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DESCRIPCION
Proteinas biespecificas de union a antigeno

La presente invencion se refiere a proteinas biespecificas de unién a antigeno, a métodos para la produccion de las
mismas, a composiciones farmacéuticas que contienen dichos anticuerpos y a usos de los mismos.

Antecedentes de la invencién

Las proteinas manipuladas, tales como los anticuerpos biespecificos o0 multiespecificos capaces de unirse a dos o
mas antigenos, son conocidas de la técnica. Estas proteinas de unién multiespecificas pueden generarse mediante
fusién celular, conjugacién quimica o técnicas de ADN recombinante.

Recientemente se ha desarrollado una amplia diversidad de formatos de anticuerpo multiespecifico recombinante,
por ejemplo anticuerpos biespecificos tetravalentes mediante fusion de, por ejemplo, un formato de anticuerpo IgG y
dominios de cadena sencilla (ver, por ejemplo, Coloma M.J. et al., Nature Biotech. 15:159-163, 1997; documento
WO n® 2001/077342, y Morrison S.L., Nature Biotech. 25 (2007) 1233-1234.

Ademas, se han desarrollado otros nuevos formatos en los que la estructura del nicleo del anticuerpo (IgA, IgD, IgE,
IgG o IgM) ya no se conserva, tales como diacuerpos, triacuerpos o tetracuerpos, minicuerpos, varios formatos de
cadena sencilla (scFv, Bis-scFv), que son capaces de unirse a dos o0 mas antigenos (Holliger P. et al., Nature
Biotech. 23:1126-1136, 2005; Fischer N. y Léger O., Pathobiology 74:3-14, 2007; Shen J. et al., J. Immunol. Methods
318:65-74, 2007; Wu C. et al., Nature Biotech. 25:1290-1297, 2007).

La totalidad de dichos formatos utiliza conectores, para fusionar el nicleo del anticuerpo (IgA, IgD, IgE, 1gG o IgM) a
una proteina adicional de unién (por ejemplo scFv) o para fusionar, por ejemplo, dos fragmentos Fab o scFv
(Fischer N. y Léger O., Pathobiology 74:3-14, 2007). Aunque resulta evidente que los conectores presentan ventajas
para la manipulacién de los anticuerpos biespecificos, también pueden provocar problemas en contextos
terapéuticos. En efecto, estos péptidos foraneos podrian inducir una respuesta inmunolégica contra el linker mismo
o contra la unién entre la proteina y el linker. Ademas, la naturaleza flexible de estos péptidos provoca que
presenten una mayor tendencia al corte proteolitico, potencialmente conduciendo a una pobre estabilidad del
anticuerpo, a agregacion y a una inmunogenicidad incrementada. Ademas, puede desearse retener funciones
efectoras, tales como, por ejemplo, la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) o la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC), que se encuentran mediadas por la parte Fc mediante el mantenimiento de un
elevado grado de similitud a anticuerpos naturales.

De esta manera, idealmente el objetivo debe ser el desarrollo de anticuerpos biespecificos que sean muy similares
en la estructura general a los anticuerpos naturales (por ejemplo IgA, IgD, IgE, IgG o IgM), con diferencias minimas
respecto a las secuencias humanas.

En un enfoque, se han producido anticuerpos biespecificos que son muy similares a anticuerpos naturales utilizando
la tecnologia del cuadroma (ver Milstein C. y Cuello A.C., Nature 305:537-540, 1983) basandose en la fusion
somatica de dos lineas celulares de hibridoma diferentes que expresan anticuerpos monoclonales murinos con las
especificidades deseadas del anticuerpo biespecifico. Debido al apareamiento aleatorio de las cadenas pesada y
ligera de dos anticuerpos diferentes dentro de la linea celular de hibridoma (o cuadroma) hibrido resultante, se
generan hasta diez especies diferentes de anticuerpo de entre las que Unicamente una es el anticuerpo biespecifico
funcional deseado. Debido a la presencia de productos secundarios mal apareados, y rendimientos de produccion
significativamente reducidos, resultan necesarios procedimientos de purificacion sofisticados (ver, por ejemplo,
Morrison S.L., Nature Biotech. 25 (2007) 1233-1234). En general, se mantiene el mismo problema de productos
secundarios mal apareados en el caso de que se utilicen técnicas de expresion recombinante.

Un enfoque para evitar el problema de los productos secundarios mal apareados, que se conoce como “botén en
ojal”, pretende forzar el apareamiento de dos cadenas pesadas de anticuerpos diferentes mediante la introduccién
de mutaciones en los dominios CH3 para modificar la interfaz de contacto. En una cadena se sustituyen
aminoacidos voluminosos por aminoacidos con cadenas laterales cortas, para crear un “ojal”. A la inversa, se
introducen aminoacidos con cadenas laterales grandes en el otro dominio CH3, para crear un “botén”. Mediante la
coexpresion de estas dos cadenas pesadas (y dos cadenas ligeras idénticas, que deben ser las apropiadas para
ambas cadenas pesadas), se han observado altos rendimientos de formacién de heterodimeros (“boton-ojal”) frente
a la formacion de homodimeros (“ojal-ojal” o “botén-botén”) (Ridgway J.B., Protein Eng. 9:617-621, 1996, y
documento WO n? 96/027011). El porcentaje de heterodimeros podria incrementarse adicionalmente mediante el
remodelaje de las superficies de interaccién de los dominios CH3 utilizando un enfoque de expresién fagica y la
introduccion de un puente disulfuro para estabilizar los heterodimeros (Merchant A.M. et al., Nature Biotech. 16:677-
681, 1998; Atwell S. et al., J. Mol. Biol. 270:26-35, 1997). Se describen nuevos enfoques para la tecnologia de
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botén-en-ojal en, por ejemplo, el documento EP n? 1870459A1. Aunque este formato aparentemente resulta muy
atractivo, en la actualidad no se dispone de datos que describan la progresion hacia el uso clinico. Una importante
limitacion de esta estrategia es que las cadenas ligeras de los dos anticuerpos parentales deben ser idénticas para
evitar el apareamiento incorrecto y la formacién de moléculas inactivas. De esta manera, esta técnica no resulta
apropiada para el desarrollo sencillo de anticuerpos biespecificos recombinantes contra dos antigenos partiendo de
dos anticuerpos contra el primer y segundo antigenos, debido a que las cadenas pesadas de estos anticuerpos y/o
las cadenas ligeras idénticas deben optimizarse.

Otro modo de evitar el problema de la aparicién de productos secundarios incorrectamente apareados durante la
preparacion de anticuerpos biespecificos es la utilizacién de heterodimeros en lugar de homodimeros, mediante la
utilizacién de un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a un primer antigeno y al que se ha
fusionado, en los extremos N-terminales de sus cadenas pesadas, dos fragmentos Fab fusionados que se unen
especificamente a un segundo antigeno, tal como se describe en, por ejemplo, el documento WO n® 2001/077342.
Una importante desventaja de esta estrategia es la formacién de productos secundarios inactivos no deseados por €l
apareamiento incorrecto de las cadenas ligeras del anticuerpo de longitud completa con los dominios CH1-VH de los
fragmentos Fab y por el apareamiento incorrecto de las cadenas ligeras del fragmento Fab con los dominios CH1-VH
del anticuerpo de longitud completa.

El documento WO n? 2006/093794 se refiere a composiciones de unién a proteina heterodimérica. El documento
WO n®99/37791 describe derivados de anticuerpos con multiples fines. Morrison S.L. et al., J. Immunolog. 160:2802-
2808, 1998, se refieren a la influencia del intercambio de dominios de la region variable sobre las propiedades
funcionales de la IgG.

Descripcion resumida de la invencion
La invencion comprende una proteina biespecifica de unién a antigeno, que comprende:

a) dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas de un anticuerpo,

que se unen especificamente a un primer antigeno y que comprenden dos fragmentos Fab,

b) dos fragmentos Fab adicionales de un anticuerpo, que se unen especificamente a un segundo antigeno, en
donde dichos fragmentos Fab adicionales se fusionan, ambos mediante un péptido conector, a los extremos C-
terminales o N-terminales de las cadenas pesadas o de las cadenas ligeras en a), y

en donde, en los fragmentos Fab se llevan a cabo las modificaciones siguientes:

i) en ambos fragmentos Fab de a), o en ambos fragmentos Fab de b), los dominios variables VL y VH se
sustituyen uno por otro, y/o
los dominios constantes C, y CH1 se sustituyen uno por otro,

ii) en ambos fragmentos Fab de a) los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, y los dominios
constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro, y en ambos fragmentos Fab de b) los dominios variables VL
y VH se sustituyen uno por otro, o los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro
iii) en ambos fragmentos Fab de a) los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, olos dominios
constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro, y en ambos fragmentos Fab de b)los dominios variables VL
y VH se sustituyen uno por otro, ylos dominios constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro,

iv) en ambos fragmentos Fab de a) los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, yen ambos
fragmentos Fab de b) los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro, o

v) en ambos fragmentos Fab de a)los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro, yen ambos
fragmentos Fab de b)los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro.

Una realizacién adicional de la invencién es un método para la preparacion de una proteina de unién a antigeno
segun la invencién, que comprende las etapas de:

a) transformar una célula huésped con

- vectores que comprenden moléculas de acidos nucleicos codificantes de una proteina biespecifica de union
a antigeno segun la invencion

b) cultivar la célula huésped bajo condiciones que permitan la sintesis de dicha molécula de anticuerpo, y

c) recuperar dicha molécula de anticuerpo a partir de dicho cultivo.
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Una realizacion adicional de la invencion es una célula huésped que comprende:

- vectores que comprenden moléculas de acidos nucleicos codificantes de una proteina de unioén a antigeno
segun la invencién.

Una realizacion adicional de la invencién es una composicion farmacéutica que comprende una proteina de union a
antigeno segun la invencion y por lo menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Una realizacion adicional de la invencién es un método destinado al tratamiento de un paciente que necesita de
terapia, caracterizado por la administracién en el paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina
de unién a antigeno segun la invencion.

Segun la invencion, puede mejorarse la proporcion entre una proteina biespecifica de unién a antigeno deseada y
productos secundarios no deseados, mediante la sustitucién de determinados dominios a) en el fragmento Fab del
anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a un primer antigeno y/o b) en los dos fragmentos Fab
fusionados adicionales. De esta manera, puede reducirse el apareamiento incorrecto no deseado de las cadenas
ligeras con los dominios CH1-VH incorrectos.

Descripcién detallada de la invencion
La invencion comprende una proteina biespecifica de unidn a antigeno, que comprende:

a) dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas de un anticuerpo, que se unen especificamente a un primer
antigeno y que comprende dos fragmentos Fab,

b) dos fragmentos Fab adicionales de un anticuerpo, que se unen especificamente a un segundo antigeno, en el
que dichos fragmentos Fab adicionales se fusionan, ambos mediante un péptido conector, con los extremos C-
terminales o N-terminales de las cadenas pesadas en a), y en los que en los fragmentos Fab se llevaron a cabo
las modificaciones siguientes:

i) en ambos fragmentos Fab de a), o en ambos fragmentos Fab de b), los dominios variables VL y VH se
sustituyen uno por otro, y/o
los dominios constantes C, y CH1 se sustituyen uno por otro,

iii) en ambos fragmentos Fab de a)los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, ylos dominios
constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro, yen ambos fragmentos Fab de b)los dominios variables VL y
VH se sustituyen uno por otro, olos dominios constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro,

iii) en ambos fragmentos Fab de a) los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, olos dominios
constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro, y en ambos fragmentos Fab de b)los dominios variables VL
y VH se sustituyen uno por otro, ylos dominios constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro,

iv) en ambos fragmentos Fab de a)los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, yen ambos
fragmentos Fab de b)los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro, o

v) en ambos fragmentos Fab de a)los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro, yen ambos
fragmentos Fab de b)los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro.

En una realizacion de la invencién, la proteina biespecifica de unién a antigeno segun la invencién se caracteriza
porque dichos fragmentos Fab adicionales se fusionan, ambos mediante un péptido conector, a los extremos C-
terminales de las cadenas pesadas en a), 0 a los extremos N-terminales de las cadenas pesadas en a).

En una realizacién de la invencion, la proteina biespecifica de uniéon a antigeno segun la invencién se caracteriza
porque dichos fragmentos Fab adicionales se fusionan, ambos mediante un péptido conector, a los extremos C-
terminales de las cadenas pesadas en a).

En una realizacion de la invencién, la proteina biespecifica de unién a antigeno segun la invencién se caracteriza
porque dichos fragmentos Fab adicionales se fusionan, ambos mediante un péptido conector, a los extremos N-
terminales de las cadenas pesadas en a).

En una realizacién de la invencion, la proteina biespecifica de uniéon a antigeno segun la invencién se caracteriza
porque en los fragmentos Fab se llevaron a cabo las modificaciones siguientes:
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i) en ambos fragmentos Fab de a), o en ambos fragmentos Fab de b), los dominios variables VL y VH se
sustituyen uno por otro, y/o
los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen mutuamente.

En una realizacién de la invencion, la proteina biespecifica de uniéon a antigeno segun la invencién se caracteriza
porque en los fragmentos Fab se llevaron a cabo las modificaciones siguientes:

i) en ambos fragmentos Fab de a)los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, y/olos dominios
constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro.

En una realizacién de la invencion, la proteina biespecifica de uniéon a antigeno segun la invencién se caracteriza
porque en los fragmentos Fab se llevaron a cabo las modificaciones siguientes:

i) en ambos fragmentos Fab en a)
los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen mutuamente.

En una realizacién de la invencion, la proteina biespecifica de uniéon a antigeno segun la invencién se caracteriza
porque en los fragmentos Fab se llevaron a cabo las modificaciones siguientes:

i) en ambos fragmentos Fab de b)los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, y/olos dominios
constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro.

En una realizacién de la invencion, la proteina biespecifica de uniéon a antigeno segun la invencién se caracteriza
porque en los fragmentos Fab se llevaron a cabo las modificaciones siguientes:

i) en ambos fragmentos Fab en b)
los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen mutuamente.

Segun la invencién, la proporcion entre la proteina biespecifica de unién a antigeno y los productos secundarios no
deseados (debido al apareamiento incorrecto de las cadenas ligeras con los dominios CH1-VH incorrectos) pueden
reducirse mediante la sustitucion de determinados dominios a) en el fragmento Fab del anticuerpo de longitud
completa que se une especificamente al primer antigeno y/o b) en los dos fragmentos Fab fusionados adicionales. El
apareamiento incorrecto en el presente contexto se refiere a la asociacion de: i) la cadena ligera del anticuerpo de
longitud completa en a) con los dominios CH1-VH de los fragmentos Fab en b), o ii) la cadena ligera de los
fragmentos Fab en b) con los dominios CH1-VH del anticuerpo de longitud completa en a) (ver la fig. 3),
conduciendo a productos secundarios inactivos o no totalmente funcionales no deseados.

El término “anticuerpo” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un anticuerpo de longitud completa
que consiste de dos cadenas pesadas de anticuerpo y dos cadenas ligeras de anticuerpo (ver la fig. 1). Una cadena
pesada de un anticuerpo de longitud completa es un polipéptido que consiste en la direccion N-terminal a C-terminal
de un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo, un dominio constante 1 de cadena pesada (CH1) de
anticuerpo, una regién bisagra (HR) de anticuerpo, un dominio constante 2 de cadena pesada (CH2) de anticuerpo,
y un dominio constante 3 de cadena pesada (CH3) de anticuerpo, abreviadamente: VH-CH1-HR-CH2-CH3, y
opcionalmente un dominio constante 4 de cadena pesada (CH4) de anticuerpo en el caso de un anticuerpo de la
subclase IgE. Preferentemente, la cadena pesada del anticuerpo de longitud completa es un polipéptido que
consiste, en la direccion N-terminal a C-terminal, de VH, CH1, HR, CH2 y CH3. La cadena ligera del anticuerpo de
longitud completa es un polipéptido que consiste, en direccion N-terminal a C-terminal, de un dominio variable de
cadena ligera (VL) de anticuerpo, y un dominio constante de cadena ligera (CL) de anticuerpo, abreviadamente: VL-
CL. El dominio constante de cadena ligera (CL) de anticuerpo puede ser k (kappa) o A (lambda). Las cadenas de
anticuerpo se encuentran unidas entre si mediante enlaces disulfuro entre polipéptidos, entre el dominio C_ y el
dominio CH1 (es decir, entre la cadena ligera y la pesada y entre las regiones de bisagra de las cadenas pesadas
del anticuerpo de longitud completa. Son ejemplos de anticuerpos de longitud completa tipicos anticuerpos naturales
tales como 1gG (por ejemplo IgG1 e 1gG2), IgM, IgA, IgD e IgE. Los anticuerpos segun la invenciéon pueden ser de
una unica especie, por ejemplo humanos, o pueden ser anticuerpos quimerizados o humanizados. Los anticuerpos
de longitud completa segln la invencién comprenden dos sitios de unién a antigeno, cada uno formado por una
pareja de Vu y Vi, uniéndose ambos especifciamente al mismo (primer) antigeno. El extremo C-terminal de las
cadenas pesada y ligera de dicho anticuerpo de longitud completa indica el ultimo aminoacido en el extremo C-
terminal de dicha cadena pesada o ligera. Dicho anticuerpo comprende dos fragmentos Fab idénticos que consisten
de los dominios V4 y CH1 de la cadena pesada y los dominios V. y C. de la cadena ligera (ver las figs. 1y 2).
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Un “fragmento Fab adicional” (ver la fig. 2) de un anticuerpo que se une especificamente a un segundo antigeno se
refiere a un fragmento Fab adicional que consiste de los dominios VH y CH1 de la cadena pesada y los dominios VL
y CL de la cadena ligera de dicho segundo anticuerpo. Los fragmentos Fab adicionales se fusionan en su forma no
modificada (ver la fig. 3) mediante la parte de cadena pesada (el dominio CH1 o Vu) a los extremos C-terminales o
N-terminales de las cadenas ligeras o pesadas del anticuerpo que se une especificamente a un primer antigeno.

La expresiéon “péptido conector” tal como se utiliza en la invencion se refiere a un péptido con secuencias de
aminoacidos que preferentemente es de origen sintético. Estos péptidos conectores segun la invencion se utilizan
para fusionar los péptidos de unién a antigeno al extremo C-terminal o N-terminal de las cadenas del anticuerpo de
longitud completa y/o de longitud completa modificado, para formar una proteina biespecifica de unién a antigeno
segun la invencion. Preferentemente, dichos péptidos conectores bajo c) son péptidos con una secuencia de
aminoacidos que presenta una longitud de por lo menos 5 aminoacidos, preferentemente con una longitud de entre 5
y 100, mas preferentemente de entre 10 y 50 aminoacidos. En una realizacion, dicho péptido conector es (GxS)n 0
(GxS)nGm, con G=glicina, S=serina y (x=3, n=3, 4,56 6,y m=0,1,2 6 3) o (x=4, n=2,3,4 65,y m=0, 1,2 6 3),
preferentemente x=4 y n=2 6 3, mas preferentemente con x=4 y n=2. En una realizacién, dicho péptido conector es
(GaS)2.

Las expresiones “sitio de unidon” o “sitio de unién a antigeno” tal como se utilizan en la presente memoria se refiere a
una o mas regiones de una proteina de uniéon a antigeno segun la invencion a las que se une un ligando (por
ejemplo el antigeno o un fragmento del mismo) y que se deriva de una molécula de anticuerpo o de un fragmento del
mismo (por ejemplo un fragmento Fab). El sitio de union a antigeno segun la invencién comprende dominios varibles
de cadena pesada (VH) de anticuerpo y dominios variables de cadena ligera (VL) de anticuerpo.

Los sitios de unidén a antigeno (es decir, las parejas VH/VL) que se unen especificamente al antigeno deseado
pueden derivarse a) de anticuerpos conocidos del antigeno, o b) de nuevos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo
obtenidos mediante los métodos de inmunizaciéon de novo utilizando, entre otros, la proteina o acido nucleico de
antigeno, o fragmentos de los mismos, 0 mediante expresion fagica.

Un sitio de union a antigeno de una proteina de uni6on a antigeno de la invenciéon contiene seis regiones
determinantes de complementariedad (CDR) que contribuye en grados variables a la afinidad del sitio de unioén de
antigeno. Existen tres CDRs de dominio variable de cadena pesada (CDRH1, CDRH2 y CDRH3) y tres CDRs de
dominio variable de cadena ligera (CDRL1, CDRL2 y CDRL3). La extensién de las regiones CDR y de marco (FRs)
se determina mediante comparacion con una base de datos compilada a partir de secuencias de aminoacidos en las
que dichas regiones se han definido segun la variabilidad entre secuencias.

La especificidad del anticuerpo se refiere al reconocimiento selectivo del anticuerpo o proteina de unidén a antigeno
para un epitopo particular de un antigeno. Los anticuerpos naturales, por ejemplo, son monoespecificos. Los
anticuerpos biespecificos son anticuerpos que presentan dos especificidades de unién a antigeno diferentes. En el
caso de que un anticuerpo presente mas de una especificidad, los epitopos reconocidos pueden asociarse a un
Unico antigeno o a mas de un antigeno.

El término “monoespecifico” referido a un anticuerpo o proteina de unién a antigeno tal como se utiliza en la
presente memoria se refiere a un anticuerpo o proteina de unién a antigeno que presenta uno o mas sitios de unién,
cada uno de los cuales se une al mismo epitopo del mismo antigeno.

El término “valente” tal como se utiliza en la presente solicitud se refiere a la presencia de un nimero especifico de
sitios de union en una molécula de anticuerpo. Un anticuerpo natural, por ejemplo, o un anticuerpo de longitud
completa segun la invencion, presenta dos sitios de union y es bivalente. El término “tetravalente” se refiere a la
presencia de cuatro sitios de unidn en una proteina de unién a antigeno. La expresién “biespecifico tetravalente” tal
como se utiliza en la presente memoria se refiere a una proteina de unién a antigeno segun la invencién que
presenta cuatro sitios de unién a antigeno de entre los que dos se unen a otro antigeno (0 a otro epitopo del
antigeno). Las proteinas de union a antigeno de la presente invencién presentan cuatro sitios de unién y son
tetravalentes.

Los anticuerpos de longitud completa de la invencién comprenden regiones constantes de inmunoglobulina de una o
mas clases de inmunoglobulina. Entre las clases de inmunoglobulina se incluyen los isotipos IgG, IgM, IgA, IgD e IgE
y, en el caso de IgA e IgA, los subtipos de las mismas. En una realizacion preferente, un anticuerpo de longitud
completa de la invencién presenta una estructura de dominio constante de un anticuerpo de tipo IgG.

Las expresiones “anticuerpo monoclonal” o “composicion de anticuerpos monoclonales” tal como se utiliza en la
presente memoria se refiere a una preparacién de anticuerpo o anticuerpos o moléculas de proteina de unién a
antigeno de una Unica composicién de aminodcidos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2449 623 T3

La expresion “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo que comprende una region variable, es decir la region
de unién, procedente de una fuente o especie, y por lo menos una parte de una regiéon constante derivada de una
fuente o especie diferente, habitualmente preparado mediante técnicas de ADN recombinante. Los anticuerpos
quiméricos que comprenden una regién variable murina y una regién constante humana resultan preferentes. Otras
formas preferentes de “anticuerpos quiméricos” comprendidas en la presente invencién son aquéllas en las que la
region constante ha sido modificada o cambiada respecto a la del anticuerpo original para generar las propiedades
segun la invencidn, especialmente con respecto a la unién de C1q y/o a la unién de receptor Fc (FcR). Este tipo de
anticuerpos quiméricos también se denomina “anticuerpos de clase intercambiada”. Los anticuerpos quiméricos son
el producto de genes de inmunoglobulina expresados que comprenden segmentos de ADN codificantes de regiones
variables de inmunoglobulina y segmentos de ADN codificantes de regiones constantes de inmunoglobulina. Los
métodos para producir anticuerpos quiméricos implican técnicas convencionales de ADN recombinante y de
transfeccion génica que son bien conocidas de la técnica (ver, por ejemplo, Morrison S.L. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81:6851-6855, 1984; patentes US n® 5.202.238 y n° 5.204.244).

La expresion “anticuerpo humanizado” se refiere a anticuerpos en los que el marco o las “regiones determinantes de
complementariedad” (CDR) han sido modificadas para que comprendan la CDR de una inmunoglobulina de
especificidad diferente de la de la inmunoglobulina parental. En una realizacién preferente, se injerta una CDR
murina en la regidon marco de un anticuerpo humano para preparar un “anticuerpo humanizado”. Ver, por ejemplo,
Riechmann, L. et al., Nature 332:323-327, 1988, y Neuberger, M.S. et al., Nature 314:268-270, 1985. Las CDRs
particularmente preferentes corresponden a aquéllas que representan secuencias que reconocen los anteriormente
indicados antigenos de los anticuerpos quiméricos. Otras formas de “anticuerpos humanizados” comprendidas
dentro de la presente invencién son aquéllas en las que la regién constante ha sido adicionalmente modificada o
cambiada respecto a la del anticuerpo original para generar las propiedades segun la invencién, especialmente con
respecto a la union de C1q y/o a la del receptor de Fc (FcR).

La expresion “anticuerpo humano”, tal como se utiliza en la presente memoria, pretende incluir anticuerpos que
presentan regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal
humana. Los anticuerpos humanos son bien conocidos del estado de la técnica (van Dijk, M.A. y van de Winkel,
J.G., Curr. Opin. Chem. Biol. 5:368-374, 2001). También pueden producirse anticuerpos humanos en animales
transgénicos (por ejemplo ratones) que sean capaces, tras la inmunizacién, de producir un repertorio completo o una
seleccién de anticuerpos humanos en ausencia de produccion endégena de inmunoglobulinas. La transferencia de
la serie de genes de inmunoglobulina de la linea germinal humana en dichos ratones mutantes de linea germinal
resultara en la produccion de anticuerpos humanos tras el reto de antigeno (ver, por ejemplo, Jakobovits A. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551-2555, 1993; Jakobovits A. et al., Nature 362:255-258, 1993; Brueggemann M. et
al., Year Immunol. 7 (1993) 33-40). También pueden producirse anticuerpos humanos en bibliotecas de expresién
fagica (Hoogenboom, H.R. y Winter, G., J. Mol. Biol. 227:381-388, 1992; Marks, J.D. et al., J. Mol. Biol. 222:581-597,
1991). Las técnicas de Cole et al. y de Boerner et al. también se encuentran disponibles para la preparacion de
anticuerpos monoclonales humanos (Cole S.P.C. et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss,
paginas 77 a 96, 1985, y Boerner P. et al., J. Immunol. 147:86-95, 1991). Tal como se ha indicado para los
anticuerpos quiméricos y humanizados segun la invencién, la expresion “anticuerpo humano” tal como se utiliza en
la presente memoria también comprende anticuerpos modificados en la region constante para generar las
propiedades segun la invencidn, especialmente con respecto a la uniéon de C1q y/o a la unién de FcR, por ejemplo
mediante “intercambio de clase”, es decir, el cambio o la mutacion de partes de Fc (por ejemplo de IgG1 a IgG4 y/o
la mutacion 1gG1/IgG4).

La expresion “anticuerpo recombinante humano”, tal como se utiliza en la presente memoria, pretende incluir todos
los anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como
anticuerpos aislados de una célula huésped, tal como una célula NSO o CHO, o de un animal (por ejemplo un ratén)
que es transgénico para genes de inmunoglobulina humana o para anticuerpos expresados utilizando un vector de
expresion recombinante transfectado en una célula huésped. Dichos anticuerpos recombinantes humanos presentan
regiones variables y constantes en una forma reorganizada. Los anticuerpos recombinantes humanos segun la
invencion han sido sometidos a hipermutacion somatica in vivo. De esta manera, las secuencias de aminodcidos de
las regiones Vy y Vi de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque derivadas y relacionadas con
secuencias Vy y Vi de la linea germinal humana, pueden no existir naturalmente en el repertorio in vivo de
anticuerpos de la linea germinal humana.

La expresion “dominio variable” (dominio variable de una cadena ligera (VL), regién variable de una cadena pesada
(Vn)) tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a cada cadena de la pareja de cadenas ligera y pesada
que participa directamente en la unién del anticuerpo al antigeno. Los dominios de las cadenas variables ligeras y
pesadas humanas presentan la misma estructura general y cada dominio comprende cuatro regiones marco (FR)
cuyas secuencias se encuentran ampliamente conservadas y conectadas por tres “regiones hipervariables” (o
regiones determinantes de complementariedad, CDRs). Las regiones de marco adoptan una conformacién de hoja 8
y las CDR pueden formar bucles que conecten la estructura de hojas B. Las CDRs en cada cadena son mantenidas
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en su estructura tridimensional por las regiones de marco y forman conjuntamente con las CDRs de la otra cadena el
sitio de union de antigeno. Las regiones CDR3 de las cadenas pesada y ligera de anticuerpo desempenan un papel
particularmente importante en la especificidad/afinidad de unién de los anticuerpos segun la invencién y, por lo tanto,
proporcionan un objetivo adicional de la invencion.

Las expresiones “region hipervariable” o “parte de unién de antigeno de un anticuerpo”, tal como se utilizan en la
presente memoria se refieren a los residuos aminoacidos de un anticuerpo que son responsables de la union de
antigeno. La regién hipervariable comprende residuos aminodcidos de las “regiones determinantes de
complementariedad” o “CDR”. Las regiones “de marco” o “FR” son aquellas regiones de dominio variable diferentes
de los residuos de la region hipervariable tal como se definen en la presente memoria. Por lo tanto, las cadenas
ligeras y pesadas de un anticuerpo comprenden, de extremo N-terminal a extremo C-terminal, los dominios FR1,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Las CDRs en cada cadena se encuentran separadas por dichos aminoacidos
de marco. En particular, la CDR3 de la cadena pesada es la regidon que contribuye mas a la unién de antigeno. Las
regiones CDR y FR se determinan segun la definicion estandar de Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5a edicion, Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién “de unién” o “de unién especifica” se refieren a la union del
anticuerpo a un epitopo del antigeno en un ensayo in vitro, preferentemente en un ensayo de resonancia de
plasmén (BlAcore, GE-Healthcare, Uppsala, Suecia) con antigeno de tipo salvaje purificado. La afinidad de unién
esta definida por los términos ka (constante de velocidad para la asociacién del anticuerpo (o anticuerpo o proteina
de union a antigeno) del complejo de anticuerpo/antigeno), kp éconstante de disociacién) y Kp (kp/ka). La unién o la
unién especifica se refieren a una afinidad de unién (Kp) de 10~ moles/l o menos, preferentemente de entre 10°M y
10" moles/l. De esta manera, una proteina biespecifica de unién a antigeno segln la invencion se une
especificamente a cada antigeno para el que es especifico con una afinidad de unién (Kp) de 10 moles/l 0 menos,
preferentemente de entre 10 y 107" moles/.

La union del anticuerpo a FcyRIIl puede investigarse mediante un ensayo BlAcore (GE-Healthcare Uppsala, Suecia).
La afinidad de la unién se define con los términos ka (constante de tasa para la asociacién del anticuerpo del
complejo de anticuerpo/antigeno), kp (constante de disociacion) y Kp (kp/ka).

El término "epitopo" incluye cualquier determinante polipéptido capaz de unirse especificamente a un anticuerpo. En
determinadas realizaciones, el determinante epitopo incluye grupos superficiales quimicamente activos de
moléculas, tales como aminoacidos, cadenas laterales sacéaridas, fosforilo o sulfonilo y, en determinadas
realizaciones, puede presentar caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, o presentar caracteristicas
de carga especifica. Un epitopo es una region de un antigeno que se une a un anticuerpo.

En determinadas realizaciones, se dice que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno en el caso de que
reconozca preferentemente su antigeno diana en una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas.

En una realizacion adicional, la proteina biespecifica de uniéon a antigeno segun la invencién se caracteriza porque
dicho anticuerpo de longitud completa es de la subclase IgG1 humana, o de la subclase IgG1 humana con las
mutaciones L234A y L235A.

En una realizacion adicional, la proteina biespecifica de uniéon a antigeno segun la invencién se caracteriza porque
dicho anticuerpo de longitud completa es de la subclase IgG2 humana.

En una realizacion adicional, la proteina biespecifica de uniéon a antigeno segun la invencién se caracteriza porque
dicho anticuerpo de longitud completa es de la subclase IgG3 humana.

En una realizacion adicional, la proteina biespecifica de uniéon a antigeno segun la invencién se caracteriza porque
dicho anticuerpo de longitud completa es de la subclase IgG4 humana o de la subclase 1IgG4 humana con la
mutacién adicional S228P.

Preferentemente, la proteina biespecifica de unién a antigeno segun la invenciéon se caracteriza porque dicho
anticuerpo de longitud completa es de la subclase IgG1 humana o de la subclase IgG4 humana con la mutacién
adicional S228P.

Ahora se ha encontrado que las proteinas biespecificas de union a antigeno segun la invencidon presentan
caracteristicas mejoradas, tales como actividad biologica o farmacoldgica, propiedades farmacocinéticas o toxicidad.
Pueden utilizarse, por ejemplo, para el tratamiento de enfermedades tales como el cancer.

La expresién “region constante” tal como se utiliza en las presentes solicitudes se refiere a la suma de los dominios
de un anticuerpo que no son la region variable. La region constante no se encuentra directamente implicada en la

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2449 623 T3

unién de un antigeno, aunque muestra diversas funciones efectoras. Dependiendo de la secuencia de aminoacidos
de la region constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos se dividen en las clases siguientes: IgA, IgD, IgE,
IgG e IgM, y varias de ellas pueden dividirse adicionalmente en subclases, tales como IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4,
IgA1 e IgA2. Las regiones constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de anticuerpos se
denominan a, §, €, y y m, respectivamente. Las regiones constantes de cadena ligera (CL) que pueden encontrarse
en la totalidad de las cinco clases de anticuerpo se denominan k (kappa) y A (lambda).

La expresion “region constante derivada de un origen humano” tal como se utiliza en la presente solicitud se refiere a
una regién constante de cadena pesada de un anticuerpo humano de la subclase IgG1, 1gG2, IgG3 6 IgG4 y/o una
region constante de cadena ligera kappa o lambda. Dichas regiones constantes son bien conocidas del estado de la
técnica y se describen en, por ejemplo, Kabat, E.A. (ver, por ejemplo, Johnson, G. y Wu, T.T., Nucleic Acids Res.
28:214-218, 2000; Kabat, E.A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72:2785-2788, 1975.

Mientras que los anticuerpos de la subclase IgG4 muestran un nivel reducido de unién del receptor de Fc (FcyRllla),
los anticuerpos de otras subclases de IgG muestran una unién fuerte. Sin embargo, Pro238, Asp265, Asp270,
Asn297 (pérdida del carbohidrato de Fc), Pro329, Leu234, Leu235, Gly236, Gly237, 11e253, Ser254, Lys288, Thr307,
GIn311, Asn434 e His435 son residuos que, en caso de alterarse, también proporcionan un nivel reducido de unién
de Fc (Shields, R.L. et al., J. Biol. Chem. 276:6591-6604, 2001; Lund, J. et al., FASEB J. 9:115-119, 1995; Morgan,
A. et al., Immunology 86:319-324, 1995; patente EP n°® 0 307 434).

En una realizacién, una proteina de unién a antigeno segun la invencién presenta un nivel reducido de union a FcR
en comparacién con un anticuerpo IgG1, y el anticuerpo parental de longitud completa es, con respecto a la unién de
FcR, de la subclase IgG4 o de la subclase IgG1 6 IgG2 con una mutacién en S228, L234, L235 y/o D265, y/o
contiene la mutacion PVA236. En una realizacién, las mutaciones en el anticuerpo parental de longitud completa son
S228P, L234A, L235A, L235E y/o PVA236. En otra realizacién, las mutaciones en el anticuerpo parental de longitud
completa son, en IgG4, S228P, y en IgG1, L234A y L235A.

La regién constante de un anticuerpo participa directamente en la ADCC (citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos) y la CDC (citotoxicidad dependiente del complemento). La activacion del complemento
(CDC) se inicia a partir de la union del factor del complemento C1q a la region constante de la mayoria de subclases
de anticuerpo IgG. La uniéon de C1q a un anticuerpo esta provocada por interacciones proteina-proteina definidas en
el denominado sitio de unién. Dichos sitios de unién de regién constante son conocidos del estado de la técnica y se
describen, por ejemplo, en Lukas T.J. et al., J. Immunol. 127:2555-2560, 1981; Brunhouse R. y Cebra J., J. Mol.
Immunol. 16:907-917, 1979; Burton D.R. et al., Nature 288:338-344, 1980; Thommesen J.E. et al., Mol. Immunol.
37:995-1004, 2000; Idusogie E.E. et al., J. Immunol. 164:4178-4184, 2000; Hezareh M. et al., J. Virol. 75:12161-
12168, 2001; Morgan A. et al., Immunology 86:319-324, 1995, y la patente EP n® 0 307 434. Dichos sitios de unién
de regiodn constante se caracterizan, por ejemplo, por los aminoacidos L234, L235, D270, N297, E318, K320, K322,
P331 y P329 (numeracién segun el indice EU de Kabat).

La expresion “citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)” se refiere a la lisis de células diana
humanas por una proteina de unién a antigeno segun la invencién en presencia de células efectoras. La ADCC se
mide preferentemente mediante el tratamiento de una preparacion de células expresantes de antigeno con una
proteina de unién a antigeno segun la invencidén en presencia de células efectoras, tales como PBMC recién
aisladas o células efectoras purificadas procedentes de capas leucocitarias, por ejemplo monocitos o células
asesinas naturales (NK) o una linea celular NK de crecimiento permanente.

La expresion “citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)” se refiere a un proceso iniciado por la unién del
factor del complemento C1q a la parte Fc de la mayoria de subclases de anticuerpo IgG. La unién de C1q a un
anticuerpo esta provocada por interacciones proteina-proteina definidas en el denominado sitio de union. Dichos
sitios de unién de la parte Fc son conocidos del estado de la técnica (ver anteriormente). Dichos sitios de unién de la
parte Fc se caracterizan, por ejemplo, por los aminoacidos L234, L235, D270, N297, E318, K320, K322, P331 y
P329 (numeracion segun el indice EU de Kabat). Los anticuerpos de las subclases IgG1, IgG2 e IgG3 habitualmente
muestran activacion del complemento, incluyendo la uniéon de C1q y C3, mientras que IgG4 no activa el sistema del
complemento y no se une a C1q y/o a C3.

Las funciones efectoras mediadas por células de los anticuerpos monoclonales pueden potenciarse mediante la
manipulacion de su componente oligosacarido, tal como se describe en Umana P. et al., Nature Biotechnol. 17:176-
180, 1999, y la patente US n® 6.602.684. Los anticuerpos de tipo I1gG1, los anticuerpos terapéuticos utilizados mas
habitualmente, son glucoproteinas que presentan un sitio N-ligado de glucosilacién conservado en Asn297 en cada
dominio CH2. Los dos oligosacéaridos complejos biantenarios unidos a Asn27 se encuentran enterrados entre los
dominios CH2, formando contactos extensivos con el esqueleto polipeptidico, y su presencia resulta esencial para
que el anticuerpo medie en funciones efectoras, tales como la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) (Lifely M. R. et al., Glycobiology 5:813-822, 1995; Jefferis R. et al., Inmunol. Rev. 163:59-76, 1998; Wright
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A. y Morrison S.L., Trends Biotechnol. 15 (1997) 26-32). Umana, P. et al. Nature Biotechnol. 17:176-180, 1999, y el
documento WO n? 99/54342 mostraron que la sobreexpresién en células de ovario de hamster chino (CHO) de la
B(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Il (“GnTIlI"), una glucosiltransferasa que cataliza la formacion de
oligosacaridos bisectados, incrementaba significativamente la actividad de ADCC in vitro de los anticuerpos. Las
alteraciones en la composicion del carbohidrato de Asn297 6 su eliminacion también afecta a la unién a FcyR y a
C1qg (Umana P. et al., Nature Biotechnol. 17:176-180, 1999; Davies J. et al., Biotechnol. Bioeng. 74:288-294, 2001;
Mimura Y. et al., J. Biol. Chem. 276:45539-45547, 2001; Radaev S. et al., J. Biol. Chem. 276:16478-16483, 2001;
Shields R.L. et al., J. Biol. Chem. 276:6591-6604, 2001; Shields R.L. et al., J. Biol. Chem. 277:26733-26740, 2002;
Simmons L.C. et al., J. Immunol. Methods 263:133-147, 2002.

Los métodos para potenciar las funciones efectoras mediadas por células de los anticuerpos monoclonales se
informan en, por ejemplo, los documentos WO n? 2005/018572, n® 2006/116260, n® 2006/114700, n® 2004/065540,
n? 2005/011735, n? 2005/027966, n® 1997/028267, US n° 2006/0134709, n® 2005/0054048, n® 2005/0152894, y WO
n° 2003/035835 y n® 2000/061739.

En una realizacién preferente de la invencién, la proteina biespecifica de unidén a antigeno se encuentra glucosilada
(en el caso de que comprenda una parte Fc de la subclase IgG1, IgG2, IgG3 6 1gG4, preferentemente de la subclase
IgG1 6 IgG3) con una cadena sacarida en Asn297, de manera que la proporcion de fucosa en dicha cadena sacérida
es 65% o inferior (numeraciéon segun Kabat). En otra realizacion, la cantidad de fucosa dentro de dicha cadena
sacarida se encuentra comprendida entre 5% y 65%, preferentemente entre 20% y 40%. El término “Asn297” segun
la invencion se refiere al aminoacido asparagina situado en aproximadamente la posicion 297 en la regién de Fc.
Basandose en variaciones menores de la secuencia de los anticuerpos, Asn297 también puede localizarse a
algunos aminoacidos (habitualmente a no mas de 63 aminodacidos) cadena arriba o abajo de la posicién 297, es
decir, entre las posiciones 294 y 300. En una realizacién, la proteina de union a antigeno glucosilada segun la
invencion es de una subclase de IgG, es de la subclase IgG1 humana, de la subclase IgG1 humana con las
mutaciones L234A y L235A o de la subclase 1gG3. En una realizacion adicional, la cantidad de acido N-
glucolilneuraminico (NGNA) es de 1% 0 menos, y/o la cantidad de alfa-1,3-galactosa N-terminal es de 1% 0 menos
dentro de dicha cadena sacérida. La cadena sacarida muestra preferentemente las caracteristicas de los glicanos N-
ligados unidos a Asn297 de un anticuerpo expresado recombinantemente en una célula CHO.

La expresion “las cadenas sacaridas muestran caracteristicas de glicanos N-ligados unidos a Asn297 de un
anticuerpo expresado recombinantemente en una célula CHO” se refiere a que la cadena sacéarida en Asn297 del
anticuerpo parental de longitud completa segun la invencion presenta la misma estructura y secuencia de residuos
sacaridos, excepto por el residuo fucosa, que los del mismo anticuerpo expresado en células CHO no modificadas,
por ejemplo tales como las informadas en el documento WO n® 2006/103100.

El término “NGNA” tal como se utiliza en la presente solicitud se refiere al residuo sacarido del acido N-
glucolilneuraminico.

La glucosilacién de IgG1 6 IgG3 humana se produce en Asn297 en forma de glucosilacion de oligosacarido complejo
biantenario fucosilado terminado en, como maximo, dos residuos Gal. Las regiones constantes de cadena pesada
humana de la subclase IgG1 o IgG3 se informan en detalle en Kabat E.A. et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 edicion, Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991, y en
Brueggemann M. et al., J. Exp. Med. 166:1351-1361, 1987; Love T.W. et al., Methods Enzymol. 178 (1989) 515-527.
Estas estructuras se denominan GO, G1 (a-1,6- o a-1,3-) o residuos de glicano G2, dependiendo de la cantidad de
residuos Gal terminales (Raju T.S., Bioprocess Int. 1:44-53, 2003). La glucosilacién de tipo CHO de partes Fc de
anticuerpo se describe en, por ejemplo, Routier, F.H., Glycoconjugate J. 14:201-207, 1997. Los anticuerpos que se
expresan recombinantemente en células huésped CHO no glucomodificadas habitualmente se fucosilan en Asn297
en una proporcion de por lo menos 85%. Los oligosacaridos modificados del anticuerpo parental de longitud
completa pueden ser hibridos o complejos. Preferentemente, los oligosacaridos bifurcados, reducidos/no fucosilados
son hibridos. En otra realizacion, los oligosacéridos bifurcados reducidos/no fucosilados son complejos.

Segun la invencion, la expresion “cantidad de fucosa” se refiere a la cantidad de dicho azlcar en la cadena sacarida
en Asn297, referida a la suma de todas las glucoestructuras unidas a Asn297 (por ejemplo estructuras complejas,
hibridas y de alto contenido en manosa) segin medicion realizada mediante espectrometria de masas MALDI-TOF y
calculado como valor medio. La cantidad relativa de fucosa es el porcentaje de estructuras que contienen fucosa en
relacién a la totalidad de las glucoestructuras identificadas en una muestra tratada con N-glucosidasa F (por ejemplo
estructuras complejas, hibridas y estructuras de bajo y alto contenido en manosa, respectivamente) segun el MALDI-
TOF.

La proteina de unién a antigeno segun la invencién se produce por medios recombinantes. De esta manera, un
aspecto de la presente invenciéon es un acido nucleico codificante de la proteina de unién a antigeno segun la
invencion, y un aspecto adicional es una célula que comprende dicho acido nucleico codificante de una proteina de
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unién a antigeno segun la invencion. Los métodos para la produccién recombinante son ampliamente conocidos del
estado de la técnica y comprenden la expresién de proteinas en células procariéticas y eucarioticas con el posterior
aislamiento de la proteina de unién a antigeno y habitualmente la purificacién hasta una pureza farmacéuticamente
aceptable. Para la expresion de los anticuerpos tal como se ha indicado anteriormente en una célula huésped, se
insertan acidos nucleicos codificantes de las cadenas ligeras y pesadas modificadas respectivas en los vectores de
expresion mediante métodos estandares. La expresion se lleva a cabo en células huésped procaridticas o
eucaridticas apropiadas, por ejemplo células CHO, células NSO, células SP2/0, células HEK293, células COS,
células PER.CS6, células de levadura o de E. coli, y la proteina de unién a antigeno se recupera a partir de las células
(del sobrenadante o de las células tras la lisis). Los métodos generales para la produccién recombinante de
anticuerpos son bien conocidos del estado de la técnica y se describen, por ejemplo, en los articulos de revision de
Makrides, S.C., Protein Expr. Purif. 17:183-202, 1999; Geisse, S. et al., Protein Expr. Purif. 8:271-282, 1996;
Kaufman, R.J., Mol. Biotechnol. 16:151-160, 2000; Werner, R.G., Drug Res. 48 (1998) 870-880.

Las proteinas biespecificas de unién a antigeno segun la invencién convenientemente se separan del medio de
cultivo mediante procedimientos convencionales de purificacion de inmunoglobulinas tales como, por ejemplo,
proteina A-sefarosa, cromatografia en hidroxilapatito, electroforesis en gel, didlisis o cromatografia de afinidad. El
ADN o ARN codificante de los anticuerpos monoclonales se aisla y se secuencia facilmente utilizando
procedimientos convencionales. Las células de hibridoma pueden servir como fuente de dicho ADN y ARN. Tras el
aislamiento, el ADN puede insertarse en vectores de expresidon, que seguidamente se transfectan en células
huésped, tales como células HEK 293, células CHO o células de mieloma que de otra manera no producirian
proteina inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales recombinantes en las células
huésped.

Las variantes (o mutantes) de la secuencia de aminodcidos de la proteina biespecifica de unién a antigeno se
preparan mediante la introduccién de cambios apropiados de nucleétidos en el ADN de la proteina de unién a
antigeno, o mediante sintesis de nucleétidos. Sin embargo, estas modificaciones Unicamente pueden llevarse a cabo
bajo condiciones muy limitadas, por ejemplo tal como se ha indicado anteriormente. Por ejemplo, las modificaciones
que no alteran las caracteristicas anteriormente indicadas del anticuerpo, tal como el isotipo y la unién de antigeno
del IgG pero que podrian mejorar el rendimiento de la produccion recombinante, la estabilidad de la proteina o
facilitar la purificacion.

La expresion “célula huésped” tal como se utiliza en la presente solicitud se refiere a cualquier tipo de sistema
celular que puede manipularse para generar los anticuerpos segun la presente invencion. En una realizacién, se
utilizan células HEK293 y CHO como células huésped. Tal como se utilizan en la presente memoria, las expresiones
“célula”, “linea celular” y “cultivo celular” se utilizan intercambiablemente y todas dichas expresiones incluyen la
progenie. De esta manera, las expresiones “transformantes” y “células transformadas” incluyen la célula sujeto
primario y los cultivos derivados de la misma con independencia del numero de transferencias. También debe
interpretarse que toda la progenie puede no ser exactamente idéntica en su contenido de ADN, debido a mutaciones
deliberadas o naturales. Se encuentra incluida la progenie variante que presenta la misma funcién o actividad
biol6gica segun el cribado realizado en la célula originalmente transformada.

La expresion en células NSO se describe en, por ejemplo, Barnes L.M. et al., Cytotechnology 32:109-123, 2000;
Barnes L.M. et al., Biotech. Bioeng. 73:261-270, 2001. La expresion transitoria se describe en, por ejemplo,
Durocher Y. et al., Nucl. Acids Res. 30:E9, 2002. La clonacion de dominios variables se describe en Orlandi, R. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:3833-3837, 1989; Carter, P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285-4289, 1992,
y en Norderhaug, L. et al., J. Immunol. Methods 204:77-87, 1997. Un sistema de expresion transitoria preferente
(HEK293) se describe en Schlaeger, E.-J. y Christensen, K., Cytotechnology 30:71-83, 1999, y en Schlaeger, E.-J.,
J. Immunol. Methods 194:191-199, 1996.

Entre las secuencias de control que resultan adecuadas para los procariotas se incluyen, por ejemplo, un promotor,
opcionalmente una secuencia de operador y un sitio de union ribosémica. Es conocido que las células eucaridticas
utilizan promotores, intensificadores y senales de poliadenilacion.

Un &cido nucleico se encuentra "operablemente ligado" en el caso de que se sitle en una relacion funcional con otra
secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, el ADN de una presecuencia o lider secretorio se encuentra
operablemente ligado a ADN de un polipéptido en el caso de que se exprese en forma de una preproteina que
participe en la secrecion del polipéptido; un promotor o intensificador se encuentra operablemente ligado a una
secuencia codificante en el caso de que afecta a la transcripcidon de la secuencia; o un sitio de unién ribosémica se
encuentra operablemente ligado a una secuencia codificante en el caso de que se encuentre situado de manera que
facilite la traduccién. Generalmente, la expresion “operablemente ligado” se refiere a que las secuencias de ADN
que se unen son contiguas Yy, en el caso de un lider secretorio, contiguas y en el mismo marco de lectura. Sin
embargo, los intensificadores no son necesariamente contiguos. La unién se lleva a cabo mediante ligacién en sitios
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de restriccion apropiados. En el caso de que dichos sitios no existan, se utilizan adaptadores oligonucleétidos
sintéticos o linker segun la practica convencional.

La purificacion de los anticuerpos se lleva a cabo con el fin de eliminar los componentes celulares u otros
contaminantes, por ejemplo otros &cidos nucleicos o proteinas celulares, mediante técnicas estandares, incluyendo
el tratamiento alcalino/de SDS, la formacion de bandas en CsCl, la cromatografia de columna, la electroforesis en
gel de agarosa, y otras técnicas bien conocidas de la técnica. Ver Ausubel, F. et al., editor, Current Protocols in
Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, New York, 1987. Una serie de diferentes métodos se
encuentran bien establecidos y son ampliamente utilizados para la purificacion de proteinas, tales como la
cromatografia de afinidad con proteinas microbianas (por ejemplo la cromatografia de afinidad de proteina A o de
proteina G), la cromatografia de intercambio i6nico (por ejemplo de intercambio catiénico (resinas carboximetilo), de
intercambio aniénico (resinas aminoetilo) y de intercambio de modo mixto), la adsorcion tiofilica (por ejemplo con
beta-mercaptoetanol y con otros ligandos de SH), la cromatografia de interaccion hidrofébica o de adsorcién
aromatica (por ejemplo con fenil-sefarosa, resinas aza-arenofilicas o acido m-aminofenilborénico), la cromatografia
de afinidad de quelato metalico (por ejemplo con material de afinidad por el Ni(ll) y por el Cu(ll)), la cromatografia de
exclusién por tamafo, y métodos electroforéticos (tales como la electroforesis en gel y la electroforesis capilar)
(Vijayalakshmi, M.A., Appl. Biochem. Biotech. 75:93-102, 1998).

Un aspecto de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende una proteina de unién a antigeno
segun la invencion. Otro aspecto de la invencion es la utilizacion de una proteina de unién a antigeno segin la
invencion para la preparacion de una composicion farmacéutica. Un aspecto adicional de la invencion es un método
para la preparacién de una composicion farmacéutica que comprende una proteina de uniéon a antigeno segun la
invencion. En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion, por ejemplo una composicion
farmacéutica, que contiene una proteina de unién a antigeno segun la presente invencion, formulada conjuntamente
con un portador farmacéutico.

Otro aspecto de la invencién es dicha composicion farmacéutica para el tratamiento del cancer.

Otro aspecto de la invencion es la proteina biespecifica de unién a antigeno segun la invencién destinada al
tratamiento del cancer.

Otro aspecto de la invencion es la utilizacién de una proteina de unién a antigeno segun la invencion para la
preparacion de un medicamento destinado al tratamiento del cancer. Otro aspecto de la invencién es un método de
tratamiento de un paciente que sufre de cancer, mediante la administracion de una proteina de unién a antigeno
segun la invencién en dicho paciente que necesita de dicho tratamiento.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién “portador farmacéutico” incluye todos y cada uno de los
solventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotdnicos y de
retraso de la absorcién y similares que son fisiolégicamente compatibles. Preferentemente, el portador resulta
adecuado para la administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (por
ejemplo mediante inyeccion o infusion).

Una composicién de la presente invencion puede administrarse mediante una diversidad de métodos conocidos de
la técnica. Tal como apreciara el experto en la materia, la via y/o el modo de administracién variara dependiendo de
los resultados deseados. Para administrar un compuesto de la invencion mediante determinadas vias de
administracion, puede resultar necesario recubrir el compuesto con un material, o coadministrar el compuesto con un
material, para impedir su inactivacioén. Por ejemplo, el compuesto puede administrarse en un sujeto en un portador
apropiado, por ejemplo liposomas o un diluyente. Entre los diluyentes farmacéuticamente aceptables se incluyen
solucién salina y soluciones tamponadoras acuosas. Entre los portadores farmacéuticos se incluyen soluciones o
dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles. La utilizacion de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es
conocida de la técnica.

Las expresiones “administracién parenteral” y “administrado parenteralmente” tal como se utilizan en la presente
memoria se refieren a modos de administracion diferentes de la administracion entérica y topica, habitualmente
mediante inyeccion, e incluyen, sin limitarse a las mismas, las inyecciones e infusiones intravenosa, intramuscular,
intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal,
subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraesternal

El término “céncer” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a enfermedades proliferativas, tales como
linfomas, leucemias linfociticas, cancer de pulmén, cancer de células pulmonares no pequefias (NSCL), cancer
pulmonar de células bronquioloalveolares, cancer 6seo, cancer pancreatico, cancer de piel, cancer de cabeza o
cuello, melanoma cutaneo o intraocular, cancer uterino, cancer ovarico, cancer rectal, cancer de la regién anal,
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cancer de estdmago, cancer gastrico, cancer de colon, cancer de mama, cancer uterino, carcinoma de los tubos de
Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma del cérvix, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, enfermedad
de Hodgkin, cancer de eso6fago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula
tiroides, cancer de la glandula paratiroides, cancer de la glandula adrenal, sarcoma de tejidos blandos, cancer de
uretra, cancer de pene, cancer de proéstata, cancer de vejiga, cancer de rifén o uréter, carcinoma de células renales,
carcinoma de la pelvis renal, mesotelioma, cancer hepatocelular, cancer biliar, neoplasmas del sistema nervioso
central (SNC), tumores del eje espinal, glioma del tallo cerebral, glioblastoma multiforme, astrocitomas,
schwanomas, ependinomas, meduloblastomas, meningiomas, carcinomas de células escamosas, adenoma pituitario
y sarcoma de Ewings, incluyendo las versiones refractarias de cualquiera de los canceres anteriormente indicados, o
de una combinacion de uno o mas de los canceres anteriormente indicados.

Dichas composiciones también pueden contener adyuvantes, tales como conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la presencia de microorganismos puede
garantizarse tanto mediante procedimientos de esterilizacion, supra, como mediante la inclusién de diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo parabén, clorobutanol, fenol, acido sérbico y similares. También puede
resultar deseable incluir agentes isoténicos, tales como azucares, cloruro sédico y similares en las composiciones.
Ademas, puede conseguirse la absorcién prolongada de la forma farmacéutica inyectable mediante la inclusion de
agentes que retrasan la absorcién, tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Con independencia de la via de administracion seleccionada, los compuestos de la presente invencion, que pueden
utilizarse en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se
formulan en formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables mediante métodos convencionales conocidos por
el experto en la materia.

Los niveles reales de las dosis de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion pueden modificarse de manera que se obtenga una cantidad del ingrediente activo que resulte eficaz para
conseguir la respuesta terapéutica deseada en un paciente, composicion y modo de administracion particulares, sin
resultar téxicos para el paciente. El nivel de dosis seleccionado dependera de una diversidad de factores
farmacocinéticos, incluyendo la actividad de las composiciones particulares de la presente invencion utilizadas, la via
de administracion, el momento de la administracion, la tasa de excrecion del compuesto particular que se utiliza, la
duracién del tratamiento, otros farmacos, los compuestos y/o materiales utilizados en combinaciéon con las
composiciones particulares utilizadas, la edad, sexo, peso, condicién, estado de salud general e historia médica del
paciente bajo tratamiento, y factores similares bien conocidos de la técnica médica.

La composicion debe ser estéril y liquida en grado suficiente para que la composicion resulte administrable mediante
jeringa. Ademas de agua, el portador preferentemente es una solucién salina tamponada isoténica.

Puede mantenerse la fluidez correcta, por ejemplo, mediante la utilizacién de un recubrimiento tal como lecitina,
mediante el mantenimiento de un tamario de particula requerido en el caso de una dispersion, y mediante la
utilizacién de surfactantes. En muchos casos, resulta preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo azucares,
polialcoholes, tales como manitol o sorbitol, y cloruro sédico en la composicion.

Tal como se utilizan en la presente memoria, las expresiones “célula”, “linea celular” y “cultivo celular” se utilizan
intercambiablemente y todas dichas expresiones incluyen la progenie. De esta manera, las expresiones
“transformantes” y “células transformadas” incluyen la célula sujeto primario y los cultivos derivados de la misma con
independencia del nimero de transferencias. También debe interpretarse que toda la progenie puede no ser
exactamente idéntica en su contenido de ADN, debido a mutaciones deliberadas o naturales. Se encuentra incluida
la progenie variante que presenta la misma funcién o actividad bioldgica segun el cribado realizado en la célula
originalmente transformada. En donde se pretendan utilizar denominaciones diferentes, éstas resultaran evidentes a
partir del contexto.

El término “transformacién” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un procedimiento de transferencia
de un vector/acido nucleico al interior de una célula huésped. En el caso de que se utilicen células sin barreras de
pared celular fuertes como células huésped, la transfeccién se lleva a cabo, por ejemplo, mediante el método de
precipitacion con fosfato de calcio, tal como describen Graham F.L. y Van der Eb A.J., Virology 52:456-467, 1973.
Sin embargo, también pueden utilizarse otros métodos para introducir ADN en células, tales como la inyeccién
nuclear o mediante fusion de protoplastos. En el caso de que se utilicen células procariéticas o células que
contienen construcciones sustanciales de pared celular, un método de transfeccion es, por ejemplo, el tratamiento
con calcio utilizando cloruro de calcio tal como se describe en Cohen S.N. et al., PNAS 69 (1972) 2110-2114.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “expresion” se refiere al procedimiento por el que se
transcribe un acido nucleico en ARNm y/o al procedimiento por el que el ARNm transcrito (también denominado
transcrito) se traduce posteriormente en péptidos, polipéptidos o proteinas. Los transcritos y los polipéptidos
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codificados se denominan colectivamente “producto génico”. En el caso de que se derive el polinucleétido de ADN
gendmico, la expresion en una célula eucaridtica puede incluir el procesamiento del ARNm. Un “vector” es una
molécula de acidos nucleicos, en particular autorreplicativa, que transfiere una molécula de &cidos nucleicos
insertada al interior de células huésped o entre las mismas. El término incluye vectores que funcionan principalmente
insertando ADN o ARN en una célula (por ejemplo la integracién cromosémica), la replicaciéon de vectores que
funcionan principalmente replicando ADN o ARN, y los vectores de expresién que funcionan transcribiendo y/o
traduciendo ADN o ARN. También se encuentran incluidos los vectores que proporcionan mas de una de las
funciones anteriormente descritas.

Un “vector de expresion” es un polinucledtido que, al introducirlo en una célula huésped apropiada, puede
transcribirse y traducirse en un polipéptido. Un “sistema de expresion” habitualmente se refiere a una célula huésped
adecuada que comprende un vector de expresion que puede funcionar rindiendo un producto de expresion deseado.

Los ejemplos, listado de secuencias y figuras siguientes se proporcionan para ayudar a la comprensién de la
presente invencidn, el alcance real de la cual se proporciona en las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion del listado de secuencias

SECID n® 1 <Ang-2> de cadena pesada no modificada con dominios VH-CL de <VEGF> fusionados C-
terminalmente de fragmento Fab modificado (intercambio CH1-CL)

SECIDn®2 dominios VL-CH1 de <VEGF> de fragmento Fab modificado (intercambio CH1-C\)

SECIDn®3 <Ang-2> de cadena ligera no modificado

SECIDn® 4 <Ang-2> de cadena pesada no modificado con dominios VH-CL de <VEGF> fusionados N-
terminalmente de fragmento Fab modificado (intercambio CH1-CL)

SECIDn®5 <VEGF> de cadena pesada modificada (intercambio CH1-CL) con dominios VH-CH1 de <Ang-2>
fusionados C-terminalmente de fragmento Fab no modificado

Descripcion de las figuras

Figura 1 Estructura esquematica de un anticuerpo de longitud completa sin unién especifica del
dominio CH4 a un primer antigeno 1 con dos parejas de cadena pesada y cadena ligera
que comprenden dominios variables y constantes en un orden tipico.

Figuras 2a 'y 2b Estructura esquemadtica de fragmentos Fab no modificados tipicos que se unen
especificamente a un segundo antigeno 2 con el péptido conector en el extremo C-
terminal (figura 2a) o en el extremo N-terminal (figura 2b) de la cadena CH1-VH.

Figura 3 Estructura esquematica de un anticuerpo de longitud completa que se une
especificamente a un primer antigeno 1 al que se ha fusionado en el extremo N-
terminal de su cadena pesada dos fragmentos Fab no modificados que se unen
especificamente a un segundo antigeno 2 (fig. 3a) y los productos secundarios no
deseados debido al apareamiento incorrecto (figs. 3b y fig. 3c).

Figuras 4a, 4b y 4c Estructura esquematica de unas proteinas biespecificas de union a antigeno segun la
invencion en las que el apareamiento incorrecto se ha reducido mediante la sustitucién
de determinados dominios a) en el fragmento Fab del anticuerpo de longitud completa
que se une especificamente a un primer antigeno 1 y/o b) en los dos fragmentos Fab
fusionados adicionales que se unen especificamente a un segundo antigeno 2. La
figura 4a muestra proteinas biespecificas de unién a antigeno. Las figuras 4b y 4c
muestran todas las combinaciones de intercambios de dominios VH/VL y/o CH1/CL
dentro de los fragmentos Fab de longitud completa y los fragmentos Fab de longitud
completa que conducen a proteinas biespecificas de unién a antigeno segun la
invencion que presentan un nivel reducido de apareamiento incorrecto.

Figura 5 Estructura esquematica de proteinas biespecificas de unién a antigeno segun la
invencion que reconocen Ang-2 y VEGF (Ejemplo 1).

Figura 6 Estructura esquematica de proteinas biespecificas de unién a antigeno segun la
invencion que reconocen Ang-2 y VEGF (Ejemplo 2).

Figura 7 Estructura esquematica de proteinas biespecificas de unién a antigeno segun la
invencion que reconocen Ang-2 y VEGF (Ejemplo 3).
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Ejemplos
Materiales y métodos generales

Se proporciona informacion general sobre secuencias de nucleétidos de cadenas ligeras y pesadas de
inmunoglobulinas humanas en: Kabat E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5a edicién, Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991. Los aminoacidos de las cadenas de anticuerpo se
numeran y se hace referencia a las mismas segun la numeracion EU (Edelman G.M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 63:78-85, 1969; Kabat E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5a edicion, Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991).

Técnicas de ADN recombinante

Se utilizan métodos estandares para manipular el ADN, tal como se describe en Sambrook J. et al., Molecular
cloning: A laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Los
reactivos bioldégicos moleculares se utilizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

Sintesis génica

Se prepararon segmentos génicos deseados a partir de oligonucleétidos construidos mediante sintesis quimica. Los
segmentos génicos, que se encontraban flanqueados por sitios de corte de endonucleasa Unicos, se ensamblaron
mediante hibridacién y ligaciéon de oligonucleoétidos, incluyendo la amplificacién por PCR, y posteriormente se
clonaron mediante los sitios de restriccién indicados, por ejemplo Kpnl/Sacl o Ascl/Pacl en un vector de clonacién
pGA4 basado en pPCRScript (Stratagene). Las secuencias de ADN de los fragmentos génicos subclonados se
confirman mediante secuenciacion del ADN. Los fragmentos de sintesis génica se ordenan segun las
especificaciones proporcionadas por Geneart (Regensburg, Alemania).

Determinacion de la secuencia de ADN

Se determinaron las secuencias de ADN mediante secuenciacién de doble cadena realizada en MediGenomix
GmbH (Martinsried, Alemania) o en Sequiserve GmbH (Vaterstetten, Alemania).

Analisis de secuencias de ADN y de proteinas y gestion de los datos de secuencias

El paquete informatico del GCG (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin), versiéon 10.2, y el programa
informatico Vector NT1 Advance suite versién 8.0 de Infomax, se utilizaron para la creacion de secuencias,
mapeado, analisis, anotacion e ilustracién.

Vectores de expresion

Para la expresiéon de los anticuerpos biespecificos tetravalentes indicados se utilizaron variantes de plasmidos de
expresion para células de expresion transitoria (por ejemplo en células HEK293 EBNA o HEK293-F) basadas en una
organizacion de ADNc con o sin un promotor intron A de CMV o en una organizacién genémica con un promotor de
CMV.

Aparte del casete de expresion de anticuerpo, los vectores contenian:

- un origen de replicacion que permite la replicacion de dicho plasmido en E. coli, y
- ungen B-lactamasa que proporciona resistencia a la ampicilina a E. coli.

La unidad de transcripcién del gen de anticuerpo esta compuesta de los elementos siguientes:

- uno o méas sitios de restriccion Unicos en el extremo 5’

- elintensificador y promotor tempranos inmediatos del citomegalovirus humano,

- seguido de la secuencia del intron A en el caso de la organizacion de ADN,

- unaregién 5’ no traducida de un gen de anticuerpo humano,

- unasecuencia de sefial de cadena pesada de inmunoglobulina,

- la cadena de anticuerpo biespecifico tetravalente humano (de tipo salvaje o con intercambio de dominios)
en forma de ADNc o de organizacién gendmica con la organizacién de exdn-intrén de inmunoglobulina

- unaregién 3’ no traducida con una secuencia de sefal de poliadenilacion, y

- uno o mas sitios de restriccion Unicos en el extremo 3.
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Los genes de fusidon que comprenden las cadenas de anticuerpo indicadas, tal como se indica posteriormente, se
generan mediante PCR y/o sintesis génica, y se ensamblan utilizando métodos y técnicas recombinantes conocidos
mediante conexién de los segmentos de acidos nucleicos correspondientes, por ejemplo utilizando sitios de
restriccion Unicos en los vectores respectivos. Las secuencias subclonadas de acidos nucleicos se verificaron
mediante secuenciacion del ADN. Para las transfecciones transitarias, se prepararon cantidades mayores de los
plasmidos a partir de cultivos de E. coli transformados (Nucleobond AX, Macherey-Nagel).

Técnicas de cultivo celular

Se utilizaron técnicas estandares de cultivo celular tales como las descritas en Current Protocols in Cell Biology,
Bonifacino J.S., Dasso M., Harford J.B., Lippincott-Schwartz J. y Yamada K.M. (editores), John Wiley & Sonds, Inc.,
2000.

Se expresaron anticuerpos biespecificos tetravalentes mediante cotransfeccion transitoria de los tres plasmidos de
expresion respectivos en células HEK293-EBNA en crecimiento adherente o en células HEK29-F que crecian en
suspension, tal como se describe posteriormente.

Transfecciones transitorias en el sistema HEK293-EBNA

Se expresaron anticuerpos biespecificos tetravalentes mediante cotransfeccion transitoria de los tres plasmidos de
expresion respectivos (por ejemplo codificantes de la cadena pesada modificada, asi como la cadenas
correspondientes ligera y ligera modificada) en células HEK293-EBNA en crecimiento adherente (linea celular 293
renal embrionaria humana que expresa antigeno nuclear de virus de Epstein-Barr, nimero de depésito de la
American Type Culture Collection (ATCC) n® CRL-10852, lote 959 218) cultivadas en DMEM (medio de Eagle
modificado por Dulbecco, Gibco) suplementado con FCS (suero de feto bovino, Gibco) al 10% con niveles ultrabajos
de IgG, L-glutamina 2 mM (Gibco) y geneticina 250 mg/ml (Gibco). Para la transfeccién, se utilizé reactivo de
transfeccion FUGENE™ 6 (Roche Molecular Biochemicals) en una proporcion de reactivo FUGENE™ (ul) a ADN (ug)
de 4:1 (comprendida entre 3:1 y 6:1). Se expresaron proteinas a partir de los plasmidos respectivos utilizando una
proporcion molar de plasmidos codificantes de cadena ligera (modificada y de tipo salvaje) y pesada de 1:1:1
(equimolar) comprendida entre 1:1:2 y 2:2:1, respectivamente. Las células se alimentan el dia 3 con L-glutamina 4
mM, glucosa [Sigma] y NAA [Gibco]. Los sobrenadantes de cultivo celular que contienen anticuerpo biespecifico
tetravalente se recolectaron entre los dias 5y 11 tras la transfeccion mediante centrifugaicén y se almacenaron a —
20°C. Se proporciona informacién general sobre la expresion recombinante de inmunoglobulinas humanas en, por
ejemplo, células HEK293, en: Meissner P. et al., Biotechnol. Bioeng. 75:197-203, 2001.

Transfecciones transitorias en el sistema HEK293-F

Alternativamente, se generaron anticuerpos biespecificos tetravalentes mediante transfeccion transitoria de los
plasmidos respectivos (por ejemplo codificantes de la cadena pesada modificada, asi como las cadenas ligera y
ligera modificada correspondientes) utilizando el sistema HEK293F (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se transfectaron células HEK293-F (Invitrogen) cultivadas en suspensiéon en un matraz de
agitacion o en un fermentador bajo agitacion en medio de expresion FreeStyle 293 libre de suero (Invitrogen) se
transfectaron con una mezcla de los tres plasmidos de expresion tal como se ha indicado anteriormente y 293fectina
o fectina (Invitrogen). Para un matraz oscilante de 2 litros (Corning) se sembraron células HEK293-F a una densidad
de 10° células/ml en 600 ml y se incubaron a 120 rpm, en 8% de CO,. El dias después de transfectar las células a
una densidad celular de aproximadamente 1,5x10° células/ml con aproximadamente 42 ml de mezcla de A) 20 ml de
Opti-MEM (Invitrogen) con 600 pg de ADN total de plasmido (1 pug/ml) codificante de cadena pesada modificada, de
la cadena ligera correspondiente y de la cadena ligera modificada correspondiente, en proporcién equimolar, y B) 20
ml de Opti-MEM + 1,2 ml de 293fectina o fectina (2 pl/ml). Segun el consumo de glucosa, se anadi6 solucion de
glucosa durante el curso de la fermentacion. Tras 5 a 10 dias se recolecté el sobrenadante que contenia el
anticuerpo secretado, y los anticuerpos se purificaron directamente del sobrenadante o el sobrenadante se congel6 y
se almacend.

Determinacion de proteinas

Se determiné la concentracién de proteinas de anticuerpos biespecificos tetravalentes purificados y derivados de los
mismos mediante la determinacion de la densidad 6ptica (DO) a 280 nm, utilizando el coeficiente de extincién molar
calculado basandose en la secuencia de aminoacidos, segun Pace C.N. et al., Protein Science 4:2411-2423, 1995.

Determinacion de la concentracion de anticuerpos en sobrenadantes

Se estimé la concentracion de anticuerpos biespecificos tetravalentes en sobrenadantes de cultivo celular mediante
inmunoprecipitacién con perlas de proteina A-agarosa (Roche). Se lavaron 60 pl de perlas de agarosa-proteina A

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2449 623 T3

tres veces en TBS-NP40 (Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, Nonidet-P40 al 1%). Posteriormente, se aplicaron 1 a
15 ml de sobrenadante de cultivo celular en las perlas de agarosa-proteina A preequilibradas en TBS-NP40. Tras la
incubacién durante 1 hora a temperatura ambiente, las perlas se lavaron en una columna de filtro Ultrafree-MC
(Amicon) una vez con 0,5 ml de TBS-NP40, dos veces con 0,5 ml de 2x de solucion salina tamponada con fosfato
(2xPBS, Roche) y brevemente cuatro veces con 0,5 ml de citrato sédico 100 mM, pH 5,0. El anticuerpo ligado se
eluyé mediante la adicion de 35 pl de tampon para muestras NuPAGE® LDS (Invitrogen). Se combiné la mitad de la
muestra con agente reductor de muestras NuPAGE® o se dejo sin reducir, respectlvamente y se calent6 durante 10
minutos a 70°C. Después, se aplicaron 5 a 30 pl a un SDS-PAGE Bis-Tris NuPAGE® al 4-12% (Invitrogen) (con
tampon MOPS para SDS-PAGE no reducido y tampén MES con aditivo antioxidante de tampdn de migracion
NuPAGE® (Invitrogen) para un SDS-PAGE reducido) y se tifié con azul de Coomassie.

Se midi6 cuantitativamente la concentracién de anticuerpos biespecificos tetravalentes en sobrenadantes de cultivo
celular mediante cromatografia HPLC de afinidad. Brevemente, se aplicaron sobrenadantes de cultivo celular que
contenian anticuerpos y derivados que se unen a la proteina A a una columna Poros A/20 de Applied Biosystems en
KH2PO4 200 mM, citrato sédico 100 mM, pH 7,4, y se eluyeron de la matriz con NaCl 200 mM, &cido citrico 100 mM,
pH 2,5 en un sistema HPLC 1100 de Agilent. Las proteinas eluidas se cuantificaron mediante absorbancia de UV e
integracién de las areas de los picos. Un anticuerpo IgG1 estandar purificado sirvié como estandar.

Alternativamente, se midi6 la concentracion de anticuerpos biespecificos tetravalentes en sobrenadantes de cultivo
celular mediante ELISA de tipo sandwich de IgG. Brevemente, se recubrieron placas de microtitulacion de 96
pocillos recubiertas con estreptavidina StreptaWell High Bind (Roche) con 100 pl/pocillo de molécula de captura
biotinilada anti-lgG humana F(ab’).<h-Fcy> Bl (Dianova) a una concentracién de 0,1 pg/ml durante 1 hora a
temperatura ambiente, o alternativamente durante la noche a 4°C y posteriormente se lavaron tres veces con 200
pl/pocillo de PBS, Tween al 0,05% (PBST, Sigma). Se anadieron 100 pl/pocillo de una serie de dilucién en PBS
(Sigma) de los sobrenadantes respectivos de cultivo celular que contenian el anticuerpo, a los pocillos y se
incubaron durante 1 a 2 horas en un agitador de placas de microtitulacién a temperatura ambiente. Los pocillos se
lavaron tres veces con 200 pl/pocillo de PBST vy el anticuerpo unido se detect6 con 100 pl de F(ab’)2<hFcy>POD
(Dianova) a una concentracién de 0,1 ug/ml como anticuerpo de deteccion durante 1 a 2 horas en un agitador para
placas de microtitulacion a temperatura ambiente. Se lavo el anticuerpo de deteccién no unido, tres veces con 200
pl/pocillo de PBST vy el anticuerpo de deteccidn unido se detectdé mediante la adicion de 100 ul de ABTS/pocillo. La
determinacion de la absorbancia se llevé a cabo en un espectrometro Tecan Fluor a una longitud de onda de
medicién de 405 nm (longitud de onda de referencia: 492 nm).

Purificacion de proteinas

Se purificaron proteinas a partir de sobrenadantes de cultivo celular filtrados siguiendo protocolos estandares.
Brevemente, se aplicaron anticuerpos biespecificos tetravalentes a una columna de proteina A-sefarosa (GE
Healthcare) y se lavaron con PBS. La elucion de los anticuerpos biespecificos tetravalentes se consiguio a pH 2,8,
seguido de la neutralizacion inmediata de la muestra. Se separaron las proteinas agregadas de los anticuerpos
monoméricos mediante cromatografia de exclusion por tamano (Superdex 200, GE Healthcare) en PBS o en
histidina 20 mM, NaCl 150 mM, pH 6,0. Se agruparon las fracciones monoméricas, se concentraron en caso
necesario utilizando, por ejemplo, un concentrador de centrifuga Amicon Ultra (valor de corte: 30 MWCQO) de
Millipore, se congelaron y se almacenaron a -20°C o a -80°C. Se reserv0 parte de las muestras para la analitica
posterior de las proteinas y para la caracterizaciéon analitica, por ejemplo mediante SDS-PAGE, cromatografia de
exclusion por tamafos o espectrometria de masas.

SDS-PAGE

Se utilizd el sistema de gel premoldeado NuPAGE® (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabrlcante En
particular, se utilizaron geles NuPAGE® Novex® Bis-TRIS Pre-Cast (pH 6,4) y un tampén de corrido NuPage MES
(geles reducidos con aditivo antioxidante NuPAGE® para tampon de corrido) o MOPS (geles no reducidos).

Cromatografia analitica de exclusién por tamario

La cromatografia de exclusién por tamafio para la determinacién de la agregacion y del estado oligomérico de los
anticuerpos biespecificos tetravalentes se llevé a cabo mediante cromatografia HPLC. Brevemente, se aplicaron
anticuerpos purificados con proteina A en una columna Tosoh TSKgel G3000SW en NaCl 300 mM, KH2PO4/KaHPO4
50 mM, pH 7,5 en un sistema de HPLC 1100 de Agilent o en una columna Superdex 200 (GE Healthcare) en 2xPBS
en un sistema de HPLC de Dionex. Las proteinas eluidas se cuantificaron mediante absorbancia de UV e integracién
de las areas de los picos. El estandar de filtracion en gel 151-1901 de BioRad sirvi6 de estandar.

Espectrometria de masas
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Se determind y se confirm6 la masa desglucosilada total de los anticuerpos biespecificos tetravalentes mediante
espectrometria de masas de ionizacion por electropulverizacién (EM-IEP). Brevemente, se desglucosilaron 100 mg
de anticuerpos purificados con N-glucosidasa F (PNGasaF, ProZyme) 50 mM en KH2PO4/K2HPO4 100 mM, pH 7, a
37°C durante 12 a 24 horas a una concentracién de proteinas de hasta 2 mg/ml y posteriormente se desalaron
mediante HPLC en una columna Sephadex G25 (GE Healthcare). Se determind la masa de las cadenas pesada
modificada, ligera y ligera modificada respectivas mediante ESI-MS tras la desglucosilacion y reduccion.
Brevemente, se incubaron 50 pg de anticuerpo biespecifico tetravalente en 115 pl, con 60 pl de TCEP 1 My 50 pl de
hidrocloruro de guanidina 8 M posteriormente desalado. Se determin6 la masa total y la masa de las cadenas
pesada y ligera reducidas mediante ESI-MS en un sistema Q-Star Elite MS dotado de una fuente NanoMate.

ELISA de unién a VEGF

Se evaluaron las propiedades de union de los anticuerpos biespecificos tetravalentes en un ensayo ELISA con
proteina VEGF165-His de longitud completa (R&D Systems). Para ello, se recubrieron placas de microtitulacién de
poliestireno transparente mejoradas Falcon, con 100 pl de VEGF165 humana recombinante 2 ug/ml (R&D Systems)
en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente o durante la noche a 4°C. Se lavaron los pocillos tres veces con
300 pl de PBST (Tween-20 al 0,2%) y se bloquearon con 200 pl de BSA al 2%-Tween-20 al 0,1% durante 30
minutos a temperatura ambiente y posteriormente se lavaron tres veces con 300 ul de PBST. Se afnadieron 100
pl/pocillo de una serie de dilucion de los anticuerpos biespecificos tetravalentes purificados en PBS (Sigma) a los
pocillos y se incubaron durante 1 hora en un agitador de placas de microtitulacién a temperatura ambiente. Se
lavaron los pocillos tres veces con 300 ul de PBST (Tween-20 al 0,2%) y se detectd el anticuerpo unido con 100
pl/pocillo de F(ab’) 0,1 mg/ml <Fc-gamma_h>POD (Immunoresearch) en BSA al 2%-Tween-20 al 0,1% como
anticuerpo de deteccion durante 1 hora en un agitador de placas de microtitulacion a temperatura ambiente. Se lavo
el anticuerpo de deteccién no unido, tres veces con 300 pl/pocillo de PBST y el anticuerpo de deteccion unido se
detecté mediante la adicion de 100 pl de ABTS/pocillo. La determinacién de la absorbancia se llevé a cabo en un
espectrometro Tecan Fluor a una longitud de onda de medicién de 405 nm (longitud de onda de referencia: 492 nm).

Unién de VEGF: Caracterizacion cinética de la union de VEGF a 37°C mediante resonancia de plasmon superficial
(Biacore)

Con el fin de corroborar adicionalmente los resultados del ELISA, se analiz6 cuantitativamente la union de los
anticuerpos biespecificos tetravalentes a VEGF utilizando tecnologia de resonancia de plasmén superficial en un
instrumento Biacore T100 segun el protocolo siguiente y utilizando el paquete de software del T100. Brevemente, se
capturaron anticuerpos biespecificos tetravalentes en un chip CM5 mediante la unién a IgG de cabra antihumana
(JIR 109-005-098). El anticuerpo de captura se inmoviliz6 mediante acoplamiento de grupos amino utilizando
acoplamiento estandar de aminos, de la manera siguiente: El tampdn HBS-N sirvi6 como tampoén de corrido, la
activacion se llevo a cabo con la mezcla EDC/NHS con el objetivo de una densidad de ligando de 700 RU. Se diluyo
el anticuerpo de captura en tampoén de acoplamiento NaAc, pH 5,0, c=2 ug/ml, finalmente se bloquearon los grupos
carboxilo todavia activados mediante inyeccion de etanolamina 1 M. La captura de los anticuerpos de <VEGF>
biespecificos tetravalentes se realizd a un caudal de 5 pl/minuto y c=10 nM, se diluyé con tampén de migracion +
BSA 1 mg/ml; deberia alcanzarse un nivel de captura de aproximadamente 30 RU. Se utiliz6 VEGFrh (VEGFrh, R&D
Systems n? de cat. 293-VE) como analito. La caracterizacion cinética de la union de VEGF a los anticuerpos de
<VEGF> biespecificos tetravalentes se llevé a cabo a 25°C o a 37°C en PBS + Tween-20 al 0,005% (v/v) como
tampon de corrido. Se inyecto la muestra a un caudal de 50 pl/minuto y un tiempo de asociacion de 80 segundos y
un tiempo de disociacion de 1.200 segundos, con una serie de concentraciones de VEGFrh de 300 a 0,29 nM. La
regeneracion de la superficie de anticuerpo de captura libre se llevé a cabo con glicina 10 mM, pH 1,5, y un tiempo
de contacto de 60 segundos tras cada ciclo de analito. Se calcularon las constantes cinéticas mediante la utilizacién
del método habitual de doble referenciado (referencia de control: unién de VEGFrh a molécula de captura de
anticuerpo de cabra anti-lgG humana, blancos en la celda de flujo de medicién, concentracion de VEGFrh “07,
modelo: de Langmuir unién 1:1 (se fij6 la Rmax a local debido a la uniéon de moléculas de captura).

ELISA de unién de Ang-2

Se evaluaron las propiedades de union de los anticuerpos biespecificos tetravalentes en un ensayo ELISA con
proteina Ang-2-His de longitud completa (R&D Systems). Para ello, se recubrieron placas de microtitulacion de
poliestireno transparente mejoradas Falcon con 100 pl de Ang-2 humana recombinante 1 ug/ml (R&D Systems, sin
portador) en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente o durante la noche a 4°C. Se lavaron los pocillos tres
veces con 300 pl de PBST (Tween-20 al 0,2%) y se bloquearon con 200 pl de BSA al 2%-Tween-20 al 0,1% durante
30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se lavaron tres veces con 300 pul de PBST. Se anadieron 100
pl/pocillo de una serie de dilucion de los anticuerpos biespecificos tetravalentes purificados en PBS (Sigma) a los
pocillos y se incubaron durante 1 hora en un agitador de placas de microtitulacién a temperatura ambiente. Se
lavaron los pocillos tres veces con 300 ul de PBST (Tween-20 al 0,2%) y el anticuerpo unido se detecté con 100
pl/pocillo de F(ab’) de <hk>POD (Biozol n® de cat. 206005) 0,1 mg/ml en BSA al 2%-Tween-20 al 0,1% como
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anticuerpo de deteccion, durante 1 hora en un agitador de placas de microtitulacién a temperatura ambiente. Se lavo
el anticuerpo de deteccién no unido, tres veces con 300 pl/pocillo de PBST y el anticuerpo de deteccion unido se
detecté mediante la adicién de 100 ul de ABTS/pocillo. La determinacién de la absorbancia se llevé a cabo en un
espectrometro Tecan Fluor a una longitud de onda de medicién de 405 nm (longitud de onda de referencia: 492 nm).

BIACORE de union de Ang-2

Se investigd la union de los anticuerpos biespecificos tetravalentes a Ang-2 humana mediante resonancia de
plasmén superficial utilizando un instrumento BIACORE T100 (GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Suecia).
Brevemente, para las mediciones de afinidad, se inmovilizaron anticuerpos policlonales de cabra <hlgG-Fcy> en un
chip CM5 mediante acoplamiento de aminas para la presentacién de los anticuerpos biespecificos tetravalentes
contra Ang-2 humano. La unién se midié en tampon HBS (HBS-P (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 al
0,005%, pH 7,4), 25°C. Se afadié Ang-2-His purificado (R&S Systems o purificado en el propio laboratorio) en
diversas concentraciones en solucion. Se midi6 la asociacion mediante una inyeccién de Ang-2 de 3 minutos; se
midié la disociacién mediante lavado de la superficie del chip con tampdn HBS durante 3 minutos y se estimé un
valor de Kp utilizando un modelo de unién de Lagmuir 1:1. Debido a la heterogeneidad de la preparacién de Ang-2,
no pudo observarse union 1:1; de esta manera, los valores de Kp s6lo son estimaciones relativas. Se restaron los
datos de control negativo (por ejemplo las curvas de tampon) de las curvas de muestras para la correccion de la
deriva intrinseca de la linea base del sistema y para la reduccion de la sefial de ruido. Se utiliz6 el programa Biacore
T100 Evaluation versién 1.1.1, para el anadlisis de los sensorgramas y para el calculo de los datos de afinidad.
Alternativamente, pudo capturarse Ang-2 a un nivel de captura de entre 2.000 y 1.700 UR mediante un anticuerpo
pentaHis (PentaHis-Ab sin BSA, Qiagen n® 34660) inmovilizado sobre un chip CM5 mediante acoplamiento de
aminas (sin BSA) (ver posteriormente).

ELISA de formacion de puentes de Ang-2-VEGF

Se evaluaron las propiedades de union de los anticuerpos biespecificos tetravalentes en un ensayo ELISA con
proteina VEGF165-His de longitud completa inmovilizada (R&D Systems) y proteina Ang-2-His humana (R&D
Systems) para la deteccién de anticuerpo biespecifico unido. Unicamente un anticuerpo biespecifico tetravalente de
<VEGF-Ang-2> era capaz de unirse simultdneamente a VEGF y a Ang-2, y de esta manera establecer un puente
entre los dos antigenos, mientras que los anticuerpos IgG1 monoespecificos “estandares” no eran capaces de unirse
simultaneamente a VEGF y a Ang-2 (figura 7).

Para ello, se recubrieron placas de microtitulacion de poliestireno transparente mejoradas Falcon, con 100 pl de
VEGF165 humana recombinante 2 pg/ml (R&D Systems) en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente o durante
la noche a 4°C. Se lavaron los pocillos tres veces con 300 ul de PBST (Tween-20 al 0,2%) y se bloquearon con 200
pl de BSA al 2%-Tween-20 al 0,1% durante 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se lavaron tres
veces con 300 pl de PBST. Se afadieron 100 pl/pocillo de una serie de dilucion de anticuerpos biespecificos
tetravalentes purificados en PBS (Sigma) a los pocillos y se incubaron durante 1 hora en un agitador de placas de
microtitulacion a temperatura ambiente. Se lavaron los pocillos tres veces con 300 pl de PBST (Tween-20 al 0,2%) y
los anticuerpos unidos se detectaron mediante la adicién de 100 pl de Ang-2-His humana 0,5 pyg/ml (R&D Systems)
en PBS. Se lavaron los pocillos tres veces con 300 ul de PBST (Tween-20 al 0,2%) y el Ang-2 unido se detectd con
100 pl de anticuerpo de <Ang-2>mlgG1-biotina 0,5 pg/ml (BAM0981, R&D Systems) durante 1 hora a temperatura
ambiente. El anticuerpo de deteccién no unido se lavo tres veces con 300 pl de PBST (Tween-20 al 0,2%) y los
anticuerpos unidos se detectaron mediante la adicion de 100 pl de conjugado de estreptavidina-POD 1:2.000 (Roche
Diagnostics GmbH, n? de cat. 11089153) diluido 1:4 en tampo6n de bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente. El
conjugado de estreptavidina-POD no unido se lavd tres-seis veces con 300 ul de PBST (Tween-20 al 0,2%) y el
conjugado de estreptavidina-POD unido se detecté mediante la adicién de 100 pl de ABTS/pocillo. La determinacién
de la absorbancia se llevd a cabo en un espectrometro Tecan Fluor a una longitud de onda de medicion de 405 nm
(longitud de onda de referencia: 492 nm).

Demostracién de la unidn simultdnea de anticuerpo biespecifico tetravalente <VEGF-Ang-2> a VEGF-A y a Ang-2
mediante Biacore

Con el fin de corroborar adicionalmente los datos de la ELISA de formacién de puentes, se establecié un ensayo
adicional para confirmar la unién simultanea a VEGF y a Ang-2 utilizando tecnologia de resonancia de plasmén
superficial en un instrumento Biacore T100 siguiendo el protocolo siguiente, y realizando el analisis con el paquete
de software del T100 (T100 Control, version 2.01, T100 Evaluation, version 2.01, T100 Kinetics Summary, version
1.01): Se capturé Ang-2 con un nivel de captura de entre 2.000 y 1.700 RU en PBS, tamp6n de corrido Tween-20 al
0,005% (v/v), utilizando un anticuerpo PentaHis (PentaHis-Ab sin BSA, Qiagen n? 34660) inmovilizado sobre un chip
CM5 mediante acoplamiento de grupos amina (sin BSA). El tamp6n HBS-N sirvié6 como tampdn de corrido durante el
acoplamiento; la activacion se llevo a cabo con una mezcla de EDC/NHS. El anticuerpo de captura PentaHis-Ab sin
BSA se diluyé en tampén de acoplamiento NaAc, pH 4,5, ¢=30 pg/ml, finalmente los grupos carboxilo todavia
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activados se bloquearon mediante la inyeccion de etanolamina 1 M; se sometieron a ensayo densidades de ligando
de entre 5.000 y 17.000 UR. Se capturé Ang-2 a una concentracion de 500 nM con el anticuerpo PentaHis-Ab a un
caudal de 5 pl/minuto diluido con tampdn de migracion + BSA 1 mg/ml. A continuacion, se demostré la unién a Ang-2
y a VEGF del anticuerpo biespecifico tetravalente <Ang-2, VEGF> mediante incubacién con VEGFrh y la formacién
de un complejo sandwich. Para ello, se unié el anticuerpo biespecifico tetravalente <VEGF-Ang-2> a Ang-2 a un
caudal de 50 pl/minuto y a una concentracién de 100 nM, se diluyé con tampdn de migracién + BSA 1 mg/ml y se
detecté la union simultdnea mediante incubacion con VEGF (VEGFrh, R&D-Systems, n® de cat. 293-VE) en PBS +
tampon de migracion Tween-20 al 0,005% (v/v) a un caudal de 50 pl/minuto y una concentracion de VEGF de 150
nM. Tiempo de asociacién: 120 s; tiempo de disociacion: 1.200 s. La regeneracion se llevo a cabo tras cada ciclo a
un caudal de 50 pl/minuto con 2x10 mM de glicina, pH 2,0, y un tiempo de contacto de 60 s. Se corrigieron los
sensorgramas utilizando el método habitual de doble referenciado (referencia de control: unién de anticuerpo
biespecifico y VEGFrh a la molécula de captura PentaHisAb). Se midieron los blancos para cada Ab con VEGFrh
concentracion “0”.

Generacion de la linea celular HEK293-Tie2

Con el fin de determinar la interferencia de los anticuerpos biespecificos tetravalentes <Ang-2, VEGF> con la
fosforilacion de Tie2 estimulada por Ang-2 y la uniéon de Ang-2 a Tie2 sobre las células, se gener6 una linea celular
recombinante HEK293-Tie. Brevemente, se transfectd un plasmido basado en pcDNA3 (RB22-pcDNA3 Topo hTie2)
codificante de Tie2 humano de longitud completa bajo el control de un promotor de CMV y un marcador de
resistencia a la neomicina, utilizando Fugene (Roche Applied Science) como reactivo de transfeccion en células
HEK293 (ATCC) y las células resistentes se seleccionaron en DMEM+FCS al 10%, G418 500 pg/ml. Se aislaron
clones individuales mediante un aro de clonacion, y se analizaron posteriormente para la expresién de Tie2
mediante FACS. Se identifico el clon 22 como clon con elevada expresion estable de Tie2, incluso en ausencia de
G418 (HEK293-Tie2 clon 22). Seguidamente se utiliz6 HEK293-Tie2 clon 22 para los ensayos celulares siguientes:
ensayo de fosforilacién de Tie2 inducida por Ang-2 y ensayo de union de ligando celular Ang-2.

Ensayo de fosforilacion de Tie2 inducida por Ang-2

Se midié la inhibicion de la fosforilacion de Tie2 inducida por Ang-2 por parte de los anticuerpos biespecificos
tetravalentes <Ang-2, VEGF> segun el principio de ensayo siguiente. Se estimulé HEK293-Tie2 clon 22 con Ang-2
durante 5 minutos en ausencia o en presencia de anticuerpo de Ang-2 y se cuantificé P-Tie2 mediante un ELISA de
tipo sandwich. Brevemente, se cultivaron 2x10° células de HEK293-Tie2 clon 22 por pocillo durante la noche en una
placa de microtitulacion de 96 pocillos recubiertos con poli-D-lisina en 100 pl de DMEM, FCS al 10%, geneticina 500
mg/ml. Al dia siguiente, se prepar6 una fila de titulacion de anticuerpos biespecificos tetravalentes <Ang-2, VEGF>
en una placa de microtitulacion (concentrada 4 veces, volumen final de 75 pl/pocillo, por duplicado) y se mezcl6 con
75 pl de una dilucion de Ang-2 (R&D Systems, n® 623-AN) (3,2 mg/ml en forma de soluciéon concentrada 4 veces).
Se preincubaron anticuerpos y Ang-2 durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron 100 pl de la mezcla
a las células HEK293-Tie2 clon 22 (preincubadas durante 5 minutos con NaV3;Os 1 mM, Sigma n® S6508) y se
incubaron durante 5 minutos a 37°C. A continuacion, las células se lavaron con 200 pl de PBS helado + NaV3O4 1
mM por pocillo y se lisaron mediante la adicion de 120 pl de tampdn de lisis (Tris 20 mM, pH 8,0, NaCl 137 mM, NP-
40 al 1%, glicerol al 10%, EDTA 2 mM, NaV304 1 mM, PMSF 1 mM y aprotinina 10 mg/ml) por pocillo sobre hielo. Se
lisaron las células durante 30 minutos a 4°C en un agitador de placas de microtitulacion y se transfirieron
directamente 100 pl de lisado a una placa de microtitulacién ELISA de p-Tie2 (R&D Systems, R&D n? DY990) sin
centrifugacion previa y sin determinacion de las proteinas totales. Se cuantificaron las cantidades de P-Tie2
siguiendo las instrucciones del fabricante y se determinaron los valores de ICso para la inhibicién utilizando el plug-in
de analisis XLfit4 para Excel (respuesta de dosis de un sitio, modelo 205). Los valores de ICso pueden compararse
dentro de un experimento dado, pero pueden variar entre experimentos.

Ensayo de proliferacion de HUVEC inducida por VEGF

La proliferacién de HUVEC (células endoteliales de la vena umbilical humana, Promocell n® C-12200) inducida por
VEGF se seleccion6 para medir la funcion celular de los anticuerpos biespecificos tetravalentes <Ang-2, VEGF>.
Brevemente, se incubaron 5.000 células HUVEC (nimero de pases reducido, <5 pases) por cada pocillo de placa de
96 pocillos, en 100 pl de medio de ayuno (EMB-2, medio endotelial basal 2, Promocell n® C-22211, FCS al 0,5%,
penicilina/estreptomicina) en una placa de microtitulacion de 96 pocillos recubierta con colageno | BD Biocoat
Collagen | (BD n® 354407/35640) durante la noche. Se mezclaron diversas concentraciones de anticuerpo
biespecifico tetravalente <Ang-2, VEGF> con VEGFrh (concentracion final: 30 ng/ml, BD n? 354107) y se
preincubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadi6 la mezcla a las células HUVEC
y se incubaron durante 72 horas a 37°C, 5% de CO.. El dia del analisis, la placa se equilibré a la temperatura
ambiente durante 30 minutos y se determind la viabilidad/proliferacion celular utilizando el kit de ensayo luminiscente
de viabilidad celular CellTiter-Glo™ segtin el manual (Promega, n® G7571/2/3). Se determiné la luminiscencia con un
espectrofotometro.
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Ejemplo 1

Produccién, expresion, purificacién y caracterizacién de un anticuerpo biespecifico y tetravalente que reconoce Ang-
2y VEGF-A

En un primer ejemplo, se prepar6 un anticuerpo biespecifico tetravalente sin un conector entre las cadenas
respectivas de anticuerpo que reconocian Ang-2 y VEGF-A, mediante la fusion mediante un conector (G4S)4 de una
fusién de dominios VH-CL contra VEGF-A con el extremo C-terminal de la cadena pesada de un anticuerpo que
reconoce Ang-2 (SEC1 o un alotipo de IgG1 correspondiente). Con el fin de obtener el anticuerpo biespecifico
tetravalente, dicho constructo de cadena pesada se coexpresé con plasmidos codificantes de la cadena ligera
respectiva del anticuerpo Ang-2 (SEC3) y una fusién de dominios VL-CH1 que reconocia VEGF-A (SEC2). El
esquema del anticuerpo respectivo se proporciona en la fig. 5.

El anticuerpo biespecifico tetravalente se generd tal como se describe en la seccion de métodos generales,
mediante técnicas clasicas de biologia molecular, y se expresoé transitoriamente en células HEK293F tal como se ha
indicado anteriormente. A continuacion, se purificé a partir del sobrenadante mediante una combinacién de
cromatografia de afinidad con proteina A y cromatografia de exclusion por tamarios. El producto obtenido se
caracterizd para la identidad mediante espectrometria de masas y propiedades analiticas, tales como la pureza,
mediante SDS-PAGE, contenido de mondmeros y estabilidad.

Expresion Purificacién
Titulo [ug/ml] rendimiento de producto final homogeneidad (producto final)
21 19,2 mg/L 95%

Estos datos demuestran que el anticuerpo biespecifico tetravalente puede producirse con un buen rendimiento y que
es estable.

A continuacion, se estudié la union a Ang-2 y a VEGF-A, asi como la unién simultanea, mediante los ensayos ELISA
y Biacore indicados anteriormente, y se analizaron propiedades funcionales, tales como la inhibicion de la
fosforilacion de Tie2 y la inhibiciéon de la proliferacién de HUVEC inducida por VEGF, mostrando que el anticuerpo
biespecifico tetravalente generado era capaz de unirse a Ang-2 y a VEGF-A y de bloquear sus actividades
simultdneamente.

Ejemplo 2

Produccién, expresion, purificaciéon y caracterizacion de un anticuerpo biespecifico y tetravalente que reconoce Ang-
2y VEGF-A

En un segundo ejemplo, se prepar6 un anticuerpo biespecifico tetravalente sin conector entre las cadenas de
anticuerpo respectivas que reconocia Ang-2 y VEGF-A, mediante la fusién con un conector (G4S)4 de una fusion de
dominios VH-CL contra VEGF-A con el extremo N-terminal de la cadena pesada de un anticuerpo que reconocia
Ang-2 (SEC4 6 un alotipo de IgG1 correspondiente). Con el fin de obtener el anticuerpo biespecifico tetravalente,
dicho constructo de cadena pesada se coexpresd con plasmidos codificantes de la cadena ligera respectiva del
anticuerpo Ang-2 (SEC3) y una fusion de dominios VL-CH1 que reconocia VEGF-A (SEC2). El esquema del
anticuerpo respectivo se proporciona en la fig. 6.

El anticuerpo biespecifico tetravalente se gener6 tal como se describe en la seccion de métodos generales mediante
técnicas clasicas de biologia molecular, y se expres6 transitoriamente en células HEK293F tal como se ha indicado
anteriormente. A continuacién, se purific a partir del sobrenadante mediante una combinacién de cromatografia de
afinidad con proteina A y cromatografia de exclusiéon por tamafos. El producto obtenido se caracteriz6 para la
identidad mediante espectrometria de masas y propiedades analiticas, tales como la pureza, mediante SDS-PAGE,
contenido de mondmeros y estabilidad.

Expresion Purificacion
Titulo [ug/ml] rendimiento de producto final homogeneidad (producto final)
18 12,4 mg/L 95%

Estos datos demuestran que el anticuerpo biespecifico tetravalente puede producirse con un buen rendimiento y que
es estable.

A continuacion, se estudié la union a Ang-2 y a VEGF-A, asi como la unién simultanea, mediante los ensayos ELISA
y Biacore indicados anteriormente, y se analizaron propiedades funcionales, tales como la inhibicion de la
21
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fosforilacion de Tie2 y la inhibicién de la proliferacién de HUVEC inducida por VEGF, mostrando que el anticuerpo
biespecifico tetravalente generado era capaz de unirse a Ang-2 y a VEGF-A y de bloquear sus actividades
simultdneamente.

Ejemplo 3

Produccién, expresion, purificaciéon y caracterizacion de un anticuerpo biespecifico y tetravalente que reconoce Ang-
2y VEGF-A

En un tercer ejemplo, se prepar6 un anticuerpo biespecifico tetravalente sin un linker entre las cadenas de
anticuerpo respectivas que reconoce Ang-2 y VEGF-A, mediante la fusidén mediante un conector (G4S)s de un
dominio Fab VH-CH1 contra Ang-2 con el extremo C-terminal de la cadena pesada de un anticuerpo de intercambio
CH1-CL que reconoce VEGF (SEC 5 o un alotipo de IgG1 correspondiente). Con el fin de obtener el anticuerpo
biespecifico tetravalente, dicho constructo de cadena pesada se coexpres6 con plasmidos codificantes de la cadena
ligera respectiva del anticuerpo Ang-2 (SEC3) y una fusion de dominios VL-CH1 que reconocia VEGF-A (SEC2). El
esquema del anticuerpo respectivo se proporciona en la fig. 7.

El anticuerpo biespecifico tetravalente se gener6 tal como se describe en la seccién de métodos generales mediante
técnicas clasicas de biologia molecular, y se expresoé transitoriamente en células HEK293F tal como se ha indicado
anteriormente. A continuacién, se purific a partir del sobrenadante mediante una combinacién de cromatografia de
afinidad con proteina A y cromatografia de exclusion por tamafos. El producto obtenido se caracteriz6 para la
identidad mediante espectrometria de masas y propiedades analiticas, tales como la pureza, mediante SDS-PAGE,
contenido de mondmeros y estabilidad.

Expresién Purificacién
Titulo [ug/ml] rendimiento de producto final homogeneidad (producto final)
8,5-9 1,8 24,1 mg/l 100 %

Estos datos demuestran que el anticuerpo biespecifico tetravalente puede producirse con un buen rendimiento y que
es estable.

A continuacion, se estudié la union a Ang-2 y a VEGF-A, asi como la unién simultanea, mediante los ensayos ELISA
y Biacore indicados anteriormente, y se analizaron propiedades funcionales, tales como la inhibicion de la
fosforilacion de Tie2 y la inhibiciéon de la proliferacién de HUVEC inducida por VEGF, mostrando que el anticuerpo
biespecifico tetravalente generado era capaz de unirse a Ang-2 y a VEGF-A y de bloquear sus actividades
simultaneamente.
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145

Gln

Serx

ES 2449 623 T3

<Ang-2> de cadena ligera no modificada

Pro

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

vVal

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Gly

Tyxr

35

Ser

Gly

Ala

Phe

Ser

115

Ala

Val

Ser

Thr

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Gly

100

Val

Ser

Gln

Val

Leu
180

Thr

Thr

Gln

Thr

Tyr

85

Thr

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Gln
Cys
Lys
Pro
Ala
70

Tyr
Gly
Ile
Val
Lys
150

Glu

Leu

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Ser

Pro

Gly

Ser

Asn
25

Gly Gln

40

Gly Ile

Leu

Thr

Gln Val

Lys

Val
105

Pro Pro

120

Leu Leu

Asp Asn

Asp Ser

Lys

Ala
185

28

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Thr

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

val

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

val

Gly

Val

Arg

60

Arg

Ser

Leu

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Val

Ser

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

30

Val

Ser

Glu

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His
190

Gly

15

Ser

Val

Gly

Ala

Asp

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Gln

Val

Tyr

Ser

Gly

80

His

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val
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<211> 709
<212> PRT
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Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys

195

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

<213> Artificial

<220>

<223> <Ang-2> de cadena pesada no modificada con dominios VH-CL de <VEGF> fusionados N-terminalmente de

210

215

fragmento Fab modificado (intercambio CH1-CL)

<400> 4

Glu

Ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Pro

Val

Leu

Met

Trp

Arg

Gln

Lys

Gly-

Ser
130

Gln
e
Asn
35

Ile
Arg
Met
Tyr
Gln

115

Val

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Pro

100

Gly

Phe

val

Serx

Val

Thr

Thr

Ser

85

His

Thr

Ile

Glu

Cys

Arg

Tyr

Phe

70

Leu

Tyxr

Leu

Phe

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Pro
135

200

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Thr
120

Pro

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Ser

105

Val

Ser

29

Gly

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

80

Ser

Ser

Asp

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Thr

His

Ser

Glu

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Ala

Gln
140

205

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Tyr

Ser

125

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Thr

Tyr

Phe

110

Val

Lys

Gly’

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Tyr

95

Asp

Ala

Ser

Gly

Tyr

Val

Phe

Tyr
80

Val

Ala

Gly



Thr

145

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

225

Gly

Ser

Lys

Gln

Ser

305

Thr

Arg

Tyr

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

210

Asn

Gly

Gly

Ala

Ala

290

Gly

Arg

Ser

Tyr

Ser

Gln

Val

Leu

195

Glu

Arg

Gly

Ala

Ser

275

Pro

Gly

Asp

Asp_

Tyr

val

Trp

Thr

180

Thr

vVal

Gly

Gly

Glu

260

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

340

Asp

Val

Lys

165

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

245

Val

Tyx

Gln

Asn

Ser

325

Thr

Ser

Cys

150

val

Gln

Ser

His

Cys

230

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

310

Ile

Ala

Ser

ES 2449 623 T3

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

215

Gly

Gly

Lys

Phe

Leu

295

Bla

Ser

Val

Gly

Leu

Asn

Ser

Ala

200

Gly

Gly

Gly

Pro

Thr

280

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

Asn

Ala

Lys

185

Asp

Leu

Gly

Gly

Gly

265

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr
345

Tyr

30

Asn

Leu

170

Asp

Tyr

Ser

Gly

Ser

250

Ala

Met

Phe

T yr.

330

Cys

Tyr

Phe
155
Gln
Ser
Glu
Ser
Ser
235
Gln
Ser
Tyr
Gly
Gln
315
Met

Ala

Pro

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

220

Gly

Val

Val

Met

Trp

300

Gly

Glu

Arg

Gly

Pro

Gly

Tyr

His

205

Val

Gly

Gln

Lys

His

285

Ile

Arg

Leu

Ser

Ala

Arg

Asn

Ser

190

Lys

Thr

Gly

Leu

Val

270

Asn

Val

Ser

Pro

350

Phe

Glu

Ser

175

Leu

Val

Lys

Gly

Val

255

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

335

Asn

Asp

Ala

160

Gln

Ser

Tyr

Ser -

Ser

240

Glu

Cys

Arg

Asn

Met

320

Leu

Pro

Ile



Trp

Pro

385

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

465

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

545

Thr

Gly

370

Ser

Ala

Val

Ala

Val

450

His

Cys

Gly

Met

His

530

val

Tyr

355

Gln

Val

Ala

Ser

Val

435

Pro

Lys

Asp

Ile

515

Glu

His

Arg

Gly

Phe

Leu

Trp

420

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

500

Ser

Asp

Asn

val

ES 2449 623 T3

Thr Met

Pro Leu
390

Gly Cys
405

Asn Ser

Gln Ser

Ser Ser

Ser Asn
470

Thr His
485

Ser Val

Arg Thr

Pro Glu

Ala Lys

550

Val Ser
565

Val

375

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

455

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

535

Thr

Val

360

Thr

Pro

val

Ala

Gly

440

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

520

Lys

Lys

Leu

Val S

Ser

Lys

Leu

425

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

505

Val

Phe

Pro

Thr

31

Ser

Asp

410

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

490

Pro

Thr

Asn

Arg

Val
570

Ser
Lys
395
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
475
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu

555

Leu

Ala

380

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

460

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

540

Glu

His

365

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

445

Ile

vVal

Ala

Pro

Val

525

vVal

Gln

Gln

Thr Lys

Ser Gly

Glu Pro
415

His Thr
430

Ser Val

Cys Asn

Glu Pro

Pro Glu

495

Lys Asp

510

Val Asp

Asp Gly

Tyr Asn

Asp Trp
515

Gly

Gly

400

Val

Phe

Val

Val

Lys

480

Leu

Thr

Val

Val

Ser

560

Leu
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<210>5
<211> 709
<212> PRT

Asn Gly

Pro Ile

Gln Val
610

Val Ser
625

Val Glu

Pro Pro

Thr Val

Val Met

690

Leu Ser
705

<213> Artificial

<220>

<223> <VEGF> de cadena pesada modificada (intercambio CH1-CL) con dominios VH-CH1 de <Ang-2> fusionados

Lys

Glu

595

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

675

His

Pro

Glu

580

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

660

Lys

Glu

Gly

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

645

Asp

Ser

Ala

Lys

ES 2449 623 T3

Lys

Ile

Pro

Leu

630

Asn

Ser

Arg

Leu

Cys

Ser

Pro

615

Val

Gly

Asp

Trp

His
695

C-terminalmente de fragmento Fab no modificado

<400>5

Lys
Lys
600
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

680

Asn

Val

585

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

665

Gln

His

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

650

Phe

Gly

Tyr

Asn

Gly

Glu

Tyr

635

Asn

Phe

Asn

Thr

Lys

Gln

Leu

620

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
700

Ala

Pro

605

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

685

Lys

Leu

590

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

670

Ser

Ser

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

655

Lys

Cys

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

640

Thr

Leu

Ser

Ser

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

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr

20

25

32

30



Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Pro

Thr

145

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

225

Ala

Met

Trp

50

Arg

Gln

Lys

Gly

Ser

130

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

210

Asn

Pro

Asn

35

Ile

Arg

Met

Tyr

Gln

115

Val

Ser

Gln

Val

Leu

195

Glu

Arg

Glu

Trp

Asn

Phe

Asn

Pro

100

Gly

Phe

Val

Trp

Thr

180

Thr

Val

Gly

Leu

Val

Thr

Thr

Ser

85

His

Thr

Ile

Val

Lys

165

Glu

Leu

Thr

Glu

Leu
245

Arg

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

Leu

Phe

Cys

150

Val

Gln

Ser

His

Cys

230

Gly

ES 2449 623 T3

Gln

Thr

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Pro

135

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

215

Asp

Gly

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Gly

Thr

120

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

200

Gly

Lys

Pro

Pro

Glu

Asp

Glu

Ser

105

val

Ser

Asn

Ala

Lys

185

Asp

Leu

Thr

Ser

33

Gly
Pro
Thr
Asp
S0

Ser
Ser
Asp
Asn
Leu
170
Asp
Tyr
Ser

His

Val
250

Lys

Thr

Ser

75

Thr

His

Ser

Glu

Phe

155

Gln

Ser

Glu

Ser

Thr

235

Phe

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Ala

Gln

140

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

220

Cys

Leu

Leu

45

Ala

Ser

Val

Tyr

Ser

125

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

205

Val

Pro

Phe

Glu

Ala

Thr

Tyr

Phe

110

val

Lys

Arg

Asn

Ser

180

Lys

Thr

Pro

Pro

Trp

Asp

Ala

Tyxr

95

Asp

Ala

Ser

Glu

Ser

175

Leu

Val

Lys

Cys

Pro
255

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Gly

Ala

160

Gln

Ser

Tyr

Ser

Pro

240

Lys



Pro

Val

Val

Gln

305

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

385

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Gly
465

Lys

Val

Asp

250

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

370

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

450

Gly

Asp

Asp

275

ley

Asn

Trp

Pro

Glu

355

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

435

Leu

Ser

Thr

260

Val

val

Ser

Leu

Ala

340

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

420

Ser

Ser

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

325

Pro

Gln

Val

Val

Pro

405

Thx

Val

Leu

Gly
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Met

His

Val

Tyr

310

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

390

Pro

Val

Met

Ser

Gly
470

Ile

Glu

His

295

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

375

Trp

vVal

Asp

His

Pro

455

Gly

Ser

Asp

280

Asn

vVal

Glu

Lys

Thr

360

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

440

Gly

Ser

Arg
265

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

345

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

425

Ala

Lys

Gly

34

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

330

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

410

Arg

Leu

Gly

Gly

Pro

Val

Thr

Val

315

Ser

Pro

Val

Gly

395

Asp

Trp

His

Gly

Gly
475

Glu

Lys

Lys

300

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

380

Gln

Gly

Gln

Asn

Gly

460

Gly

Val

Phe

285

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

365

Gly

Pro

Ser

Gln

His

445

Gly

Ser

Thr

270

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

350

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

430

Tyr

Ser

Gln

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

335

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

415

Asn

Thr

Gly

Val

Val

Tyr

Glu

His

320

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

400

Leu

Val

Gln

Gly

Gln
480



Leu

Val

Trp

Asn

Val

545

Ser

Pro

Phe

Thr

Ser

625

Glu

His

Ser

Cys

val

Ser

val

Pro

530

Thr

Arg

Asn

Asp

Lys

610

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

Glu

Cys

Arg

515

Asn

Met

Leu

Pro

Ile

595

Gly

Gly

Val

Phe

Val

675

Val

Ser

Lys

500

Gln

Ser

Thr

Arg

Tyr

580

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

660

Thr

Asn

Gly

485

Ala

Ala

Gly

Arg

Ser

565

Tyr

Gly

Ser

Ala

Val

645

Ala

Val

His
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Ala

Ser

Pro

Gly

Asp

550

Asp

Tyr

Gln

Val

Ala

630

Ser

Val

Pro

Lys

Glu

Gly

Gly

Thr

535

Thr

Asp

Asp

Gly

Phe

615

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

Val

Tyr

Gln

520

Asn

Ser

Thr

Ser

Thr

600

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

680

Ser

Lys

Thr

505

Gly

Tyr

Ile

Ala

Ser

585

Met

Leu

Ser

Ser

665

Ser

Asn

35

Lys

490

Phe

Leu

Ala

Ser

Val

570

Gly

Val

Ala

Leu

Gly

650

Ser

Leu

Thr

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

555

Tyr

Tyr

Thr

Pro

Val

635

Ala

Gly

Gly

Lys

Gly

Gly

Trp

Lys

540

Ala

Tyr

Tyr

Val

Ser

620

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

Ala

Tyxr

Met

525

Phe

Tyr

Cys

Tyr

Ser

605

Ser

Asp

Thx

Tyr

Gln

685

Asp

Ser

Tyr

510

Gly

Gln

Met

Ala

Pro

590

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

670

Thr

Lys

Val

495

Met

Trp

Gly

Glu

Arg

575

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

655

Leu

Tyr

Lys

Lys

His

Ile

Arg

Leu

560

Ser

Ala

Ser

Thr

Pro

640

vVal

Ser

Ile

Val
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REIVINDICACIONES

1. Proteina biespecifica de unién a antigeno, que comprende:

a) dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas de un anticuerpo, que se unen especificamente a un primer
antigeno y que comprende dos fragmentos Fab,

b) dos fragmentos Fab adicionales de un anticuerpo que se une especificamente a un segundo antigeno, en
donde dichos fragmentos Fab adicionales se fusionan, ambos mediante un péptido conector, con las cadenas
pesadas en a),

en donde, en los fragmentos Fab se llevan a cabo las modificaciones siguientes:

i) en ambos fragmentos Fab de a), 0 en ambos fragmentos Fab de b), los dominios variables VL y VH se
sustituyen uno por otro, y/o
los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro,

ii) en ambos fragmentos Fab en a),

los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, y

los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen mutuamente, y
en ambos fragmentos Fab en b),

los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, o

los dominios constantes C, y CH1 se sustituyen uno por otro,

iii) en ambos fragmentos Fab en a)

los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, o

los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen mutuamente, y
en ambos fragmentos Fab en b),

los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, y

los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro,

iv) en ambos fragmentos Fab en a),

los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, y

en ambos fragmentos Fab en b),

los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen mutuamente, o

v) en ambos fragmentos Fab en a),

los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen mutuamente, y
en ambos fragmentos Fab en b),

los dominios variables VL y VH se sustituyen mutuamente.

2. Proteina biespecifica de unién a antigeno segun la reivindicacién 1, en la que dichos fragmentos Fab adicionales
se fusionan mediante un péptido conector con los extremos C-terminales de las cadenas pesadas en a) o con los
extremos N-terminales de las cadenas pesadas en a).

3. Proteina biespecifica de unién a antigeno segun la reivindicacién 1 6 2, caracterizada porque en los fragmentos
Fab se llevan a cabo las modificaciones siguientes:

i) en ambos fragmentos Fab de a), o en ambos fragmentos Fab de b), los dominios variables VL y VH se
sustituyen uno por otro, y/o
los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen mutuamente.

4. Proteina biespecifica de unién a antigeno segun la reivindicacion 3, caracterizada porque en los fragmentos Fab
se llevan a cabo las modificaciones siguientes:

i) en ambos fragmentos Fab en a)
los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, y/olos dominios constantes CL y CH1 se sustituyen
uno por otro.

5. Proteina biespecifica de unién a antigeno segun la reivindicacion 4, caracterizada porque en los fragmentos Fab
se llevan a cabo las modificaciones siguientes:
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i) en ambos fragmentos Fab de a) los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen uno por otro.

6. Proteina biespecifica de unién a antigeno segun la reivindicacion 3, caracterizada porque en los fragmentos Fab
se llevan a cabo las modificaciones siguientes:

i) en ambos fragmentos Fab en b)
los dominios variables VL y VH se sustituyen uno por otro, y/o
los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen mutuamente.

7. Proteina biespecifica de unién a antigeno segun la reivindicacion 6, caracterizada porque en los fragmentos Fab
se llevan a cabo las modificaciones siguientes:

i) en ambos fragmentos Fab en b)
los dominios constantes CL y CH1 se sustituyen mutuamente.

8. Método para la preparacion de una proteina biespecifica de union a antigeno segun las reivindicaciones 1 a 7,
que comprende las etapas siguientes:

a) transformar una célula huésped con vectores que comprenden moléculas de acidos nucleicos codificantes de
una proteina biespecifica de unién a antigeno segun las reivindicaciones 1 a 7,

b) cultivar la célula huésped bajo condiciones que permiten la sintesis de dicha molécula de proteina de unién a
antigeno, y

¢) recuperar dicha molécula de proteina de unién a antigeno a partir de dicho cultivo.
9. Célula huésped que comprende los vectores segun la reivindicacion 8.

10. Composicion farmacéutica que comprende la proteina biespecifica de unidon a antigeno segun las
reivindicaciones 1 a 7 y por lo menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

11. Proteina biespecifica de union a antigeno segun las reivindicaciones 1 a 7, destinada al tratamiento del cancer.

12. Utilizacién de la proteina biespecifica de unién a antigeno segun las reivindicaciones 1 a 7, para la preparacion
de un medicamento destinado al tratamiento del cancer.
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Fig. 5
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