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DESCRIPCION
Anticuerpos biespecificos frente a p95HER2
Campo de la invencion

La presente invencion en general se refiere a moléculas de unién a antigeno biespecificas para activar linfocitos
T. Ademas, la presente invencidn se refiere a polinucleétidos que codifican dichas moléculas de unién a antigeno
biespecificas, y vectores y células huésped que comprenden dichos polinucleétidos. La invencion se refiere
ademas a procedimientos para producir las moléculas de unién a antigeno biespecificas de la invencién y a estas
moléculas de unién a antigeno biespecificas para su uso en el tratamiento de enfermedad.

Antecedentes

La destruccion selectiva de una célula individual o un tipo de célula especifico a menudo es deseable en una
variedad de entornos clinicos. Por ejemplo, un objetivo principal del tratamiento del cancer es destruir
especificamente las células tumorales, mientras que deja las células y tejidos sanos intactos y sin dafos.

Una forma atractiva de lograr esto es induciendo una respuesta inmunitaria contra el tumor, para hacer que las
células efectoras inmunitarias tales como los linfocitos citoliticos naturales (NK) o los linfocitos T citotoxicos (CTL)
ataquen y destruyan las células tumorales. Los CTL constituyen las células efectoras mas potentes del sistema
inmunitario, sin embargo, no se pueden activar por el mecanismo efector mediado por el dominio Fc de anticuerpos
terapéuticos convencionales.

A este respecto, los anticuerpos biespecificos disefiados para unirse con un "brazo" a un antigeno de superficie
en células diana, y con el segundo "brazo" a un componente invariante activador del complejo receptor de linfocitos
T (TCR), se han vuelto de interés en los ultimos afios. La unién simultanea de un anticuerpo de este tipo a ambas
de sus dianas forzara una interaccion temporal entre la célula diana y el linfocito T, provocando la activacion de
cualquier linfocito T citotoxico y la posterior lisis de la célula diana. Por ende, la respuesta inmunitaria se redirige a
las células diana y es independiente de la presentacion antigénica de péptidos por la célula diana o la especificidad
del linfocito T como seria pertinente para la activacion restringida para MHC normal de CTL. En este contexto, es
crucial que los CTL solo se activen cuando una célula diana les presente el anticuerpo biespecifico, es decir, se
imite la sinapsis inmunoldgica. Son en particular deseables los anticuerpos biespecificos que no requieren
preacondicionamiento o coestimulacién de linfocitos para provocar lisis eficaz de células diana.

Se han desarrollado varios formatos de anticuerpos biespecificos e investigado su idoneidad para inmunoterapia
mediada por linfocitos T. De estos, las denominadas moléculas BiTE (captadoras de linfocitos T biespecificas) se
han caracterizado muy bien y ya se han mostrado prometedoras en el ambito clinico (revisado en Nagorsen y
Béuerle, Exp Cell Res 317, 1255-1260 (2011)). Las BiTE son moléculas scFv en tdndem en las que dos moléculas
scFv se fusionan por un conector flexible. Otros formatos biespecificos que se evaluan para el acoplamiento de
linfocitos T incluyen diacuerpos (Holliger et al., Prot Eng 9, 299-305 (1996)) y derivados de los mismos, tales como
diacuerpos en tandem (Kipriyanov et al., J Mol Biol 293, 41-66 (1999)). Un desarrollo mas reciente son las
moléculas denominadas DART (redireccion de afinidad doble), que se basan en el formato de diacuerpos pero
presentan un puente disulfuro C terminal para estabilizacion adicional (Moore et al., Blood 117, 4542-51 (2011)).
Los denominados triomabs, que son moléculas de IgG completas hibridas de ratén/rata y que también se estan
evaluando actualmente en ensayos clinicos, representan un formato de mayor tamario (revisado en Seimetz et al.,
Cancer Treat Rev 36, 458-467 (2010)).

La variedad de formatos que se estan desarrollando muestra el gran potencial atribuido al redireccionamiento y
activacion de linfocitos T en inmunoterapia. Sin embargo, la tarea de generar anticuerpos biespecificos adecuados
para esto no es de ninguna manera trivial, sino que implica una serie de dificultades que se han de cumplir
relacionados con eficacia, toxicidad, aplicabilidad y producibilidad de los anticuerpos.

Las construcciones pequefias tales como, por ejemplo, las moléculas BiTE (si bien pueden reticular eficazmente
células diana y efectoras) tienen una semivida en suero muy corta, lo que requiere que se administren a los
pacientes por infusién continua. Por otra parte, los formatos de tipo I1gG (si bien tienen el gran beneficio de una
semivida larga) experimentan toxicidad asociada con las funciones efectoras naturales inherentes de las moléculas
IgG. Su potencial inmunogénico constituye otro rasgo caracteristico desfavorable de los anticuerpos biespecificos
de tipo IgG, especialmente los formatos no humanos, para un desarrollo terapéutico exitoso. Finalmente, una
dificultad principal en el desarrollo general de anticuerpos biespecificos ha sido la produccion de construcciones
de anticuerpos biespecificos en una cantidad y pureza clinicamente suficientes, debido al emparejamiento
incorrecto de las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo de especificidades diferentes tras la coexpresion, lo
que disminuye el rendimiento de la construccion correctamente ensamblada y da como resultado una serie de
productos secundarios no funcionales de los que el anticuerpo biespecifico deseado puede ser dificil de separar.

La eleccién de antigenos diana y proteinas fijadoras apropiadas tanto para el antigeno de linfocitos T como para
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el antigeno de células diana es otro aspecto crucial en la generacion de anticuerpos biespecificos de linfocitos T
(TCB) para aplicacion terapéutica.

El receptor de tirosina cinasa HER2 se sobreexpresa en aproximadamente un 20 % de los canceres de mama.
Actualmente, los canceres de mama positivos para HER2 se tratan con pautas posoldgicas que incluyen
anticuerpos monoclonales frente al dominio extracelular de HER2, tales como trastuzumab, o moléculas sintéticas
que inhiben su actividad tirosina cinasa. A pesar del éxito de los farmacos disponibles actualmente que se dirigen
a HER2, la mayoria de los casos de cancer de mama avanzado finalmente progresan. Ademas, el
redireccionamiento de linfocitos T a los tumores por medio del reconocimiento de HER2 puede dar como resultado
toxicidades graves, probablemente debido a los niveles fisiolégicos de HER2 en el epitelio normal. Por ejemplo, se
observaron acontecimientos adversos graves durante un ensayo clinico de fase | con un anticuerpo biespecifico
activador de linfocitos T dirigido a HER2 (Kiewe et al., Clin Cancer Res (2006) 12, 3085-3091). Por lo tanto, se
necesitan tratamientos adicionales anti-HER2. En el documento WO 2016/020309 también se divulga un
anticuerpo biespecifico activador de linfocitos T dirigido a HER2.

Un subgrupo de tumores de mama expresa niveles detectables de un grupo heterogéneo de fragmentos de HER2
conocidos conjuntamente como p95HER?2 (revisado en Arribas et al., Cancer Res 71 (2011) 1515-1519). Uno de
estos fragmentos, conocido como 611-CTF o p95HER2 de 100-115 kDa (para simplificar, en lo sucesivo,
denominado p95HER?2), es en particular oncogénico debido a su capacidad para formar homodimeros mantenidos
por enlaces disulfuro intermoleculares (Pedersen et al., Mol Cell Biol 29, 3319-31 (2009)). p95HER2 parece
expresarse en un subgrupo homogéneo de canceres de mama positivos para HER2 (Parra-Palau et al, J Natl
Cancer Inst 106, dju291 (2014)), pero no se reconoce por, por ejemplo, trastuzumab porque el fragmento de HER2
carece del epitopo reconocido por el anticuerpo (Pedersen et al., Mol Cell Biol 29, 3319-31 (2009)).

La presente invencion proporciona moléculas de union a antigeno biespecificas novedosas disefiadas para la
activacion y redireccion de linfocitos T, que se dirigen a CD3 y p95HER2, que combinan buena eficacia y capacidad
de produccién con baja toxicidad y propiedades farmacocinéticas favorables.

Sumario de la invencion

Los autores de la presente invencidon han desarrollado una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T novedosa que se dirige a p95HER?2.

En un aspecto, la presente invencidn proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T que comprende

(a) un primer resto de unién a antigeno que se une especificamente a p95HER?2;
(b) un segundo resto de unién a antigeno que se une especificamente a CD3;

en la que el primer resto de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada, en particular
una region variable de la cadena pesada humanizada, que comprende la region determinante de la
complementariedad de la cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ ID NO: 14, la HCDR 2 de SEQ ID NO: 15y la HCDR
3 de SEQID NO: 16, y una regién variable de la cadena ligera, en particular una region variable de la cadena ligera
humanizada, que comprende la regidon determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR) 1 de
SEQ ID NO: 17, la LCDR 2 de SEQ ID NO: 18 y la LCDR 3 de SEQ ID NO: 19.

En un modo de realizacion, el primer resto de unién a antigeno comprende una regién variable de la cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y una region variable de la cadena ligera
que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o0 100 % idéntica a la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 21.

En modos de realizacion particulares, el primer y/o el segundo resto de union a antigeno es una molécula Fab. En
un modo de realizacion particular, el segundo resto de unién a antigeno es una molécula Fab en la que los dominios
variables VL y VH o los dominios constantes CL y CH1 de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se
reemplazan entre si (es decir, de acuerdo con dicho modo de realizacion, la segunda molécula Fab es una molécula
Fab entrecruzada en la que los dominios variables o constantes de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de
Fab se intercambian).

En modos de realizacion particulares, la primera molécula Fab es una molécula Fab convencional. En otro modo
de realizacion particular, no mas de una molécula Fab que se puede unir especificamente a CD3 esté presente en
la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T (es decir, la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T proporciona unién monovalente a CD3).

En un modo de realizacién especifico, CD3 es CD3 épsilon.
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En un modo de realizacién particular, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la
invencion comprende

(a) una primera molécula Fab que se une especificamente a p95HER?2;

(b) una segunda molécula Fab que se une especificamente a CD3, y en la que los dominios variables VL y VH o
los dominios constantes CL y CH1 de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se reemplazan entre si;

en la que la primera molécula Fab comprende una regién variable de la cadena pesada, en particular una region
variable de la cadena pesada humanizada, que comprende la region determinante de la complementariedad de la
cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ ID NO: 14, la HCDR 2 de SEQ ID NO: 15y la HCDR 3 de SEQ ID NO: 16, y
una region variable de la cadena ligera, en particular una region variable de la cadena ligera humanizada, que
comprende la region determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR) 1 de SEQ ID NO: 17, la
LCDR 2 de SEQ ID NO: 18 y la LCDR 3 de SEQ ID NO: 19.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, la proporcion de un anticuerpo biespecifico deseado en comparacion
con productos secundarios no deseados, en particular productos secundarios de tipo Bence Jones que se producen
en anticuerpos biespecificos con un intercambio de dominios VH/VL en uno de sus brazos de unidén, se puede
mejorar por la introduccion de aminoacidos cargados con cargas opuestas en posiciones aminoacidicas
especificas en los dominios CH1 y CL (a veces denominado en el presente documento "modificaciones de carga").

Por tanto, en algunos modos de realizacién, el primer resto de unién a antigeno es una primera molécula Fab que
se une especificamente a p95HER2, el segundo resto de unién a antigeno es una segunda molécula Fab que se
une especificamente a CD3, en la que los dominios variables VL y VH de la cadena ligera de Fab y la cadena
pesada de Fab se reemplazan entre si;

y

i)en el dominio constante CL de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicion 124 se sustituye
independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (humeracion de acuerdo con Kabat), y en la que en
el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicidon 147 o el aminoacido en la
posicion 213 se sustituye independientemente por acido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracion de
acuerdo con el indice EU de Kabat); o

i) en el dominio constante CL de la segunda molécula Fab, el aminoacido en la posicién 124 se sustituye
independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (humeracion de acuerdo con Kabat), y en la que en
el dominio constante CH1 del segunda molécula Fab, el aminoacido en la posicién 147 o el aminoacido en la
posicion 213 se sustituye independientemente por &cido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracién de
acuerdo con el indice EU de Kabat).

En un modo de realizacion de este tipo, en el dominio constante CL de la primera molécula Fab, el aminoacido en
la posicion 124 se sustituye independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (numeracién de acuerdo
con Kabat) (en un modo de realizacion preferente independientemente por lisina (K) o arginina (R)), y en el dominio
constante CH1 de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicién 147 o el aminoacido en la posicién 213
se sustituye independientemente por acido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracién de acuerdo con el
indice EU de Kabat).

En otro modo de realizacion, en el dominio constante CL de la primera molécula Fab el aminoacido en la posicion
124 se sustituye independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (numeracién de acuerdo con Kabat),
y en el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab el aminoacido en la posicion 147 se sustituye
independientemente por acido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracién de acuerdo con el indice EU de
Kabat).

Aun en otro modo de realizacion, en el dominio constante CL de la primera molécula Fab el aminoacido en la
posicion 124 se sustituye independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (humeracion de acuerdo
con Kabat) (en un modo de realizacién preferente independientemente por lisina (K) o arginina (R)) y el aminoacido
en la posicién 123 se sustituye independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (numeracién de
acuerdo con Kabat) (en un modo de realizacion preferente independientemente por lisina (K) o arginina (R)), y en
el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab el aminoacido en la posicidon 147 se sustituye
independientemente por acido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracién de acuerdo con el indice EU de
Kabat) y el aminoacido en la posicion 213 se sustituye independientemente por acido glutamico (E) o éacido
aspartico (D) (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En un modo de realizacion particular, en el dominio constante CL de la primera molécula Fab el aminoacido en la
posicion 124 se sustituye por lisina (K) (humeracion de acuerdo con Kabat) y el aminoacido en la posicién 123 se
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sustituye por lisina (K) (numeracién de acuerdo con Kabat), y en el dominio constante CH1 de la primera molécula
Fab el aminoacido en la posicién 147 se sustituye por acido glutamico (E) (numeracién de acuerdo con el indice
EU de Kabat) y el aminoacido en la posicion 213 se sustituye por acido glutdmico (E) (numeracion de acuerdo con
el indice EU de Kabat).

En otro modo de realizacidn particular, en el dominio constante CL de la primera molécula Fab el aminoacido en
la posicidon 124 se sustituye por lisina (K) (numeracién de acuerdo con Kabat) y el aminoacido en la posiciéon 123
se sustituye por arginina (R) (numeracién de acuerdo con Kabat), y en el dominio constante CH1 de la primera
molécula Fab el aminoacido en la posicién 147 se sustituye por acido glutamico (E) (numeracion de acuerdo con
el indice EU de Kabat) y el aminoacido en la posiciéon 213 se sustituye por acido glutamico (E) (numeracion de
acuerdo con el indice EU de Kabat).

En un modo de realizacion particular, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la
invencion comprende

(a) una primera molécula Fab que se une especificamente a p95HER?2;

(b) una segunda molécula Fab que se une especificamente a CD3, y en la que los dominios variables VL y VH de
la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se reemplazan entre si;

en la que la primera molécula Fab comprende una region variable de la cadena pesada, en particular una region
variable de la cadena pesada humanizada, que comprende la region determinante de la complementariedad de la
cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ ID NO: 14, la HCDR 2 de SEQ ID NO: 15y la HCDR 3 de SEQ ID NO: 16, y
una region variable de la cadena ligera, en particular una region variable de la cadena ligera humanizada, que
comprende la region determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR) 1 de SEQ ID NO: 17, la
LCDR 2 de SEQ ID NO: 18 y la LCDR 3 de SEQ ID NO: 19; y en la que en el dominio constante CL de la primera
molécula Fab, el aminoacido en la posicion 124 se sustituye independientemente por lisina (K), arginina (R) o
histidina (H) (numeracion de acuerdo con Kabat) (en un modo de realizacion preferente independientemente por
lisina (K) o arginina (R)) y el aminoéacido en la posicion 123 se sustituye independientemente por lisina (K), arginina
(R) o histidina (H) (humeracion de acuerdo con Kabat) (en un modo de realizacién preferente independientemente
por lisina (K) o arginina (R)), y en el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab, el aminoacido en la
posicion 147 se sustituye independientemente por acido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeraciéon de
acuerdo con el indice EU de Kabat) y el aminoacido en la posicion 213 se sustituye independientemente por acido
glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En algunos modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencion comprende ademas un tercer resto de unién a antigeno que se une especificamente a
p95HER?2. En modos de realizacion particulares, el tercer resto de unién a antigeno es idéntico al primer resto de
unioén a antigeno. En un modo de realizacion, el tercer resto de unién a antigeno es una molécula Fab.

En modos de realizacién particulares, el tercer y el primer resto de unién a antigeno son cada uno una molécula
Fab y la tercera molécula Fab es idéntica a la primera molécula Fab. En estos modos de realizacion, la tercera
molécula Fab comprende por tanto las mismas sustituciones aminoacidicas, si las hay, que la primera molécula
Fab. Como la primera molécula Fab, la tercera molécula Fab en particular es una molécula Fab convencional.

En algunos modos de realizacién de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencion, el primer resto de unién a antigeno y el segundo resto de union a antigeno se fusionan
entre si, opcionalmente por medio de un conector peptidico. En modos de realizacion particulares, el primer y el
segundo resto de unién a antigeno son cada uno una molécula Fab. En un modo de realizacién especifico de este
tipo, el segundo resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N
de la cadena pesada de Fab del primer resto de unién a antigeno. En un modo de realizacion alternativo de este
tipo, el primer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de
la cadena pesada de Fab del segundo resto de unién a antigeno.

En modos de realizacion particulares, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencion comprende adicionalmente un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda
subunidad que se pueden asociar de forma estable.

La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la invencion puede tener
diferentes configuraciones, es decir, el primer, segundo (y opcionalmente tercer) resto de unién a antigeno se
pueden fusionar entre si y al dominio Fc de diferentes formas. Los componentes se pueden fusionar entre si
directamente o, preferentemente, por medio de uno o mas conectores peptidicos adecuados. Cuando la fusion de
una molécula Fab es en el extremo N de una subunidad del dominio Fc, tipicamente es por medio de una region
bisagra de inmunoglobulina.

En un modo de realizacion, el primer y el segundo resto de unién a antigeno son cada uno una molécula Fab y el
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segundo resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la
primera o la segunda subunidad del dominio Fc. En dicho modo de realizacién, el primer resto de union a antigeno
se puede fusionar en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del
segundo resto de unién a antigeno o al extremo N de la otra de las subunidades del dominio Fc.

En un modo de realizacion, el primer y el segundo resto de unién a antigeno son cada uno una molécula Fab y el
primer y el segundo resto de unién a antigeno se fusionan cada uno en el extremo C de la cadena pesada de Fab
al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc. En este modo de realizacion, la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende esencialmente una molécula de inmunoglobulina, en la
que en uno de los brazos Fab las regiones variables de la cadena pesada y ligera VH y VL (o las regiones
constantes CH1 y CL en modos de realizacion en los que no se introducen modificaciones de carga como se
describe en el presente documento en los dominios CH1 y CL) se intercambian/reemplazan entre si (véase la
figura 1A, D).

En modos de realizacion alternativos, un tercer resto de unién a antigeno, en particular una tercera molécula Fab,
se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o segunda subunidad del
dominio Fc. En un modo de realizacion particular de este tipo, el segundo y el tercer resto de union a antigeno se
fusionan cada uno en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del
dominio Fc, y el primer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al
extremo N de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab. En este modo de realizacién, la molécula de
union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende esencialmente una molécula de
inmunoglobulina, en la que en uno de los brazos Fab las regiones variables de la cadena pesada y ligera VH y VL
(o las regiones constantes CH1 y CL en modos de realizacion en los que no se introducen modificaciones de carga
como se describe en el presente documento en los dominios CH1 y CL) se intercambian/reemplazan entre si, y en
la que una molécula Fab adicional (convencional) se fusiona de forma N terminal a dicho brazo Fab (véase la figura
1B, E). En otro modo de realizacion de este tipo, el primer y el tercer resto de unién a antigeno se fusionan cada
uno en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc, y el
segundo resto de unidn a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la
cadena pesada de Fab del primer resto de unién a antigeno. En este modo de realizacién, la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende esencialmente una molécula de inmunoglobulina con
una molécula Fab adicional fusionada de forma N terminal a uno de los brazos Fab de inmunoglobulina, en la que
en dicha molécula Fab adicional las regiones variables de la cadena pesada y ligera VH y VL (o las regiones
constantes CH1 y CL en modos de realizacion en los que no se introducen modificaciones de carga como se
describe en el presente documento en los dominios CH1 y CL) se intercambian/reemplazan entre si (véase la
figura 1C, F).

En un modo de realizacion particular, la molécula de inmunoglobulina comprendida en la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la invencion es una inmunoglobulina de clase 1gG.
En un modo de realizacién incluso mas particular, la inmunoglobulina es una inmunoglobulina de subclase 1gG1.
En otro modo de realizacién, la inmunoglobulina es una inmunoglobulina de subclase IgGa.

En un modo de realizacion particular, la invencién proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

a) una primera molécula Fab que se une especificamente a p95HER?2;

b) una segunda molécula Fab que se une especificamente a CD3, y en la que los dominios variables VL y VH o
los dominios constantes CL y CH1 de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se reemplazan entre si;

¢) una tercera molécula Fab que se une especificamente a p95HER?2; y

d) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma estable;
en la que la tercera molécula Fab es idéntica a la primera molécula Fab;

en la que

(i) la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab, y la segunda molécula Fab y la tercera molécula Fab se fusionan
cada una en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc, o
(i) la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena
pesada de Fab de la primera molécula Fab, y la primera molécula Fab y la tercera molécula Fab se fusionan cada

una en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc; y

en la que la primera molécula Fab y la tercera molécula Fab comprenden una regién variable de la cadena pesada,
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en particular una region variable de la cadena pesada humanizada, que comprende la regiéon determinante de la
complementariedad de la cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ ID NO: 14, la HCDR 2 de SEQ ID NO: 15y la HCDR
3 de SEQID NO: 16, y una regién variable de la cadena ligera, en particular una region variable de la cadena ligera
humanizada, que comprende la regidon determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR) 1 de
SEQ ID NO: 17, la LCDR 2 de SEQ ID NO: 18 y la LCDR 3 de SEQ ID NO: 19.

En otro modo de realizacion, la invencion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T que comprende

a) una primera molécula Fab que se une especificamente a p95HER2;

b) una segunda molécula Fab que se une especificamente a CD3, y en la que los dominios variables VL y VH o
los dominios constantes CL y CH1 de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se reemplazan entre si;

¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma estable;
en la que

(i) la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab, y la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc, o

(i) la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena
pesada de Fab de la primera molécula Fab, y la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc; y en la que la primera molécula Fab
comprende una region variable de la cadena pesada, en particular una region variable de la cadena pesada
humanizada, que comprende la regiéon determinante de la complementariedad de la cadena pesada (HCDR) 1 de
SEQ ID NO: 14, la HCDR 2 de SEQ ID NO: 15y la HCDR 3 de SEQ ID NO: 16, y una region variable de la cadena
ligera, en particular una region variable de la cadena ligera humanizada, que comprende la region determinante de
la complementariedad de la cadena ligera (LCDR) 1 de SEQ ID NO: 17, la LCDR 2 de SEQ ID NO: 18 y la LCDR
3 de SEQ ID NO: 19.

En otro modo de realizacion, la invencion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T que comprende

a) una primera molécula Fab que se une especificamente a p95HER?2;

b) una segunda molécula Fab que se une especificamente a CD3, y en la que los dominios variables VL y VH o
los dominios constantes CL y CH1 de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se reemplazan entre si;

y

¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma estable;

en la que la primera molécula Fab y la segunda molécula Fab se fusionan cada una en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc; y

en la que la primera molécula Fab comprende una region variable de la cadena pesada, en particular una region
variable de la cadena pesada humanizada, que comprende la region determinante de la complementariedad de la
cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ ID NO: 14, la HCDR 2 de SEQ ID NO: 15y la HCDR 3 de SEQ ID NO: 16, y
una region variable de la cadena ligera, en particular una region variable de la cadena ligera humanizada, que
comprende la region determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR) 1 de SEQ ID NO: 17, la
LCDR 2 de SEQ ID NO: 18 y la LCDR 3 de SEQ ID NO: 19.

En todas las diferentes configuraciones de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
de acuerdo con la invencion, las sustituciones aminoacidicas descritas en el presente documento, si estan
presentes, pueden estar en los dominios CH1 y CL de la primera y (si esta presente) de la tercera molécula Fab,
o bien en los dominios CH1 y CL de la segunda molécula Fab. Preferentemente, estan en los dominios CH1y CL
de la primera y (si esta presente) la tercera molécula Fab. De acuerdo con el concepto de la invencion, si se
realizan sustituciones aminoacidicas como se describe en el presente documento en la primera (y, si esta presente,
en la tercera) molécula Fab, no se realizan dichas sustituciones aminoacidicas en la segunda molécula Fab. Por
el contrario, si se realizan sustituciones aminoacidicas como se describe en el presente documento en la segunda
molécula Fab, no se realizan dichas sustituciones aminoacidicas en la primera (y, si esta presente, en la tercera)
molécula Fab. No se realizan sustituciones aminoacidicas en las moléculas de unién a antigeno biespecificas
activadoras de linfocitos T que comprenden una molécula Fab en la que los dominios constantes CL y CH1 de la
cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se reemplazan entre si.
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En modos de realizacion particulares de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencién, en particular en la que se realizan sustituciones aminoacidicas como se describe en el
presente documento en la primera (y, si esta presente, en la tercera) molécula Fab, el dominio constante CL de la
primera (y, si esta presente, la tercera) molécula Fab es de isotipo kappa. En otros modos de realizacién de la
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la invencién, en particular en
la que se realizan sustituciones aminoacidicas como se describe en el presente documento en la segunda molécula
Fab, el dominio constante CL de la segunda molécula Fab es de isotipo kappa. En algunos modos de realizacion,
el dominio constante CL de la primera (y, si esta presente, la tercera) molécula Fab y el dominio constante CL de
la segunda molécula Fab son de isotipo kappa.

En un modo de realizacion particular, la invencién proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

a) una primera molécula Fab que se une especificamente a p95HER?2;

b) una segunda molécula Fab que se une especificamente a CD3, y en la que los dominios variables VL y VH de
la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se reemplazan entre si;

¢) una tercera molécula Fab que se une especificamente a p95HER?Z2; y

d) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma estable;
en la que la tercera molécula Fab es idéntica a la primera molécula Fab;

en la que en el dominio constante CL de la primera molécula Fab y la tercera molécula Fab, el aminoacido en la
posicion 124 se sustituye por lisina (K) (humeracion de acuerdo con Kabat) y el aminoacido en la posicidén 123 se
sustituye por lisina (K) o arginina (R) (numeracion de acuerdo con Kabat), y en la que en el dominio constante CH1
de la primera molécula Fab y la tercera molécula Fab, el aminoacido en la posicion 147 se sustituye por acido
glutamico (E) (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat) y el aminoacido en la posicién 213 se sustituye
por &cido glutamico (E) (numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat);

en la que

(i) la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab, y la segunda molécula Fab y la tercera molécula Fab se fusionan
cada una en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc, o

(i) la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena
pesada de Fab de la primera molécula Fab, y la primera molécula Fab y la tercera molécula Fab se fusionan cada
una en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc; y

en la que la primera molécula Fab y la tercera molécula Fab comprenden una regién variable de la cadena pesada,
en particular una region variable de la cadena pesada humanizada, que comprende la regidon determinante de la
complementariedad de la cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ ID NO: 14, la HCDR 2 de SEQ ID NO: 15y la HCDR
3 de SEQID NO: 16, y una regién variable de la cadena ligera, en particular una region variable de la cadena ligera
humanizada, que comprende la regiéon determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR) 1 de
SEQ ID NO: 17, la LCDR 2 de SEQ ID NO: 18 y la LCDR 3 de SEQ ID NO: 19.

En un modo de realizacion incluso mas particular, la invencioén proporciona una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T que comprende

a) una primera molécula Fab que se une especificamente a p95HER2;

b) una segunda molécula Fab que se une especificamente a CD3, y en la que los dominios variables VL y VH de
la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se reemplazan entre si;

c) una tercera molécula Fab que se une especificamente a p95HER?2; y
d) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma estable;
en la que la tercera molécula Fab es idéntica a la primera molécula Fab;
en la que en el dominio constante CL de la primera molécula Fab y la tercera molécula Fab, el aminoacido en la
posicion 124 se sustituye por lisina (K) (humeracion de acuerdo con Kabat) y el amino&cido en la posicién 123 se
sustituye por arginina (R) (numeraciéon de acuerdo con Kabat), y en la que en el dominio constante CH1 de la

primera molécula Fab y la tercera molécula Fab, el aminoacido en la posicion 147 se sustituye por acido glutamico
(E) (numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat) y el aminoacido en la posicion 213 se sustituye por acido
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glutamico (E) (numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat);

en la que la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la
cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab, y la segunda molécula Fab y la tercera molécula Fab se
fusionan cada una en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del
dominio Fc, o

en la que la primera molécula Fab y la tercera molécula Fab comprenden una regién variable de la cadena pesada,
en particular una region variable de la cadena pesada humanizada, que comprende la regidon determinante de la
complementariedad de la cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ ID NO: 14, la HCDR 2 de SEQ ID NO: 15y la HCDR
3 de SEQID NO: 16, y una regién variable de la cadena ligera, en particular una region variable de la cadena ligera
humanizada, que comprende la regiéon determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR) 1 de
SEQ ID NO: 17, la LCDR 2 de SEQ ID NO: 18 y la LCDR 3 de SEQ ID NO: 19.

En otro modo de realizacion, la invencion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T que comprende

a) una primera molécula Fab que se une especificamente a p95HER2;

b) una segunda molécula Fab que se une especificamente a CD3, y en la que los dominios variables VL y VH de
la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se reemplazan entre si;

¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma estable;

en la que en el dominio constante CL de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicidon 124 se sustituye
por lisina (K) (numeracion de acuerdo con Kabat) y el aminoacido en la posicién 123 se sustituye por lisina (K) o
arginina (R) (numeracién de acuerdo con Kabat), y en la que en el dominio constante CH1 de la primera molécula
Fab, el aminoacido en la posicion 147 se sustituye por acido glutamico (E) (numeracién de acuerdo con el indice
EU de Kabat) y el aminoacido en la posicion 213 se sustituye por acido glutdmico (E) (numeracion de acuerdo con
el indice EU de Kabat);

en la que

(i) la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab, y la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc, o

(i) la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena
pesada de Fab de la primera molécula Fab, y la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc; y en la que la primera molécula Fab
comprende una region variable de la cadena pesada, en particular una regién variable de la cadena pesada
humanizada, que comprende la regiéon determinante de la complementariedad de la cadena pesada (HCDR) 1 de
SEQ ID NO: 14, la HCDR 2 de SEQ ID NO: 15y la HCDR 3 de SEQ ID NO: 16, y una region variable de la cadena
ligera, en particular una region variable de la cadena ligera humanizada, que comprende la region determinante de
la complementariedad de la cadena ligera (LCDR) 1 de SEQ ID NO: 17, la LCDR 2 de SEQ ID NO: 18 y la LCDR
3 de SEQ ID NO: 19.

En otro modo de realizacion, la invencion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T que comprende

a) una primera molécula Fab que se une especificamente a p95HER2;

b) una segunda molécula Fab que se une especificamente a CD3, y en la que los dominios variables VL y VH de
la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se reemplazan entre si; y

¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma estable;
en la que

en la que en el dominio constante CL de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicidon 124 se sustituye
por lisina (K) (numeracion de acuerdo con Kabat) y el aminoacido en la posicion 123 se sustituye por lisina (K) o
arginina (R) (numeracién de acuerdo con Kabat), y en la que en el dominio constante CH1 de la primera molécula
Fab, el aminoacido en la posicion 147 se sustituye por acido glutamico (E) (numeracién de acuerdo con el indice
EU de Kabat) y el aminoacido en la posicion 213 se sustituye por acido glutdmico (E) (numeracion de acuerdo con
el indice EU de Kabat);
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en la que la primera molécula Fab y la segunda molécula Fab se fusionan cada una en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc; y

en la que la primera molécula Fab comprende una region variable de la cadena pesada, en particular una region
variable de la cadena pesada humanizada, que comprende la region determinante de la complementariedad de la
cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ ID NO: 14, la HCDR 2 de SEQ ID NO: 15y la HCDR 3 de SEQ ID NO: 16, y
una region variable de la cadena ligera, en particular una region variable de la cadena ligera humanizada, que
comprende la region determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR) 1 de SEQ ID NO: 17, la
LCDR 2 de SEQ ID NO: 18 y la LCDR 3 de SEQ ID NO: 19.

En modos de realizacion particulares de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T, el
dominio Fc es un dominio Fc de IgG. En un modo de realizacion especifico, el dominio Fc es un dominio Fc de
IgG1. En otro modo de realizacién especifico, el dominio Fc es un dominio Fc de IgGa4. En un modo de realizacién
incluso mas especifico, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG4 que comprende la sustitucion aminoacidica S228P
(numeracion de Kabat). En modos de realizacién particulares, el dominio Fc es un dominio Fc humano.

En modos de realizacién particulares, el dominio Fc comprende una modificacion que promueve la asociacion de
la primera y la segunda subunidad del dominio Fc. En un modo de realizacién especifico de este tipo, un residuo
aminoacidico en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc se reemplaza por un residuo aminoacidico
que tiene un volumen de cadena lateral mas grande, generando de este modo una protuberancia dentro del
dominio CH3 de la primera subunidad que se puede situar en una cavidad dentro del dominio CH3 de la segunda
subunidad, y un residuo aminoacidico en el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza
por un residuo aminoacidico que tiene un volumen de cadena lateral mas pequefio, generando de este modo una
cavidad dentro del dominio CH3 de la segunda subunidad dentro de la que se puede situar la protuberancia dentro
del dominio CH3 de la primera subunidad.

En un modo de realizacion particular, el dominio Fc presenta una afinidad de unién reducida por un receptor Fc y/o
funcion efectora reducida, en comparacion con un dominio Fc de IgG+ natural. En determinados modos de
realizacién, el dominio Fc se genomanipula para tener afinidad de unién reducida por un receptor Fc y/o funcion
efectora reducida, en comparacion con un dominio Fc no genomanipulado. En un modo de realizacion, el dominio
Fc comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que reducen la unioén a un receptor Fc y/o la funcién efectora.
En un modo de realizacién, las una o mas sustituciones aminoacidicas en el dominio Fc que reducen la unién a un
receptor Fc y/o la funcién efectora estan en una o mas posiciones seleccionadas del grupo de L234, L235 y P329
(numeracioén del indice EU de Kabat). En modos de realizaciéon particulares, cada subunidad del dominio Fc
comprende tres sustituciones aminoacidicas que reducen la unién a un receptor Fc y/o la funcion efectora en la
que dichas sustituciones aminoacidicas son L234A, L235A y P329G (numeracion del indice EU de Kabat). En un
modo de realizacion de este tipo, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG1, en particular un dominio Fc de IgG1
humana. En otros modos de realizacién, cada subunidad del dominio Fc comprende dos sustituciones
aminoacidicas que reducen la uniéon a un receptor Fc y/o la funcion efectora en la que dichas sustituciones
aminoacidicas son L235E y P329G (numeracion del indice EU de Kabat). En un modo de realizacion de este tipo,
el dominio Fc es un dominio Fc de IgGs, en particular un dominio Fc de IgG4 humana. En un modo de realizacion,
el dominio Fc de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T es un dominio Fc de IgGa
y comprende las sustituciones aminoacidicas L235E y S228P (SPLE) (numeracion del indice EU de Kabat).

En un modo de realizacién, el receptor Fc es un receptor Fcy. En un modo de realizacion, el receptor Fc es un
receptor Fc humano. En un modo de realizacion, el receptor Fc es un receptor Fc activador. En un modo de
realizacién especifico, el receptor Fc es FcyRlla, FcyRI y/o FeyRllla humano. En un modo de realizacién, la funcion
efectora es citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

En un modo de realizacién especifico, de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
de acuerdo con la invencion, el segundo resto de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena
pesada que comprende la region determinante de la complementariedad de la cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ
ID NO: 4, laHCDR 2 de SEQ ID NO: 5, la HCDR 3 de SEQ ID NO: 6, y una region variable de la cadena ligera que
comprende la regién determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR) 1 de SEQ ID NO: 8, la
LCDR 2 de SEQ ID NO: 9y la LCDR 3 de SEQ ID NO: 10. En un modo de realizacién incluso més especifico, el
segundo resto de unién a antigeno comprende una regién variable de la cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y una region variable de la cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7. En algunos modos de realizacion, el segundo resto de union a
antigeno es una molécula Fab. En un modo de realizaciéon especifico, el segundo resto de unién a antigeno, en
particular la molécula Fab, comprendido en la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
de acuerdo con la invencion comprende la region determinante de la complementariedad (CDR) 1 de la cadena
pesada de SEQ ID NO: 4, la CDR 2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 5, la CDR 3 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 6, la CDR 1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 8, la CDR 2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 9y la
CDR 3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 10. En un modo de realizacion incluso mas especifico, dicho segundo

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2897217713

resto de unién a antigeno, en particular la molécula Fab, comprende una regién variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y una region variable de la cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

En un aspecto particular, la invencion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T que comprende

a) una primera molécula Fab que se une especificamente a p95HER2;

b) una segunda molécula Fab que se une especificamente a CD3, y en la que los dominios variables VL y VH o
los dominios constantes CL y CH1 de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se reemplazan entre si;

¢) una tercera molécula Fab que se une especificamente a p95HER?2; y
d) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma estable;
en la que

(i) la primera molécula Fab y la tercera molécula Fab comprenden cada una la region determinante de la
complementariedad (CDR) 1 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 14, la CDR 2 de la cadena pesada de SEQ ID
NO: 15, la CDR 3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 16, la CDR 1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 17, la
CDR 2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 18 y la CDR 3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 19, y la segunda
molécula Fab comprende la CDR 1 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, la CDR 2 de la cadena pesada de SEQ
ID NO: 5, la CDR 3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 6, la CDR 1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 8, la CDR
2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 9 y la CDR 3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 10; y

(i) la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab, y la segunda molécula Fab y la tercera molécula Fab se fusionan
cada una en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc.

En un modo de realizacion, en la segunda molécula Fab, los dominios variables VL y VH se reemplazan entre si y
ademas (iii) en el dominio constante CL de la primera molécula Fab y la tercera molécula Fab, el aminoacido en la
posicion 124 se sustituye por lisina (K) (humeracion de acuerdo con Kabat) y el aminoacido de la posicidon 123 se
sustituye por lisina (K) o arginina (R), en particular por arginina (R) (numeraciéon de acuerdo con Kabat), y en el
dominio constante CH1 del primera molécula Fab y la tercera molécula Fab, el aminoacido de la posicion 147 se
sustituye por acido glutamico (E) (humeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat) y el aminoacido en la posicién
213 se sustituye por &cido glutamico (E) (numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat).

De acuerdo con otro aspecto de la invencion se proporciona uno o mas polinucledtidos aislados que codifican una
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencién. La invencién proporciona
ademas uno o mas vectores, en particular el vector de expresion, que comprende el/los polinucleétido(s) aislado(s)
de la invencion, y una célula huésped que comprende el/los polinucleédtido(s) o el/los vector(es) aislado(s) de la
invencion. En algunos modos de realizacion, la célula huésped es una célula eucariota, en particular una célula de
mamifero.

En otro aspecto se proporciona un procedimiento de produccion de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T de la invencion, que comprende las etapas de a) cultivar la célula huésped de la invencion
en condiciones adecuadas para la expresion de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T y b) recuperar la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T. La invencion
también engloba una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T producida por el
procedimiento de la invencion.

La invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se engloban por la invencién procedimientos de uso de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T y la composicion farmacéutica de la invencidon. En un aspecto, la invencion proporciona
una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o una composicion farmacéutica de la
invencion para su uso como medicamento. En un aspecto, se proporciona una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T 0 una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién para su uso en
el tratamiento de una enfermedad en un individuo que necesita el mismo. En un modo de realizacion especifico, la
enfermedad es cancer. En cualquiera de los modos de realizacion anteriores, el individuo preferentemente es un
mamifero, en particular un ser humano.
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Breve descripcion de los dibujos

FIGURA 1. Configuraciones ejemplares de las moléculas de uniéon a antigeno biespecificas activadoras de
linfocitos T (TCB) de la invencidn. (A, D) llustracién de la molécula "1+1 CrossMab". (B, E) llustracidn de la molécula
"2+1 1gG Crossfab" con orden alternativo de los componentes Crossfab y Fab ("invertida"). (C, F) llustracion de la
molécula "2+1 1gG Crossfab". (G, K) llustracién de la molécula "1+1 IgG Crossfab" con orden alternativo de los
componentes Crossfab y Fab ("invertida"). (H, L) llustracion de la molécula "1+1 1gG Crossfab". (I, M) llustracién
de la molécula "2+1 IgG Crossfab" con dos CrossFab. (J, N) llustracion de la molécula "2+1 IgG Crossfab" con dos
CrossFab y orden alternativo de los componentes Crossfab y Fab ("invertida"). (O, S) llustracién de la molécula
"Fab-Crossfab". (P, T) llustracion de la molécula "Crossfab-Fab". (Q, U) llustracion de la molécula "(Fab)e-
Crossfab". (R, V) llustracion de la molécula "Crossfab-(Fab)2". (W, Y) llustracion de la molécula "Fab-(Crossfab)2".
(X, Z) llustracion de la molécula "(Crossfab)2-Fab". Punto negro: modificacion opcional en el dominio Fc que
promueve la heterodimerizacion. ++, --: aminoacidos de cargas opuestas introducidos opcionalmente en los
dominios CH1 y CL. Las moléculas Crossfab se representan como que comprenden un intercambio de regiones
VH y VL, pero pueden comprender, en modos de realizacién en los que no se introducen modificaciones de carga
en los dominios CH1 y CL, de forma alternativa un intercambio de los dominios CH1 y CL.

FIGURA 2. llustracién de las TCB preparadas en los ejemplos. (A) llustracion de la molécula TCB anti-
p95HER2/anti-CD3 "2+1 1gG CrossFab, invertida" con modificaciones de carga (intercambio VH/VL en la proteina
fijadora de CD3, modificacion de carga en la proteina fijadora de p95HER2, molécula A). (B) llustracion de la
molécula TCB anti-p95HER2/anti-CD3 "2+1 IgG CrossFab, invertida" sin modificaciones de carga (intercambio
CH1/CL en la proteina fijadora de CD3, molécula B). EE = 147E, 213E; RK = 123R, 124K.

FIGURA 3. Analisis CE-SDS de las moléculas TCB preparadas en los ejemplos (preparaciones purificadas finales).
(A) Electroferograma de "2+1 IgG CrossFab, invertida" con modificaciones de carga (intercambio VH/VL en la
proteina fijadora de CD3, modificacion de carga en la proteina fijadora de p95HER2; molécula A). (B)
Electroferograma de la molécula TCB anti-p95HER2/anti-CD3 "2+1 IgG CrossFab, invertida" sin modificaciones de
carga (intercambio CH1/CL en la proteina fijadora de CD3, molécula B). Carril A = no reducida, carril B = reducida.

FIGURA 4. SDS PAGE no reducida de fracciones de cromatografia con proteina A de la molécula TCB A preparada
en el ejemplo 1 (Bis/Tris al 4-12 %, NuPage (Invitrogen); tefiido con Coomassie; carril 1 = marcador de tamafo
Mark 12 (Invitrogen)); carriles de 2 a 7: fracciones de cromatografia con proteina A de la molécula A.

FIGURA 5. (A) Inmunoelectrotransferencia de células MCF10A que expresan de forma estable el vector, p95HER?2,
HER?2 o la combinacion. (B) Las células mostradas en (A) se incubaron con 2 ug/ml de TCB para p95HER2 y se
analizaron por citometria de flujo. (C) Comparacién de los niveles de expresion de p95HER2 en células MCF10A
que expresan de forma estable p95HER2 ("MCF10A_p95Her2") y células HCC-1954 analizadas por citometria de
flujo.

FIGURA 6. Lisis de células MCF10A que expresan de forma estable el vector, pP95HER2, HER2 o la combinacion
después de 48 horas de incubacion con PBMC (proporcion efectora:diana 10:1) y concentraciones crecientes de
anticuerpo TCB frente a p95HER2 ("p95-TCB").

FIGURA 7. Lisis de células MCF10A (A, B) que expresan de forma estable p95HER2 (A) o vector (B) o (C) células
HCC-1954, después de la incubacion durante 46 horas con PBMC (proporcion efectora:diana 10:1) y
concentraciones crecientes de TCB para p95HER2 o TCB de control no dirigida.

FIGURA 8. Expresion de CD25 (A, B) y CD69 (C, D) en linfocitos T CD4+ tras la destruccion de células MCF10A
que expresan p95HER2 o vector, o células HCC-1954 después de 46 horas mediada por TCB para p95HER2,
analizada por citometria de flujo. (A, C) Intensidad de fluorescencia media (MFI), (B, D) % de linfocitos T CD4+
positivos.

FIGURA 9. Expresion de CD25 (A, B) y CD69 (C, D) en linfocitos T CD8+ tras la destrucciéon de MCF10A que
expresan p95HER2 o vector o HCC-1954 después de 46 horas mediada por TCB para p95HER?2, analizada por
citometria de flujo. (A, C) Intensidad de fluorescencia media (MFI), (B, D) % de linfocitos T CD8+ positivos.

FIGURA 10. Unién de p95HER2-TCB, HER2-TCB y TCB de control no dirigida en MCF10A_p95HER2,
MCF10A_Vector, MCF10A_HER?2 y cardiomiocitos analizados por citometria de flujo.

FIGURA 11. Estimulacién con CD3 de células Jurkat NFAT mediada por TCB para p95HER2 o TCB para HER2
en presencia de cardiomiocitos.

FIGURA 12. Lisis de células MCF10A que expresan de forma estable p95HER2 (MCF10A-p95Her2) o HER2

(MCF10A-Her2) y cardiomiocitos después de la incubacién durante ~48 horas con PBMC (proporcion
efectora:diana 10:1) y con concentraciones crecientes de TCB para p95HER2 o TCB para HER2.

FIGURA 13. Nivel de expresion de CD25 en linfocitos T CD8+ (A) y CD4+ (B) tras la lisis de MCF10A-p95HER2 o
MCF10A-HER2 y cardiomiocitos después de la incubacion durante ~48 horas con PBMC (proporcion
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efectora:diana 10:1) y concentraciones crecientes de TCB para p95HER2 o TCB para HER2.

FIGURA 14. (A) Inmunohistoquimica con anticuerpo frente a p95HER2 de los xenoinjertos derivados del paciente
(PDX) positivos para p95HER2 (PDX67) y negativos para p95HER2 (PDX118) a partir de los que se generaron
cultivos primarios. (B) Los cultivos primarios de PDX mostrados en (A) y de un PDX de cancer de mama triple
negativo (CMTN) se incubaron con 2 yg/ml de p95HER2-TCB y se analizaron por citometria de flujo. (C) Los
cultivos primarios de PDX en (A) se incubaron con PBMC (proporcién efectora:diana 10:1) y con concentraciones
crecientes de TCB para p95HER2 durante 48 horas. La lisis celular se determiné por liberacion de LDH.

FIGURA 15. (A) Flujo de trabajo experimental para pruebas in vivo de TCB para p95HER2. PDX173, p95HER2+,
se implanto en el cuerpo adiposo mamario de ratones NSG. Cuando los tumores alcanzaron una media de 200 mm?3
se humanizaron los animales con 107 PBMC recién aisladas y se aleatorizaron en los 4 grupos experimentales.
Los tratamientos comenzaron 48 h después de la inyeccion de PBMC. (B) Media del cambio porcentual en el
volumen del tumor para cada uno de los grupos experimentales y para animales individuales. (C y D) Pesos de los
tumores al final del experimento, prueba de la ¢, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; ns, no significativo.

FIGURA 16. (A) Determinacion de células inmunitarias infiltrantes de tumor. Se extirparon los tumores y se tifieron
suspensiones de células individuales con una mezcla de anticuerpos que contenia: msCD45, huCD45 (A), huCD3
(B), huCD8 (C) y huCD4 (D). Las muestras se analizaron por citometria de flujo, prueba de la t, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001; ns, no significativo. (E) Porcentaje de huCD8 en muestras de tumor FFPE determinado por analisis
inmunohistoquimico.

FIGURA 17. Efecto de TCB para p95HERZ2 sobre el crecimiento de xenoinjertos de células que expresan p95HER?2.
(A-C) Las células MCF7 se transdujeron de forma estable con p95HER2 bajo el control de un promotor inducible
por doxiciclina y un ARNhc no dirigido (sh-NT) o un ARNhc dirigido a p21 (sh-p21) bajo el control de un promotor
inducible por doxiciclina independiente. Los lisados celulares se evaluaron por inmunoelectrotransferencia (A) y se
realizaron ensayos de proliferacién (B). En (C) se muestran imagenes de campo claro representativas de las
células. (D) Se les inyectaron a ratones NSG (n=6 por grupo) 108 células con sh-p21 de MCF7 Tet-On p95HER2.
Cuando los tumores alcanzaron ~200 mm?® (sombreado), se transfirieron PBMC humanas de un voluntario sano
por inyeccién i.p. (107 células/raton). Los ratones se trataron con vehiculo (control) o 1 mg/kg de TCB para
p95HER? (flechas). Se midieron los volumenes de los tumores con un compas calibrador. Los graficos muestran
promedios; las barras de error corresponden a intervalos de confianza de un 95 %. Los valores de p se calcularon
usando la prueba de la t de Student bilateral; *p<0,05, **p<0,01. (E) Niveles de CD45* humana después de la
inyeccion de PBMC. Se obtuvieron leucocitos de los ratones analizados en (D) 15 dias después de la inyeccién de
PBMC, se tifieron con anti-huCD45 y se cuantificaron por citometria de flujo. Los diagramas de cajas muestran el
porcentaje de células CD45* en los ratones analizados en (D). Los bigotes mas bajos y mas altos indican los
percentiles 10 y 90, respectivamente; los bordes inferiores y superiores de la caja indican los percentiles 25y 75,
respectivamente; la linea interna en la caja indica el percentil 50. (F) Efecto de TCB para p95HER2 sobre el peso
del tumor. Al final del experimento mostrado en (D), los tumores se extirparon y se pesaron. Los resultados se
expresan como promedios; las barras de error corresponden a intervalos de confianza de un 95 %. Los valores de
p se calcularon usando la prueba de la t de Student bilateral;*p < 0,05.

FIGURA 18. Efecto de TCB para p95HER2 sobre el crecimiento de un xenoinjerto derivado del paciente (PDX)
positivo para p95HER2. (A) Andlisis de la expresion de p95HER2 por inmunohistoquimica en el PDX usado para
el estudio. (B) Efecto de TCB para p95HER2 sobre el crecimiento del tumor. Se supervisaron ratones NSG (n=6
por grupo) que llevaban el PDX indicado hasta que los tumores alcanzaron ~300 mm?3 (sombreado). A continuacion,
se transfirieron PBMC humanas de un voluntario sano por inyeccion i.p. (107 células/ratdn). Los ratones se trataron
con vehiculo (control) o 1 mg/kg de TCB para p95HER?2 (flechas). Se midieron los volumenes de los tumores con
un compas calibrador. Los graficos muestran promedios; las barras de error corresponden a intervalos de confianza
de un 95 %. Los valores de p se calcularon usando la prueba de la t de Student bilateral;*p < 0,05. (C) Niveles de
CD45* humana después de la inyeccion de PBMC. Se obtuvieron leucocitos de los ratones analizados en (B) 15
dias después de la inyeccién de PBMC, se tifieron con anti-huCD45 y se cuantificaron por citometria de flujo. Los
diagramas de cajas muestran el porcentaje de células CD45" en los ratones analizados en (B). Los bigotes mas
bajos y mas altos indican los percentiles 10 y 90, respectivamente; los bordes inferiores y superiores de la caja
indican los percentiles 25 y 75, respectivamente; la linea interna en la caja indica el percentil 50. (D) Efecto de TCB
para p95HER?2 sobre el peso del tumor. Al final del experimento mostrado en (B), los tumores se extirparon y se
pesaron. Los resultados se expresan como promedios; las barras de error corresponden a intervalos de confianza
de un 95 %. Los valores de p se calcularon usando la prueba de la t de Student bilateral;*p < 0,05. (E) Efecto de
TCB para p95HER?2 sobre la infiltracion de linfocitos T. Al final del experimento mostrado en (B), las muestras de
tumor correspondientes al experimento mostrado en (B) se desagregaron en células individuales, se tifieron con
anti-CD3, CD8 y CD4 humanas, y se cuantificé el nimero de células positivas por citometria de flujo. Los diagramas
de cajas muestran el porcentaje de las células positivas para el marcador indicado. Los bigotes mas bajos y mas
altos indican los percentiles 10 y 90, respectivamente; los bordes inferiores y superiores de la caja indican los
percentiles 25 y 75, respectivamente; la linea interna en la caja indica el percentil 50. Los valores de p se calcularon
usando la prueba de la t de Student bilateral; *p < 0,05, **p < 0,01. (F) Efecto de TCB para p95HER2 sobre células
tumorales. Al final del experimento mostrado en (B), se tifieron cortes sagitales de tumores con anticuerpos anti-
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citoqueratina humana y se cuantificd el % de células positivas. Los resultados se expresan como promedios; las
barras de error corresponden a intervalos de confianza de un 95 %. Los valores de p se calcularon usando la
prueba de la t de Student bilateral;***p < 0,001. Las tinciones representativas se muestran en (G).

FIGURA 19. Activacién de linfocitos T inducida por TCB para HER2 y TCB para p95HER vy lisis de células
tumorales. (A, B) Se incubaron células MCF10A y células MCF7 con concentraciones crecientes de TCB para
HER2 (A) o TCB para p95HER2 (B) y con PBMC en una proporcion de 10:1. Después de 48 h, se recogieron los
sobrenadantes y se midio la lisis por liberacién de LDH. (C) Se recogieron PBMC de MCF10A-vector en (A) y (B),
se tifieron para huCD45/CD8/CD4/CD69/CD25 y se analizaron por citometria de flujo. El grafico representa la
media de tres experimentos independientes y muestra el porcentaje de células CD8 o CD4 que son positivas para
los marcadores de activacion CD25 o CD69.

FIGURA 20. (A) Los lisados de células MCF10A transfectadas con HER2 natural o HER2 que portaba una mutacion
M611A se analizaron por inmunoelectrotransferencia con anticuerpos anti-HER2. (B) Las mismas células que en
(A) se analizaron por citometria de flujo con los anticuerpos indicados.

Descripcion detallada

La divulgacion técnica detallada que se expone a continuacion puede, en algunos aspectos, ir mas alla de la
divulgacion de la invencion per se, y también puede proporcionar antecedentes técnicos para desarrollos técnicos
relacionados. Se apreciara que los antecedentes técnicos adicionales proporcionados no estan destinados a definir
la invencion como tal (que se define por las reivindicaciones adjuntas), sino mas bien a colocarla en un contexto
técnico mas amplio. En consecuencia, se apreciara que los términos "modos de realizacion" o "aspectos" reflejan
detalles especificos de la divulgacion, pero en la medida en que se refieren a una parte de los antecedentes
técnicos adicionales no se pretende definir como parte de la materia objeto de la invenciéon que no se encuentra
dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

A) Definiciones

Los términos se usan en el presente documento como se usan en general en la técnica, a menos que se defina de
otro modo en lo que sigue.

Como se usa en el presente documento, el término "molécula de unién a antigeno" se refiere en su sentido mas
amplio a una molécula que se une especificamente a un determinante antigénico. Los ejemplos de moléculas de
unién a antigeno son inmunoglobulinas y derivados, por ejemplo, fragmentos, de las mismas.

El término "biespecifica" quiere decir que la molécula de unién a antigeno se puede unir especificamente a al
menos dos determinantes antigénicos distintos. Tipicamente, una molécula de unién a antigeno biespecifica
comprende dos sitios de unién a antigeno, de los que cada uno es especifico para un determinante antigénico
diferente. En determinados modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica se puede unir
simultaneamente a dos determinantes antigénicos, en particular dos determinantes antigénicos expresados en dos
células distintas.

El término "valente" como se usa en el presente documento indica la presencia de un numero especificado de
sitios de unién a antigeno en una molécula de unién a antigeno. Como tal, el término "unién monovalente a un
antigeno" indica la presencia de un (y no mas de un) sitio de unién a antigeno especifico para el antigeno en la
molécula de unién a antigeno.

Un "sitio de unién a antigeno" se refiere al sitio, es decir, uno o mas residuos aminoacidicos, de una molécula de
unién a antigeno que proporciona interacciéon con el antigeno. Por ejemplo, el sitio de unién a antigeno de un
anticuerpo comprende residuos aminoacidicos de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR).
Una molécula de inmunoglobulina natural tipicamente tiene dos sitios de unién a antigeno, una molécula Fab
tipicamente tiene un unico sitio de union a antigeno.

Como se usa en el presente documento, el término "resto de unién a antigeno" se refiere a una molécula
polipeptidica que se une especificamente a un determinante antigénico. En un modo de realizacion, un resto de
unién a antigeno puede dirigir la entidad a la que se fija (por ejemplo, un segundo resto de unién a antigeno) a un
sitio diana, por ejemplo a un tipo especifico de célula tumoral o estroma tumoral que porta el determinante
antigénico. En otro modo de realizacion, un resto de unién a antigeno puede activar la sefializacion a través de su
antigeno diana, por ejemplo, un antigeno del complejo receptor de linfocitos T. Los restos de unién a antigeno
incluyen anticuerpos y fragmentos de los mismos, como se define ademas en el presente documento. Los restos
de unién a antigeno particulares incluyen un dominio de unién a antigeno de un anticuerpo, que comprende una
region variable de la cadena pesada del anticuerpo y una region variable de la cadena ligera del anticuerpo. En
determinados modos de realizacion, los restos de union a antigeno pueden comprender regiones constantes de
anticuerpo, como se define ademas en el presente documento y es conocido en la técnica. Las regiones constantes
de la cadena pesada utiles incluyen cualquiera de los cinco isotipos: q, 9, €, y 0 u. Las regiones constantes de la
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cadena ligera utiles incluyen cualquiera de los dos isotipos: K y A.

Como se usa en el presente documento, el término "determinante antigénico" es sinénimo de "antigeno" y "epitopo"
y se refiere a un sitio (por ejemplo, un tramo contiguo de aminoacidos o una configuracién conformacional
compuesta por diferentes regiones de aminoacidos no contiguos) en una macromolécula polipeptidica a la que se
une un resto de union a antigeno, formando un complejo de resto de unidn a antigeno-antigeno. Los determinantes
antigénicos utiles se pueden encontrar, por ejemplo, en las superficies de células tumorales, en las superficies de
células infectadas por virus, en las superficies de otras células afectadas, en la superficie de células inmunitarias,
libres en suero sanguineo y/o en la matriz extracelular (MEC). Las proteinas denominadas antigenos en el presente
documento (por ejemplo, CD3) pueden ser cualquier forma natural de las proteinas de cualquier fuente de
vertebrado, incluyendo mamiferos tales como primates (por ejemplo, seres humanos) y roedores (por ejemplo,
ratones y ratas), a menos que se indique de otro modo. En un modo de realizacion particular, el antigeno es una
proteina humana. Cuando se hace referencia a una proteina especifica en el presente documento, el término
engloba la proteina no procesada "de longitud completa" asi como cualquier forma de la proteina que resulte del
procesamiento en la célula. El término también engloba variantes naturales de la proteina, por ejemplo, variantes
de empalme o variantes alélicas. Una proteina humana ejemplar Gtil como antigeno es CD3, en particular la
subunidad épsilon de CD3 (véase UniProt n.° PO7766 (version 130), NCBI RefSeq n.° NP_000724.1, SEQ ID NO:
1 para la secuencia humana; o UniProt n.° Q95LI5 (versién 49), NCBI GenBank n.° BAB71849.1, SEQ ID NO: 2
para la secuencia de macaco cangrejero [Macaca fascicularis]) o p95HER2 (véase a continuacion). En
determinados modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la
invencion se une a un epitopo de CD3 o p95HER2 que se conserva entre los antigenos CD3 o p95HER2 de
diferentes especies. En modos de realizacion particulares, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T de la invencion se une al CD3 humano y al p95HER2 humano.

El protooncogén HER2 (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano) codifica una proteina tirosina
cinasa (p185HER2) que esta relacionada y es en cierto modo homologa al receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano (véase Coussens, L. et al.,, Science 230:1132-1139 (1985); Yamamoto, T. et al., Nature
319:230-234 (1986); King, C. R. et al., Science 229:974-976 (1985)). HER2 también es conocido en el campo como
c-erbB-2 y, a veces, con el nombre del homdlogo de rata, neu. La amplificacion y/o sobreexpresion de HER2 esta
asociada con multiples neoplasias malignas humanas y parece estar integramente implicada en la progresién de
un 25-30 % de los canceres de mama y ovario humanos (Slamon, D. J. et al., Science 235:177-182 (1987), Slamon,
D. J. et al., Science 244:707-712 (1989)). Ademas, el grado de amplificacidn se correlaciona inversamente con la
mediana de tiempo de supervivencia del paciente observado (Slamon, supra, Science 1989).

El término "p95HER?2", como se usa en el presente documento, se refiere a un fragmento carboxiterminal (CTF)
de la proteina receptora HER2, que también es conocida como "611-CTF" o "p95HER2 de 100-115 kDa". El
fragmento p95HER2 se genera en la célula a través del inicio de la traduccién del ARNm de HER2 en la posicién
del coddn 611 de la molécula de HER2 de longitud completa (Anido et al, EMBO J 25; 3234-44 (2006)). Tiene un
peso molecular de 100 a 115 kDa y se expresa en la membrana celular, donde puede formar homodimeros
mantenidos por enlaces disulfuro intermoleculares (Pedersen et al., Mol Cell Biol 29, 3319-31 (2009)). En SEQ ID
NO: 30 se da una secuencia ejemplar de p95HER2 humano.

Por "unién especifica" se entiende que la unidén es selectiva para el antigeno y se puede discriminar de las
interacciones no deseadas o no especificas. La capacidad de un resto de unién a antigeno para unirse a un
determinante antigénico especifico se puede medir a través de un ensayo de inmunoadsorcidon enzimatica (ELISA)
0 bien otras técnicas consabidas para un experto en la técnica, por ejemplo, la técnica de resonancia de plasmon
superficial (RPS) (analizada, por ejemplo, en un instrumento BlAcore) (Liljeblad et al., Glyco J 17, 323-329 (2000))
y ensayos de unién tradicionales (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). En un modo de realizacion, el grado
de unidén de un resto de unién a antigeno a una proteina no relacionada es menos de aproximadamente un 10 %
de la union del resto de union a antigeno al antigeno como se mide, por ejemplo, por RPS. En determinados modos
de realizacidn, un resto de unién a antigeno que se une al antigeno, o una molécula de unién a antigeno que
comprende ese resto de union a antigeno, tiene una constante de disociacion (Kp) de <1 uM, <100 nM, < 10 nM,
<1nM, £0,1nM, £ 0,01 nM o < 0,001 nM (por ejemplo, 108 M o menos, por ejemplo, de 108 M a 10" M, por
ejemplo, de 10° M a 103 M).

"Afinidad" se refiere a la fuerza de la suma total de interacciones no covalentes entre un unico sitio de unién de
una molécula (por ejemplo, un receptor) y su compariero de unién (por ejemplo, un ligando). A menos que se
indique de otro modo, como se usa en el presente documento, "afinidad de union" se refiere a la afinidad de union
intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre miembros de un par de unién (por ejemplo, un resto de unién a
antigeno y un antigeno, o un receptor y su ligando). La afinidad de una molécula X por su compafiera Y se puede
representar en general por la constante de disociacion (Kb), que es la proporcién de las constantes de velocidad
de disociacion y asociacion (kdis Y kas, respectivamente). Por tanto, las afinidades equivalentes pueden comprender
diferentes constantes de velocidad, siempre que la proporcidn de las constantes de velocidad permanezca igual.
La afinidad se puede medir por procedimientos bien establecidos conocidos en la técnica, incluyendo los descritos
en el presente documento. Un procedimiento particular para medir la afinidad es la resonancia de plasmoén
superficial (RPS).
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"Unién reducida”, por ejemplo union reducida a un receptor Fc, se refiere a una disminucion en la afinidad para la
interaccion respectiva, como se mide, por ejemplo, por RPS. Por claridad, el término incluye también la reduccion
de la afinidad hasta cero (o por debajo del limite de deteccion del procedimiento analitico), es decir, la supresion
completa de la interaccion. Por el contrario, "union incrementada" se refiere a un incremento en la afinidad de unién
para la interaccion respectiva.

Un "antigeno activador de linfocitos T" como se usa en el presente documento se refiere a un determinante
antigénico expresado en la superficie de un linfocito T, en particular un linfocito T citotéxico, que puede inducir la
activacion de linfocitos T tras la interaccion con una molécula de unién a antigeno. Especificamente, la interaccion
de una molécula de unién a antigeno con un antigeno activador de linfocitos T puede inducir la activacién de
linfocitos T desencadenando la cascada de sefalizacion del complejo receptor de linfocitos T. De acuerdo con la
invencion, el antigeno activador de linfocitos T es CD3, en particular la subunidad épsilon de CD3 (véase UniProt
n.° PO7766 (version 130), NCB1 RefSeq n.° NP_000724,1, SEQ ID NO: 1 para la secuencia humana; o UniProt n.°
QI5LI5 (version 49), NCBI GenBank n.° BAB71849.1, SEQ ID NO: 2 para la secuencia de macaco cangrejero
[Macaca fascicularis]).

"Activacion de linfocitos T" como se usa en el presente documento se refiere a una o mas respuestas celulares de
un linfocito T, en particular un linfocito T citotdxico, seleccionadas de: proliferacion, diferenciacion, secrecion de
citocinas, liberacion de moléculas efectoras citotéxicas, actividad citotéxica y expresion de marcadores de
activacion. Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencién pueden
inducir la activacion de linfocitos T. Los ensayos adecuados para medir la activacion de linfocitos T son conocidos
en la técnica y se describen en el presente documento.

Un "antigeno de célula diana" como se usa en el presente documento se refiere a un determinante antigénico
presentado en la superficie de una célula diana, por ejemplo, una célula en un tumor tal como una célula cancerosa
0 una célula del estroma tumoral. De acuerdo con la invencién, el antigeno de célula diana es p95HER2, en
particular p95SHER2 humano.

Como se usa en el presente documento, los términos "primero", "segundo” o "tercero" con respecto a las moléculas
Fab, etc., se usan por conveniencia para distinguir cuando hay mas de uno de cada tipo de resto. El uso de estos
términos no pretende conferir un orden u orientacion especificos de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T a menos que se establezca explicitamente asi.

Una "molécula Fab" se refiere a una proteina que consiste en el dominio VHy CH1 de la cadena pesada (la "cadena
pesada de Fab") y el dominio VL y CL de la cadena ligera (la "cadena ligera de Fab") de una inmunoglobulina.

Por "fusionado" se entiende que los componentes (por ejemplo, una molécula Fab y una subunidad de dominio Fc)
se unen por enlaces peptidicos, directamente o bien por medio de uno o mas conectores peptidicos.

Como se usa en el presente documento, el término "monocatenaria” se refiere a una molécula que comprende
mondémeros de aminoacidos unidos linealmente por enlaces peptidicos. En determinados modos de realizacion,
uno de los restos de union a antigeno es una molécula Fab monocatenaria, es decir, una molécula Fab en la que
la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab estan conectadas por un conector peptidico para formar una
unica cadena peptidica. En un modo de realizacion particular de este tipo, el extremo C de la cadena ligera de Fab
se conecta al extremo N de la cadena pesada de Fab en la molécula Fab monocatenaria.

Por molécula Fab "entrecruzada" (también denominada "Crossfab") se entiende una molécula Fab en la que los
dominios variables o los dominios constantes de la cadena pesada y ligera de Fab se intercambian (es decir, se
reemplazan entre si), es decir, la molécula Fab entrecruzada comprende una cadena peptidica compuesta por el
dominio variable de la cadena ligera VL y el dominio constante de la cadena pesada 1 CH1 (VL-CH1, en sentido
N a C terminal), y una cadena peptidica compuesta por el dominio variable de la cadena pesada VH y el dominio
constante de la cadena ligera CL (VH-CL, en sentido N a C terminal). Por claridad, en una molécula Fab
entrecruzada en la que los dominios variables de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se
intercambian, la cadena peptidica que comprende el dominio constante de la cadena pesada 1 CH1 se denomina
en el presente documento "cadena pesada" de la molécula Fab (entrecruzada). Por el contrario, en una molécula
Fab entrecruzada en la que los dominios constantes de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se
intercambian, la cadena peptidica que comprende el dominio variable de la cadena pesada VH se denomina en el
presente documento "cadena pesada" de la molécula Fab (entrecruzada).

Por el contrario a esto, por una molécula Fab "convencional" se entiende una molécula Fab en su formato natural,
es decir, que comprende una cadena pesada compuesta por los dominios variable y constante de la cadena pesada
(VH-CH1, en sentido N a C terminal), y una cadena ligera compuesta por los dominios variable y constante de la
cadena ligera (VL-CL, en sentido N a C terminal).

El término "molécula de inmunoglobulina” se refiere a una proteina que tiene la estructura de un anticuerpo natural.
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Por ejemplo, las inmunoglobulinas de la clase IgG son glucoproteinas heterotetrameras de aproximadamente
150.000 dalton, compuestas por dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que estan unidas con enlaces
disulfuro. Desde el extremo N al C, cada cadena pesada tiene un dominio variable (VH), también llamado dominio
pesado variable o regién variable de la cadena pesada, seguido de tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3),
también llamados region constante de la cadena pesada. De forma similar, desde el extremo N al C, cada cadena
ligera tiene un dominio variable (VL), también llamado dominio ligero variable o regién variable de la cadena ligera,
seguido de un dominio constante ligero (CL), también llamado regién constante de la cadena ligera. La cadena
pesada de una inmunoglobulina se puede asignar a uno de cinco tipos, llamados a (IgA), & (IgD), € (IgE), vy (IgG) o
u (IgM), de los que algunos se pueden dividir ademas en subtipos, por ejemplo, y1 (IgG1), y2 (I9G2), y3 (IgG3), ya
(IgGas), a1 (IgA1) y a2 (IgA2). La cadena ligera de una inmunoglobulina se puede asignar a uno de dos tipos, llamados
kappa (k) y lambda (A), en base a la secuencia de aminoacidos de su dominio constante. Una inmunoglobulina
consiste esencialmente en dos moléculas Fab y un dominio Fc, unidos por medio de la regién bisagra de
inmunoglobulina.

El término "anticuerpo” en el presente documento se usa en el sentido mas amplio y engloba diversas estructuras
de anticuerpo, incluyendo pero sin limitarse a anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales y fragmentos de
anticuerpo siempre que presenten la actividad de unién a antigeno deseada.

Un "fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una
porcion de un anticuerpo intacto que se une al antigeno al que se une el anticuerpo intacto. Los ejemplos de
fragmentos de anticuerpo incluyen pero no se limitan a Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')z, diacuerpos, anticuerpos
lineales, moléculas de anticuerpo monocatenarias (por ejemplo, scFv) y anticuerpos de dominio unico. Para una
revision de determinados fragmentos de anticuerpo, véase Hudson et al., Nat Med 9, 129-134 (2003). Para una
revision de los fragmentos scFv, véase, por ejemplo, Pliickthun, en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,
vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994); véanse también el
documento WO 93/16185; y las patentes de EE. UU. n.°s 5.571.894 y 5.587.458. Para un analisis de los fragmentos
Fab y F(ab')2 que comprenden residuos del epitopo de unién al receptor de rescate y que tienen una semivida in
vivo incrementada, véase la patente de EE. UU. n.° 5.869.046. Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con
dos sitios de unidn a antigeno que pueden ser bivalentes o biespecificos. Véanse, por ejemplo, los documentos
EP 404.097; WO 1993/01161; Hudson et al., Nat Med 9, 129-134 (2003); y Hollinger et al., Proc Natl Acad Sci USA
90, 6444-6448 (1993). También se describen triacuerpos y tetracuerpos en Hudson et al., Nat Med 9, 129-134
(2003). Los anticuerpos de dominio Unico son fragmentos de anticuerpo que comprenden todo o una porcién del
dominio variable de la cadena pesada o todo o una porcién del dominio variable de la cadena ligera de un
anticuerpo. En determinados modos de realizacién, un anticuerpo de dominio Unico es un anticuerpo de dominio
unico humano (Domantis, Inc., Waltham, MA; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.248.516 B1). Se
pueden preparar fragmentos de anticuerpo por diversas técnicas, incluyendo pero sin limitarse a, digestion
proteolitica de un anticuerpo intacto, asi como la produccién por células huésped recombinantes (por ejemplo, E.
coli o fago), como se describe en el presente documento.

El término "dominio de unién a antigeno" se refiere a la parte de un anticuerpo que comprende el area que se une
especificamente a y es complementaria a parte o la totalidad de un antigeno. Se puede proporcionar un dominio
de unién a antigeno, por ejemplo, por uno 0 mas dominios variables de anticuerpo (también llamados regiones
variables de anticuerpo). En particular, un dominio de unién a antigeno comprende un dominio variable de la
cadena ligera (VL) de anticuerpo y un dominio variable de la cadena pesada (VH) de anticuerpo.

El término "region variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
que esta implicado en la unién del anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y cadena
ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo natural en general tienen estructuras similares, comprendiendo
cada dominio cuatro regiones estructurales (FR) conservadas y tres regiones hipervariables (HVR). Véase, por
ejemplo, Kindt et al., Kuby Immunology, 6.2 ed., W.H. Freeman and Co., pagina 91 (2007). Un dominio VH o VL
unico puede ser suficiente para conferir especificidad de unién a antigeno.

El término "region hipervariable" o "HVR", como se usa en el presente documento, se refiere a cada una de las
regiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia y/o forman bucles
estructuralmente definidos ("bucles hipervariables"). En general, los anticuerpos tetracatenarios naturales
comprenden seis HVR; tres en el VH (H1, H2, H3) y tres en el VL (L1, L2, L3). Las HVR comprenden en general
residuos aminoacidicos de los bucles hipervariables y/o de las regiones determinantes de la complementariedad
(CDR), siendo las ultimas las de variabilidad de secuencia mas alta y/o estando implicadas en el reconocimiento
antigénico. Con la excepcion de CDR1 en VH, las CDR comprenden en general los residuos aminoacidicos que
forman los bucles hipervariables. Las regiones hipervariables (HVR) también se denominan "regiones
determinantes de la complementariedad" (CDR), y estos términos se usan en el presente documento de manera
intercambiable en referencia a porciones de la region variable que forman las regiones de unién a antigeno. Esta
region particular se ha descrito por Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991) y por Chothia et al., J Mol Biol 196:901-917
(1987), donde las definiciones incluyen la superposicién o subconjuntos de residuos aminoacidicos cuando se
comparan entre si. No obstante, se pretende que la aplicacion de cualquier definicidn para referirse a una CDR de
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un anticuerpo o variantes del mismo esté dentro del alcance del término como se define y se usa en el presente
documento. Los residuos aminoacidicos apropiados que engloban las CDR como se define por cada una de las
referencias citadas anteriormente se exponen a continuacion en la tabla A como comparacion. Los numeros de
residuos exactos que engloba una CDR particular variaran dependiendo de la secuencia y tamaiio de la CDR. Los
expertos en la técnica pueden determinar de forma rutinaria qué residuos comprenden una CDR particular dada la
secuencia de aminoacidos de la region variable del anticuerpo. Las secuencias de CDR dadas en el presente
documento en general estan de acuerdo con la definicion de Kabat.

TABLA A. Definiciones de CDR'

CDR Kabat Chothia AbM?
CDR1 en VH 31-35 26-32 26-35
CDR2 en VH 50-65 52-58 50-58
CDR3 en VH 95-102 95-102 95-102
CDR1en VL 24-34 26-32 24-34
CDR2 en VL 50-56 50-52 50-56
CDRS3 en VL 89-97 91-96 89-97

! La numeracion de todas las definiciones de CDR en la tabla A es de acuerdo con las convenciones de numeracion
expuestas por Kabat et al., (véase a continuacion).

2 "AbM" con una "b" mintscula, como se usa en la tabla A, se refiere a las CDR como se define por el programa
informatico de modelado de anticuerpos "AbM" de Oxford Molecular.

Kabat et al., también definieron un sistema de numeraciéon para las secuencias de la region variable que es
aplicable a cualquier anticuerpo. Un experto en la técnica puede asignar inequivocamente este sistema de
"numeracion de Kabat" a cualquier secuencia de la region variable, sin depender de ningun dato experimental mas
alla de la propia secuencia. Como se usa en el presente documento en relacién con secuencias de regiones
variables, "numeracion de Kabat" se refiere al sistema de numeracién expuesto por Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD
(1991). A menos que se especifique de otro modo, las referencias a la numeracién de posiciones de residuos
aminoacidicos especificas en una region variable de anticuerpo son de acuerdo con el sistema de numeracion de
Kabat.

Como se usa en el presente documento, las posiciones aminoacidicas de todas las regiones y dominios constantes
de la cadena pesada y ligera se numeran de acuerdo con el sistema de numeracién de Kabat descrito en Kabat,
et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., Public Health Service, National Institutes de Health,
Bethesda, MD (1991) y se denomina "numeracion de acuerdo con Kabat" o "numeracién de Kabat" en el presente
documento. Especificamente el sistema de numeracion de Kabat (véanse las paginas 647-660 de Kabat, et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., Public Health Service, National Institutes de Health,
Bethesda, MD (1991)) se usa para el dominio constante de la cadena ligera CL del isotipo kappa y lambda y el
sistema de numeracién del indice EU de Kabat (véanse las paginas 661-723) se usa para los dominios constantes
de la cadena pesada (CH1, bisagra, CH2 y CH3), lo que se aclara ademas en el presente documento refiriéndose
a la "numeracioén de acuerdo con el indice EU de Kabat" en este caso.

Las secuencias polipeptidicas del listado de secuencias no se numeran de acuerdo con el sistema de numeracion
de Kabat. Sin embargo, estd dentro de la habilidad del experto en la técnica convertir la numeracion de las
secuencias del listado de secuencias a la numeracion de Kabat.

"Regioén estructural" o "FR" se refiere a residuos del dominio variable distintos de los residuos de la region
hipervariable (HVR). La FR de un dominio variable consiste en general en cuatro dominios de FR: FR1, FR2, FR3
y FR4. En consecuencia, las secuencias de HVR y FR aparecen en general en el siguiente orden en VH (o VL):
FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

Un anticuerpo "humanizado" se refiere a un anticuerpo quimérico que comprende residuos de aminoacido de HVR
no humanas y residuos de aminoacido de FR humanas. En determinados modos de realizacion, un anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los
que todas o sustancialmente todas las HVR (por ejemplo, CDR) corresponden a las de un anticuerpo no humano,
y todas o sustancialmente todas las FR corresponden a las de un anticuerpo humano. Dichos dominios variables
se denominan en el presente documento "region variable humanizada". Un anticuerpo humanizado opcionalmente
puede comprender al menos una porcién de una region constante de anticuerpo derivada de un anticuerpo
humano. En algunos modos de realizacion se sustituyen algunos residuos de FR de un anticuerpo humanizado
por los residuos correspondientes de un anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo del que se derivan los
residuos de HVR), por ejemplo, para restablecer o mejorar la especificidad o afinidad del anticuerpo. Una "forma
humanizada" de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo no humano, se refiere a un anticuerpo que se ha
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sometido a humanizacién. Otras formas de "anticuerpos humanizados" son aquellas en las que la regidn constante
se ha modificado o cambiado adicionalmente de la del anticuerpo original para generar las propiedades descritas
en el presente documento, especialmente con respecto a la unién de C1q y/o la unién del receptor Fc (FcR).

La "clase" de un anticuerpo o inmunoglobulina se refiere al tipo de dominio constante o region constante poseido
por su cadena pesada. Existen cinco clases principales de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas
se pueden dividir ademas en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 19G2, IgGs, 1gG4, IgA1 e IgA2. Los dominios
constantes de la cadena pesada que se corresponden con las diferentes clases de inmunoglobulinas se llaman q,
0, €, Y Y M, respectivamente.

El término "dominio Fc" o "region Fc" se usa en el presente documento para definir una regiéon C terminal de una
cadena pesada de inmunoglobulina que contiene al menos una porcion de la region constante. El término incluye
regiones Fc de secuencia natural y regiones Fc variantes. Aunque los limites de la region Fc de una cadena pesada
de IgG pueden variar ligeramente, la regién Fc de la cadena pesada de IgG humana se define normalmente por
extenderse desde Cys226, o desde Pro230, al extremo carboxilico de la cadena pesada. Sin embargo, los
anticuerpos producidos por células huésped pueden experimentar escision postraduccional de uno o mas, en
particular uno o dos, aminoacidos del extremo C de la cadena pesada. Por lo tanto, un anticuerpo producido por
una célula huésped por expresién de una molécula de acido nucleico especifica que codifica una cadena pesada
de longitud completa puede incluir la cadena pesada de longitud completa, o puede incluir una variante escindida
de la cadena pesada de longitud completa (también denominada en el presente documento una "cadena pesada
variante escindida"). Este puede ser el caso cuando los dos aminoacidos C terminales finales de la cadena pesada
son glicina (G446) y lisina (K447, numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat). Por lo tanto, la lisina C
terminal (Lys447), o la glicina (Gly446) y lisina (K447) C terminales, de la region Fc pueden estar presentes o no.
Las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesadas incluyendo los dominios Fc (o una subunidad de un
dominio Fc como se define en el presente documento) se indican en el presente documento sin el dipéptido glicina-
lisina C terminal, si no se indica de otro modo. Una cadena pesada que incluye una subunidad de un dominio Fc
como se especifica en el presente documento, comprendida en una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T de acuerdo con la invencién, puede comprender un dipéptido glicina-lisina C terminal
adicional (G446 y K447, numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat). Una cadena pesada que incluye una
subunidad de un dominio Fc como se especifica en el presente documento, comprendida en una molécula de unién
a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la invencion, puede comprender un residuo de
glicina C terminal adicional (G446, numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat). Las composiciones como
se describe en el presente documento, tales como las composiciones farmacéuticas de la invencién, comprenden
una poblaciéon de moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion. La
poblacion de moléculas de unidn a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T puede comprender moléculas
que tienen una cadena pesada de longitud completa y moléculas que tienen una cadena pesada variante escindida.
La poblacién de moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T puede consistir en una
mezcla de moléculas que tienen una cadena pesada de longitud completa y moléculas que tienen una cadena
pesada variante escindida, en la que al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %
o al menos un 90 % de las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T tienen una
cadena pesada variante escindida. Una composicion que comprende una poblacién de moléculas de union a
antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencién puede comprender una molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende una cadena pesada que incluye una subunidad de
un dominio Fc como se especifica en el presente documento con un dipéptido glicina-lisina C terminal adicional
(G446 y K447, numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat). Una composicién que comprende una poblacion
de moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencién puede comprender una
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende una cadena pesada que
incluye una subunidad de un dominio Fc como se especifica en el presente documento con un residuo de glicina
C terminal adicional (G446, numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat). Una composiciéon de este tipo
puede comprender una poblacién de moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T
comprendidas de moléculas que comprenden una cadena pesada que incluye una subunidad de un dominio Fc
como se especifica en el presente documento; moléculas que comprenden una cadena pesada que incluye una
subunidad de un dominio Fc como se especifica en el presente documento con un residuo de glicina C terminal
adicional (G446, numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat); y moléculas que comprenden una cadena
pesada que incluye una subunidad de dominio Fc como se especifica en el presente documento con un dipéptido
glicina-lisina C terminal adicional (G446 y K447, numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat). A menos que
se especifique de otro modo en el presente documento, la numeracién de residuos aminoacidicos en la regiéon Fc
0 region constante es de acuerdo con el sistema de numeracién EU, también llamado indice EU, como se describe
en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National Institutes
de Health, Bethesda, MD, 1991 (véase también anteriormente). Una "subunidad" de un dominio Fc como se usa
en el presente documento se refiere a uno de los dos polipéptidos que forman el dominio Fc dimérico, es decir, un
polipéptido que comprende regiones constantes C terminales de una cadena pesada de inmunoglobulina, que
puede crear una autoasociacion estable. Por ejemplo, una subunidad de un dominio Fc de IgG comprende un
dominio constante CH2 de IgG y uno CHS3 de IgG.

Una "modificacion que promueve la asociacion de la primera y la segunda subunidad del dominio Fc" es una
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manipulacién del esqueleto peptidico o las modificaciones postraduccionales de una subunidad del dominio Fc que
reduce o evita la asociacion de un polipéptido que comprende la subunidad del dominio Fc con un polipéptido
idéntico para formar un homodimero. Una modificacién que promueve la asociacion como se usa en el presente
documento en particular incluye modificaciones separadas realizadas en cada una de las dos subunidades del
dominio Fc que se desean asociar (es decir, la primera y la segunda subunidad del dominio Fc), en la que las
modificaciones son complementarias entre si para promover la asociacién de las dos subunidades del dominio Fc.
Por ejemplo, una modificacién que promueve la asociaciéon puede alterar la estructura o carga de una o ambas de
las subunidades del dominio Fc para hacer que su asociacidon sea estérica o electrostaticamente favorable,
respectivamente. Por tanto, se produce (hetero)dimerizacién entre un polipéptido que comprende la primera
subunidad del dominio Fc y un polipéptido que comprende la segunda subunidad del dominio Fc, que puede ser
no idéntico en el sentido de que otros componentes fusionados a cada una de las subunidades (por ejemplo, restos
de unién a antigeno) no son los mismos. En algunos modos de realizacién, la modificacion que promueve la
asociacion comprende una mutacion aminoacidica en el dominio Fc, especificamente una sustitucion
aminoacidica. En un modo de realizacién particular, la modificacion que promueve la asociacion comprende una
mutacion aminoacidica separada, especificamente una sustitucion aminoacidica, en cada una de las dos
subunidades del dominio Fc.

El término "funciones efectoras" se refiere a las actividades biolégicas atribuibles a la region Fc de un anticuerpo,
que varian con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos incluyen: uniéon a C1q
y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), unién a receptor Fc, citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC), fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP), secrecion de citocinas, captacion de
antigenos mediada por el complejo inmunitario por células presentadoras de antigenos, regulacion por disminucion
de receptores de superficie celular (por ejemplo, receptor de linfocitos B) y activacién de linfocitos B.

Como se usa en el presente documento, se considera que los términos "genomanipular, genomanipulado,
genomanipulacion" incluyen cualquier manipulacion del esqueleto peptidico o las modificaciones
postraduccionales de un polipéptido natural o recombinante o fragmento del mismo. La genomanipulacién incluye
modificaciones de la secuencia de aminoacidos, del patron de glucosilacién o del grupo de cadena lateral de
aminoacidos individuales, asi como combinaciones de estos enfoques.

El término "mutacion aminoacidica", como se usa en el presente documento, se entiende que engloba
sustituciones, deleciones, inserciones y modificaciones aminoacidicas. Cualquier combinacion de sustitucion,
delecion, insercion y modificacion se puede realizar para llegar a la construccion final, siempre que la construccion
final posea las caracteristicas deseadas, por ejemplo, unién reducida a un receptor Fc o asociacion incrementada
con otro péptido. Las deleciones e inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen deleciones e inserciones
de aminoacidos amino y/o carboxiterminales. Las mutaciones aminoacidicas particulares son sustituciones
aminoacidicas. Con el proposito de alterar, por ejemplo, las caracteristicas de unién de una region Fc, son en
particular preferentes las sustituciones aminoacidicas no conservadoras, es decir, el reemplazo de un aminoéacido
por otro aminoacido que tiene propiedades estructurales y/o quimicas diferentes. Las sustituciones aminoacidicas
incluyen el reemplazo por aminoacidos no naturales o por derivados de aminoacidos naturales de los veinte
aminoacidos estandar (por ejemplo, 4-hidroxiprolina, 3-metilhistidina, ornitina, homoserina, 5-hidroxilisina). Se
pueden generar mutaciones aminoacidicas usando procedimientos genéticos o quimicos bien conocidos en la
técnica. Los procedimientos genéticos pueden incluir mutagénesis dirigida al sitio, PCR, sintesis génica y similares.
Se contempla que también pueden ser Utiles procedimientos de alteracién del grupo de cadena lateral de un
aminoacido por procedimientos distintos de genomanipulacion, tales como modificacion quimica. Se pueden usar
diversas designaciones en el presente documento para indicar la misma mutaciéon aminoacidica. Por ejemplo, se
puede indicar una sustitucion de prolina en la posicién 329 del dominio Fc a glicina como 329G, G329, Gaze, P329G
0 Pro329Gily.

Como se usa en el presente documento, el término "polipéptido” se refiere a una molécula compuesta por
mondmeros (aminoacidos) unidos linealmente por enlaces amida (también conocidos como enlaces peptidicos).
El término "polipéptido" se refiere a cualquier cadena de dos 0 mas aminoacidos, y no se refiere a una longitud
especifica del producto. Por tanto, los péptidos, dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos, "proteina”, "cadena de
aminoacidos" o cualquier otro término usado para referirse a una cadena de dos o mas aminoécidos se incluyen
dentro de la definicion de "polipéptido”, y el término "polipéptido" se puede usar en lugar de, o de manera
intercambiable con, cualquiera de estos términos. El término "polipéptido" también pretende referirse a los
productos de modificaciones posteriores a la expresion del polipéptido, incluyendo sin limitacién, glucosilacion,
acetilacion, fosforilaciéon, amidacion, derivatizacion por grupos protectores/bloqueantes conocidos, escision
proteolitica 0 modificacién por aminoacidos no naturales. Un polipéptido se puede derivar de una fuente bioldgica
natural o producir por tecnologia recombinante, pero no se traduce necesariamente a partir de una secuencia de
acido nucleico designada. Se puede generar de cualquier manera, incluyendo por sintesis quimica. Un polipéptido
puede tener un tamafio de aproximadamente 3 o mas, 5 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 25 o mas, 50 o mas, 75 o
mas, 100 o mas, 200 o mas, 500 o mas, 1000 o méas o 2000 o mas aminoacidos. Los polipéptidos pueden tener
una estructura tridimensional definida, aunque no tienen necesariamente dicha estructura. Los polipéptidos con
una estructura tridimensional definida se denominan plegados, y los polipéptidos que no poseen una estructura
tridimensional definida, sino que pueden adoptar un gran niumero de conformaciones diferentes, se denominan
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desplegados.

Por polipéptido "aislado" o variante o derivado del mismo se pretende un polipéptido que no estd en su medio
natural. No se requiere ningun nivel particular de purificacién. Por ejemplo, un polipéptido aislado se puede retirar
de su entorno natural. Los polipéptidos y proteinas producidos de forma recombinante expresados en células
huésped se consideran aislados para los propositos de la presente divulgacion, ya que son polipéptidos naturales
o recombinantes que se han separado, fraccionado o parcial o sustancialmente purificado mediante cualquier
técnica adecuada.

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a una secuencia polipeptidica de
referencia se define como el porcentaje de residuos aminoacidicos en una secuencia candidata que son idénticos
a los residuos aminoacidicos en la secuencia polipeptidica de referencia, después de alinear las secuencias e
introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia, y sin considerar
ninguna sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia. Se puede lograr la alineacion para los
propositos de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos de diversas formas que estan
dentro de la habilidad en la técnica, por ejemplo, usando un programa informatico disponible publicamente, tal
como el programa informatico BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica
pueden determinar parametros apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquier algoritmo necesario para
lograr la alineacion maxima sobre la longitud completa de las secuencias que se comparan. Sin embargo, para los
propésitos en el presente documento, los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos se generan
usando el programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa informatico de comparacion
de secuencias ALIGN-2 se cred por Genentech, Inc., y el codigo fuente se ha presentado con la documentacion
de usuario en la Oficina de Derechos de Autor de EE. UU., Washington D.C., 20559, donde esta registrado con el
n.° de registro de derechos de autor de EE. UU. TXU510087. El programa ALIGN-2 esta disponible publicamente
de Genentech, Inc., South San Francisco, California, o se puede compilar a partir del cédigo fuente. El programa
ALIGN-2 se debe compilar para su uso en un sistema operativo UNIX, incluyendo UNIX V4.0D digital. Todos los
parametros de comparacion de secuencias se establecen por el programa ALIGN-2 y no varian. En situaciones
donde se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de secuencias de aminoacidos, el % de identidad de secuencia
de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos dada A con respecto a, con o frente a una secuencia de
aminoacidos dada B (que se puede parafrasear de forma alternativa como una secuencia de aminoacidos dada A
que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a, con o frente
a una secuencia de aminoacidos dada B) se calcula como sigue:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es el numero de residuos aminoacidicos puntuados como coincidencias idénticas por el programa de
alineacion de secuencias ALIGN-2 en esa alineacién del programa de A y B, y donde Y es el numero total de
residuos aminoacidicos en B. Se apreciara que si la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la
longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoéacidos de A con respecto a
B no igualara el % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. A menos que se establezca
especificamente de otro modo, todos los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos usados en el
presente documento se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente precedente usando el programa
de ordenador ALIGN-2. El término "polinucleétido” se refiere a una molécula o construccién de acido nucleico
aislada, por ejemplo, ARN mensajero (ARNm), ARN derivado de virus o ADN de plasmido (ADNp). Un
polinucleétido puede comprender un enlace fosfodiéster convencional o un enlace no convencional (por ejemplo,
un enlace amida, tal como se encuentra en los &cidos peptidonucleicos (APN)). El término "molécula de acido
nucleico" se refiere a cualquiera de uno o mas segmentos de acido nucleico, por ejemplo, fragmentos de ADN o
ARN, presentes en un polinucleétido.

Por molécula de acido nucleico o polinucleétido "aislado" se pretende una molécula de acido nucleico, ADN o ARN
que se ha retirado de su entorno natural. Por ejemplo, un polinucleétido recombinante que codifica un polipéptido
contenido en un vector se considera aislado para los propositos de la presente invencién. Otros ejemplos de un
polinucleétido aislado incluyen polinucleétidos recombinantes mantenidos en células huésped heterégenas o
polinucleétidos (parcial o sustancialmente) purificados en solucion. Un polinucledtido aislado incluye una molécula
polinucleotidica contenida en células que contienen normalmente la molécula polinucleotidica, pero la molécula
polinucleotidica esta presente de forma extracromosémica o en una localizacion cromosémica que es diferente de
su localizaciéon cromosdmica natural. Las moléculas de ARN aislado incluyen transcritos de ARN in vivo o in vitro,
asi como formas de hebra positiva y negativa, y formas bicatenarias. Los polinucleétidos o acidos nucleicos
aislados de acuerdo con la presente invencion incluyen ademas dichas moléculas producidas sintéticamente.
Ademas, un polinucleétido o un acido nucleico puede ser o puede incluir un elemento regulador tal como un
promotor, sitio de union a ribosoma o un finalizador de la transcripcion.

Por un &cido nucleico o polinucledtido que tiene una secuencia de nucleétidos al menos, por ejemplo, un 95 %
"idéntica" a una secuencia de nucleétidos de referencia, se pretende que la secuencia de nucleétidos del
polinucledtido sea idéntica a la secuencia de referencia excepto en que la secuencia polinucleotidica puede incluir
hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de nucleétidos de referencia. En otras
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palabras, para obtener un polinucleétido que tiene una secuencia de nucledtidos al menos un 95 % idéntica a una
secuencia de nucledtidos de referencia, hasta un 5 % de los nucleétidos en la secuencia de referencia se puede
delecionar o sustituir con otro nucleétido, o un nimero de nucleétidos hasta un 5 % de los nucledtidos totales en
la secuencia de referencia se puede insertar en la secuencia de referencia. Estas alteraciones de la secuencia de
referencia se pueden producir en las posiciones terminales 5' o 3' de la secuencia de nucleétidos de referencia o
en cualquier parte entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre residuos en la secuencia
de referencia o bien en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. Como cuestion practica,
se puede determinar de forma convencional si cualquier secuencia polinucleotidica particular es al menos un 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a una secuencia de nucleétidos usando programas
informaticos conocidos, tales como los analizados anteriormente para los polipéptidos (por ejemplo, ALIGN-2).

"Polinucledtido (o acido nucleico) aislado que codifica [por ejemplo, una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T de la invencidn]" se refiere a una o mas moléculas polinucleotidicas que codifican las
cadenas pesadas y ligeras de anticuerpo (o fragmentos del mismo), incluyendo dicha(s) molécula(s)
polinucleotidica(s) en un unico vector o vectores separados, y dicha(s) molécula(s) de acido nucleico presente(s)
en una o mas localizaciones en una célula huésped.

El término "casete de expresion" se refiere a un polinucleétido generado de forma recombinante o sintética, con
una serie de elementos de acido nucleico especificados que permiten la transcripcion de un acido nucleico
particular en una célula diana. El casete de expresion recombinante se puede incorporar en un plasmido,
cromosoma, ADN mitocondrial, ADN de plastido, virus o fragmento de acido nucleico. Tipicamente, la porcién de
casete de expresion recombinante de un vector de expresion incluye, entre otras secuencias, una secuencia de
acido nucleico que se va a transcribir y un promotor. En determinados modos de realizacion, el casete de expresion
comprende secuencias polinucleotidicas que codifican moléculas de unién a antigeno biespecificas de la invencion
o fragmentos de las mismas.

El término "vector" o "vector de expresion” es sindnimo de "construccion de expresion” y se refiere a una molécula
de ADN que se usa para introducir y dirigir la expresion de un gen especifico al que se asocia de forma funcional
en una célula. El término incluye el vector como una estructura de acido nucleico autorreplicante asi como el vector
incorporado en el genoma de una célula huésped en la que se ha introducido. El vector de expresion de la presente
invencion comprende un casete de expresion. Los vectores de expresion permiten la transcripcion de grandes
cantidades de ARNm estable. Una vez que el vector de expresion esta en el interior de la célula, la molécula de
acido ribonucleico o proteina que se codifica por el gen se produce por el mecanismo de transcripcion y/o
traduccion celular. En un modo de realizacion, el vector de expresion de la invencién comprende un casete de
expresion que comprende secuencias polinucleotidicas que codifican moléculas de unién a antigeno biespecificas
de la invencion o fragmentos de las mismas.

Los términos "célula huésped", "linea de células huésped" y "cultivo de células huésped" se usan de manera
intercambiable y se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exdgeno, incluyendo la
descendencia de dichas células. Las células huésped incluyen "transformantes" y "células transformadas" que
incluyen la célula transformada primaria y la descendencia derivada de la misma independientemente del nimero
de pases. La descendencia puede no ser completamente idéntica en contenido de acido nucleico a una célula
original, sino que puede contener mutaciones. La descendencia mutante que tiene la misma funcion o actividad
biolégica que la cribada o seleccionada en la célula transformada originalmente se incluye en el presente
documento. Una célula huésped es cualquier tipo de sistema celular que se puede usar para generar las moléculas
de unidén a antigeno biespecificas de la presente invencion. Las células huésped incluyen células cultivadas, por
ejemplo, células cultivadas de mamifero, tales como células CHO, células HEK, células BHK, células NSO, células
SP2/0, células de mieloma YO, células de mieloma de raton P3X63, células PER, células PER.C6 o células de
hibridoma, células de levadura, células de insecto y células vegetales, por nombrar solo unas pocas, pero también
células comprendidas dentro de un animal transgénico, planta transgénica o tejido animal o vegetal cultivado.

Un "receptor Fc activador" es un receptor Fc que después del acoplamiento por un dominio Fc de un anticuerpo
provoca acontecimientos de sefalizacion que estimulan a la célula portadora del receptor para que realice
funciones efectoras. Los receptores Fc activadores humanos incluyen FcyRllla (CD16a), FcyRI (CD64), FcyRlla
(CD32) y FcaRI (CD89).

La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) es un mecanismo inmunitario que da lugar a la lisis de
células diana recubiertas de anticuerpo por células efectoras inmunitarias. Las células diana son células a las que
se unen especificamente anticuerpos o derivados de los mismos que comprenden una region Fc, en general por
medio de la parte proteica que es N terminal a la regién Fc. Como se usa en el presente documento, el término
"ADCC reducida" se define como una reduccion en el nimero de células diana que se lisan en un tiempo dado, a
una concentracion de anticuerpo dada en el medio circundante a las células diana, por el mecanismo de ADCC
definido anteriormente, y/o bien un incremento en la concentracion de anticuerpo en el medio circundante a las
células diana, requerido para lograr la lisis de un numero dado de células diana en un tiempo dado, por el
mecanismo de ADCC. La reduccién en la ADCC es relativa a la ADCC mediada por el mismo anticuerpo producido
por el mismo tipo de células huésped, usando los mismos procedimientos de produccion, purificacion, formulacion

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2897217713

y almacenamiento estandar (que son conocidos para los expertos en la técnica), pero que no se ha
genomanipulado. Por ejemplo, la reduccion en ADCC mediada por un anticuerpo que comprende en su dominio
Fc una sustitucion aminoacidica que reduce la ADCC es relativa a la ADCC mediada por el mismo anticuerpo sin
esta sustitucion aminoacidica en el dominio Fc. Los ensayos adecuados para medir la ADCC son bien conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo, la publicacion PCT n.° WO 2006/082515 o la publicacién PCT n.° WO
2012/130831).

Una "cantidad eficaz" de un agente se refiere a la cantidad que es necesaria para dar como resultado un cambio
fisiolégico en la célula o tejido al que se administra.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un agente, por ejemplo, una composicion farmacéutica, se refiere a una
cantidad eficaz, en dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico o
profilactico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente, por ejemplo, elimina, disminuye, retrasa,
minimiza o previene efectos adversos de una enfermedad.

Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, animales domesticados
(por ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates no
humanos tales como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En particular, el individuo o sujeto
es un ser humano.

El término "composicidon farmacéutica" se refiere a una preparaciéon que esta en forma tal que permite que la
actividad biologica de un ingrediente activo contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene componentes
adicionales que sean inaceptablemente toxicos para un sujeto al que se le administraria la composicion.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un ingrediente en una composicion farmacéutica, distinto
de un ingrediente activo, que no es tdxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero
no se limita a, un tampon, excipiente, estabilizante o conservante.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento" (y variaciones gramaticales del mismo, tales como "tratar"
o "que trata") se refiere a la intervencion clinica en un intento de alterar la evolucion natural de una enfermedad en
el individuo que se trata, y que se puede realizar para la profilaxis o bien durante la evolucidon de una patologia
clinica. Los efectos deseables del tratamiento incluyen, pero no se limitan a, prevencién de la aparicidn o recidiva
de la enfermedad, alivio de los sintomas, disminucion de cualquier consecuencia patolédgica directa o indirecta de
la enfermedad, prevencion de metastasis, disminucién de la tasa de progresion de la enfermedad, mejora o
atenuacion del estado de la enfermedad y remision o prondstico mejorado. En algunos modos de realizacion, las
moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion se usan para retrasar el
desarrollo de una enfermedad o para ralentizar la progresién de una enfermedad.

El término "prospecto del envase" se usa para referirse a las instrucciones incluidas habitualmente en los envases
comerciales de productos terapéuticos que contienen informaciéon sobre las indicaciones, uso, dosificacion,
administracion, politerapia, contraindicaciones y/o advertencias en relacién con el uso de dichos productos
terapéuticos.

B) Detalles técnicos de los modos de realizacion

La invencion proporciona una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T con propiedades
favorables para su aplicacion terapéutica, en particular con una eficacia y seguridad mejoradas (por ejemplo, con
respecto a la selectividad hacia las células tumorales sobre las células normales tales como los cardiomiocitos), y
una capacidad de producciéon mejorada (por ejemplo, con respecto a pureza, rendimiento).

Los autores de la invencion han descubierto que, de forma sorprendente, la molécula de unién a antigeno
activadora de linfocitos T de la invencion puede inducir la destruccion de las células tumorales p95HER2+ sin
afectar a los cardiomiocitos que se caracterizan por la expresién de bajos niveles de HER2. Se cree que dichos
bajos niveles de HER2 en cardiomiocitos son inasequibles para el uso de moléculas de uniéon a antigeno
activadoras de linfocitos T altamente potentes, ya que las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras
de linfocitos T dirigidas a HER2, por ejemplo, en base a trastuzumab, pueden destruir cardiomiocitos in vitro. De
hecho, son conocidos los farmacos actuales dirigidos a HER2 por inducir cardiotoxicidad, probablemente debido a
la expresion de HER2 en cardiomiocitos (Valachis et al., Int. J. Cancer (2013) 133, 2245-2252). De forma similar,
las células MCF10A, una linea celular epitelial humana que se inmortaliza pero no se transforma, que expresa
niveles normales de HER2, se pueden destruir por una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T dirigida a HERZ2, pero no por la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
la presente invencion. La molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion
también se puede usar para destruir células tumorales que son positivas para p95HER2, pero que han perdido la
expresion de HER2 extracelular y, por tanto, son resistentes a los tratamientos dirigidos a HER2 convencionales.

Modificaciones de carga
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Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion pueden comprender
sustituciones aminoacidicas en las moléculas Fab comprendidas en las mismas que son en particular eficaces
para reducir el emparejamiento incorrecto de las cadenas ligeras con las cadenas pesadas no coincidentes
(productos secundarios de tipo Bence-Jones), que se pueden producir en la produccion de moléculas de union a
antigeno bi/multiespecificas basadas en Fab con un intercambio VH/VL en uno (o mas, en el caso de moléculas
que comprendan mas de dos moléculas Fab de unién a antigeno) de sus brazos de unién (véase también la
publicacion PCT n.° WO 2015/150447, en particular los ejemplos en la misma).

En consecuencia, en modos de realizacion particulares, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T de la invencién comprende

(a) una primera molécula Fab que se une especificamente a p95HER2

(b) una segunda molécula Fab que se une especificamente a CD3, y en la que los dominios variables VL y VH de
la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se reemplazan entre si,

en la que el primer resto de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada, en particular
una region variable de la cadena pesada humanizada, que comprende la region determinante de la
complementariedad de la cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ ID NO: 14, la HCDR 2 de SEQ ID NO: 15y la HCDR
3 de SEQID NO: 16, y una regién variable de la cadena ligera, en particular una region variable de la cadena ligera
humanizada, que comprende la region determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR) 1 de
SEQ ID NO: 17, la LCDR 2 de SEQ ID NO: 18 y la LCDR 3 de SEQ ID NO: 19; y en la que

i) en el dominio constante CL de la primera molécula Fab el aminoacido en la posicidon 124 se sustituye por un
aminoacido cargado positivamente (numeracion de acuerdo con Kabat), y en la que en el dominio constante CH1
de la primera molécula Fab el aminoacido en la posicién 147 o el aminoacido en la posicidon 213 se sustituye por
un aminoacido cargado negativamente (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat); o

ii) en el dominio constante CL de la segunda molécula Fab el aminoéacido en la posicion 124 se sustituye por un
aminoacido cargado positivamente (numeracion de acuerdo con Kabat), y en la que en el dominio constante CH1
de la segunda molécula Fab el aminoacido en la posiciéon 147 o el aminoacido en la posicion 213 se sustituye por
un aminoacido cargado negativamente (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat).

La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T no comprende ambas modificaciones
mencionadas en i) y ii). Los dominios constantes CL y CH1 de la segunda molécula Fab no se reemplazan entre
si (es decir, permanecen sin intercambio).

En un modo de realizacién de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo
con la invencién, en el dominio constante CL de la primera molécula Fab en a) el aminoacido en la posiciéon 124
se sustituye independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (numeracién de acuerdo con Kabat) (en
un modo de realizacidn preferente independientemente por lisina (K) o arginina (R)), y en el dominio constante
CH1 de la primera molécula Fab en a) el aminoacido en la posiciéon 147 o el aminoacido en la posiciéon 213 se
sustituye independientemente por acido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracion de acuerdo con el indice
EU de Kabat).

En otro modo de realizacion, en el dominio constante CL de la primera molécula Fab en a) el aminoéacido en la
posicion 124 se sustituye independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (humeracion de acuerdo
con Kabat), y en el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab en a) el aminoacido en la posicién 147 se
sustituye independientemente por acido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracion de acuerdo con el indice
EU de Kabat).

En un modo de realizacién particular, en el dominio constante CL de la primera molécula Fab en a) el aminoacido
en la posicién 124 se sustituye independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (numeracién de
acuerdo con Kabat) (en un modo de realizacién preferente independientemente por lisina (K) o arginina (R)) y el
aminoacido en la posicién 123 se sustituye independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H)
(numeracién de acuerdo con Kabat) (en un modo de realizacion preferente independientemente por lisina (K) o
arginina (R)), y en el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab en a) el aminoacido en la posicion 147 se
sustituye independientemente por acido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracion de acuerdo con el indice
EU de Kabat) y el aminoacido en la posicién 213 se sustituye independientemente por acido glutamico (E) o acido
aspartico (D) (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En un modo de realizacion mas particular, en el dominio constante CL de la primera molécula Fab en a) el
aminoacido en la posicidon 124 se sustituye por lisina (K) (numeraciéon de acuerdo con Kabat) y el aminoacido en
la posicidon 123 se sustituye por lisina (K) o arginina (R) (numeraciéon de acuerdo con Kabat), y en el dominio
constante CH1 de la primera molécula Fab en a) el aminoacido en la posicién 147 se sustituye por acido glutamico
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(E) (numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat) y el aminoacido en la posicion 213 se sustituye por acido
glutamico (E) (numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En un modo de realizacion incluso mas particular, en el dominio constante CL de la primera molécula Fab en a) el
aminoacido en la posicidon 124 se sustituye por lisina (K) (numeraciéon de acuerdo con Kabat) y el aminoacido en
la posicion 123 se sustituye por arginina (R) (numeracion de acuerdo con Kabat), y en el dominio constante CH1
de la primera molécula Fab en a) el aminoacido en la posicién 147 se sustituye por acido glutamico (E) (numeracion
de acuerdo con el indice EU de Kabat) y el aminoacido en la posicién 213 se sustituye por acido glutamico (E)
(numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En modos de realizacién particulares, el dominio constante CL de la primera molécula Fab en a) es de isotipo
kappa.

De forma alternativa, las sustituciones aminoacidicas de acuerdo con los modos de realizacion anteriores se
pueden realizar en el dominio constante CL y el dominio constante CH1 de la segunda molécula Fab en b) en lugar
de en el dominio constante CL y el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab en a). En dichos modos de
realizacion particulares, el dominio constante CL de la segunda molécula Fab en b) es de isotipo kappa.

La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la invencion puede
comprender ademas una tercera molécula Fab que se une especificamente a p95HER2. En modos de realizacion
particulares, dicha tercera molécula Fab es idéntica a la primera molécula Fab en a). En estos modos de
realizacion, las sustituciones aminoacidicas de acuerdo con los modos de realizacion anteriores se realizaran en
el dominio constante CL y el dominio constante CH1 de cada una de la primera molécula Fab y la tercera molécula
Fab. De forma alternativa, las sustituciones aminoacidicas de acuerdo con los modos de realizacion anteriores se
pueden realizar en el dominio constante CL y el dominio constante CH1 de la segunda molécula Fab en b), pero
no en el dominio constante CL y el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab y la tercera molécula Fab.

En modos de realizacion particulares, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencién comprende ademas un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad
que se pueden asociar de forma estable.

Formatos de molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T

Los componentes de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se pueden fusionar
entre si en una variedad de configuraciones. Las configuraciones ejemplares se representan en la figura 1.

En modos de realizacién particulares, los restos de unién a antigeno comprendidos en la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T son moléculas Fab. En dichos modos de realizacion, el primer,
segundo, tercer, etc., resto de uniéon a antigeno se puede denominar en el presente documento como primera,
segunda, tercera, etc., molécula Fab, respectivamente. Ademas, en modos de realizacién particulares, la molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende un dominio Fc compuesto por una primera
y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma estable.

En algunos modos de realizacién, la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de
Fab al extremo N de la primera o la segunda subunidad del dominio Fc.

En un modo de realizacién de este tipo, la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada
de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab. En un modo de realizacion
especifico de este tipo, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste
esencialmente en la primera y la segunda molécula Fab, el dominio Fc compuesto por una primera y una segunda
subunidad, y opcionalmente uno o mas conectores peptidicos, en la que la primera molécula Fab se fusiona en el
extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab, y
la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la
segunda subunidad del dominio Fc. Una configuracién de este tipo se representa esquematicamente en las figuras
1G y 1K. Opcionalmente, la cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab y la cadena ligera de Fab de la
segunda molécula Fab se pueden fusionar adicionalmente entre si.

En otro modo de realizacion de este tipo, la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada
de Fab al extremo N de la primera o segunda subunidad del dominio Fc. En un modo de realizaciéon especifico de
este tipo, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste esencialmente en la
primera y la segunda molécula Fab, el dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad, y
opcionalmente uno o mas conectores peptidicos, en la que la primera y la segunda molécula Fab se fusionan cada
una en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc. Una
configuracion de este tipo se representa esquematicamente en las figuras 1A y 1D. La primera y la segunda
molécula Fab se pueden fusionar al dominio Fc directamente o a través de un conector peptidico. En un modo de
realizacién particular, la primera y la segunda molécula Fab se fusionan cada una al dominio Fc a través de una
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region bisagra de inmunoglobulina. En un modo de realizacién especifico, la region bisagra de inmunoglobulina es
una region bisagra de IgG1 humana, en particular donde el dominio Fc es un dominio Fc de IgGs.

En otros modos de realizacion, la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab
al extremo N de la primera o segunda subunidad del dominio Fc.

En un modo de realizacién de este tipo, la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada
de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab. En un modo de realizacion especifico
de este tipo, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste esencialmente en la
primera y la segunda molécula Fab, el dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad, y
opcionalmente uno o mas conectores peptidicos, en la que la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C
de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab, y la primera
molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la segunda
subunidad del dominio Fc. Una configuracion de este tipo se representa esquematicamente en las figuras 1Hy 1L.
Opcionalmente, la cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab y la cadena ligera de Fab de la segunda
molécula Fab se pueden fusionar adicionalmente entre si.

Las moléculas Fab se pueden fusionar al dominio Fc o entre si directamente o a través de un conector peptidico,
que comprende uno o mas aminoacidos, tipicamente, aproximadamente 2-20 aminoacidos. Los conectores
peptidicos son conocidos en la técnica y se describen en el presente documento. Los conectores peptidicos no
inmunogénicos adecuados incluyen, por ejemplo, los conectores peptidicos (GaS)n, (SGa)n, (GaS)n 0 Ga(SGa)n. "n"
es en general un numero entero de 1 a 10, tipicamente de 2 a 4. En un modo de realizacién, dicho conector
peptidico tiene una longitud de al menos 5 aminoacidos, en un modo de realizacién una longitud de 5 a 100, en
otro modo de realizacién de 10 a 50 aminoacidos. En un modo de realizacion, dicho conector peptidico es (GxS)n
0 (GxS)nGm con G=glicina, S=serinay (x=3,n=3,4,506ym=0,1,203)0 (x=4,n=2,3,405ym=0,1,203), en
un modo de realizaciéon x=4 y n=2 o 3, en otro modo de realizaciéon x=4 y n=2. En un modo de realizacién, dicho
conector peptidico es (G4S)2. Un conector peptidico en particular adecuado para fusionar las cadenas ligeras de
Fab de la primera y la segunda molécula Fab entre si es (G4S)2. Un conector peptidico ejemplar adecuado para
conectar las cadenas pesadas de Fab del primer y el segundo fragmentos Fab comprende la secuencia (D)-(G4S)2
(SEQ ID NO 11 y 12). Otro conector adecuado de este tipo comprende la secuencia (G4S)4. Adicionalmente, los
conectores pueden comprender (una porcidn de) una region bisagra de inmunoglobulina. En particular cuando una
molécula Fab se fusiona al extremo N de una subunidad del dominio Fc, se puede fusionar por medio de una region
bisagra de inmunoglobulina o una porcién de la misma, con o sin un conector peptidico adicional.

Una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T con un Unico resto de unién a antigeno
(tal como una molécula Fab) que se pude unir especificamente a un antigeno de célula diana (por ejemplo, como
se muestra en la figura 1A, D, G, H, K, L) es util, en particular en casos donde se espera internalizacion del antigeno
de célula diana después de la unién de un resto de unién a antigeno de alta afinidad. En dichos casos, la presencia
de méas de un resto de unién a antigeno especifico para el antigeno de célula diana puede potenciar la
internalizacion del antigeno de célula diana, reduciendo de este modo su disponibilidad.

En muchos otros casos, sin embargo, sera ventajoso tener una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprenda dos o mas restos de union a antigeno (tales como moléculas Fab)
especificos para un antigeno de célula diana (véanse los ejemplos mostrados en la figura 1B, 1C, 1E, 1F, 11, 1J,
1M o 1N), por ejemplo, para optimizar la direccidn hacia el sitio diana o para permitir la reticulacion de los antigenos
de células diana.

En consecuencia, en modos de realizacion particulares, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T de la invencién comprende ademas una tercera molécula Fab que se une especificamente a
p95HER2. En un modo de realizacién, la tercera molécula Fab es una molécula Fab convencional. En un modo de
realizacion, la tercera molécula Fab es idéntica a la primera molécula Fab (es decir, la primera y la tercera molécula
Fab comprenden las mismas secuencias de aminoacidos de la cadena pesada y ligera y tienen la misma
disposicién de dominios (es decir, convencional o entrecruzada)). De acuerdo con la invencion, la segunda
molécula Fab se une especificamente a CD3, y la primera y tercera molécula Fab se unen especificamente a
p95HER2.

En un modo de realizacion, la tercera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al
extremo N de la primera o segunda subunidad del dominio Fc.

En un modo de realizacién particular, la segunda y la tercera molécula Fab se fusionan cada una en el extremo C
de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc, y la primera molécula Fab
se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la segunda
molécula Fab. En un modo de realizacién especifico de este tipo, la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T consiste esencialmente en la primera, la segunda y la tercera molécula Fab, el dominio
Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad, y opcionalmente uno o mas conectores peptidicos, en
la que la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena
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pesada de Fab de la segunda molécula Fab, y la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de la primera subunidad del dominio Fc, y en la que la tercera molécula Fab se fusiona
en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la segunda subunidad del dominio Fc. Una
configuracion de este tipo se representa esquematicamente en la figura 1B y 1E (modos de realizacion particulares,
en los que la tercera molécula Fab es una molécula Fab convencional y preferentemente idéntica a la primera
molécula Fab), y la figura 11 y 1M (modos de realizacion alternativos, en los que la tercera molécula Fab es una
molécula Fab entrecruzada y preferentemente idéntica a la segunda molécula Fab). La segunda y la tercera
molécula Fab se pueden fusionar al dominio Fc directamente o a través de un conector peptidico. En un modo de
realizacién particular, la segunda y la tercera molécula Fab se fusionan cada una al dominio Fc a través de una
region bisagra de inmunoglobulina. En un modo de realizacién especifico, la region bisagra de inmunoglobulina es
una region bisagra de IgG1 humana, en particular donde el dominio Fc es un dominio Fc de IgG1. Opcionalmente,
la cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab y la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab se
pueden fusionar adicionalmente entre si.

En otro modo de realizacién, la primera y la tercera molécula Fab se fusionan cada una en el extremo C de la
cadena pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc, y la segunda molécula Fab se
fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la primera
molécula Fab. En un modo de realizacidon especifico de este tipo, la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T consiste esencialmente en la primera, la segunda y la tercera molécula Fab, el dominio
Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad, y opcionalmente uno o mas conectores peptidicos, en
la que la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena
pesada de Fab de la primera molécula Fab, y la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de la primera subunidad del dominio Fc, y en la que la tercera molécula Fab se fusiona
en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la segunda subunidad del dominio Fc. Una
configuracion de este tipo se representa esquematicamente en la figura 1C y 1F (modos de realizacién particulares,
en los que la tercera molécula Fab es una molécula Fab convencional y preferentemente idéntica a la primera
molécula Fab), y la figura 1J y 1N (modos de realizacion alternativos, en los que la tercera molécula Fab es una
molécula Fab entrecruzada y preferentemente idéntica a la segunda molécula Fab). La primera y la tercera
molécula Fab se pueden fusionar al dominio Fc directamente o a través de un conector peptidico. En un modo de
realizacién particular, la primera y la tercera molécula Fab se fusionan cada una al dominio Fc a través de una
region bisagra de inmunoglobulina. En un modo de realizacién especifico, la region bisagra de inmunoglobulina es
una region bisagra de IgG1 humana, en particular donde el dominio Fc es un dominio Fc de IgG1. Opcionalmente,
la cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab y la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab se
pueden fusionar adicionalmente entre si.

En configuraciones de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T en la que una
molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de cada una de las subunidades
del dominio Fc a través de regiones bisagra de inmunoglobulina, las dos moléculas Fab, las regiones bisagra y el
dominio Fc forman esencialmente una molécula de inmunoglobulina. En un modo de realizacién particular, la
molécula de inmunoglobulina es una inmunoglobulina de clase IgG. En un modo de realizacion incluso mas
particular, la inmunoglobulina es una inmunoglobulina de subclase IgG1. En otro modo de realizacion, la
inmunoglobulina es una inmunoglobulina de subclase IgGs. En otro modo de realizacién particular, la
inmunoglobulina es una inmunoglobulina humana. En otros modos de realizacién, la inmunoglobulina es una
inmunoglobulina quimérica o una inmunoglobulina humanizada.

En determinados modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencién comprende un polipéptido en el que la region variable de la cadena ligera de Fab de la
segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de la cadena pesada
de Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena pesada de Fab
entrecruzada, en la que la regién variable de la cadena pesada se reemplaza por una regién variable de la cadena
ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc (VL2)-CH1(2)-
CH2-CH3(-CH4)) y un polipéptido en el que la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc (VH1)-CH1(1)-CH2-CH3(-CH4)). En algunos
modos de realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas
un polipéptido en el que la regién variable de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con la regidon constante de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab
(VH@2)-CL2)) y el polipéptido de la cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab (VL)-CL1)). En determinados
modos de realizacion, los polipéptidos se unen covalentemente, por ejemplo, por un enlace disulfuro.

En determinados modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencion comprende un polipéptido en el que la region variable de la cadena pesada de Fab de la
segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de la cadena ligera
de Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena pesada de Fab
entrecruzada, en la que la regidn constante de la cadena pesada se reemplaza por una region constante de la
cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc
(VH(@2)-CL(2-CH2-CH3(-CH4)), y un polipéptido en el que la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab
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comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc (VH1)-CH1(1)-CH2-CH3(-CH4)).
En algunos modos de realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende ademas un polipéptido en el que la regién variable de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula
Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena pesada de Fab de la
segunda molécula Fab (VL2)-CH1(2)) y el polipéptido de la cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab (VL)-
CL(1)). En determinados modos de realizacion, los polipéptidos se unen covalentemente, por ejemplo, por un enlace
disulfuro.

En algunos modos de realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende un polipéptido en el que la regién variable de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena pesada de Fab de la segunda
molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena pesada de Fab entrecruzada, en la que
la region variable de la cadena pesada se reemplaza por una region variable de la cadena ligera), que a su vez
comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab, que a su
vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc (VL@2)-CH1(2-VH1)-CH1(1)-
CH2-CH3(-CH4)). En otros modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T comprende un polipéptido en el que la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con la region variable de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab que
a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de la cadena pesada de Fab de la
segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena pesada de Fab entrecruzada,
en la que la region variable de la cadena pesada se reemplaza por una region variable de la cadena ligera), que a
su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc (VH(1)-CH1(1)-VL2)-CH1(2)-
CH2-CH3(-CH4)).

En algunos de estos modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende ademas un polipéptido de la cadena ligera de Fab entrecruzada de la segunda molécula Fab, en la
que la region variable de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico
carboxiterminal con la region constante de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab (VH@)-CL2)) y el
polipéptido de la cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab (VLx)-CL(1)). En otros de estos modos de
realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un
polipéptido en el que la regién variable de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab
que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con el polipéptido de la cadena ligera de Fab de la
primera molécula Fab (VH@2)-CL2)-VL1)-CL(1)), 0 un polipéptido en el que el polipéptido de la cadena ligera de Fab
de la primera molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién variable de la cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la
region constante de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab (VL1)-CL(1)-VH@2)-CL(2)), segun sea
apropiado.

La molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con estos modos de realizacion
puede comprender ademas (i) un polipéptido de subunidad del dominio Fc (CH2-CH3(-CH4)), o (ii) un polipéptido
en el que la cadena pesada de Fab de una tercera molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con
una subunidad del dominio Fc (VH3)-CH1(3-CH2-CH3(-CH4)) y el polipéptido de la cadena ligera de Fab de una
tercera molécula Fab (VL@3)-CLs). En determinados modos de realizacion, los polipéptidos se unen
covalentemente, por ejemplo, por un enlace disulfuro.

En algunos modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende un polipéptido en el que la regién variable de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de la cadena ligera de Fab de la segunda
molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena pesada de Fab entrecruzada, en la que
la regién constante de la cadena pesada se reemplaza por una region constante de la cadena ligera), que a su vez
comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab, que a su
vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc (VH2)-CL2)-VH(1)-CH1(1)-CH2-
CH3(-CH4)). En otros modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T comprende un polipéptido en el que la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab comparte un enlace
peptidico carboxiterminal con la region variable de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab que a su
vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena ligera de Fab de la segunda
molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena pesada de Fab entrecruzada, en la que
la regién constante de la cadena pesada se reemplaza por una region constante de la cadena ligera), que a su vez
comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc (VH(1)-CH1(1)-VH2)-CL(2)-CH2-
CH3(-CH4)).

En algunos de estos modos de realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende ademas un polipéptido de la cadena ligera de Fab entrecruzada de la segunda molécula Fab, en el
que la region variable de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico
carboxiterminal con la regién constante de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab (VLi2)-CH1(2), y
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el polipéptido de la cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab (VL1)-CL1)). En otros de estos modos de
realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un
polipéptido en el que la region variable de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab comparte un enlace
peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab que a
su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con el polipéptido de la cadena ligera de Fab de la primera
molécula Fab (VL2)-CH1@)-VL1)-CL1)), 0 un polipéptido en el que el polipéptido de la cadena ligera de Fab de la
primera molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién variable de la cadena pesada de
Fab de la segunda molécula Fab que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante
de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab (VL1)-CL¢1)-VH2)-CL(2)), segun sea apropiado.

La molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con estos modos de realizacion
puede comprender ademas (i) un polipéptido de subunidad del dominio Fc (CH2-CH3(-CH4)), o (ii) un polipéptido
en el que la cadena pesada de Fab de una tercera molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con
una subunidad del dominio Fc (VH3)-CH1(3)-CH2-CH3(-CH4)) y el polipéptido de la cadena ligera de Fab de una
tercera molécula Fab (VL@3)-CLs). En determinados modos de realizacion, los polipéptidos se unen
covalentemente, por ejemplo, por un enlace disulfuro.

En algunos modos de realizacion, la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de
Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab. En determinados de dichos modos de
realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T no comprende un dominio Fc.
En determinados modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
consiste esencialmente en la primera y la segunda molécula Fab, y opcionalmente uno o mas conectores
peptidicos, en la que la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo
N de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab. Una configuracion de este tipo se representa
esquematicamente en las figuras 10y 1S.

En otros modos de realizacion, la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab
al extremo N de la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab. En determinados de dichos modos de
realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T no comprende un dominio Fc.
En determinados modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
consiste esencialmente en la primera y la segunda molécula Fab, y opcionalmente uno o mas conectores
peptidicos, en la que la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo
N de la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab. Una configuracion de este tipo se representa
esquematicamente en las figuras 1Py 1T.

En algunos modos de realizacién, la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de
Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab, y la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas una tercera molécula Fab, en la que dicha tercera
molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab
de la primera molécula Fab. En dichos modos de realizacion particulares, dicha tercera molécula Fab es una
molécula Fab convencional. En otros de dichos modos de realizacion, dicha tercera molécula Fab es una molécula
Fab entrecruzada como se describe en el presente documento, es decir, una molécula Fab en la que los dominios
variables VH y VL o los dominios constantes CL y CH1 de las cadenas pesada y ligera de Fab se
intercambian/reemplazan entre si. En determinados de dichos modos de realizacion, la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste esencialmente en la primera, la segunda y la tercera
molécula Fab, y opcionalmente uno o méas conectores peptidicos, en la que la primera molécula Fab se fusiona en
el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab,
y la tercera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena
pesada de Fab de la primera molécula Fab. Una configuracién de este tipo se representa esquematicamente en la
figura 1Q y 1U (modos de realizacion particulares, en los que la tercera molécula Fab es una molécula Fab
convencional y preferentemente idéntica a la primera molécula Fab).

En algunos modos de realizacién, la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de
Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab, y la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas una tercera molécula Fab, en la que dicha tercera
molécula Fab se fusiona en el extremo N de la cadena pesada de Fab al extremo C de la cadena pesada de Fab
de la segunda molécula Fab. En dichos modos de realizacién particulares, dicha tercera molécula Fab es una
molécula Fab entrecruzada como se describe en el presente documento, es decir, una molécula Fab en la que los
dominios variables VH y VL o los dominios constantes CH1 y CL de las cadenas pesada y ligera de Fab se
intercambian/reemplazan entre si. En otros de dichos modos de realizacion, dicha tercera molécula Fab es una
molécula Fab convencional. En determinados de dichos modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T consiste esencialmente en la primera, la segunda y la tercera molécula Fab,
y opcionalmente uno o mas conectores peptidicos, en la que la primera molécula Fab se fusiona en el extremo C
de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab, y la tercera
molécula Fab se fusiona en el extremo N de la cadena pesada de Fab al extremo C de la cadena pesada de Fab
de la segunda molécula Fab. Una configuracién de este tipo se representa esquematicamente en la figura 1W'y
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1Y (modos de realizacién particulares, en los que la tercera molécula Fab es una molécula Fab entrecruzada y
preferentemente idéntica a la segunda molécula Fab).

En algunos modos de realizacién, la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de
Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab, y la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas una tercera molécula Fab, en la que dicha tercera
molécula Fab se fusiona en el extremo N de la cadena pesada de Fab al extremo C de la cadena pesada de Fab
de la primera molécula Fab. En dichos modos de realizacion particulares, dicha tercera molécula Fab es una
molécula Fab convencional. En otros de dichos modos de realizacion, dicha tercera molécula Fab es una molécula
Fab entrecruzada como se describe en el presente documento, es decir, una molécula Fab en la que los dominios
variables VH y VL o los dominios constantes CH1 y CL de las cadenas pesada y ligera de Fab se
intercambian/reemplazan entre si. En determinados de dichos modos de realizacion, la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste esencialmente en la primera, la segunda y la tercera
molécula Fab, y opcionalmente uno o mas conectores peptidicos, en la que la segunda molécula Fab se fusiona
en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la primera molécula
Fab, y la tercera molécula Fab se fusiona en el extremo N de la cadena pesada de Fab al extremo C de la cadena
pesada de Fab de la primera molécula Fab. Una configuracién de este tipo se representa esquematicamente en la
figura 1R y 1V (modos de realizacidon particulares, en los que la tercera molécula Fab es una molécula Fab
convencional y preferentemente idéntica a la primera molécula Fab).

En algunos modos de realizacién, la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de
Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab, y la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas una tercera molécula Fab, en la que dicha tercera
molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab
de la segunda molécula Fab. En dichos modos de realizacién particulares, dicha tercera molécula Fab es una
molécula Fab entrecruzada como se describe en el presente documento, es decir, una molécula Fab en la que los
dominios variables VH y VL o los dominios constantes CH1 y CL de las cadenas pesada y ligera de Fab se
intercambian/reemplazan entre si. En otros de dichos modos de realizacion, dicha tercera molécula Fab es una
molécula Fab convencional. En determinados de dichos modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T consiste esencialmente en la primera, la segunda y la tercera molécula Fab,
y opcionalmente uno o mas conectores peptidicos, en la que la segunda molécula Fab se fusiona en el extremo C
de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab, y la tercera
molécula Fab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab
de la segunda molécula Fab. Una configuracién de este tipo se representa esquematicamente en la figura 1Xy 1Z
(modos de realizacién particulares, en los que la tercera molécula Fab es una molécula Fab entrecruzada y
preferentemente idéntica a la primera molécula Fab).

En determinados modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invenciéon comprende un polipéptido en el que la cadena pesada de Fab de la primera molécula
Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region variable de la cadena ligera de Fab de la segunda
molécula Fab, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena pesada
de Fab entrecruzada, en la que la regién variable de la cadena pesada se reemplaza por una region variable de la
cadena ligera) (VH¢1)-CH1(1)-VL2)-CH12)). En algunos modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un polipéptido en el que la region variable de la cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante
de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab (VH@2)-CL(2)) y el polipéptido de la cadena ligera de Fab de
la primera molécula Fab (VL1)-CL(1)).

En determinados modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencién comprende un polipéptido en el que la region variable de la cadena ligera de Fab de la
segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena pesada
de Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena pesada de Fab
entrecruzada, en la que la region variable de la cadena pesada se reemplaza por una region variable de la cadena
ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la cadena pesada de Fab de la primera
molécula Fab (VL@)-CH12)-VH1)-CH1(1)). En algunos modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un polipéptido en el que la region variable de la cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante
de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab (VH@2)-CL(2)) y el polipéptido de la cadena ligera de Fab de
la primera molécula Fab (VL1)-CL1)).

En determinados modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencion comprende un polipéptido en el que la region variable de la cadena pesada de Fab de la
segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena ligera
de Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena pesada de Fab
entrecruzada, en la que la regidn constante de la cadena pesada se reemplaza por una regién constante de la
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cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la cadena pesada de Fab de la
primera molécula Fab (VH@)-CL2)-VH1)-CH1(1)). En algunos modos de realizacion, la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un polipéptido en el que la region variable de la cadena
ligera de Fab de la segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regiéon constante
de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab (VL2)-CH1(2)) y el polipéptido de la cadena ligera de Fab
de la primera molécula Fab (VL1)-CL1)).

En determinados modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencién comprende un polipéptido en el que la cadena pesada de Fab de una tercera molécula
Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab, que
a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién variable de la cadena ligera de Fab de la
segunda molécula Fab, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de la
cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena
pesada de Fab entrecruzada, en la que la region variable de la cadena pesada se reemplaza por una region
variable de la cadena ligera) (VH3)-CH1(3)-VH(1)-CH1(1)-VL(2)-CH1(2)). En algunos modos de realizacién, la molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un polipéptido en el que la regioén
variable de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal
con la region constante de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab (VH2)-CL2)) y el polipéptido de la
cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab (VL(1)-CL1)). En algunos modos de realizacion, la molécula de
unioén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas el polipéptido de la cadena ligera de
Fab de una tercera molécula Fab (VL3)-CL3)).

En determinados modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencién comprende un polipéptido en el que la cadena pesada de Fab de una tercera molécula
Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la cadena pesada de Fab de la primera molécula Fab, que
a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién variable de la cadena pesada de Fab de la
segunda molécula Fab, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regidn constante de la
cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena
pesada de Fab entrecruzada, en la que la region constante de la cadena pesada se reemplaza por una region
constante de la cadena ligera) (VH@3)-CH1(3)-VH1)-CH1(1)-VH2)-CL(2)). En algunos modos de realizacion, la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un polipéptido en el que
la region variable de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico
carboxiterminal con la region constante de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab (VL2)-CH12)) y
el polipéptido de la cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab (VL1)-CL1)). En algunos modos de realizacion,
la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas el polipéptido de la
cadena ligera de Fab de una tercera molécula Fab (VL3)-CL@3)).

En determinados modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencién comprende un polipéptido en el que la region variable de la cadena ligera de Fab de la
segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena pesada
de Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena pesada de Fab
entrecruzada, en la que la regién variable de la cadena pesada se reemplaza por una regién variable de la cadena
ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la cadena pesada de Fab de la primera
molécula Fab, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la cadena pesada de Fab de una
tercera molécula Fab (VL@2)-CH12)-VH1)-CH1(1)-VH(3)-CH1(3)). En algunos modos de realizacién, la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un polipéptido en el que la region
variable de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal
con la region constante de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab (VH2)-CL2)) y el polipéptido de la
cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab (VL(1)-CL1)). En algunos modos de realizacion, la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas el polipéptido de la cadena ligera de
Fab de una tercera molécula Fab (VL3)-CL3)).

En determinados modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencion comprende un polipéptido en el que la region variable de la cadena pesada de Fab de la
segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de la cadena ligera
de Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena pesada de Fab
entrecruzada, en la que la region constante de la cadena pesada se reemplaza por una regién constante de la
cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la cadena pesada de Fab de la
primera molécula Fab, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la cadena pesada de Fab
de una tercera molécula Fab (VH@)-CL2)-VH1)-CH1(1)-VH3)-CH1(3)). En algunos modos de realizacion, la molécula
de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un polipéptido en el que la region
variable de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con
la region constante de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab (VLi2-CH1(2)) y el polipéptido de la
cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab (VL(1)-CL1)). En algunos modos de realizacion, la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas el polipéptido de la cadena ligera de
Fab de una tercera molécula Fab (VL3)-CL3)).
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En determinados modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencion comprende un polipéptido en el que la cadena pesada de Fab de la primera molécula
Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region variable de la cadena ligera de Fab de la segunda
molécula Fab, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena pesada
de Fab entrecruzada, en la que la regién variable de la cadena pesada se reemplaza por una region variable de la
cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region variable de la cadena
ligera de Fab de una tercera molécula Fab, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la
region constante de la cadena pesada de Fab de una tercera molécula Fab (es decir, la tercera molécula Fab
comprende una cadena pesada de Fab entrecruzada, en la que la region variable de la cadena pesada se
reemplaza por una region variable de la cadena ligera) (VH1)-CH1(1)-VL2-CH1(2-VL3-CH13)). En algunos modos
de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un
polipéptido en el que la regién variable de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con la regiéon constante de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab
(VH@2)-CL2)) y el polipéptido de la cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab (VL1)-CL(1)). En algunos modos
de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un
polipéptido en el que la regién variable de la cadena pesada de Fab de una tercera molécula Fab comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de la cadena ligera de Fab de una tercera molécula Fab
(VH@3)-CL3)).

En determinados modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invenciéon comprende un polipéptido en el que la cadena pesada de Fab de la primera molécula
Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region variable de la cadena pesada de Fab de la segunda
molécula Fab, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena
ligera de Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena pesada de
Fab entrecruzada, en la que la regién constante de la cadena pesada se reemplaza por una regiéon constante de
la cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién variable de la cadena
pesada de Fab de una tercera molécula Fab, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la
region constante de la cadena ligera de Fab de una tercera molécula Fab (es decir, la tercera molécula Fab
comprende una cadena pesada de Fab entrecruzada, en la que la regién constante de la cadena pesada se
reemplaza por una region constante de la cadena ligera) (VH(1)-CH1(1)-VH(2)-CL2)-VH3)-CL(3)). En algunos modos
de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un
polipéptido en el que la region variable de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab comparte un enlace
peptidico carboxiterminal con la regién constante de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab (VL)-
CH1(2)) y el polipéptido de la cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab (VL1)-CL1)). En algunos modos de
realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un
polipéptido en el que la region variable de la cadena ligera de Fab de una tercera molécula Fab comparte un enlace
peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena pesada de Fab de una tercera molécula Fab (VL)
CH1(3)).

En determinados modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de
acuerdo con la invencidon comprende un polipéptido en el que la regién variable de la cadena ligera de Fab de una
tercera molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena pesada
de Fab de una tercera molécula Fab (es decir, la tercera molécula Fab comprende una cadena pesada de Fab
entrecruzada, en la que la region variable de la cadena pesada se reemplaza por una region variable de la cadena
ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region variable de la cadena ligera de
Fab de la segunda molécula Fab, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién
constante de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende
una cadena pesada de Fab entrecruzada, en la que la region variable de la cadena pesada se reemplaza por una
region variable de la cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la cadena
pesada de Fab de la primera molécula Fab (VL)-CH1(3)-VL2)-CH12-VH#1)-CH1(1)). En algunos modos de
realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un
polipéptido en el que la regién variable de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con la regiéon constante de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab
(VH@2)-CL(2)) y el polipéptido de la cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab (VL1)-CL(1)). En algunos modos
de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un
polipéptido en el que la regién variable de la cadena pesada de Fab de una tercera molécula Fab comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de la cadena ligera de Fab de una tercera molécula Fab
(VH@)-CL(3)).

En determinados modos de realizacion, la unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con
la invencién comprende un polipéptido en el que la region variable de la cadena pesada de Fab de una tercera
molécula Fab comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena ligera de Fab de
una tercera molécula Fab (es decir, la tercera molécula Fab comprende una cadena pesada de Fab entrecruzada,
en la que la regién constante de la cadena pesada se reemplaza por una regiéon constante de la cadena ligera),
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que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region variable de la cadena pesada de Fab de
la segunda molécula Fab, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de
la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la segunda molécula Fab comprende una cadena
pesada de Fab entrecruzada, en la que la region constante de la cadena pesada se reemplaza por una region
constante de la cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la cadena pesada
de Fab de la primera molécula Fab (VH@3)-CL(3)-VH@2)-CL(2)-VH(1)-CH1(1)). En algunos modos de realizacion, la
molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un polipéptido en el que
la region variable de la cadena ligera de Fab de la segunda molécula Fab comparte un enlace peptidico
carboxiterminal con la region constante de la cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fab (VL2)-CH12)) y
el polipéptido de la cadena ligera de Fab de la primera molécula Fab (VL1)-CL1)). En algunos modos de realizacion,
la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un polipéptido en el
que la region variable de la cadena ligera de Fab de una tercera molécula Fab comparte un enlace peptidico
carboxiterminal con la regién constante de la cadena pesada de Fab de una tercera molécula Fab (VL3)-CH1(3)).

De acuerdo con cualquiera de los modos de realizacién anteriores, los componentes de la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T (por ejemplo, moléculas Fab, dominio Fc) se pueden fusionar
directamente o a través de diversos conectores, en particular conectores peptidicos que comprenden uno o mas
aminoacidos, tipicamente aproximadamente 2-20 aminoacidos, que se describen en el presente documento o son
conocidos en la técnica. Los conectores peptidicos no inmunogénicos adecuados incluyen, por ejemplo, los
conectores peptidicos (GaS)n, (SGa)n, (GaS)n 0 Ga(SGa)n, en los que n es en general un numero entero de 1 a 10,
tipicamente de 2 a 4.

Dominio Fc

El dominio Fc de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste en un par de
cadenas polipeptidicas que comprenden dominios de la cadena pesada de una molécula de inmunoglobulina. Por
ejemplo, el dominio Fc de una molécula de inmunoglobulina G (IgG) es un dimero, del que cada subunidad
comprende los dominios constantes de la cadena pesada de IgG CH2 y CH3. Las dos subunidades del dominio
Fc se pueden asociar de forma estable entre si. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion comprende no mas de un dominio Fc.

En un modo de realizacion de acuerdo con la invencion, el dominio Fc de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T es un dominio Fc de IgG. En un modo de realizacién particular, el dominio
Fc es un dominio Fc de IgG1. En otro modo de realizacién, el dominio Fc es un dominio Fc de IgGs. En un modo
de realizacion mas especifico, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG4 que comprende una sustitucion aminoacidica
en la posicion S228 (numeracioén del indice EU de Kabat), en particular la sustitucion aminoacidica S228P. Esta
sustitucion aminoacidica reduce el intercambio en el brazo Fab in vivo de los anticuerpos IgGs (véase Stubenrauch
et al., Drug Metabolism and Disposition 38, 84-91 (2010)). En otro modo de realizacion particular, el dominio Fc es
un dominio Fc humano. En un modo de realizacion incluso mas particular, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG1
humana. Una secuencia ejemplar de una region Fc de IgG1 humana se da en SEQ ID NO: 13.

Modificaciones en el dominio Fc que promueven la heterodimerizacion

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de acuerdo con la invencion
comprenden diferentes restos de unién a antigeno, que se pueden fusionar a una o a la otra de las dos subunidades
del dominio Fc, por tanto las dos subunidades del dominio Fc estan tipicamente comprendidas en dos cadenas
polipeptidicas no idénticas. La coexpresion recombinante de estos polipéptidos y la posterior dimerizacién dan
lugar a varias combinaciones posibles de los dos polipéptidos. Para mejorar el rendimiento y la pureza de las
moléculas de uniéon a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T en produccién recombinante, sera
ventajoso, por tanto, introducir en el dominio Fc de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T una modificacidon que promueva la asociacion de los polipéptidos deseados.

En consecuencia, en modos de realizaciéon particulares, el dominio Fc de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la invencion comprende una modificacién que promueve la
asociacion de la primera y la segunda subunidad del dominio Fc. El sitio de interaccion proteina-proteina mas
extensa entre las dos subunidades de un dominio Fc de IgG humana es en el dominio CH3 del dominio Fc. Por
tanto, en un modo de realizacion, dicha modificacion esta en el dominio CH3 del dominio Fc.

Existen varios enfoques para las modificaciones en el dominio CH3 del dominio Fc para garantizar la
heterodimerizacion, que se describen bien, por ejemplo, en los documentos WO 96/27011, WO 98/050431, EP
1870459, WO 2007/110205, WO 2007/147901, WO 2009/089004, WO 2010/129304, WO 2011/90754, WO
2011/143545, WO 2012058768, WO 2013157954, WO 2013096291. Tipicamente, en todos de dichos enfoques,
el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc y el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc
se genomanipulan ambos de manera complementaria de modo que cada dominio CH3 (o la cadena pesada que
lo comprende) ya no se puede homodimerizar consigo mismo sino que se fuerza a heterodimerizarse con el otro
dominio CH3 genomanipulado de forma complementaria (de modo que el primer y segundo dominio CH3 se
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heterodimerizan y no se forman homodimeros entre los dos primeros o los dos segundos dominios CH3). Estos
diferentes enfoques para una heterodimerizacion de la cadena pesada mejorada se contemplan como diferentes
alternativas en combinacion con las modificaciones de la cadena pesada-ligera (intercambio/reemplazo de VH y
VL en un brazo de union y la introduccion de sustituciones de aminoacidos cargados con cargas opuestas en la
interfase CH1/CL) en la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la
invencion lo que reduce el emparejamiento incorrecto de la cadena ligera y los productos secundarios de tipo
Bence Jones.

En un modo de realizacion especifico, dicha modificacion que promueve la asociacion de la primera y la segunda
subunidad del dominio Fc es una modificacién denominada "botén en ojal", que comprende una modificaciéon de
"boton" en una de las dos subunidades del dominio Fc y una modificacion de "ojal" en la otra de las dos subunidades
del dominio Fc.

La tecnologia de botdn en ojal se describe, por ejemplo, en los documentos US 5.731.168; US 7.695.936; Ridgway
et al., Prot Eng 9, 617-621 (1996) y Carter, J Immunol Meth 248, 715 (2001). En general, el procedimiento implica
introducir una protuberancia ("botén") en la interfase de un primer polipéptido y una correspondiente cavidad ("ojal")
en la interfase de un segundo polipéptido, de modo que la protuberancia se puede situar en la cavidad para
promover la formacién de heterodimeros y dificultar la formacion de homodimeros. Las protuberancias se
construyen reemplazando cadenas laterales de aminoacidos pequefias de la interfase del primer polipéptido por
cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean cavidades compensadoras de tamafo
idéntico o similar a las protuberancias en la interfase del segundo polipéptido reemplazando cadenas laterales de
aminoacido grandes por otras mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina).

En consecuencia, en un modo de realizacion particular, en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc
de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se reemplaza un residuo aminoacidico
por un residuo aminoacidico que tiene un volumen de cadena lateral mas grande, generando de este modo una
protuberancia dentro del dominio CH3 de la primera subunidad que se puede situar en una cavidad dentro del
dominio CH3 de la segunda subunidad, y en el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza
un residuo aminoacidico por un residuo aminoacidico que tiene un volumen de cadena lateral mas pequefo,
generando de este modo una cavidad dentro del dominio CH3 de la segunda subunidad dentro de la que se puede
situar la protuberancia dentro del dominio CH3 de la primera subunidad.

Preferentemente, dicho residuo aminoacidico que tiene un volumen de cadena lateral mas grande se selecciona
del grupo que consiste en arginina (R), fenilalanina (F), tirosina (Y) y triptéfano (W).

Preferentemente, dicho residuo aminoacidico que tiene un volumen de cadena lateral mas pequeiio se selecciona
del grupo que consiste en alanina (A), serina (S), treonina (T) y valina (V).

La protuberancia y la cavidad se pueden realizar alterando el acido nucleico que codifica los polipéptidos, por
ejemplo, por mutagénesis especifica de sitio o por sintesis peptidica.

En un modo de realizacion especifico, en (el dominio CH3 de) la primera subunidad del dominio Fc (la subunidad
"botones") se reemplaza el residuo de treonina en la posicion 366 por un residuo de triptéfano (T366W), y en (el
dominio CH3 de) la segunda subunidad del dominio Fc (la subunidad "ojal") se reemplaza el residuo de tirosina en
la posicién 407 por un residuo de valina (Y407V). En un modo de realizacion, en la segunda subunidad del dominio
Fc adicionalmente se reemplaza el residuo de treonina en la posicion 366 por un residuo de serina (T366S) y se
reemplaza el residuo de leucina en la posiciéon 368 por un residuo de alanina (L368A) (numeraciones de acuerdo
con el indice EU de Kabat).

Aun en otro modo de realizacion, en la primera subunidad del dominio Fc, adicionalmente se reemplaza el residuo
de serina en la posicién 354 por un residuo de cisteina (S354C) o se reemplaza el residuo de acido glutamico en
la posicién 356 por un residuo de cisteina (E356C) (en particular el residuo de serina en la posicion 354 se
reemplaza por un residuo de cisteina), y en la segunda subunidad del dominio Fc, adicionalmente se reemplaza el
residuo de tirosina en la posicion 349 por un residuo de cisteina (Y349C) (numeraciones de acuerdo con el indice
EU de Kabat). La introduccion de estos dos residuos de cisteina da como resultado la formaciéon de un puente
disulfuro entre las dos subunidades del dominio Fc, estabilizando ademas el dimero (Carter, J Immunol Methods
248, 715 (2001)).

En un modo de realizaciéon particular, la primera subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones
aminoacidicas S354C y T366W, y la segunda subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones
aminoacidicas Y349C, T366S, L368A e Y407V (numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En un modo de realizacién particular, la molécula Fab que se une especificamente a un antigeno activador de
linfocitos T se fusiona (opcionalmente por medio de una molécula Fab que se une especificamente a un antigeno
de célula diana) a la primera subunidad del dominio Fc (que comprende la modificacién "botén"). Sin quedar
vinculado a ninguna teoria, la fusiéon de la molécula Fab que une especificamente un antigeno activador de
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linfocitos T a la subunidad que contiene un botén del dominio Fc minimizara (ademas) la generacién de moléculas
de unién a antigeno que comprenden dos moléculas Fab que se unen a un antigeno activador de linfocitos T
(impedimento estérico de dos polipéptidos que contienen boton).

Otras técnicas de modificacién de CH3 para garantizar la heterodimerizacién se contemplan como alternativas y
se describen, por ejemplo, en los documentos WO 96/27011, WO 98/050431, EP 1870459, WO 2007/110205, WO
2007/147901, WO 2009/089004, WO 2010/129304, WO 2011/90754, WO 2011/143545, WO 2012/058768, WO
2013/157954, WO 2013/096291.

En un modo de realizacion, el enfoque de heterodimerizacion descrito en el documento EP 1870459 A1, se usa de
forma alternativa. Este enfoque se basa en la introduccién de aminoacidos cargados con cargas opuestas en
posiciones aminoacidicas especificas en la interfase CH3/dominio CH3 entre las dos subunidades del dominio Fc.
Un modo de realizacion preferente son las mutaciones aminoacidicas R409D; K370E en uno de los dos dominios
CH3 (del dominio Fc) y las mutaciones aminoacidicas D399K; E357K en el otro de los dominios CH3 del dominio
Fc (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En otro modo de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion
comprende la mutacién aminoacidica T366W en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc y las
mutaciones aminoacidicas T366S, L368A, Y407V en el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc, y
adicionalmente las mutaciones aminoacidicas R409D; K370E en el dominio CH3 de la primera subunidad del
dominio Fcy las mutaciones aminoacidicas D399K; E357K en el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio
Fc (numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En otro modo de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion
comprende las mutaciones aminoacidicas S354C, T366W en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio
Fc y las mutaciones aminoacidicas Y349C, T366S, L368A, Y407V en el dominio CH3 de la segunda subunidad del
dominio Fc, o dicha molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende las mutaciones
aminoacidicas Y349C, T366W en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc y las mutaciones
aminoacidicas S354C, T366S, L368A, Y407V en los dominios CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc y
adicionalmente las mutaciones aminoacidicas R409D; K370E en el dominio CH3 de la primera subunidad del
dominio Fcy las mutaciones aminoacidicas D399K; E357K en el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio
Fc (todas las numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En un modo de realizacién, el enfoque de heterodimerizacion descrito en el documento WO 2013/157953 se usa
de forma alternativa. En un modo de realizacién, un primer dominio CH3 comprende la mutacién aminoacidica
T366K y un segundo dominio CH3 comprende la mutacion aminoacidica L351D (numeraciones de acuerdo con el
indice EU de Kabat). En otro modo de realizacion, el primer dominio CH3 comprende otra mutacién aminoacidica
L351K. En otro modo de realizacion, el segundo dominio CH3 comprende otra mutacién aminoacidica seleccionada
de Y349E, Y349D y L368E (preferentemente L368E) (numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En un modo de realizacién, el enfoque de heterodimerizacion descrito en el documento WO 2012/058768 se usa
de forma alternativa. En un modo de realizacién, un primer dominio CH3 comprende las mutaciones aminoacidicas
L351Y, Y407A y un segundo dominio CH3 comprende las mutaciones aminoacidicas T366A, K409F. En otro modo
de realizacion, el segundo dominio CH3 comprende otra mutacién aminoacidica en la posicion T411, D399, S400,
F405, N390 o K392, por ejemplo, seleccionada de a) T411N, T411R, T411Q, T411K, T411D, T411E o T411W, b)
D399R, D399W, D399Y o D399K, c) S400E, S400D, S400R o S400K, d) F405I, F405M, F405T, F405S, F405V o
F405W, e) N390R, N390K o N390D, f) K392V, K392M, K392R, K392L, K392F o K392E (numeraciones de acuerdo
con el indice EU de Kabat). En otro modo de realizacion, un primer dominio CH3 comprende las mutaciones
aminoacidicas L351Y, Y407A y un segundo dominio CH3 comprende las mutaciones aminoacidicas T366V,
K409F. En otro modo de realizacién, un primer dominio CH3 comprende la mutacién aminoacidica Y407A y un
segundo dominio CH3 comprende las mutaciones aminoacidicas T366A, K409F. En otro modo de realizacion, el
segundo dominio CH3 comprende ademas las mutaciones aminoacidicas R392E, T411E, D399R y S400R
(numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En un modo de realizacién, el enfoque de heterodimerizacion descrito en el documento WO 2011/143545 se usa
de forma alternativa, por ejemplo, con la modificacion aminoacidica en una posiciéon seleccionada del grupo que
consiste en 368 y 409 (numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En un modo de realizacioén, el enfoque de heterodimerizacion descrito en el documento WO 2011/090762, que
también usa la tecnologia de botones en ojales descrita anteriormente, se usa de forma alternativa. En un modo
de realizacién, un primer dominio CH3 comprende la mutacién aminoacidica T366W y un segundo dominio CH3
comprende la mutacion aminoacidica Y407A. En un modo de realizacién, un primer dominio CH3 comprende la
mutacion aminoacidica T366Y y un segundo dominio CH3 comprende la mutacion aminoacidica Y407T
(numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o su dominio Fc
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es de la subclase IgG2 y el enfoque de heterodimerizacion descrito en el documento WO 2010/129304 se usa de
forma alternativa.

En un modo de realizacién alternativo, una modificacién que promueve la asociacién de la primera y la segunda
subunidad del dominio Fc comprende una modificacion que media en los efectos de conduccion electrostatica, por
ejemplo, como se describe en la publicacion PCT n.° WO 2009/089004. En general, este procedimiento implica el
reemplazo de uno o mas residuos aminoacidicos en la interfase de las dos subunidades del dominio Fc por
residuos aminoacidicos cargados de modo que la formacion de homodimeros se vuelve electrostaticamente
desfavorable pero la heterodimerizacion electrostaticamente favorable. En un modo de realizacién de este tipo, un
primer dominio CH3 comprende la sustitucion aminoacidica de K392 o N392 con un aminoacido cargado
negativamente (por ejemplo, acido glutdmico (E), o acido aspartico (D), preferentemente K392D o N392D) y un
segundo dominio CH3 comprende la sustitucién aminoacidica de D399, E356, D356 o E357 con un aminoacido
cargado positivamente (por ejemplo, lisina (K) o arginina (R), preferentemente D399K, E356K, D356K o E357K, y
mas preferentemente D399K y E356K). En otro modo de realizacion, el primer dominio CH3 comprende ademés
la sustitucion aminoacidica de K409 o K409 con un aminoacido cargado negativamente (por ejemplo, &cido
glutamico (E), o acido aspartico (D), preferentemente K409D o K409D). En otro modo de realizacion, el primer
dominio CH3 comprende ademas o de forma alternativa la sustitucion aminoacidica de K439 y/o K370 con un
aminoacido cargado negativamente (por ejemplo, acido glutamico (E), o acido aspartico (D)) (todas las
numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat).

Aun en otro modo de realizacion, el enfoque de heterodimerizacion descrito en el documento WO 2007/147901 se
usa de forma alternativa. En un modo de realizacion, un primer dominio CH3 comprende las mutaciones
aminoacidicas K253E, D282K y K322D y un segundo dominio CH3 comprende las mutaciones aminoacidicas
D239K, E240K y K292D (numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat).

Todavia en otro modo de realizacion, el enfoque de heterodimerizacién descrito en el documento WO 2007/110205
se puede usar de forma alternativa.

En un modo de realizacién, la primera subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones aminoacidicas K392D
y K409D, y la segunda subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones aminoacidicas D356K y D399K
(numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat).

Modificaciones en el dominio Fc que reducen la unién al receptor Fc y/o la funcion efectora

El dominio Fc confiere a la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T propiedades
farmacocinéticas favorables, incluyendo una semivida en suero larga que contribuye a una buena acumulacién en
el tejido diana y una proporcion de distribucion tejido-sangre favorable. Al mismo tiempo, sin embargo, puede dar
lugar a la direccion indeseable de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T hacia
células que expresan receptores Fc en lugar de a las células portadoras de antigenos preferentes. Ademas, la
coactivacion de las vias de sefializacion del receptor Fc puede dar lugar a la liberacién de citocinas lo que, en
combinacion con las propiedades activadoras de linfocitos T y la semivida larga de la molécula de unién a antigeno,
da como resultado una activacién excesiva de receptores de citocinas y efectos secundarios graves tras la
administracion sistémica. La activacion de células inmunitarias (portadoras del receptor Fc) distintas de linfocitos
T incluso puede reducir la eficacia de la molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T debido
a la destruccion potencial de linfocitos T, por ejemplo, por linfocitos NK.

En consecuencia, en modos de realizacidon particulares, el dominio Fc de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la invencién presenta una afinidad de unién reducida por un
receptor Fc y/o funcion efectora reducida, en comparacion con un dominio Fc de 1gG+ natural. En un modo de
realizacién de este tipo, el dominio Fc (o la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
que comprende dicho dominio Fc) presenta menos de un 50 %, preferentemente menos de un 20 %, mas
preferentemente menos de un 10 % y lo mas preferentemente menos de un 5 % de la afinidad de union por un
receptor Fc, en comparacion con un dominio Fc de IgG+ natural (o una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende un dominio Fc de IgG+ natural), y/o menos de un 50 %, preferentemente
menos de un 20 %, mas preferentemente menos de un 10 % y lo més preferentemente menos de un 5 % de la
funcion efectora, en comparaciéon con un dominio Fc de IgG1 natural (0 una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T que comprende un dominio Fc de IgG1 natural). En un modo de realizacion,
el dominio Fc (o la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende dicho
dominio Fc) no se une sustancialmente a un receptor Fc y/o induce funciéon efectora. En un modo de realizacion
particular, el receptor Fc es un receptor Fcy. En un modo de realizacion, el receptor Fc es un receptor Fc humano.
En un modo de realizacion, el receptor Fc es un receptor Fc activador. En un modo de realizacion especifico, el
receptor Fc es un receptor Fcy humano activador, mas especificamente FcyRllla, FcyRI o FcyRIla humano, lo méas
especificamente FcyRllla humano. En un modo de realizacion, la funcién efectora es una o mas seleccionada del
grupo de CDC, ADCC, ADCP y secrecion de citocinas. En un modo de realizacion particular, la funcion efectora
es ADCC. En un modo de realizacion, el dominio Fc presenta una afinidad de unién sustancialmente similar al
receptor Fc neonatal (FcRn) en comparaciéon con un dominio Fc de IgGs natural. Se logra una unidn
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sustancialmente similar a FcRn cuando el dominio Fc (o la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T que comprende dicho dominio Fc) presenta mas de aproximadamente un 70 %, en particular mas
de aproximadamente un 80 %, mas en particular mas de aproximadamente un 90 % de la afinidad de unién de un
dominio Fc de IgG1 natural (o la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende
un dominio Fc de IgG1 natural) por FcRn.

En determinados modos de realizacién, el dominio Fc se genomanipula para tener afinidad de unién reducida por
un receptor Fc y/o funcion efectora reducida, en comparacién con un dominio Fc no genomanipulado. En modos
de realizacioén particulares, el dominio Fc de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T comprende una o0 mas mutaciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién del dominio Fc por un receptor
Fc y/o funcion efectora. Tipicamente, la misma una o mas mutaciones aminoacidicas estan presentes en cada una
de las dos subunidades del dominio Fc. En un modo de realizacion, la mutacion aminoacidica reduce la afinidad
de unién del dominio Fc por un receptor Fc. En un modo de realizacién, la mutacién aminoacidica reduce la afinidad
de unién del dominio Fc por un receptor Fc en al menos 2 veces, al menos 5 veces o al menos 10 veces. En modos
de realizacion donde existe mas de una mutacién aminoacidica que reduce la afinidad de unién del dominio Fc por
el receptor Fc, la combinacion de estas mutaciones aminoacidicas puede reducir la afinidad de unién del dominio
Fc por un receptor Fc en al menos 10 veces, al menos 20 veces o incluso al menos 50 veces. En un modo de
realizacioén, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende un dominio Fc
genomanipulado presenta menos de un 20 %, en particular menos de un 10 %, mas en particular menos de un
5 % de la afinidad de unién por un receptor Fc en comparacion con una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende un dominio Fc no genomanipulado. En un modo de realizacion particular,
el receptor Fc es un receptor Fcy. En algunos modos de realizacién, el receptor Fc es un receptor Fc humano. En
algunos modos de realizacion, el receptor Fc es un receptor Fc activador. En un modo de realizacion especifico,
el receptor Fc es un receptor Fcy humano activador, mas especificamente FcyRllla, FcyRI o FcyRlla humano, lo
mas especificamente FcyRlIlla humano. Preferentemente, se reduce la unién a cada uno de estos receptores. En
algunos modos de realizacién también se reduce la afinidad de unién por un componente del complemento,
especificamente la afinidad de unién por C1qg. En un modo de realizacion, no se reduce la afinidad de unién por el
receptor Fc neonatal (FcRn). La union sustancialmente similar a FcRn, es decir, la conservacion de la afinidad de
union del dominio Fc por dicho receptor, se logra cuando el dominio Fc (o la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T que comprende dicho dominio Fc) presenta méas de aproximadamente un
70 % de la afinidad de unidon de una forma no genomanipulada del dominio Fc (o la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T que comprende dicha forma no genomanipulada del dominio Fc) por FcRn.
El dominio Fc, o las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion que
comprenden dicho dominio Fc, pueden presentar mas de aproximadamente un 80 % e incluso mas de
aproximadamente un 90 % de dicha afinidad. En determinados modos de realizacién, el dominio Fc de la molécula
de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se genomanipula para tener funcién efectora reducida,
en comparacion con un dominio Fc no genomanipulado. La funcion efectora reducida puede incluir, pero no se
limita a, una o0 mas de las siguientes: citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) reducida, citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC) reducida, fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP)
reducida, secrecion de citocinas reducida, captacion de antigenos mediada por inmunocomplejos por células
presentadoras de antigenos reducida, unién a linfocitos NK reducida, unién a macréfagos reducida, union a
monocitos reducida, unién a células polimorfonucleares reducida, sefalizacion directa que induce apoptosis
reducida, reticulacion de anticuerpos unidos a diana reducida, maduracion de células dendriticas reducida o
activacion de linfocitos T reducida. En un modo de realizacién, la funcidon efectora reducida es una o mas
seleccionadas del grupo de CDC reducida, ADCC reducida, ADCP reducida y secrecion de citocinas reducida. En
un modo de realizacion particular, la funcidn efectora reducida es ADCC reducida. En un modo de realizacion, la
ADCC reducida es menor de un 20 % de la ADCC inducida por un dominio Fc no genomanipulado (o una molécula
de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende un dominio Fc no genomanipulado).

En un modo de realizacién, la mutaciéon aminoacidica que reduce la afinidad de unién del dominio Fc por un
receptor Fc y/o funcion efectora es una sustitucion aminoacidica. En un modo de realizacién, el dominio Fc
comprende una sustitucion aminoacidica en una posicion seleccionada del grupo de E233, L234, L235, N297,
P331 y P329 (numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat). En un modo de realizacion mas especifico, el
dominio Fc comprende una sustitucién aminoacidica en una posicion seleccionada del grupo de L234, L235y P329
(numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat). En algunos modos de realizacion, el dominio Fc comprende
las sustituciones aminoacidicas L234A y L235A (numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat). En un
modo de realizacion de este tipo, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG1, en particular un dominio Fc de IgG1
humana. En un modo de realizacién, el dominio Fc comprende una sustitucién aminoacidica en la posicién P329.
En un modo de realizacién mas especifico, la sustitucién aminoacidica es P329A o P329G, en particular P329G
(numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat). En un modo de realizacion, el dominio Fc comprende una
sustitucion aminoacidica en la posicion P329 y otra sustitucion aminoacidica en una posiciéon seleccionada de
E233, L234, L235, N297 y P331 (numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat). En un modo de realizacion
mas especifico, la otra sustituciéon aminoacidica es E233P, L234A, L235A, L235E, N297A, N297D o P331S. En
modos de realizacion particulares, el dominio Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones P329,
L234 y L235 (numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat). En modos de realizacion mas particulares, el
dominio Fc comprende las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G ("P329G LALA", "PGLALA" o
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"LALAPG"). Especificamente, en modos de realizacién particulares, cada subunidad del dominio Fc comprende
las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G (numeracién del indice EU de Kabat), es decir, en cada
una de la primera y la segunda subunidad del dominio Fc, se reemplaza el residuo de leucina en la posicion 234
por un residuo de alanina (L234A), se reemplaza el residuo de leucina en la posicién 235 por un residuo de alanina
(L235A) y se reemplaza el residuo de prolina en la posicion 329 por un residuo de glicina (P329G) (numeracion de
acuerdo con el indice EU de Kabat). En un modo de realizacion de este tipo, el dominio Fc es un dominio Fc de
IgG+1, en particular un dominio Fc de IgG1 humana. La combinacién "P329G LALA" de sustituciones aminoacidicas
anula casi por completo la unién al receptor Fcy (asi como al complemento) de un dominio Fc de IgG1 humana,
como se describe en la publicaciéon PCT n.° WO 2012/130831. El documento WO 2012/130831 también describe
procedimientos de preparacion de dichos dominios Fc mutantes y procedimientos para determinar sus propiedades
tales como unién al receptor Fc o funciones efectoras.

Los anticuerpos 1gG4 presentan una afinidad de unién reducida por receptores Fc y funciones efectoras reducidas
en comparacioén con anticuerpos IgG1. Por ende, en algunos modos de realizacion, el dominio Fc de las moléculas
de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion es un dominio Fc de IgGa, en particular
un dominio Fc de IgGs4 humana. En un modo de realizacién, el dominio Fc de 1gG4 comprende sustituciones
aminoacidicas en la posicion S228, especificamente la sustitucion aminoacidica S228P (numeraciones de acuerdo
con el indice EU de Kabat). Para reducir ademas su afinidad de unién por un receptor Fc y/o su funcién efectora,
en un modo de realizacion, el dominio Fc de IgG4 comprende una sustituciéon aminoacidica en la posicion L235,
especificamente la sustitucion aminoacidica L235E (numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat). En otro
modo de realizacion, el dominio Fc de |gGs comprende una sustitucion aminoacidica en la posicion P329,
especificamente la sustitucién aminoacidica P329G (numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat). En un
modo de realizacién particular, el dominio Fc de IgGa comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones
S228, L235 y P329, especificamente las sustituciones aminoacidicas S228P, L235E y P329G (numeraciones de
acuerdo con el indice EU de Kabat). Dichos mutantes de dominio Fc de IgG4 y sus propiedades de unién al receptor
Fcy se describen en la publicacion PCT n.° WO 2012/130831.

En un modo de realizacién particular, el dominio Fc que presenta afinidad de unién reducida por un receptor Fc y/o
funcion efectora reducida, en comparacion con un dominio Fc de IgG+ natural, es un dominio Fc de IgG1 humana
que comprende las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y opcionalmente P329G, o un dominio Fc de IgG4
humana que comprende las sustituciones aminoacidicas S228P, L235E y opcionalmente P329G (numeraciones
de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En determinados modos de realizaciéon se ha eliminado la N-glucosilacién del dominio Fc. En un modo de
realizacidn de este tipo, el dominio Fc comprende una mutacién aminoacidica en la posicidon N297, en particular
una sustitucion aminoacidica que reemplaza asparagina por alanina (N297A) o acido aspartico (N297D)
(numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat).

Ademas de los dominios Fc descritos anteriormente en el presente documento y en la publicacion PCT n.° WO
2012/130831, los dominios Fc con union al receptor Fc y/o funcién efectora reducidas también incluyen aquellos
con sustituciéon de uno o mas de los residuos de dominio Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 (patente de EE. UU.
n.° 6.737.056) (numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat). Dichos mutantes Fc incluyen mutantes Fc
con sustituciones en dos o mas de las posiciones aminoacidicas 265, 269, 270, 297 y 327, incluyendo el
denominado mutante Fc "DANA" con sustitucion de los residuos 265 y 297 a alanina (patente de EE. UU. n.°
7.332.581).

Se pueden preparar dominios Fc mutantes por delecion, sustitucion, insercién o modificacion de aminoacidos
usando procedimientos genéticos o quimicos bien conocidos en la técnica. Los procedimientos genéticos pueden
incluir mutagénesis especifica de sitio de la secuencia de ADN codificante, PCR, sintesis génica y similares. Los
cambios nucleotidicos correctos se pueden verificar, por ejemplo, por secuenciacion.

La union a receptores Fc se puede determinar facilmente, por ejemplo, por ELISA, o por resonancia de plasmoén
superficial (RPS) usando instrumentacion estandar tal como un instrumento BlAcore (GE Healthcare), y receptores
Fc tales como los que se pueden obtener por expresién recombinante. De forma alternativa, se puede evaluar la
afinidad de uniéon de dominios Fc o moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de células que
comprenden un dominio Fc por los receptores Fc usando lineas celulares conocidas por expresar receptores Fc
particulares, tales como linfocitos NK humanos que expresan el receptor Fcyllla.

La funcion efectora de un dominio Fc, o una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
que comprende un dominio Fc, se puede medir por procedimientos conocidos en la técnica. Los ejemplos de
ensayos in vitro para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés se describen en la patente de
EE. UU. n.° 5.500.362; Hellstrom et al. Proc Natl Acad Sci USA 83, 7059-7063 (1986) y Hellstrom et al., Proc Natl
Acad Sci USA 82, 1499-1502 (1985); la patente de EE. UU. n.° 5.821.337; Bruggemann et al., J Exp Med 166,
1351-1361 (1987). De forma alternativa, se pueden emplear procedimientos de ensayo no radioactivos (véase, por
ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no radioactivo ACTI™ para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain
View, CA); y el ensayo de citotoxicidad no radioactivo CytoTox 96® (Promega, Madison, WI)). Las células efectoras
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utiles para dichos ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos
naturales (NK). De forma alternativa, o adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés se puede
evaluar in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como el divulgado en Clynes et al., Proc Natl Acad Sci USA
95, 652-656 (1998).

En algunos modos de realizacion, se reduce la union del dominio Fc a un componente del complemento,
especificamente a C1g. En consecuencia, en algunos modos de realizaciéon en los que el dominio Fc se
genomanipula para tener una funcién efectora reducida, dicha funcién efectora reducida incluye una CDC reducida.
Se pueden llevar a cabo ensayos de unién a C1q para determinar si el dominio Fc, o la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende el dominio Fc, se puede unir a C1q y, por ende,
tiene actividad CDC. Véase, por ejemplo, ELISA de unién a C1qy C3c en los documentos WO 2006/029879 y WO
2005/100402. Para evaluar la activacion del complemento se puede realizar un ensayo de CDC (véanse, por
ejemplo, Gazzano-Santoro et al., J Immunol Methods 202, 163 (1996); Cragg et al., Blood 101, 1045-1052 (2003);
y Cragg y Glennie, Blood 103, 2738-2743 (2004)).

Restos de unién a antigeno

La molécula de unién a antigeno de la invencion es biespecifica, es decir, comprende al menos dos restos de union
a antigeno que se pueden unir especificamente a dos determinantes antigénicos distintos. De acuerdo con modos
de realizacion particulares de la invencion, los restos de union a antigeno son moléculas Fab (es decir, dominios
de unién a antigeno compuestos por una cadena pesada y una ligera, comprendiendo cada una un dominio variable
y uno constante). En un modo de realizacién, dichas moléculas Fab son humanas. En otro modo de realizacién,
dichas moléculas Fab son humanizadas. Aun en otro modo de realizacién, dichas moléculas Fab comprenden
dominios constantes de la cadena pesada y ligera humanos.

Preferentemente, al menos uno de los restos de unidén a antigeno es una molécula Fab entrecruzada. Dicha
modificacién reduce el emparejamiento incorrecto de las cadenas pesadas y ligeras a partir de diferentes moléculas
Fab, mejorando de este modo el rendimiento y la pureza de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T de la invencion en la produccidon recombinante. En una molécula Fab entrecruzada particular util
para la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion, los dominios variables
de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab (VL y VH, respectivamente) se intercambian. Sin embargo,
incluso con este intercambio de dominios, la preparacion de la molécula de unioén a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T puede comprender determinados productos secundarios debido a la denominada interaccién de tipo
Bence Jones entre las cadenas pesadas y ligeras con emparejamiento incorrecto (véase Schaefer et al, PNAS,
108 (2011) 11187-11191). Para reducir ademas el emparejamiento incorrecto de las cadenas pesada y ligera de
diferentes moléculas Fab y por tanto incrementar la pureza y el rendimiento de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T deseada, de acuerdo con la presente invencién, se pueden introducir
aminoacidos cargados con cargas opuestas en posiciones aminoacidicas especificas en los dominios CH1 y CL
de la(s) molécula(s) Fab que se une(n) especificamente a un antigeno de célula diana, o bien la molécula Fab que
se une especificamente a un antigeno activador de linfocitos T. Las modificaciones de carga se realizan en la(s)
molécula(s) Fab convencional(es) comprendida(s) en la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T (tal como se muestra, por ejemplo, en las figuras 1 A-C, G-J), o bien en la(s) molécula(s) Fab
entrecruzada(s) comprendida(s) en la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T (tal
como se muestra, por ejemplo, en la figura 1 D-F, K-N) (pero no en ambas). En modos de realizacién particulares,
las modificaciones de carga se realizan en la(s) molécula(s) Fab convencional(es) comprendida(s) en la molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T (que en modos de realizacién particulares se une(n)
especificamente al antigeno de célula diana).

En un modo de realizacién particular de acuerdo con la invencién, la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T se puede unir simultaneamente a un antigeno de célula diana, a saber, p95HER2, y un
antigeno activador de linfocitos T, a saber, CD3. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T puede reticular un linfocito T y una célula diana uniéndose simultaneamente
a un antigeno de célula diana y un antigeno activador de linfocitos T. En un modo de realizacion incluso mas
particular, dicha unién simultanea da como resultado la lisis de la célula diana, en particular una célula tumoral. En
un modo de realizacion, dicha unién simultdanea da como resultado la activacion del linfocito T. En otros modos de
realizacién, dicha unién simultanea da como resultado una respuesta celular de un linfocito T, en particular un
linfocito T citotéxico, seleccionada del grupo de: proliferacion, diferenciacion, secrecion de citocinas, liberacion de
moléculas efectoras citotoxicas, actividad citotdxica y expresion de marcadores de activacion. En un modo de
realizacion, la union de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T al antigeno activador
de linfocitos T CD3, sin unién simultanea al antigeno de célula diana p95HER2 no da como resultado activacion
de linfocitos T.

En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T puede
redireccionar la actividad citotdxica de un linfocito T hacia una célula diana. En un modo de realizacion particular,
dicho redireccionamiento es independiente de la presentacion de antigenos peptidicos mediada por MHC por la
célula diana y/o la especificidad del linfocito T.
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En particular, un linfocito T de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacién de la invencion es un linfocito
T citotoxico. En algunos modos de realizacion, el linfocito T es un linfocito T CD4* o uno CD8*, en particular un
linfocito T CD8*.

Resto de unién a antigeno activador de linfocitos T

La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invenciéon comprende al menos un
resto de unién a antigeno, en particular una molécula Fab, que se une especificamente a un antigeno activador de
linfocitos T, a saber, CD3 (también denominado en el presente documento "resto de unién a antigeno activador de
linfocitos T o molécula Fab de unién a antigeno activador de linfocitos T"). En un modo de realizacién particular, la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende no mas de un resto de unién a
antigeno que se puede unir especificamente a un antigeno activador de linfocitos T. En un modo de realizacién, la
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T proporciona unién monovalente al antigeno
activador de linfocitos T.

En modos de realizacién particulares, el resto de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno
activador de linfocitos T es una molécula Fab entrecruzada como se describe en el presente documento, es decir,
una molécula Fab en la que los dominios variables VH y VL o los dominios constantes CH1 y CL de las cadenas
pesada y ligera de Fab se intercambian/reemplazan entre si. En dichos modos de realizacién, el/los resto(s) de
unién a antigeno que se une(n) especificamente a un antigeno de célula diana es/son preferentemente una
molécula Fab convencional. En modos de realizacion donde existe mas de un resto de unién a antigeno, en
particular molécula Fab, que se une especificamente a un antigeno de célula diana comprendido en la molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T, el resto de unién a antigeno que se une especificamente
a un antigeno activador de linfocitos T es preferentemente una molécula Fab entrecruzada y los restos de unién a
antigeno que se unen especificamente a un antigeno de célula diana son moléculas Fab convencionales.

En modos de realizacion alternativos, el resto de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno
activador de linfocitos T es una molécula Fab convencional. En dichos modos de realizacion, el/los resto(s) de
unién a antigeno que se une(n) especificamente a un antigeno de célula diana es/son una molécula Fab
entrecruzada como se describe en el presente documento, es decir, una molécula Fab en la que los dominios
variables VH y VL o los dominios constantes CH1 y CL de las cadenas pesada y ligera de Fab se
intercambian/reemplazan entre si.

De acuerdo con la invencion, el antigeno activador de linfocitos T es CD3, en particular CD3 humano (SEQ ID NO:
1) o CD3 de macaco cangrejero (SEQ ID NO: 2), lo méas en particular CD3 humano. En un modo de realizacién
particular, el resto de unién a antigeno activador de linfocitos T tiene reactividad cruzada por (es decir, se une
especificamente a) CD3 humano y de macaco cangrejero. En algunos modos de realizacion, el antigeno activador
de linfocitos T es la subunidad épsilon de CD3 (CD3 épsilon).

En algunos modos de realizacion, el resto de unién a antigeno activador de linfocitos T se une especificamente a
CD3, en particular a CD3 épsilon, y comprende al menos una regién determinante de la complementariedad (CDR)
de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQID NO: 6y al
menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10.

En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno de unién a CD3, en particular la molécula Fab, comprende
una regién variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, la CDR2
de la cadena pesada de SEQ ID NO: 5, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y una region variable de
la cadena ligera que comprende la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 8, la CDR2 de la cadena ligera de
SEQ ID NO: 9y la CDR3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 10.

En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno de unién a CD3, en particular la molécula Fab, comprende
una secuencia de la region variable de la cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 3 y una secuencia de la region variable de la cadena ligera que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 7.

En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno de unién a CD3, en particular la molécula Fab, comprende
una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y una
region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

En un modo de realizacion, el resto de unioén a antigeno de unién a CD3, en particular la molécula Fab, comprende
la secuencia de la region variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 3 y la secuencia de la region variable de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 7.

Resto de unién a antigeno de célula diana
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La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invenciéon comprende al menos un
resto de unidn a antigeno, en particular una molécula Fab, que se une especificamente a p95HER2 (antigeno de
célula diana). En determinados modos de realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T comprende dos restos de unién a antigeno, en particular moléculas Fab, que se unen especificamente
a p95HER2. En un modo de realizacion particular de este tipo, cada uno de estos restos de unién a antigeno se
une especificamente al mismo determinante antigénico. En un modo de realizacién incluso mas particular, todos
estos restos de union a antigeno son idénticos, es decir, comprenden las mismas secuencias de aminoacidos
incluyendo las mismas sustituciones aminoacidicas en el dominio CH1 y CL como se describe en el presente
documento (si las hay). En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T comprende una molécula de inmunoglobulina que se une especificamente a p95HER2. En un modo de
realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende no mas de dos
restos de uniodn a antigeno, en particular moléculas Fab, que se unen especificamente a p95HER?2.

En modos de realizacion particulares, el/los resto(s) de unién a antigeno que se une(n) especificamente a
p95HER?2 es/son una molécula Fab convencional. En dichos modos de realizacién, el/los resto(s) de unién a
antigeno que se une(n) especificamente a un antigeno activador de linfocitos T es/son una molécula Fab
entrecruzada como se describe en el presente documento, es decir, una molécula Fab en la que los dominios
variables VH y VL o los dominios constantes CH1 y CL de las cadenas pesada y ligera de Fab se
intercambian/reemplazan entre si.

En modos de realizacién alternativos, el/los resto(s) de union a antigeno que se une(n) especificamente a pP95HER?2
es/son una molécula Fab entrecruzada como se describe en el presente documento, es decir, una molécula Fab
en la que los dominios variables VH y VL o los dominios constantes CH1 y CL de las cadenas pesada y ligera de
Fab se intercambian/reemplazan entre si. En dichos modos de realizacion, el/los resto(s) de unién a antigeno que
se une(n) especificamente a un antigeno activador de linfocitos T es/son una molécula Fab convencional.

El resto de unién a p95HER2 puede dirigir la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
a un sitio diana, por ejemplo, a un tipo especifico de célula tumoral que expresa p95HER2.

En un modo de realizacién, el resto de union a antigeno, en particular la molécula Fab, que se une especificamente
a p95HER2 comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la region determinante de la
complementariedad de la cadena pesada (CDR) 1 de SEQ ID NO: 14, la CDR 2 de la cadena pesada de SEQ ID
NO: 15 y la CDR 3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 16, y una region variable de la cadena ligera que
comprende la CDR 1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 17, la CDR 2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 18 y la
CDR 3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 19. En otro modo de realizacién, el resto de unién a antigeno, en
particular la molécula Fab, que se une especificamente a p95HER2 comprende una regién variable de la cadena
pesada que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 20 y una region
variable de la cadena ligera que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la secuencia de SEQ
ID NO: 21. Todavia en otro modo de realizacion, el resto de unién a antigeno, en particular la molécula Fab, que
se une especificamente a p95HER2 comprende la secuencia de la regién variable de la cadena pesada de SEQ
ID NO: 20 y la secuencia de la region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 21. En otro modo de realizacion,
el resto de unién a antigeno p95HER2 comprende una versidon humanizada de la secuencia de la regién variable
de la cadena pesada de SEQ ID NO: 20 y una version humanizada de la secuencia de la region variable de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 21. En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno p95HER2 comprende
la CDR1 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 14, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 15, la CDR3 de
la cadena pesada de SEQ ID NO: 16, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 17, la CDR2 de la cadena ligera
de SEQ ID NO: 18, la CDR3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 19, y secuencias estructurales de la region variable
de la cadena pesada y ligera humanas.

En un modo de realizacion particular, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende un polipéptido que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntico a la secuencia de SEQ ID
NO: 22, un polipéptido que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntico a la secuencia de SEQ ID NO:
23, un polipéptido que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntico a la secuencia de SEQ ID NO: 24
y un polipéptido que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntico a la secuencia de SEQ ID NO: 25.
En otro modo de realizacion particular, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende una secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 22, una secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 23, una
secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 24 y una secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 25. En otro modo de
realizacioén, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende un polipéptido que
es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntico a la secuencia de SEQ ID NO: 26, un polipéptido que esta
en al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntico a la secuencia de SEQ ID NO: 27, un polipéptido que es
al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntico a la secuencia de SEQ ID NO: 28 y un polipéptido que es al
menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntico a la secuencia de SEQ ID NO: 29. En otro modo de realizacion,
la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende una secuencia polipeptidica de
SEQ ID NO: 26, una secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 27, una secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 28 y
una secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 29.
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Polinucleétidos

La invencion proporciona ademas polinucledtidos aislados que codifican una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente documento.

Los polinucledtidos que codifican moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la
invencion se pueden expresar como un unico polinucledtido que codifica toda la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T o como multiples (por ejemplo, dos o mas) polinucleétidos que se
coexpresan. Los polipéptidos codificados por polinucleétidos que se coexpresan se pueden asociar a través de,
por ejemplo, enlaces disulfuro u otros medios para formar una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T funcional. Por ejemplo, la porcién de cadena ligera de una molécula Fab se puede codificar por un
polinucleétido separado de la porcion de la molécula de unidon a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
que comprende la porcion de cadena pesada de la molécula Fab, una subunidad del dominio Fc y opcionalmente
(parte de) otra molécula Fab. Cuando se coexpresan, los polipéptidos de la cadena pesada se asociaran con los
polipéptidos de la cadena ligera para formar la molécula Fab. En otro ejemplo, la porcién de la molécula de union
a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende una de las dos subunidades del dominio Fc y
opcionalmente (parte de) una o mas moléculas Fab se podria codificar por un polinucleétido separado de la porcién
de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende la otra de las dos
subunidades del dominio Fc y opcionalmente (parte de) una molécula Fab. Cuando se coexpresen, las
subunidades del dominio Fc se asociaran para formar el dominio Fc.

En algunos modos de realizacion, el polinucledtido aislado codifica toda la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la invencién como se describe en el presente documento.
En otros modos de realizacion, el polinucleétido aislado codifica un polipéptido comprendido en la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la invencidon como se describe en el
presente documento.

En determinados modos de realizacion, el polinucleétido o acido nucleico es ADN. En otros modos de realizacion,
un polinucleétido es ARN, por ejemplo, en forma de ARN mensajero (ARNm). EI ARN puede ser monocatenario o
bicatenario.

Procedimientos recombinantes

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion se pueden obtener, por
ejemplo, por sintesis peptidica en estado sélido (por ejemplo, sintesis en fase sélida de Merrifield) o produccion
recombinante. Para la producciéon recombinante, uno o mas polinucleétidos que codifican la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T (fragmento), por ejemplo, como se describe anteriormente, se
aislan e insertan en uno o mas vectores para clonacion y/o expresion adicional en una célula huésped. Dicho
polinucleétido se puede aislar y secuenciar facilmente usando procedimientos convencionales. En un modo de
realizacién, se proporciona un vector, preferentemente un vector de expresion, que comprende uno o mas de los
polinucledtidos de la invencién. Se pueden usar procedimientos que son bien conocidos por los expertos en la
técnica para construir vectores de expresion que contienen la secuencia codificante de una molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T (fragmento) junto con sefiales de control
transcripcional/traduccional apropiadas. Estos procedimientos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro,
técnicas sintéticas y recombinacion in vivolrecombinacién genética. Véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en
Maniatis et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1989); y Ausubel
et al., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIoLOGY, Greene Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y
(1989). El vector de expresién puede ser parte de un plasmido, virus, o puede ser un fragmento de acido nucleico.
El vector de expresion incluye un casete de expresion en el que el polinucleétido que codifica la molécula de union
a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T (fragmento) (es decir, la region codificante) se clona en asociacion
funcional con un promotor y/u otros elementos de control de la transcripcion o la traduccién. Como se usa en el
presente documento, una "region codificante" es una porcion de acido nucleico que consiste en codones traducidos
en aminoacidos. Aunque un "coddn de terminacion" (TAG, TGA o TAA) no se traduce en un aminoécido, se puede
considerar que es parte de una regién codificante, si esta presente, pero cualquier secuencia flanqueante, por
ejemplo promotores, sitios de unién a ribosomas, terminadores transcripcionales, intrones, regiones no traducidas
5'y 3'y similares, no es parte de una regién codificante. Dos 0 mas regiones codificantes pueden estar presentes
en una unica construccion polinucleotidica, por ejemplo, en un unico vector, o en construcciones polinucleotidicas
separadas, por ejemplo, en vectores separados (diferentes). Ademas, cualquier vector puede contener una Unica
region codificante, o puede comprender dos 0 mas regiones codificantes, por ejemplo, un vector de la presente
invencion puede codificar uno o mas polipéptidos, que se separan pos o cotraduccionalmente en las proteinas
finales por medio de escision proteolitica. Ademas, un vector, polinucleétido o acido nucleico de la invencion puede
codificar regiones codificantes heterégenas, fusionadas o bien no fusionadas a un polinucleétido que codifica la
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T (fragmento) de la invencion, o variante o
derivado de la misma. Las regiones codificantes heterégenas incluyen sin limitacion elementos o motivos
especializados, tales como un péptido sefal secretor o un dominio funcional heterégeno. Una asociacion funcional
es cuando una region codificante para un producto génico, por ejemplo, un polipéptido, se asocia con una o mas
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secuencias reguladoras de tal forma que dispone la expresion del producto génico bajo la influencia o control de
la(s) secuencia(s) reguladora(s). Dos fragmentos de ADN (tales como una regién codificante de polipéptido y un
promotor asociado con la misma) se "asocian de forma funcional" si la induccién de la funcién promotora da como
resultado la transcripcién de ARNm que codifica el producto génico deseado y si la naturaleza del enlace entre los
dos fragmentos de ADN no interfiere con la capacidad de las secuencias reguladoras de la expresién de dirigir la
expresion del producto génico ni interfiere con la capacidad del molde de ADN para transcribirse. Por tanto, una
regién promotora se asociara de forma funcional con un acido nucleico que codifica un polipéptido si el promotor
puede efectuar la transcripcion de ese acido nucleico. El promotor puede ser un promotor especifico de célula que
dirige la transcripcion sustancial del ADN solo en células predeterminadas. Otros elementos de control de la
transcripcion, ademas de un promotor, por ejemplo potenciadores, operadores, represores y sefiales de finalizacion
de la transcripcidn, se pueden asociar de forma funcional con el polinucleétido para dirigir la transcripcion especifica
de célula. Los promotores adecuados y otras regiones de control de la transcripciéon se divulgan en el presente
documento. Una variedad de regiones de control de la transcripcion son conocidas por los expertos en la técnica.
Estas incluyen, sin limitacién, regiones de control de la transcripcion, que funcionan en células de vertebrado, tales
como, pero sin limitarse a, segmentos promotores y potenciadores de citomegalovirus (por ejemplo, el promotor
temprano inmediato, conjuntamente con intrén-A), virus de simio 40 (por ejemplo, el promotor temprano) y
retrovirus (tales como, por ejemplo, el virus del sarcoma de Rous). Otras regiones de control de la transcripcion
incluyen las derivadas de genes de vertebrados tales como actina, proteina de choque térmico, hormona del
crecimiento bovina y a-globina de conejo, asi como otras secuencias que pueden controlar la expresion génica en
células eucariotas. Las regiones de control de la transcripcion adecuadas adicionales incluyen promotores y
potenciadores especificos de tejido, asi como promotores inducibles (por ejemplo, promotores inducibles por
tetraciclinas). De forma similar, una variedad de elementos de control de la traduccién son conocidos por los
expertos en la técnica. Estos incluyen, pero no se limitan a sitios de unién a ribosomas, codones de iniciacion y
finalizacion de la traduccion y elementos derivados de sistemas viricos (en particular un sitio de entrada del
ribosoma interno o IRES, también denominado secuencia CITE). El casete de expresion también puede incluir
otros rasgos caracteristicos tales como un origen de replicacion y/o elementos de integracion cromosémica tales
como repeticiones terminales largas (RTL) retroviricas o repeticiones terminales invertidas (RTI) viricas
adenoasociadas (VAA).

Se pueden asociar regiones codificantes de polinucleétido y acidos nucleico de la presente invencion con regiones
codificantes adicionales que codifican péptidos secretores o sefal, que dirigen la secrecion de un polipéptido
codificado por un polinucleétido de la presente invencion. Por ejemplo, si se desea la secrecion de la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T, se puede disponer el ADN que codifica una secuencia
sefial hacia 5' del acido nucleico que codifica una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T de la invencién o un fragmento de la misma. De acuerdo con la hipétesis de sefial, las proteinas secretadas por
células de mamifero tienen un péptido sefial o secuencia lider secretora que se escinde de la proteina madura una
vez que se ha iniciado la exportacion de la cadena de proteina en crecimiento a través del reticulo endoplasmico
rugoso. Los expertos en la técnica saben que los polipéptidos secretados por células de vertebrado en general
tienen un péptido sefal fusionado al extremo N del polipéptido, que se escinde del polipéptido traducido para
producir una forma secretada o "madura” del polipéptido. En determinados modos de realizacion se usa el péptido
sefial natural, por ejemplo, un péptido sefal de la cadena pesada o la cadena ligera de inmunoglobulina, o un
derivado funcional de esa secuencia que conserva la capacidad de dirigir la secrecion del polipéptido que esta
funcionalmente asociado con él. De forma alternativa, se puede usar un péptido sefal de mamifero heterégeno, o
un derivado funcional del mismo. Por ejemplo, la secuencia lider natural se puede sustituir con la secuencia lider
del activador del plasminégeno tisular (APT) humano o 3-glucuronidasa de ratén.

El ADN que codifica una secuencia proteica corta que se podria usar para facilitar la posterior purificacion (por
ejemplo, una marca histidina) o ayudar a marcar la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T se puede incluir dentro de o en los extremos del polinucleétido que codifica la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T (fragmento).

En otro modo de realizacién, se proporciona una célula huésped que comprende uno o mas polinucleétidos de la
invencion. En determinados modos de realizacién, se proporciona una célula huésped que comprende uno o mas
vectores de la invencion. Los polinucleétidos y vectores pueden incorporar cualquiera de los rasgos caracteristicos,
individualmente o en combinacion, descritos en el presente documento con relacién a polinucleétidos y vectores,
respectivamente. En un modo de realizacion de este tipo, una célula huésped comprende (por ejemplo, se ha
transformado o transfectado con) uno o mas vectores que comprenden uno o mas polinucleétidos que codifican
(parte de) una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencién. Como se usa
en el presente documento, el término "célula huésped" se refiere a cualquier tipo de sistema celular que se puede
genomanipular para generar las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la
invencion o fragmentos de las mismas. Las células huésped adecuadas para replicacién y para sustentar la
expresion de moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T son bien conocidas en la
técnica. Dichas células se pueden transfectar o traducir seglin sea apropiado con el vector de expresién particular
y se pueden cultivar grandes cantidades de células que contienen vectores para sembrar fermentadores a gran
escala para obtener cantidades suficientes de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T para aplicaciones clinicas. Las células huésped adecuadas incluyen microorganismos procariotas, tales como E.
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coli, o diversas células eucariotas, tales como células de ovario de hamster chino (CHO), células de insecto o
similares. Por ejemplo, se pueden producir polipéptidos en bacterias, en particular cuando no es necesaria la
glucosilacion. Después de la expresion, se puede aislar el polipéptido a partir de la pasta de células bacterianas
en una fraccion soluble y se puede purificar adicionalmente. Ademas de procariotas, los microbios eucariotas tales
como hongos filamentosos o levaduras son huéspedes de clonacién o expresion adecuados para vectores que
codifican polipéptidos, incluyendo cepas de hongos y levaduras con vias de glucosilacion que se han
"humanizado", dando como resultado la producciéon de un polipéptido con un patréon de glucosilacion parcial o
completamente humano. Véanse Gerngross, Nat Biotech 22, 1409-1414 (2004) y Li et al., Nat Biotech 24, 210-215
(2006). Las células huésped adecuadas para la expresion de polipéptidos (glucosilados) también se derivan de
organismos multicelulares (invertebrados y vertebrados). Los ejemplos de células de invertebrado incluyen células
vegetales y de insecto. Se han identificado numerosas cepas de baculovirus que se pueden usar conjuntamente
con células de insecto, en particular para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda. También se pueden
utilizar cultivos de células vegetales como huéspedes. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.°s
5.959.177, 6.040.498, 6.420.548, 7.125.978 y 6.417.429 (que describen la tecnologia PLANTIBODIES™ para
producir anticuerpos en plantas transgénicas). También se pueden usar células de vertebrado como huéspedes.
Por ejemplo, pueden ser utiles lineas celulares de mamifero que se adaptan para cultivar en suspension. Otros
ejemplos de lineas de células huésped de mamifero utiles son la linea CV1 de rifidn de mono transformada por
SV40 (COS-7); linea de rifidn embrionario humano (células 293 o0 293T como se describe, por ejemplo, en Graham
et al., J Gen Virol 36, 59 (1977)), células de rifidn de cria de hamster (BHK), células de Sertoli de ratén (células
TM4 como se describe, por ejemplo, en Mather, Biol Reprod 23, 243-251 (1980)), células de rifién de mono (CV1),
células de rifion de mono verde africano (VERO-76), células de carcinoma de cuello uterino humano (HELA),
células de rifion canino (MDCK), células de higado de rata bufalo (BRL 3A), células de pulmén humano (W138),
células de higado humano (Hep G2), células de tumor mamario de raton (MMT 060562), células TRI (como se
describe, por ejemplo, en Mather et al., Annals N.Y. Acad Sci 383, 44-68 (1982)), células MRC 5 y células FS4.
Otras lineas de células huésped de mamifero utiles incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), incluyendo
células CHO-dhfr (Urlaub et al., Proc Natl Acad Sci USA 77, 4216 (1980)); y lineas celulares de mieloma tales
como YO, NSO, P3X63 y Sp2/0. Para una revisién de determinadas lineas de células huésped de mamifero
adecuadas para la produccion de proteinas, véase, por ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in Molecular Biology, vol.
248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pp. 2565-268 (2003). Las células huésped incluyen células
cultivadas, por ejemplo, células cultivadas de mamifero, células de levadura, células de insecto, células bacterianas
y células vegetales, por nombrar solo unas pocas, pero también células comprendidas en un animal transgénico,
planta transgénica o tejido animal o vegetal cultivado. En un modo de realizacion, la célula huésped es una célula
eucariota, preferentemente una célula de mamifero, tal como una célula de ovario de hamster chino (CHO), una
célula de riidbn embrionario humano (HEK) o una célula linfoide (por ejemplo, célula YO, NSO, Sp20). Las
tecnologias estandar son conocidas en la técnica por expresar genes exdgenos en estos sistemas. Las células
que expresan un polipéptido que comprende la cadena pesada o bien la ligera de un dominio de unién a antigeno
tal como un anticuerpo se pueden genomanipular para expresar también la otra de las cadenas de anticuerpo de
modo que el producto expresado es un anticuerpo que tiene tanto una cadena pesada como una ligera.

En un modo de realizacion, se proporciona un procedimiento de producciéon de una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la invencién, en el que el procedimiento comprende cultivar
una célula huésped que comprende un polinucleétido que codifica la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T, como se proporciona en el presente documento, en condiciones adecuadas para la
expresion de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T y, opcionalmente, recuperar
la molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la célula huésped (o medio de cultivo de
célula huésped).

Los componentes de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se pueden fusionar
genéticamente entre si. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se puede disefar
de modo que sus componentes se fusionen directamente entre si o indirectamente a través de una secuencia
conectora. La composicion y longitud del conector se pueden determinar de acuerdo con procedimientos bien
conocidos en la técnica y se pueden someter a prueba para determinar su eficacia. Los ejemplos de secuencias
conectoras entre diferentes componentes de moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos
T se encuentran en las secuencias proporcionadas en el presente documento. También se pueden incluir
secuencias adicionales para incorporar un sitio de escision para separar los componentes individuales de la fusion
si se desea, por ejemplo, una secuencia de reconocimiento de endopeptidasas.

En determinados modos de realizacion, el uno o mas restos de unién a antigeno de las moléculas de unién a
antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T comprenden al menos una region variable de anticuerpo que se
puede unir a un determinante antigénico. Las regiones variables pueden formar parte de y derivarse de anticuerpos
naturales o no naturales y fragmentos de los mismos. Los procedimientos para producir anticuerpos policlonales y
anticuerpos monoclonales son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, "Antibodies, a
laboratory manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). Los anticuerpos no naturales se pueden construir
usando sintesis peptidica en fase sélida, se pueden producir de forma recombinante (por ejemplo, como se
describe en la patente de EE. UU. n.° 4.186.567) o se pueden obtener, por ejemplo, cribando colecciones
combinatorias que comprenden cadenas pesadas variables y cadenas ligeras variables (véase, por ejemplo la
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patente de EE. UU. n.° 5.969.108 concedida a McCafferty).

Se puede usar cualquier especie animal de anticuerpo, fragmento de anticuerpo, dominio de unién a antigeno o
region variable en las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion. Los
anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, dominios de unién a antigeno o regiones variables no limitantes utiles en
la presente invencion pueden ser de origen murino, de primate o humano. Si la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T esta destinada para uso humano, se puede usar una forma quimérica de
anticuerpo en la que las regiones constantes del anticuerpo son de un ser humano. También se puede preparar
una forma humanizada o completamente humana del anticuerpo de acuerdo con procedimientos bien conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.565.332 concedida a Winter). La humanizacion se
puede lograr por diversos procedimientos incluyendo, pero sin limitarse a (a) injertar las CDR no humanas (por
ejemplo, anticuerpo donante) en regiones estructurales y constantes humanas (por ejemplo, anticuerpo receptor)
con o sin conservacion de los residuos estructurales cruciales (por ejemplo, los que son importantes para conservar
buena afinidad de unién a antigeno o funciones de anticuerpo), (b) injertar solo las regiones determinantes de
especificidad no humanas (SDR o a-CDR; los residuos cruciales para la interaccidon anticuerpo-antigeno) en
regiones estructurales y constantes humanas, o (c) trasplantar todos los dominios variables no humanos, pero
"enmascararlos" con una seccién de tipo humana por reemplazo de residuos de superficie. Los anticuerpos
humanizados y procedimientos para prepararlos se revisan, por ejemplo, en Almagro y Fransson, Front Biosci 13,
1619-1633 (2008), y se describen ademas, por ejemplo, en Riechmann et al., Nature 332, 323-329 (1988); Queen
et al., Proc Natl Acad Sci USA 86, 10029-10033 (1989); patentes de EE. UU. n.°s 5.821.337, 7.527.791, 6.982.321
y 7.087.409; Jones et al., Nature 321, 522-525 (1986); Morrison et al., Proc Natl Acad Sci 81, 6851-6855 (1984);
Morrison y Oi, Adv Immunol 44, 65-92 (1988); Verhoeyen et al., Science 239, 1534-1536 (1988); Padlan, Molec
Immun 31(3), 169-217 (1994); Kashmiri et al., Methods 36, 25-34 (2005) (que describen un injerto de SDR (a-
CDR)); Padlan, Mol Immunol 28, 489-498 (1991) (que describe el "rebarnizado"); Dall'Acqua et al., Methods 36,
43-60 (2005) (que describen el "reordenamiento de FR"); y Osbourn et al., Methods 36, 61-68 (2005) y Klimka et
al., Br J Cancer 83, 252-260 (2000) (que describen el enfoque de "seleccion guiada” al reordenamiento de FR). Se
pueden producir anticuerpos humanos y regiones variables humanas usando diversas técnicas conocidas en la
técnica. Los anticuerpos humanos se describen, en general, en van Dijk y van de Winkel, Curr Opin Pharmacol 5,
368-74 (2001) y Lonberg, Curr Opin Immunol 20, 450-459 (2008). Las regiones variables humanas pueden formar
parte de y derivarse de anticuerpos monoclonales humanos preparados por el procedimiento de hibridoma (véase,
por ejemplo, Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New
York, 1987)). También se pueden preparar anticuerpos humanos y regiones variables humanas administrando un
inmundgeno a un animal transgénico que se haya modificado para producir anticuerpos humanos intactos o
anticuerpos intactos con regiones variables humanas en respuesta a una exposicion antigénica (véase, por
ejemplo, Lonberg, Nat Biotech 23, 1117-1125 (2005). También se pueden generar anticuerpos humanos y regiones
variables humanas aislando secuencias de regiones variables de clones de Fv seleccionadas de colecciones de
presentacién en fagos derivadas de humano (véase, por ejemplo, Hoogenboom et al., en Methods in Molecular
Biology 178, 1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001); y McCafferty et al., Nature 348, 552-554;
Clackson et al., Nature 352, 624-628 (1991)). Tipicamente, los fagos presentan fragmentos de anticuerpo, como
fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o bien como fragmentos Fab.

En determinados modos de realizacion, los restos de unidén a antigeno utiles en la presente invencidon se
genomanipulan para tener una afinidad de unién potenciada de acuerdo con, por ejemplo, los procedimientos
divulgados en la publicacion de solicitud de patente de EE. UU. n.° 2004/0132066. La capacidad de la molécula de
unioén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencién para unirse a un determinante antigénico
especifico se puede medir a través de un ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) o bien otras técnicas
familiares para un experto en la técnica, por ejemplo, técnica de resonancia de plasmon superficial (analizada en
un sistema BIACORE T100) (Lilieblad, et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)), y ensayos de union tradicionales
(Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). Se pueden usar ensayos de competencia para identificar un anticuerpo,
fragmento de anticuerpo, dominio de unién a antigeno o dominio variable que compite con un anticuerpo de
referencia por la unién a un antigeno particular, por ejemplo, un anticuerpo que compite con el anticuerpo V9 por
la unién a CD3. En determinados modos de realizacién, un anticuerpo competidor de este tipo se une al mismo
epitopo (por ejemplo, un epitopo lineal o uno conformacional) que esta unido por el anticuerpo de referencia. Se
proporcionan procedimientos ejemplares detallados para cartografiar un epitopo al que se une un anticuerpo en
Morris (1996) "Epitope Mapping Protocols", en Methods in Molecular Biology, vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ).
En un ensayo de competencia ejemplar se incuba el antigeno inmovilizado (por ejemplo, CD3) en una solucion
que comprende un primer anticuerpo marcado que se une al antigeno (por ejemplo, el anticuerpo V9, descrito en
el documento US 6.054.297) y un segundo anticuerpo no marcado que se somete a prueba para determinar su
capacidad para competir con el primer anticuerpo por la unién a antigeno. El segundo anticuerpo puede estar
presente en un sobrenadante de hibridoma. Como control, se incuba el antigeno inmovilizado en una solucion que
comprende el primer anticuerpo marcado pero no el segundo anticuerpo no marcado. Después de la incubacion
en condiciones permisivas para la union del primer anticuerpo al antigeno, se retira el exceso de anticuerpo no
unido, y se mide la cantidad de marcador asociado con el antigeno inmovilizado. Si la cantidad de marcador
asociado con el antigeno inmovilizado se reduce sustancialmente en la muestra de prueba en relacion con la
muestra de control, entonces eso indica que el segundo anticuerpo esta compitiendo con el primer anticuerpo por
la unién a antigeno. Véase Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual, cap.14 (Cold Spring Harbor
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Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T preparadas como se describe en el
presente documento se pueden purificar por técnicas conocidas en la técnica tales como cromatografia de liquidos
de alto rendimiento, cromatografia de intercambio idnico, electroforesis en gel, cromatografia de afinidad,
cromatografia de exclusion por tamarfio y similares. Las condiciones reales usadas para purificar una proteina
particular dependeran, en parte, de factores tales como carga neta, hidrofobia, hidrofilia, etc., y seran evidentes
para los expertos en la técnica. Para la purificacion por cromatografia de afinidad se puede usar un anticuerpo,
ligando, receptor o antigeno al que se une la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T.
Por ejemplo, para la purificacion por cromatografia de afinidad de moléculas de unién a antigeno biespecificas
activadoras de linfocitos T de la invencién, se puede usar una matriz con proteina A o proteina G. Se pueden usar
la cromatografia de afinidad con proteina A o G y la cromatografia de exclusion por tamafio secuenciales para
aislar una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T esencialmente como se describe en
los ejemplos. Se puede determinar la pureza de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T por cualquiera de una variedad de procedimientos analiticos bien conocidos, incluyendo electroforesis
en gel, cromatografia de liquidos de alta presion y similares. Por ejemplo, se mostré que las proteinas de fusion
de la cadena pesada expresadas como se describe en los ejemplos estaban intactas y apropiadamente
ensambladas como se demostré por SDS-PAGE reductora (véase por ejemplo, la figura 4). Se resolvieron tres
bandas aproximadamente a Mr 25.000, Mr 50.000 y Mr 75.000, correspondientes a los pesos moleculares
predichos de la proteina de fusién de la cadena ligera, cadena pesada y cadena pesada/cadena ligera de la
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T.

Ensayos

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T proporcionadas en el presente
documento se pueden identificar, cribar o caracterizar para determinar sus propiedades fisicas/quimicas y/o
actividades biologicas por diversos ensayos conocidos en la técnica.

Ensayos de afinidad

La afinidad de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T por un receptor Fc o un
antigeno diana se puede determinar, por ejemplo, por resonancia de plasmoén superficial (RPS), usando
instrumentacion estandar tal como un instrumento BlAcore (GE Healthcare), y receptores o proteinas diana tales
como los que se pueden obtener por expresion recombinante. De forma alternativa, la unidon de moléculas de union
a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T para diferentes receptores o antigenos diana se puede evaluar
usando lineas celulares que expresan el receptor o antigeno diana particular, por ejemplo por citometria de flujo
(FACS). En lo que sigue se describe un modo de realizacion ilustrativo y ejemplar especifico para medir la afinidad
de union.

De acuerdo con un modo de realizacion, Ko se mide por resonancia de plasmoén superficial usando una maquina
BIACORE® T100 (GE Healthcare) a 25 °C.

Para analizar la interaccion entre la porcion de Fc y los receptores Fc, se captura el receptor Fc recombinante con
marca His por un anticuerpo anti-Penta His (Qiagen) inmovilizado en chips CM5 y se usan las construcciones
biespecificas como analitos. En resumen, se activan chips de biosensor de dextrano carboximetilado (CM5, GE
Healthcare) con clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS)
de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se diluye el anticuerpo anti-Penta-His con acetato de sodio 10 mM,
pH 5,0, a 40 pg/ml antes de la inyeccion a un caudal de 5 pl/min para lograr aproximadamente 6500 unidades de
respuesta (UR) de proteina acoplada. Después de la inyecciéon del ligando, se inyecta etanolamina 1 M para
bloquear los grupos sin reaccionar. Posteriormente, se captura el receptor Fc durante 60 s a 4 o 10 nM. Para las
mediciones cinéticas, se inyectan diluciones seriadas por cuadruplicado de la molécula de unién a antigeno
biespecifica (intervalo entre 500 nM y 4000 nM) en HBS-EP (GE Healthcare, HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA
3 mM, tensioactivo P20 al 0,05 %, pH 7,4) a 25 °C a un caudal de 30 pl/min durante 120 s.

Para determinar la afinidad por el antigeno diana, se capturan las moléculas de unién a antigeno biespecificas por
un anticuerpo especifico anti-Fab humano (GE Healthcare) que se inmoviliza en una superficie de chip de sensor
CM5 activado como se describe para el anticuerpo anti-Penta-His. La cantidad final de proteina acoplada es de
aproximadamente 12000 UR. Las moléculas de unién a antigeno biespecificas se capturan durante 90 s a 300 nM.
Se pasan los antigenos diana a través de cubetas de lectura durante 180 s a un intervalo de concentracién de 250
a 1000 nM con un caudal de 30 pl/min. Se supervisa la disociacién durante 180 s.

Se corrigen las diferencias en el indice de refraccion aparente restando la respuesta obtenida en la cubeta de
lectura de referencia. Se usé la respuesta de estado estacionario para derivar la constante de disociacion Ko por
ajuste de curva no lineal de la isoterma de unién de Langmuir. Se calculan las velocidades de asociacion (kas) y
velocidades de disociacion (kdis) usando un modelo de unién de Langmuir uno a uno simple (programa informatico
de evaluacién BIACORE® T100 versiéon 1.1.1) ajustando simultdneamente los sensogramas de asociacion y
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disociacion. Se calcula la constante de disociacién en equilibrio (Kp) como la proporcion Kais/kas. Véase, por
ejemplo, Chen et al., J Mol Biol 293, 865-881 (1999).

Ensayos de actividad

Se puede medir la actividad bioldgica de las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos
T de la invencion por diversos ensayos como se describe en los ejemplos. Las actividades biolégicas pueden
incluir, por ejemplo, la induccion de proliferacién de linfocitos T, la induccion de sefializacion en linfocitos T, la
induccién de expresion de marcadores de activacion en linfocitos T, la induccion de secrecidn de citocinas por
linfocitos T, la induccidn de lisis de células diana tales como células tumorales y la induccion de regresion tumoral
y/o la mejora de la supervivencia.

Composiciones, formulaciones y vias de administracion

En otro aspecto, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencién, por ejemplo, para su uso en cualquiera de los
procedimientos terapéuticos siguientes. De acuerdo con la invencién, una composicién farmacéutica comprende
las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En un modo de realizacién, una composicion farmacéutica comprende cualquiera
de las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T proporcionadas en el presente
documento y al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe a continuacion.

Se proporciona ademas un procedimiento de produccion de una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T de la invencion en una forma adecuada para su administracién in vivo, comprendiendo
el procedimiento (a) obtener una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo
con la invencion, y (b) formular la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T con al menos
un vehiculo farmacéuticamente aceptable, con lo que se formula una preparaciéon de molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T para su administracién in vivo.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de
una 0 mas moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T disuelta o dispersada en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las frases "farmacéutica o farmacolégicamente aceptable" se refiere a
entidades moleculares y composiciones que son en general no téxicas para los receptores en las dosificaciones y
concentraciones empleadas, es decir, no producen una reaccion adversa, alérgica u otra reaccion indeseable
cuando se administran a un animal, tal como, por ejemplo, un ser humano, segun sea apropiado. La preparacion
de una composicion farmacéutica que contiene al menos una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T y opcionalmente un ingrediente activo adicional sera conocida para los expertos en la técnica a la
luz de la presente divulgacion, como se ejemplifica por Remington's Pharmaceutical Sciences, 18.2 ed. Mack
Printing Company, 1990. Ademas, para administracién animal (por ejemplo, humana), se entendera que las
preparaciones deben cumplir las normas de esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza como se
requiere por la Oficina de normas bioldgicas de la FDA o las autoridades correspondientes en otros paises. Las
composiciones preferentes son formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Como se usa en el presente
documento, "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los disolventes, tampones, medios
de dispersion, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes antibacterianos,
agentes antifungicos), agentes isoténicos, agentes retardantes de la absorcion, sales, conservantes, antioxidantes,
proteinas, farmacos, estabilizantes de farmacos, polimeros, geles, aglutinantes, excipientes, agentes disgregantes,
lubricantes, agentes edulcorantes, agentes saborizantes, tintes, tales como materiales y combinaciones de los
mismos, como se conocera por un experto en la técnica (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18.2 ed. Mack Printing Company, 1990, pp. 1289-1329). Excepto en la medida en que cualquier vehiculo
convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas
o farmacéuticas.

La composicién puede comprender diferentes tipos de vehiculos dependiendo de si se va a administrar en forma
sélida, liquida o aerosol, y si es necesario que sea estéril para dichas vias de administracién como inyeccién. Las
moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T (y cualquier agente terapéutico adicional)
se pueden administrar por via intravenosa, intradérmica, intraarterial, intraperitoneal, intralesional, intracraneal,
intraarticular, intraprostatica, intraesplénica, intrarrenal, intrapleural, intratraqueal, intranasal, intravitrea,
intravaginal, intrarrectal, intratumoral, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, subconjuntival, intravesicular,
mucosa, intrapericardica, intraumbilical, intraocular, oral, topica, local, por inhalacién (por ejemplo, inhalacién de
aerosol), inyeccion, infusidn, infusion continua, perfusion localizada bafiando células diana directamente, por medio
de un catéter, por medio de un lavado, en cremas, en composiciones lipidicas (por ejemplo, liposomas), o por otro
procedimiento o cualquier combinacién de lo anterior como seria conocido para un experto en la técnica (véase,
por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18.2 Ed. Mack Printing Company, 1990). La administracion
parenteral, en particular inyeccion intravenosa, se usa mas comunmente para administrar moléculas polipeptidicas
tales como las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencién.
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Las composiciones parenterales incluyen las disefiadas para administracion por inyeccion, por ejemplo, inyeccion
subcutanea, intradérmica, intralesional, intravenosa, intraarterial, intramuscular, intratecal o intraperitoneal. Para
inyeccion, las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion se pueden
formular en soluciones acuosas, preferentemente en tampones fisiolégicamente compatibles tales como solucién
de Hank, solucién de Ringer o solucién salina fisiologica. La solucién puede contener agentes de formulacién tales
como agentes de suspension, estabilizacién y/o dispersion. De forma alternativa, las moléculas de union a antigeno
biespecificas activadoras de linfocitos T pueden estar en forma de polvo para su constitucidon con un vehiculo
adecuado, por ejemplo, agua estéril sin pir6genos, antes de su uso. Se preparan soluciones inyectables estériles
incorporando las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion en la
cantidad requerida en el disolvente apropiado con diversos de los otros ingredientes enumerados a continuacion,
segun se requiera. La esterilidad se puede lograr facilmente, por ejemplo, por filtracién a través de membranas de
filtracion estériles. En general, se preparan dispersiones incorporando los diversos ingredientes activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersién basico y/o los otros ingredientes. En el
caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones, suspensiones o emulsién inyectables estériles, los
procedimientos preferentes de preparacion son técnicas de secado al vacio o liofilizacién que proporcionan un
polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de un medio liquido previamente filtrado
estéril del mismo. El medio liquido se debe tamponar adecuadamente si es necesario y el diluyente liquido se debe
volver isotdnico en primer lugar antes de la inyeccidon con solucién salina o glucosa suficiente. La composicion
debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento, y conservarse frente a la accion
contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. Se apreciara que la contaminaciéon por
endotoxinas se debe mantener al minimo en un nivel seguro, por ejemplo, menos de 0,5 ng/mg de proteina. Los
vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a: tampones tales como fosfato,
citrato y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido ascorbico y metionina; conservantes (tales como
cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio;
fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10
residuos); proteinas, tales como seroalbimina, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como
polivinilpirrolidona; aminoéacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina;
monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes
tales como EDTA; glucidos tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales
tales como sodio; complejos metdlicos (por ejemplo, complejos Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos tales
como polietilenglicol (PEG). Las suspensiones inyectables acuosas pueden contener compuestos que incrementan
la viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol, dextrano o similares.
Opcionalmente, la suspension también puede contener estabilizantes o agentes adecuados que incrementan la
solubilidad de los compuestos para permitir la preparacién de soluciones altamente concentradas. Adicionalmente,
se pueden preparar suspensiones de los compuestos activos como suspensiones inyectables oleosas apropiadas.
Los disolventes o vehiculos lipofilos adecuados incluyen aceites grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres
de acidos grasos sintéticos, tales como oleatos de etilo o triglicéridos, o liposomas.

Se pueden atrapar ingredientes activos en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion
o por polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de
poli(metacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas de administracion de farmaco coloidales (por ejemplo,
liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones.
Dichas técnicas se divulgan en Remington's Pharmaceutical Sciences (18.2 ed. Mack Printing Company, 1990). Se
pueden preparar preparaciones de liberacion mantenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
mantenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el polipéptido,
matrices que estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. En modos de
realizacién particulares, la absorcion prolongada de una composicion inyectable se puede conseguir por el uso en
las composiciones de agentes retardantes de la absorcion, tales como, por ejemplo, monoestearato de aluminio,
gelatina o combinaciones de los mismos.

Ademas de las composiciones descritas previamente, las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras
de linfocitos T también se pueden formular como preparacion de liberacion lenta. Dichas formulaciones de accion
prolongada se pueden administrar por implantaciéon (por ejemplo, por via subcutanea o intramuscular) o por
inyeccion intramuscular. Por tanto, por ejemplo, las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de
linfocitos T se pueden formular con materiales hidréfobos o poliméricos adecuados (por ejemplo, como emulsion
en un aceite aceptable) o resinas de intercambio idnico, o como derivados escasamente solubles, por ejemplo,
como una sal escasamente soluble.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras
de linfocitos T de la invencion se pueden fabricar por medio de procedimientos de mezclado, disolucion, emulsién,
encapsulacion, atrapamiento o liofilizacion convencionales. Las composiciones farmacéuticas se pueden formular
de manera convencional usando uno o mas vehiculos, diluyentes, excipientes o coadyuvantes fisioldgicamente
aceptables que facilitan el procesamiento de las proteinas en preparaciones que se pueden usar
farmacéuticamente. La formulacién apropiada depende de la via de administracion elegida.
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Las moléculas de unidn a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T se pueden formular en una composicion
en forma de acido o base libre, neutra o salina. Las sales farmacéuticamente aceptables son sales que conservan
sustancialmente la actividad bioldgica del acido o base libre. Estas incluyen las sales de adicidon de &cido, por
ejemplo, las formadas con los grupos amino libres de una composicion proteica, o que se forman con &cidos
inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o dichos acidos organicos como &cido acético,
oxalico, tartarico o mandélico. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también se pueden derivar de
bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico; o dichas bases
organicas como isopropilamina, trimetilamina, histidina o procaina. Las sales farmacéuticas tienden a ser mas
solubles en disolventes acuosos y otros disolventes préticos que las correspondientes formas de base libre.

Procedimientos y composiciones terapéuticos

Se puede usar cualquiera de las moléculas de unidn a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T
proporcionadas en el presente documento en procedimientos terapéuticos. Se pueden usar moléculas de unién a
antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion como agentes inmunoterapicos, por ejemplo, en
el tratamiento de canceres.

Para su uso en procedimientos terapéuticos, las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de
linfocitos T de la invencién se formularian, dosificarian y administrarian de una manera coherente con las buenas
practicas médicas. Los factores que se deben tener en consideracion en este contexto incluyen el trastorno
particular que se trata, el mamifero particular que se trata, el estado clinico del paciente individual, la causa del
trastorno, el sitio de administracion del agente, el procedimiento de administracion, la programacion de la
administracion y otros factores conocidos por los médicos.

En un aspecto, se proporcionan moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la
invenciéon para su uso como medicamento. En otros aspectos, se proporcionan moléculas de unién a antigeno
biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencién para su uso en el tratamiento de una enfermedad. En
determinados modos de realizacién, se proporcionan moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de
linfocitos T de la invencion para su uso en un procedimiento de tratamiento. En un modo de realizacion, la invencion
proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el
presente documento para su uso en el tratamiento de una enfermedad en un individuo que necesita el mismo. En
determinados modos de realizacidn, la invenciéon proporciona una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T para su uso en un procedimiento de tratamiento de un individuo que tiene una enfermedad
que comprende administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T. En determinados modos de realizacion, la enfermedad que se va a tratar es
un trastorno proliferativo. En un modo de realizacién particular, la enfermedad es cancer. En determinados modos
de realizacion, el procedimiento comprende ademas administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz
de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, un agente antineoplasico si la enfermedad que se va a
tratar es cancer. En otros modos de realizacion, la divulgacion proporciona una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente documento para su uso en la induccién de
lisis de una célula diana, en particular una célula tumoral. En determinados modos de realizacién, la divulgacion
proporciona una molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso en un
procedimiento de induccién de lisis de una célula diana, en particular una célula tumoral, en un individuo que
comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T para inducir la lisis de una célula diana. Un "individuo" de acuerdo con cualquiera de los modos de
realizacién anteriores es un mamifero, preferentemente un ser humano.

En determinados modos de realizacién, la enfermedad que se va a tratar es un trastorno proliferativo, en particular
cancer. Los ejemplos no limitantes de canceres incluyen cancer de vejiga, cancer de cerebro, cancer de cabeza y
cuello, cancer pancreatico, cancer de pulmon, cancer de mama, cancer ovarico, cancer uterino, cancer de cuello
uterino, cancer endometrial, cancer esofagico, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer rectal, cancer gastrico,
cancer de prostata, neoplasia hematica, cancer de piel, carcinoma de células escamosas, cancer de huesos y
cancer de rifién. Otros trastornos de proliferacion celular que se pueden tratar usando una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, neoplasias
localizadas en el(los)/la(s): abdomen, hueso, mama, aparato digestivo, higado, pancreas, peritoneo, gldndulas
endocrinas (suprarrenal, paratiroidea, pituitaria, testiculos, ovario, timo, tiroidea) ojo, cabeza y cuello, sistema
nervioso (central y periférico), sistema linfatico, aparato genital femenino, piel, tejidos blandos, bazo, regién toracica
y sistema urogenital. También se incluyen afecciones o lesiones precancerosas y metastasis de cancer. En
determinados modos de realizacion, el cancer se elige del grupo que consiste en cancer de células renales, cancer
de piel, cancer de pulmon, cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de cerebro, cancer de cabeza y cuello,
cancer gastrico, cancer de pancreas, cancer de ovario. En un modo de realizacién, el cancer es un tumor solido.
En un modo de realizacion, el cancer es un cancer positivo para HER2 (es decir, un cancer que expresa HER2).
En un modo de realizacion particular, el cancer es cancer de mama, en particular cancer de mama positivo para
HERZ2. En otro modo de realizacion, el cancer es cancer gastrico, en particular cancer gastrico positivo para HER2.
Todavia en otro modo de realizacién, el cancer es cancer colorrectal, en particular cancer colorrectal positivo para
HERZ2. Un experto en la técnica reconoce facilmente que en muchos casos es posible que la molécula de unién a
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antigeno biespecifica activadora de linfocitos T no proporcione una cura sino que es posible que solo proporcione
un beneficio parcial. En algunos modos de realizacién, un cambio fisioldgico que tiene algun beneficio también se
considera terapéuticamente beneficioso. Por tanto, en algunos modos de realizacién, una cantidad de molécula de
unioén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que proporciona un cambio fisiolégico se considera una
"cantidad eficaz" o una "cantidad terapéuticamente eficaz". El sujeto, paciente o individuo que necesita tratamiento
es tipicamente un mamifero, mas especificamente un ser humano.

En algunos modos de realizacién, una cantidad eficaz de una molécula de union a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T de la invencién se administra a una célula. En otros modos de realizacion, una cantidad
terapéuticamente eficaz de una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion
se administra a un individuo para el tratamiento de enfermedad.

Para la prevencion o tratamiento de enfermedad, la dosificacion apropiada de una molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion (cuando se usa sola o en combinacién con uno o mas de
otros agentes terapéuticos adicionales) dependera del tipo de enfermedad que se va a tratar, la via de
administracion, el peso corporal del paciente, el tipo de molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T, la gravedad y evolucién de la enfermedad, si la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T se administra con propdsitos preventivos o terapéuticos, intervenciones terapéuticas previas o
coincidentes, la anamnesis y respuesta del paciente a la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T y el criterio del médico especialista. El profesional responsable para su administracion determinara, en
cualquier caso, la concentracion del/de los ingrediente(s) activo(s) en una composicion y la(s) dosis apropiada(s)
para el sujeto individual. En el presente documento se contemplan diversas pautas de dosificacion incluyendo,
pero sin limitarse a, administraciones individuales o multiples durante diversos puntos temporales, administracion
por inyeccion intravenosa rapida e infusion pulsada.

La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se administra de forma adecuada al
paciente de una vez o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad,
aproximadamente de 1 pg/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, 0,1 mg/kg - 10 mg/kg) de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T puede ser una dosificacién candidata inicial para su administracion al
paciente, ya sea, por ejemplo, por una o mas administraciones separadas, o por infusién continua. Una dosificacion
diaria tipica podria variar de aproximadamente 1 pg/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores
mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de la
afeccion, el tratamiento en general se mantendria hasta que se produzca una supresion deseada de los sintomas
de enfermedad. Una dosificacion ejemplar de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T seria en el intervalo de aproximadamente 0,005 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. En otros ejemplos no
limitantes, una dosis también puede comprender de aproximadamente 1 microgramo/kg de peso corporal,
aproximadamente 5 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 10 microgramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 50 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 100 microgramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 200 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 350 microgramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 500 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 1 miligramo/kg de peso corporal,
aproximadamente 5 miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 10 miligramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 50 miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 100 miligramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 200 miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 350 miligramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 500 miligramos/kg de peso corporal, a aproximadamente 1000 mg/kg de peso corporal 0 mas
por administracion, y cualquier intervalo derivable en los mismos. En ejemplos no limitantes de un intervalo
derivable de los numeros enumerados en el presente documento, se puede administrar un intervalo de
aproximadamente 5mg/kg de peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, de
aproximadamente 5 microgramos/kg de peso corporal a aproximadamente 500 miligramos/kg de peso corporal,
etc., en base a los nimeros descritos anteriormente. Por tanto, se pueden administrar al paciente una o mas dosis
de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 5,0 mg/kg o 10 mg/kg (o cualquier combinacién de las mismas). Dichas
dosis se pueden administrar de forma intermitente, por ejemplo, cada semana o cada tres semanas (por ejemplo,
de modo que el paciente reciba de aproximadamente dos a aproximadamente veinte, o por ejemplo,
aproximadamente seis dosis de la molécula de unioén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T). Se puede
administrar una dosis de carga mayor inicial, seguido de una o mas dosis menores. Sin embargo, otras pautas
posoldgicas pueden ser utiles. La evolucién de este tratamiento se supervisa facilmente por técnicas y ensayos
convencionales.

Las moléculas de unioén a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencién se usaran en general
en una cantidad eficaz para lograr el propésito pretendido. Para su uso para tratar o prevenir un estado de
enfermedad, las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion, o
composiciones farmacéuticas de las mismas, se administran o aplican en una cantidad terapéuticamente eficaz.
La determinacién de una cantidad terapéuticamente eficaz esta bien dentro de las capacidades de los expertos en
la técnica, en especial a la luz de la divulgacién detallada proporcionada en el presente documento.

Para la administracion sistémica, se puede estimar inicialmente una dosis terapéuticamente eficaz a partir de
ensayos in vitro, tales como ensayos de cultivo celular. A continuacién se puede formular una dosis en modelos
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animales para lograr un intervalo de concentracion en circulacion que incluye la Clsp como se determina en cultivo
celular. Se puede usar dicha informacién para determinar con mas exactitud dosis utiles en seres humanos.

También se pueden estimar dosificaciones iniciales a partir de datos in vivo, por ejemplo, modelos animales,
usando técnicas que son bien conocidas en la técnica. Un experto en la técnica podria optimizar faciimente la
administracion a seres humanos en base a los datos en animales.

La cantidad e intervalo de dosificacion se pueden ajustar individualmente para proporcionar niveles plasmaticos
de las moléculas de unioén a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T que sean suficientes para mantener
un efecto terapéutico. Las dosificaciones de paciente habituales para administraciéon por inyeccion varian de
aproximadamente 0,1 a 50 mg/kg/dia, tipicamente de aproximadamente 0,5 a 1 mg/kg/dia. Se pueden lograr
niveles plasmaticos terapéuticamente eficaces administrando dosis multiples cada dia. Los niveles en plasma se
pueden medir, por ejemplo, por HPLC.

En los casos de administracién local o captacion selectiva, es posible que la concentracién local eficaz de las
moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T no esté relacionada con la concentracion
plasmatica. Un experto en la técnica podra optimizar dosificaciones locales terapéuticamente eficaces sin
experimentacién excesiva.

Una dosis terapéuticamente eficaz de las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T
descritas en el presente documento proporcionara en general beneficio terapéutico sin provocar toxicidad
sustancial. La toxicidad y la eficacia terapéutica de una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T se pueden determinar por procedimientos farmacéuticos estandar en cultivo celular o animales de
experimentacion. Se pueden usar ensayos de cultivo celular y estudios en animales para determinar la DLso (la
dosis letal para un 50 % de una poblacion) y la DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en un 50 % de una
poblacion). La proporcién de dosis entre los efectos tdxicos y terapéuticos es el indice terapéutico, que se puede
expresar como la proporcion DLso/DEso. Son preferentes las moléculas de uniéon a antigeno biespecificas
activadoras de linfocitos T que presentan indices terapéuticos grandes. En un modo de realizacioén, la molécula de
unioén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la presente invencion presenta un indice
terapéutico alto. Los datos obtenidos a partir de ensayos de cultivo celular y estudios en animales se pueden usar
en la formulacion de un intervalo de dosificaciones adecuadas para su uso en seres humanos. Preferentemente,
la dosificacion se encuentra dentro de un intervalo de concentraciones en circulacion que incluyen la DEso con
poca o ninguna toxicidad. La dosificacién puede variar dentro de este intervalo dependiendo de una variedad de
factores, por ejemplo, la forma de dosificacion empleada, la via de administracion utilizada, la afeccion del sujeto
y similares. La formulacién exacta, via de administracién y dosificacion se pueden elegir por el médico individual
en vista de la afeccion del paciente (véase, por ejemplo, Fingl et al., 1975, en: The Pharmacological Basis of
Therapeutics, cap. 1, p. 1).

El médico especialista para pacientes tratados con moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de
linfocitos T de la invencidn sabra como y cuando finalizar, interrumpir o ajustar la administracion debido a toxicidad,
disfuncion organica y similares. A la inversa, el médico especialista también sabra ajustar el tratamiento a niveles
mayores si la respuesta clinica no fuera adecuada (excluyendo la toxicidad). La magnitud de una dosis
administrada en el abordaje del trastorno de interés variara con la gravedad de la afeccién que se va a tratar, con
la via de administracion y similares. La gravedad de la afeccién, por ejemplo, se puede evaluar, en parte, por
procedimientos de evaluacion de prondstico estandar. Ademas, la dosis y quizas la frecuencia de dosis también
variaran de acuerdo con la edad, peso corporal y respuesta del paciente individual.

Otros agentes y tratamientos

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencién se pueden administrar
en combinacioén con uno o mas de otros agentes en el tratamiento. Por ejemplo, una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion se puede coadministrar con al menos un agente terapéutico
adicional. El término "agente terapéutico" engloba cualquier agente administrado para tratar un sintoma o
enfermedad en un individuo que necesita dicho tratamiento. Dicho agente terapéutico adicional puede comprender
cualquier ingrediente activo adecuado para la indicacidon particular que se trata, preferentemente el que tiene
actividades complementarias que no se ven afectadas de manera adversa entre si. En determinados modos de
realizacién, un agente terapéutico adicional es un agente inmunomodulador, un agente citostatico, un inhibidor de
la adhesién celular, un agente citotoxico, un activador de la apoptosis celular o un agente que incrementa la
sensibilidad de las células por los inductores apoptéticos. En un modo de realizacion particular, el agente
terapéutico adicional es un agente antineoplasico, por ejemplo, un alterador de los microtubulos, un antimetabolito,
un inhibidor de topoisomerasas, un intercalador de ADN, un agente alquilante, un tratamiento hormonal, un
inhibidor de cinasas, un antagonista de receptores, un activador de la apoptosis de células tumorales o un agente
antiangiogénico.

Dichos otros agentes estan presentes de forma adecuada en combinacion en cantidades que son eficaces para el
proposito pretendido. La cantidad eficaz de dichos otros agentes depende de la cantidad de molécula de unién a
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antigeno biespecifica activadora de linfocitos T usada, el tipo de trastorno o tratamiento y otros factores analizados
anteriormente. Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T se usan en general en
las mismas dosificaciones y con vias de administracion como se describe en el presente documento, o
aproximadamente de un 1 a un 99 % de las dosificaciones descritas en el presente documento, o en cualquier
dosificacion y por cualquier via que se determine empirica/clinicamente como apropiada.

Dichas politerapias indicadas anteriormente engloban la administracion combinada (donde dos o mas agentes
terapéuticos se incluyen en la misma o en composiciones separadas), y la administracion separada, caso en el
que se puede producir la administracion de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
de la invencién antes de, simultdneamente y/o después de la administracién del agente terapéutico y/o
coadyuvante adicional. También se pueden usar las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de
linfocitos T de la invencidon en combinacién con radioterapia.

Articulos de fabricacion

En otro aspecto de la divulgacion, se proporciona un articulo de fabricacion que contiene materiales Utiles para el
tratamiento, prevencion y/o diagnéstico de los trastornos descritos anteriormente. El articulo de fabricacion
comprende un recipiente y una ficha técnica o prospecto del envase en o asociado con el recipiente. Los recipientes
adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringuillas, bolsas de soluciéni.v., etc. Los recipientes se pueden
formar a partir de una variedad de materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composicién
que por si misma o combinada con otra composicion es eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la afeccion y
que puede tener una via de acceso esteéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucién intravenosa
o un vial que tiene un tapon perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un agente activo en la
composicion es una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencidn. La ficha
técnica o prospecto del envase indica que la composicion se usa para tratar la afeccion de eleccion. Ademas, el
articulo de fabricacion puede comprender (a) un primer recipiente con una composiciéon contenida en el mismo, en
el que la composicion comprende una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la
invencion; y (b) un segundo recipiente con una composicidon contenida en el mismo, en el que la composicion
comprende otro agente citotéxico o de otro modo terapéutico. El articulo de fabricacion en este modo de realizacion
de la divulgacién puede comprender ademas un prospecto del envase que indica que las composiciones se pueden
usar para tratar una afeccioén particular. De forma alternativa, o adicionalmente, el articulo de fabricacion puede
comprender ademas un segundo (o tercer) recipiente que comprende un tampén farmacéuticamente aceptable,
tal como agua bacteriostatica para inyectables (BWFI), solucién salina tamponada con fosfato, soluciéon de Ringer
y solucion de dextrosa. Puede incluir ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y de
usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringuillas.

Ejemplos

Los siguientes son ejemplos de procedimientos y composiciones de la invencion. No se deben interpretar como
limitantes del alcance de la invencion, que esta definida por las reivindicaciones adjuntas.

Procedimientos generales
Técnicas de ADN recombinante

Se usaron procedimientos estandar para manipular ADN como se describe en Sambrook et al., Molecular cloning:
A laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Se usaron los
reactivos bioldgicos moleculares de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La informacion general con
respecto a las secuencias de nucleétidos de las cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulinas humanas se da
en: Kabat, E.A. et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., publicacion NIH n.° 91-3242.

Secuenciacion de ADN
Se determinaron secuencias de ADN por secuenciacién de doble hebra.
Sintesis génica

Se generaron segmentos de genes deseados, cuando se requirid, por PCR usando moldes apropiados o bien se
sintetizaron por Geneart AG (Ratisbona, Alemania) a partir de oligonucleétidos sintéticos y productos de PCR por
sintesis génica automatizada. En casos donde no estaba disponible ninguna secuencia génica exacta, se
disefiaron cebadores oligonucleotidicos en base a las secuencias de los homélogos mas cercanos y se aislaron
los genes por RT-PCR a partir del ARN que se origina en el tejido apropiado. Se clonaron los segmentos génicos
flanqueados por sitios de escision de endonucleasas de restriccion singulares en vectores de
clonacion/secuenciacion estandar. Se purifico el ADN plasmidico a partir de bacterias transformadas y se
determind la concentracion por espectroscopia UV. Se confirmé la secuencia de ADN de los fragmentos génicos
subclonados por secuenciacion de ADN. Se disefiaron segmentos génicos con sitios de restriccion adecuados
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para permitir la subclonacion en los respectivos vectores de expresion. Se disefiaron todas las construcciones con
una secuencia de ADN del extremo 5' que codifica un péptido lider que se dirige a proteinas para su secrecion en
células eucariotas.

Ejemplo 1
Preparacion de moléculas biespecificas de linfocitos T (TCB) anti-p95HER2/anti-CD3

Se prepararon las siguientes moléculas en este ejemplo, las ilustraciones esquematicas de las mismas se muestran
en la figura 2:

A. "2+1 1gG CrossFab, invertida" con modificaciones de carga (intercambio VH/VL en la proteina fijadora de CD3,
modificacién de carga en la proteina fijadora de p95HER?2) (figura 2A, SEQ ID NO 22-25).

B. "2+1 1gG CrossFab, invertida" sin modificaciones de carga (intercambio CH1/CL en la proteina fijadora de CD3)
(figura 2B, SEQ ID NO 26-29).

Las secuencias de ADN que codifican las regiones de la cadena pesada y ligera variables de las proteinas fijadoras
de CD3 y p95HER?2 se subclonaron dentro del marco de lectura con las respectivas regiones constantes que se
preinsertan en el vector de expresion de mamifero receptor respectivo. La expresion de proteina se fomenta por
un promotor de VSMP. La poliadenilacion se fomenta por una secuencia sefial poliA sintética localizada en el
extremo 3' de CDS. Ademas, cada vector contiene una secuencia OriP de VEB para la replicacién autosémica.

Para la produccion de las moléculas, se cotransfectaron las células CHO-K1 que crecian en suspension con los
vectores de expresion respectivos usando eviFect (Evitria) como reactivo de transfeccion. Se transfectaron las
células con los correspondientes vectores de expresion en una proporcion 1:2:1:1 (A: "vector cadena pesada (VH-
CH1-VL-CH1-CH2-CH3)": "vector cadena ligera (VL-CL)": "vector cadena pesada (VH-CH1-CH2-CH3)": "vector
cadena ligera (VH-CL)"; B: "vector cadena pesada (VH-CH1-VH-CL-CH2-CH3)": "vector cadena ligera (VL-CL)":
"vector cadena pesada (VH-CH1-CH2-CH3)": "vector cadena ligera (VL-CH)").

Para la transfeccion, se cultivaron células CHO-K1 en suspension sin suero en medio de cultivo eviMake (Evitria).
Después de 7 dias a 37 °C en una estufa de incubacién con una atmésfera de CO2 al 5 %, se recogid el
sobrenadante para su purificacion por centrifugacion, se esterilizé por filtracion (filtro de 0,22 ym) y se mantuvo a
4°C.

Se determind el valor de las moléculas en el medio de cultivo por proteina A-HPLC (tabla 2). El célculo del valor
se basa en un procedimiento de dos etapas e incluye la unidon de moléculas que contienen Fc a la proteina A a pH
8,0 y la liberacion en una etapa de elucién a pH 2,5. Ambos tampones usados para el analisis contenian Tris
(10 mM), glicina (50 mM) y NaCl (100 mM) y se ajustaron a los respectivos pH (8 y 2,5). El cuerpo de columna fue
una precolumna Upchurch de 2x20 mm con un volumen interno de ~63 pl rellenada con POROS 20A. Después de
la calibracién inicial, se inyectaron 100 ul de cada muestra con un caudal de 0,5 ml/min. Después de 0,67 minutos,
se eluyo la muestra con una etapa de pH a pH 2,5. Se realiz6 la cuantificacion por determinacion de la absorbancia
a 280 nm y el calculo usando una curva estandar con un intervalo de concentracién de IgG1 humana de 16 a
166 mg/l.

Se purificaron las proteinas secretadas de los sobrenadantes de cultivo celular por cromatografia de afinidad
usando cromatografia de afinidad con proteina A, seguido de una etapa de cromatografia de exclusion por tamaiio.

Para la cromatografia de afinidad, se cargd sobrenadante en una columna de proteina A HiTrap HP (VC=5 ml, GE
Healthcare) equilibrada con 25 ml de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, pH 7,5. Se retird la proteina
no unida lavando con al menos 10 voliumenes de columna de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, pH
7,5, y se eluyé la proteina diana en 6 volumenes de columna de citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 100 mM,
glicina 100 mM, pH 3,0. Se neutralizé la solucion de proteina afadiendo 1/10 de fosfato de sodio 0,5 M, pH 8,0.
Para el andlisis en proceso después de la cromatografia con proteina A, se analizaron la pureza y el peso molecular
de las moléculas en las fracciones individuales por SDS-PAGE en ausencia de un agente reductor y tincion con
Coomassie (InstantBlue™, Expedeon). Se us6 el sistema en gel NUPAGE® Pre-Cast (4-12 % Bis-Tris, Invitrogen)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las fracciones seleccionadas de la proteina diana se concentraron
y filtraron antes de cargarlas en una columna HiLoad Superdex 200 (GE Healthcare) equilibrada con histidina
20 mM, cloruro de sodio 140 mM, Tween-20 al 0,01 %, pH 6,0 (para la molécula A) o histidina 20 mM, cloruro de
sodio 140 mM, pH 6,0 (para la molécula B).

Se determind la concentracion de proteina de las muestras de proteinas purificadas midiendo la densidad dptica
(DO) a 280 nm, usando el coeficiente de extincion molar calculado sobre la base de la secuencia de aminoacidos.

Se analizé el contenido de agregado de las moléculas usando una columna analitica de exclusiéon por tamafio
TSKgel G3000 SW XL (Tosoh) en K2HPO4 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina 200 mM, NaNs al
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0,02 % (p/v), tampon de migracion a pH 6,7 a 25 °C.

Se analizaron la pureza y el peso molecular de las moléculas después de la etapa de purificacion final por analisis
CE-SDS en presencia y ausencia de un agente reductor. Se usé el sistema Caliper LabChip GXII (Caliper
lifescience) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (figura 3 y tabla 2).

Se realizé el analisis de espectrometria de masas de las moléculas en un sistema CL-EM de Agilent (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.). El sistema de cromatografia (Agilent 1260 Infinity) se acoplé a un
dispositivo de ESI-CL/EM-TOF Agilent 6224. Se inyectaron aproximadamente 5 ug de muestra en una columna de
250 mm x 4,6 mm NUCLEOGEL RP1000-8, (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Duren, Alemania) a un caudal
de 1 ml/min a 40 °C. La fase mévil fue como sigue A: 5 % de acetonitrilo, 0,05 % de acido férmico y B: 95 % de
acetonitrilo, 0,05 % de acido férmico. Para aplicar un gradiente de elucion, se elevé un 15 % de B a un 60 % de B
en un periodo de 10 min, a continuacion a un 100 % de B en 2,5 min. El espectrémetro de masas midié6 en modo
de alta resolucion 4 GHz positivo y registré un intervalo de 500 a 3200 m/z. Los espectros m/z se resolvieron
manualmente con el MassAnalyzer 2.4.1 de Roche (Hoffman-La Roche, Ltd).

Las moléculas Ay B se produjeron y purificaron esencialmente siguiendo el mismo procedimiento. La recuperacion
final fue mas alta para la molécula B (13 %, véase la tabla 1), pero el analisis CL-EM de emparejamiento incorrecto
de la cadena ligera revel6 que solo un 10-20 % de esa molécula se ensambld correctamente. La calidad de la
molécula A fue claramente mejor, con alrededor de un 95 % de molécula ensamblada correctamente en el analisis
CL-EM.

El perfil de CE-SDS no reducido también fue mejor para la molécula A con menos productos secundarios que en
la molécula B (tabla 2, figura 3) y la calidad final fue muy buena con un contenido de mondmero de un 99 % (tabla
1). La SDS-PAGE de las fracciones después de la purificacion con proteina A mostré también pocos productos
secundarios para la molécula A (figura 4, este analisis no esta disponible para la molécula B).

TABLA 1. Sumario de produccion y purificacién de moléculas TCB anti-p95HER2/anti-CD3 con y sin modificaciones
de carga.

Molécula Valor [mg/] Recuperacion |Rendimiento [SEC anall'ticfa

[%] [mg/l] (HMW/monomero/LMW) [%]
A 14 7,8 1,07 0,5/99,5/0
B 30 13 3,85 0,6/99,4/0

TABLA 2. Analisis CE-SDS (no reducido) de moléculas TCB anti-p95HER2/anti-CD3 con y sin modificaciones de
carga.

Molécula N.° pico Tamanfo [kDa] Pureza [%]
1 205 96
A 2 214 4
1 173 10
2 190 11
B 3 204 75
4 215 4

La molécula A preparada en este ejemplo se denominara TCB para p95HER?2 en lo que sigue.
Ejemplo 2

Niveles de expresion de p95HER2 en diferentes células diana y union de TCB para p95HER2 a células diana
positivas para p95SHER2

Se determind la expresion de p9SHER2 en MCF10A transfectada con p95HER2 (MCF10A_p95Her2) y HCC-1954
por citometria de flujo usando el clon de IgG anti-p95HER2 32H2 (Parra-Palau et al., Cancer Res 70, 8537-46
(2010)). Se determino la expresion de p95HER2 o HER2 de diferentes células diana (MCF10A transfectadas para
expresar p95HER2, HER2, ambos o bien un vector vacio) por inmunoelectrotransferencia usando un anticuerpo
anti-HER2. Se sometié a prueba la union de TCB para p95HER2 a MCF10A transfectada para expresar p95HER?2,
HER2 o ambos o bien un vector vacio por citometria de flujo.
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Para el analisis de inmunoelectrotransferencia, se obtuvieron extractos de proteina a partir de transfectantes de
MCF10A lisados. Las muestras se mezclaron con tampoén de carga que contenia DTT (Tris-HCI 250 mM, pH 6,8,
SDS al 10 %, glicerol al 30 %, DTT de 1,4-ditiotreitol 0,5 mM (Roche, n.° 10780984001), azul de bromofenol al
0,2 %) y se incubaron a 99 °C durante 5 min antes de resolver las proteinas por SDS-electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) y transferilas a membranas de nitrocelulosa. Se detectaron las proteinas por
autorradiografia tras la adicién de sustrato de HRP quimioluminiscente de inmunoelectrotransferencia Immobilon
(n.° WBKLS0500, Millipore). Se usé HER2 (c-erbB-2) (CB11) (monoclonal de raton, 1:1000), (n.° MU134-UCE,
BioGenex) como anticuerpo primario. Anticuerpo secundario: IgG de ratén ECL, Ab completo unido a HRP (1:4000)
(Amersham GE Healthcare, n.° NA931). Para el analisis de la unién de TCB para p95HER2 por citometria de flujo,
se obtuvieron transfectantes de MCF10A con StemPro Accutase (Invitrogen, n.° A11105-01) y se incubaron con
TCB para p95HER2 durante una hora antes de la tincion con un anticuerpo secundario anti-Alexa488 humano
durante 30 min. Las muestras se adquirieron en un citbmetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences). Se
determinaron los niveles de expresion en MCF10A_p95HER2 y HCC-1954 por tincién de las células con el clon
anti-p95HER2 32H2 durante 30 min a 4 °C seguido de tincidon con anticuerpo caprino anti-IgG de ratéon conjugado
con FITC (AbD Serotec) durante 30 min a 4 °C. Se midio la fluorescencia usando un BD FACS Cantoll.

La inmunoelectrotransferencia de los transfectantes de MCF10A verificd la expresion de p95HER2, HER2 o la
combinacion (figura 5A). Se incubaron las células mostradas en la figura 5A con 2 pug/ml de TCB para p95HER2 y
se analizaron por citometria de flujo (figura 5B). Hubo una unién apreciable de TCB para p95HER2 a p95HER2 y
p95HER2-HER2 que expresaba MCF10A detectable, mientras que no hubo unién a células MCF10A-vector. La
figura 5C muestra la comparacién de los niveles de expresion de p95HER2 en células MCF10A_p95Her2 y HCC-
1954 analizadas por citometria de flujo. MCF10A_p95Her2 expres6 aproximadamente p95HER2 5x mayor en la
superficie celular en comparacion con la linea celular HCC-1954 derivada de glandula mamaria que sobreexpresa
HER2 (ATCC, CRL-2238).

Ejemplo 3

Lisis de transfectantes de MCF10A y HCC-1954 y posterior activacion de linfocitos T mediada por TCB para
p95HER2

Se evalud la lisis de células diana y la posterior activacion de linfocitos T mediada por TCB para p95HER2 usando
MCF10A_p95Her2, MCF10A_Her2, MCF10A_p95Her2-Her2 y MCF10A_vector asi como HCC-1954. Se usaron
PBMC humanas como efectoras y se detectd la lisis tumoral a las 46-48 h de incubacién con TCB para p95HER2
o una TCB de control no dirigida. En resumen, se obtuvieron las células diana con StemPro Accutase o bien con
tripsina/EDTA, se lavaron y se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo plano. Se dejoé que las células se
adhirieran durante la noche. Se prepararon células mononucleares de sangre periférica (PBMC) por centrifugacién
por densidad en Histopaque de preparaciones de linfocitos enriquecidas (capas leucociticas) o sangre
heparinizada fresca obtenida de donantes humanos sanos. Se diluyé la sangre fresca con PBS estéril y se coloco
en capas sobre un gradiente de Histopaque o Ficoll-Paque. Después de la centrifugacion (450 x g o0 400 x g, 30
minutos, temperatura ambiente, sin interrupcion), se descarté el plasma por encima de la interfase que contenia
PBMC vy se transfirieron las PBMC a un nuevo tubo Falcon posteriormente llenado con PBS. La mezcla se
centrifugd (400 x g durante 5 min o 350 x g durante 10 min a temperatura ambiente, con interrupcion), se descart6
el sobrenadante y se lavo el sedimento de PBMC dos veces con PBS estéril. Se conté la poblacién de PBMC
resultante y se almacen6 en medio RPMI1640 que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al 1 % (Biochrom,
K0302) a 37 °C, CO2z al 5 % en una estufa de incubacién de células hasta su uso posterior (no mas de 24 h). Para
el ensayo de lisis tumoral, se afiadieron TCB para p95HER2 o TCB de control a las concentraciones indicadas
(intervalo de 1 pM - 100 nM por triplicado). Se anadieron PBMC a células diana a una proporcion E:T final de 10:1.
Se evalud la lisis de las células tumorales después de 46-48 h de incubacién a 37 °C, CO2 al 5 % por cuantificacion
de LDH liberada en los sobrenadantes celulares por células apoptéticas/necroéticas (kit de deteccion de LDH, Roche
Applied Science, n.° 11 644 793 001 o ensayo de citotoxicidad no radioactiva CytoTox 96, Promega, n.° G1780).
Se logro la lisis maxima de las células diana (= 100 %) por incubacion de células diana con Triton X-100 al 1 %.
Lisis minima (= 0 %) se refiere a células diana coincubadas con células efectoras sin construccion biespecifica.
Para la evaluacién de la activacion de linfocitos T que se produce tras la lisis de células tumorales, se transfirieron
PBMC a una placa de 96 pocillos de fondo redondo, se centrifugd a 400 x g durante 4 min y se lavé con PBS que
contenia BSA al 0,1 %. Se realizé la tincién de superficie para CD8 (anti-CD8 humano APCCy7, Biolegend n.°
301016), CD4 (anti-CD4 humano FITC, Biolegend n.° 300506), CD69 (anti-CD69 humano BV421, Biolegend n.°
310930) y CD25 (anti-CD25 humano PECy7, Biolegend n.° 302612) de acuerdo con las indicaciones de los
proveedores. Se lavaron las células dos veces con 150 pl/pocillo de PBS que contenia BSA al 0,1 % y se fijaron
usando PFA al 2 %. Se analizaron las muestras usando un BD FACS Cantoll.

La determinacién de la lisis de células MCF10A que expresan de forma estable el vector, p95HER2, HER2 o la
combinacién después de 48 horas de incubacién con PBMC y concentraciones crecientes de anticuerpo TCB frente
a p95HER2 no mostro lisis de la linea celular de control negativo para p95HER2 MCF10A_vector y solo una lisis
muy escasa de las células MCF10A_Her2 (figura 6). En contraste con eso, hubo una lisis apreciable de las células
diana MCF10A_p95Her2 y MCF10A_p95Her2-Her por TCB para p95HER2 detectable. Estos resultados muestran
que TCB para p95HER?2 induce la lisis de células tumorales especificas de diana.
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La lisis de MCF10A_p95Her2 (figura 7A) y HCC-1954 (figura 7C) después de la incubacién durante 46 horas con
PBMC (efectora:diana 10:1) y concentraciones crecientes de TCB para p95HER2 mostré una lisis apreciable de
células diana MCF10A_p95Her2 (CE50 370 pM, liberacion méxima 70 %). No hubo lisis inducida por la TCB de
control no dirigida. Para las células HCC-1954 que expresan p95HER2 5x menor que MCF10A_p95Her2, TCB
mostré cierta lisis de células tumorales (hasta un 40 %) a concentraciones de TCB para p95HER2 altas (25 -
100 nM). No se pudo determinar la CE50. De nuevo, no hubo lisis detectable por la TCB no dirigida. Ademas, no
hubo lisis de la linea celular de control negativo MCF10A_vector (figura 7B). Estos resultados sugieren que la
eficacia de la lisis de células tumorales mediada por TCB para p95HER2 depende del nivel de expresion de
p95HER2. Las células que expresan naturalmente p95HER2 en cantidades menores también son dianas
adecuadas, mientras que las células negativas para p95HER2 no se lisan.

La expresién de CD25 y CD69 en linfocitos T CD4+ (figura 8) y linfocitos T CD8+ (figura 9) tras la destruccién de
MCF10A que expresa p95HER?2 o vector o HCC-1954 después de 46 horas mediada por TCB para p95HER2 se
muestra en las figuras 8 y 9. En consonancia con la lisis de células tumorales (figura 7), hubo una activacion de
linfocitos T apreciable detectable tras la lisis de células MCF10A_p95Her2 mediada por TCB para p95HER2. Los
linfocitos T tanto CD4+ como CD8+ regularon por incremento CD25 y CD69 dependiendo de la concentracion de
TCB. Mientras que TCB para p95HER?2 indujo cierta lisis de HC-1954 (figura 7C), no hubo activacion de linfocitos
T especifica detectable en comparacion con la linea celular de control negativo MCF10A_vector.

Ejemplo 4

Lisis de cardiomiocitos y posterior activacion de linfocitos T inducida por TCB para p95HER2 en
comparacion con TCB para HER2

Se determind la union de TCB para p95HER2 y TCB para HER2 (SEQ ID NO 24, 31, 32 y 33; estructura analoga
a TCB para p95HER?2) a cardiomiocitos y transfectantes de MCF10A antes de los ensayos de actividad funcional
usando estos tipos de células como dianas para ambas TCB (figura 10). Se investigé la induccion de la sefalizacion
de CD3 en Jurkat NFAT (figura 11), asi como la lisis de cardiomiocitos en comparacién con las células
MCF10A_p95Her2 (figura 12) y la posterior activacién de linfocitos T (figura 13) mediada por TCB para p95HER2
o TCB para HER2.

Para determinar la unién de las TCB, se cultivaron cardiomiocitos (cardiomiocitos iCell, Cellular Dynamics n.° CMC-
100-110-00) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Después de 10 dias de cultivo, se obtuvieron los
cardiomiocitos asi como los transfectantes de MCF10A con tampdn de disociacion celular y se tifieron con TCB
para p95HER2 20 nM o TCB para HER2 durante 30 min a 4 °C. Después del lavado, se afiadi6 a las células una
dilucién 1:20 de fragmento F(ab')2 de anticuerpo caprino anti-lgG humana, Fcg especifico de fragmento AffiniPure
(Jackson Immuno Research Lab n.° 109-606-098) conjugado con AF647 durante 30 min a 4 °C en la oscuridad.
Después del lavado, se resuspendieron las células en tampén FACS que contenia Pl para excluir las células
muertas de la siguiente medicién por citometria de flujo. En paralelo al experimento de unién, se usaron
cardiomiocitos cultivados durante 10 dias en placas de 96 pocillos como dianas para determinar la sefializacion de
CD3, la lisis de células diana y la activacion de linfocitos T. En resumen, dos dias antes del ensayo de sefializacion
de CD3, se obtuvieron MCF10A_p95Her2 con tampdn de disociacion celular y se sembraron (25000 células por
pocillo) en las mismas placas junto a los cardiomiocitos. Después de 2 dias, se obtuvieron células Jurkat-NFAT-
luc y se anadieron 100000 células a las células diana sembradas. Después de la adicién de TCB para p95HER2 o
TCB para HER2 (0,4 pM - 100 nM, volumen final 100 pl/pocillo), se incubaron las células durante 5,5 h a 37 °C en
la estufa de incubacion. Se transfirieron 100 pl/pocillo de suspensién celular que contenia las células Jurkat-NFAT-
luc no adheridas a placas de 96 pocillos de paredes blancas y se afiadieron 100 pl/pocillo de sustrato One Gio
(Promega) a las células. Después de 5 min de incubacion a TA, se determind la luminiscencia usando un Victor
Wallac Pro. Un dia antes de la lisis de células diana y el ensayo de activacion de linfocitos T, se obtuvieron
MCF10A_p95Her2 con tampén de disociacion celular y se sembraron (25000 células por pocillo) en las mismas
placas junto a los cardiomiocitos. Se afiadieron PBMC aisladas como se describe en el ejemplo 3 con una
proporcion E:T final de 10:1. Se diluyeron TCB en medio de ensayo (RPMI1640 + FCS al 2 % + Glutamax al 1 %)
y se afadieron a las células. Se evalu¢ la lisis de células diana después de 47 h de incubacién a 37 °C, CO2 al
5 % por cuantificacion de LDH liberada en sobrenadantes celulares por células apoptéticas/necréticas (kit de
deteccion de LDH, Roche Applied Science, n.° 11 644 793 001). Se logré la lisis maxima de las células diana (=
100 %) por incubacion de células diana con Triton X-100 al 1 %. Lisis minima (= 0 %) se refiere a células diana
coincubadas con células efectoras sin construccién biespecifica. Para la evaluacion de la activacion de linfocitos T
que se produce tras la lisis de células tumorales, se transfirieron PBMC a una placa de 96 pocillos de fondo
redondo, se centrifugd a 400 x g durante 4 min y se lavd con PBS que contenia BSA al 0,1 %. Se realizo la tincion
de superficie para CD8 (anti-CD8 humano APC, BD n.° 55536), CD4 (anti-CD4 humano FITC, Biolegend n.°
300506), CD69 (anti-CD69 humano BV421, Biolegend n.° 310930) y CD25 (anti-CD25 humano PECy7, Biolegend
n.° 302612) de acuerdo con las indicaciones de los proveedores. Se lavaron las células dos veces con 150 pl/pocillo
de tampodn FACS vy se fijaron usando solucién de lisis BD FACS. Se analizaron las muestras usando un BD FACS
Cantoll.

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2897217713

La figura 10 muestra la uniéon de p95HER2-TCB, HER2-TCB y TCB de control no dirigida en MCF10A_p95Her2,
MCF10A_vector, MCF10A_Her2 y cardiomiocitos analizada por citometria de flujo. TCB para HER2 mostrd una
unién apreciable a cardiomiocitos en contraste con TCB para p95HER2.

La figura 11 muestra la estimulacion con CD3 de células Jurkat NFAT mediada por TCB para p95HER2 o TCB
para HER2 en presencia de cardiomiocitos. En contraste con TCB para p95HER2, TCB para HER2 indujo una
sefializacion apreciable de CD3 en Jurkat-NFAT-luc usando cardiomiocitos como células diana en contraste con
TCB para p95HER2.

La figura 12 muestra la lisis de células MCF10A que expresan de forma estable p95HER?2 y cardiomiocitos después
de la incubacién durante 47 horas con PBMC (proporcién efectora:diana 10:1) y con concentraciones crecientes
de TCB para p95HER2 o TCB para HER2. TCB para HER2 indujo una lisis apreciable de células MCF10A_Her2
asi como de cardiomiocitos, en contraste con TCB para p95HER2 que solo indujo lisis detectable de dianas
MCF10A_p95Her2.

La figura 13 muestra el nivel de expresion de CD25 en linfocitos T CD4+ y CD8+ tras la lisis de MCF10A_p95Her2
y cardiomiocitos después de la incubacion durante 47 horas con PBMC (proporciéon efectora:diana 10:1) y
concentraciones crecientes de TCB para p95HER2 o TCB para HER2. TCB para HERZ2 indujo una activacién de
linfocitos T apreciable tras la lisis de células MCF10A_Her2, asi como de cardiomiocitos, en contraste con TCB
para p95HER2, que solo indujo una activacién de linfocitos T detectable en presencia de células diana
MCF10A_p95Her2 pero no de cardiomiocitos.

Estos resultados in vitro sugieren que TCB para p95HER2 podria dar lugar a una reduccion de los problemas
cardiacos in vivo en comparacion con TCB para HER2.

Ejemplo 5

Modelos de PDX (xenoinjerto derivado del paciente) in vitro e in vivo para la caracterizacién de TCB para
p95HER2

Los tumores de mama humanos usados en este estudio procedian de resecciones quirurgicas en el Hospital
Universitario de Vail d'Hebron (Espafa) y se obtuvieron siguiendo las directrices institucionales. Las juntas de
revision institucional (IRB) del Hospital Vail d'Hebron aprobaron este estudio de acuerdo con la Declaraciéon de
Helsinki. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito para la realizaciéon de estudios moleculares de tumor
de todos los pacientes que proporcionaron tejido. Para los PDX de cancer de mama, se implantaron fragmentos
de muestras de pacientes en el cuerpo adiposo numero cuatro de los ratones. Se afiadieron 17 3-estradiol (1 uM)
(Sigma-Aldrich) y Baytril al agua para consumo. Se adquirieron ratones NOD.CB17-Prkdcscid (NOD/SCID) de
Charles River Laboratories (Paris, Francia). Para el establecimiento de cultivos celulares derivados de PDX, se
extirparon los tumores y se cortaron en trozos lo mas pequefios posibles con bisturi, se incubaron durante 30
minutos con colagenasa IA (Sigma-Aldrich, n.° C9891-1G), se lavaron y se resuspendieron en DMEM:F-12, SFB
al 10 %, 4 mmol/l de L-glutamina, penicilina/estreptomicina (n.° P4333-Gibco), HEPES 10 mM (Santa Cruz
Biotechnology, n.° sc-286961) y 1,75 ug/ml de anfotericina B (Gibco, n.° 15240062) durante 6 horas. A
continuacion, se retiré el medio cuidadosamente y se cambié a medio humano Mammocult complementado con
SFB al 10 % (StemCell Technologies, n.° 5620) con penicilina/estreptomicina, HEPES 10 mM y 1,75 pg/ml de
anfotericina B durante una semana para facilitar el crecimiento de células epiteliales con respecto a los fibroblastos
de ratdn contaminantes. Se usaron células de PDX positivas y negativas para p95HER2 como dianas para la lisis
in vitro mediada por TCB para p95HER2. En resumen, se incubaron las células diana con PBMC (E:T 10:1) y TCB
para p95HER2 durante 48 h a 37 °C, CO2 al 5 % en una estufa de incubacién humidificada. Se determiné la
liberacion de LDH con el ensayo de citotoxicidad no radioactivo CytoTox 96 (Promega, n.° G1780). Se afadieron
20 pl de solucidn de lisis a los controles de maxima liberacién 45 minutos antes del ensayo. Después de los 45 min,
cada placa de 96 pocillos se centrifugd durante 5 min a 420 x g y se transfirieron 50 ul de cada sobrenadante a
una nueva placa de 96 pocillos. Se afadieron 50 pl de reactivo CytoTox a cada pocillo y se incubé la placa durante
30 min, a TA protegida de la luz. A continuacion, se afiadieron 50 pl de solucion de parada y se midio la absorbancia
a 490 nm. Se rest6 el fondo del medio de cultivo de cada medida. El porcentaje de citotoxicidad se calculé como
sigue: % citotoxicidad = (abs. experimental - abs. espontanea de efectora -abs. espontanea de diana) / (abs.
maxima de diana-abs. espontanea de diana). Para las pruebas in vivo de TCB para p95HER2, se implantaron
tumores PDX173 como se describe previamente en ratones NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1WjFSzJ (Charles River
Laboratories, Paris, Francia). Cuando los tumores alcanzaron un tamafio promedio de 150-200 mm?, se les inyecto
a los ratones NSG por via intraperitoneal 10 x 108 PBMC resuspendidas en 200 uyl de 1 x PBS. Se midieron los
xenoinjertos de tumores con compases calibradores 3 veces por semana y se determind el volumen del tumor
usando la férmula: (longitud x ancho?) x (pi/6). Se supervisé el peso corporal dos veces por semana. Al final de los
estudios in vivo, se pesaron los tumores y a continuacion se extirparon. Para generar suspensiones de células
individuales, se cortaron los tumores en trozos pequefios y se pasaron a un tubo de 50 ml que contenia 50 ul de
colagenasa (100 mg/ml) y 50 pl de DNAsa (2 mg/ml) en 5 ml de medios RPMI. Esto se incubé a 37 °C durante 1
hora. Se filtr6 la mezcla en un tamiz celular de 100 p y a continuacion se centrifugdé durante 5 min a 400 x g. A
continuacion, se realizo la lisis de eritrocitos y después de un lavado con PBS, se resuspendieron las células en
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PBS, EDTA 2,5 mM, BSA al 1 % y suero de caballo al 5 %. Veinte minutos mas tarde, se centrifugaron las muestras
y se incubaron las células durante 45 min con la siguiente mezcla de anticuerpos: huCD45-PE, clon HI30, (n.°
304008); msCD45AF488, clon 30-F11 (n.° 103122); huCD3Percpcy5.5, clon UCHT1 (n.° 300430); CD8 PE-Cy7,
clon SKI (n.° 344712); CD4BV421, clon OKT4 (n.° 317434); todos usados en diluciones 1:300 (todos de
BioLegend). Después de un lavado con PBS, se adquirieron las muestras en un LSR Fortessa (BD Bioscience).
Los datos se analizaron en el programa informatico FlowJo.

La figura 14A muestra la inmunohistoquimica con el anticuerpo frente a p95HER2 de PDX positivos para p95HER2
y negativos para p95HER2 a partir de los que se generaron cultivos primarios. Los cultivos primarios de PDX como
se muestra en la figura 14A y de un PDX de cancer de mama triple negativo (CMTN) se incubaron con 2 ug/ml de
p95HER2-TCB y se analizaron por citometria de flujo (figura 14B).

Los cultivos primarios de PDX como se muestra en la figura 14A se incubaron con PBMC (efectora:diana=10:1) y
con concentraciones crecientes de TCB para p95HER2 durante 48 horas (figura 14C). La lisis celular se determino
por liberacion de LDH. EI PDX67 positivo para p95HER?2 se lis6 a altas concentraciones de TCB para p95HER2
en presencia de PBMC mientras que no hubo lisis de PDX118 negativo para p95HER2. Estos resultados confirman
la lisis especifica del antigeno diana por TCB para p95HER2.

La figura 15A muestra el flujo de trabajo experimental para las pruebas in vivo de TCB para p95HER2. PDX173,
p95HER2+, se implanté en el cuerpo adiposo mamario de ratones NSG. Cuando los tumores alcanzaron un
volumen promedio de 200 mm? se humanizaron los animales con 10” PBMC recién aisladas y se aleatorizaron en
los 4 grupos experimentales. Los tratamientos comenzaron 48 h después de la inyeccién de PBMC. La figura 15B
muestra la media del cambio porcentual en el volumen del tumor para cada uno de los grupos experimentales y
para animales individuales. La figura 15C y 15D muestran los pesos de los tumores al final del experimento, prueba
de la t, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; ns, no significativo. Tanto trastuzumab como TCB para p95HER?2 redujeron
significativamente el tamafo del tumor en los ratones tratados.

La figura 16 AD muestra la determinacion de células inmunitarias infiltrantes de tumor. Se extirparon los tumores
y se tifieron suspensiones de células individuales con una mezcla de anticuerpos que contenia: msCD45, huCDA45,
huCD3, huCD4 y huCD8. Las muestras se analizaron por citometria de flujo, prueba de la t, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001; ns, no significativo. La figura 16E muestra el porcentaje de huCD8 en muestras de tumor FFPE
determinado por analisis inmunohistoquimico. El tratamiento con TCB para p95HER2 y con trastuzumab dio lugar
a una infiltracion potenciada de células CD45, asi como de linfocitos T CD8+ y CD4+ en los tumores.

Ejemplo 6

Efecto de TCB para p95HER2 sobre el crecimiento de xenoinjertos de células que expresan p95HER2 y de
un xenoinjerto derivado del paciente (PDX)

Material y procedimientos
Lineas celulares

Se obtuvieron MCF7 del patréon ATCC-LGC y se mantuvieron a 37 °C y CO2z al 5 % dentro del medio esencial
minimo de Dulbecco: F12 (DMEM:F12) (1:1) n.° 21331-046 (Gibco-Life Technologies, Rockville, MD, EE. UU.)
complementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 % n.° 10270-106 (Gibco-Life Technologies) y L-glutamina al
1% (n.° M11-004 (PAA Laboratories-GE Healthcare, Pasching, Austria). La linea celular MCF7 TetOn-p95HER?2
se genero por transduccion lentivirica de plnducer-p95HER2. En resumen, se clond la secuencia de p95HER2 en
el vector de doble seleccion pENTRIA de Invitrogen, usando sitios de restriccion Bglll/BamHI (5") y Notl (3'), y se
us6 como vector de entrada para introducir la secuencia en el vector de destino pinducer20-Neo-Luc (n.° 44012,
Addgene) usando la reaccion LR de GateWay. Se seleccion6 la poblacién policlonal y se mantuvo con 200 ug/mi
de Geneticin. Se generaron las lineas celulares MCF7 doble TetOn para p95HER2 y shp21 o0 p95HER?2 y sh-nt por
transduccién lentivirica del MCF7 TetOn-p95HER2 previamente generado con pTRIPz-shp21 o pTRIPz-vector
vacio. En resumen, se retird la secuencia de horquilla corta para direccion de ARNm de p21 (NM_000389) del
ARNhc de pGIPZ CDKN1A de Open Biosystems-Thermo Scientific (RHS4430-200281172 clon V3LHS-322234)
usando enzimas de restriccion Xhol y Mlul, y se inserté en los mismos sitios del vector pTRIPz (Open Biosystems,
Thermo Scientific) usando técnicas de clonacion estandar. Se selecciond la poblacién policlonal durante al menos
48 h con 1 pg/ml de puromicina, la poblacién de doble resistencia se mantuvo con 200 ug/ml de Geneticiny 1 ug/mi
de puromicina.

Ensayo de proliferacion
Se analizo la proliferacion por recuento de células. En resumen, se sembraron 1 x 10° células por pocillo en placas
de 6 pocillos. En los tiempos indicados: 0 (se contaron 10 h como tiempo 0), 24 h, 48 h, 72 h y 144 h se separaron

células con tripsina-EDTA y se determinaron las células viables por exclusion de tinte azul tripano y se contaron
en una camara de Neubauer.
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Ensayo in vivo en xenoinjerto de MCF7-p95HER2

Se les inyectaron de forma ortotdpica a los ratones NSG 3 x 10° células con sh-p21 de MCF7 Tet-On-p95HER2.
Una vez que los tumores alcanzaron 200 mm?® se les inyectaron a los animales 1 x 107 PBMC obtenidas de
donantes sanos. Después de 48 h, se comenzé a tratar a los animales dos veces por semana con 2,5 mg/kg de
TCB para p95HER2 (i.v.). Se mantuvo a los animales con presencia de doxiciclina (1 g/l) en el agua de consumo.

Ensayo in vivo en xenoinjerto derivado del paciente (PDX)

Los tumores humanos usados para establecer PDX procedian de biopsias o resecciones quirurgicas en el Hospital
Universitario de Vail d'Hebron (Espafa) y se obtuvieron siguiendo las directrices institucionales. Las juntas de
revision institucional (IRB) del Hospital Vail d'Hebron aprobaron este estudio. Se obtuvo el consentimiento
informado por escrito para la realizaciéon de estudios moleculares de tumor de todos los pacientes que
proporcionaron tejido.

Se implantaron fragmentos de muestras de tumor de pacientes en el cuerpo adiposo niumero cuatro de NOD.Cg-
Prkdcsed [12rgmil/Sz) (NSG) (Charles River Laboratories (Paris, Francia). Se afiadieron 17 B-estradiol (1 pM)
(#E8875-1G, Sigma-Aldrich) y Baytril al agua para consumo. Se midieron los xenoinjertos de tumores con
compases calibradores tres veces por semana y se determiné el volumen del tumor usando la féormula: (longitud x
ancho?) x (pi/6). Se superviso el peso corporal dos veces por semana. Una vez que los tumores alcanzaron una
media de 250 mm?3, se aleatorizaron los ratones en los grupos experimentales y se inyectaron 107 PBMC obtenidas
de donantes sanos a los ratones (i.p.). Los tratamientos se iniciaron 48 h después de las inyecciones de PBMC.

Infiltracion de células inmunitarias en tumores

Al final de los estudios in vivo, se pesaron los tumores y a continuacion se extirparon. Para generar suspensiones
de células individuales, se cortaron los tumores en trozos pequefios y se pasaron a un tubo de 50 ml que contenia
50 pl de colagenasa (100 mg/ml) y 50 pl de DNAsa (2 mg/ml) en 5 ml de medios RPMI. Esto se incubé a 37 °C
durante 1 hora. Se filtré la mezcla en un tamiz celular de 100 ym y a continuacién se centrifugd durante 5 min a
400 g. A continuacion, se realizo la lisis de eritrocitos y después de un lavado con 1x PBS, se resuspendieron las
células en 1 x PBS, EDTA 2,5mM, BSA al 1% y suero de caballo al 5%. Veinte minutos mas tarde, se
centrifugaron las muestras y se incubaron las células durante 45 min con la siguiente mezcla de anticuerpos:
huCD45-PE, clon HI30, (n.° 304008); msCD45AF488, clon 30-F11 (n.° 103122); huCD3Percpcy5.5, clon UCHT1
(n.° 300430); CD8 PE-Cy7, clon SKI (n.° 344712); CD4BV421, clon OKT4 (n.° 317434); todos usados en diluciones
1:300 (todos de BioLegend). Después de un lavado con 1 x PBS, se adquirieron las muestras en un LSR Fortessa
(BD Bioscience). Los datos se analizaron en el programa informatico FlowJo.

Inmunohistoquimica (IHQ)

Las muestras de tumor se fijaron en formaldehido al 4 % (n.° 2529311315, Panreac) y a continuacion se incluyeron
en parafina. Las tinciones se realizaron en cortes de parafina de 5 ym en una maquina Dako Autostainer Plus
(Dako) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Anticuerpos: clon SP57 anti-CD8 (monoclonal de conejo)
(n.° 5937248001, Ventana, Roche). Patdlogos certificados cuantificaron el porcentaje de CD8 en muestras de
tumor, anti-citoqueratina humana (ratén, monoclonal), clones AE1/AE3 (n.° M3515, Dako).

Resultados

La figura 17 muestra el efecto de TCB para p95HERZ2 sobre el crecimiento de xenoinjertos de células que expresan
p95HER2.

Las células MCF7 se transdujeron de forma estable con p95HER2 bajo el control de un promotor inducible por
doxiciclina y un ARNhc no dirigido (sh-NT) o un ARNhc dirigido a p21 (sh-p21) bajo el control de un promotor
inducible por doxiciclina independiente (figura 17A). Como se mostré previamente (Angelini et al., Cancer Res 73,
450-8 (2013)), la expresion de p9SHER?2 en las células MCF7 de control da lugar a la senescencia inducida por
oncogén y, por tanto, a la inhibicidon de la proliferacion celular (figura 17B, sh-NT +Dox) y un profundo cambio
morfoldgico (figura 17C, sh-NT +Dox). La modulacién a la baja de p21 supera la senescencia (figura 17B, sh-p21;
figura 17C, shp21).

La figura 17D muestra el efecto de TCB para p95HER2 sobre el crecimiento de células MCF7 p95HER2 como
xenoinjertos. Se les inyectaron a los ratones NSG (n=6 por grupo) 10°® células con sh-p21 de MCF7 Tet-On
p95HER2. Cuando los tumores alcanzaron ~200 mm?® (sombreado), se transfiieron PBMC humanas de un
voluntario sano por inyeccion i.p. (107 células/ratdn). Los ratones se trataron con vehiculo (control) o 1 mg/kg de
TCB para p95HER?2 (flechas). Se midieron los voliumenes de los tumores con un compas calibrador. Los graficos
muestran promedios; las barras de error corresponden a intervalos de confianza de un 95 %. Los valores de p se
calcularon usando la prueba de la t de Student bilateral; *p<0,05, **p<0,01.
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La figura 17E muestra los niveles de CD45* humana después de la inyeccion de PBMC. Se obtuvieron leucocitos
de los ratones analizados en la figura 17D 15 dias después de la inyeccion y se tifieron con anti-huCD45 y se
cuantificaron por citometria de flujo. Los diagramas de cajas muestran el porcentaje de células CD45" en los
ratones analizados en la figura 17D. Los bigotes mas bajos y mas altos indican los percentiles 10 y 90,
respectivamente; los bordes inferiores y superiores de la caja indican los percentiles 25y 75, respectivamente; la
linea interna en la caja indica el percentil 50.

La figura 17F muestra el efecto de TCB para p95HER?2 sobre el peso del tumor. Al final del experimento mostrado
en la figura 17D, los tumores se extirparon y se pesaron. Los resultados se expresan como promedios; las barras
de error corresponden a intervalos de confianza de un 95 %. Los valores de p se calcularon usando la prueba de
la t de Student bilateral;*p < 0,05.

La figura 18 muestra el efecto de TCB para p95HER2 sobre el crecimiento de un xenoinjerto derivado del paciente
(PDX).

La figura 18A muestra el andlisis de la expresion de p95HER2 por inmunohistoquimica. Se tifid una muestra del
PDX indicado con anticuerpos anti-p95HER2 especificos como se describe previamente (ParraPalau et al., Cancer
Res 70, 8537-46 (2010)).

La figura 18B muestra el efecto de TCB para p95HER2 sobre el crecimiento del tumor. Se supervisaron ratones
NSG (n=6 por grupo) que llevaban el PDX indicado hasta que los tumores alcanzaron ~300 mm? (sombreado). A
continuacion, se transfirieron PBMC humanas de un voluntario sano por inyeccion i.p. (107 células/ratén). Los
ratones se trataron con vehiculo (control) o 1 mg/kg de TCB para p95HER?2 (flechas). Se midieron los volumenes
de los tumores con un compas calibrador. Los graficos muestran promedios; las barras de error corresponden a
intervalos de confianza de un 95 %. Los valores de p se calcularon usando la prueba de la t de Student bilateral;*p
< 0,05.

La figura 18C muestra los niveles de CD45* humana después de la inyeccion de PBMC. Se obtuvieron leucocitos
de los ratones analizados en B 15 dias después de la inyeccion y se tifieron con anti-huCD45 y se cuantificaron
por citometria de flujo. Los diagramas de cajas muestran el porcentaje de células CD45* en los ratones analizados
en la figura 18B. Los bigotes mas bajos y mas altos indican los percentiles 10 y 90, respectivamente; los bordes
inferiores y superiores de la caja indican los percentiles 25 y 75, respectivamente; la linea interna en la caja indica
el percentil 50.

La figura 18D muestra el efecto de TCB para p95HER2 sobre el peso del tumor. Al final del experimento mostrado
en la figura 18B, los tumores se extirparon y se pesaron. Los resultados se expresan como promedios; las barras
de error corresponden a intervalos de confianza de un 95 %. Los valores de p se calcularon usando la prueba de
la t de Student bilateral;*p < 0,05.

La figura 18E muestra el efecto de TCB para p95HER2 en la infiltracion de linfocitos T. Al final del experimento
mostrado en la figura 18B, las muestras de tumor correspondientes al experimento mostrado en la figura 18B se
desagregaron en células individuales, se tifieron con anti-CD3, CD8 y CD4 humanas, y se cuantificé el nimero de
células positivas por citometria de flujo. Los diagramas de cajas muestran el porcentaje de las células positivas
para el marcador indicado. Los bigotes mas bajos y mas altos indican los percentiles 10 y 90, respectivamente; los
bordes inferiores y superiores de la caja indican los percentiles 25y 75, respectivamente; la linea interna en la caja
indica el percentil 50. Los valores de p se calcularon usando la prueba de la t de Student bilateral; *p < 0,05, **p <
0,01.

La figura 18F muestra el efecto de TCB para p95HER2 sobre células tumorales. Al final del experimento mostrado
en la figura 18B, se tifieron cortes sagitales de tumores con anticuerpos anti-citoqueratina humana y se cuantifico
el porcentaje de células positivas. Los resultados se expresan como promedios; las barras de error corresponden
a intervalos de confianza de un 95 %. Los valores de p se calcularon usando la prueba de la t de Student
bilateral;***p < 0,001. Las tinciones representativas se muestran en la figura 18G.

Estos datos permiten concluir que TCB para p95HER?2 altera el crecimiento de un xenoinjerto derivado del paciente
(figura 18B y D) sin incrementar los niveles de leucocitos circulantes (figura 18C). TCB para p95HER?2 recluta
eficazmente linfocitos T (tanto linfocitos T positivos para CD4 como para CD8 para tumores) (figura 18E).

Los niveles de citoqueratina (un marcador de las células tumorales mamarias en los tumores después del
tratamiento) (figura 18F y 18G) muestran que la medida del volumen del tumor (figura 18B) o el peso del tumor
(figura 18D) da lugar a la subestimacion del efecto antitumoral de TCB para p95HER2 puesto que las lesiones
restantes en TCB para p95HER2 estéan en gran parte desprovistas de células tumorales (figura 18F y G).
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Ejemplo 7

Lisis de transfectantes de MCF10A y posterior activacion de linfocitos T inducidas por TCB para p95HER2
en comparacion con TCB para HER2

Se evalud la lisis de células diana y la posterior activacion de linfocitos T mediada por TCB para p95HER2 usando
transfectantes MCF10A_p95Her2, MCF10A_Her2, MCF10A_p95Her2-Her2 y MCF10A_vector asi como células
MCF7, esencialmente como se describe en los ejemplos previos. Se usaron PBMC humanas como efectoras y se
detecto la lisis tumoral a las 46-48 h de incubacion con TCB para p95HER2 o TCB para HER2. Se incubaron
células MCF10A y MCF7 con concentraciones crecientes de TCB para HER2 (figura 19A) o TCB para p95HER?2
(figura 19B) y con PBMC en una proporcion de 10:1. Después de 48 h, se recogieron los sobrenadantes y se midio
la lisis por liberacion de LDH. Se obtuvieron PBMC del experimento con células MCF10A-vector, se tifieron para
detectar huCD45/CD8/CD4/CD69/CD25 y se analizaron por citometria de flujo (figura 19C).

Ejemplo 8
Unién de TCB para p95HER2 a células MCF10A que expresan HER2 o HER2 (M611A)

A pesar de la clara preferencia de union a células que expresan p95HER2, TCB para p95HER2 también se unié a
células que expresan HER2 (figura 5B). Esta unioén residual se podria deber a la interaccidon con el receptor de
longitud completa o, de forma alternativa, a bajos niveles de expresiéon de p95HER2 en células que sobreexpresan
HERZ2. Puesto que p95HER?2 se sintetiza a partir del ARNm que codifica HER2 a través del inicio alternativo de la
traduccioén del codéon AUG que codifica la metionina 611 (Pedersen et al. (2009) Mol Cell Biol 29, 3319-3331), se
analiz6 la unién de TCB para p95HER2 a células MCF10A que expresan una construccion de ADNc con una
mutacion de metionina a alanina en la posicion 611 (M611A). Los resultados mostraron claramente que la union
de p95HER2-TCB a células que sobreexpresan HER2 se debe en gran parte a la generacion de bajos niveles de
pP95HER? sintetizados por el inicio alternativo de la traduccion de metionina 611 (figura 20 A y B). Este resultado
destaca la especificidad de TCB para p95HER2.
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Pro

Thr

Asp

Asp

Gly

105

Ser

Ala

Val

Ala

Val

185

His

Cys

Gly

Met

Gly

10

Gly

Asp

Thr

Asn

Asp

Gln

Val

Ala

Ser

Val

170

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

79

Tle

Phe

Lys

His

Ala

75

Thr

Gly

Phe

Leu

Trp

155

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

235

Ser

Val

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Pro

Gly

140

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

220

Ser

Arg

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Lys

Ile

Thr

Leu

125

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

205

His

Val

Thr

Pro

Asn

30

Glu

Asp

Phe

Tyr

Leu

119

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

190

Thr

Thr

Phe

Pro

Gly

15

Asp

Leu

Asn

Val

Tyr

95

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

175

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

Gly

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Ser

Lys

Leu

16Q

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

240

Val
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Thr

Asn

Arg

val

305

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

385

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Phe

Asn

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Leu

355

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
435

27
685
PRT

Secuencia artificial

val

260

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

val

Phe

420

Lys

245

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

405

Ser

Ser

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Gly

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Lys

Cys

Leu

val

Val

Ser

295

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

ES 2897217713

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Gln

val

360

Val

Pro

Thr

Val

Leu
440

His

265

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

val

Met

425

Ser

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Cys

Leu

Trp

Val

Asp

410

His

Pro

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Ser

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Pro

Ala

Val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Ala

p95HER2, VH-CH1-CD3, VH-CL-Fc (botdn, P329G LALA)

27

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Ala

365

Asn

Ser

Arg

Leu

val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

val

Gly

Asp

Trp

His
430

255

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

415

Asn

Phe

Pro

Thr

val

320

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

400

Gln

His

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Ile Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

80

15



Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Pro

Ser

Ser

Asp

145

Thr

Tyr

Gln

Asp

Gly

225

Gln

Phe

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Ser

Lys

130

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

210

Gly

Pro

Ser

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Ala

115

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

155

Lys

Gly

Gly

Thr

Leu
20

Trp

Asn

Phe

Ser

Gly

100

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

180

Ile

Val

Ser

Gly

Tyr

Ser

Ile

Thr

Ser

Ser

85

Leu

Thr

Ser

Glu

His

165

Ser

Cys

Glu

Glu

Ser

245

Ala

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Asp

Lys

Gly

Pro

150

Thr

Val

Asn

Pro

val

230

Leu

Met

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Tyr

Gly

Gly

135

Val

Phe

Val

Val

Lys

215

Gln

Arg

Asn

ES 2897217713

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ser

Trp

Pro

120

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

200

Ser

Leu

Leu

Trp

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Asp

Gly

105

Ser

Ala

Val

Ala

Val

185

His

Cys

Leu

Ser

Val

Gly

Asp

Thr

Asn

Asp

90

Gln

Vval

Ala

Ser

Val

170

Pro

Lys

Asp

Glu

Cys

250

Arg

81

Phe

Lys

His

Ala

75

Thr

Gly

Phe

Leu

Trp

155

Leu

Ser

Pro

Gly

Ser

235

Ala

Gln

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Pro

Gly

140

Asn

Gln

Ser

Ser

Gly

220

Gly

Ala

Ala

Phe

Leu

45

Pro

Lys

Ile

Thr

Leu

125

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

205

Gly

Gly

Ser

Pro

Asn

30

Glu

Asp

Phe

Tyr

Leu

119

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

190

Thr

Gly

Gly

Gly

Gly

Asp

Leu

Asn

Val

Tyr

85

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

175

Gly

Lys

Ser

Leu

Phe

255

Lys

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Ser

Lys

Leu

16Q

Leu

Thr

Val

Gly

Val

249

Thr

Gly



Leu

Tyr

Ser

305

Thr

Val

Ser

Glu

Phe

385

Gln

Ser

Glu

Ser

Thr

465

Phe

Pro

Glu

Tyr

290

Lys

Ala

Ser

Ala

Gln

370

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

450

Cys

Leu

Glu

Trp

275

Ala

Aszsn

Val

Trp

Ser

355

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

435

Val

Pro

Phe

Val

260

Val

Asp

Thr

Tyr

Phe

340

Val

Lys

Arg

Aszsn

Ser

420

Lys

Thr

Pro

Pro

Thr
500

Ser

Ser

Leu

Tyr

325

Ala

Ala

Ser

Glu

Ser

405

Leu

Val

Lys

Cys

Pro

485

Cys

Arg

Val

Tyr

310

Cys

Tyr

Ala

Gly

Ala

390

Gln

Ser

Tyr

Ser

Pro

470

Lys

Val

Ile

Lys

295

Leu

Val

Trp

Pro

Thr

375

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

455

Ala

Pro

Val

ES 2897217713

Arg

280

Gly

Gln

Arg

Gly

Ser

360

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

440

Aszsn

Pro

Lys

Val

265

Ser

Arg

Met

His

Gln

345

Val

Ser

Gln

Val

Leu

425

Glu

Arg

Glu

Asp

Asp
505

Lys

Phe

Aszn

Gly

330

Gly

Phe

Val

Trp

Thr

410

Thr

Val

Gly

Ala

Thr

490

Val

82

Tyr

Thr

Ser

315

Asn

Thr

Ile

Val

Lys

395

Glu

Leu

Thr

Glu

Ala

475

Leu

Ser

Asn

Ile

300

Leu

Phe

Leu

Phe

Cys

380

Val

Gln

Ser

His

Cys

460

Gly

Met

His

Asn

285

Ser

Arg

Gly

Val

Fro

365

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

445

Asp

Gly

Ile

Glu

270

Tyr

Arg

Ala

Asn

Thr

350

Fro

Leu

Aszn

Ser

Ala

430

Gly

Lys

Pro

Ser

Asp
510

Ala

Asp

Glu

Ser

335

Val

Ser

Asn

Ala

Lys

415

Asp

Leu

Thr

Ser

Arg

495

Fro

Thr

Asp

Asp

320

Tyr

Ser

Asp

Asn

Leu

400

Asp

Tyr

Ser

His

Val

480

Thr

Glu
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Val

Thr

Val

545

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

625

Asp

Trp

His

<210>
<211>

Lys

Lys

530

Leu

Lys

Lys

Cys

Lys

610

Gln

Gly

Gln

Asn

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Phe

515

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

595

Gly

Pro

Ser

Gln

His
675

28

214
PRT
Secuencia artificial

28

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

580

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

660

Tyr

Trp

Glu

Leu

Asn

565

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

645

Asn

Thr

CD3, VL—CH1

Tyr

Glu

His

550

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

630

Leu

Val

Gln

Val

Gln

535

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

615

Tyr

Tyr

Phe

Lys

ES 2897217713

Asp
520

Tyr

Asp

Arg

Lys

600

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
680

Gln Ala Val val Thr Gln Glu Pro

1

5

Thr Val Thr Leu Thr Cys Gly Ser

20

Gly

Asn

Trp

Gly

Glu

585

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

665

Leu

Ser

Ser
25

Val

Ser

Leu

Ala

570

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

650

Ser

Ser

Leu
10

Thr

Asn Tyr Ala Asn Trp Val Gln Glu Lys Pro

83

Glu Val His Asn Ala
525

Thr Tyr Arg Val Val
540

Asn Gly Lys Glu Tyr
555

Pro Ile Glu Lys Thr
575

Gln Val Tyr Thr Leu
590

Val Ser Leu Trp Cys
605

Val Glu Trp Glu Ser
620

Pro Pro Val Leu Asp
635

Thr Val Asp Lys Ser
655

Val Met His Glu Ala
670

Leu Ser Pro
685

Lys

Ser

Lys

560

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

640

Arg

Leu

Thr Val Ser Pro Gly Gly

15

Gly Ala Val Thr Thr Ser

30

Gly Gln Ala Phe Arg Gly
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Leu

Ser

63

Gln

Leu

Ser

Thr

Pro

145

val

Ser

Ile

val

Ile

50

Gly

Pro

Trp

Thr

Ser

130

Glu

His

Ser

Cys

Glu
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

Gly

Ser

Glu

Val

Lys

115

Gly

Pro

Thr

val

Asn

195

Pro

29
214
PRT

Secuencia artificial

Gly

Leu

Asp

Phe

100

Gly

Gly

Val

Phe

val

180

Val

Lys

Thr

Leu

Glu

85

Gly

Pro

Thr

Thr

Pro

165

Thr

Asn

Ser

p95HER?2, VL-CL

29

Asn Lys
55

Gly Gly

70

Ala Glu

Gly Gly

Ser Val

Ala Ala

135

Val Ser

150

Ala Val

Val Pro

His Lys

Cys

ES 2897217713

40

Arg

Lys

Tyr

Thr

Phe

120

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro
200

Ala

Ala

Tyr

Lys

105

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

185

Ser

Pro

Ala

Cys

90

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

170

Ser

Asn

Gly

Leu

75

Ala

Thr

Ala

Leu

Gly

155

Ser

Leu

Thr

Thr

60

Thr

Leu

Val

Pro

Val

140

Ala

Gly

Gly

Lys

45

Pro

Leu

Trp

Leu

Ser

125

Lys

Leu

Leu

Thr

val
205

Ala

Ser

Tyr

Ser

110

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

190

Asp

Arg

Gly

Ser

95

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

175

Thr

Lys

Phe

Ala

80

Asn

Ala

Ser

Phe

Gly

160

Leu

Tyr

Lys

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Gln Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly

1

5

10

15

Asp Arg Val Ser Ile Ile Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Gly Thr Ala

20

25

84

30
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Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Ala Phe

Pro Ser

Thr Ala

130

Lys Val

145

Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
1385

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Phe Asn Arg Gly

210
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Pro
1

Pro Ile

30
645
PRT
Homo
30

Ile

Asn

Gln

Asn

Thr

Asp

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

sapiens

Leu

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

130

Gln

Ser

His

Cys

Lys

Phe

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

ES 2897217713

Ala

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Gly

Gly

Len

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Len

Gln

Val

Thr

Gln

90

Len

Asp

Asn

Len

Asp

170

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Pro

Asp

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

45

Arg

Asn

Thr

Thr

Len

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Leu

Fhe

Val

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Len

175

val

Lys

Ile

Gly

Ser

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Trp Lys Phe Pro Asp Glu Glu Gly Ala Cys Gln Pro Cys

5

10

15

Cys Thr His Ser Cys Val Asp Leu Asp Asp Lys Gly Cys

20

25

85

30



Pro

Val

Ile

65

Leu

Pro

Val

Trp

Leu

145

Ala

Gly

Tyr

Ser

Tyr

225

Val

Ala

Lys

Ala

Gly

50

Lys

Gln

Asn

Lys

Ile

130

Arg

Tyr

Ile

Gly

Gln

210

Leu

Len

Arg

Val

Glu

35

Ile

Arg

Glu

Gln

Val

115

Pro

Glu

Val

Cys

Cys

195

Asp

Glu

Val

Leu

Pro

Gln

Leu

Arg

Thr

Ala

100

Leu

Asp

Asn

Met

Leu

180

Len

Len

Asp

Lys

Leu

260

Ile

Arg

Leu

Gln

Glu

85

Gln

Gly

Gly

Thr

Ala

165

Thr

Len

Len

Val

Ser

245

Asp

Lys

Ala

Val

Gln

70

Leu

Met

Ser

Glu

Ser

150

Gly

Ser

Asp

Asn

Arg

230

Pro

Ile

Trp

Ser

Val

55

Lys

Val

Arg

Gly

Asn

135

Pro

Val

Thr

His

Trp

215

Leu

Asn

Asp

ES 2897217713

Pro

40

Val

Ile

Glu

Ile

Ala

120

Val

Lys

Gly

Val

Val

200

Cys

Val

His

Glu

Ala

Leu

Leu

Arg

Pro

Leu

105

Phe

Lys

Ala

Ser

Gln

185

Arg

Met

His

Val

Thr

265

Leu

Thr

Gly

Lys

Leu

90

Lys

Gly

Ile

Asn

Pro

170

Len

Glu

Gln

Lys
250

Glu

Glu

86

Ser

Val

Tyr

75

Thr

Glu

Thr

Pro

Lys

155

Tyr

Val

Asn

Ile

Asp

235

Ile

Tyr

Ser

Ile

Val

60

Thr

Pro

Thr

Val

Val

140

Glu

Val

Thr

Arg

Ala

220

Len

Thr

His

Ile

Ile

45

Phe

Met

Ser

Gln

Tyr

125

Ala

Ile

Ser

Gln

Gly

205

Lys

Ala

Asp

Ala

Leu

Ser

Gly

Arg

Gly

Len

110

Lys

Ile

Leu

Arg

Leu

130

Arg

Gly

Ala

Phe

Asp

270

Arg

Ala

Ile

Arg

Ala

95

Arg

Gly

Lys

Asp

Leu

175

Met

Leu

Met

Arg

Gly

255

Gly

Arg

val

Leu

Leu

80

Met

Lys

Ile

val

Glu

160

Leu

Pro

Gly

Ser

Asn

240

Leu

Gly

Arg



Phe

Leu

305

Ile

Cys

Ser

Met

Gly

385

Asp

Gln

Val

Len

Len

465

Gly

Ser

Glu

Thr

290

Met

Pro

Thr

Glu

Ala

370

Bro

Asp

Gln

His

Thr

450

Ala

Met

Pro

Thr

275

His

Thr

Asp

Ile

Cys

355

Arg

Ala

Asp

Gly

His

435

Len

Pro

Gly

Leu

Asp
515

Gln

Phe

Leu

Asp

340

Arg

Asp

Ser

Met

Phe

420

Arg

Gly

Ser

Ala

Gln

500

Gly

Ser

Gly

Leu

325

Val

Pro

Pro

Pro

Gly

405

Phe

His

Len

Glu

Ala

485

Arg

Tyr

Asp

Ala

310

Glu

Tyr

Arg

Gln

Leun

350

Asp

Cys

Glu

Gly

470

Lys

Tyr

Val

Val

295

Lys

Lys

Met

Phe

Arg

375

Asp

Leu

Pro

Ser

Pro

455

Ala

Gly

Ser

Ala

ES 2897217713

280

Trp

Pro

Gly

Ile

Arg

360

Phe

Ser

Val

Asp

Ser

440

Ser

Gly

Leu

Glu

Pro
520

Ser

Tyr

Glu

Met

345

Glu

Val

Thr

Asp

Pro

425

Ser

Glu

Ser

Gln

Asp

505

Leu

Tyr

Asp

Arg

330

val

Leu

Val

Phe

Ala

410

Ala

Thr

Glu

Asp

Ser

430

Pro

Thr

87

Gly

Gly

315

Len

Lys

Val

Ile

Tyr

385

Glu

Pro

Arg

Glu

val

475

Leu

Thr

Cys

val

300

Ile

Pro

Cys

Ser

Gln

380

Arg

Glu

Gly

Ser

Ala

460

Phe

Pro

val

Ser

285

Thr

Pro

Gln

Trp

Glu

365

Asn

Ser

Tyr

Ala

Gly

445

Pro

Asp

Thr

Pro

Pro
525

val

Ala

Pro

Met

350

Phe

Glu

Leu

Leu

Gly

430

Gly

Arg

Gly

His

Leu

510

Gln

Trp

Arg

Pro

335

Ile

Ser

Asp

Leu

val

415

Gly

Gly

Ser

Asp

Asp

495

Pro

Pro

Glu

Glu

320

Ile

Asp

Arg

Leu

Glu

400

Pro

Met

Asp

Pro

Leu

480

Pro

Ser

Glu
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Tyr

Gly

545

Lys

Phe

Ala

Asn

Ser

625

Leu

Val

530

Pro

Thr

Gly

Ala

Leu

610

Thr

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asn

Leu

Leu

Gly

Pro

595

Tyr

Phe

Val

31
448
PRT

Secuencia artificial

Gln

Pro

Ser

Ala

580

Gln

Tyr

Lys

Pro

Pro

Ala

Pro

565

Val

Pro

Trp

Gly

Val
645

Asp

Ala

550

Glu

His

Asp

Thr
630

Val

535

Arg

Lys

Asn

Pro

Gln

615

Pro

ES 2897217713

Arg

Pro

Asn

Pro

Pro

600

Asp

Thr

Pro

Ala

Gly

Glu

585

Pro

Pro

Ala

Gln

Gly

val

570

Tyr

Ala

Pro

Glu

HER2, VH-CH1(EE)-Fc (ojal, P329G LALA)

31

Glu vVal Gln

1

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Leu

Ile

Arg

His
35

Arg Ile

30

Gly

Gln

Met

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Phe

Aszsn

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Asn

35

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Gly

Ser

25

Fro

Tyr

Asp

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

88

Pro

Ala

555

val

Leu

Phe

Glu

Asn
635

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Pro

540

Thr

Lys

Thr

Ser

Arg

620

Pro

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ser

Leu

Asp

Pro

Pro

605

Gly

Glu

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Pro

Glu

val

Gln

5390

Ala

Ala

Tyr

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Arg

Arg

Phe

575

Gly

Phe

Pro

Leu

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

Glu

Pro

560

Ala

Gly

Asp

Pro

Gly
640

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys



Ser

Gly

Phe

Leu
145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asgp

Asn

Val

305

Glu

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Azn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Trp

Leu

115

Cys

Ser

Ser

Ser

185

Azn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Gly
100

Val

Ala

Gly

Ser

180

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

85

Gly

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys
325

Asp

Val

Ser

Glu

150

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asgp

215

Pro

Pro

Thr

Azn

Arg

295

Val

Ser

ES 2897217713

Phe

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Glu

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Azn

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

20

Ala

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala
330

89

Met

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Aszp

Tyr

Aszp

315

Leu

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Aszp

Gly

Asn
300

Trp

Gly

Tyr

Gly

125

Gly

Val

Phe

Val

Val

205

Lys

Ala

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Azn

Pro

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile
335

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asgp

Gly

240

Ile

Glu

His

Lys
320

Glu



10

Lys

Thr

Ser

Glu

385

Leu

Lys

Glu

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile

Pro
355

Ala

Asn

Ser

Arg

Leu
435

32
673
PRT

Secuencia artificial

Ser

340

Pro

Val

Gly

Asp

Trp
420

His

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

Lys

Asp

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

ES 2897217713

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

Gln

345

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

425

Gln

Pro

Thr

Ser

Tyr

Val

410

Phe

Lys

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

HER2, VH-CH1(EE)-CD3, VL-CH1-Fc (botén, P329G LALA)

32

Glu Val Gln

1

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Ser

Leu

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Trp

Leu

Len

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

90

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Gln

350

Val

Val

Pro

Thr

val

430

Leu

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

Val

Ser

Glu

Pro

Val

415

Met

Ser

Gly

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Cys

Leu

Trp

Val

400

Asp

His

Pro

Gly

Thr

Val

val

Tyr

80

Cys

Gln



Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Gly

225

Glu

Gly

Gln

Lys

Gly

305

Glu

Gly

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Gly

Pro

Ser

Glu

Arg

290

Lys

Tyr

Thr

Len

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

Gly

Ser

Ser

Lys

275

Ala

Ala

Tyr

Lys

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Gly

Leu

Thr

260

Pro

Pro

Ala

Cys

Leu
340

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Ser

Thr

245

Gly

Gly

Gly

Len

Ala

325

Thr

Val

Ser

Glu

150

Len

Leu

Thr

Val

Gly

230

Val

Ala

Gln

Thr

Thr

310

Leu

Val

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Gly

Ser

Val

Ala

Pro

295

Len

Trp

Leu

ES 2897217713

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Glu

Gly

Pro

Thr

Phe

280

Ala

Ser

Tyr

Ser

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Gly

Gly

Thr

265

Arg

Arg

Gly

Ser

Ser
345

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ser

Gly

250

Ser

Gly

Phe

Ala

Asn

330

Ala

91

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Gln

235

Thr

Asn

Leu

Ser

Gln

315

Leu

Ser

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Ala

Val

Tyr

Ile

Gly

300

Pro

Trp

Thr

Gly

125

Gly

Val

Phe

Val

Val

205

Lys

Val

Thr

Ala

Gly

285

Ser

Glu

Val

Lys

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

130

Asn

Ser

Val

Leu

Asn

270

Gly

Leu

Asp

Phe

Gly
350

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

Hisg

Cys

Thr

Thr

255

Trp

Thr

Leu

Glu

Gly

335

Pro

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gln

240

Cys

Val

Asn

Gly

Ala

320

Gly

Ser



Val

Ala

Ser

385

val

Pro

Lys

Asp

Gly

465

Ile

Glu

His

Arg

Lys

545

Glu

Tyr

Leu

Phe

Leu

370

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

450

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

530

Glu

Lys

Thr

Trp

Pro

355

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

435

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

515

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys
595

Len

Cys

Ser

Ser

Ser

420

Asn

His

val

Thr

Glu

500

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

580

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser

405

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

485

val

Thr

Val

Cys

Ser

565

Pro

val

Pro

val

Ala

390

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

470

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

550

Lys

Cys

Lys

Ser

Lys

375

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

455

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

535

val

Ala

Arg

Gly

ES 2897217713

Ser

360

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

440

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

520

Val

Ser

Lys

Asp

Phe
600

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

425

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

505

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

585

Tyr

Ser

Phe

Gly

Leu

410

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

490

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

570

Leu

Pro

92

Thr

Pro

Val

395

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

475

Val

val

Gln

Gln

Ala

555

Pro

Thr

Ser

Ser

Glu

380

His

Ser

Cys

Glu

Pro

460

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

540

Leu

Arg

Lys

Asp

Gly

365

Pro

Thr

val

Asn

Pro

445

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

525

Trp

Gly

Glu

Asn

Ile
605

Gly

val

Phe

val

val

430

Lys

Ala

Thr

Val

val

510

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

590

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

415

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

495

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

575

Val

val

Ala

val

Ala

400

val

His

Cys

Gly

Met

480

His

val

Tyr

Gly

Ile

560

val

Ser

Glu



10

Trp Glu
610

Val Leu
625

Asp Lys

His Glu

Pro

<210>

Ser Asn Gly Gln

Asp Ser Asp Gly

630

Ser Arg Trp Gln

645

Ala Leu His Asn

33

<211> 214

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser

30

Ser Arg

65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

PRT
Secuencia artificial

33

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val
115

660

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

HER2, VL-CL(RK)

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Pro

615

Ser

Gln

His

Ser

Cys

Lys

Tyr

35

Phe

Tyr

Lys

Pro

ES 2897217713

Glu

Phe

Gly

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro
120

Asn

Phe

Asn

Thr
665

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Leu

Val

630

Gln

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

80

Ile

Asp

93

Tyr

Tyr

635

Phe

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Arg

Lys

620

Ser

Ser

Ser

Ser

Asp

Fro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Lys

Thr

Lys

Cys

Leu

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu
125

Thr Pro

Leu Thr

Ser Val
655

Ser Leu
670

Ser Val
15

Asn Thr
30

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

Thr Pro
95

Val Ala
110

Lys Ser

Pro

val

640

Met

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

g0

Fro

Ala

Gly



Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ala

130

vVal

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

155

Arg

Val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

ES 2897217713

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

94

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Tyr

1490

Ser

Thr

Lys

Pro

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2897217713

REIVINDICACIONES
1. Una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende
(a) un primer resto de unién a antigeno que se une especificamente a p95HER?2;
(b) un segundo resto de unién a antigeno que se une especificamente a CD3;

en la que el primer resto de unién a antigeno comprende una regién variable de la cadena pesada, en particular
una region variable de la cadena pesada humanizada, que comprende la region determinante de la
complementariedad de la cadena pesada (HCDR) 1 de SEQ ID NO: 14, la HCDR 2 de SEQ ID NO: 15y la HCDR
3 de SEQID NO: 16, y una regién variable de la cadena ligera, en particular una region variable de la cadena ligera
humanizada, que comprende la regiéon determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR) 1 de
SEQ ID NO: 17, la LCDR 2 de SEQ ID NO: 18 y la LCDR 3 de SEQ ID NO: 19.

2. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la reivindicacion 1, en la
que el primer resto de unién a antigeno comprende una regién variable de la cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y una region variable de la cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21.

3. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2,
en la que el primer y/o el segundo resto de unién a antigeno es una molécula Fab.

4. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, en la que el segundo resto de unién a antigeno es una molécula Fab entrecruzada en la que
los dominios variables VL y VH o los dominios constantes CL y CH1 de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada
de Fab se reemplazan entre si y/o en la que el primer resto de unién a antigeno es una molécula Fab convencional.

5. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, en la que el segundo resto de unién a antigeno comprende la HCDR 1 de SEQ ID NO: 4, la
HCDR 2 de SEQ ID NO: 5, la HCDR 3 de SEQ ID NO: 6, la LCDR 1 de SEQ ID NO: 8, la LCDR 2 de SEQ ID NO:
9ylaLCDR 3de SEQ ID NO: 10.

6. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, en la que el segundo resto de unién a antigeno comprende una regién variable de la cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o0 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y una region variable de la cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

7. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, en la que el primer resto de unién a antigeno es una primera molécula Fab que se une
especificamente a p95HER2, el segundo resto de unién a antigeno es una segunda molécula Fab que se une
especificamente a CD3, en la que los dominios variables VL y VH de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada
de Fab se reemplazan entre si;

y

i)en el dominio constante CL de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicion 124 se sustituye
independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (numeracién de acuerdo con Kabat), y en la que en
el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicidon 147 o el aminoéacido en la
posicion 213 se sustituye independientemente por &cido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracion de
acuerdo con el indice EU de Kabat); o

i) en el dominio constante CL de la segunda molécula Fab, el aminoacido en la posicién 124 se sustituye
independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (numeracién de acuerdo con Kabat), y en la que en
el dominio constante CH1 del segunda molécula Fab, el aminoacido en la posicién 147 o el aminoacido en la
posicion 213 se sustituye independientemente por acido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracion de
acuerdo con el indice EU de Kabat).

8. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la reivindicacion 7, en la
que

(i) en el dominio constante CL de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicion 124 se sustituye
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independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (numeracion de acuerdo con Kabat), y en la que en
el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicion 147 o el aminoacido en la
posicion 213 se sustituye independientemente por &cido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracion de
acuerdo con el indice EU de Kabat);

(i) en el dominio constante CL de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicion 124 se sustituye
independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (numeracién de acuerdo con Kabat), y en la que en
el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicion 147 se sustituye
independientemente por acido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracién de acuerdo con el indice EU de
Kabat);

(iii) en el dominio constante CL de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicion 124 se sustituye
independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (numeracién de acuerdo con Kabat) y el aminoacido
en la posicién 123 se sustituye independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (numeracién de
acuerdo con Kabat), y en la que en el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab el aminoacido en la
posicion 147 se sustituye independientemente por acido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracion de
acuerdo con el indice EU de Kabat) y el aminoacido en la posicion 213 se sustituye independientemente por acido
glutamico (E) o acido aspartico (D) (humeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat);

(iv) en el dominio constante CL de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicién 124 se sustituye por lisina
(K) (numeraciéon de acuerdo con Kabat) y el aminoacido en la posicion 123 se sustituye por arginina (R)
(numeracién de acuerdo con Kabat), y en la que en el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab, el
aminoacido en la posicion 147 se sustituye por acido glutamico (E) (humerado de acuerdo con el indice EU de
Kabat) y el aminoacido en la posicion 213 se sustituye por acido glutamico (E) (numeracién de acuerdo con el
indice EU de Kabat); o

(v) en el dominio constante CL de la primera molécula Fab, el aminoacido en la posicion 124 se sustituye por lisina
(K) (numeracién de acuerdo con Kabat) y el aminoacido en la posicion 123 se sustituye por lisina (K) (hnumeracion
de acuerdo con Kabat), y en la que en el dominio constante CH1 de la primera molécula Fab, el aminoacido en la
posicion 147 se sustituye por acido glutamico (E) (numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat) y el
aminoacido en la posicion 213 se sustituye por &cido glutdmico (E) (hnumeracion de acuerdo con el indice EU de
Kabat).

9. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, que comprende ademas

c) un tercer resto de union a antigeno que se une especificamente a p95HER2.

10. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la reivindicacién 9, en
la que el tercer resto de union a antigeno es una molécula Fab, en particular una molécula Fab convencional.

11. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la reivindicaciéon 9 o
10, en la que el tercer resto de unién a antigeno es idéntico al primer resto de unién a antigeno.

12. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, que comprende adicionalmente

d) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma estable.

13. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, en la que

(i) el primer y el segundo resto de unioén a antigeno se fusionan entre si, opcionalmente por medio de un conector
peptidico;

(i) el primer y el segundo restos de unién a antigeno son moléculas Fab y el segundo resto de unién a antigeno
se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del primer resto
de unién a antigeno; o

(iii) el primer y el segundo restos de unién a antigeno son moléculas Fab y el primer resto de unién a antigeno se
fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del segundo resto
de union a antigeno.

14. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con la reivindicacién 12, en
la que
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(i) el primer y el segundo restos de unién a antigeno son moléculas Fab y el segundo resto de union a antigeno se
fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la segunda subunidad del
dominio Fc, y opcionalmente el tercer resto de unién a antigeno es una molécula Fab y se fusiona en el extremo
C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o segunda subunidad del dominio Fc;

(i) el primer y el segundo restos de unién a antigeno son moléculas Fab y el primer resto de unién a antigeno se
fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la segunda subunidad del
dominio Fc, y opcionalmente el tercer resto de unién a antigeno es una molécula Fab y se fusiona en el extremo
C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o segunda subunidad del dominio Fc;

(iii) el primer y el segundo restos de unién a antigeno son moléculas Fab y el primer y el segundo resto de unién a
antigeno se fusionan cada uno en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las
subunidades del dominio Fc;

(iv) el primer, segundo y tercer restos de unién a antigeno son moléculas Fab y el segundo y el tercer resto de
unioén a antigeno se fusionan cada uno en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las
subunidades del dominio Fc, y el primer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada
de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del segundo resto de unién a antigeno; o

(v) el primer, segundo y tercer restos de unién a antigeno son moléculas Fab y el primer y el tercer resto de union
a antigeno se fusionan cada uno en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las
subunidades del dominio Fc, y el segundo resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del primer resto de union a antigeno.

15. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 12-14, en la que el dominio Fc es un dominio Fc de IgG, especificamente una IgG+ o IgG4, y/o en
la que el dominio Fc es un dominio Fc humano.

16. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 12-15, en la que el dominio Fc comprende una modificacion que promueve la asociacion de la
primera y la segunda subunidad del dominio Fc; en la que en particular

en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc un residuo aminoacidico se reemplaza por un residuo
aminoacidico que tiene un volumen de cadena lateral mas grande, generando de este modo una protuberancia
dentro del dominio CH3 de la primera subunidad que se puede situar en una cavidad dentro del dominio CH3 de
la segunda subunidad, y en el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc un residuo aminoacidico se
reemplaza por un residuo aminoacidico que tiene un volumen de cadena lateral mas pequefio, generando de este
modo una cavidad dentro del dominio CH3 de la segunda subunidad dentro de la que se puede situar la
protuberancia dentro del dominio CH3 de la primera subunidad; y en la que opcionalmente

(i) dicho residuo aminoacidico que tiene un volumen de cadena lateral mas grande se selecciona del grupo que
consiste en arginina (R), fenilalanina (F), tirosina (Y) y triptéfano (W), y dicho residuo aminoacidico que tiene un
volumen de cadena lateral mas pequefio se selecciona del grupo que consiste en alanina (A), serina (S), treonina
(T) y valina (V);

(ii) en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc, el residuo de treonina en la posicion 366 se
reemplaza por un residuo de triptéfano (T366W), y en el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc, el
residuo de tirosina en la posicion 407 se reemplaza por un residuo de valina (Y407V) y, opcionalmente, en la
segunda subunidad del dominio Fc, adicionalmente, el residuo de treonina en la posicidén 366 se reemplaza por un
residuo de serina (T366S) y el residuo de leucina en la posicion 368 se reemplaza por un residuo de alanina
(L368A) (numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat);

(iii) en la primera subunidad del dominio Fc, adicionalmente, el residuo de serina en la posicién 354 se reemplaza
por un residuo de cisteina (S354C) o el residuo de acido glutamico en la posicién 356 se reemplaza por un residuo
de cisteina (E356C), y en la segunda subunidad del dominio Fc, adicionalmente, el residuo de tirosina en la posicion
349 se reemplaza por un residuo de cisteina (Y349C) (numeraciones de acuerdo con el indice EU de Kabat); y/o

(iv) la primera subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones aminoacidicas S354C y T366W, y la segunda
subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones aminoacidicas Y349C, T366S, L368A e Y407V (numeracion
de acuerdo con el indice EU de Kabat).

17. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 12-16, en la que

(i) el dominio Fc presenta afinidad de unién reducida a un receptor Fc, en particular un receptor Fcy, y/o funcion
efectora reducida, en particular citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), en comparacién con un
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dominio Fc de IgG+ natural;

(ii) el dominio Fc comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que reducen la unién a un receptor Fc y/o la
funcion efectora, opcionalmente en la que dicha una o mas sustituciones aminoacidicas estan en una o mas
posiciones seleccionadas del grupo de L234, L235 y P329 (numeracion del indice EU de Kabat); y/o

(iii) cada subunidad del dominio Fc comprende tres sustituciones aminoacidicas que reducen la unién a un receptor
Fc activador y/o funcion efectora en la que dichas sustituciones aminoacidicas son L234A, L235A y P329G
(numeracién del indice EU de Kabat).

18. Uno o mas polinucledtidos aislados que codifican la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17.

19. Uno o mas vectores, en particular un vector de expresion, que comprenden el/los polinucleétido(s) de la
reivindicacion 18.

20. Una célula huésped que comprende el/los polinucleétido(s) de la reivindicacion 18 o el/los vector(es) de la
reivindicacion 19.

21. Un procedimiento de produccion de una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
que se puede unir especificamente a p95HER2 y CD3, que comprende las etapas de a) cultivar la célula huésped
de la reivindicacion 20 en condiciones adecuadas para la expresion de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T y b) opcionalmente recuperar la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T.

22. Una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T producida por el procedimiento de la
reivindicacion 21.

23. Una composicién farmacéutica que comprende la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 0 22 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

24.La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 17 0 22 o la composicion farmacéutica de la reivindicacién 23 para su uso

(i) como medicamento;
(i) en el tratamiento de una enfermedad en un individuo que necesita el mismo; o

(iii) en el tratamiento de una enfermedad en un individuo que necesita el mismo, en el que la enfermedad es cancer.
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Figura 1
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