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DESCRIPCION
Moléculas de unién con cadena J modificada
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la fecha de presentacion de la solicitud de patente provisional de
Estados Unidos n.° de serie 62/235.486, depositada el 30 de septiembre de 2015.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a moléculas de uniéon que comprenden un anticuerpo de IgM, IgA, 1gG/IgM o I1gG/IgA
con una cadena J modificada para incluir un resto de unién que afecta a una via de sefializacion de las células T, y
SUS USOS.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La cadena J es un polipéptido de 15 kDa acido, que esta asociada con la IgM pentamérica y la IgA dimérica a través
de enlaces disulfuro que implican el penultimo residuo de cisteina en la pieza de cola (pc) de secrecion de 18
aminoacidos en el extremo C-terminal de la cadena pesada de IgM p o IgA a. Los tres puentes disulfuro se forman
entre Cys 12 y 100, Cys 71 y 91, y Cys 108 y 133, respectivamente. Véase, por ejemplo, Frutiger y col. 1992,
Biochemistry 31, 12643-12647. Los requisitos estructurales para la incorporacion de la cadena J en IgM e IgA humana
y para el conjunto de inmunoglobulina polimérica y la asociacion con la cadena J son notificados por Sorensen y col.
2000, Int. Immunol. 12(1): 19-27 y Yoo y col. 1999, J. Biol. Chem. 274(47):33771-33777, respectivamente. La
produccién recombinante de cadena J soluble en E coli es notificada por Redwan y col. 2006, Human Antibodies 15:95-
102

Los métodos para hacer anticuerpos de IgA/IgG e IgM/IgG hibridos son conocidos en la técnica. Por tanto, la
produccién recombinante de anticuerpos de IgA2/IgG1 hibridos se notifica en Chintalacharuvu y col. 2001, Clin
Immunol 101(1):21-31. Se ha notificado que la adiciéon de atp o utp al final de la cadena pesada de IgG vy facilita la
polimerizacion y aumenta la funcion efectora tal como la activacion del complemento (Smith y col., J Immunol 1995,
154:2226-2236). Los anticuerpos de IgA/IgG hibridos poseen propiedades de ambas IgA e IgG. También se conocen
en la técnica métodos para la produccion recombinante de anticuerpos de IgM. Por ejemplo., Tchoudakova A, y col.,
High level expression of functional human IgMs in human PER.C6 cells. mAbs. 2009;1(2): 163-171. El documento
W02004110143 describe proféticamente biocidas unidos a la cadena J de IgA.

A pesar de los avances hechos en el disefio de los anticuerpos, sigue existiendo una necesidad para anticuerpos
modificados con propiedades mejoradas, tal como afinidad mejorada, especificidad y/o avidez, asi como la capacidad
para unirse a multiples dianas de unién.

A medida que el campo ha ido progresando, la funciéon del anticuerpo se mejor6 a través de medios creativos de
modificaciéon de proteinas, tal como para proporcionar mayor afinidad, una semivida mas larga y/o mejor distribucion
de tejido, asi como una combinacién de tecnologias de moléculas pequefias y grandes para un aumento del foco de
la destruccion celular mediante el suministro de carga toxica (por ejemplo, conjugados de anticuerpo-farmaco). Otra
estrategia para mejorar la funcién de los anticuerpos se aprovecha de la union bivalente de la estructura de la
inmunoglobulina G (IgG) que permite que una molécula de IgG se una a dos antigenos. De hecho, en determinadas
aplicaciones, existe un buen potencial de que anticuerpos asimétricos ejerzan funciones utiles al unir simultdneamente
dos antigenos diana diferentes. Para atender esta necesidad, se ha producido una variedad de construcciones para
proporcionar una sola molécula que se pueda unir a dos antigenos diferentes, lo cual permite funciones que no se han
visto antes en la naturaleza. Un ejemplo de esta estrategia biespecifica es "blinatumomab" (MT103 o AMG103) que
une los receptores CD3 y CD19 en células T y B, respectivamente. Esta inmovilizacién de una célula T citotoxica a
una célula B cancerosa permite el tratamiento efectivo de la leucemia de células B.

El bloqueo de los puntos de regulacién del sistema inmunitario se ha convertido en un area prometedora para el
avance del tratamiento del cancer. Los puntos de regulacion del sistema inmunitario se refieren a diversas vias de
sefializacion inhibidora que se codifican en el sistema inmunitario, y que desempefian un papel fundamental para
mantener la autotolerancia, asi como la modulacién de la duracion y la amplitud de respuestas inmunitarias. Véase,
por ejemplo, Pardoll, Drew M. "The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy." Nature Reviews
Cancer 12.4 (2012): 252-264; Postow, Michael A. y col., "Immune Checkpoint Blockade in Cancer Therapy," J Clin
Oncol. 2015 Jun 10;33(17):1974-82. doi: 10.1200/JC0O.2014.59.4358.

A pesar de los resultados positivos de la prueba de concepto en los modelos preclinicos, los investigadores han
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notificado que los anticuerpos bloqueadores de IgG monoclonales dirigidos contra los componentes de la via de
sefializacion inhibidora de células T (por ejemplo, ipilimumab (Bristol-Myers Squibb) y tremelimumab
(Medlmmune/AstraZenica), ambos dirigidos contra CTLA4) solo han logrado resultados de eficacia minimos en un
entorno clinico. Por ejemplo., Postow y col., pags. 1-2. Ademas, los tratamientos que involucran anticuerpos
monoclonales de IgG han resultado en eventos adversos relacionados con el sistema inmunitario, como eventos
dermatoldgicos, gastrointestinales, hepaticos, endocrinos y otros eventos inflamatorios. Por ejemplo., Id. en la p. 4.
Como tal, el uso de anticuerpos monoclonales de IgG en el bloqueo de puntos de regulacion del sistema inmunitario
puede estar limitado por el indice terapéutico de tales moléculas, en el sentido de que la dosis de un anticuerpo
monoclonal de IgG requerida para provocar el efecto terapéutico deseado también causa eventos adversos
relacionados con el sistema inmunitario.

En consecuencia, existe la necesidad de unir moléculas con mayor avidez que proporcionen una mayor potencia de
modo que se puedan usar niveles de dosificacion mas bajos, evitando asi la aparicion de eventos adversos
relacionados con el sistema inmunitario, mientras se logra un bloqueo efectivo de las vias de sefializacién inhibidora
de células T.

RESUMEN DE LA INVENCION
La materia objeto de la invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el reconocimiento de que la cadena J de un anticuerpo de IgM
o IgA se puede modificar al introducir uno o mas restos de unién en una secuencia de cadena J nativa, y la cadena J
modificada se puede introducir en los anticuerpos de IgM, IgA, 19G/IgM o IgG/IgA sin comprometer la funcionalidad
del anticuerpo receptor o la unién de la cadena J modificada con su diana. Esto permite que la cadena J modificada
con el resto de union interactie con un conjunto de antigenos diana, mientras que los anticuerpos de IgM, IgA, IgG/IgM
o IgG/IgA pueden reaccionar con un conjunto diferente de antigenos diana.

La invencién se basa ademas en el reconocimiento de que, debido a su naturaleza multivalente, los anticuerpos de
IgM, IgA, IgG/IgM o IgG/IgA pueden proporcionar una mayor avidez entre el anticuerpo y un antigeno diana, lo que
facilita la unién de antigenos con bajo nivel de expresion y/o baja afinidad de unién. Ademas, la naturaleza opcional
multiespecifica de una porcion de IgM, IgA, IgG/IgM o IgG/IgA de las moléculas de unién en cuestién permite la union
entre numeros especificos y/o tipos especificos de dianas de unién, lo que facilita la unién entre combinaciones
especificas de dianas de antigeno. La porcién de la cadena J modificada de las moléculas de unién en cuestion
proporciona oportunidades adicionales para la union de la diana, lo que permite que las moléculas de union en cuestion
se unan a una o mas dianas a través de la porcion de IgM, IgA, IgG/IgM o IgG/IgA de la molécula, mientras que
simultaneamente se une a una o mas dianas mediante un resto de union en la cadena J.

Los aspectos de la invencion incluyen moléculas de union que comprenden un anticuerpo de IgM, IgA, IgG/IgM o
IgG/IgA con una cadena J modificada, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, donde la cadena J modificada
comprende un resto de unién que afecta a una via de sefalizacion de células T. En algunas realizaciones, un resto de
unién antagoniza una via de sefalizacion inhibidora de células T. En algunas realizaciones, un resto de union en la
cadena J modificada se une a una proteina de la superficie celular seleccionada de entre el grupo que consiste en:
CTLA4, PD-1, TIM3, LAG3, BTLA, VISTA y TIGIT. En algunas realizaciones, el anticuerpo de IgM, IgA, IgG/IgM o
IgG/IgA antagoniza una via de sefalizacion inhibidora de células T. En algunas realizaciones, el anticuerpo se une a
una diana seleccionada de entre el grupo que consiste en: PD-1, PD-L1, TIM3 y LAG3.

En algunas realizaciones, un anticuerpo de IgM, IgA, IgG/IgM o IgG/IgA agoniza una via de sefalizacion estimuladora
de células T. En algunas realizaciones, el anticuerpo se selecciona de entre el grupo que consiste en: CD137, OX40,
CD40, GITR, CD27 y HVEM. En algunas realizaciones, el anticuerpo de IgM, IgA, IgG/IgM o IgG/IgA se une a una
diana de expresion de bajo nivel. En algunas realizaciones, la diana de expresion de bajo nivel se selecciona de entre
el grupo que consiste en: EGFR, HER2, HER3, EpCAM, CEACAM, Gp100, MAGE1 y PD-L1. En algunas realizaciones,
la diana de expresion de bajo nivel es una proteina de la superficie celular en una célula cancerosa epitelial.

En algunas realizaciones, un anticuerpo de IgM, IgA, 1gG/IgM o IgG/IgA se une a una diana de baja afinidad. En
algunas realizaciones, la diana de baja afinidad se selecciona de entre el grupo que consiste en: NY-ESO-1, antigeno
Sialyl Lewis X y antigeno Tn. En algunas realizaciones, la diana de baja afinidad es una proteina de la superficie
celular en una célula cancerosa epitelial. En algunas realizaciones, la diana de anticuerpo es una proteina de la
superficie celular en una célula cancerosa hematoldgica. En algunas realizaciones, la diana de anticuerpo se
selecciona de entre el grupo que consiste en: CD19, CD20, CD22, CD33, CD38, CD52 y CD70.

En algunas realizaciones, una cadena J modificada comprende una secuencia de cadena J humana modificada. En
algunas realizaciones, la secuencia de cadena J humana modificada comprende la secuencia de cadena J humana
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nativa de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el resto de unién de cadena J se introduce en la secuencia de
cadena J humana nativa de SEQ ID NO: 1 por fusién directa o indirecta. En algunas realizaciones, el resto de uniéon
se introduce mediante fusion indirecta a través de un enlazador peptidico. En algunas realizaciones, la fusion indirecta
se logra a través de un enlazador peptidico en o alrededor del extremo C- y/o N-terminal del resto de unién. En algunas
realizaciones, el resto de unién se introduce en la secuencia de cadena J humana nativa de SEQ ID NO: 1 en o
alrededor del extremo C-terminal. En algunas realizaciones, el resto de union se introduce en la secuencia de cadena
J humana nativa de SEQ ID NO: 1 dentro de alrededor de 10 residuos de aminoacidos del extremo C-terminal. En
algunas realizaciones, el resto de union se introduce en la secuencia de cadena J humana nativa de SEQ ID NO: 1 en
o alrededor del extremo N-terminal. En algunas realizaciones, el resto de unién se introduce en la secuencia de cadena
J humana nativa de SEQ ID NO: 1 dentro de alrededor de 10 residuos de aminoacidos del extremo N-terminal. En
algunas realizaciones, el resto de union se introduce en la secuencia de la cadena J humana nativa entre los residuos
de cisteina 92 y 101 de la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el resto de union se introduce en la secuencia de
la cadena J humana nativa de SEQ ID NO: 1 en o cerca de un sitio de glicosilacion. En una algunas realizaciones, el
enlazador peptidico tiene alrededor de 10 a 20 aminoacidos de longitud. En una algunas realizaciones, el enlazador
peptidico tiene alrededor de 15 a 20 aminoacidos de longitud. En una algunas realizaciones, el enlazador peptidico
tiene 15 aminoacidos de longitud.

En algunas realizaciones, el resto de unidn se introduce en la secuencia de la cadena J humana nativa de SEQ ID
NO: 1 mediante derivatizacién quimica o quimioenzimatica. En algunas realizaciones, el resto de unién se introduce
en la secuencia de cadena J humana nativa de SEQ ID NO: 1 mediante un enlazador quimico. En algunas
realizaciones, el enlazador quimico es un enlazador escindible o no escindible. En algunas realizaciones, el enlazador
escindible es un enlazador quimicamente labil o un enlazador enzimaticamente labil. En algunas realizaciones, el
enlazador se selecciona de entre el grupo que consiste en N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP),
succinimidil-4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), N-succinimidilo-4-(2-piridiltio) pentanoato (SPP),
iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres, ésteres activos, aldehidos, compuestos de bis-azido,
derivados de bis-diazonio, diisocianatos, y compuestos de fluor bis-activos. En algunas realizaciones, la cadena J
modificada se modifica mediante la insercién de un sitio de reconocimiento de enzima, y mediante la union
postraduccional de un resto de unién en el sitio de reconocimiento de enzima a través de un enlazador peptidico o no
peptidico.

En algunas realizaciones, un resto de unién se selecciona de entre el grupo que consiste en: anticuerpos, fragmentos
de anticuerpos de union a antigeno y conjugados de anticuerpo-farmaco. En algunas realizaciones, el resto de unién
es un fragmento de unién al antigeno y se selecciona de entre el grupo que consiste en: F(ab')2, F(ab)z, Fab', Fab, Fv,
scFv, y un anticuerpo de dominio Unico. En algunas realizaciones, el fragmento de unién al antigeno es scFv.

En algunas realizaciones, la cadena J modificada esta en una orientacién V-enlazador-J. En algunas realizaciones, la
cadena J modificada esta en una orientacion J-enlazador-V. En algunas realizaciones, el anticuerpo de IgM, IgA,
IgG/IgM o IgG/IgA es un anticuerpo biespecifico. En algunas realizaciones, el anticuerpo de IgM, IgA, IgG/IgM o
IgG/IgA es un anticuerpo multiespecifico.

Los aspectos de la invencién incluyen composiciones farmacéuticas para el tratamiento del cancer, donde la
composicion farmacéutica comprende una cantidad efectiva de una molécula de unién y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Los aspectos de la invencion incluyen sse de una molécula de unién en la preparacion
de un medicamento para tratar el cancer. En algunas realizaciones, el cancer es un cancer hematolégico o un cancer
epitelial. En algunas realizaciones, el cancer hematologico es una leucemia, linfoma, mieloma o sindrome
mielodisplasico. En algunas realizaciones, la leucemia es una leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblastica aguda,
leucemia mieldégena cronica, o leucemia linfocitica crénica. En algunas realizaciones, el linfoma es linfoma de Hodgkin
o linfoma no Hodgkin. En algunas realizaciones, el cancer epitelial es un melanoma, cancer de pulmén de células no
pequenas, nasofaringeo, colorrectal, de higado, de vejiga urinaria, de ovario, gastrico, esofagico, pancreatico, renal,
de tiroides o de mama. En algunas realizaciones, el cancer de mama es un cancer de mama triple con receptores
hormonales negativos o triple negativo.

En algunas realizaciones, el medicamento comprende ademas una cantidad efectiva de un segundo agente
terapéutico.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 ilustra la estructura de un pentamero de IgM, que comprende una cadena J, donde las cadenas Ay B son
idénticas en IgM nativa.

La figura 2 muestra las estructuras esquematicas de IgA, IgA dimérica e IgA de secreciodn (sIgA).
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La figura 3 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena J humana madura (SEQ ID NO: 1).
La figura 4 es una ilustracion de la estructura del antigeno Tn.

La figura 5 es una ilustracion esquematica de dos orientaciones diferentes de construcciones de cadena J que
comprenden una cadena J modificada con un resto de unién que se une a CTLA4.

La figura 6 es una ilustracion esquematica de un pentamero de IgM asimétrica con especificidad de union para un
antigeno diana y que comprende un resto de unién unido a la cadena J.

La figura 7 enumera dianas de anticuerpos de IgM, IgA, IgG/IgM o IgG/IgA y dianas para un resto de unién en una
cadena J. Cualquiera de las dianas de anticuerpos enumeradas en la columna de la izquierda se puede combinar con
cualquiera de las dianas para un resto de union en una cadena J enumeradas en la columna de la derecha.

La figura 8 muestra un analisis de SDS PAGE hibrido e inmunoelectrotransferencia de varios anticuerpos IgM anti-
PD-LI con un resto de unién anti-CTLA4 unido a la cadena J. El ensamblaje apropiado de la IgM pentamérica de union
a PD-L1 en presencia de una cadena J con o sin scFv anti-CTLA-4 da como resultado una mayor cantidad de producto
ensamblado y un cambio de movilidad del gel.

La figura 9, el panel A muestra un analisis SDS PAGE de anticuerpos IgM anti-CD20 con o sin varios restos de union
a anti-CD3 en la cadena J. El panel B es un grafico que muestra los resultados de un ensayo de activacion de células
T que compara la capacidad de una IgM anti-CD20 con un resto de union a CD3 en la cadena J para activar las células
T, en comparacion con los anticuerpos IgM anti-CD20 sin un resto de unién a CD3 en la cadena J, asi como anticuerpos
IgG anti-CD20.

La figura 10 muestra dos graficos que comparan la unién de moléculas IgM anti-PD-LI e IgG anti-PD-LI en dos tipos
de células diferentes que tienen niveles altos y bajos de expresion de PD-L1.

La figura 11 muestra un grafico que compara la inhibicion de la interaccion PD-1:PD-L1 por moléculas de IgM e I1gG
elaboradas con secuencias VH del anticuerpo anti-PD-LI S70.

La figura 12, el panel A muestra un gel hibrido de SDS PAGE de IgM S70 con la cadena J fusionada con scFv de tipo
salvaje o de union a CD3. El panel B es un grafico que muestra los resultados de un ensayo de bloqueo de la
interaccion PD-1:PD-L1 que muestra que la cadena J de uniéon a CD3 no interrumpe la unién de PD-L1 y el bloqueo
resultante de la actividad.

La figura 13 es un grafico que muestra la activacién de células T por IgM S70 que lleva la cadena J de unién a CD3 o
ts en una linea celular que expresa PD-L1, con y sin estimulacion adicional con interferén gamma para aumentar la
expresion de PD-L1.

La figura 14 es un grafico que muestra la muerte de células diana dependientes de células T con células que expresan
PD-L1 baja (HDML2) y alta (SUPHD).

La figura 15, el panel A muestra un gel hibrido de SDS PAGE que demuestra la expresién y el ensamblaje de IgM S70
en presencia de scFv de tipo salvaje, de union a CD3 (V) o anti-CTLA-4 (Y). El panel B es un grafico que demuestra
el bloqueo de la interaccion de PD-1:PD-L1 con cada uno de estos anticuerpos.

La figura 16, el panel A muestra un gel hibrido de IgM anti-PD-L1 con y sin cadena J ts, asi como con dos cadenas J
modificadas que llevan un scFv anti-CTLA-4 (Y) o y un scFv anti-CD3 (V).

La figura 17 muestra dos graficos que muestran la cinética de union de IgM S70 que lleva la cadena J de unién a
CTLA-4 o la IgG de unién anti-CTLA-4 parental, utilizando la lectura Forte Bio BLI. El anticuerpo de unién a CTLA-4
(IgG) parental se une con una Kd de 2 nM frente a la unién monovalente del S70 Y15J.

La figura 18 es una ilustracion esquemética que compara la capacidad del ligando TRAIL, anticuerpos de IgG e IgM
para miembros diana de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF).

La figura 19 es un grafico que compara la actividad agonista de anticuerpos de IgM e IgG anti-DR5.

Descripcion detallada de la invencién

I. Definiciones
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Antes de describir la presente invencion con mayor detalle, se debe comprender que esta invencion no se limita a las
realizaciones particulares descritas, ya que estas evidentemente pueden variar. También debe comprenderse que la
terminologia utilizada en esta invencion tiene el fin de describir solamente realizaciones particulares y no pretende ser
limitativa, dado que el alcance de la presente invencion estard limitado solamente por las reivindicaciones adjuntas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta la décima parte de la
unidad del limite inferior, a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre el limite superior y el inferior
de ese intervalo, y cualquier otro valor establecido o intermedio en ese intervalo establecido, queda comprendido
dentro de la invencioén. Los limites superiores e inferiores de estos intervalos menores pueden estar incluidos de forma
independiente en los intervalos menores comprendidos dentro de la invencién, sujetos a cualquier limite
especificamente excluido en el intervalo indicado.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en esta invencién tienen el
mismo significado que comunmente es entendido por un experto habitual en la materia a la que pertenece esta
invencion. Singleton y col., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 22 ed., J. Wiley & Sons (Nueva York, NY
1994), proporciona un experto en la materia con una guia general a muchos de los términos utilizados en la presente
solicitud.

El término "anticuerpo” incluye anticuerpos monoclonales (que incluyen anticuerpos de longitud completa que tienen
una regién Fc de inmunoglobulina), moléculas de cadena simple, asi como fragmentos de anticuerpo (por ejemplo,
Fab, F(ab')z2, y Fv). El término "inmunoglobulina" (Ig) se utiliza de manera intercambiable con "anticuerpo” en esta
invencioén. La unidad basica de anticuerpos de 4 cadenas es una glicoproteina heterotetramérica compuesta por dos
cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. A menos que se especifique lo contrario, el término
"anticuerpo” se utiliza en esta invencion en el sentido mas amplio y especificamente incluye todos los isotipos,
subclases y formas de anticuerpos, que incluyen los anticuerpos de IgG, IgM, IgA, IgD e IgE y sus fragmentos,
preferiblemente fragmentos de unién al antigeno. Los anticuerpos preferidos en esta invencién incluyen anticuerpos
de IgM e IgA y sus fragmentos de unién al antigeno, que se pueden modificar para incluir secuencias de otros isotipos,
tal como IgG para producir anticuerpos quimeéricos.

En el caso de las IgG, la unidad de 4 cadenas generalmente tiene alrededor de 150.000 daltons. Cada cadena L esté
enlazada a una cadena H mediante un enlace disulfuro covalente, mientras que las dos cadenas H estan enlazadas
entre si mediante uno o mas enlaces disulfuro dependiendo del isotipo de cadena H. Cada cadena H y L tiene también
puentes disulfuro intracatenarios espaciados en intervalos regulares. Cada cadena H tiene en el extremo N-terminal
un dominio variable (V1) seguido por tres dominios constantes (Ch) para cada una de las cadenas a y y y cuatro
dominios Ch para los isotipos p y €. Cada cadena L tiene en el extremo N-terminal, un dominio variable (VL) seguido
de un dominio constante en su otro extremo. El V. esta alineado con el Vu y el C. estéa alineado con el primer dominio
constante de la cadena pesada (Ch1). Se cree que los residuos particulares de aminoacidos forman una interfaz entre
los dominios variables de cadena ligera y cadena pesada. El emparejamiento de un Vu y VL entre si forma un unico
sitio de unién al antigeno.

La IgM es una glicoproteina que forma polimeros donde multiples inmunoglobulinas estan enlazadas de forma
covalente entre si con enlaces disulfuro. La IgM existe mayormente como un pentamero, pero también como un
hexamero y por lo tanto contiene 10 o 12 sitios de unién al antigeno. La forma pentamérica normalmente contiene un
polipéptido adicional, llamado la cadena J, pero también puede estar hecho en ausencia de la cadena J. La molécula
de IgM pentamérica tiene un peso molecular de aproximadamente 970 kDa. Debido a su naturaleza polimérica, la IgM
posee gran avidez y es particularmente efectiva en la activacién del complemento. A diferencia de en IgG, la cadena
pesada en los mondmeros de IgM estd compuesta de una variable y cuatro dominios constantes. Los dominios
constantes de IgM estan designados en esta invencion como CM1 o Cu1, CM2 o0 Cu2, CM3 o Cu3 y CM4 o Cp4,
donde las denominaciones "CM" y "Cpu" se utilizan de manera intercambiable. La estructura de un pentamero de IgM
se ilustra en la figura 1.

El término "IgM" se utiliza en esta invencion en el sentido mas amplio y especificamente incluye moléculas de IgM
monoespecifica y multiespecifica (incluyendo las biespecifica), tal como, por ejemplo, las moléculas de unién a IgM
multiespecificas descritas en la publicacion PCT W02015053887.

El término "unidad de unioén a IgM" o "unidad de unién al anticuerpo de IgM" se utiliza en el sentido mas amplio y cubre
especificamente un polipéptido de region constante de cadena pesada de anticuerpo de IgM, que comprende al menos
un dominio constante CM4, fusionado a una secuencia de dominio variable (VH) que se une a una diana (por ejemplo,
antigeno), con o sin una secuencia de dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo asociada.

El término "unidad de union a IgM biespecifica" o "unidad de unién al anticuerpo de IgM biespecifica”" se utiliza en el
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sentido mas amplio y cubre especificamente un par de polipéptidos de regidon constante de cadena pesada de
anticuerpo de IgM, que comprenden al menos un dominio constante CM4, fusionados a una secuencia de dominio
variable (VH), donde cada secuencia de dominio variable se une a una diana diferente, con o sin secuencias de dominio
variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo asociadas. En una realizacion, el anticuerpo de IgM biespecifica
comprende dos regiones de union al antigeno de VuVL , cada una capaz de unirse a un epitopo diferente en un
antigeno o a epitopos en dos antigenos diferentes. Las unidades de union al anticuerpo de IgM biespecifica pueden
ser de longitud completa de una sola especie, o estar quimerizadas o humanizadas. Los anticuerpos de IgM
biespecifica de la presente invencion tienen una estructura de anillo hexamérica o pentamérica que comprende cinco
o seis unidades de union a IgM biespecifica.

El término "IgM multiespecifica" se utiliza en esta invencion en el sentido mas amplio para referirse a anticuerpos de
IgM con dos o mas especificidades de union. Por tanto, el término "multiespecifico” incluye "biespecifico”, por ejemplo,
anticuerpos biespecificos o unidades de union biespecificas, que incluyen pentdameros de IgM que comprenden al
menos dos subunidades monoespecificas, donde cada una se une a un antigeno diferente (AA, BB), o cinco o seis
subunidades biespecificas, donde cada una se une a dos antigenos diferentes (AB, AB). Por tanto, los pentameros de
IgM biespecifica y multiespecifica pueden incluir cinco unidades de union biespecifica idénticas, unidades de union de
IgM monoespecifica, donde al menos dos de ellas tienen especificidades de unidn diferentes, o cualquier combinacion
de las mismas.

Una "cadena pesada de anticuerpo de IgM de longitud completa" es un polipéptido que consiste en la direccion de
extremo N-terminal a extremo C-terminal de un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo, un dominio 1
constante de cadena pesada constante de anticuerpo (CM1 o Cu1), un dominio 2 constante de cadena pesada de
anticuerpo (CM2 o Cp2), un dominio 3 constante de cadena pesada de anticuerpo (CM3 o Cu3) y un dominio 4
constante de cadena pesada de anticuerpo (CM4 o Cp4). Los anticuerpos de IgM de longitud completa biespecificos
tal como se definen en esta invencién comprenden cinco o seis monémeros (unidades de union), cada uno con dos
sitios de union al antigeno, que especificamente se unen a dos dianas de union diferentes (epitopos). El extremo C-
terminal de la cadena pesada o ligera del anticuerpo de longitud completa denota el ultimo aminoacido en el extremo
C-terminal de la cadena pesada o ligera. El extremo N-terminal de la cadena pesada o ligera del anticuerpo de longitud
completa denota el primer aminoacido en el extremo N-terminal de la cadena pesada o ligera.

La IgA nativa es una proteina tetramérica que comprende dos cadenas ligeras idénticas (k o A) y dos cadenas pesadas
idénticas (a). En el humano, existen dos isotipos de IgA, IgA1 e IgA2. IgA, de manera similar a IgG, contiene tres
dominios constantes (CA1-CA3 o Ca1-Ca3), con una region bisagra entre los dominios Ca1 y Ca2, donde las
denominaciones "CA" y "Ca" se utilizan de manera intercambiable. Todos los isotipos IgA tienen una "pieza de cola"
de 18 aminoacidos, que esta ubicada en el extremo C-terminal respecto al dominio Ca3, que permite la formacion de
Ig polimérica (véase, por ejemplo, Garcia-Pardo y col., 1981, J. Biol. Chem. 256, 11734-11738 y Davis y col., 1988,
Eur. J. Immunol. 18, 1001-1008). La IgA de suero es un monémero pero también se puede polimerizar. En su forma
de secrecion, la IgA comprende de 2-5 de las unidades de 4 cadenas basicas, enlazada mediante una cadena J, que
puede incluir una pieza de cola, y puede estar asociada por un componente de secrecién. Las estructuras de la pieza
de cola, la IgA dimérica y la IgA de secrecion, asociada con un componente de secrecion (slgA) estan ilustradas en la
figura 2. Los anticuerpos de IgA pueden dividirse ademas en subclases IgA1 y IgA2. El término anticuerpo de "IgA" se
utiliza en esta invencion para incluir especificamente todas las subclases, es decir, anticuerpos de IgA1 e IgA2, que
incluyen formas diméricas y multiméricas, con y sin un componente de secreciéon, asi como los fragmentos,
preferiblemente fragmentos de unién al antigeno, de tales anticuerpos. Para los fines de la presente invencion, el
anticuerpo de IgA preferiblemente es un dimero, donde las dos piezas de cola estan conectadas por una cadena J
(véase, la figura 2).

El término "IgA" se utiliza en esta invencion en el sentido mas amplio y especificamente incluye moléculas IgA
monoespecifica y multiespecifica, tal como, por ejemplo, las moléculas de unién a IgA multiespecifica descritas en la
publicacién PCT W02015120474.

El término "IgA multiespecifica" se utiliza en esta invencién en el sentido mas amplio para referirse a anticuerpos de
IgA con dos o mas especificidades de union. Por tanto, el término "multiespecifico” incluye "biespecifico", por ejemplo,
anticuerpos biespecificos o unidades de unién biespecifica, que incluyen dimeros de IgA que comprenden dos
subunidades monoespecificas, donde cada una se une a un antigeno diferente (AA, BB), o dos subunidades
biespecificas, donde cada una se une a dos antigenos diferentes (AB, AB).

En una realizacion, las moléculas IgA multiespecifica diméricas consisten en dos unidades de unidon monoespecifica,
donde cada unidad de union tiene especificidad de union respecto a una diana de unién diferente (AA, BB). En otra
realizacion, en las moléculas IgA dimérica al menos una de las dos unidades de unién tiene dos especificidades de
union diferentes (es decir, es una biespecifica, por ejemplo, AA, A,B o AA, BC). En otra realizacién, cada una de las
dos unidades de union tiene dos especificidades, que pueden ser iguales (AB, AB) o diferentes (AC, CD o AB, AC, por
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ejemplo).

El término "unidad de unién al anticuerpo de IgA biespecifica" se utiliza en el sentido mas amplio y cubre
especificamente un par de polipéptidos de region constante de cadena pesada de anticuerpo de IgA, que comprenden
al menos un dominio constante CA3, fusionados a una secuencia de dominio variable (V1), donde cada secuencia de
dominio variable se une a una diana diferente, con o sin secuencias de dominio variable de cadena ligera (VL) de
anticuerpo asociadas. En una realizacion, el anticuerpo de IgA biespecifica comprende dos regiones de unién al
antigeno de VhVL , cada una capaz de unirse a un epitopo diferente en un antigeno o a epitopos en dos antigenos
diferentes. Las unidades de union al anticuerpo de IgA biespecifica pueden ser de longitud completa de una sola
especie, o estar quimerizadas o humanizadas.

Una "cadena pesada de anticuerpo de IgA de longitud completa" es un polipéptido que consiste en la direccién de
extremo N-terminal a extremo C-terminal de un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo, un dominio 1
constante de cadena pesada constante de anticuerpo (CA1 o Ca1), un dominio 2 constante de cadena pesada de
anticuerpo (CA2 o Ca2) y un dominio 3 constante de cadena pesada de anticuerpo (CA3 o Ca3). Los anticuerpos de
IgA de longitud completa biespecificos o multiespecificos segun la invencién comprenden dos mondmeros (unidades
de union), cada uno de los cuales puede ser monoespecifico o biespecifico, con o sin un componente de secrecion.
Por tanto, los anticuerpos de IgA multiespecificos de la presente invencién pueden incluir unidades de union
monoespecifica y biespecifica, siempre y cuando el anticuerpo de IgA resultante tenga al menos dos especificidades
de union. El extremo C-terminal de la cadena pesada o ligera del anticuerpo de longitud completa denota el ultimo
aminoacido en el extremo C-terminal de la cadena pesada o ligera. El extremo N-terminal de la cadena pesada o ligera
del anticuerpo de longitud completa denota el primer aminoacido en el extremo N-terminal de la cadena pesada o
ligera.

Para mas detalles de la estructura y propiedades de las diferentes clases de anticuerpos véase, por ejemplo, Basic
and Clinical Immunology, 82 Edicién, Daniel P. Stites, Abba I. Terr and Tristram G. Parslow (eds), Appleton & Lange,
Norwalk, Conn., 1994, pagina 71 y capitulo 6..

El término "interfaz", tal como se usa en esta invencion, se utiliza para referirse a una region, que comprende aquellos
residuos de aminoacidos de "contacto” (u otros grupos que no son aminoacidos, tal como, por ejemplo, grupos
carbohidratos), en una primera regién constante de cadena pesada de IgM que interactia con uno o mas residuos de
aminoacidos de "contacto" (u otros grupos que no son aminoéacidos) en una segunda region constante de cadena
pesada de IgM.

El término "interfaz asimétrica" se utiliza para referirse a una interfaz (tal como se define anteriormente) formada entre
dos cadenas de anticuerpo, tal como una primera y una segunda region constante de cadena pesada de IgM y/o entre
una region constante de cadena pesada de IgM y su cadena ligera correspondiente, donde los residuos de contacto
en la primera y la segunda cadena son diferentes por disefio, que comprende residuos de contacto complementarios.
La interfaz asimétrica se puede crear mediante interacciones de botones/ojales y/o acoplamiento de puentes de sal
(intercambios de carga) y/u otras técnicas conocidas en la técnica, tal como, por ejemplo, mediante estrategia de
CrossMab para el acoplamiento de una cadena pesada y a su cadena ligera correspondiente.

Una "cavidad" u "ojal" se refiere al menos a una cadena lateral de aminoacidos que esta encastrada a partir de la
interfaz del segundo polipéptido y, por lo tanto, aloja una protuberancia ("botén" correspondiente en la interfaz
adyacente del primer polipéptido. La cavidad (ojal) puede existir en la interfaz original o puede introducirse
sintéticamente (por ejemplo, alterando el acido nucleico que codifica la interfaz). Normalmente, el acido nucleico que
codifica la interfaz del segundo polipéptido se altera para codificar la cavidad. Para lograr esto, el acido nucleico que
codifica al menos un residuo de aminoacido "original" en la interfaz del segundo polipéptido es reemplazado con ADN
que codifica al menos un residuo de aminoacido "de importacion” que tiene un volumen de cadena lateral mas pequefio
que el residuo de aminoacido original. Se apreciara que puede haber mas de un residuo de importacion original y
correspondiente. El limite superior para la cantidad de residuos originales que son reemplazados es la cantidad total
de residuos en la interfaz del segundo polipéptido. Los residuos de importacion preferidos para la formacién de una
cavidad son usualmente residuos de aminoacidos de origen natural y se seleccionan preferiblemente de entre alanina
(A), serina (S), treonina (T), valina (V) y glicina (G). Los residuos de aminoacidos mas preferidos son serina, alanina o
treonina, lo mas preferiblemente alanina. En la realizacion preferida, el residuo original para la formacion de la
protuberancia tiene un volumen de cadena lateral grande, tal como tirosina (Y), arginina (R), fenilalanina (F) o triptéfano
(W).

Un residuo de aminoacido "original" es uno que se reemplaza con un residuo de "importacion" que puede tener un
volumen de cadena lateral mas pequefio 0 mas grande que el residuo original. El residuo de aminoacido de importacién
puede ser un residuo de aminoacido de origen natural o de origen no natural, pero preferiblemente es el primero.
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Por "residuo de aminoacido de origen no natural" significa un residuo que no esta codificado por el cédigo genético,
pero que es capaz de unirse de manera covalente a uno o mas residuos de aminoacidos adyacentes en la cadena de
polipéptidos. Ejemplos de residuos de aminoacidos de origen no natural son la norleucina, ornitina, norvalina,
homoserina y otros analogos de residuos de aminoacidos tal como aquellos descritos en Ellman y col., Meth. Enzym.
202:301-336 (1991), por ejemplo. Para generar dichos residuos de aminoacidos de origen no natural, se pueden utilizar
los procedimientos de Noren y col. Science 244: 182 (1989) y Ellman y col., supra. En resumen, esto implica la
activacion quimica de un ARNt supresor con un residuo aminoacido de origen no natural, seguido de transcripcion y
traduccion del ARN in vitro. Los métodos de la invencién actual, en determinadas realizaciones, implican reemplazar
al menos un residuo de aminoacido original en una cadena pesada de IgM, pero se puede reemplazar mas de un
residuo original. Normalmente, no mas del total de residuos en la interfaz del primero o segundo polipéptido
comprendera residuos de aminoacidos originales que se reemplazan. Los residuos originales preferidos para el
reemplazo estan "enterrados". Por "enterrado" se entiende que el residuo se encuentra esencialmente inaccesible al
solvente. El residuo de importacion preferido no es cisteina para evitar la posible oxidacién o mal emparejamiento de
los enlaces disulfuro.

La protuberancia es "posicionable" en la cavidad lo que significa que la ubicacion espacial de la protuberancia y la
cavidad en la interfaz del primer polipéptido y el segundo polipéptido respectivamente y los tamafos de la
protuberancia y la cavidad son tales que la protuberancia se puede ubicar en la cavidad sin perturbar de forma
significativa la asociacion normal del primer y el segundo polipéptidos en la interfaz. Dado que las protuberancias tales
como Tyr, Phe y Trp no se extienden normalmente de forma perpendicular del eje de la interfaz y tienen
conformaciones preferidas, la alineacion de una protuberancia con una cavidad correspondiente depende del
modelado de la protuberancia/par de cavidad basidndose en una estructura tridimensional tal como aquella obtenida
mediante cristalografia de rayos X o resonancia magnética nuclear (RMN). Esto se puede lograr utilizando
ampliamente técnicas aceptadas en la técnica, que incluyen técnicas de modelado molecular.

Por "acido nucleico original" se entiende el acido nucleico que codifica a un polipéptido de interés que se puede "alterar"
(es decir, que se puede mutar o modificar genéticamente) para codificar una protuberancia o cavidad. El acido nucleico
original o de partida puede ser un acido nucleico de origen natural o puede comprender un acido nucleico que ha sido
sometido a alteracion anterior (por ejemplo, un fragmento de anticuerpo humanizado). Por "alterar" el acido nucleico
se entiende que el acido nucleico original muta al insertar, delecionar o reemplazar al menos un codén que codifica
un residuo de aminoacido de interés. Normalmente, un codén que codifica un residuo original es reemplazado por un
codon que codifica un residuo de importacion. Las técnicas para modificar genéticamente un ADN de esta manera se
han revisado en Mutagenesis: a Practical Approach, M. J. McPherson, Ed., (IRL Press, Oxford, UK. (1991), e incluyen
mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis en casete y mutagénesis por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
por ejemplo.

La protuberancia o cavidad se puede "introducir" en la interfaz del primer o segundo polipéptido mediante medios
sintéticos, por ejemplo, mediante técnicas recombinantes, sintesis de péptidos in vitro, aquellas técnicas para introducir
residuos de aminoacidos de origen no natural previamente descritos, mediante acoplamiento enzimatico o quimico de
péptidos o alguna combinacion de estas técnicas. Por consiguiente, la protuberancia o cavidad que se "introduce" es
"de origen no natural" o "no nativa", lo que significa que no existe en la naturaleza o en el polipéptido original (por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal humanizado).

Preferiblemente, el residuo de aminoacido de importacion para formar la protuberancia tiene una cantidad
relativamente pequefia de "rotameros” (por ejemplo, alrededor de 3-6). Un "rotamero" es una conformacion favorable
energéticamente de una cadena lateral de aminoacidos. La cantidad de rotameros para los varios residuos de
aminoacidos son analizados en Ponders and Richards, J. Mol. Biol. 193: 775-791 (1987).

A menos que se establezca de otro modo, el término "anticuerpo” incluye especificamente anticuerpos de 1gG1, 1IgG2,
IgG3, IgG4, IgE, IgA, IgD e IgM humanos y no humanos nativos, que incluyen las variantes de origen natural. Por
tanto, por ejemplo, la secuencia de IgM humana se encuentra disponible con el nUmero de acceso al registro GenBank
X14940.1, mientras las variantes se han notificado como GenBank CAB37838.1, CAC20458.1, AFM37312.1,
X57331.1y J00260.1.

El término "nativo" con referencia a un polipéptido (por ejemplo, un anticuerpo o una cadena J) se utiliza en esta
invencioén para referirse a un polipéptido que tiene una secuencia que ocurre en la naturaleza, sin importar su modo
de preparacion. Por tanto, los términos "nativo" y "secuencia nativa" se utilizan en esta invencion de manera
intercambiable, y abarcan de forma expresa polipéptidos recombinantes con una secuencia que se encuentra en la
naturaleza.

El término "cadena J de secuencia nativa" o "cadena J nativa", tal como se usa en esta invencion, se refiere a la
cadena J de los anticuerpos de IgM o IgA de secuencia nativa de cualquier especie de animal, que incluye la cadena
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J humana madura, la secuencia de aminoacidos que se muestra en la figura 3 (SEQ ID NO: 1).

El término "cadena J modificada" se utiliza en esta invencién para referirse a variantes de polipéptidos de cadena J de
secuencia nativa que comprenden un resto de unidén extrafio introducido en la secuencia nativa. La introduccién se
puede lograr mediante cualquier medio, que incluye la fusion directa o indirecta de un resto de union extrafio o
mediante la unién a través de un enlazador quimico. El término "cadena J humana modificada" abarca de forma
especifica, sin limitacién, una cadena J humana de secuencia nativa de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 1 modificada por la introduccion de un resto de unién. El término abarca de forma especifica, sin limitacion, una
cadena J humana de secuencia nativa de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 modificada mediante la
introduccién de un resto de unién extrafio que no interfiere con la polimerizacién eficiente (dimerizacién) de IgM o IgA
y la unién de tales polimeros (dimeros) a una diana.

El término "resto de unién" abarca anticuerpos, fragmentos de anticuerpos de unién a antigeno y conjugados de
anticuerpo-farmaco que son capaces de unirse de forma especifica a una diana, tal como un antigeno.

El término "polipéptido" se utiliza en esta invencion en el sentido mas amplio e incluye secuencias de péptidos. El
término "péptido" generalmente describe las cadenas moleculares lineales de aminoacidos que contienen hasta
alrededor de 60, preferiblemente hasta alrededor de 30 aminoacidos unidos de forma covalente por enlaces peptidicos.

El término "extrafio" con referencia a un "resto de unién" se utiliza en esta invencién para referirse a un resto de unioén
no presente en una secuencia de polipéptido nativa de referencia en la misma ubicacién. Por tanto, una secuencia de
polipéptido extrafio (que incluye secuencias de péptidos), puede estar comprendida dentro de la secuencia nativa
correspondiente, pero en una ubicacion diferente. En una realizacion preferida de la invencion, la secuencia "extrafia"
no se encuentra presente en la secuencia nativa correspondiente en ninguna ubicacion.

El término "anticuerpo monoclonal”, como se usa en esta invencion, se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir , los anticuerpos individuales que comprenden la
poblacién son idénticos, excepto por posibles mutaciones de origen natural que pueden estar presentes en cantidades
menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, y se dirigen contra un Unico sitio antigénico. Es
mas, en contraste con las preparaciones de anticuerpos (policlonales) convencionales que incluyen normalmente
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige
contra un determinante unico en el antigeno. El modificador "monoclonal” indica el caracter de que el anticuerpo se
obtuvo a partir de una poblaciéon de anticuerpos sustancialmente homogénea y no debe interpretarse como que
requiere la produccién del anticuerpo a través de cualquier procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales para usar segun la presente invencion se pueden elaborar mediante el método de hibridoma, descrito
por primera vez por Kohler y col. (1975) Nature 256:495, o se pueden elaborar mediante métodos de ADN
recombinante (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 4.816.567). Los "anticuerpos monoclonales"
también pueden aislarse de bibliotecas de anticuerpos en fagos usando las técnicas descritas en Clackson y col.
(1991) Nature 352:624-628 y Marks y col. (1991) J. Mol. Biol. 222:581-597, por ejemplo.

Los anticuerpos monoclonales en esta invencidon incluyen especificamente anticuerpos "quiméricos"
(inmunoglobulinas) en la que una porcion de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homdloga a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular, mientras que el resto de la o las cadenas son
idénticas u homdlogas a las secuencias correspondientes en los anticuerpos derivados de otra especie, asi como
también fragmentos de tales anticuerpos, siempre y cuando exhiban la actividad biolégica deseada (patente de
Estados Unidos n.° 4.816.567; y Morrison y col. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 81:6851-6855).

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En su mayoria, los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las cuales los residuos de una region
hipervariable del receptor se reemplazan con residuos de una region hipervariable de una especie no humana
(anticuerpo donante) tal como un ratén, una rata, un conejo o un primate no humano, que tiene la especificidad, la
afinidad y/o la capacidad deseada. En algunos casos, los residuos de regidon de estructura (FR) de Fv de la
inmunoglobulina humana también son reemplazados por residuos no humanos correspondientes. Es mas, los
anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor ni en el
anticuerpo donante. Estas modificaciones pueden realizarse para refinar adicionalmente el desempefio de los
anticuerpos. En general, el anticuerpo humanizado comprendera basicamente todos de al menos uno, y normalmente
dos, dominios variables, en los que todos o basicamente todos los bucles hipervariables corresponden a aquellos de
una inmunoglobulina no humana y todas o basicamente todas las FR son aquellas de una secuencia de
inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado opcionalmente también comprendera al menos una porcion de
una region constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana. Para mas detalles,
véase, Jones y col. (1986) Nature 321:522-525; Riechmann y col. (1988) Nature 332:323-329; y Presta (1992) Curr.
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Op. Struct. Biol. 2:593-596.

Un anticuerpo "aislado" en esta invencion es uno que ha sido identificado y separado y/o recuperado de un
componente de su entorno natural en una célula hospedadora recombinante. Los componentes contaminantes de su
entorno natural son materiales que interferirian con los usos diagndsticos o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden
incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinicos o no proteinicos, asi como también subproductos de la
produccién no deseados. En una realizacién preferida de la invencion, un anticuerpo aislado en esta invencion se
purificara (1) a mas de un 95 % en peso, o0 mayor que 98 % en peso o0 mayor que 99 % en peso, determinado por
métodos de SDS-PAGE o SEC-HPLC (2) a un punto suficiente como para obtener al menos 15 residuos de secuencia
de aminoacidos interna o de extremo N-terminal mediante el uso de un secuenciador de aminoacidos, o (3) a
homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras o no reductoras, utilizando azul de Coomassie o,
preferiblemente, tincién argéntica. Habitualmente, el anticuerpo aislado se preparara mediante al menos una etapa de
purificacion.

El término "union especifica" o "se une especificamente a" o es "especifica para" se refiere a la unién de un resto de
union a una diana de union, tal como la unién de un anticuerpo a un antigeno diana, por ejemplo, un epitopo en un
polipéptido, péptido particular, u otra diana (por ejemplo, una diana de glicoproteina), y significa la unién que es
diferente de forma medible de una interaccién no especifica (por ejemplo, una interaccion no especifica puede ser la
union a la albumina de suero bovino o caseina). La unidn especifica se puede medir, por ejemplo, al determinar la
union de un resto de unién, o un anticuerpo, o un anticuerpo modificado por la introduccién de un resto de unién, a
una molécula diana comparada con la unién a una molécula de control. Por ejemplo, la unidn especifica puede
determinarse mediante competencia con una molécula de control similar a la diana, por ejemplo, un exceso de diana
sin marcar. En este caso, la union especifica se indica si la unién de la diana marcada a una sonda se inhibe de forma
competitiva mediante el exceso de diana sin marcar. El término "unién especifica" o "se une especificamente a" o es
"especifica para" un epitopo o un polipéptido particular en una diana de polipéptido particular tal como se usa en esta
invencion se puede exhibir, por ejemplo, mediante una molécula con una Kd para la diana de al menos alrededor de
200 nM, alternativamente al menos alrededor de 150 nM, alternativamente al menos alrededor de 100 nM,
alternativamente al menos alrededor de 60 nM, alternativamente al menos alrededor de 50 nM, alternativamente al
menos alrededor de 40 nM, alternativamente al menos alrededor de 30 nM, alternativamente al menos alrededor de
20 nM, alternativamente al menos alrededor de 10 nM, alternativamente al menos alrededor de 8 nM, alternativamente
al menos alrededor de 6 nM, alternativamente al menos alrededor de 4 nM, alternativamente al menos alrededor de 2
nM, alternativamente al menos alrededor de 1 nM, o mayor. En determinados casos, el término "unién especifica" se
refiere a la unién donde una molécula se une a un epitopo o polipéptido particular en un polipéptido particular sin
unirse sustancialmente a cualquier otro polipéptido o epitopo del polipéptido.

"Afinidad de unién" se refiere a la fuerza de la suma total de las interacciones no covalentes entre un unico sitio de
unién de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su compafero de unién (por ejemplo, un antigeno). A menos
que se indique lo contrario, tal como se usa en esta invencioén, "afinidad de unién" se refiere a afinidad de unién
intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre los miembros de un par de unién (por ejemplo, anticuerpo y antigeno).
La afinidad de una molécula X respecto a su compafiera Y puede estar representada generalmente por la constante
de disociacion (Kd). Por ejemplo, la Kd puede ser de alrededor de 200 nM, 150 nM, 100 nM, 60 nM, 50 nM, 40 nM, 30
nM, 20 nM, 10 nM, 8 nM, 6 nM, 4 nM, 2 nM, 1 nM, o mas fuerte. La afinidad puede calcularse usando métodos comunes
conocidos en la técnica, que incluyen los descritos en esta invencion. Los anticuerpos de baja afinidad por lo general
se unen al antigeno lentamente y tienden a disociarse facilmente, mientras que los anticuerpos de alta afinidad por lo
general se unen al antigeno mas rapidamente y tienden a permanecer unidos por mas tiempo. Se conoce en la técnica
una variedad de métodos para medir la afinidad de union.

Tal como se usa en esta invencion, la "Kd" o "valor de Kd" se refiere a una constante de disociacion medida mediante
una técnica apropiada para el anticuerpo y par diana, por ejemplo, utilizando ensayos de resonancia de plasmones
superficiales, por ejemplo, utilizando un BIAcore™-2000 o un BIAcore™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, N.J.) a 25
°C con chips CM5 de antigeno inmovilizados a alrededor de 10 unidades de respuesta (UR).

Los términos "conjugado” [sustantivo], "conjugado” [verbo] y "conjugacion” se refiere a cualquiera y todas las formas
de enlaces covalente o no covalentes, e incluyen, sin limitacién, fusién genética directa o quimica, acoplamiento a
través de un enlazador o un agente de reticulacion y asociaciéon no covalente.

El término "fusion" se utiliza en esta invencion para referirse a la combinacion de secuencias de aminoacidos de
diferente origen en una cadena de polipéptidos mediante combinacién en marco de sus secuencias de codificacion de
nucleodtidos. El término "fusion" abarca de forma explicita fusiones internas, es decir, insercion de secuencias de
diferente origen dentro de una cadena de polipéptidos, ademas de la fusiéon a uno de sus extremos terminales. El
término "fusion” se utiliza en esta invencion para referirse a la combinacion de secuencias de aminoacidos de diferente
origen.
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El término "valente", tal como se usa en esta invencion, denota la presencia de una cantidad especificada de sitios de
union en un anticuerpo. Como tal, los términos "bivalente”, "tetravalente" y "hexavalente" denotan la presencia de dos
sitios de union, cuatro sitios de unién y seis sitios de unién, respectivamente. Por tanto, si en un anticuerpo de IgA
biespecifica segun la presente invencion cada unidad de unién es bivalente, el anticuerpo de IgA biespecifica tendra
4 valencias.

El término "epitopo" incluye cualquier determinante molecular capaz de unirse especificamente a un anticuerpo. En
ciertas realizaciones, un determinante de epitopo incluye agrupamientos de superficie quimicamente activa de
moléculas tales como aminoacidos, cadenas laterales de azucares, fosforilo o sulfonilo y, en ciertas realizaciones,
pueden tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas y/o caracteristicas de carga especificas. Un
epitopo es una regién de un antigeno que esta unido por un anticuerpo. Una "regién de uniéon" es una region en una
diana de unién unida mediante una molécula de unién.

La "especificidad poliepitopica" hace referencia a la capacidad de unirse de forma especifica a dos o mas epitopos
diferentes en una o0 mas dianas iguales o diferentes. "Monoespecifico" se refiere a la capacidad de unién de un solo
epitopo. Segun una realizacion, el anticuerpo de IgM biespecifica se une a cada epitopo con una afinidad de al menos
10"M, 0 108 M o mejor.

El término "diana" o "diana de union" se utiliza en el sentido mas amplio e incluye especificamente polipéptidos, sin
limitacion, acidos nucleicos, carbohidratos, lipidos, células y otras moléculas con o sin funcién biolégica ya que existen
en la naturaleza.

El término "antigeno" se refiere a una entidad o fragmento del mismo, que puede unirse a un anticuerpo o
desencadenar una respuesta inmunitaria celular. Un inmundgeno se refiere a un antigeno, que puede provocar una
respuesta inmunitaria en un organismo, particularmente un animal, mas particularmente un mamifero que incluye un
humano. El término antigeno incluye regiones conocidas como determinantes antigénicos o epitopos, tal como se
define anteriormente.

Tal como se usa en esta invencion, el término "inmunogénico" se refiere a sustancias, que provocan la produccién de
anticuerpos y/o activan células T y/u otras células inmunitarias reactivas dirigidas contra un antigeno del inmundégeno.

Un "sitio de unién al antigeno" o "regién de union al antigeno" de un anticuerpo de la presente invenciéon normalmente
contiene seis regiones determinantes de complementariedad (CDR) que contribuyen en varios grados con la afinidad
del sitio de unién para el antigeno. Existen tres CDR de dominio variable de cadena pesada (CDRH1, CDRH2 y
CDRH3) y tres CDR de dominio variable de cadena ligera (CDRL1, CDRL2 y CDRL3). El alcance de la CDR y regiones
de estructura (FR) esta determinado por la comparaciéon con una base de datos compilada de secuencias de
aminoacidos en las que aquellas regiones han sido definidas segin una variabilidad entre las secuencias y/o
informacion estructural de los complejos de anticuerpo/antigeno. También incluidos dentro del alcance de la invencion
se encuentran los sitios de unién al antigeno funcionales que comprenden menos CDR (es decir, donde la
especificidad de unién esta determinada por tres, cuatro o cinco CDR). Menos que un conjunto completo de 6 CDR
puede ser suficiente para unirse a algunas dianas de union. Por tanto, en algunos casos, las CDR de un dominio VH
o VL solo seran suficientes. Es mas, puede que determinados anticuerpos no tengan sitios de unién no asociados a
CDR para un antigeno. Tales sitios de union se encuentran especificamente incluidos dentro de la presente definicion.

El término "célula hospedadora", tal como se utiliza en la solicitud actual, denota cualquier tipo de sistema celular que
puede disefarse para generar los anticuerpos segun la invencion actual. En una realizacion, se utilizan células de
ovario de hamster chino (CHO) como células hospedadoras.

Tal como se usa en esta invencion, las expresiones "célula", "linea celular" y "cultivo celular" se usan de manera
intercambiable y todas dichas designaciones incluyen la progenie. Por tanto, las palabras "transformantes" y "células
transformadas" incluyen la célula primaria en cuestion y los cultivos derivados de esta sin importar la cantidad de
transferencias. Se entiende también que toda la progenie puede no ser precisamente idéntica en cuanto al contenido
de ADN, debido a mutaciones inadvertidas o deliberadas. Se incluye la progenie variante que tiene la misma funcion
o actividad biolégica que la evaluada en la célula originalmente transformada.

Un acido nucleico esta "unido de forma operativa" cuando esta en una relacion funcional con otra secuencia de acido
nucleico. Por ejemplo, el ADN de una presecuencia o lider de secrecion se encuentra unido de forma operativa al ADN
de un polipéptido si se expresa como preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o
potenciador esta unido de forma operativa a una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de la secuencia, o
un sitio de unién a un ribosoma se une de forma operativa a una secuencia codificante si se ubica de manera que
facilite la traduccion. Generalmente, "unido de forma operativa" significa que las secuencias de ADN que se unen son

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 819870 T3

contiguas, y, en el caso de una lider secretora, contiguas y en marco de lectura. Sin embargo, los potenciadores no
tienen por qué ser contiguos. El enlace se logra mediante unién en sitios de restriccion convenientes. En caso de que
no existan estos sitios, se usan adaptadores o enlazadores de oligonucledtidos sintéticos segun la practica
convencional.

El término "antagonista”, como se usa en esta invencion, se refiere a una molécula que causa una disminucién en una
funcion o actividad en comparacion con la misma funcién o actividad en ausencia de la molécula. Un "antagonista" de
una via de sefializacion es, por lo tanto, una molécula cuya presencia provoca una disminucion en una funciéon o
actividad de la via de sefalizacion. El término "antagonizar", como se usa en esta invencion, se refiere a provocar una
disminucion en una funcion o actividad.

El término "agonista", como se usa en esta invencion, se refiere a una molécula que provoca un aumento en una
funcion o actividad en comparacion con la misma funcién o actividad en ausencia de la molécula. Un "agonista" de
una via de sefializacion es, por lo tanto, una molécula cuya presencia provoca un aumento en una funcién o actividad
de la via de sefalizacién. El término "agonizar", como se usa en esta invencion, se refiere a provocar un aumento en
una funcién o actividad.

El término "via de sefalizacion inhibidora de células T", como se usa en esta invencion, se refiere a una via de
sefializacion de células T que conduce a una disminucién, bloqueo o detencidon cualitativa o cuantitativa de una
respuesta inmunitaria de células T.

El término "via de senalizacion estimuladora de células T", como se usa en esta invencion, se refiere a una via de
sefializacion de células T que conduce a un aumento cualitativo o cuantitativo en o al mantenimiento de una respuesta
inmunitaria de células T.

El término "diana de expresion de bajo nivel", como se usa en esta invencion, se refiere a una diana cuyo nivel de
expresion en una célula diana varia de 0 a 1+, segun se determina mediante analisis de tejido por inmunohistoquimica
(IHC), preferiblemente realizado en secciones de tejido congeladas, fijadas con formalina y embebidas en parafina.
Las pautas para determinar el nivel de expresion a través de IHC son proporcionadas, por ejemplo, por el College of
American Pathologists (CAP), y estan ejemplificadas por las recomendaciones de las pautas de la prueba ASCO-CAP
HER2, disponibles en http://www.cap.org/apps/
docs/committees/immunohistochemistry/summary_of_recommendations.pdf.

El término "diana de baja afinidad", como se usa en esta invencion, se refiere a una diana cuya interaccion de union
con un anticuerpo tiene una constante de disociacion Ka que es mayor que o igual a un valor que va de
aproximadamente 10 a 100 nM, tal como de aproximadamente 25 a aproximadamente 75 nM, medido por ELISA.

Disefio y produccién de moléculas de unién con cadena J modificada

La IgM es la primera inmunoglobulina producida por células B en respuesta a la estimulacién por el antigeno, y se
encuentra presente a alrededor de 1,5 mg/ml en suero con una semivida de 5 dias. La IgM es una molécula
pentamérica o hexamérica. Tal como IgG, los mondmeros de IgM consisten en dos cadenas ligeras y dos pesadas.
Sin embargo, mientras que la IgG contiene tres dominios constantes de cadena pesada (Cu1, CH2 y Cr3), la cadena
pesada (u) de IgM de manera adicional contiene un cuarto dominio constante (Cr4), de forma similar a las cadenas
pesadas ¢ en IgE. Este dominio constante extra esta ubicado en lugar de la regidn bisagra rica en prolina de IgG e IgA
que es responsable de la flexibilidad rotacional de los dominios Fab de unién al antigeno relativos al dominio Fc de los
anticuerpos de IgG e IgA.

Cinco monémeros de IgM forman un complejo con una cadena de polipéptidos pequefa adicional (la cadena J) para
formar una molécula de IgM nativa. Se considera que la cadena J facilita la polimerizacién de las cadenas p antes de
que la IgM sea secretada de células de produccion de anticuerpos. Mientras que la cristalizacion de IgM ha probado
ser notoriamente desafiante, Czajkowsky y Shao (PNAS 106(35): 14960-14965, 2009) recientemente publicaron un
modelo estructural basado en homologia de IgM, basado en la estructura del dominio Fc de IgE y los emparejamientos
de disulfuro conocidos. Los autores notifican que el pentdmero de IgM humana es una molécula con forma de hongo
con una inclinacion flexural. La cadena pesada (u) de IgM contiene cinco sitios de glicosilacion unidos a N: Asn-171,
Asn-332, Asn-395, Asn-402 y Asn-563.

La inmunoglobulina A (IgA), como la mayor clase de anticuerpo presente en las secreciones mucosas de la mayoria
de los mamiferos, representa una primera linea clave de defensa contra la invasion mediante patdgenos inhalados e
ingeridos. La IgA también se encuentra a concentraciones considerables en el suero de muchas especies, donde
funciona como una segunda linea de defensa que media la eliminacion de patdgenos que han traspasado la superficie
mucosa. Los receptores especificos para la region Fc de IgA, FcaR, son mediadores clave de la funcion efectora de
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IgA. La IgA humana puede tener dos genes de region constante pesada (Ca) de IgA que dan lugar a dos subclases,
IgA1 e IgA2. La diferencia principal entre IgA1 e IgA2 reside en la regién bisagra que se encuentra entre los dos brazos
Fab y la regidon Fc. IgA1 tiene una region bisagra extendida debido a la insercion de un tramo duplicado de
aminoacidos, que se encuentra ausente en IgA2. IgA tiene la capacidad de formar dimeros, en los que dos unidades
de mondmeros, donde cada uno comprende dos cadenas pesadas y cadenas ligeras, se postulan para ser dispuestas
en una configuracion de extremo a extremo estabilizada por puentes disulfuro y la incorporacién de una cadena J. La
IgA dimérica, producida localmente en sitos mucosos, se transporta a través del limite celular epitelial y hacia afuera
de las secreciones mediante interaccion con el receptor de inmunoglobulina polimérica (pIgR). Durante este proceso,
el pIgR se escinde y el fragmento principal, denominado componente de secrecion (CS), se une de forma covalente
al dimero de IgA.

Ambas IgA e IgM poseen una extension de 18 aminoacidos en el extremo C-terminal llamado la "pieza de cola" (pc).
Las piezas de cola de IgM (utp) e IgA (atp) difieren en siete posiciones de aminoacidos. La pieza de cola de IgM e IgA
esta altamente conservada entre varias especies de animales. El penultimo residuo de cisteina conservado en las
piezas de cola de IgA e IgM ha demostrado estar implicado en la polimerizacion. Ambas piezas de cola contienen un
sitio de adicidon de carbohidrato unido a N, cuya presencia es requerida para la formacion de dimeros en la
incorporacion de la cadena J e IgA y la formacion de pentameros en IgM. Sin embargo, la estructura y composicion
de los carbohidratos unidos a N en las piezas de cola difieren, lo que sugiere diferencias en la accesibilidad de los
glicanos al procesamiento mediante glicosiltransferasas.

Se han notificado las secuencias de nucleétidos y/o proteinas de cadenas J de humanos, y varias especies de
animales vertebrados, tal como la vaca, raton, aves, anfibios y conejo. La cadena J humana contiene ocho residuos
de cisteina, dos (Cys13 y Cys69) estan implicados en puentes disulfuro con las cadenas a o y (en IgA e IgM,
respectivamente), y seis estan implicados en puentes disulfuro intracatenarios (Cys13: Cys101, Cys72: Cys92,
Cys109: Cys134). La estructura de cristal tridimensional de la cadena J no se ha notificado.

Las moléculas de unién de la presente invencién incluyen una cadena J que comprende un resto de uniéon que
antagoniza una via de sefalizacién inhibidora de células T, sin interferir con la capacidad del anticuerpo de IgM, IgA,
IgG/IgM o IgG/IgA para unirse a su(s) diana(s) de unién. La molécula de unién puede, por ejemplo, ser un anticuerpo
de IgM, un anticuerpo de IgA, o un anticuerpo hibrido de IgG/IgM o IgG/IgA, que puede contener una pieza de cola de
IgM o IgA en la cadena pesada de IgG y por tanto combina las propiedades de IgG e IgA o IgA, que incluye la capacidad
de incorporar y formar polimeros con una cadena J modificada cuyo resto de unién antagoniza una via de sefalizacién
inhibidora de células T. Para detalles adicionales en anticuerpos hibridos de IgG/IgM e IgG/IgA, véase, por ejemplo,
Koteswara y col., Clinical Immunology 2001, 101(1):21-31. Una ilustracién de un ejemplo de molécula de unién segun
aspectos de la invencion se representa en la figura 6. La molécula de unién representada comprende un pentamero
de IgM con especificidad de unién para un antigeno diana, y comprende un resto de unién unido a la cadena J.

Las vias de senalizacion inhibidora de células T se conocen en la técnica e incluyen, sin limitacion, las descritas en
Pardoll, Drew M. "The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy". Nature Reviews Cancer 12.4
(2012): 252-264, cuya descripcion se ha incorporado por referencia en su totalidad en esta invencion. Los ejemplos
no limitantes de vias de sefalizacién inhibidora de células T y componentes de las mismas se describen con mas
detalle a continuacion.

La proteina 4 asociada a linfocitos T citotdxicos (CTLA4) es un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas y se
ha demostrado que transmite una sefal inhibidora a las células T. La isoforma unida a la membrana de CTLA4 funciona
como un homodimero interconectado por un enlace disulfuro, mientras que la isoforma soluble funciona como un
monomero. Por ejemplo., Pardoll en 255.

Ademas de CTLA4, otras vias de sefializacion inhibidora de células T incluyen, por ejemplo, aquellas que involucran
la muerte celular programada-1 (PD-1) y su ligando, ligando-1 de muerte celular programada (PD-L1). La PD-1 es una
proteina receptora inhibidora de la superficie celular de la superfamilia de las inmunoglobulinas y participa en la
regulacién de la funcion de las células T en la inmunidad y la auto-tolerancia. El PD-L1 interactia con PD-1 en la
superficie de las células T e inhibe la proliferacién de las células T bloqueando la progresién del ciclo celular y la
produccién de citocinas. /d.

Otro ejemplo de una via de sefializacion inhibidora de células T es la via de sefializacién que involucra inmunoglobulina
de células T y dominio 3 de mucina (TIM3). TIM3 es una glicoproteina de la superficie celular que se expresa en la
superficie de las células T y funciona como una molécula inhibidora que participa en la terminacion de las células
Th1./d.

Otro ejemplo de una via de sefalizacion inhibidora de células T es la via de sefalizacién que involucra al gen 3 de
activacion de linfocitos (LAG3). LAG3 pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y funciona como inhibidor
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de la proliferacion celular, activacion y homeostasis de las células T./d.

Otro ejemplo de una via de sefializacién inhibidora de células T es la via de sefializacidén que involucra a la proteina
atenuadora de linfocitos By T (BTLA). BTLA es una proteina de la superficie celular que funciona inhibiendo las células
T mediante la interaccion con miembros de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral. Se sabe que
BTLA regula negativamente las respuestas inmunitarias de las células T./d.

Otro ejemplo de una via de sefalizacién inhibidora de células T es la via de sefalizacién que implica el supresor de
Ig de dominio V de la activacion de células T (VISTA). VISTA es un regulador de la funcién de las células T que se
expresa en las células hematopoyéticas y los leucocitos, y funciona suprimiendo la activacion de las células T. Por
ejemplo., Lines JL, y col., Cancer research. 2014;74(7):1924-1932.

Otro ejemplo de una via de sefializaciéon inhibidora de células T es la via de sefializacién que involucra al
inmunorreceptor de células T de proteina con dominios Ig e ITIM (TIGIT). TIGIT se expresa en varias clases de células
T y se une con alta afinidad al receptor de poliovirus. TIGIT suprime la activaciéon de las células T al promover la
generacion de células dendriticas inmunorreguladoras maduras. Por ejemplo, Yu X. y col.,, Nat Immunol. 2009
Jan;10(1):48-57.

Como se reviso6 anteriormente, las moléculas de unién en cuestion comprenden un resto de unién en la cadena J que
antagoniza una via de sefializacion inhibidora de células T. En algunas realizaciones, un resto de unién en la cadena
J se une a una diana en una via de sefalizacion inhibidora de células Ty, por lo tanto, bloquea o disminuye las sefiales
inhibidoras que son recibidas por una célula T a través de la via. Como resultado, la respuesta inmunitaria de las
células T no se bloquea, detiene o disminuye o, al menos, la inhibicion de la respuesta inmunitaria de las células T se
reduce o disminuye. El resto de unién en la cadena J de una molécula de unidén en cuestidon se puede usar para
antagonizar cualquier via de sefalizacion inhibidora de células T, incluyendo, pero no se limita a, las vias de
sefalizacion inhibidora que implican las proteinas enumeradas en la Tabla 1, a continuacion. Los numeros de acceso
al registro de GenBank correspondientes a las secuencias de proteinas humanas de estas dianas de la via de
sefializacion inhibidora de células T se proporcionan en la Tabla 1, a continuacion.

Tabla 1: Informacién de secuencia para las dianas de la via de seializacion inhibidora de células T

Miembro de la via de sefalizacion inhibidora de N.° de acceso al registro de
células T: GenBank

CTLA4 AAL07473.1

PD-1 AAC51773.1

TIM3 AAL65158.1

LAG3 AAH52589.1

BTLA AAI07092.1

VISTA NP_071436.1

TIGIT NP_776160.2

Un resto de union en la cadena J de una molécula de unién en cuestion puede incluir anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos de union a antigeno y conjugados de anticuerpo-farmaco. Se enfatiza que cualquier tipo de resto de unién
se puede introducir en una cadena J, siguiendo las ensefianzas de la presente descripcion, al seleccionar de forma
apropiada la ubicacion y tipo de adicion (por ejemplo, fusién directa o indirecta, inmovilizacién quimica, etc.).

En una realizacion preferida, el resto de unién es un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo
(también denominado un "fragmento de anticuerpo"), que incluye anticuerpos monoespecificos, biespecificos y
multiespecificos y fragmentos de anticuerpo, que funciona como un antagonista de una via de sefalizacion inhibidora
de células T. El término "fragmento de anticuerpo” se utiliza en el sentido mas amplio e incluye, sin limitacién,
fragmentos Fab, Fab', F(ab')2, scFv, y (scFv)2 , fragmentos de la region determinante de complementariedad (CDR),
anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpos de cadena simple, minicuerpos y anticuerpos multiespecificos
formados a partir de fragmentos de anticuerpo. En una realizacion preferida, el fragmento de anticuerpo es un scFv
de cadena simple (scFv).

Un resto de unién en una cadena J se puede introducir en la secuencia de cadena J nativa en cualquier ubicacion que
permite la unién del resto de union a su diana de unién sin interferir con la unidon de la molécula de IgM, IgA, 1gG/IgM
o IgG/IgA receptora con su diana de union o dianas de union. Las ubicaciones preferidas se incluyen en o cerca del
extremo C-terminal, en o cerca del extremo N-terminal o en una ubicacién interna que, basandose en la estructura
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tridimensional de la cadena J es accesible. En realizaciones preferidas, el resto de unién se introduce en la cadena J
de secuencia nativa sin aproximadamente 10 residuos del extremo C-terminal o sin aproximadamente 10 residuos de
aminoacidos del extremo N-terminal, donde la cadena J de secuencia nativa es preferiblemente la cadena J humana
de SEQ ID NO: 1. En otra realizacion, el resto de unién se introduce en la cadena J humana de secuencia nativa de
SEQ ID NO: 1 entre los residuos de cisteina 92y 101 de SEQ ID NO: 1, o en una ubicacién equivalente de otra cadena
J de secuencia nativa. En una realizacion adicional, el resto de unién se introduce en una cadena J de secuencia
nativa, tal como una cadena J de la SEQ ID NO: 1, en o cerca de un sitio de glicosilacion. Lo mas preferiblemente, el
resto de unién se introduce en la cadena J humana de secuencia nativa de SEQ ID NO: 1 dentro de alrededor de 10
residuos de aminoacidos del extremo C-terminal.

La introduccion se puede lograr mediante fusién directa o indirecta, es decir, mediante la combinaciéon de las
secuencias de aminoacidos de restos de union y la cadena J en una cadena de polipéptidos mediante la combinacion
en marco de sus secuencias de nucleétidos de codificacion, con o sin un enlazador peptidico. El enlazador peptidico
(fusion indirecta), si se utiliza puede, por ejemplo, ser de alrededor de 1 a 50, o alrededor de 1 a 40, o alrededor de 1
a 30, o alrededor de 1 a 20, o alrededor de 1 a 10, o alrededor de 10 a 20 residuos de aminoacidos, y pueden estar
presentes en uno 0 ambos extremos del resto de unidn para ser introducido en la secuencia de cadena J. En una
realizacion preferida, el enlazador peptidico tiene alrededor de 10 a 20, o 10 a 15 aminoacidos de largo. En otra
realizacion preferida, el enlazador peptidico tiene 15 aminoacidos de largo.

Un resto de unién también puede estar adjunto a la secuencia de cadena J nativa mediante enlace quimico utilizando
agentes reticulantes de proteina heterobifuncional que contienen dos grupos funcionales, que tienen su propia
reactividad y selectividad. Estos agentes reticulantes se pueden utilizar en un procedimiento de una etapa o se pueden
utilizar para crear proteinas activadas, que usualmente se pueden preservar y reaccionar con la segunda biomolécula
en una etapa separada. Por tanto, por ejemplo, un reactivo de reticulacion heterobifuncional se puede utilizar para
formar conjugados entre una cadena J y un resto de union. Los grupos reactivos incluyen, sin limitaciéon, grupos
reactivos de imina (tal como NHS o Sulfo-NHS), grupos de maleimida y similares. Tales agentes reticulantes, que
pueden ser escindibles 0 no escindibles, se han utilizado, por ejemplo, en la formacién de proteinas portadoras de
hapteno y en la preparacion de conjugados de enzimas-anticuerpos. Quimicamente, los agentes reticulantes
escindibles incluyen especificamente, sin limitacién, enlazadores de péptidos, hidrazona y a base de disulfuro. Un
enlazador enzimaticamente labil muy estudiado y conocido es un enlazador de valina-citrulina, pero otros enlazadores
peptidicos también son conocidos y adecuados. Los representantes tipicos de los enlazadores no escindibles incluyen
tioéteres, tales como SMCC (N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato). Para detalles
adicionales véase, por ejemplo, Ducry L y Stump B, Bioconjugate Chem. 2010, 21:5-13. Para listados de enlazadores