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DESCRIPCION
Anticuerpos biespecificos trivalentes

La presente invencién se refiere a anticuerpos biespecificos trivalentes, a métodos para su produccién, a
composiciones farmacéuticas que contienen dichos anticuerpos y a usos de los mismos.

Antecedentes de la invencién

En el pasado reciente se ha desarrollado una amplia diversidad de formatos de anticuerpo recombinante
multiespecifico, por ejemplo anticuerpos biespecificos tetravalentes mediante la fusién 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 n°® WO 2001/077342, y Morrison S.L., Nature Biotech. 25:1233-1234, 2007).

Ademas, se han desarrollado varios otros formatos nuevos en los que ya no se retiene la estructura nuclear del
anticuerpo (IgA, IgD, IgE, 1gG o IgM), tales como diacuerpos, triacuerpos o tetracuerpos, minicuerpos, varios
formatos de cadena sencilla (scFv, Bis-scFv), que son capaces de unirse a dos o 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., Journal of
Immunological 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 ndcleo del anticuerpo (IgA, IgD, IgE, 1gG o IgM) a
una proteina ligante adicional (por ejemplo scFv) o para fusionar, por ejemplo, dos fragmentos Fab o scFv (Fischer
N. y Léger O., Pathobiology 74:3-14, 2007). Puede desearse la conservacion de las funciones efectoras, tales como,
por ejemplo, la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) o la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC), las cuales se encuentran mediadas por la unién de un receptor Fc, mediante el mantenimiento
de un grado elevado de similitud con los anticuerpos naturales.

En el documento n® WO 2007/024715 se informa de inmunoglobulinas duales de dominio variable en forma de
proteinas construidas ligantes multivalentes y multiespecificas. Se informa de un procedimiento para la preparacion
de anticuerpos diméricos biolégicamente activos en la patente US n°® 6.897.044. Se informa de un constructo de
anticuerpo Fv multivalente que presenta por lo menos cuatro dominios variables que se encuentran unidos entre si
mediante conectores peptidicos en la patente US n°® 7.129.330. Se informa de estructuras de unién de antigeno
diméricas y multiméricas en el documento n°® US 2005/0079170. En la patente US n° 6.511.663 se informa de una
proteina anterior de unién a antigeno monoespecifica tetravalente que comprende tres o cuatro fragmentos Fab
unidos entre si covalmentemente mediante una estructura de conexidon, no siendo esta proteina una
inmunoglobulina natural. En el documento n® WO 2006/020258 se informa de anticuerpos biespecificos tetravalentes
gue pueden expresarse eficientemente en células procariticas y eucaritticas, y que resultan Gtiles en métodos
terapéuticos y diagndsticos. Se informa en el documento n® US 2005/0163782 de un método para la separacion o la
sintesis preferente de dimeros unidos mediante por lo menos un enlace disulfuro entre cadenas, a partir de dimeros
gue no se encuentran unidos por, como minimo, un enlace disulfuro entre cadenas, en el que se parte de una
mezcla que comprende los dos tipos de polipéptidos diméricos. Se informa de receptores tetravalentes biespecificos
en la patente US n° 5.959.083. Se informa de anticuerpos construidos con tres 0 mas sitios de unién de antigeno
funcionales en el documento n°® WO 2001/077342.

Se informa de polipéptidos de unidon a antigeno multiespecificos y multivalentes en el documento n® WO
1997/001580. El documento n® WO 1992/004053 informa de homoconjugados, tipicamente preparados a partir de
anticuerpos monoclonales de la clase IgG que se unen al mismo determinante antigénico, unidos covalentemente
mediante entrecruzamiento sintético. Se informa de anticuerpos monoclonales oligoméricos con elevada avidez para
antigenos en el documento n® WO 1991/06305, en la que se secretan oligdmeros, tipicamente de la clase IgG, que
presentan dos o mas mondmeros inmunoglobulina asociados entre si formando moléculas de IgG tetravalentes o
hexavalentes. Se informa de anticuerpos derivados de ovejas y constructos de anticuerpo manipulados en la patente
US n° 6.350.860, que pueden utilizarse para tratar enfermedades en las que la actividad del interferén gamma
resulta patogénica. En el documento n°® US 2005/0100543 se informa de constructos potenciales dianas que son
portadores multivalentes de anticuerpos biespecificos, es decir, cada molécula de un constructo diana potencial
puede servir como portador de dos o mas anticuerpos biespecificos. Se informa de anticuerpos tetravalentes
biespecificos genéticamente manipulados en el documento n°® WO 1995/009917. En el documento WO n°
2007/109254 se informa de moléculas de unién estabilizadas que consisten o que comprenden un scFv estabilizado.

El documento n°®° WO 2009/018386 da a conocer un formato de anticuerpo biespecifico tetravalente en el que se
encuentran fusionados dos scFv con los extremos C-terminales de un anticuerpo de longitud completa, y da a
conocer ademas un formato de anticuerpo bivalente en el que se encuentran fusionados un dominio VH y un
dominio VL con los dos extremos C-terminales de un fragmento Fab, respectivamente.
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Descripcion resumida de la invencién

Un primer aspecto de la presente invencion es un anticuerpo biespecifico trivalente que comprende:

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a un primer antigeno y que consiste de dos

cadenas pesadas de anticuerpo y dos cadenas ligeras de anticuerpo,

b) un polipéptido que consiste de:
ba) un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo, o
bb) un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo, y un dominio constante 1 (CH1) de anticuerpo,
en el que dicho polipéptido se encuentra fusionado con el extremo N-terminal del dominio VH mediante un
conector peptidico al extremo C-terminal de una de las dos cadenas pesadas de dicho anticuerpo de longitud
completa,

¢) un polipéptido que consiste de:
ca) un dominio variable de cadena ligera (VL), o
cb) un dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo y un dominio constante de cadena ligera (CL) de
anticuerpo, en el que dicho polipéptido se encuentra fusionado con el extremo N-terminal del dominio VL
mediante un conector peptidico al extremo C-terminal de la otra de las dos cadenas pesadas de dicho
anticuerpo de longitud completa,
y en el que el dominio variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) del polipéptido de b) y el dominio
variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) del polipéptido de c) conjuntamente forman un sitio de union de
antigeno que se une especificamente a un segundo antigeno

Un aspecto adicional de la invencion es una molécula de acidos nucleicos codificante de un anticuerpo biespecifico
trivalente segun la invencion.

Son aspectos todavia adicionales de la invencién una composicién farmacéutica que comprende dicho anticuerpo
biespecifico trivalente.

Los anticuerpos biespecificos trivalentes segin la invencion muestran, por una parte, nuevas propiedades debido a
su union a diferentes antigenos, y por otra parte, resultan adecuados para la produccién y formulacién farmacéutica
debido a su estabilidad, agregacion reducida y propiedades farmacocinéticas y bioldgicas. Debido a su nucleo de Ig
todavia conservan las propiedades de los anticuerpos naturales tales como ADCC y CDC.

Descripcion detallada de la invencién

Un aspecto de la invencion es un anticuerpo biespecifico trivalente que comprende:

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a un primer antigeno y que consiste de dos

cadenas pesadas de anticuerpo y dos cadenas ligeras de anticuerpo,

b) un polipéptido que consiste de:
ba) un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo, obb) un dominio variable de cadena pesada
(VH) de anticuerpo y un dominio constante 1 (CH1) de anticuerpo, en el que dicho polipéptido se encuentra
fusionado con el extremo N-terminal del dominio VH mediante un conector peptidico al extremo C-terminal de
una de las dos cadenas pesadas de dicho anticuerpo de longitud completa,

¢) un polipéptido que consiste de:
ca) un dominio variable de cadena ligera (VL), o
cb) un dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo y un dominio constante de cadena ligera (CL) de
anticuerpo, en el que dicho polipéptido se encuentra fusionado con el extremo N-terminal del dominio VL
mediante un conector peptidico al extremo C-terminal de la otra de las dos cadenas pesadas de dicho
anticuerpo de longitud completa, y en el que el dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo del
polipéptido en b) y el dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo del polipéptido en c¢)
conjuntamente forman un sitio de unién a antigeno que se une especificamente a un segundo antigeno.

Opcionalmente el dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo del polipéptido de b) y el dominio variable
de cadena ligera (VL) de anticuerpo del polipéptido de c) se encuentran unidos y estabilizados mediante un puente
disulfuro entre cadenas mediante la introduccion de un enlace disulfuro entre las posiciones siguientes:

i) posicion 44 del dominio variable de cadena pesada a posicién 100 del dominio variable de cadena ligera,

i) entre las posicién 105 del dominio variable de cadena pesada y la posicién 43 del dominio variable de cadena
ligera, o ii) entre la posicion 101 del dominio variable de cadena ligera y la posicion 100 del dominio variable de
cadena ligera (la numeracion en todo caso segun el indice EU de Kabat).

Las técnicas para introducir puentes disulfuro no naturales para la estabilizacion se describen en, por ejemplo, el
documento n°® WO 94/029350, Rajagopal V. et al., Prot. Engin. 1453-59, 1997; Kobayashi H. et al., Nuclear Medicine
& Biology vol. 25:387-393, 1998, o Schmidt M. et al., Oncogene 18:1711-1721, 1999. En una realizacion, el enlace
disulfuro opcional entre los dominios variables de los polipéptidos de b) y ¢) se encuentra entre la posicion 44 del
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dominio variable de cadena pesada y la posicién 100 del dominio variable de cadena ligera. En una realizacion, el
enlace disulfuro opcional entre dominios variables de los polipéptidos de b) y ¢) se encuentra entre la posicion 105
del dominio variable de cadena pesada y la posicion 43 del dominio variable de cadena ligera (la numeracién en todo
caso segun el indice EU de Kabat). En una realizacién, resulta preferente un anticuerpo biespecifico trivalente sin
dicha estabilizacién opcional con disulfuro entre los dominios variables VH y VL de los fragmentos Fab de cadena
sencilla.

La expresién “anticuerpo de longitud completa” se refiere a un anticuerpo que consiste de dos “cadenas pesadas de
anticuerpo de longitud completa” y dos “cadenas ligeras de anticuerpo de longitud completa” (ver la fig. 1). La
expresion "cadena pesada de anticuerpo de longitud completa” se refiere a un polipéptido que consiste, en 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 de anticuerpo de longitud completa” es un
polipéptido que consiste, en direccién N-terminal a C-terminal, de VH, CH1, HR, CH2 y CH3. La expresion “cadena
ligera de anticuerpo de longitud completa” se refiere a un polipéptido que consiste, en direcciéon 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, en forma abreviada: VL-CL. El dominio constante de cadena ligera (CL) de anticuerpo puede ser K
(kappa) o A (lambda). Las dos cadenas de anticuerpo de longitud completa se encuentran unidas entre si mediante
enlaces disulfuro entre polipéptidos, entre el dominio CL y el dominio CH1 y entre las regiones 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 de longitud
completa segun la invencion pueden ser de una Unica especie, por ejemplo el ser humano, o puede ser anticuerpos
quimerizados o humanizados. Los anticuerpos de longitud completa segun la invencion comprende dos sitios de
unioén de antigeno formados por una pareja de VH y VL, los cuales se unen especificamente al mismo 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.

El extremo N-terminal del dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo del polipéptido de b) y el dominio
variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo del polipéptido de c) indica el Ultimo aminoacido en el extremo N-
terminal del dominio VH o VL.

Los dominios CH3 de dicho anticuerpo de longitud completa segun la invencion pueden alterarse mediante la
tecnologia de “botén en ojal” que se describe en detalle mediante varios ejemplos en, por ejemplo, el documento n°®
WO 96/027011, Ridgway J.B. et al., Protein Eng. 9:617-621, 1996, y en Merchant A.M. et al., Nat. Biotechnol.
16:677-681, 1998. En dicho método, se alteran las superficies de interaccion de los dos dominios CH3 para
incrementar la heterodimerizacion de ambas cadenas pesadas que contienen dichos dos dominios CH3. Cada uno
de los dos dominios CH3 (de las dos cadenas pesadas) puede ser el “boton”, mientras que el otro es el “ojal”. La
introduccion de un puente disulfuro estabiliza adicionalmente los heterodimeros (Merchant A.M. et al., Nature
Biotech. 16:677-681, 1998; Atwell S. et al., J. Mol. Biol. 270:26-35, 1997) e incrementa el rendimiento.

De esta manera, en un aspecto de la invencién, dicho anticuerpo biespecifico trivalente se caracteriza ademas
porgue el dominio CH3 de una cadena pesada del anticuerpo de longitud completa y el dominio CH3 de la otra
cadena pesada del anticuerpo de longitud completa se retnen, cada uno, en una interfaz que comprende una
interfaz original entre los dominios CH3 de anticuerpo, en el que dicha interfaz se altera para estimular la formacion
del anticuerpo biespecifica trivalente, en el que la alteracion se caracteriza porque:
a) se altera el dominio CH3 de una cadena pesada de manera que, dentro de la interfaz original, el dominio CH3
de una cadena pesada que se relne con la interfaz original del dominio CH3 de la otra cadena pesada en el
anticuerpo biespecifico trivalente, se sustituye un residuo aminodacido por un residuo aminoacido que presenta un
volumen de cadena lateral mayor, generando de esta manera una protuberancia dentro de la interfaz del dominio
CH3 de una cadena pesada que es posicionable en una cavidad dentro de la interfaz del dominio CH3 de la otra
cadena pesada, y
b) el dominio CH3 de la otra cadena pesada se encuentra alterado, de manera que en la interfaz original del
segundo dominio CH3 que se relne con la interfaz original del primer dominio CH3 en el anticuerpo biespecifico
trivalente, se sustituye un residuo aminoacido por un residuo aminoacido que presenta un volumen de cadena
lateral mas pequefio, generando de esta manera una cavidad en la interfaz del segundo dominio CH3 dentro de
la cual puede posicionarse una protuberancia en la interfaz del primer dominio CH3.

Preferentemente, dicho residuo aminoacido de volumen de cadena lateral mas grande se selecciona de entre el
grupo que consiste de arginina (R), fenilalanina (F), tirosina (Y) y triptéfano (W).
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Preferentemente, dicho residuo aminoacido de volumen de cadena lateral mas pequefio se selecciona de entre el
grupo que consiste de alanina (A), serina (S), treonina (T) y valina (V).

En un aspecto de la invencion, ambos dominios CH3 se alteran adicionalmente mediante la introduccion de cisteina
(C) como el aminoéacido en las posiciones correspondientes de cada dominio CH3, de manera que pueda formarse
un puente disulfuro entre ambos dominios CH3.

En una realizacion preferente, dicho anticuerpo biespecifico trivalente comprende una mutacion T366W en el
dominio CH3 de la “cadena del botén”, y las mutaciones T366S, L368A y Y407V en el dominio CH3 de la “cadena
del ojal”. También puede utilizarse un puente disulfuro adicional entre cadenas entre los dominios CH3 (Merchant
A.M. et al., Nature Biotech. 16:677-681, 1998), por ejemplo mediante la introduccién de una mutacion Y349C en el
dominio CH3 de la “cadena del boton” y una mutacion E356C o una mutacién S354C en el dominio CH3 de la
“cadena del ojal”. De esta manera, en otra realizacion preferente, dicho anticuerpo biespecifico trivalente comprende
las mutaciones Y349C y T366W en uno de los dos dominios CH3, y las mutaciones E356C, T366S, L368A y Y407V
en el otro de los dos dominios CH3, o dicho anticuerpo biespecifico trivalente comprende las mutaciones Y349C y
T366W en uno de los dos dominios CH3, y las mutaciones S354C, T366S, L368A e Y407V en el otro de los dos
dominios CH3 (formando la mutacién Y349C adicional en un dominio CH3 y la mutacion E356C o S354C adicional
en el otro dominio CH3 un puente disulfuro entre cadenas) (la numeracion en todo caso segun el indice EU de
Kabat). Sin embargo, también pueden utilizarse alternativa o adicionalmente otras tecnologias de botones en ojales,
tal como se describe en el documento EP n° 1 870 459 Al. Un ejemplo preferente de dicho anticuerpo biespecifico
trivalente son las mutaciones R409D y K370E en el dominio CH3 de la “cadena del botdn”, y las mutaciones D399K
y E357K en el dominio CH3 de la “cadena del ojal” (numeracion en todo caso segun el indice EU de Kabat).

En otra realizacion preferente, dicho anticuerpo biespecifico trivalente comprende una mutacion T366W en el
dominio CH3 de la “cadena del botén” y las mutaciones T366S, L368A e Y407V en el dominio CH3 de la “cadena del
ojal”, y ademas las mutaciones R409D y K370E en el dominio CH3 de la “cadena del bot6n”, y las mutaciones
D399K y E357K en el dominio CH3 de la “cadena del ojal”.

En otra realizacion preferente, dicho anticuerpo biespecifico trivalente comprende las mutaciones Y349C y T366W
en uno de los dos dominios CH3, y las mutaciones S354C, T366S, L368A e Y407V en el otro de los dos dominios
CH3, o dicho anticuerpo biespecifico trivalente comprende las mutaciones Y349C y T366W en uno de los dos
dominios CH3, y las mutaciones S354C, T366S, L368A e Y407V en el otro de los dos dominios CH3, y ademas las
mutaciones R409D y K370E en el dominio CH3 de la “cadena del botén” y las mutaciones D399K y E357K en el
dominio CH3 de la “cadena del ojal”.

El anticuerpo biespecifico de la invencion comprende tres sitios de unién de antigeno (A), el anticuerpo de longitud
completa comprende dos sitios idénticos de unién de antigeno que se unen especificamente a un primer antigeno, y
B) el dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo y el dominio variable de cadena ligera (VL) de
anticuerpo del polipéptido de ¢) forman conjuntamente un sitio de unién de antigeno que se une especificamente a
un segundo antigeno. Las expresiones “sitio de unién” o “sitio de union de antigeno” tal como se utilizan en la
presente memoria se refieren a una o mas regiones de dicho anticuerpo biespecifico segin la invencién a las que se
une especificamente el antigeno respectivo. Los sitios de unién de antigeno en el anticuerpo de longitud completa o
en el dominio variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) del polipéptido de b) y el dominio variable de cadena
ligera de anticuerpo (VL) del polipéptido de c) estan formados, cada uno, por una pareja que consiste de un dominio
variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) y un dominio variable de cadena pesada de anticuerpo (VH).

Los sitios de unién de antigeno que se unen especificamente al antigeno deseado pueden derivarse a) de
anticuerpos conocidos contra el antigeno, o b) de anticuerpos o fragmentos de anticuerpo nuevos obtenidos
mediante métodos de inmunizacion de novo utilizando, inter alia, la proteina o acido nucleico antigénico o
fragmentos de los mismos, 0 mediante expresion fagica.

Un sitio de unién de antigeno de un anticuerpo de la invencidn contiene seis regiones determinantes de
complementariedad (CDR) que contribuyen en grados diversos a la afinidad del sitio de unién para el 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 extension 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 especifico del anticuerpo para un epitopo particular de
un antigeno. Los anticuerpos naturales, por ejemplo, son monoespecificos. La expresidn “anticuerpos biespecificos”
segun la invencion se refiere a anticuerpos que presentan dos especificidades de unién de 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 tal como se utiliza en la
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presente memoria se refiere a un anticuerpo 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 unidén en una molécula de anticuerpo. Un anticuerpo natural, por
ejemplo, o un anticuerpo de longitud completa segun la invencién, presenta dos sitios de unién y es bivalente. El
término “trivalente” se refiere a la presencia de tres sitios de unién en una molécula de anticuerpo. Los anticuerpos
biespecificos segun la invencion son “trivalentes”. La expresién “anticuerpo biespecifico trivalente” tal como se utiliza
en la presente memoria se refiere a un anticuerpo que presenta tres sitios de unién de antigeno de los cuales dos se
unen al mismo antigeno (o al mismo epitopo del antigeno) y el tercero se une a un antigeno diferente o a un epitopo
diferente del mismo antigeno. Los anticuerpos de la presente invencién presentan tres sitios de uniéon y son
biespecificos.

Otra realizacion de la presente invencion es un anticuerpo biespecifico trivalente, que comprende:

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a un primer antigeno y que consiste de:
aa) dos cadenas pesadas de anticuerpo que consisten, en 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 region 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, yab) dos cadenas ligeras de
anticuerpo que consisten de, en direccién N-terminal a C-terminal, un dominio variable de cadena ligera (VL)
de anticuerpo y un dominio constante de cadena ligera (CL) de anticuerpo, y

b) un polipéptido que consiste de:
ba) un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo, obb) un dominio variable de cadena pesada
(VH) de anticuerpo y un dominio constante 1 (CH1) de anticuerpo,en el que dicho polipéptido se encuentra
fusionado con el extremo N-terminal del dominio VH mediante un conector peptidico al extremo C-terminal de
una de las dos cadenas pesadas de dicho anticuerpo de longitud completa, en el que dicho conector
peptidico es un péptido de por lo menos 5 aminoacidos, preferentemente de entre 25 y 50 aminoacidos,

¢) un polipéptido que consiste de:
ca) un dominio variable de cadena ligera (VL), o
cb) un dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo y un dominio constante de cadena ligera (CL) de
anticuerpo, en el que dicho polipéptido se encuentra fusionado con el extremo N-terminal del dominio VL
mediante un conector peptidico al extremo C-terminal de la otra de las dos cadenas pesadas de dicho
anticuerpo de longitud completa, en el que dicho conector peptidico es idéntico al conector peptidico en b),

y en el que el dominio variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) del polipéptido de b) y el dominio variable

de cadena ligera de anticuerpo (VL) del polipéptido de ¢) forman conjuntamente un sitio de unién de antigeno

que se une especificamente al segundo antigeno.

Comprendido dentro de la presente realizacion, preferentemente el anticuerpo biespecifico trivalente comprende una
mutacion T366W en uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones T366S, L368A e Y407V en el otro de los dos
dominios CH3, y mas preferentemente el anticuerpo biespecifico trivalente comprende las mutaciones Y349C y
T366W en uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones D356C, T366S, L368A e Y407V en el otro de los dos
dominios CH3 (formando la mutacién Y349C adicional en un dominio CH3 y la mutaciéon D356C adicional en el otro
dominio CH3 un puente disulfuro entre cadenas).

En una realizacion de la invencion, el anticuerpo biespecifico trivalente segun la invencion se caracteriza porque:
a) dicho anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a ErbB-3 comprende como dominio
variable de cadena pesada la secuencia SEC ID n°® 1, y como dominio variable de cadena ligera, la secuencia
SECIDn° 2
b) dicho polipéptido de b) comprende, a modo de dominio variable de cadena pesada, la secuencia SEC ID n° 3,

y
¢) dicho polipéptido de c) comprende, a modo de dominio variable de cadena ligera, la secuencia SEC ID n° 4.

En otro aspecto de la presente invencion, el anticuerpo biespecifico trivalente segun la invencion comprende:
a) un anticuerpo de longitud completa que se une a un primer antigeno, que consiste de dos cadenas pesadas
de anticuerpo VH-CH1-H4-CH2-CHS3 y dos cadenas ligeras de anticuerpo VL-CL(en las que preferentemente uno
de los dos dominios CH3 comprende las mutaciones Y349C y T366W vy el otro de los dos dominios CH3
comprende las mutaciones S354C, T366S, L368A e Y407V),
b) un polipéptido que consiste de:
ba) un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo, o
bb) un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo y un dominio constante 1 (CH1) de anticuerpo,
en el que dicho polipéptido se encuentra fusionado con el extremo N-terminal del dominio VH mediante un
conector peptidico al extremo C-terminal de una de las dos cadenas pesadas de dicho anticuerpo de longitud
completa,
¢) un polipéptido que consiste de:
ca) un dominio variable de cadena ligera (VL), o
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cb) un dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo y un dominio constante de cadena ligera (CL) de
anticuerpo, en el que dicho polipéptido se encuentra fusionado con el extremo N-terminal del dominio VL
mediante un conector peptidico al extremo C-terminal de la otra de las dos cadenas pesadas de dicho
anticuerpo de longitud completa, y en el que el dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo del
polipéptido en b) y el dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo del polipéptido en c)
conjuntamente forman un sitio de unién a antigeno que se une especificamente a un segundo antigeno.

Otra realizacion de la presente invencidn es un anticuerpo biespecifico trivalente, que comprende:
a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a ErbB-3 humano y que consiste de:
aa) dos cadenas pesadas de anticuerpo que consisten de, en direccién N-terminal a C-terminal, un dominio
variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo, un dominio constante de cadena pesada 1 (CH1) de
anticuerpo, un dominio constante de cadena pesada 2 (CH2) de anticuerpo y un dominio constante de
cadena pesada 3 (CH3) de anticuerpo, y
ab) dos cadenas ligeras de anticuerpo que consisten de, en direccion N-terminal a C-terminal, un dominio
variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo y un dominio constante de cadena ligera (CL) de anticuerpo,
abreviadamente VL-CL, y
b) un fragmento Fv de una sola cadena que se une especificamente a c-Met humano.
en el que dicho fragmento Fv de cadena sencilla de b) se encuentra fusionado con dicho anticuerpo de longitud
completa de a) mediante un conector peptidico en el extremo C-terminal o N-terminal de la cadena pesada o ligera
(preferentemente en el extremo C-terminal de la cadena pesada) de dicho anticuerpo de longitud completa,
en el que dicho conector peptidico es un péptido de por lo menos 5 aminoacidos, preferentemente de entre 25 y 50
aminoacidos.

Preferentemente dicho anticuerpo biespecifico trivalente comprende ademas las mutaciones Y349C y T366W en
uno de los dos dominios CH3 del anticuerpo de longitud completa, y las mutaciones S354C (o E356C), T366S,
L368A e Y407V en el otro de los dos dominios CH3 del anticuerpo de longitud completa.

Otra realizacion de la presente invencion es un anticuerpo biespecifico trivalente, que comprende:

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a ErbB-3 humano y que consiste de:
aa) dos cadenas pesadas de anticuerpo que consisten, en 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 region 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, y
ab) dos cadenas ligeras de anticuerpo que consisten de, en direccién N-terminal a C-terminal, un dominio
variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo y un dominio constante de cadena ligera (CL) de anticuerpo, y

b) un polipéptido que consiste de:
ba) un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo, o
bb) un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo y un dominio constante 1 (CH1) de
anticuerpo,en el que dicho polipéptido se encuentra fusionado con el extremo N-terminal del dominio VH
mediante un conector peptidico al extremo C-terminal de una de las dos cadenas pesadas de dicho
anticuerpo de longitud completa, en el que dicho conector peptidico es un péptido de por lo menos 5
aminoacidos, preferentemente de entre 25 y 50 aminoécidos,

¢) un polipéptido que consiste de:
ca) un dominio variable de cadena ligera (VL), o
cb) un dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo y un dominio constante de cadena ligera (CL) de
anticuerpo, en el que dicho polipéptido se encuentra fusionado con el extremo N-terminal del dominio VL
mediante un conector peptidico al extremo C-terminal de la otra de las dos cadenas pesadas de dicho
anticuerpo de longitud completa, en el que dicho conector peptidico es idéntico al conector peptidico en b),

y en el que el dominio variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) del polipéptido de b) y el dominio variable

de cadena ligera de anticuerpo (VL) del polipéptido de ¢) conjuntamente forman un sitio de unién de antigeno

que se une especificamente a c-Met humano.

Los anticuerpos de longitud completa de la invencion comprenden regiones constantes de inmunoglobulina de una o
mas clases de inmunoglobulina. Entre las clases de inmunoglobulina se incluyen los isotipos 1gG, 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 utilizan en la
presente memoria se refieren a una preparacion de moléculas de anticuerpo de una Unica composicion de
aminoacidos.

La expresion “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo que comprende una region variable, es decir la region
de union, procedente de una fuente o especie, y por lo menos una parte de una region constante derivada de una
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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 invencion, especialmente con respecto a la union de Clq 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
transfecciéon génica bien conocidas de la técnica (ver, por ejemplo, Morrison, S.L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81:6851-6855, 1985, y las 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 regiéon 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 unién 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 inmunizacion, de producir un repertorio completo o una
seleccién de anticuerpos humanos en ausencia de produccidon endégena de inmunoglobulinas. La transferencia de
la serie génica de inmunoglobulinas de la linea germinal humana en dichos ratones mutantes para la 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; Briiggemann, 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 S.P.C. et al. y de Boerner P. 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 segin la invencion, la expresién “anticuerpo humano” tal como se utiliza
en la presente memoria también comprende anticuerpos modificados en la regién constante para generar las
propiedades segln la invencion, especialmente con respecto a la unién de C1q y/o a la unién de FcR, por ejemplo
mediante “intercambio de clase”, es decir, el cambio o la mutacién de partes de Fc (por ejemplo de IgG1 a IgG4 y/o
la mutacion IgG1/1gG4).

La expresion “anticuerpo recombinante humano”, tal como se utiliza en la presente memoria, pretende incluir todos
los anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean 0 aislan por medios recombinantes, tales como
anticuerpos aislados de una célula huésped, tal como una célula NSO 6 CHO, o de un animal (por ejemplo un ratén)
gue 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 hipermutacién somatica in vivo. De esta manera, las secuencias de aminoéacidos de
las regiones Vy y Vi de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque derivadas y relacionadas con
secuencias Vy y V. 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), region variable de una cadena pesada
(VH)) 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 union 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, CDR). Las regiones marco adoptan una conformacion de hoja B y
las CDR pueden formar bucles que conectan la estructura de hojas B. Las CDR en cada cadena son mantenidas en
su estructura tridimensional por las regiones de marco y forman conjuntamente con las CDR de la otra cadena el
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sitio de unién de antigeno. Las regiones CDR3 de las cadenas pesada y ligera de anticuerpo desempefian un papel
particularmente importante en la especificidad/afinidad de unién de los anticuerpos segun la invencion y, por lo tanto,
proporcionan un objetivo adicional de la invencion.

Las expresiones “region hipervariable” o “parte de unién a 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 a
antigeno. La region hipervariable comprende residuos aminoacidos 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 regién 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, E.A. 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 expresion “de unién” o “de union especifica” se refiere a la unién del
anticuerpo a un epitopo del antigeno en un ensayo in vitro, preferentemente en un ensayo de resonancia de
plasmon (BlAcore, GE-Healthcare, Uppsala, Suecia) con antigeno de tipo salvaje purificado. La afinidad de la unién
esta definida por los términos ka (constante de velocidad para la asociacion del anticuerpo del complejo de
anticuerpo/antigeno), kp (constante de disociacion) y Kp (kp/ka). La unién o unién especifica se refiere a una afinidad
de unién (Kp) de 10® moles/! o inferior, preferentemente de entre 10° y 10™ moles/l. De esta manera, un anticuerpo
biespecifico trivalente segln la invencidn se une especificamente a cada antigeno para el que es especifico con una
afinidad de union (Kp) de 10°® moles/I o inferior, preferentemente de entre 10° My 10 moles/.

La unién del anticuerpo a FcyRIll puede investigarse mediante un ensayo BlAcore (GE-Healthcare Uppsala, Suecia).
La afinidad de la union esta definida por los términos ka (constante de velocidad para la asociacion 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 sacaridas, fosforilo o sulfonilo y, en determinadas
realizaciones, puede presentar caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, o presentar caracteristicas
de carga especifica. Un epitopo es una regién 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.

La expresion “conector peptidico” tal como se utiliza en la invencion se refiere a un péptido con secuencias de
aminoacidos que preferentemente son de origen sintético. Estos conectores peptidicos segun la invencion se utilizan
para fusionar los polipéptidos en b) y c¢) a los extremos C-terminales de cadena pesada del anticuerpo de longitud
completa para formar el anticuerpo biespecifico trivalente segin la invencion. Preferentemente dichos conectores
peptidicos son péptidos con una secuencia de aminoacidos de una longitud de por lo menos 5 aminoacidos,
preferentemente de una longitud de entre 10 y 100 aminodacidos, mas preferentemente de una longitud de entre 25y
50 aminoéacidos. Preferentemente, dicho conector peptidico en b) y ¢) son péptidos idénticos de una longitud de por
lo menos 25 aminoacidos, preferentemente de una longitud de entre 25 y 50 aminoéacidos, y mas preferentemente
dicho conector peptidico es (GxS), 0 (GxS)nGm, en donde G=glicina, S=serinay (x=3, n=6, 708, ym=0,1,20 3) 0o
(x=4,n=3,4,5,607,ym=0, 1, 2 0 3), preferentemente x=4y n=5,6 0 7.

En una realizacién adicional, el anticuerpo biespecifico trivalente segun la invencion 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, el anticuerpo biespecifico trivalente segun la invencion se caracteriza porque dicho
anticuerpo de longitud completa es de la subclase IgG2 humana.

En una realizacion adicional, el anticuerpo biespecifico trivalente segun la invencion se caracteriza porque dicho
anticuerpo de longitud completa es de la subclase IgG3 humana.

En una realizacién adicional, el anticuerpo biespecifico trivalente segun la invencion se caracteriza porque dicho
anticuerpo de longitud completa es de la subclase IgG4 humana o de la subclase IgG4 humana con la mutacion
adicional S228P.
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Preferentemente, el anticuerpo biespecifico trivalente segun la invencion se caracteriza porque dicho anticuerpo de
longitud completa es de la subclase IgG1 humana, de la subclase IgG4 humana con la mutacion adicional S228P.

Ahora se ha encontrado que los anticuerpos biespecificos trivalentes segun la invencién presentan caracteristicas
mejoradas, tales como la actividad biolégica o farmacologica, las propiedades farmacocinéticas o la toxicidad.
Pueden utilizarse, por ejemplo, para el tratamiento de enfermedades tales como el cancer.

En una realizacién adicional, el anticuerpo biespecifico trivalente segln la invencién se caracteriza porque se une
especificamente a ErbB3 y a c-Met. La expresién “region constante” tal como se utiliza en la presente solicitud se
refiere a la suma de los dominios de un anticuerpo que no son la region variable. La regién constante no se
encuentra directamente implicada en la 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 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4, IgAl e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que
corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan a, 6, €, 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, 1IgG3 6 1gG4 y/o una
region constante de cadena ligera kappa o lambda. Dichas regiones constantes son bien conocidas del estado de la
técnica y son descritas por, 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.

Aungue los anticuerpos de la subclase 1gG4 muestran un nivel reducido de unién al receptor de Fc (FcyRllla), los
anticuerpos de otras subclases de IgG muestran una union fuerte. Sin embargo, Pro238, Asp265, Asp270, Asn297
(pérdida del carbohidrato de Fc), Pro329, Leu234, Leu235, Gly236, Gly237, lle253, 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, un anticuerpo segun la invencion presenta un nivel reducido de unién a FcR en comparacion con
un anticuerpo IgG1 y el anticuerpo parental de longitud completa presenta un nivel reducido de unién a FcR en
comparacion con un anticuerpo de la subclase 1gG4 o de la subclase 1IgG1 o IgG2 con una mutaciéon en S228, L234,
L235 y/o D265, y/o contiene la mutacién PVA236. En una realizacién, las mutaciones en el anticuerpo parental de
longitud completa son S228P, L234A, L235A, L235E y/o PVA236. En otra realizacion, las mutaciones en el
anticuerpo parental de longitud completa son, en IgG4, S228P, y en IgG1, L234A y L235A.

La region 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 unién del factor del complemento C1q a la region constante 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 unidn. Dichos sitios de unidn de la regién constante son conocidos del estado de la técnica y
son descritos por, por ejemplo, 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; Thomason 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 la region 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 un anticuerpo segun la invencion en presencia de células efectoras. La ADCC se mide
preferentemente mediante el tratamiento de una preparacion de células que expresan antigeno con un anticuerpo
segun la invencion en presencia de células efectoras, tales como las PBMC recién aisladas o células efectoras
purificadas a partir de capas leucocitarias, por ejemplo monocitos o células asesinas naturales (NK) o una linea
celular de NK de crecimiento continuo.

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 C1lq a un
anticuerpo esta provocada por interacciones proteina-proteina definidas en el denominado sitio de unién. Dichos
sitios de unién de la parte Fc son conocidos del estado de la técnica (ver anteriormente). Dichos sitios de union 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
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muestran activacion del complemento, incluyendo la unién 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
manipulaciéon 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 1gG1, los anticuerpos terapéuticos utilizados mas
habitualmente, son glucoproteinas que presentan un sitio N-ligado de glucosilaciéon conservado en Asn297 en cada
dominio CH2. Los dos oligosacaridos biantenarios complejos unidos a Asn297 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., Immunol. Rev. 163:59-76, 1998; Wright,
A. y Morrison, S.L., Trends Biotechnol. 15 (1997) 26-32). Umana, P. et al. Nature Biotechnol. 17:176-180, 1999, y la
patente WO n° 99/54342 mostraron que la sobreexpresion en células de ovario de hamster chino (CHO) de la 3(1,4)-
N-acetilglucosaminiltransferasa 11l (“GnTIII"), una glucosiltransferasa que cataliza la formacién de oligosacaridos
biantenarios, incrementaba significativamente la actividad de ADCC in vitro de los anticuerpos. Las alteraciones en
la composicion del carbohidrato de Asn297 o su eliminacion también afecta a la unién a FcyR y a C1q (Umana P. et
al., Nature Biotechnol. 17:176-180, 1999; Davies, J. et al., Biotechnol. Bioeng. 74:288-294, 74; 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
nforman en, por ejemplo, los documentos n® WO 2005/018572, n°®° WO 2006/116260, n°® WO 2006/114700, n°®° WO
2004/065540, n° WO 2005/011735, n°® WO 2005/027966, n° WO 1997/028267, n° US 2006/0134709, n° US
2005/0054048, n° US 2005/0152894, n°® WO 2003/035835 y n°® WO 2000/061739.

Inesperadamente, los anticuerpos biespecificos <ErbB3-c-Met> quec son una realizacion de la invencién muestran
una regulacion negativa e internalizacion reducidas del antigeno diana en comparacién con sus anticuerpos
parentales <ErbB3> y/o <c-Met>. Por lo tanto, en una realizacién preferente de la invencion, el anticuerpo
biespecifico se encuentra glucosilado (en el caso de que comprende una parte Fc de subclase 1gG1, IgG2, IgG3 o
IgG4, preferentemente de subclase IgG1 o IgG3) con una cadena sacéarida en Asn297 en la que la cantidad de
fucosa en dicha cadena sacérida es de 65% o inferior (numeracion segun Kabat). En otra realizacién, la cantidad de
fucosa dentro de dicha cadena sacarida se encuentra comprendida entre 5% y 65%, preferentemente entre 20% y
40%. El término “Asn297” segln la invencion se refiere al aminoacido asparagina situado en aproximadamente la
posicion 297 en la region de Fc. Basado en variaciones de secuencia menores de los anticuerpos, Asn297 también
puede encontrarse situado a algunos aminoacidos (habitualmente no mas de 63 aminoacidos) cadena arriba o abajo
de la posicion 297, es decir, entre las posiciones 294 y 300. En una realizacion, el anticuerpo glucosilado segun la
invencion 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-glucoliineuraminico (NGNA) es de 1% o menos,
y/o la cantidad de alfa-1,3-galactosa N-terminal es de 1% o menos dentro de dicha cadena sacarida. 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 sacarida 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 maodificadas,
por ejemplo que las células de las que se informa en el documento n® WO 2006/103100.

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

La glucosilacion de 1gG1 o IgG3 humana se produce en Asn297 en forma de glucosilacion nuclear de oligosacarido
complejo biantenario fucosilado terminado en, como maximo, dos residuos Gal. Se informa en detalle de regiones
constantes de cadena pesada humana de la subclase IgG1 o IgG3 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
Briggermann, 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- 0 a-1,3-) o residuos glicanos G2, dependiendo de la cantidad
de residuos Gal terminales (Raju T.S., Bioprocess Int. 1 (2003) 44-53). La glucosilacién de tipo CHO de partes Fc de
anticuerpo se describe en, por ejemplo, Routier, F.H., Glyconjugate J. 14:201-207, 1997. Los anticuerpos que se
expresan recombinantemente en células CHO huésped no glucomodificadas habitualmente se encuentran
fucosiladas en Asn297 en una proporcidon de por lo menos 85%. Los oligosacaridos modificados del anticuerpo
parental de longitud completa pueden ser hibridos o complejos. Preferentemente, los oligosacaridos bifurcados,
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reducidos/no fucosilados son hibridos. En otra realizacion, los oligosacaridos 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) segiin 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
relacion 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) segin el MALDI-
TOF.

El anticuerpo segun la invencion se produce por medios recombinantes. De esta manera, un aspecto de la presente
invencion es un acido nucleico codificante del anticuerpo segun la invencién, y un aspecto adicional es una célula
qgue comprende dicho acido nucleico codificante de un anticuerpo segun la invencion. Los métodos para la
produccién recombinante son ampliamente conocidos del estado de la técnica y comprende la expresion de
proteinas en células procaridticas y eucaridticas con el aislamiento posterior del anticuerpo 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 procariéticas o eucaridticas apropiadas, tales como células CHO, células NSO, células
SP2/0, células HEK293, células COS, células PER.C6, levaduras o células de E. coli, y el anticuerpo se recupera de
las células (del sobrenadante o de la parte celular tras la lisis). Los métodos generales para la produccion
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.

Los anticuerpos biespecificos trivalentes segun la invencién se preparan convenientemente a partir del medio de
cultivo mediante procedimientos de purificacion de inmunoglobulina convencionales, tales como, por ejemplo,
proteina A-sefarosa, cromatografia en hidroxilapatito, electroforesis en gel, dialisis o cromatografia de afinidad. El
ADN y ARN codificante de los anticuerpos monoclonales se aisla y se secuencia facilmente mediante
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 expresion, 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 aminoacidos del anticuerpo biespecifico trivalente se preparan
mediante la introduccion de cambios nucleétidos apropiados en el ADN del anticuerpo, 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 produccién recombinante, la estabilidad de la proteina o facilitar la purificacién.

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 invencidon. 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 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
biolégica 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 expresién 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.
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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 unién ribosémica. Es conocido que las células eucaritticas
utilizan promotores, intensificadores y sefales de poliadenilacion.

Un &acido nucleico se encuentra “operablemente ligado” en el caso de que se encuentre situado 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 transcripcién 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 traduccion. Generalmente, la expresion “operablemente ligado” se refiere a que las secuencias de ADN
gue se unen son contiguas y, en el caso de un lider secretorio, a que son contiguas y se encuentran en el mismo
marco de lectura. Sin embargo, los intensificadores no son necesariamente contiguos. La unién se lleva a cabo
mediante ligaciéon en sitios de restriccion apropiados. En el caso de que dichos sitios no existan, se utilizan
adaptadores oligonucleotidos sintéticos o conector 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 acidos nucleicos o proteinas celulares, mediante técnicas estandares, incluyendo
el tratamiento alcalino/de SDS, la formacién 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 idnico (por ejemplo de intercambio catiénico (resinas carboximetilo), de
intercambio anidnico (resinas aminoetilo) y de intercambio de modo mixto), la adsorcién tiofilica (por ejemplo con
beta-mercaptoetanol y con otros ligandos de SH), la cromatografia de interaccion hidrofébica o de adsorcion
aromatica (por ejemplo con fenil-sefarosa, resinas aza-arencfilicas o acido m-aminofenilborénico), la cromatografia
de afinidad de quelato metdlico (por ejemplo con material de afinidad por el Ni(ll) y por el Cu(ll)), la cromatografia de
exclusién por tamafio, 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 invencidon es una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo segun la invencion. Otro
aspecto de la invencién es la utilizacién de un anticuerpo segun la invencién para la preparacién de una composicion
farmacéutica. Un aspecto adicional de la invencion es un método para la preparacién de una composicion
farmacéutica que comprende un anticuerpo segun la invencién. En otro aspecto, la presente invencion proporciona
una composicion, por ejemplo una composicion farmacéutica, que contiene un anticuerpo segun la presente
invencion, formulado conjuntamente con un portador farmacéutico.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “portador farmacéutico” incluye cualquiera y la totalidad de
los solventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifiingicos, agentes isoténicos y de
retraso de la absorcion y similares que son fisiol6gicamente compatibles. Preferentemente, el portador resulta
adecuado para la administracién intravenosa, intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (por
ejemplo mediante inyeccion o infusion).

Una composicion de la presente invencién puede administrarse mediante una diversidad de métodos conocidos de
la técnica. Tal como apreciara el experto en la materia, la via y/o modo de administracién variaran 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, 0 coadministrar el compuesto con un
material, para impedir su inactivacién. 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
solucion 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 “administracion parenteral” y “administrado parenteralmente” tal como se utilizan en la presente
memoria se refieren a modos de administracion diferentes de la administracion entérica y tépica, 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 “cancer” 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 (CPCNP), cancer
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pulmonar de células bronquioloalveolares, cancer éseo, cancer pancreatico, cancer de piel, cancer de cabeza o
cuello, melanoma cutaneo o intraocular, cancer uterino, cancer ovarico, cancer rectal, cancer de la regiéon anal,
cancer de estdbmago, 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 es6fago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula
tiroides, cancer de la glandula paratiroides, cancer de la glandula adrenal, sarcoma del tejido blando, cancer de
uretra, cancer de pene, cancer de préstata, cancer de vejiga, cancer de rifidn o uretra, carcinoma de células renales,
carcinoma de la pelvis renal, mesotelioma, cancer hepatocelular, cancer biliar, neoplasma 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 combinacién 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 inclusion 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 sddico y similares en las composiciones.
Ademas, puede conseguirse la absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable mediante la inclusién de
agentes que retrasan la absorcion, 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 toxicos 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 administracién, el momento de la administracion, la tasa de excrecion del compuesto particular que se utiliza, la
duracion del tratamiento, otros farmacos, los compuestos y/o materiales utilizados en combinacion con las
composiciones particulares utilizadas, la edad, sexo, peso, condicion, estado de salud general e historia médica del
paciente bajo tratamiento, y factores similares bien conocidos de la técnica médica.

La composicién debe ser estéril y liquida en grado suficiente para que la composicién 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 utilizaciéon de un recubrimiento tal como lecitina,
mediante el mantenimiento de un tamafio de particula requerido en el caso de una dispersion, y mediante la
utilizacién de surfactantes. En muchos casos, resulta preferible incluir agentes isotdnicos, 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 biolégica 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 grandes
barreras de pared celular a modo de células huésped, la transfeccién se lleva a cabo mediante, por ejemplo, el
método de precipitacion con fosfato de calcio, tal como se describe en 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 inyeccion nuclear o la fusion de protoplasto. En el caso de que se utilicen células procaridticas o células que
contenga construcciones sustanciales de pared celular, un método de transfeccién es, por ejemplo, el tratamiento de
calcio utilizando cloruro de calcio tal como se describe en Cohen, S.N. et al., PNAS 69:2110-2114, 1972.
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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
codificados se denominan colectivamente “producto génico”. En el caso de que se derive el polinucleétido de ADN
gendmico, la expresion en una célula eucariética puede incluir el procesamiento del ARNm.

Un “vector” es una molécula de acidos nucleicos, en particular autorreplicativa, que transfiere una molécula de
acidos 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 integracion cromosomica), la
replicacién de vectores que funcionan principalmente replicando ADN o ARN, y los vectores de expresion 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 polinucleétido que, al introducirlo en una célula huésped apropiada, puede
transcribirse y traducirse en un polipéptido. Un “sistema de expresion” habitualmente se refiere a un vector de
expresion adecuado que pueden funcionar rindiendo un producto de expresion deseado.

Descripcion de las secuencias de aminoacidos

SEC ID n° 1 dominio variable de cadena pesada <ErbB3> HERS3 clon 29
SEC ID n° 2 dominio variable de cadena ligera <ErbB3> HER3 clon 29
SEC ID n° 3 dominio variable de cadena pesada <c-Met> Mab 5D5
SEC ID n° 4 dominio variable de cadena ligera <c-Met> Mab 5D5
SEC ID n° 5 cadena pesada <ErbB3> HER3 clon 29

SEC ID n° 6 cadena ligera <ErbB3> HER3 clon 29

SEC ID n° 7 cadena pesada <c-Met> Mab 5D5

SEC ID n° 8 cadena ligera <c-Met> Mab 5D5

SEC ID n° 9 cadena pesada <c-Met> Fab 5D5

SEC ID n° 10 cadena ligera <c-Met> Fab 5D5

SEC ID n° 11 cadena pesada 1 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_KHSS
SEC ID n° 12 cadena pesada 2 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_KHSS
SEC ID n° 13 cadena ligera <ErbB3-c-Met> Her3/Met_KHSS

SEC ID n° 14 cadena pesada 1 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_SSKH
SEC ID n° 15 cadena pesada 2 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_SSKH
SEC ID n° 16 cadena ligera <ErbB3-c-Met> Her3/Met_SSKH

SEC ID n° 17 cadena pesada 1 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_SSKHSS
SEC ID n° 18 cadena pesada 2 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_SSKHSS
SEC ID n° 19 cadena ligera <ErbB3-c-Met> Her3/Met_SSKHSS

SEC ID n° 20 cadena pesada 1 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_1C

SEC ID n° 21 cadena pesada 2 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_1C

SEC ID n° 22 cadena ligera <ErbB3-c-Met> Her3/Met_1C

SEC ID n° 23 cadena pesada 1 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_6C

SEC ID n° 24 cadena pesada 2 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_6C

SEC ID n° 25 cadena ligera <ErbB3-c-Met> Her3/Met_6C

SEC ID n° 26 region constante de cadena pesada de la IgG1 humana
SEC ID n° 27 region constante de cadena pesada de la IgG1 humana
SEC ID n° 28 region constante de cadena ligera kappa humana

SEC ID n° 29 region constante de cadena ligera lambda humana

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

Descripciéon 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.

Figura 2 Representacién esquematica de un anticuerpo biespecifico trivalente segudn la invencion, que
comprende un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a un primer antigeno 1
al que: a) fig. 2a, se fusionan dos polipéptidos VH y VL (los dominios VH y VL de ambos formando
conjuntamente un sitio de unién de antigeno que se une especificamente a un segundo antigeno
2,b) fig. 2b, se fusionan dos polipéptidos VH-CH1 y VL-CL (los dominios VH y VL de los cuales
forman conjuntamente un sitio de unidn de antigeno que se une especificamente a un segundo
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antigeno 2)

Figura 3 Representacién esquematica de un anticuerpo biespecifico trivalente segun la invencion, que
comprende un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a un primer antigeno 1
al que se fusionan dos polipéptidos, VH y VL (formando conjuntamente los dominios VH y VL un
sitio de unién de antigeno que se une especificamente a un segundo antigeno 2) en “botén y ojal”.

Figura 4 Representacion esquematica de un anticuerpo biespecifico trivalente segun la invencion, que
comprende un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a un primer antigeno 1
al que se fusionan dos polipéptidos VH y VL (formando conjuntamente los dominios VH y VL un sitio
de union de antigeno que se une especificamente a un segundo antigeno 2, en el que dichos
dominios VH y VL comprenden un puente disulfuro entre cadenas, entre las posiciones VH44 y
VL100) en “botén y ojal”.

Figura 5 Unidn de anticuerpos biespecificos a la superficie celular de células de cancer

Figura 6 Inhibicién de la fosforilacion del receptor c-Met inducida por FCH debida a formatos biespecificos de
anticuerpo Her3/c-Met

Figura 7 Inhibicién de la fosforilacion del receptor Her3 inducida por HRG debida a formatos biespecificos de
anticuerpo de Her3/c-Met

Figura 8 Inhibicién de la proliferacion de HUVEC inducida por FCH debida a formatos biespecificos de
anticuerpo de Her3/c-Met

Figura 9 Inhibicién de la proliferacion de la linea celular cancerosa A431 debida a formatos biespecificos de

anticuerpo Her3/c-Met
Figura 10 Analisis de la inhibicion de la diseminacion (dispersion) célula-célula inducida por FCH en la linea
celular cancerosa A431 debida a formatos biespecificos de anticuerpo Her3/c-Met.

Procedimiento experimental

Ejemplos

Materiales y métodos

Técnicas de ADN recombinante

Se utilizaron métodos estandares para manipular el ADN, tales como los descritos en Sambrook, J. et al., Molecular
cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Los
reactivos biol6gicos moleculares se utilizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

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

Se proporciona informacidon general sobre secuencias de nucledtidos de cadenas ligeras y pesadas de
inmunoglobulinas humanas en: Kabat E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicion,
publicacion del NIH n°® 91-3242, 1991. Los aminoacidos de las cadenas de anticuerpos se han numerado segun la
numeracion EU (Edelman G.M. et al., PNAS 63:78-85, 1969; Kabat E.A. et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, quinta edicidn, publicacion del NIH n° 91-3242, 1991). Se utiliz6 el paquete informatico
version 10.2 del GCG (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin) y Vector NTI Advance suite version 8.0 de
Infomax para la creacién, mapeado, analisis, anotacion e ilustracién de las secuencias.

Secuenciaciéon de ADN

Se determinaron las secuencias del ADN mediante secuenciacion de doble cadena realizada en SequiServe
(Vaterstetten, Alemania) y en Geneart AG (Regensburg, Alemania).

Sintesis génica

Los segmentos génicos deseados fueron preparados por Geneart AG (Regensburg, Alemania) a partir de
oligonucledtidos sintéticos y productos de PCR mediante sintesis génica automatica. Los segmentos génico
flanqueados por sitios Unicos de corte por endonucleasa de restriccion se clonaron en plasmidos pGA18 (ampR). El
plasmido de ADN se purific6 a partir de bacterias transformadas y la concentracién se determind mediante
espectroscopia de UV. La secuencia del ADN de los fragmentos génicos subclonados se confirmé mediante
secuenciacion de ADN. Se sintetizaron con los sitios de restriccion 5-BamHI y 3'-Xbal, segmentos génicos
codificantes de la cadena pesada del anticuerpo Her3 (clon 29) de “botén en ojal” que portaban una mutacion
T366W en el dominio CH3 con una region C-terminal VH de 5D5 unida mediante un conector peptidico (G4S)n, asi
como cadena pesada de anticuerpo Her3 de “boton en ojal” (clon 29) que portaba las mutaciones T366S, L368A e
Y407V con una region VL de 5D5 C-terminal unida por un conector peptidico (G4S),. De manera similar, se
prepararon mediante sintesis génica con los sitios de restriccion flanqueantes BamHI y Xbal, secuencias de ADN
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codificantes de Her3 (clon 29) de “botén en ojal’ que portaban las mutaciones S354C y T366W en el dominio CH3
con una region VH C-terminal de 5D5 unida por un conector peptidico (G4S)n, asi como cadena pesada de Her3
(clon 29) de “boton en ojal” que portaba las mutaciones Y349C, T366S, L368A e Y407V con una region VL C-
terminal de 5D5 unida por un conector peptidico (G4S)». Finalmente, se sintetizaron secuencias de ADN codificantes
de cadenas pesada y ligera no modificadas de los anticuerpos Her3 (clon 29) y 5D5, con los sitios de restriccion
flanqueantes BamHI y Xbal. Todos los constructos se disefiaron con una secuencia 5’-terminal de ADN codificante
de un péptido lider (MGWSCIILFLVATATGVHS), que presenta como diana proteinas para la secrecién en células
eucaridticas.

Construccion de los plasmidos de expresién

Se utilizé un vector de expresion de Roche para la construccion de todos los plasmidos de expresion codificantes de
proteinas de fusion de cadena pesada VH o cadena ligera VL y de proteina de cadena ligera. El vector estaba
compuesto de los elementos siguientes:

- un gen de resistencia a la higromicina como marcador de seleccion,

- un origen de replicacién, oriP, procedente del virus Epstein-Barr (VEB),

- un origen de replicacion procedente del vector pUC18 que permite la replicacion de este plasmido en E. coli,

- un gen beta-lactamasa que proporciona resistencia a la ampicilina en E. coli,

- el intensificador y promotor tempranos inmediatos procedentes del citomegalovirus humano (CMVH),

- la secuencia de sefial de poliadenilacion (“poli A”) de la inmunoglobulina 1 humana, y

- sitios de restriccion Unicos BamHI y Xbal.

Los genes de fusién de inmunoglobulina que comprendian los constructos de cadena pesada o ligera, asi como
constructos de “boton en ojal” con dominios VH y VL C-terminales se prepararon mediante sintesis génica y se
clonaron en plasmidos pGA18 (ampR) tal como se ha descrito anteriormente. Los plasmidos pG18 (ampR) que
portaba los segmentos de ADN sintetizados y el vector de expresion de Roche se digirieron con los enzimas de
restriccion BamHI y Xbal (Roche Molecular Biochemicals) y se sometieron a electroforesis en gel de agarosa. A
continuacion, se ligaron segmentos de ADN purificados codificantes de cadenas pesada y ligera en el fragmento
BamHlI/Xbal aislado del vector de expresion de Roche, resultando en los vectores de expresion finales. Los vectores
de expresién finales se transformaron en células de E. coli, se aisl6 el plasmido ADN de expresion (Miniprep) y se
sometié a andlisis de enzimas de restriccion y de secuenciacion del ADN. Los clones correctos se cultivaron en 150
ml de medio LB-Amp, se aisl6 nuevamente el plasmido de ADN (Maxiprep) y se confirmé la integridad de la
secuencia mediante secuenciacion del ADN.

Expresion transitoria de variantes de inmunoglobulina en células HEK293

Se expresaron variantes recombinantes de inmunoglobulina mediante transfecuon transitoria de células 293-F
renales embrionarias humanas utilizando el sistema de expresion FreeSter 293 Expressmn System siguiendo Ias
instrucciones del fabricante (Invurogen USA).Brevemente, se cultivd una suspension de células 293-F FreeSter
en medio de expresion FreeStyle 293 Expressmn med|um a 37°C/8% de COg, y las células se sembraron en
medio fresco a una den5|dad de entre 1x10° y 2x10 células viables/ml el dia de la transfeccion. Se prepararon
complejos de ADN- 293fectin™ en medio Opti- MEM® | (Invitrogen, US) utilizando 325 pl de 293fectin™ (Invitrogen,
Alemania) y 250 mg de plasmido de ADN de cadena pesada y de cadena ligera en una proporcién molar 1:1 para un
volumen flnal de transfeccion de 250 ml. Se prepararon complejos de ADN-293fectin de “botén en ojal” en medio
Opti- MEM® | (Invitrogen, USA) utilizando 325 pl de 293fectin™ (Invitrogen, Alemania) y 250 mg de plasmido de ADN
“boton en ojal” de cadenas pesadas 1y 2 y de cadena ligera en proporciones molares 1:1:2 para un volumen final de
transfeccion de 250 ml. Se recolectaron sobrenadantes de cultivo celular que contenian anticuerpos 7 dias después
de la transfeccién, mediante centrifugacion a 14.000xg durante 30 minutos, y se filtraron a través de un filtro estéril
(0,22 um). Los sobrenadantes se almacenaron a —20°C hasta la purificacién.

Purificacién de anticuerpos biespecificos trivalentes y de control

Se purificaron anticuerpos biespecificos trivalentes y de control a partir de sobrenadantes de cultivo celular mediante
cromatografia de afinidad utilizando proteina A- Sepharose (GE Healthcare, Suecia) y cromatografia de exclusion
por tamafio Superdex200. Brevemente, se pasaron sobrenadantes de cultivo celular filtrados a esterilidad por una
columna HiTrap HP de proteina A (5 ml) equilibrada con tamp6n PBS (Na;HPO, 10 mM, KH.PO4 1 mM, NaCl 137
mM y KCI 2,7 mM, pH 7,4). Las proteinas no unidas se lavaron con tampdén de equilibracién. Los anticuerpos y
variantes de anticuerpo se eluyeron con tampén citrato 0,1 M, pH 2,8, y las fracciones que contenian proteinas se
neutralizaron con 0,1 ml de Tris 1 M, pH 8,5. A continuacién, las fracciones de proteinas eluidas se agruparon, se
concentraron con un dispositivo de filtracion centrifuga de Amicon Ultra (valor de corte de PM: 30 K, Millipore) hasta
un volumen de 3 ml y se cargaron en una columna de filtracion en gel 16/60 Superdex200 HiLoad de 120 ml (GE
Healthcare, Suecia) equilibrada con histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0. Las fracciones que contenian
anticuerpos biespecificos y de control purificados con menos de 5% de agregados de alto peso molecular se
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agruparon y se almacenaron en forma de alicuotas de 1,0 mg/ml a —80°C. Se generaron fragmentos Fab mediante
una digestion con papaina del anticuerpo monoclonal 5D5 purificado y la posterior eliminacion de los dominios Fc
contaminantes mediante cromatografia de proteina A. Los fragmentos Fab no unidos se purificaron adicionalmente
en una columna de filtracion en gel 120/60 Superdex200 HiLoad de 120 ml (GE Healthcare, Suecia) equilibrada con
histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0, se agruparon y se almacenaron en forma de alicuotas de 1,0 mg/ml a —80°C.

Andlisis de las proteinas purificadas

La concentracion de proteinas de las muestras de proteinas purificadas se determiné mediante la medicion de la
densidad optica (DO) a 280 nm, utilizando el coeficiente de extincion molar calculado basandose en la secuencia de
aminoacidos. Se analiz6 mediante SDS-PAGE la pureza y el peso molecular de los anticuerpos biespecificos y de
control en presencia y en ausencia de un agente reductor (1,4-ditiotreitol 5 mM) y tincién con azul brillante de
Coomassie. Se utilizé el sistema de gel premoldeado NuPAGE® (Invitrogen, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante (geles de Tris-glicina al 4-20%). Se analiz6 el contenido de agregados de muestras de anticuerpos
biespecificos y de control mediante SEC de alto rendimiento utilizando una columna analitica de exclusién por
tamanos Superdex200 (GE Healthcare, Suecia) en tampdn de desplazamiento de KH,PO, 200 mM, KCI 250 mM, pH
7,0 a 25°C. Se inyectaron 25 mg de proteinas en la columna a un caudal de 0,5 ml/minuto y se eluyeron
isocraticamente durante 50 minutos. Para el analisis de estabilidad, se incubaron a 4°C y a 40°C durante 7 dias
concentraciones de 1 mg/ml de proteinas purificadas y después se evaluaron mediante CET de alto rendimiento. La
integridad del esqueleto de aminoacidos de las cadenas ligera y pesada de anticuerpo biespecifico reducido se
verific6 mediante espectrometria de masas Q-TOF de nanoelectropulverizacion tras la eliminacion de los N-glicanos
mediante tratamiento enzimatico con péptido-N-glucosidasa F (Roche Molecular Biochemicals).

Ensayo de fosforilacién de c-Met

Se sembraron 5x10° células A549 en cada pocillo de una placa de 6 pocillos el dia antes de la estimulacién con FCH
en RPMI con FCS al 0,5% (suero de feto bovino). Al dia siguiente, se sustituy6 el medio de crecimiento durante una
hora con RPMI que contenia BSA al 0,2% (albumina de suero bovino). A continuacion, se afiadieron 5 pg/ml del
anticuerpo biespecifico al medio y las células se incubaron durante 10 minutos, afiadiendo seguidamente FCH
durante 10 minutos adicionales a una concentracion final de 50 ng/ml. Las células se lavaron una vez con PBS
helado que contenia vanadato sédico 1 mM, colocandolas después sobre hielo y lisandolas en la placa de cultivo
celular con 100 pl de tampédn de lisis (Tris-Cl 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, NP40 al 1%, DOC al 0,5%, aprotinina,
PMSF 0,5 mM, vanadato sddico 1 mM). Los lisados celulares se transfirieron a tubos Eppendorf y se dejé que se
produjese la lisis durante 30 minutos sobre hielo. Se determind la concentracién de proteinas utilizando el método
BCA (Pierce). Se separaron 30 a 50 ug del lisado en un gel NuPage Bis-Tris al 4-12% (Invitrogen) y las proteinas en
el gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon durante una hora con TBS-T
gue contenia BSA al 5% y se revelaron con un anticuerpo de c-Met fosfoespecifico dirigido contra Y1230,1234,1235
(44-888, Biosource) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las membranas de transferencia inmunolégica se
sondearon nuevamente con un anticuerpo que se unia a c-Met no fosforilado (AF276, R&D).

Ensayo de fosforilacién de Her3 (ErbB3)

Se sembraron 2x10° células MCF7 en cada pocillo de una placa de 12 pocillos en medio de crecimiento completo
(RPMI 1640, FCS al 10%). Se dejé que las células creciesen hasta una confluencia de 90% dentro de los dos dias
posteriores. A continuacioén, se sustituyé el medio por medio de ayuno que contenia FCS al 0,5%. Al dia siguiente,
se complementaron los anticuerpos respectivos a las concentraciones indicadas 1 hora antes de la adicion de
heregulina 500 ng/ml (R&D). Tras la adicién de la heregulina, las células se cultivaron durante 10 minutos
adicionales antes de recolectar y lisar las células. Se determiné la concentracion de proteinas utilizando el método
BCA (Pierce). Se separaron 30 a 50 ug del lisado en un gel NuPage Bis-Tris al 4-12% (Invitrogen) y las proteinas en
el gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon durante una hora con TBS-T
que contenia BSA al 5% y se revelaron con un anticuerpo Her3/ErbB3 fosfoespecifico que reconocia
especificamente Tyr1289 (4791, Cell Signaling).

Ensayo de dispersion

Se sembraron células A549 (4.000 células en cada pocillo) o A431 (8.000 células en cada pocillo) el dia antes del
tratamiento con compuesto en un volumen total de 200 pl en placas especiales (E-plates) de 96 pocillos (Roche,
05232368001) en RPMI con FCS al 0,5%. Se realizé un seguimiento de la adhesién y crecimiento celular durante la
noche con el aparato analizador de células en tiempo real, que realiza un barrido cada 15 minutos monitorizando la
impedancia. Al dia siguiente, las células se preincubaron con 5 pl de las diluciones de anticuerpos respectivas en
PBS, con barridos cada cinco minutos. Tras 30 minutos, se afiadieron 2,5 pl de una solucién de FCH, rindiendo una
concentracion final de 20 ng/ml, y se dejé que transcurriese el experimento durante 72 horas adicionales. Se realizd
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un seguimiento de los cambios inmediatos con barridos cada minuto durante 180 minutos, seguido de barridos cada
15 minutos durante el resto del tiempo.

FACS
a) Ensayo de union

Se desengancharon y contaron las células A431. Se sembraron 1,5x10° células en cada pocillo de una placa coénica
de 96 pocillos. Las células se peletizaron (1.500 rpm, 4°C, 5 minutos) y se incubaron durante 30 minutos sobre hielo
en 50 pl de una serie de dilucion del anticuerpo biespecifico respectivo en PBS con FCS al 2% (suero de feto
bovino). Las células se peletizaron nuevamente y se lavaron una vez con 200 pl de PBS que contenia FCS al 2%
seguido de una segunda incubacion de 30 minutos con un anticuerpo acoplado a ficoeritrina dirigido contra Fc
humano que se habia diluido en PBS que contenia FCS al 2% (Jackson Immunoresearch, 109116098). Las células
se peletizaron, se lavaron dos veces con 200 pl de PBS que contenia FCS al 2%, se resuspendieron en solucién BD
CellFix (BD Biosciences) y se incubaron durante por lo menos 10 minutos sobre hielo. Se determind la intensidad de
fluorescencia media (mfi) de las células mediante citometria de flujo (FACS Canto, BD). Se determiné la imf por lo
menos por duplicado en dos tinciones independientes. Se procesaron adicionalmente los espectros de citometria de
flujo utilizando el programa informatico FlowJo (TreeStar). Se determiné la unién semimaxima utilizando XLFit 4.0
(IDBS) y el modelo 205 de respuesta de dosis en un sitio.

b) Ensayo de internalizacion

Se desengancharon y contaron las células. Se introdujeron 5x10° células en 50 pl de medio completo en un tubo
Eppendorf y se incubaron con 5 pg/ml del anticuerpo biespecifico respectivo a 37°C. Tras los puntos temporales
indicados, las células se almacenaron sobre hielo hasta completar el curso temporal. Después, las células se
transfirieron a tubos de FACS, se peletizaron (1.500 rpm, 4°C, 5 minutos), se lavaron con PBS + FCS al 2% y se
incubaron durante 30 minutos en 50 ul de anticuerpo secundario acoplado a ficoeritrina dirigido contra Fc humano
gue se diluyé en PBS que contenia FCS al 2% (Jackson Immunoresearch, 109116098). Se peletizaron nuevamente
las células, se lavaron con PBS + FCS al 2% y se determind la intensidad de fluorescencia mediante citometria de
flujo (FACS Canto, BD).

¢) Experimento de entrecruzamiento

Se desengancharon y contaron las células HT29 y se dividieron en dos poblaciones que se tifieron individualmente
con PKH26 y PKH67 (Sigma) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron de cada una de las
poblaciones tefidas, 5x10° células, se agruparon y se incubaron durante 30 y 60 minutos con 10 pg/ml del
anticuerpo biespecifico respecto en medio completo. Tras los tiempos indicados, las células se almacenaron en hielo
hasta completar el curso temporal. Las células se peletizaron (1.500 rpm, 4°C, 5 minutos), se lavaron con PBS +
FCS al 2% y se determind la intensidad de fluorescencia mediante citometria de flujo (FACS Canto, BD).

Ensayo de luminiscencia del titulo celular

Se cuantifico la viabilidad y proliferacion celulares utilizando el ensayo de luminiscencia del titulo celular (Promega).
El ensayo se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se cultivaron las células en placas
de 96 pocillos en un volumen total de 100 pl durante el periodo de tiempo deseado. Para el ensayo de proliferacion,
se extrajeron las células del incubador y se dejaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afiadieron 100
pl de reactivo de luminiscencia de titulo celular y las placas multipocillo se introdujeron en un agitador orbital durante
2 minutos. Se cuantificé la luminiscencia tras 15 minutos en un lector de microplacas (Tecan).

Ensayo de Wst-1

Se llevé a cabo un ensayo de Wst-1 de viabilidad y proliferacion celulares a modo de analisis de parametros de
valoracion, detectando el nimero de células metabdlicamente activas. Brevemente, se afiadieron 20 ul de reactivo
Wst-1 (Roche, 11644807001) a 200 pl de medio de cultivo. Se incubaron adicionalmente placas de 96 pocillos
durante 30 minutos a 1 hora hasta el desarrollo robusto del pigmento. Se cuantifico la intensidad de tincién en un
lector de microplacas (Tecan) a una longitud de onda de 450 nm.

Disefio de anticuerpos <ErbB3-c-Met> biespecificos trivalentes expresados y purificados
En la Tabla 1: se expresaron y purificaron segun los métodos generales descritos anteriormente anticuerpos

<ErbB3-c-Met> biespecificos trivalentes basados en un anticuerpo de ErbB-3 de longitud completa (HER3 clon 29) y
el dominio VH y VL de un anticuerpo de C-met (5D5 de c-Met) con las caracteristicas respectivas mostradas en la

19



ES 2537100 T3

00LAARFHA

. . + + - osnynsip sod
Opezl|Iqesa JAHA
oapnidad
9(S ) NETES) elsvo) £(sv9) elsvo) gt
T |eujuLia)-0 epesad [eu|uus) [BULLLI2) (UL oEM.._wu_anM
(B2 BR pee euapea [euuwarg |elo -9 |elo epesad euape) -9 [elo epesad euaped -0 |elo epesad euspen T4 op _ﬁ.‘“Qu“um.__o&_
an._w.r".uatm

|euiwisl-0 epesad . [BUILLIE] =OE :
BRESS BURPED BUSPED |BUILISI-O) UDjog IRMIEIN EG SR ERaRED -7 ugjog epesad euspen -0 uglog epesad euspe) LA 8P h.‘“M__M___um.__M“
‘8p opeAliap

(opeziuelwiny) 18W2 ap 505

(opeziuBWNY) 182 8P 505

BWD ap Sas

(opeziuewny) 180 ap 505

{opeziuewny) 182 ap 5as

TAHA oluaLube.

(oougwinb) g uoja glay

(oougwinb) gz uoja g18H

(oopswinb) g2 o glay

(oouswink) g2 Uop glay

{oougWwINb) §Z UOD £I8H

:ap opeaiap
erejdwoa pnybuoj
ap odienague

ap ojejenbsy

ALOPAN BIET 5,
PELD.6FEAIMSGEL DFSES

MNLOPAN BOET -5,
998 L0 6FEAMEE L' OFSES

MALOVAY.BEET -8,
898 L-26FEAMBSEL-OFSES

MLOFA:
V.89E715.85E LIMSSEL

ALOFAY.BOET B,
298 L0 6rEAMBEEL-OFSES

[efo-ua-uorog
ap sauoiaEINy

!SBO)]SI1I9]108IED)

D9 J18N/gleH

2} 18/EdeH

SSHMSS 18N/giaH

HYSS 1BINEI8H

SSHY 18N/EIeH

soolj10adsalqg
sodiananue
esed Qy-TAHA
BINE|2USWON
E|NogjowWw

ap aiquwopN

{2¢ 'Buy ejua £ "auauwlouaisod
‘sojdwalg so| us ualgwel Jaa) | B|gel B| ua gy-TAHA BINEQUAWOU B| UCD ajualeall ooyoadsalq <Jal-2-ca9qi3s> odienoyue |2 ooyund A osaudxe as ! EB|QEL

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2537100 T3

Ejemplo 1 (figura 5):

Unidn de anticuerpos biespecificos a la superficie celular de las células cancerosas

Las propiedades de unién de los anticuerpos biespecificos a su receptor respectivo sobre la superficie celular se
analizaron en células cancerosas A431 en un ensayo basado en citometria de flujo. Se incubaron las células con los
anticuerpos primarios monoespecificos o biespecificos y se detectod la unidn de estos anticuerpos a sus receptores
afines utilizando un anticuerpo secundario acoplado a un fluoréforo que se unia especificamente al Fc del anticuerpo
primario. Se graficé la intensidad de fluorescencia media de una serie de dilucién de los anticuerpos primarios frente
a la concentracion del anticuerpo con el fin de obtener una curva sigmoidal de la unién. La expresion en superficie
celular de c-Met y Her3 se validé mediante la incubacién con Ginicamente el anticuerpo bivalente 5D5 y anticuerpo de
Her3 clon 29. El anticuerpo Her3/c-Met_KHSS se une facilmente a la superficie celular de A431. Bajo estas
condiciones experimentales, el anticuerpo puede unirse Unicamente mediante su parte Her3 y en consecuencia la
intensidad de fluorescencia media no excede la tincién para Her3 clon 29 solo.

Ejemplo 2 (figura 6):

Inhibicién de la fosforilacion del receptor c-Met inducida por FCH por parte de formatos biespecificos de anticuerpo
Her3/c-Met

Para confirmar la funcionalidad de la parte c-Met en los anticuerpos biespecificos, se llevd a cabo un ensayo de
fosforilacion de c-Met. En este experimento, se trataron células cancerosas pulmonares A549 o células cancerosas
colorrectales HT29 con los anticuerpos biespecificos 0 con anticuerpos de control previamente a la exposicién a
FCH. A continuacién, se lisaron las células y se examind la fosforilacién del receptor c-Met. Ambas lineas celulares
pueden estimularse con FCH, tal como se observa a partir de la existencia de una banda especifica de fosfo-c-Met
en la membrana de transferencia inmunolégica.

Ejemplo 3 (figura 6):

Inhibicién de la fosforilacion del receptor de Her3 inducida por HRG por parte de formatos biespecificos de
anticuerpo Her3/c-Met

Para confirmar la funcionalidad de la parte Her3 en los anticuerpos biespecificos, se llevé a cabo un ensayo de
fosforilacion de Her3. En este experimento, se trataron células MCF7 con los anticuerpos biespecificos o con
anticuerpos de control previamente a la exposicion a HRG (heregulina). A continuacion, se lisaron las células y se
examiné la fosforilacién del receptor Her3. Her3/c-Met_KHSS inhibié la fosforilacion del receptor Her3 en el mismo
grado que el Her3 clon 29 parental, indicando que la unién de Her3 y la funcionalidad del anticuerpo no resultan
comprometidos por el formato trivalente del anticuerpo.

Eiemplo 4 (figura 8):

Inhibicién de la proliferacion de HUVEC inducida por FCH por parte de formatos biespecificos de anticuerpo de
Her3/c-Met

Se llevaron a cabo ensayos de proliferacion de HUVEC para demostrar el efecto mitogénico de FCH. La adicion de
FCH a HUVEC condujo a un incremento de dos veces de la proliferacion. La adicion de anticuerpo IgG humano de
control en el mismo intervalo de concentraciones que los anticuerpos biespecificos no presenté ningin impacto
sobre la proliferacién celular, mientras que el fragmento Fab de 5D5 inhibi6 la proliferacion inducida por FCH. La
titulacion de Her3/c-Met_KHSS demostré un efecto de inhibicion débil del anticuerpo (fig. 8). El efecto fue mas
pronunciado para el anticuerpo de Her3/Met-6C, indicando que un conecto mas largo incrementa la eficacia del
anticuerpo. Esto demuestra la funcionalidad del componente c-Met en el formato trivalente de anticuerpo.

Ejemplo 5 (figura 9):

Inhibicién de la proliferacion en la linea celular cancerosa A431 por parte de formatos biespecificos de anticuerpo de
Her3/c-Met

En el caso de que se sembrase A431 en medio de suero reducido, la adicién de FCH indujo, aparte de la dispersion,
un efecto mitogénico débil. Esto se exploté para analizar el impacto de Her3/c-Met_KHSS sobre la proliferacion de
A431 tratadas con FCH. En efecto, los anticuerpos biespecificos pueden inhibir en gran medida el incremento
inducido por FCH de la proliferacion (15%). Un anticuerpo IgG1l humano de control no presentd ninguna influencia
sobre el crecimiento de las células A431 estimulado por FCH.
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Ejemplo 6 (figura 10):

Analisis de la inhibicién de la diseminacion célula a célula (dispersion) inducida por FCH en la linea celular
cancerosa A431 por parte de formatos biespecificos de anticuerpo de Her3/c-Met

La dispersion inducida por FCH incluye cambios morfologicos de la célula, resultando en el redondeamiento de las
células, protrusiones similares a filopodios, estructuras ahusadas y una cierta motilidad de las células. El analizador
celular en tiempo real (Roche) mide la impedancia de un pocillo determinado de cultivo celular y puede, por lo tanto,
monitorizar indirectamente los cambios de la morfologia y proliferaciéon celulares. La adicién de FCH a células A431
y A549 resultd en cambios de la impedancia que se monitorizaron como funcién del tiempo. Her3/c-Met_KHSS y
Her3/Met-6C inhibieron la dispersién inducida por FCH, siendo Her3/Met-6C mas eficaz (inhibicion de la dispersion
de 20,7% y 43,7%) (fig. 10).
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Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

val

Gln

Gln

30

Asp

90

Leu

Thx

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyf

Asp

Thr
Asp
Lys
Gly
Pro
155
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly

Asn

Trp

Ala

Tyr

Gly

Gly.

140

Val

Phe

Val

Val

Lys

220

Leu

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Tyx
Gly
110
Ser
Ala
Val
Ala
Val
190
His
Cys
Gly
Met
ﬁis
270
val

Tyr

Gly

Tyxr
95

Gln
Val
Ala
Ser
Val
175
Pro
Lys
Asp
Cly
Ile
255
Glu
His

Axg

Lys

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu



10

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser
385

Asp

Ser

Ala

Lys

<210>8
<211> 220
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Lys

Ile

‘Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

<223> cadena ligera <c-Met> Mab 5D5

<400> 8

1

5

ES 2537100 T3

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyx

Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

10

Ala

Pro

345

Thr

Se:

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Serxr

Ser

315

Pro Ala Pro 1Ile

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Pro Gln val

Gln

Ala

380

Thx

Leu

Ser

Ser

Val
365
Val
Pro
Thr

Val

Leu
445

15

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr

20

25

31

30

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly



10

Ser

Pro

65 -

Ile
Tyr
Lys
Glu
Phe
145
Gln
Ser
Glu
Ser

<210>9

<211> 226

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Ser

Pro

50

Ser

Ser

Tyr

Arg

Gln

130

Tyr

Ser

Thx

Lys

Pro
210

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ala

Thr

115

Leu
Pfo
Giy
Tyx
His
195

Val

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr

100

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

180

Lys

Thr

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

165

Leu

val

Lys

ES 2537100 T3

Tyr

Ile

Gly

70

Pro

Trp

Ala

Gly

Ala

150

Gln

Ser

Tyr

Ser

<223> cadena pesada <c-Met> Mab 5D5

<400>9

Leu

Tyx

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

135

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
215

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

120

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

200

Asn

Trp
Ala
Ser
Phe
Gly
105
Val
Ser
Gln
Val
Leu
185
Glu

Arg

32

Tyr

Ser

Gly

Ala

920

Gln

Phe

Val

Trp

Thr

170

Thr

val

Gly

Gln

Thr

Thr

75

Thr

Gly

Ile

Val

Lys

155

Glu

Leu

Thr

Glu

Gln
Arg
Asp
Tyr
Thr
Phe
Cys
140
Val
Gln

Ser

His

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
205

Cys .

220

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

110

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala
190

Gly

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

175

Asp

Leu

Lys
Val
Thr
80

Gln
Ile
Asp
Asn
Leu
160
Asp
Tyr

Ser



Glu
Ser
Trp
Gly
Lys
65 .
Leu
Ala
Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln

Ser

Ser

Thr
225

Val

Leu

Leu

Met

50

Asp

Gln

Thr

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn
210

His

Gln

Arg

His

Ile

Arg

Met

Tyr

Val

115

Ala

Leu

Ser

Leu

195

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Phe

Asn

Axrg

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Val

Ser

Lys

Leu
165

Leu-

Thr

Val

ES 2537100 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Val

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Ala

Ala

Thr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Gly
Ser
25

Pro
Asp
Asp
Glu
Pro
105
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
185

Ile

val

33

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

30

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Leu

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Asp.

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Val

Thr

Gly

Phe

60

Lys

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

Val

val

Lys
220

Glin

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Vai

Trp

Pro

125

Thr

Thx

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Pro

Thr
30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

val

190

His

Cys

Gly
15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr
95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly
Tyr
Val
Phe
Tyr
80 °
Cys
Gly
Phe
Leu
Trp
160
Leu
Ser

Pro

Lys



10

<210> 10
<211> 220
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> cadena ligera <c-Met> Fab 5D5

<400> 10

Asp Ile
1

Asp Arg
Ser Ser

Ala Pro
50

Pro Ser
65

Ile Ser
Tyr Tyx
Lys Arg

Glu Gln
130

Phe Tyr
145

Gln Ser

Gln

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ala

Thr

115

Leu

Pro

Gly

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr

100

Val

Lys

Arg

Asn

Thr Gln
5

Ile Thr
Asn Tyr
Leu Ile

Ser Gly
70

Gln Pro
85

Pro Trp
Ala Ala
Ser Gly
Glu Ala

150

Ser Gln
165

ES 2537100 T3

Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser
Glu
Thr
Pro
Thr
135

Lys

Glu

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser
120

Ala

.Val

Ser

Ser
Ser
25

Trp
Ala
Ser
Phe
Gly
105
val

Ser

Gln

Val

34

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Ala

90

Gln

Phe

Val

Trp

Thr
170

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr
15

Thr
Gly
Ilg
Val
Lys

155

Glu

Ser
Ser
Gln
Arg
Asp
Tyr
Thr
Phe
Cys
?40
Val

Gln

Ala

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thrx

Cys

Val

110

Pro

Leu

Asn

Ser

Val Gly
15

Tyr Thr
Gly Lys
Gly Val

Leu Thr
80

Gln Gln

95

Glu Ile
Ser Asp
Asn Asn
Ala Leu

160

Lys Asp
175



ES 2537100 T3

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185 130

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser
198 200 205 :

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215 220

<210> 11
<211> 582
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena pesada 1 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_KHSS

<400> 11

Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1-

Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Ala
20 25 30

Tyr Tyr Tfp Asn Trp- Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
3s ) 40 45

Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Gly Gly Ser Asn Ser Tyr Ala Pro Ser Leu
50 55 60

Lys Asn Arg Phe Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe
65 : 70 75 80

Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyx Cys
- 85 90 95

Ala Arg Glu Ser Asp Tyr Aia Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 . 105 110

Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140 .

35



Cys
145
Ser
ASer
Ser
Asn
His
225
val
Thr
Glu
Lys
Ser
305
Lys
Ile

Pro

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thx

290

val

Cys

Sex

Pro

val

Ala

Gly

Gly
195
Lys
Cys
Leu
Glu
Lys
275

Lys

Lys

Lys

Cys
355

ES 2537100 T3

Lys Asp Tyr

Leu

Leu

180

Thr

Val

Pro

Phe

val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

340

Arg

Thr
165
Tyr
Gln
Asp
Pro
Pro
245
Thr
Asn
Arg

val

Ser
325

Lys

Asp

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

(310

Asn

Gly

Glu

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

val

Tyx

Glu

295

His

Lys

Gln

Leu

Pro

‘Val

Ser
Ile
200
val
Ala
Pro
val
Val
280
Gln
Gln
Ala

Pro

Thr
360

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

265

Asp

Tyx

Asp

Leu

Arg

345

Lys

36

Pro
Thr
170
val
Asn

Pro

Glu

Asp
250°

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Val

155

Phe

Val

Val

Lys

Leu

© 235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

val

Val

Ala

Val

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyx

Gly

Ile

Val

Ser
365

Ser

val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyrx

350

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Pro

Ser

255

Asp

Asn

val

Glu

Lys

335

Thr

Trp

Asn

160

Gln

Ser

Ser

" Thr

Ser
240
Arg'
Pro
Ala
val
Tyx
320
Thr

Leu

Cys



Leu

Val

370

Asn
385

Sex

Arg

Gly

Val

465

Leu

Leu

Met

Asp

Gln

545

Thr

Leu

<210>12
<211>577
<212> PRT
<213> Artificial

Gly

Asp

Trp

His
Gly
450
Gln
Arg
His
Ile
Arg
530

Met

Tyr

'Val

Lys

Gln

Gly

Gln

Gly

Pro

Ser

Gln

- 420

Asn

435

Gly

Leu

Leu

Trp

Asp

515

Phe

Asn

Arg

Thr

His

Gly

val

Ser

val

500

Pro

Thr

Ser

Ser

val
580

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

Ser

Glu

Cys

485

Arg

Ser

Ile

Leu

Tyr

565

Ser

ES 2537100 T3

Tyr

Asn
390

Phe

Asn

Thr

Gly

Ser

470

Ala

Gln

Asn

Ser

Arg

550

val

Ser

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

Gly

455

Gly

Ala

Ala

Ser

Ala

535

Ala

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

440

Gly

Gly

Ser

Pro

Asp

520

Asp

Glu

Pro

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

505

Thr

Thr

Asp

Leu

37

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

Ser

Leu

Tyr

490

Lys

Arg

Ser

Thr

Asp
570

Ala

Thr
395

Leu

Ser

Ser

Gly

Val

475

Thr

Gly

Phe

Lys

Ala

555

Tyr

val
380

Pro

Thr

Val

Leu

Gly

460

Gln

Phe

Leu

Asn

Asn

540

Val

Trp

Glu

Pro

Val

Met

Ser

445

Gly

Pro

Thr

Glu

Pro

525

Thr

Tyr

Gly

Trp
val
Asp
His
430
Pro
Gly
Gly
Ser
Trp
510
Asn
Ala

Tyr

Gln

Glu
Leu
Lys
415

Glu

Ser
Gly
Tyx
495
Val
Phe
Tyr

Cys

Gly
575

Ser

Asp
400

Ser

Ala

Lys

Glu

Ser

480

Trp

Gly

Lys

Leu

Ala

560

Thr



<220>

ES 2537100 T3

<223> cadena pesada 2 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_KHSS

<400> 12

Asp Val
1

Ser Leu

Tyr Tyr

Met Gly
50

Lys Asn
65

Leu Lys
Ala Rrg
Thr Leu
Leu Ala

130

Cys Leu
145

Ser Gly

Ser Ser

Gln

Sex

Trp

35

Tyr
Arg
Leu
Glu
Thr
115
Pro
val

Ala

Gly

Leu Gln
5

Leu Thr

20

Asn Trp

Ile Ser

Phe Ser

Asn Ser
85

Ser Asp
100

Val Ser
Ser Ser
Lys Asp
Leu Thr

165

Leu Tyr
180

Glu
Cys
Ile
Tyx
Ile
70

Val
Tyr
Ser
Lys
Tyx
150

Ser

Ser

Ser

Ser

Arg

Gly

55

Thr

Thr

Ala

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Gly

val

Gln

40

Cly

Arg

Thr

Tyr

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Pro

Thr

25

Phe

Ser

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser
185

38

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp
90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Leu

Tyr

Gly

Ser

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

val

Ser

Asn

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

Lys

Ile

Lys

45

Ala

Asn

Thr

Gly

Ser

125

Ala

- 140 .

Val
155

Phe

Val

Thr

Pro

Thr

Val

Ala

Val

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gln

110

val

Ala

Ser

Val

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Pro
190

Ser

Gln

Ala

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Thx

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser



Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys-

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Ala

Asn

385

Ser

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

© 275

Thr
290
Val

Cys

Ser

Pro’

Val
370

Gly

Asp

Lys

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gin

Gly

Thr
val
Pro
Phe
Val
260
Phe
Pro
Thr
val
Ala
340
Arg
Gly

Pro

Ser

Gln
Asp
Pro
Pro
245
Thr
Asn

Arg

val

-Ser

Thr'
Lys
Cys
230
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu

310

Asn

325 .

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe
405

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

ES 2537100 T3

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

val

Tyx

Glu

295

His

Lys

Gln

Leu

Pro

375

Asn

Leu

Ile
200

Val'

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Val

Cys
Glu
Pro
Lys
Val
265
Asp
Tyx
Asp
Leu
Axg
345
Lys
Asp

Lys

Ser

39

Asn
Pro
Glu
Asp
250
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
330
Glu
Asn
Ile

Thr

Lys
410

Val

Lys

Leu
235

Thr

Val

val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Asn

Ser
220

Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
300
Asn
Pro
Gln
Val
val
380

Pro

Thr

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

vVal

Lys
Asp
Gly
Ile
Glu
270
His
Arg
Lys
Glu
Cys
350
Leu
Trp

val

Asp

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

val

Glu

Lys

335

Thr

Ser

Glu

Leu

Lys
415

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser



10

Axg

Leu

Gly

Ile
465

‘Arg

<210>13
<211> 214

Ser

Ezo

Ser

Ser

545

Tyr

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Trp

His

Gly

450

Gln

val

Gln

Lys

Arg

530

Ser

Ala

Gln
Asn
435
Gly
Met
Thr
Lys
Leu
515
Phe

Leu

Tyr

Gln
420
His
Gly
Thr
Ile
Asn
500

Leu

Ser

Gln

Pro

Gly

Tyr

Ser

Gln

Thr

485

Tyr

Ile

Gly

Pro

Trp
565

Asn

Thr

Gly

Ser

470

Cys

Leu

Tyr

Ser

Glu

550

Thr

ES 2537100 T3

vVal

Gln

Gly

Phe

Lys.

440

Gly

455 .

Pro'

Lyé
Ala
Trp
Gly
535

Asp

Phe

Ser

Ser

Trp

Ala

520

Ser

Phe

Gly

<223> cadena ligera <ErbB3-c-Met> Her3/Met_KHSS

<400> 13

Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly

1

S

Ser
425

Ser

Gly

Ser

Ser

Tyr

505

Ser

Gly

Ala

Gln

40

Cys Ser

Leu Ser

Ser Gly

Leu Ser
475

Gln Ser
490

Gln Gln

Thr Arg.

Thr Asp

Thr Tyr
555

Gly Thr
570

10

Val

Leu

Gly

460

Ala

Leu

Lys

Glu

Phe
540

Tyzr

Lys

Met

Ser
445
Gly
Ser
Leu
Pro
Ser
525
Thx

Cys

val

Ris

430

Pro

Gly

Val

Tyr

Gly

510

Gly

Leu

Gln

Glu

Glu

Gly

Ser

Gly

Thr

495

Lys

val

Thrx

Gln

Ile
575

Ala

Lys

Asp

Asp

480

Ser

Ala

Pro

Ile

Tyr

560

Lys

15



Asp
Leu
Tyr
Ser
65

Glu
Thxy
Pro
Thr
Lys
145
Glu
Serx
Ala

Phe

<210> 14

Arg

Asn

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala
130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

val

Trp
35

Thr

Ser

Ile

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Ile

Gln

Arg

Thr

Thx

85

Gly

Ile

val

Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

Ser

Arg-

Leu
Asp
70

Tyr
Thr
Phe
Cys
Vval
150
Gln
Ser

His

Cys

ES 2537100 T3

Cys

Lys

His

55

Tyr

Phe

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Arg Ala
25

Pro Asp
40

Ser Gly
Ser Leu
Cys qu
Leu Glu

105

Pro Ser
120

Leu Asn
Asn Ala
Ser Lys
Ala Asp

185

Gly Leu
200

41

Arg

Gly

Val

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Asp

Val

Ser

60

Ser

Asn

Lys Arg

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser
30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Glin
B8O

Pro Trp
95

Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala

Ser Gln

160

Leu Ser
175

Val Tyr

Lys Ser



10

<211> 582
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ES 2537100 T3

<223> cadena pesada 1 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_SSKH

<400> 14

Asp

1

Ser

Tyr

Met

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Cys

145

Ser

Serx

Ser

Val

Tyr

Gly
S0

_Asn

Lys

Arg

Leu

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Gln
Ser
Trp
35
Tyx
Arg
Leu
Glu
Thr
115
Pro
Val
Ala

Gly

Gly
195

Leu

Leu

20

Asn

Ile

Phe

Asn

Ser

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Gln

Thr

Txp

Ser

Ser

Ser

85

Asp

Ser

Ser

Asp
150

Thr
165

Tyr

Gln

Glu

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Tyr

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

Sex

Serxr

Arg

Gly

S5

Thr

Thr

Ala-

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Gly Pro

Val Thr
25

Gln Phe
40

Gly Ser

Arg Asp

Thr Glu

Gly

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

90

Tyr Phe
105

Ser Thr
120

Thr Ser

Prxo Glu

val His

Ser Ser
185

Ile Cys
200

42

Asp
Lys
Gly
Pro
Thr
170

Val

Asn

Leu

Tyx

Gly

Ser

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

Val
155

Phe

Val

Val

Val

Ser

Asn

Tyx

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Lys

Ile

Lys

45

Ala

Asn

Thr

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

val

His
205

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gln

110

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Gln

Ala

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

le0

Gln

Ser

Ser



Asn
His
225
Val
Thx
Glu
Lys
Ser
308
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
385
Ser

Arg

Thr
210

Thr
Phe
Pro
Val
Thr
290
val
Cys
Ser
Pro
Val
370
Gly

Asp

Trp

Lys'

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gin

Gly

Gln

vVal

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

val

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
420

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

325

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe
405

Gly

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

ES 2537100 T3

Lys
215
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
295
His
Lys
Gln

Leu

Pro
375

Asn

Leu

val

val

Ala

Pro

val

Val

Glu

Pro

Lys

val

265

Asp

280 .

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

fyr

Phe

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

1425

Pro
Glu
Asp
250
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
330
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
410

Cys

43

Lys

Leu

238

Thr

Val

val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser
220

Leu

Ser
Glu
Thy
300
Asn
Pro
Gln
val
Val
380
Pro

Thr

val

Cyé

Gly

Met

His

val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

val

Met

Asp

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His
430

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Trp

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

320

Thr .

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala



ES 2537100 T3

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu
450 455 . 460

Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly Ser
465 470 475 480

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp
485 490 495

Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Cys Leu Glu Trp Val Gly
500 ‘ 505 510

Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe Lys
515 520 ' 525

Asp Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn. Thr Ala Tyr Leu
530 : 535 540

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
545 550 555 560

Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
565 570 ' 575

Leu Val Thr Val Ser Ser
580
<210> 15
<211>577
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena pesada 2 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_SSKH

<400> 15

Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 S . 10 15

Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Ala
20 25 30

44



Tyr

Met

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Cys

145

Ser

Serx

Ser

Asn

His

225

Val

Tyxr

Gly

Asn

Arg

Leu

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Trp
Tyx
Arg
Leu
Glu
Thr
115
Pro
Val
Ala
Gly
Gly
195
Lys
Cys

Leu

Asn

Ile

Phe
Asn
Serx
100
Val
Ser
Lys
Leu
Leu
180
Thr
val

Pro

Phe

Trp
Ser
Ser
Ser
85

Asp
Ser
Ser
Asp
Thr
165
Tyr
Gln
Asp

Pro

Pro
245

Ile

Tyr

Ile

70

val

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Sex

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

ES 2537100 T3

Arg
Gly
55

Thr
Thr
Ala
Ala
Ser
135
Phe
Gly
Leu
Tyr
Lys
215

Pro

Lys

Gln
40

Gly

Arg

Thr

Tyr

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Ile

200

Val

Ala

P;:o

Phe

Ser

Asp

Glu

Phe

105

Thx

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

45

Pro

Asn

Thr

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

Asp
250

Gly

Ser

Ser

75

Thr

Val

155

Phe

Val

val

Lys

Leu

235

Thr

Asn

Tyr
60

Lys

Bla

: T;p

Pro
Thr
140
Thr
Pro
Thr
Asn
Ser
220

Leu

Leu

Lys
45

Ala

Asn

Thr

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

Val

His

205

Cys

Met

Leu

Pro

Gln

Tyxr

Gln

110

val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

Ser

Phe

Tyxr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

. 255

Trp

Leu

Phe
80

Cys
Thr
Pro
Gly
Asn
160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser
240.

Arg



Thr

Glu

Lys

Serx

305

Lys

Ile

Pro

Ala

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Gly

Ile
465

Pro

val

Thr

290

val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Txp

His

Gly
450

Gln

Val

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

435

Gly

Met

Thr

Val
260

Phe
Pro
Thr
val
Ala
340
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln
420
His
Gly

Thr

Ile

Thr
Asn
Arg
Val
Ser
325
Lys
Asp
Phe
Glu
Phe
405
Gly
Tyr
Ser

Gln

Thr

ES 2537100 T3

Cys
Trp
Glu
Leu
310
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
390
Phe
Asn
Thr
Gly
Sex

470

Cys

val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Leu

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

Gly

455

Pro

Lys

Val

val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyx

vVal

Phe

Lys

440

Gly

Ser

Ser

vVal

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg.

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Gly

Ser

Ser

46

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

Ser

Leu

Gln

val

val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser’

Ser

Gly

Ser

475

Ser

Ser

Glu

Thr

300

Pro

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

val

Gly
460

Ala

Leu

His

val

285

Tyx

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser

445

Gly

Ser

Leu

Glu
2170

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

val

Asp

His

430

Pro

Gly

Val

Tyr

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Ser

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Ser

Gly

Thr

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Asp

Asp

480

Ser



10

Ser Gln
Pro Lys

Ser Arg
530

Ser Ser
545

Tyr Ala

Arg

<210> 16
<211> 214
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Lys Asn
500

Leu Leu

515

Phe Ser

Leu Gln

Tyr Pro

ES 2537100 T3

485

Tyr Leu Ala

vIle Tyr Trxp

Gly Ser Gly
535

Pro Glu Asp
550

Trp Thr Phe
565

Txp

Ala

520

Ser

Phe

Gly

<223> cadena ligera <ErbB3-c-Met> Her3/Met_SSKH

<400> 16

Asp Ile Gln Met Thr ‘Gln Thr

1

5

Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys

20

Leu Asn Trp Tyr Gln Arg Lys

35

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu Kis

50

55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr

65

70

Thx

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Tyr
‘505
Ser
Gly

Ala

Cys

Ser
Ala
25

Asp

Gly

Leu

47

490

Gln

Thr

Thr

Thr

Gly
570

Ser

10

Arg

Gly

val

Thr

Gln

Arg

Asp

Tyr

555

Thr

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile
75

Lys

Glu

Phe

540

Tyxr

Lys

Ser

Asp

Val

Ser

60

Ser

Pro

Ser

525

Thr

Cys

val

Ala

Ile

Lys

45

Axrg

Asn

495

Gly Lys
510

Gly val

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
575

Ser Leu
15

Ser Asn
30
Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu

Ala

Pro

Ile

Tyr

560

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln
80



10

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Phe

<210> 17
<211> 582
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

L Cys

Asn
210

Ile
Gly
val
11%
Ser
Gln
val
Leu
Glu
195

Arg

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2537100 T3

Tyr
Thr
Phe
Cys
val
150
Gln
Ser

His

Cys

Phe

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Gln Gln
90

Glu Ile-
105

Ser Asp
Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

170

Asp Tyr
185

Leu Ser

<223> cadena pesada 1 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_SSKHSS

<400> 17

Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
’ 15

1

Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Ala
30

Tyr Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35

5

20

40

10

25

48

Glu

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

45

Phe

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

180

Thr

Pro
95

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



ES 2537100 T3

Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Gly Gly Ser Asn Ser Tyr Ala Pro Ser Leu
50 55 : 60

Lys Asn Arg Phe Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe
65 70 75 80

Leu Lys'Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Ser Asp Tyr Ala Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
- 115 - 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 - 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 -190

Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 © 205

"Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
210 215 220

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 2170

49



Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

388

Ser

Axg

Leu

Gly

Val

465

Leu

Leu

Val

Thr
290
Val
Cys
Ser
Pro
Val
370
Gly
Asp
Trp
His
Gly
450
Gln

Arg

His

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Cys

355

Lys

Gln

Gly

Gln’

Asn

Phe\
Pro
Thr
Val
Ala

340

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln:

420

His.

435

Gly

Leu

Leu

Trp

Gly

Val

Ser

Val

Asn

Axg

Val

Ser

325

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

Ser

Glu

Cys

485

Arg

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu
Tyr
Asn
390
Phe
Asn
Thr
Gly
Ser
470

Ala

Gln

ES 2537100 T3

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Leu

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

Gly

455

Gly

Ala

Ala

Val
280

Gln
Gln
Ala
Proé
Thr
360
Ser
Tyr
Tyr
Phe
Lys
440
Gly
Gly

Ser

Pro

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

50

Gly
Asn
Trp
Pro
330
Glu
Asn
Ile
Thy
Lys
410
Cys
Leu
Ser
Leu
Tyr

490

Lys

Val
Ser
Leu
315
Als
Pro
Gln
Ala
Thr
395
Leu
Ser
Ser

Gly

val

475

Thr

Cys

Glu

Thr

300

Aén

Pro

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Gly.
460

Gln

Phe

val
285

Tyr
Gly
Ile
Val
Ser
365
Glu
Pro
Val

Met

Ser
445

Gly.

Pro

Thr

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyx

350

Trp

vVal

Asp

His

430

Pro

Gly

Gly

Ser

Trp

Asn
Val
Glu
Lys
335
Thr
Trp
Glu

Leu

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Lys

415

Glu

Gly

Ser

Gly

Tyr

495

val

Ser

Ala

Lys

Glu

Ser

480

Trp

Gly



10

500

Met Ile Asp Pro
515

Asp Arg Phe Thr
530

Ser Asn

Ile Ser

ES 2537100 T3

Serx

Ala
535

Gln Met Asn Ser ‘Leu Arg Ala

545

-Thr Tyr Arg Ser

Leu Val Thr val
580

<210> 18
<211>577
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

550

Tyr Val
565

Ser Ser

Thr

505

510

Asp Thr Arg Phe Asn Pxo Asn Phe Lys

520

Asp Thr Ser Lys

525

Asn Thr Ala Tyr Leu
540

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

555

560

Pro Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
515

<223> cadena pesada 2 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_SSKHSS

<400> 18

Asp Val Gln Leu
1

Ser Leu Ser Leu
20

Tyr Tyr Trp Asn
35

Met Gly Tyr Ile
50

Lys Asn Arg Phe
65

Leu Lys Leu Asn

Gln Glu

Thr Cys

Trp Ile

Ser

Ser

Arg

Gly

Val

Gln
40

Ser Tyr Gly Gly

Ser lle
70

Ser Val
BS

55

Thr

Thr

Arg

Thr

Pro

Thr

25

Phe

Ser

Asp

Glu

51

570

Gly Leu
10

Gly Tyr

Pro Gly

Asn Ser

Thr Ser

75

Asp Thr
90

Val Lys

Ser Ile

45

Tyr ARla
60

Ala Thr

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Ser Gln
15

Ser Ala

Glu Trp

Ser Leu

Phe Phe
80

Tyr Cys
85



Ala
Thr
Leu
Cys
145
Ser
Ser
Ser
Asn
His
225
Val
Thr
Glu
Lys
Ser

305

Lys

Arg
Leu
Ala
130
Leu
Gly
Ser
Leu
Thr
210
Thr
Phe
Pro
val
Thr
290

Val

Cys

Glu

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Ser
100

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

val

Asp
Ser
Ser
Asp
Thr
165
Tyr
Gln
Asp
Pro
Pro
245
Thr
Asn
Arg

Val

Ser

ES 2537100 T3

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Ala

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Tyr

Ser
120

Thr

Pro

val

Ser

Ile

200

vVal

Ala

Pro

val

val

280

Gln

Gln

Ala

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

52

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

Val

Val

Lys

Leu

- 235

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Serx

220

Leu

Leu

Serx

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

Val

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyx

Gly

Ile

Gln
110

Val
Ala
Ser
Val
Pro
190
Lys
Asp
Gly
Ile
Glu
270
His
Arg
i.ys

Glu

Gly
Phe
Leu
Trcp
Léu
175

Ser

Pro

Pro
Ser
255
Asp
Asn
Val

Glu

Lys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Serx

240

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

320

Thr



ES 2537100 T3

325 ’ 330 335

Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Cys Thr Leu
340 345 350 .

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Ser Cys
355 360 365

Ala Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 - 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 . 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 : 440 445

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Aép
450 455 460

Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp
465 - 470 475 480

Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Ser
’ 485 . 490 . 495

Ser Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
500 505 510

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro
' 515 © 520 525 '

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
530 535 540

Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
545 550 555 560

53
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ES 2537100 T3

Tyr Ala Tyr Pro Tzp Thr Phe Gly Cys Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
570

<210>19
<211> 214
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

565

<223> cadena ligera <ErbB3-c-Met> Her3/Met_SSKHSS

<400> 19

Asp Ile
1.

Asp Arg
Leu Asn

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp
Thr Phe
Pro Ser
Thr Ala

130

Lys Val

Gln
val
Trp
35

Thr
Ser
Ile
Gly
val
115

Ser

Gln

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr
5
Ile
Gln
Arg
Thr
Thr
85
Gly
Ile

Val

Lys

Gln

Ser

Arg

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Val

Thr
Cys
Lys
His
55

Tyr
Phe
Lys
Pro
Leu

135

Asp

Thr
Arg
Pro
40

Ser
Ser
Cys
Leu
Pro
120

Leu

Asn

Ser

Ala

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Asn

Ala

54

Ser
10

Arg

Gly
val
Thr
Gln
a0

Ile
Asp

Asn

Leu

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

Asp

Val

Ser

60

Ser

Asn

Axrg

Gln

Tyr

140

Ser

Ala

Ile

Lys

Arg

Asn

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

110

Lys

Arg

Asn

575

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

‘Ser

Glu

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln

B0

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln



ES 2537100 T3

145 150 155 1¢é0

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys.Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
: 180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 » 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210
<210> 20
<211>572
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena pesada 1 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_1C

<400> 20

Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
| 5 10 ' 15

Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Ala
20 . 25 30

Tyr Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Gly Gly Ser Asn Ser Tyr Ala Pro Ser Leu
. S0 : 55 .60

Lys Asn Arg Phe Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe
65 70 75 , 80

Leu Lys Leu Asn Ser Val Thrx Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyx Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Ser Asp Tyr Ala Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

55



ES 2537100 T3

Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125 :

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Sexr Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140 -

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175

“Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
: 180 185 190

Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
210 215 220

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 ' 230 235 240

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
245 250 ) 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 : 270

Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val‘Glu val His Asn Ala
275 - 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300 -

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
325 330 335

Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu

56



Pro

Asn
385
Ser
Arg
Leu
Gly
val
465
Thr
Gly
Phe
Lys
Ala
545

Tyr

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

Gly

450

Gln

Phe

Leu

Asn

Asn

530

val

Trp

Cys
355
Lys
Gln
Gly
Gln
Asn
435
Gly
Pro
Thr
Glu
Pro
515
Thr

Tyr

Gly

340

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

420

His

Gly

Gly

Ser

Trp

500

Asn

Ala

Tyr

Gln

Asp
Phe
Glu
Phe
405
Gly
Tyr
Ser
Gly
Tyxr
485
Val
Phe
Tyr

Cys

Gly
565

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Glu

Ser

470

Gly

Lys

Leu

Ala

550

Thr

ES 2537100 T3

Leu

Pro

375

Asn

Leu

val

Gln

val

455

Leu

Leu

Met

Asp

Gln
535

Thr

Leu

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

440

Gln

Arg

His

Ile

Arg

520

Met

Tyx

val

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Leu

Leu

Trp-

Asp

505

Phe

Asn

Arg

Thr

57

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

Val

Ser

val

490

Pro

Thr

Ser

Ser

val

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Glu

Cys

475

Arg

Ser

Ile

Leu

Tyr

555

Ser

570

Val

vVal

380

Pro

Thr

Val

Leu

Ser

460

Ala

.Gln

Asn

Ser

Arg

540

Val

Ser '

Ser
365

Glu

Pro

val

Met

Ser

445

Gly

Ala

Ala

Ser

Ala

525

Ala

Thr

350

Trp
Val
Asp
His
430
Pro
Gly
Ser
Pro
Asp
510
Asp

Glu

Pro

Trp

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Gly

Gly

Gly

495

Thr

Thr

Asp

Leu

Cys
Ser
Asp
400
Ser
Ala
Lys
Leu
Tyr
480
Lys
Arg
Ser

Thr

Asp
560
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<210> 21

<211> 567
<212> PRT
<213> Artifi

<220>

<223> cadena pesada 2 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_1C

<400> 21

cial

Asp Val Gln

1

Ser

Tyr

Met

Lys

68

Ala

Thr

Leu

Cys

‘145

Ser

Ser

Leu

Tyr

Gly

50

Asn

Lys

Arg

Leu

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Ser

35

Tyr

Arg

Leu

Glu

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Leu

20

Asn

Ile

Phe

Asn

Ser
100

‘Val

Ser

Lys

Leu

Leg

Gln

5

Thr

Trp

Ser

Ser

Ser
85

Asp

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Glu
Cys
Ile
Tyr
Ile
70

Val
Tyx
Ser
Lys
Tyr
150

Ser

Ser

ES 2537100 T3

Ser

Ser

Arg

Gly

55

Thr

Thr

Ala

Ala

Sef

135

Phe

Gly

Leu

Gly
Val

Gln

40

Gly

Arg

Thr

Tyr

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Pro

Thr

- 25

Phe

Serx

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Clu

His

Ser

58

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

g0

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr
170

Val

Leu

Tyr

Ser

Ser

75

Thr

Tyx

Gly

Val
155

Phe

Val

vVal

Ser

Asn

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

‘Thr

Lys

Ile

Lys

45

Asn

Thr

Gly

Ser
125

‘Ala

Val

Ala

Val

Pro
Thr
30

Leu
Pro
Gln
Tyr
Gln
110
Val
Ala

Ser

val

Ser
15

Ser
Glu
Ser
Phe
Tyr
95

Gly
Phe
Leu
Trp
Leu

175

Ser

Gln

Ala

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Thr

Pro A

Gly

Asn

160

Gln

Ser



Ser
Asn
His
225
Val
Thr
Glu
Lys
Ser
305
Lys
Ile
Pro
Ala
Asn

385

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Asp

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys
275

‘Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

180

Thr

Val

Pro

Phe

val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

Gln
Asp
Pro
Pro
245
‘I‘hf
Asn
Arg
vVal
Ser

325

Lys

340

Arg
Gly
Pro

Ser

Asp

Phe

Glu

Phe
405

Thr
Lys
Cys
230
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
310
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn

390

Phe

ES 2537100 T3

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Leu

Pxo

375

Asn

Leu

Ile

200

Val

Ala

Pro

Val

Val
280

Gln.

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Val

185

Cys
Glu
Pro
Lys
vVal
265
Asp
Tyxr
Asp
Leu
Arg
345
Lys
Asp

Lys

Ser

59

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys
410

Val

Lys

Leu

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr
395

Leu

Asn

Ser

220

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

Val

Val

380 .

Pro

Thr

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val
285

Tyx

Gly

Ile

val

Ser

365

Glu

Pro

val

190

Lys

Asp

Gly

ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Cys

350

Leu

Trp

Val

Asp

Thr

Ser

Glu

Lys
415

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

‘Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser



ES 2537100 T3

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
: 420 . 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leéu Ser Leu Ser Pro Gly Lys'
435 440 445 ' '

Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
' 450 455 460

Ser BRla Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ser Gln
465 470 475 . 480

" Ser Leu Leu Tyr Thr Ser Ser Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln
485 490 495

Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr
500 ) 505 510

Arg Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
515 ) 520 525

Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr
530 535 540

Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly
545 550 555 ) 560

Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
565
<210> 22
<211> 214
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena ligera <ErbB3-c-Met> Her3/Met_1C

<400> 22

Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Aép Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Arg Gln Asp Ile Ser Asn Tyr

60



Leu
Tyr
Ser
65

Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
145
Glu
Ser

Ala

Phe

<210> 23
<211> 597
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Asn

Tyx

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Trp

Thr'

Se;
Ile
Gly
Val
115
Ser
Gln
Val
Leu
Glu

195

Arg

20 -

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Gln

Arg

Thr

Thr
85

'Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2537100 T3

Arg

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser'

His

Cys

Lys

His

55

Tyr

Phe

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro
40

Ser

Ser

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

<223> cadena pesada 1 <ErbB3-c-Met> Her3/Met_6C

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

61

Gly
Val
Thr
Gln'
90

Ile
Asp
Asn
Leu
Asp

170

Ser

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Val

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys
45

Asn

Thr

Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr

His

Val
205

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Leu

Serx

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Vai

Lys

Ile

Gly

Gln

80

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



<400> 23

Asp

Ser

Tyr

Met

Val

Leu

Tyr

Gly

- 50

Lys
65
Leu

Ala

Thr

Cys
145
Ser
Ser

Ser

Asn

Asn

Lys

Arg

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Lgu

Gln
Ser
Trp
35

Tyr
Arg
Leu
Glu
Thr
115
Pro
Val

Ala

Gly

. 195

Thr

Lys

Leu

Leu

20

Asn

Ile

Phe

Asn

Ser

100

Val

Ser

Lys

Leu

.Leu

180

Thr

val

Gln

Thx'

Trp

Ser

Sex’

Ser
85

Asp
Ser
Ser
Asp
Thr
165
Tyxr

Gln

Asp

ES 2537100 T3

Glu

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Ser

Ser

Arg

Gly

55

Thr

Thr

Ala

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

val

Gln

40

Gly

Arg

Thr

Tyr

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Ile

200

Val

Pro

Thr
25

Phe
Ser
Asp
Glu
Phe
105
Thr
Ser
Glu
His
Ser
185

Cys

Glu

62

Gly
10

Gly
Pro
Asn
Thr
Asp
S0

Asp
Lys
Gly
Pro
Thr
170
Val
Asn

Pro

Leu
Tyx
Gly
Ser
Ser
75

Thr
Tyr
Gly
Gly
Val
155
Phe
Val

Val

Lys

vVal

Ser

Asn

Tyr

€0

Lys

Ala.

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

‘Ser

Lys

Ile

Lys

45

Ala

Asn

Thr

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

Val

His

205

Cys

Pro
Thx
30

Leu
Pro
Gln
Tyr
Gln
110
vVal
Ala
Ser
Val
Pro
190

Lys

Asp

Ser
15

Ser
Glu
Sér
Phe
Tyx
95

Cly
Phe
Leu
Trp
Leu
175
Ser

Pro

Lys

GXkn
Ala
Trp
Leu
Phe
80

Cys
Thr
Pro
Gly
Asn
160
Gln
Ser

Ser

Thr



His
225

Val

Thr

Glu'

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Leu

210

Thr
Phe
Pro
Val
Thr
290
val
Cys
Ser
Pro
val
370
Gly
Asp
Trp

His

Cys

Glu
Lys
275
Lys
Leu
Lys
Lys
Cys
355
Lys
Gln
Gly

Gln

Asn
435

Pro

Phe
Val
260
Phe
Pro
Thr
val
Ala
340
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

420

His

Pro

Pro
245

Thr

Asn

Arg

val

Ser

325

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

Cys

230

Pro

Cys

Trxp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

ES 2537100 T3

215

Pro

Lys

val

Tyx

Glu

295

His

Lys

Gln

Leu

Pro

375

Asn

Leu

val

Gln

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln
Gln
Ala
P;o
Thr
360
Ser
Tyx
Tyr

Phe

Lys
440

Pro
Lys
val
265
Asp
Tyr
Bsp
Leu
Arg
345
Lys
Asp
Lys
Sex
Ser

425

Ser

63

Glu

Asp
250
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
330
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
410

Cys

Leu

Leu
235

Thr

val

Vai

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thrx

300

Asn

Pro

Gln

val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

365

Glu

Preo

Val

Met

Ser
445

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyx

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Pro

Pro

Ser
255
Asp
Asn
val
Glu
Lys
335
Thr
Trp
Glu
Leu
Lys
418

Glu

Gly

Ser
240

Axg

Pro

Val
Tyr
320
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
400
Ser

Ala

Lys



10

Gly

Gly
465

Gln

Arg

His

Ile

Arg
545"

Met

Tyr

Val

<210> 24
<211> 592
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Gly
450

Gly

Leu

Trp

Asp

530

Phe

Asn

Arg

Thr

Gly

vVal

Ser

val

515

Pro

Thr

Ser

Ser

Val
595

Gly

Ser

Glu

Cys

500

Arg

Ser

Ile

Leu

Tyr

580

Ser

Ser
Gly
Ser
485
Ala
Gln
Asn
Ser
Arg
565
Val

Ser

ES 2537100 T3

Gly

Gly

470

Gly

Ala

Ala

Ser
Ala
550

Ala

Thr

Gly

455

Gly

Gly

Ser

Pro

Asp
535

Asp

Glu

Pro

Gly

Gly

Gly

Gly
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Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly Asn Thr Phe Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
. 100. 105 : 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Glm Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro -Arg Glu Ala
130 : 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 . 155 160
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Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Txp Tyr Val Asp
145 150 155 160
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180 185 190
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195 200 205
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210 - 215 - 220 : :
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1 S 10 15
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
20 25 30
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
35 : 40 45
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
50 55 : 60
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
65 70 75 80
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
85 90 ‘ 95
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105
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<212> PRT
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<400> 29
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1 5 i0 18
Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr
20 . 25 30
Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro Val Lys
35 N 40 45
Ala Gly Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr
50 55 60 ’
Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Sexr His
65 ' 70 75 80
Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys
' 85 95

Thr Val Ala Prg Thr Glu Cys Ser
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90
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REIVINDICACIONES
1. Anticuerpo biespecifico trivalente, que comprende

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a un primer antigeno y que consiste de dos
cadenas pesadas de anticuerpo y dos cadenas ligeras de anticuerpo,

b) un polipéptido que consiste de:

ba) un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo, o

bb) un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo y un dominio constante 1 (CH1) de anticuerpo, en el
que dicho polipéptido se encuentra fusionado con el extremo N-terminal del dominio VH mediante un conector
peptidico al extremo C-terminal de una de las dos cadenas pesadas de dicho anticuerpo de longitud completa,

¢) un polipéptido que consiste de:

ca) un dominio variable de cadena ligera (VL), o

cb) un dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo y un dominio constante de cadena ligera (CL) de
anticuerpo, en el que dicho polipéptido se encuentra fusionado con el extremo N-terminal del dominio VL mediante
un conector peptidico al extremo C-terminal de la otra de las dos cadenas pesadas de dicho anticuerpo de longitud
completa,

y en el que el dominio variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) del polipéptido de b) y el dominio variable de
cadena ligera de anticuerpo (VL) del polipéptido de c) forman conjuntamente un sitio de unién de antigeno que se
une especificamente al segundo antigeno.

2. Anticuerpo biespecifico trivalente segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el dominio CH3 de una
cadena pesada y el dominio CH3 de la otra cada pesada se retnen, cada uno, en una interfaz que comprende una
interfaz original entre los dominios CH3 de anticuerpo, en el que dicha interfaz se altera para estimular la formacién
del anticuerpo biespecifico trivalente, en el que la alteracién se caracteriza por que:

i) se altera el dominio CH3 de una cadena pesada de manera que, dentro de la interfaz original, el dominio CH3 de
una cadena pesada que se relne con la interfaz original del dominio CH3 de la otra cadena pesada en el anticuerpo
biespecifico trivalente, se sustituye un residuo aminoacido por un residuo aminoacido que presenta un volumen de
cadena lateral mayor, generando de esta manera una protuberancia dentro de la interfaz del dominio CH3 de una
cadena pesada que es posicionable en una cavidad dentro de la interfaz del dominio CH3 de la otra cadena pesada,

y

i) el dominio CH3 de la otra cadena pesada ha sido alterado,

de manera que dentro de la interfaz original del segundo dominio CH3 que se relne con la interfaz original del
primer dominio CH3 dentro del anticuerpo biespecifico trivalente,

se sustituye un residuo aminoacido por un residuo aminoacido de volumen de cadena lateral mas pequefio,
generando de esta manera una cavidad en el interior de la interfaz del segundo dominio CH3, en el interior de la cual
puede situarse una protuberancia dentro de la interfaz del primer dominio CH3.

3. Anticuerpo biespecifico trivalente segun la reivindicacién 2, caracterizado por que:

i) dicho residuo aminoacido que presenta un volumen mas grande de cadena lateral se selecciona de entre el grupo
que consiste de arginina (R), fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W), y

i) dicho residuo aminoacido que presenta un volumen mas pequefio de cadena lateral se selecciona de entre el
grupo que consiste de alanina (A), serina (S), treonina (T) y valina (V).

4. Anticuerpo biespecifico trivalente segun la reivindicacién 2 o 3, caracterizado por que:

ambos dominios CH3 se han alterado adicionalmente mediante la introduccién de cisteina (C) como aminoacido en
las posiciones correspondientes de cada dominio CH3, de manera que puede formarse un puente disulfuro entre
ambos dominios CH3.

5. Anticuerpo biespecifico trivalente segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, caracterizado por que: el
dominio CH3 en i) comprende una mutaciéon T366W, y el dominio CH3 en ii) comprende las mutaciones T366S,
L368A e Y407V.

6. Anticuerpo biespecifico trivalente segun la reivindicacion 4, caracterizado por que el dominio CH3 en i)
comprende las mutaciones Y349C y T366W, y
el dominio CH3 en ii) comprende las mutaciones S354C, T366S, L368A e Y407V.

7. Anticuerpo biespecifico trivalente segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que el
dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo del polipéptido de b) y el dominio variable de cadena ligera
(VL) de anticuerpo del polipéptido de c) se unen y estabilizan mediante un puente disulfuro entre cadenas mediante
la introduccién de un enlace disulfuro entre las posiciones siguientes:

i) posicion 44 del dominio variable de cadena pesada a posicién 100 del dominio variable de cadena ligera,

i) posicion 105 del dominio variable de cadena pesada a la posicion 43 del dominio variable de cadena ligera, o
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iii) entre la posicion 101 del dominio variable de cadena pesada y la posicion 100 del dominio variable de cadena
ligera.

8. Anticuerpo biespecifico trivalente segun la reivindicacion 7, caracterizado por que el dominio variable de
cadena pesada (VH) de anticuerpo del polipéptido de b) y el dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo
del polipéptido de c) se unen y estabilizan mediante un puente disulfuro entre cadenas mediante la introduccion de
un enlace disulfuro entre las posiciones siguientes:

i) la posicién 44 del dominio variable de cadena pesada y la posicion 100 del dominio variable de cadena ligera.

9. Anticuerpo biespecifico trivalente segun la reivindicacién 6, caracterizado por que los conectores peptidicos
de b) y ¢) son péptidos idénticos que presentan una longitud comprendida entre 25 y 50 aminoacidos.

10. Composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo biespecifico trivalente segun las reivindicaciones
la09.
11. Acido nucleico codificante de un anticuerpo biespecifico trivalente segin las reivindicaciones 1 a 9.
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Figura 2b
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