VvV E C Pk 2 C P G & G s 3
cgcggagyaagcggagygacaacccagyggagoececaggtgtacacactooecectageagy
& 6 658 6 G @ P R E P o Vv Y T L P P S R
gaagagatgaccaagaaccaggtgtecctgacoctgectegtgaagyggattetaceccage
E E M T K N Q V §§ L. T ¢C L VvV K G F ¥ P &
gacattgcoogtecgagtgggagageaacggecagectgagaacaactacaagacaacccoe
D I A V E W E 8§ N G ¢ P 3 N N ¥ K T T P
cotatgotogatagecgatggctecttettectgtactocaagetcacegtegacaagage

P M L L $ D G 8§ F P L Y 35 K L T VvV I K

FIG. 46
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FIG. 48
continuacion
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las regiones COR se definen por la definicidn de Chethia (SEQ ID NO

IAB2M i EH3 (M2),

FIG. 48
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tgtoogoottgoaotonatyt

Bisagra superior Bisagra central Bisagra inferior

e an ke P h
COOToogatTAETOoCS

(BEQ ID NO: 148)

N H ¥ T ¢ XK & L 8 L 5 © G 8ty

{SEQ ID NO: 113}

FIG. 48
continuacion
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{(SEQ ID NO

Glmt)
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ES 3020458 T3
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IABIM 71 BH3 (M2)
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aRAsgeogol oURagUatUaeaangiguT T Aty Cagegt gRtgoatyasgoantguat

ctasgootragooagggntga (SEQ ID NO: 147)

[»]

s(SEQ ID NO: 114)

FIG. 49
continuacion
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IAB2M Yl EH5{(M2) (SEQ ID NO: 115)
atggaaaccgataccectgcetgetgtygggtgotgetgetgigggtgcegggcagecacogga
M £ T T T L L L WV L L L W Vv P G & T C
gaagtygcagctyggtygcagageggogcygygaagtgaaaaaaceggygcgcegagagtgaaaatt
EV oL V. ¢ & 66 A E V K X P G A § V K I
agctgeaaaaccageggctatacctttaccgaatataceattecattygyggtgaaacagygcy
s ¢ X T 8 G Y T ¢ T E Y I I H W V K Q A
agcggcaaaggectggaatggettggcaacattaacecgaacaacggcggeaccacctat
S ¢ X ¢ L E W I & N I N 22 N N G G T T Y
aaccagaaatttgaagatogegegaccctgacegtggataagageaccagoaccgegtat
N Q X ¢ BE D R A T L T Vv 2 K S T S T A Y
atggaactgagcagceetgegeagogaagatacegeggtgrattattgegeggegggetygy
M BE L & 5 L R 8 BE B T A VvV ¥ Y C A A G W
aactttgattattggggccagggcaccacecgtgaccgtgagrageggcagcaccagogge
N F 2 Y W G QGG T TV T V S8 88 G S T S 6
ggeggeagoeggeggoggoageggeggeggaeggeageagegatattgtgatgacecagage
G G 85 6 G & s 66 & G s & DL L v M T Q s
ccgagcagectgagcgecgagegtgggcgategegtgaccattacetgcaaagegagocay
P $$ 3 L 8 A 535 V G D R VY T T T C K & 3 0
catgtygggcaccgcggtggattyggtatcagcagaaacegggeaaagoegeegaaactygeng
D v ¢ T A V D W Y Q O K » G K A P K L L
atttattgggegagcaccogecataceggegtygeeggatcgetttaceggeageggeage
1l ¥y w A 8 1T R H T G v P O R v T G S G 8
cgcacegattttaccctgaccattagecagectygcagooggaagattttgcggattattzt

G T

&)

F 7T L T I 85 8 L © ®» E D ¥ A D ¥ F
tgceageagtataacagotateccygectgacetttggegygeggeaceaaactyggacattaaa
cC Q ¢ Y NS ¥ B L T F G 6 G T K L E I K
gaacegaaaagcagegataaascccatacetgcoecgecgtgoccgecgtgooccgecgtga

P Xx s s o K T H T © P» 2 C P P C P P C

e}

cgcggcegcagcageggocggeggeageggcggecagoogogcgaaccgocaggtgtatace
G 6 6§ 8§ 6 GG GG S§$ &6 6 g 2 R E P QV ¥ T
ctgecgeogagecgcgaagaaatgaccaaaaaccaggtgagectgacctgectgytyaasa
L P » §$ R E E M T KN @ VvV &§ L T ¢ L V K
ggettttatecgagegatattgeggtggaatgggaaagecaacggocagoaggasaacaac
G r vy P 8 D I A&V BE W E 88 N G Q P E N N

tataaaaccaccecgecggtgetggatagegatggeagettttttctgtatageaaacty

Yy x. T T » P V L D S D G 3 F F L Y S8 K L

FIG. 50
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accgtayatagaagoogeltgygoagragdgcsacgrotitageigragogtgatigeatgss

ToWw oD X S8 RO OW O o G NV ¥ OS C o3 ¥ M OH 2
gogehgeatraceattat agooagaasageoigaytetyaqecergyetyas (SEQ ID NO: 148)

A L #H N H

v

TG K 5 L8 L& P G Parada(SEQ ID HNO: 115)

FIG. 50
continuacion
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IAB2M YL EH7(M2) (SEQ ID NO: 116)

etggagacagacaccctectoctgtgggtgetygectgetgtgggtececcggaageacegyga
M == T DD I L L L WV L L L w Vv P G 5 T G
gaagtgcagetggtgecaateoggagaeegaggtgaagaaaccdggaegacagegtgasgatt
E vV ¢ L Vv ¢ S G A E V K K P G A S V K I
sgotgeaasaccageggotacacottcaccgagtacaccatecactgggtcaageaggad
S coK s Gy rF T B Y 1 1 H W v K Q A
ageggcaagggaectggactggatcggecaacattaacoacaataacggeggeaacacetaa
S G K G L E W I G ¥ I N P N N &G G T T Y
zatcagaasttcgaggacagggecacoctgaccgtggataagtceacctecacegaetac
N K ¥ & D R A T L T V D K 8 T s T A Y
stggagetgtoctoootgagaagegaggatacagecgtotact actgegetgeaggatygy
M = L 8§ & L R & E D T A ¥V Y ¥ C A A G W
zatttegactacogyggygceagggecacaaccgtgacegtgageagoggatecacctecgga
N 2 L Y W G o ¢ T T v T v s$ 5 G 8 T § G
ggecggcagoggaggcggcagoggcggaggagecageagegacateghgatgacacegtec
G G 8 6 6 6 & ¢ G G GG 8 & D I V M T Q S
ccecageagectgTocgetagegtgggcgacagagtgacecatcacctgecaaggecteocay
P 55 & L s A § ¥V G D R V T I T ¢C K A s ©Q
gacgtgggsaccgetgtegactggtaccagcagaageococggeaaggeceocaagetgetyg
D v ¢ T A VvV D W Y Q ¢ K P G K A P K L L
ctctactgggecageaccagacacaceggegtgoetgacagatzecaccggeoecggaaga
I ¥y w & $ T R B T G Vv P D R FF T G & G S
ggcaccgacttecaccecetcaccatcagetecectcecageecgaggacttecgeecgactacttc
G T o r T L T I $ s L @ P E D F A D Y F
tygccagecagtataatagetaccecctgaccticggecggeggecacaaagetcgaaatcaay
c ¢ ¢ ¥y ¥ 8 ¥y P L T F G G G T K L EBE I K
gagctgaagacceetcteggagacaccacccacacctgaecceecttgecctocetgtgga
E L K T P L. G T T T #®H T C P P C P P C G
ggcggaagcagcgyagyaggaagcggaggacagocecagggaaccucaggtgoacacacty
G 68§ s 6 ¢ &6 8 G & Q P R E P ¢ Vv ¥ T L
cececogteoocagagaggacatgacaaagaaccagygtygteoctcacctygcetyggtgasagge
P » $ R E E M T K XN @ Vv 8§ L T C L VvV K G
ttetateceagegacategecgtggagtgggagtccaacyggerasacccgaaaacaactac
F ¥y p $ DI AV E W E S N G @ P E N N Y
zagaccacccctececgtgetggattecgacggetectttttecetgtacagcaagetgace
K T P P V¥V L L S8 D G S8 F F L Y S K L T

FIG. 51
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QG N v oK 3 C &5 YV oM o #H ®B A

cochygtocotoagoortaggatga (SEQ ID HO: 148)

raga(8EQ ID NQ: 116)

FIG. 51
continuacion

172



ES 3020458 T3

IAB2M Yyl EH8(M2) (SEQ ID NO: 117}
gtggaaaccgataccctgotgctgtgggtgctgectgetgtgggtgecgggeageacegga
M %= T D T L L L W V L L L W V P G 3 T G
gaagtygcagetggtgcagageggegeggaagtgaadaaaccgggcgogagegtgagaatt
E vV ¢ L v ¢ $ G A E V K K P G A S Vv K I
sgetgcaasaccagaggetatacctttaccgaatataceatteattygggtgaaaceggcy

s C K T 3

o

y T v T E Y T I H W V K Q 2
Zgcggaaasggcctggaatggattggcaacattaacecgeacaacggoggecacecacetat
$s 6 K 66 L E w I 6 ¥ T N P N NG G IT" T Y
caccagaastttgaagatogedoegactotgacegtggataaaagoacecagcacogognan
N 0 K F B b] rR A f L v DK § I S r a Y
ztyggaactgagecagectgegeagegaagataccgoeggtgtattattgegeggogggetgy
M == L 8 s L R 8 BE D T A vV Y Y C A A G W
zactttgattatzggugccagggecaccaccgtgaccgtgegeageggecageaccagegygae
N L Y W G QQ G T T V T Vs 5 G 8 T § G
gycggecagocggeggeggcageggcggegygegecagecagegatastgtgatgacecagagae
G 6 s G GGG $ GG 66 G s$ s DI vV M T Q S
cagageagoctgagegegagegtygggegatogegtgaccattacotygcaaagegagecay
r 8 s L & A S V G D R VvV T I T C K A § @
gatgtoggcaccygcggtegattggtatecagoagaaacecgggcaaagegecgasactgetyg
D v 6 T A V D W Y @ ¢ XK P ¢ K A P K L L
stttattgggegagcaccegocatacecggegtgeeggategetttaccggecageggecagae
1 Y w & 8 T R B T 6 VvV P DD R F T G 8 & S8
ggeaccgattitacecetgaceattageagcectgecagocggaagattttgeggattatttt
¢ T v T L T I & & L ©Q P E D F A D Y F
tgccageagtataacagetatecgetgacetttggeggeggeacsaaactgygaaattaaa
c Q ¢ ¥y ¥N 8§ Y P L T F € C ¢ T K L E I K
gaactgaasaceecgetoggcygataccaceoatacctgoeccgeegtgececygecgtgeceyg
E L K T P L G L T T H T C D P C P P C D
cegtgeggegygcggecageagoeggeggeggeaccggeggecageecgegocygaaccgeaggtyg
P ¢ 6 G 6 8 8 G G 6 s G G g PR E D QO V
tataccetgecgeccygagoegcgaagaaatgaccaaaaaccagyg-gagectgacctgectyg
Yy T L. 2P P 88 R EE M T K N @ V 8 L I ¢C L
gtyaaaggetttoateegagegatattgocggtggaatygggaaagcaacggeragecygygaa
v X 6 r ¥y Pp &8 L I AV E W E 5 N G Q P E
cacaactataaaaccacceecgeoggtgctggatagegatggcagottttttotgtatage
N N Y K T T P P ¥ L D $§ D G 3 F F L Y 8

FIG. 52
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AzsCToacogtoratasgdaguogotggosgaaagyoascgtagnniagal AFOgTOATY
~ ; ‘ Ao ‘
= 0L S K 8 R oW o0 Q9 & R’V C5 VoM

FIG. 52
continuacion
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IAB2M YlEH3(M1) (SEQ ID NO: 118)
etggazaccgataccctoctgetgtgggtgctygctgetgtgggTgecgyggrageacegya

M <= T b I L L L W Vv L L L w V P s T G

(]

gatattgtgatgacccacagocagageagectgagacygegagagrgggcgatogaeghgaca

p I vmM™M T ¢ S F S8 S L S A S5 V G D R V T

1 T C K A S O L v G oA VvV D WY O O K P
ggcaaagogeacgaaactgoetgatttattgggogageaceagecatacoeggaeghgoaggat
G X A P K L L. T Y W A S T R H T G Vv P D
cgetttaceggeagoggeagoggecdccgattttacedtgaccattagecagectgeagady
R » 7T ¢ & € & 6 T D ¥ T L T I & &8 L o P

gaagattttgcggattatttttgecagocagtataacagetatoegetgacetttggogge

sl
J
i
b

DY F C Q R Y N S Y P L T EF G G
ggcaccaasctggaaattaaaggcagecaccagecggecggaeggeagaggeggeggcagegga
G T K L E I K ¢ S T 8 66 G G S G G G & G
ggcggeggcageagegaagtgecagetggtgcagaegeggegeggaagtgaaaaaaceggge
G 6 6 §$ 8§ B V ¢ L VvV ©Q 8§ G A E V K K P G
gegagegtgaaaattagetgcaaaaccaygegoctatacctttaccgaatataceatteat
A 5 V K I s ¢C K T s ¢ ¥ T F T E Y T I H
tgggtgaascagygcgageggcaaaggcctyggaatggattggeaacattaacecgaacaac
w v K ¢ A 8§ ¢ K G L E W I G N I N P N N
ggcggcaccacctataaccagaaatttgaagategegegaccoTgaccgtggatacaago
G ¢ T T ¥ N @ K FF E D R A T L T ¥V D K S
accagecaccgegmatatogaactgagcagectgegeagecgaagataccgeggtgtettat
T 3 T A Y M E L $§ S L R 8 E D T A V Y Y
tgcgoggcggycTggaactttgattattyggoccagggeaccaccgtgaccygtgagecage
Cc A A G W N F I Y W G Q@ G T T V T V & 8

gaacogaadagcagcgataaaacccataccteceegaegtygeccgeogtgcygeyggegygae

G|
gy
=

s 88 D K T H T C¢C P P C P P C G G G
sgcagoggcygycgygcagegycggccageogagegaaccgcagy-gtataccotgeegeey
s 58 6 6 68 &6 G ¢ P R E P Q VvV Y T L P P
cgccgcyacgaaatgaccaaaaaccaggtyaccectygacetigeeTggtgaaaggettttat
$ X E E M T K N ¢ V §$ L T € L Vv K G F Y
ccgagegatattgeggtegaatgggaaagcaacggeccagecggaaaacaactatagaace
r s o I A ¥V E W E S N G ¢ P E N N Y K T
ecccecgecggtyctggatagegatggecagetttttiatygtatagcaaactgacegtggat
T » p V L D $ L GG § F F L Y S K L T VvV D

FIG. 53
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azccattataccoagasragactgageotgagonoyggotga (SEQ ID NO: 151)

FIG. 53
continuacion
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120}

de Chothia (SEQ ID NO

IABZ0M ¥l EH3 (M2) {(VL-Q78E, VB3E; VH-QLE, Q6E), las regiones CDR se definen por la
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IAB20M yl EH3(M2) (SEQ ID NO: 121)

atggaaaccgataccctgctgctgtgggtgoctgetgetgtgggtgoccgggeagecacoggo
M £ T T T L L L WV L L L W Vv P G & T C
caggtgcagetggtgecagageggeygcggaagtgaaaaaacegyggcgegagagtgaaagsy
Q vV 9 L VvV © s 6 A B V K X P G A § V K V
agctgcaaagcgagcgygctatagetttaccggetattatatgeattgggtgegecagygeyg
$ ¢ X A S G Y S ¥ T ¢ Y Y M H W V R Q A
ccgyggccagggectggaatggettggecgeattaacecgaacaacggcgtgaceetygtat
P G 0 6 L E W I 6 R I N 2 NN GV T L ¥
aaccagaaatttaaagatcegegtgaccatgacedtggataccageattageaccgoegtat
N © X F K D R V T M T Vv O T 8 I S8 T A Y
atggaactgagceygcctygcycegeyatgataccgecgghgtattattgcgegegeageace
M B L 8 R L, R 8 D D T A Vv Y ¥ C A R & T
atgattaccaactatgtgatggattattggggecagggcaccctggtgacecgbgagecaga
M I T N Y V M D Y Ww G @ 6 T L Vv T VvV § &
ggcageaccagegygaggcggcageggcggaggaagcggaggaggeggaagaagegatatt
G 8§ I 8 G ¢ G & G & G 8 6 6 66 G 8 s DI
ctgatgacccagagcececyygeygaeccetygagcygtygageotygyggocygaacycygcygacoctgayge
v M T ¢ 8§ P A T L & V¥V 8 22 G E R A T L 8§
tgcaaaccgageccagagegtgagcaacgatgtggecgtggtatcageagaaaccggyeccay
C K A $§ @ §$ vV 8 N D V A W ¥ Q Q K P G Q
gagcegogoctgetgattagettataccageagecgectatgegggegtgeocggatcgets
A P R L L I & ¥ T & 8 R ¥ A& G V P T R F
agcggcageggcageggcacegattttaceetgaccattageagectfraggeggaagat
s ¢ 8 ¢ 8 ¢ T D F T L T I S S L Q A E D
gtggeggtgtattattygeccageaggattataacageoogeecgacctttggecagggeace
v AV Y Y ¢ ¢ ¢ b Y N S 2 P T ¥ &G ¢ G T
aaagtyggaaattaaagaaccgaaaagcagcgataaaacceatacctgeocegacgtgeccyg
K v = I K B P K & 838 D X T H T C P P C P
cegtgeggoeggocggcageageggcggcggeageggeggecagocygecgcgaancygcagg=yg
P C G G G 5 8 G G G 8 &G G Q P R E P QV
tataccctgecgecgagecgegaagaaatgaccaaaaaccaggtgagectgacctgectyg
Yy T L. P P S R E E M T K N @ VvV S L T C L
ctgaaaggcttttatecgagegatattgecyggtygaatygygaaagecaacgygccagecyggaa
v K ¢ ¥ ¥ P &8 D I A ¥ E W E & N G ¢ P E
aacaactatasaaccaccccgccggtgectggatagegatggeagetttrttetgtatage
N N Y K T T P P V L D 8 2 G S8 F F L Y 3

FIG. 56
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azgacigacogiycatanasgecgutggoaycagygeaacghgnniagotaoagyogtgaty

¥ L T ¥ I K & R W 2 Q0 G ¥ ¥ ¥ 8 C 5 ¥ M
Catgasgogotararaacoati st aceoadassadooigagocigagoong (SEQ ID NO: 153)

ca(SEQ ID WO: 121)

FIG. 56
continuacion
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IAB20M Yyl EH3(M2) (VL-A9D, T10S, S12A, P15L, L21I, S22N; VH-QLE, Q6E)

atggaaaccgataccctgctgetgtgggtgetgetgetgtgggtgecctgygcageacagga
M & 7T D T L L L w ¥ L L L W Vv P G & T &G
gaggtgcagotggrggagagegygaegaotigaagtgaagaagoecggaegecagogtgaaggtg
E v ¢ L. v E$ G A E V K K P G A 5 V K V¥V
agetdgcaaggecagoyggcetacagettcacaggetactacatgcactgggtgagacaagaeo
s ¢ K A 5 G Y §$ ¢ T G Y Y M H W VvV R Q A
ccotggocagggecTogagtggattggaaggaetcaaceecaaceacggagtgacactgtace
P G ¢ & L E W I &6 R I N P N N G V T L Y
aaccagaeattcaaggacagggtcaccatgacegtggacaccagdatcagoaccgeactac
N ¢ XK F K D R VYV T M T VY D T s$ I @& T A Y
atggagctygteccaggectgaggagegacgacacegetgtgtactactygegecaggageace
M & L 8 R L R & > L T A VvV ¥ Y C A R & T
atgatcaccaactacgtgatgygattattggggecagggecacactggtgacagigaegcayge
M I T N Y VvV M D Y W G Q ¢ T L v T~ V § 8§
ggcagcaccageggaggaggcagcggaggaggaagecggeggaggeggetectecgatata
G s T8 G G 6 8 G G 6 38 6 G G 6 s 3 DI
gTcatgacceagageeccgatagectggecygtgaglctgggcgagagagecaceatcaat
v M T ¢ &% P D 8 L AV & L G E R A T I N
tgcaaggecagecagtecegtgtecadcgacgtggectggtatcaacagaagoccggecayg
¢ K A s ¢ s V. S8 N L V A W Y @ O K P G @
gctecctaggetgertgatctectacaccagecagecaggacgaecggcgtgoctgataggtte
A P R L L I $ Y T & S8 R ¥ A G V P L R F
ageggctecggeageggeaeagacttcaccctgacaatecageageoctgecaagoegaagat
5 ¢ § ¢ 3 ¢ 7T b T L T I &8 8 L Q A E D
grggccgtgtactactgtcagecaggactaceactcecececcacctteggecagggeaca
v AV Y ¥Y C ¢ 9 D> Y N & P P T ¥ G Q G T
aaggtcgagatcaaggageccaagoecteccgacaagacceacacctgteaccectgeeccs
K v B I K E P K & 8 D K r # T ¢ P F C F
cethgtggagygcggaageageggaggcgggagoeggaggacagecccagagaaccccagghyg
P C G G G 8 8 G GG G 8 GG & Q P R E P Q V
tataccctgceceecteccagggagyagatgacecadaaaccaggtgagectgacatgectyg
y T L. P P & R E &2 M T K N O V 8 L T C L
gtgaagggcttctacdectecgacategecdtggagogggaaagecaacyggctageeecgayg
v K G F ¥ P $ D I A V B W E S N G ¢ P B
aacaactacaagaccacacceccceecgtgetggatagegacggetcettetitetotacage

N N Y K T T P P V L D & D G & F F L Y S

FIG. 57
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FIG. 57
continuacién
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IAB2OM y1 EHS5(M2) (VL-Q79E, V83E; VH-QlE, Q6E) (SEQ ID NO: 123)
atggacacagacaccectectectgtgggtectgctectetggygtgceccggateccacagyge
M E T D T L L L WV L L L W V P G & T G
gagotccagetggtgcaatcoggasdcyagagtgaadaaacocgecgaectecgtgaaagne
% vV Q L v E S G A B VMV K K 22 G A S V K V
toctygcaaggectecggctactecttcacecggetactacatgecactyggtgaggecaggec
5 ¢ X A & G Y 8 F T G Y ¥ M H W V R Qg A
cotyggacagggactgoaatggatecgecaggattaaceecaacdaacggagtgacectgtac
> 6 9 6 L E W I ¢ R I N P N N G VvV T L Y
aacCcagaagticaagoacagggteacecdtgacogtiggacaccageatitacacogoeactan
N ¢ K ¥ K D R VvV T M T Vv D T s I s T A Y
atggacctgtceccaggctgagaageceacgacaccgetgtotactactgegeccaggagecacc
M £E L 8 R L R $ D D T A ¥V ¥ ¥ C A R 8§ T
atgatcaceaactacgtgatggattattggggecagggcacectegtgacagtgageage
M I T N ¥ ¥V M DY W G @ G T L v T VvV 8§ 5
ggatccacaageggaggcggaageggaggcgygcageggcggcgecggecagecagegatatc
G § T 8 6 G G 8 6 G G s 6 G G 6 s s DI
gtgatcaccecagageceocgecaccectgagegtgagececggcgasagggecacactgagae
v M T ¢ &8 P A T L 8 ¥ 8§ P GG E R A T L 5
tgcaaggcocagecagtecgtctecaacgatgtygaectggtaccagecagaagocegygacay
C K A 5 ¢ $ v 8 N D VM A W Y Q O K F G ©
gococtaggetoctgatetoctacaccagetecaggtacgececggegtecctgacagatzc
A P R L L I S Y T $ 8 R Y A G ¥V P I R F
tooggeageggeagoggcacegatttecaccctecaceatecageageetggaagecgaagat
s 6 $ 68 ¢ T p°F T L T I 8 & L E A E D
gaagoetgtgtattactgocagcagoactacaagagoaoeocaaccacatihggcoagggaaca
T AV ¥ ¥Y C ¢ D Y N S§ FP 2 T F G ¢ G T
aaggtegagatcaadcagcctdagagecagcgacasgacecatacctgecctoettgaeet
¥ VvV EI K E P K 8§ & D K T 4 T ¢ 2 P C P
cottgtectecctgtogagyoggaagetccggaggaggat coeggaggocagoct agagay
» CcC P P C GG GG 6 8 8 G G 6 53 G G Q FP R E
ceeccaggtgtacacectgeeocctagcagggaggagatgaccaagaaccaggtgageeng
? ¢ v ¥ T L P P S R E E M T K N O V S 1L
acatgtectyggtcaagggettttaceccagegacatcgecgtggagtygggagagcaacygygce

T ¢ L VvV K

[}
g2l
)_<
e}

s DI A ¥V E W E 8§ N &
cagectygagaacaactacaagaccaceectecetygtyctegactecyacygeagetttLic

Q P E N N Y K T T P P V L > & D G 8 F F
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aCCgtgyatas

LY 8 ¥ L T ¥V D K 8 ® W 9 0 G

ggatga {SEQ ID NO: 155)

G Parsda(SEQ ID NO: 123)

FIG. 58
continuaciéon
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IAB20M yl EHS (M2) (VL-ASD, T10S, S123a, P15L, L21I, S22N; VH-QLE, Q6E)

atggagacagacaccetecctectgtgggtiecctget cotgtaggotgecacggatecacagge

0

M & T D T L L L W Vv L L L W Vv P G 3 T G

E vV 9 L v B & & A X OV K K P G A S V K VWV
tottgecaacggectocoggotactecttcacoggotactacatgecactygytgaggoagygcc
s ¢ K A S G Y S v I' G Y ¥ M H W Vv R Q A
cectggacacgyggactyggaatyggatcggeaggattaacoccaacaacgygagtgaccctgtac
P G g 6L BE W I G X I NN P N N G V T L Y
aatcagaagttoaaggacagggteacecatgacdogtggacaccageatticocacegectac
N Q@ K ¢ K D R vV T M - v D I 8§ 1 S5l A Y
atggagctgtcragygctgagasgcgacgacaccgetgtygtactactygcygccaggagcace
M E L S R L R & D 2 O A v ¥ Y C A R 8§ U
atgatcaccaactacgtgatggattattggggccaegggcacecctegtgacagtgagecagae
M I T N Y VvV M D Y W ¢ O & T L ¥V T V & 5
ggatccacaageggaggeggasgcggaggeggoageggcggoggeggaeageagegataza
¢ s T 8§ ¢ ¢ G & ¢ G € & ¢ G € ¢ s s L I
gtygatyacccagagececgattecctegecygtgagectyggycygaaagyggecacaateaac
v M I ¢ & P D & L A VvV § L G E R A T I N
tgraaggoceagecagtecgtetecaacgatygtygygcctygtascageagaagoecgygacay
cC K A S ¢ $ v $ N OV A W Y @ Q@ K P G Q
geococtaggotoectgatetectacaccagetecaggtacgocggaegtecotgacagata
A P R L L I $ ¥ T S8 & R Y A G V P D R F
tecggeagoggcageggeaccgatttecaccetcaccatcageagectygcaggcecgaggac
s 6§ ¢ $ ¢ T > °F T L T I $ S L Q A E D
gtggectgtotattactgecagecaggactacaacageceecccacatttggccagggaace
v A V Y Y ¢ ¢ ¢ D Y N $ P P T F G Q G T
aaggtggacatcaaggagdecaagageagegacaagacceatacetgeecttcetzgeecet
K v E I K E P X & 8 D K T H T ¢ P P C P
cettgtecteecctgtggaggecggaaget ccggaggaggatecggaggecagoectagagag
P C P P C G G G 8 358 G G & 8 G & Q0 P R E
ccecaggtetacaceetgeccectageagggaggagatgaceaagaaccaggtgagectg
r 9 v ¥y L PP S8 R E E M T K N Q V S8 L
acatgtctegteaagggettttacccecagoegacatecgecgtggagtgggagagcaacgyge
T ¢ L v X ¢ F Y P 3 D I A V E W E & N G
cagectygacaacaactacaagacecaccecteeTgtgetyggactecgacggeageotitoe

g » B N N Y K T T » P V L. B S D G S F F

FIG. 59

186

(SEQ ID NO:

124)



ES 3 020 458 T3

o T Bl - = ) )
s ¥ M H &AL

FEATECR o

G ats

{SEQ ID NO: 156)

L 3
(SEQ ID NO: 124)

continuacién
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IABIM 91 EH3(M1l) (SEQ ID NO:

126)las regiones CDR se definen por la definicién de Chothia

LT

L

goageaasy

o o . -
L W “ L3

]

23 G 5 G S8 G T oL o¥ LT 1% 3 Logo B R
CgaC anote SUSCTT

S T S OO S e e e o e ey N

o0k AT H L 1 O 0 W A ) E I = GOn G

S L R L 5 T A A 5 SoF M I K D ¥

i)

YoOR Q A ¥ G K G L B W OV A W I DR o8 G
ACDR2

gac agtiogigeooaagtt CCRCCALERTCYOCYECACTAYTAEY

o T E P ¥ B K F g G R A T M 5 A D T & K
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HCDR3 Bisagra superiox

ity felelutafaleyut:

5 o K T ®H T cCoF oo P Tl & &5 858 & GG

Bisagra superior Bisagra central Bisagra inferior

=
=
7
g
i
<

n
g
i
r-l
o
<5
o
‘:\
o
v
¥ 17
%

L
i

GOARCUYCTAZCCTERAHRTASC TR

ssgagoaggtog

Q00 5o H NV F OS5 C 3 v M 4 E A L H KN H OY T

cagragtooctgtonetetoocooauotay {(SKRQ ID NO: 157)

O % 5 L 8 L § P 3 Ston (SEQ ID NO: 126)

FIG. 61
continuacion
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IABIM 2 EH2(M1) (SEQ ID NO: 127)
atggagaccgaetacectgotgotgthgoghgatgotgetgtgggtgactggoagoacagyga
M E T D T L L L W ¥ L L L W Vv P G & T G
gacattecagetgacccagtecectttecacactgagegectcegtgggegacagggtcaca
o I ¢ L T ¢ s P S8 T L $ A S8 V G D R V T
attacatgttecgecteeagecagegtcaggtttatecactyggtatecageagaageccygge
I T ¢ 8 A 5 & &85 ¥V R F I H W Y ¢ ¢ K P G
aaggoccccaagagactygetectacgacacaagcaagctyggeotecggagogaeccageaya
K A P K R L I ¥ D T 8 K L A & G ¥V P 8 R
ttcageggeageggatccggecaccgatttcacactgaccatcageageoctgoagocegaa

F S 66 8§ 6 5 G T D F T

&
-
=
953
oy
-

e

P E
gacttegecacctactactgcecageactggggctectececattecacctiecggacaggge
D F A T Y Y C Q Q W GG & 8§ P F T ¥ G @ G
accaaggtggagatcaagggctccacaagegygcgygcggaageggedgegygeageggegyge
T K v B I K G & T &8 6 G 66 s G G &6 8 G @G
ggcggctecagegadgtygcagityggteogagtacyggeggaeggactgygtccagoctyggagyga
G G 5§ 8§ B V QL ¥V E Y &G G G L YV QO P &G G
agectgagygctgagetygcgecgectecgyctttaacatecaaagattactacatteactygy
s L R L $ ¢C A A $ G ¥F N T K D Y Y I H W
gteagacaggeccetggeeaagygectggagtgggtggcctggategatececegagaacgyga
vV R ¢ A P GG K G L E W ¥V A W I D P E N &G
gacaccgagttcgtgcococeagttcecagggaagagccaccatgagcgeocgacaccageaay
D T B F ¥V P K F Q G R A T M & A D T 8 K
aacaccgcctacctgcagatgaatteectecaggyccgaggatacegetgogtactactyge
N T A Y L ¢ M N S L R A E D T A V Y Y C
aagacoggcggattttggggccagggaaccctyggtgaccgtecageteccgagagaaegage
K T 6 6 F W G Q G T L vV T VvV 8 8§88 E R K s
tgcgtggagtgtectocttgteceggecgygaggatoeotccggaggaggatceggaggacaqg
c v E C P P €C P G G G S8 S G G G 3 G G @
cccagogagectcaggtgtacaccetcccteccagecagygaggagatgaccaagaaccayg

P R E P O V ¥ T L P P 8 R E

=

M T K N @
gtgtcecctgaccetgectogtecaagggetictacocccagegacatagetgzggagtgggayg

Y% L T ¢ L Vv K &6 F Y P § D I A V E W E

X

agcaacggceagecagaasacaactacaagaceaceectececatgetggacagcygacygygae
s ¥ 66 ¢ P E N N Y K T T P P M L D 8 D G

agcttettectectacteceagectgacagtggacaagagcaggtggcagcagggecaacygty

FIG. 62
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ES 3020458 T3

5 F Y L ¥ 5 X L T v R OXK & R W O OQ G N WV

Thesgotgotaoogtgatgeaoyaggoaeotngoacsatoacratacecoagcaaghoococtytaec
258 ¢ 5 ¥V M H B A L H N H ¥ I O X 5 L 3
ctotooonnggetay (SEQ ID RO: 158)

L S P ¢ Parada (SEQ ID MO: 127)

FIG. 62
continuacion
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ES 3020458 T3

IABIM yl EHS5(M1) (SEQ ID NO: 128)

atggaaaccgataccotgctgetgtgggtgetgetgetgtgggTtycagggeageacegge
M = T D T L L L W VvV L L.L w v F G 5 T G
gatattecagctgacccagagoaccgageacaectgagogcgagogTgggdgatogegtgaca
jB) L ¢ L 9 8 PS r L s A S VvV G D R VT
sttacctgeagegogagoageagegtgegetttatteattggtatcageagaaacaeggyd

T r ¢ s A S5 5 5 VvV R F L OH W Y ¢ Q K P G

K A P K R L LI Y D 1" & K L A 5 G V P 8 R
tttageggcageggeageggeaccgattttacectgacoattageagooctgragecggaa
¥ 5 68 &8 ¢ T D ¥F T L T I 8 s L Qg P E
gattttgcgacetattattgecageagtggggeageagoccgtttacetttggecaggyge
D ¥ AT Y ¥ C Q Q W G S & P F T F G Q G
Zdcaaagtggaaattaaaggragcaccagcgecgygeggeagaeygeggeggecageggcygygac
T X v B I K g 5 T & G 6 G S8 &G G G 8 G G
ggcggcagragegaagtecagetggtggaatatggcggeggectggtgecagecggaegygae
G G 8§ 8§ E V L V E Y & G G L V g P G G
sgectgegectgagetgeygeggcgagegygetttaacatteaagattattatattecattygy

$ L R L 8 ¢C A A S G F N I XK D Y Y I H W

gtgcgecaggegecgggoaaaggeotggaateggtggegtggattgateceggaaaacygyge

"

=

v R ¢ A P G K G L E W V A I - P E N G
gataccgastttgtgccgaaatticagygeegegegaccatygagegaeggataccagcaaa
p T E Fr V P K F ¢ 6B A T M 3 A D T & K
zacaccgcgtatctgeagatgaacagectgegegegygaagatacogeggtgattettge
N T A ¥ L ¢ M N § L R A E D T A V ¥ Y (C
caasaccggecgygetittgeggccagggcacectggtgacegtygageagecygaacegasaage
K I 6 G F W &G ¢ G T L v T VvV 5 8 E P K 8
agcgdtaagacccatacctygecegecygtygecegcegtgeecgcegtgecggcggeygdgecaygae
$ > K T H T ¢ P P C PF P C P P ¢C G G G S8
sgcggoggcgycagcgyogyccagcegeygcgaacegoaggtgtataccctgoaegecgage
s 6 6 68 G &G QP R E P Q V ¥ T L P P 3
cgecygaagaeatgaccaaaaaccaggtgagectgacctygectggtgaaaggestttatacy
R = EM T K N ¢ V 858 L T C L Vv K G F ¥ P
sgegatattgeggtggaatgggaaagoaacggcecagocggaaaacaactataaaacecace
s > I A ¥V E W E 8 ¥ G ¢ P E N N Y K T T
cogecggtgetyggatagegatggeagettttttetgtatageaaactgacegtggataaa
P » VvV L DS D G 8 F F L Y S K L T V D K

FIG. 63
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yotggoagon
: C 5 v M A E

AT

3 R W O QO 6 oW vV F {
tyageotgagcacygggonags  (SEQ ID NO: 159)
i1 ¢ 7T ¢ ¥ S L 8 L & F §Parada(SEQ ID No: 128)

FIG. 63
continuacién
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ES 3020458 T3

IABIM yl EH7(M1) (SEQ ID NO: 129)
atggaaaccgataccctgctgctgtgggtgoctgetgetgtgggtgoccgggeagecacoggo
M £ T T T L L L WV L L L W Vv P G & T C
catattcagetgaccocagagecdgagcacectgagegegagegtgggegatogegtgacae
b I 9L T ¢ & P & I L $ A S V G D R V T
attacctgcagcgcgagrageagegtgogetttattecattggtatcagoagaaacocggae
I T ¢ 8 A S 8 3 V R F I 1 W Y @ Q K P &
aaageygccgaaacgcectgattiatgatacecagecaaactggegagegygcgtgecgagecge
K A ? K R L T Y D I § K L A s G VvV P S8 R
tttageggeagcggcagacggeacegatttacectgaccattageagectgoageecggaa
S G S 66 s G Db KoL oL T IS S L g P B
cattttgcgacctattattgecagecagiggggcagcageccgtttacctttggecaggge
D F A T Y Y C Q@ @ Ww G 8 s P F T F G Q¢ G
accaaagtggaaattaaaggcagcacecageggcgygcggcageggegygcggecagegygegyga
T K v E I K 6 8 T 8 6 G 6 8 G G G s G G
cgcggecageagegaadgtgcagetggtggaatatggegyoeggcctggtgecagecgggegyga
G 6§ $s E V QL VvV BE Y G 66 G L Vv Q F G G
agcctygogectgagetycygcgygeyaycgygetttadcatcaaagat tattatattecattgy
5 L R L.8 ¢ A A S G F N I K D Y Y I H W
gtgecgecaggogccygggcaaaggoectggaatygggtggegtggattgatocggasaacygge
vV R ¢ A P G K ¢ L E W Vv A W I D P E N &
cataccgaatttgtgecgaaatitcagggocgegegaccatgagegoeggataccageaaa
b T = F V P K F 0 6 R A T M $ A D I $§ K
aacaccgcogtatctgecagatgaeacagcctygegegeyggaagatacegeggtgtattattyge
N T A ¥ L ¢ M N $ L R A = D T A V ¥ Y C
azaaccogeggcttttggggccagyggecacaectggtgaccgtgageagegaactgadaacc
K T 6 6 F WG Q G T L VvV T Vv 8 & E L K T
cogcetgegegataccacccatacctgeoogecgtgectgecgtgoggeygygcggeageage
P L ¢ T T H T ¢ P P C 2 P C G G G S &
cgcggcggecageggcggoeagecegegegaaccygecaggtgtatacectgoegacgagecygae
G 6 G s 6 G Qg P R B FP @ V ¥Y T L P F S R
caagazatgaccasaaaccaggtgagectgacctgectggtgadaggcttttatecgage
E EM T K N gV & L T ¢ L V K G E Y P &
catattocggtggaatgggaasgcaacggecagecggaaaacaactataaaaccacccey
D I A ¥V E W E § N G ¢ P = N N Y K T T P
ceggtgoctggatagegatggecagetttzttctgtatagecaaactgacecgtggataaaage

P v L. s D G S8 F F L ¥ 8§ K L T V L K 3

FIG. 64
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cotgatgeatysagogotgoatanaoan

)
5
p
-
-
=
<
T
149)
-
)
<
e
i3
1

A L H ¥ H

(SEQ ID RO: léQ}

¥ T g3 ¥ & L & L 8 2 GParada(8EQ ID NO: 129}

FIG. 64
continuacion
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ES 3020458 T3

IABIM yl EH8(M1) (SEQ ID NO: 130)
atggaaaccgataccctgctgctgtgggtgoctgetgetgtgggtgoccgggeagecacoggo
M B T L T L L L W V L L. L W V P G & T G
gatatttagectgacecagageeccgagecaccetgagyegegagegtgggegatogegtgace
b I 9L T ¢ & P & I L $ A S V G D R V T
attacctgcagcgcgagrageagegtgogetttattecattggtatcagoagaaacocggae
I T ¢ s A 5 s 85 V R F I 4 W Y Q Q XK P G
agagcygccyaaacgcctygatttatgataccagecaaactggcgageggcgtgeccgagccyga

K 2 ?» K R L 1T ¥ D T S KL A S8 G V P 8

v,

tttagcegcagcggecageggcaccgatcttacdectgacecattagcagectgeagecggasa
F $ 68 6 s ¢ T D P T L T I S8 S L ¢ P E
catttigcgacctattattgecagecagiggggcageageecgtttacctitggceaggge
D P A T Y Y C ¢ @ W & 8 3 P P T F G ¢ G
accaaagtggaaattaaaggcagcaccagcggocgygcggcageggoeggeggcageggegge
T K v B I K 66 8 T 8 G G 6 8 G ¢ G s G G
ggoggcageagegaagtgecagetggtggaatatggegacggectggtgeagecgggeggn

G ¢ 5 § E V @ L VvV E Y & G G L V

[®

B G G
agecctgegcoctgagetgogeggcgageggetttaacattaaagattattatattcattgg
s L x L 8 € A A S G F N I K D Y Y I H W
ctgcgcecoaggegecgggcaaaggectggaatgggtggegtggattgatceggasaacggae
v R g A P G XK ¢ L E W V A W I D P E N G
gataccgaatttgtgecygaaatttcagggecygegegaccatgagegeggataccageaaa
L r = ¢ ¥ P K F Q G R A " M 8 A D I s K
aacacecgcgtatctgcagatgaacagcctgaogegeggaagataccgeggtgtattattge
N T A ¥ L ¢ M N 8 L R A = D T A V ¥ Y C
aaaaccogeggettttggggccagggeacectggtgaceygtgageagcgaactgaaaace

XK T ¢6 ¢ F Ww G @ G T L Vv T V & ©§

=

L K T
cegetgegogatacecacoecatacetgecegocgtgecogeegt gootgocgtigoggacggn
P L ¢ T T H T C » P C ? P C P P C G G
cgcageageggcggcggcageggeggcragecgegcgaaccgcaggtgtatacectygceyg
G 8§ 8 6 6 6 8 G 6 9 P R 2 P Q VvV Y T L P
ccgagecgegaagaaatgacecaaaaaccagygtgagectgacctgectggtgaasggettt
P $ 2 E E M T KN gV §$ L T ¢ L V K C F
tatecgagocgatattgeggtggaatgggaaageaacggocageaggaaaacaactataaa
Yy p 3 L I A V E W B 8 N ¢ Q@ P E N N Y K
adcacececgecggtgetggategegatggeagetitttietgtatagcaaactgacegzyg
T T »# P ¥V L D S D G S F & L Y § K L T V

FIG. 65A
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Jageotgagecoasgotya (SEQ ID NO: 161)

4 N H# ¥ T ¢ ¥ & L 5 L & p GParada{(SEQ ID NO: 130)

FIG. 65A
continuacion
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ES 3020458 T3

IABZEM v BNE (1)

ATCCAAACCCACACCCTIGUIGCTICTIGESTCCTCCTGCTICTGOCT CCCAGGLCTCCACLGET
M E T D T L L L W V¥V L L L W Vv »r &G 5 T G
Péptido sefial

CAARTTGTUTTGACACAG TCTUCAGCCADCCTOTCITTGTCTCCAGGCCABAGATGICACT
E I v L T ¢ 8 P A T L % L S P ¢ E R & T

CTCTCCTCONGTCCCACTTCANCTCTAACTTACATCAAQI CCTACCANCACGAAACCTOGC
L5 218 A & & & ¥ 5 ¥ M OWlwWw ¥ L09 ¥ OB G
LCDR1
CAGGCTCCCAGCCTCCTCATCTATCACACATCCAAACTGRUTTOCRCCAGTCCCTCCTCAC
g A ¥ R L L I Y{bL T 5 K L A =1G ¥V P A H
LCDR2
TTUACGGGTACTOOCTCTCGHGACACACT TCACTC TCACCATCAGCAGCCTAGAGUCTGAA
FRGSGSGTDFTLTISSLE&PE

GATTTTGCAGTTTATTACTETUAGUAGT GLEACTAGTAACCCATTCACGI TCGGRUIAAGGE
pDF oAV Y Y Clg O W S s o nNop F TI|IF GGG
LCDR3
AAGCTEOAALTCARA GO TCCACATOLGEOGEAGGUTCTCGCCOTGCATCTCGLGGE
K“V’EIKGSTSQGGSGGGSGG
Conector

COCCGCTCATCCCAGSTECAGC TGO TOCACTC TOGECCTGASCTGAAGAACSCOTGCEACE
GGSSQVQLVQSGAE‘JI\'KP&A
Conector

TCACTGRASCTCTCCTECAAGCCTTCYCOATACACCTTCACCACCTAJACEATOCAQTAR
SV K ¥V S C K A O S{G ¥ T P T R ¥IT M H W

HCDRI

GTGCEACAGGCCCUTGEACAAGCCCTITCACTGGATCCCATACATIAATCOTAGCCGTEGT
VRQAPGQGLEWMGYINPS

TATACTAATTACRAATCAGAACTTCAAGCACAGGGTCACCATCACCACAGACACGTCTATL
yJl}Tr ¥ ¥ ¥ o X F K D R ¥ T M T T D T & I
HCDR2

ACGCACAGUITACATCCGACCTGAGCAGCCTEACAT CTCACCACACCGCCCTGTATTACTGT
STAYMELSRLRSDDTA‘JY‘KC

GCOAGATATTATCATGATCATTACTCACTICACTACE GGGGCCAGGGCACCUTEGTCALCT
ACREY ¥ D D H Y S L. np ¥Ylw e Qg G T L VT
HCDR3
CTOTCCTOMNGAGCGCAAMIGTICTGTCEAGTCCCCACQCTECCCALCACCACCTGT LG CA
v s st _wm o xlc oo ow o poo pop o o plAa PPy A
Bisagra superior Bisagra xcentral Bisagra inferior (LH)

COACCGROGECAGCCCCGAGAACCACAGETCTACACCCTGCCCCCATCCCEGGARGAGATG
Gl o P R OE P OO NV Y T L ¥ P S5 R B E M
{LH) CH3

ACCAAGCARICAGGTCAGCCTGACCTGCCTCETCAAAGGCTICTACCCCAGIGACATCGLC
T K ¥ g v 3 L T ¢C L VvV K G ¥ ¥ P 5 D I A

"t

CTGCACTEIZCAGAGCAATCGECACCCCEARAACAACTACAACGACCACGCCTUCCATGCTG
FIG. 65B
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ES 3020458 T3

vV OE W R OS5 N G QO P E N N Y K T T P PP M L

GACTCCGACGGUTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGC TCACCGTGGACAAGAGCAGLETGRCAG
= b 4o 5 F F L Y S5 K L T V D K & R %W {

CACCGOARCGTOTT

TCTCATCCTCCCTICATOCATCAGGCTCTCCACARACCACTACACCGCAD
@ G H ¥V F 3

c & v M H E A L H N H Y T

AAGAGCCTCTCCCTETCTCCGGETARL (SEQ ID WO: 231)
K & L & L & P G K (SEQ ID NO: 232)

FIG. 858
continuacion
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ES 3020458 T3

IABZEM v2 EE (M1)

ATGGAGACCCACACCCTUCTUCTCTECETCCTCCTIGUTGTCGE TGUCTUGAAGUACUGGT
~ FE T L T L L L W v L L L W V P G 35 T @
Secuencia de Péptido Sefial
GAGATTCTGCTGACCCAGTCCCCTGCCACCCTGAGCCTETCCCCTGGAGARAGAGCCAC
E I v L. T g s ¥ A T L & L § P &G E R AT
Vi
CTGEAGCTETE
c

COGCUTOUTCCAGCGT GAGCTACATCAACIEGGTACT AGUAGAAGCCIGER
S A 5 5 5 N o5 ¥ oM O NIiwWw Y Q@ g K PG
LCDR1
CAGGCTCCCAGGCT GCTCATCTACGACACAAGCAAGTTGLGCTAGHGGCGTOCCCGCTCAT
g A P R L L I ¥}iD T S5 K I, A I|1&G VO OPRP OA H

LCOR2
TTICAGAGGCACCGGAAGLGGIACAGATTTTACCCTCACCATTTICCTICCOCTGLALCCTGAG
¥y R 60y G s G 1T DB F T L T I 5 5 L O E F K

L &

GACTTCGCCGTOTATTACTGCLAGCAGTGEACGCTCCARCCCOTTCACAN TCGGELTACEGC

DF’}\VYYCKJO%SSNPF‘TFGQG
LCDR3

ACCARGGTGGARAT CAACHEATCCACAACLGGAGGCGECADIGECGHCCHCAGLEGAGG]

T K V B I ¥KI|IG 8 T & ¢ G © & ¢ O 0 &8 O G

Conector

CGAGGCAGCAGCICAGCETGCAACTCOTGCAGACCGCGAGCCGAGCTGAAGRAGCCCEGAGCC

g o s sio v o9 LYV Qg 3 ¢C A E V K K P OC A

ConectorVH

L CCCTEARGG TG TCCTOCARAGUCTCAOCATACACCTTCACTAGOTACACAATOCACTGC

s vV K Vv 5 ©C K A SLG ¥ T F OT R YV T ¥ H W
HCDR1

CTGAGCTAGUCTCCCCOUCAUGTUCTCCACTECATCCCATACATQAAL CCCAGTACUGGGC
VRQPPGQGLE&‘JMGYINI‘SRG
HCDRZ

[TAQACCAACTATAACCACGAAGTTCAACGACAGCETCACCATCACCACCOACACCACCATT
YT ¥ Y N @ XK ¥F K D R ¥ T M T T D T 5 1
HCDR2
CCACCGCTTATAT GCAGCTCAGCAGACTGAGGTCCGACGACACCECOCGTGTACTALTGU
ST A Y MOE s R LR & D b T A V Y ¥ L

e

COCAGOIATTACGACGACCACTACAGCC TGOACTACIT GOCOCCAGGGRACACTCCTGACC
A RLY ¥ D oB H O O¥Y S LB XYW G o & T L v T

HCDR3
CTOTCCACHCACAGCARATGCTOCOTCOAATCTCCCCCTTOTCCTRCACCCOGARGCTC
YV o8 s5{E R K|l ¢ ¥ B ¢ P P T PG G & 5 &
Bisagra superior Bisagra central Bisagra inferior

CCAGCAGGATCCGEOEGACAGCLCAGCGAACTTCAGCTIGCTACACCUTGCCCCCTAGLAGS
e ¢ ¢ S ol @ F R E P gV Y T L P P 8 R

Bisagra inferior CH3
CAGCACATCACARACAACCAGSTCAGCCICACCTUTCTGETCGAAGECCTTCTACLCCAGE

EEMT;&NQVSLTCLVKGFYPS
FIG. 65C
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ES 3020458 T3

GACATCGCCGTEGALTGGGAGAGUAACGGCCAGCCTGAGAACAACTACAAGACAACTCCC

DIZ—\VENESI’JGQPEI\INYI\.T_P

CCTATGUIGGATAGCGACGGUAGCTTICT TCCTIGTACTCUAAGCTCACCETGGATAAGAGT

P M L DS DG S F ¥ LY o35 K L T V D K 5

ACGTGGCAGCAGCGAAACGTCTTTAGCTGTTCCGTGATGCACCAGLCUCTGCACAACTAL
R W © 9@ ¢ N YV F 5 C 8 ¥V ¥M H E A L H ¥ H

TACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCCLCOGECAAG (SEQ ID NO: 233)
Y T O K S L S L8 PG K (SEQ ID NO: 234)

FIG. 65C
continuacion
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99 'Ol

(66 ‘ON 4I 0dS) SSAIATIOOOMH
AAAXIDADIDDAAAYIAAVETSNND TAVINYS IAVS T IVEO0AMSYATINANY
JdATIO IMATONOIVOIAAH I ALAMINADSYYOSTATISOOADATODOSHATOAT

HA

(MLOM-HA) WzzdV¥I op epesad 2T70RTIEBA BIDUSNOSG
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ES 3020458 T3

£9 Ol

(TOT :ON QI O0dHS)
MTAANILO09ALAdSNAAODOAAAYAQAYOTSS TITLAALOSDSOS AIAJADY
AASSILASITTIAVYOOANDODAMYAINSASOSYYONT LYIAHIADTISAYISUASOLNATA
TA

(NZZS

‘TTZ27T ‘7I6Td ‘¥ZIS ‘SOTL ‘d6VY-TA) QZEVYI op olgeiira BILSDT]

(00T :ON dI 0dHS)
MIAAMIOODALAdSNAOODAAAYIAAVHTISSIITIAdIDSDSDS INAJADY
AASSLASITTIAYOOdMOOAMYAONSASOSYIOSTIVYIADASASTIVASOLIWATIA
TA

(IEQA 'd6L0-TA) 07dYI °p TgeRTIRA BISDTT
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89 DI

(ZOT :ON dI 0"ES) SSAIATLOOOMAANW
AINLTWISHYDAAAYIAASHTISTANAVIS TSIAALINIANATAMONATIADNN
ANTUD TMATOODAVOIAMHRNA XD LAS ADSYMDSAMASYOAUTATAVOSAATOAN

HA
(49D ‘HTO-HA) 0zdvYI @p o1geTies epesad
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69 "9Id

(70T :ON QI 0FS) SSA
IATIOOOMAAISAHAAAATYOAAAVIAASH TS TANAVISISIALINIAIATINONAN

H%UmmmZHMQZEMQ@@U&QOm>§EEHMMHbH%@mﬁMUm>M>m£@&MM>m@@mﬂ>d@>m
(900 ‘W10 ‘HA) ©aD-Taue olgeTiea epesad BTIOUSNOSS

(€0T :ON

dI 0dEs) MIAAMIODOALAANSSMODDAAAVYAJAJATISSIITLAITIODSDSOSAHY
AADSYTIUS LAA T TTAAYOOANODAMNINASASSSVYS DS TIVIIDdS TS TIVASOLIATH
(SZ9d “IA) €0D-T3ue S[gETIRA RISDTIT BIDULSNDSS

206



ES 3020458 T3

04 '9Oid

(TET :ON Q1 D3IS) YAASTIAVVYDALAVYALIOAMATOMY IS ATANS AT AATYAAIDIASHADY
AANHESAVAIAHAAAIIAI IO TAA L AVHETAN IO ANHINA TATANS A AAD THHAS AN SV I LANMAYS A'TS
JASASAIAWAOIHMWS IS A TAAV AN TAAY AQEISAAdTAT SNYTHAAAND DHAOYALTHAN ANAT A AT HAT
AALIRASHATAADS AMNIAMNALAEVID SV I 9THOJAATAAND SO TS TN S AddSdS I IMSHATSH
DAADAGASATIA L INHAT S ANTALDAAITIAND AT SSAVNT AVADGADTTASNANYMALS D TID AT AVAM
SYATT LAHdAMDHENATIODASHATIHAAYVYD S OO T DO AAMS TIHOD T TARIAdIAVII T IO TANA TIIAH
NLSHIHWAAMO LS ANSLADADANAIAN TS OUMS SUAAYSOOWAATTHOVAAAD I AHAL I SATOAVAY 199
HAVAANVALOALTAASVONTINTINSAOASDOITNMOAIASMADAVARAVATS AT I ADMVOVIOVNNAYMND
AAAADAIYIATEDSONTANAE I T AATHLIVANAAATADIAND0AS AVS AdIATUSANTIADIAdITATS L
NATANDQANI IS TANJHIMNIXSTTATAHYTAASAIDATMMOSOICAY IO ANOH IOV THATIOLANATINY

ITNEYHTAQTAYHRNEAILINIVANS ZAT MDD AT ADTTAADDYIATYOY D TMA UV AVAY S A LHHTINMIN

{TET :ON Q1 DIS) 609100 :104dsSIMS/EMI0.dIUN
suaides owoH ‘g esepndadixoqies ojewein|o) ‘(ejeisoad e op 02y10adss euriquisw ap cuabnnuy) viNSd
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LL OIS

(ZET :ON Q1 D3S) "1OSdOMTTIIVATIVIIVYYASTYHYOSYND TALAD D LI NIMOAXAADSUOA
ONTISODOVMS TALTIOAVE TUYIMOOADTOLINIAD T DAANS ADY DG ADT IV IOAD TYIOVINT TY TTAY N

{ZET ‘ON Q1 BIS) £99£10 10idssims/adloldiun
susides owoy ‘(ejeisold | op alpew sen|ad ap ousbinuy) vosd
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ES 3020458 T3

¢l "9ld

(€€T :ON Al D3S)
AQSNSSTINLITIAIVNI A AHASHAHAI OV O TNHHMEM T OMANTATATTATIVO I IVIATDTAAASLIOTIS
AdTTdA0ATA¥eNTITIAYNANYAdAY DL TGN CAAS LA TMIANAVYHHOASAMINNATAAA THATOOT
A ILONHTIANTYNAATHISH THLINMASAA L TSATSNNS TATHI IS IOV TAMNITATAHNS Y TE T IO
CIVEOVITIYYAARSHAASHNOTACHAATHN T I THATISAVSASYNS DS AVAd S TAVTIANHS TA IO TSd T
HAAYVOVIALQTES DS TINIVY 1AV 1AV AYOYIATAYTIONSD LT A TNAAATATALIAT L TNANADHALEYY

ASDADTYAI0UATAddOYSAYSY TAAYSESASSVSSLASESSAMD TTIATY THY Td THOUIYVADE S DO A

{E£T ‘ON QI D3IS) TYIETD :104dssims/ayioidiun
suaides OWOKH ‘pIGa | 65955y | P.L6318) ¥16 S9je1ajoouo sois|eqojo} ap euisjoldoo) b
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ES 3020458 T3

€L "Old

(VET 'ON Al DAS) ARAVSTISIMNADESAAATIIDNDA N
NAHNDATLIATS TTIADDLOVIAVMIA TUADVAQTOU LHAVOOVY U OVHdA TS TdOSVILdVdLddddVd
LLLAMVYATAAAIHS AANISNS TS DAAADUNTIAAASTLTIAALAD TAMD S AI0 LATDAVYAIANOS TAT
TALASYYYOLADATIME DD S LINS TIAC DA THAL IO TNML A TAS AT A0S LAY VH T TT Y Td T T TV LA TYN

{FET :ON Qi DIS) TELTOJ 104455105 /@N10idIun
suaides oWwoH ‘ gaH 1 seinied ap aiuadns ap eurdjordooyB g ap ejje eusped
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