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Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccién del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12. A
‘ o

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por e
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.
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Rebecca, HOFFMANN, Eike; KLEIN, Christian y UMANA, Pablo, opinién escrita de la autoridad de
busqueda Internacional y Listado de Secuencias.
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Resumen.-

La presente invencion esta relacionada con anticuerpos biespecificos frente a EGFR y frente a IGF-1R, métodos para su produccion,

composiciones farmacéuticas que contienen dichos anticuerpos, y usos de los mismos.
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Anticle 18 and Rules 43 and 44)

Applicant’'s or agent's file reference FOR FURTHER see Form PCT/S,

25393 WO-WJ ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International appiication No. Intemational filing date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/EP2009/006782 21/09/2009 26/09/2008
Applicant

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

This international search report has been prepared by this intemational Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the Intemational Bureau.

This intemational search report consists of a total of 6 sheets.
Itis also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the intemational search was carried out on the basis of:
‘ the international application in the language in which it was filed

D a transiation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of intemational search (Rules 12.3(a) and 23.1(b})

b. D This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)).

c. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application, see Box No. I.
2. D " Certain claims were found unsearchable (See Box No. I1)
3. [] unity of invention is lacking (see Box No Ill)

4. With regard to the title,

the text is approved as submitted by the applicant
[[] the text has been established by this Authority to read as follows:

5. With regard to the abstract,
[[] thetextis approved as submitted by the applicant

the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. _22
as suggested by the applicant
[:I as selected by this Authority, because the applicant falled to suggest a figure
L__l as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention
b. [ ]  noneof the figures is to be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (April 2007)
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International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2009/006782

Box No. | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application and necessary to the claimed
invention, the international search was carried out on the basis of:

a. type of material

a sequence listing

D table(s) related to the sequence listing

b. format of material

on paper
in electronic form

c. time of filing/furishing
contalned in the intermational application as filed
filed together with the international application in electronic form
I:I furnished subsequently to this Authority for the purpose of search
2. D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto has been filed

or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (April 2005)
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Internationat application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2009/006782

Box No. IV Text of the abstract (Continuation of item 5 of the first sheet)

Bispecific antibodies against EGFR and against IGF-1R, methods for their
production, pharmaceutical compositions containing said antibodies, and uses
thereof.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (3)) (April 2005)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intemational application No

PCT/EP2009/006782

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
INV. CO07K16/28 - C07K16/46

According to intemational Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Co7K

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the intemnational search (name of data base and, where pradtical, search terms used)

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data, Sequence Search

C. DOCUMENTS CONS!DERED TO BE RELEVANT

X LU D ET AL: "Simultaneous blockade of 1-12
both the epidermal growth factor receptor
and the insulin-like growth factor
receptor signaling pathways in cancer
cells with a fully human recombinant
bispecific antibody"

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN
SOCIETY OF BIOLOCHEMICAL BIOLOGISTS,

Category*® | Chation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relavant to claim No.

BIRMINGHAM, ; US,
vol. 279, no. 4,

2856-2865, XP002316541
ISSN: 0021-9258

cited in the application
the whole document

23 January 2004 (2004-01-23), pages

m Further documents are listed in the continuation of Box C.

E See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

‘E" earlier document but published on or after the internationat
filing date

‘L* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

*O° document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

*P* document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

*T" later document published after the intemational filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

*X* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
invotve an inventive step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
merrl\ts. zuch combination being obvious 10 a person skilled
in the art.

*&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

1 December 2009

Date of mailing of the intemational search report

08/12/2009

Name and mailing address of the ISA/
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Luyten, Kattie

Form PCT/ISA%210 (second sheel) (April 2005)
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Intemnational application No

PCT/EP2009/006782

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

. Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X

WO 2006/020258 A (IMCLONE SYSTEMS INC
[US]; ZHU ZHENPING [US])

23 February 2006 (2006-02-23)

cited in the application

pages 26-38; figures 1-13

LU DAN ET AL: "A fully human recombinant
IgG-1ike bispecific antibody to both the
epidermal growth factor receptor and the
insulin-1ike growth factor receptor for
enhanced antitumor activity." '
THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 20 MAY
2005,

vol. 280, no. 20, 20 May 2005 (2005-05-20)
, pages 19665-19672, XP002516978 -

ISSN: 0021-9258

cited in the application

the whole document

LU D ET AL: "The effect of variable

domain orientation and arrangement on the
antigen-binding activity of a recombinant
human bispecific diabody”

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH
COMMUNICATIONS, ACADEMIC PRESS INC.
ORLANDO, FL, US,

vol. 318, no. 2, 28 May 2004 (2004-05-28),
pages 507-513, XP004505410

ISSN: 0006-291X

cited in the application

the whole document

US 2005/084906 Al (GOETSCH LILIANE [FR] ET
AL) 21 April 2005 (2005-04-21) :
paragraphs [0009], [0079] - [0087];
figures 38,39; examples 21,22

WO 2006/082515 A (GLYCART BIOTECHNOLOGY AG
[CH]; UMANA PABLO [CH]; MOSSNER EKKEHARD
[CH]) 10 August 2006 (2006-08-10)

cited in the application

pages 46-53; figure 13; example 1;
sequences 5, 15, 45

WO 2005/005635 A (HOFFMANN LA ROCHE [CH];
GRAUS YVO [NL]; KOPETZKI ERHARD [DE];
KUENKELE) 20 January 2005 (2005-01-20)
cited in the application

examples 1,4-16; sequences 1-4
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1-12

1-12

1-12

1-12

1-12
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Declarations under Rule 4.17:

of inventorship (Rule 4.17(iv))

Published:

with international search report (Art. 21(3))
with sequence listing part of description (Rule 5.2(a))

(54) Title: BISPECIFIC ANTI-EGFR/ANTI-IGF-1R ANTIBODIES
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From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

BURGER, Alexander
Roche Diagnostics GmbH
Patent Department (TR-E)
Postfach 11 52

82372 Penzberg
ALLEMAGNE

Date of mailing (day/month/year)

24 January 2011 (24.01.2011)

Applicant's or agent's file reference

25393 WO-WJ

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/EP2009/006782

International filing date (day/month/year)
21 September 2009 (21.09.2009)

.1. The following indications appeared on record concerning;

B the applicant [J the inventor [ the agent [J the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
F. HOFFMANN-LA ROCHE AG CH CH
Grenzacherstrasse 124 Telephone No.

4070 Basel

Switzertand

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

the person [ the name [ the address ] the nationality [ the residence

Name and Address

State of Nationality State of Residence

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:
The person in Box 1 has been deleted from the record. ROCHE GLYCART AG has been recorded as sole applicant for all

designated States except US.

4. A copy of this notification has been sent to:

D the receiving Office
[J the International Searching Authority
[J the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

OOXIC

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
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Facsimile No. +41 22 338 89 70

Authorized officer

Croci Christelle
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From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

BURGER, Alexander
Roche Diagnostics GmbH
Patent Department (TR-E)
Postfach 11 52

82372 Penzberg
ALLEMAGNE

Date of mailing (day/month/year)
16 March 2011 (16.03.2011)

Applicant's or agent's file reference

25383 WO-WJ

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/EP2009/006782

International filing date (day/month/year)
21 September 2009 (21.09.2009)

1. The following indications appeared on record concerning:

B the applicant B the inventor O] the agent [0 the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
DORMEYER, Wilma DE DE
Rothbuchenstrasse 25 Telephone No.
81547 Miinchen
Germany

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

[] the person B the name [O] the address [ the nationality [ the residence

Name and Address

LAU, Wilma
Rothbuchenstrasse 25
81547 Miinchen
Germany

State of Nationality State of Residence
DE DE
Telephone No.
Facsimile No.

E-mail address
[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 70

4. A copy of this notification has been sent to: [] the International Preliminary Examining Authority
Dd  the receiving Office BQ  the designated Offices concerned
[[] the International Searching Authority [3 the elected Offices concerned’
[ the Authority(ies) specified for supplementary search [ other
The International Bureau of WIPO Authorized officer

Nyberg Henrik

e-mail pt06.pet@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 06

Form PC1/IB/306 (January 2009)
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Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

BURGER, Alexander
Roche Diagnostics GmbH
Patent Department (TR-E)
Postfach 11 52

82372 Penzberg
ALLEMAGNE

Date of mailing (day/month/year)
16 March 2011 (16.03.2011)

Applicant's or agent's file reference
25393 WO-WJ

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/EP2009/006782

International filing date (day/month/year)
21 September 2009 (21.09.2009)

1. The following indications appeared on record concerning:

B4 the applicant DQ the inventor ‘ [ the agent [] the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
CROASDALE, Rebecca GB DE
Hochfeldstrasse 16 Telephone No.
82377 Penzberg
Germany

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

[J the person [ the name B4 the address ] the nationality [ the residence

Name and Address State of Nationality State of Residence
CROASDALE, Rebecca GB DE

Im Seefeld 39, Telephone No.

82387 Anttdorf

Germany

Facsimile No.

E-mail address
O Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
B4  the receiving Office
[ the International Searching Authority
[ the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

OOx

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 70

Authorized officer

Nyberg Henrik
e-mail pt06.pct@wipo.int

Telephone No. +41 22 338 74 06

Form PCT/IB/306 (January 2009)
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From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

BURGER, Alexander
Roche Diagnostics GmbH
Patent Department (TR-E)
Postfach 11 52

82372 Penzberg
ALLEMAGNE

Date of mailing (day/month/year)
16 March 2011 (16.03.2011)

Applicant's or agent's file reference

25393 WO-WJ

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No,

PCT/EP2009/006782

Intemnational filing date (day/month/year)
21 September 2009 (21.09.2009)

1. The following indications appeared on record concerning;

B the applicant B the inventor [] the agent [] the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
HOFFMANN, Eike DE DE
Leo-Putz-Weg 4 Telephone No.
82229 Seefeld
Germany
: Facsimile No.
E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

(] the person [] the name DQ the address O the nationality [ the residence

Name and Address State of Nationality State of Residence
HOFFMANN, Eike DE DE
Kienbachstrasse 1B Telephone No.

82211 Herrsching a. Ammersee

Germany Facsimile No.

E-mail address
[[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 70

4. A copy of this notification has been sent to: [] the International Preliminary Examining Authority
DQ the receiving Office D the designated Offices concemed
[ the International Searching Authority [J the elected Offices concerned
[[] the Authority(ies) specified for supplementary search [ other
The International Bureau of WIPO Authorized officer

Nyberg Henrik

e-mail pt06.pet@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 06

Form PC1/IB/306 (January 2000)
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BURGER, Alexander
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ALLEMAGNE
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16 March 2011 (16.03.2011)

Applicant's or agent's file reference

25393 WO-WJ IMPORTANT NOTIFICATION
International application No. International filing date (day/month/vear)
PCT/EP2009/006782 21 September 2009 (21.09.2009)

1. The following indications appeared on record concerning:

B the applicant B the inventor [ the agent . [ the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
KLEIN, Christian DE DE
Moraenenweg 5 Telephone No.
82393 Iffeldorf
Germany

Facsimile No.

E-mail address

2. The Intemnational Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

[ the person [0 the name Bd the address [[] the nationality [ the residence

Name and Address
KLEIN, Christian
Chruezacherweg 41
8906 Bonstetten
Switzerland

State of Nationality State of Residence
DE CH
Telephone No.
Facsimile No.

E-mail address
[[J Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
D the receiving Office
[0 the International Searching Authority -
[J the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

OOsc

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 70

Authorized officer

Nyberg Henrik
e-mail pt06.pct@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 06

Form PCT/IB/306 (January 2009)

1/ESQEXZ200

-



PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2009/006782

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

BURGER, Alexander
Roche Diagnostics GmbH
Patent Department (TR-E)
Postfach 11 52

82372 Penzberg
ALLEMAGNE

Date of mailing (day/month/year)
16 March 2011 (16.03.2011)

Applicant's or agent's file reference

IMPORTANT NOTIFICATION

25393 WO-WJ
International application No. International filing date (day/month/year)
PCT/EP2009/006782 21 September 2009 (21.09.2009)

1. The following indications appeared on record concerning;

CH-8032 Ziirich
Switzerland

B4 the applicant B the inventor [ the agent [] the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
UMANA, Pablo CR CH
Freiestrasse 159 Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

] the person [] the name Bd the address [ the nationality [] the residence

Name and Address

UMANA, Pablo
Fuhrstrasse 24a
8820 Waedenswil
Switzerland

State of Nationality State of Residence
CR CH
Telephone No.
Facsimile No.

E-mail address
[J Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
B  the receiving Office
[[] the International Searching Authority
[ the Authority(ies) specified for supplementary search

[0 the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

[J the elected Offices concerned

] other:

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 70

Authorized officer

Nyberg Henrik

e-mail pt06.pct@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 06

Form PCT/IB/306 (January 2009)
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WRITTEN OPINION OF THE ‘ Insernaticnal appication No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PUTEP2000006782

Box No.| Basle of the oplnion

1. With ragard to tha language, this opinion has been established on the basis of.
® the international application in the langiags in vihich R was filed

0 a transiation of the idarnaional application inle , which is the languags of a ranstetion furnished for the
pumoses 6f international seareh (Fules 12.3¢a) and 23.1 ).

2. O This opinton Nas been estabiished laking Intu uccount ihe recilfication of an obvious mistake authoilzed
by or nofified to this Authority unger Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

3, With regard o any nucleotide and/or amino acid sequence disciused In the nismaliongl application and
necessary 1o the claimed invertion, this opinion has besn established on the basis of:

a.type of material:
® asequsnce listing
0 ables) related 10 the sequence listing
b. furmyat of matedial:
& onpaper
in elogironie form
. tima of fillngfurnishing: _
contained in the international applicalicn as liled.
filnd logether with the Intemationa! epplication in elsctronic formn.

1 tursishad subsequently ko this Authorly for the purposes of search.

4. 1J In addition, in the case that mota than One version of copy of & ssquencs fisting ardbr lable relaling theveto
has boen filed or furnishad, the required statements that the information In tha subsequent or Arddilionat

coples Is ientical to thal in s application s fied or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, wera fumished.

5. Additional comments:

Forre PCTISAIQST {Apxl 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE _ Internationai application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP20080058782

Box No.V  Reasoned statement uader Rule 43bis.1(a)l]) with regard to novelty, inventive step or
Industrial applicability; citations and sxplanations supporting such statement

1. Slatement

Novelty {N} Yes: Chims 112
No; Claims
lnventive step (iS) Yes: Claims
No: Claims i-12
inrfustrial applicability (I1A) Yes: Claims 1-12
No:  Clabns

2. Clations ang sxplnations
see sepergte sheet

Box No. Vil Cestain defects in the Internalional epplication

The folawing defects jn the form or contents cf the international application have been noted:

560 grata sh

Farm POTASAIR3T (Apil 2007)



WRITTEN OPINION OF THE Interraficnat application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) _ , PCT/EP200S/006782

SECTION V

1

1.1

D1

D2

D3

D4

D5

Ce

07

PRICR ART

The foliowing cocumants are referred 1o In this communication:

LU D ET AL: "Simultaneous blockade of both the apidermal growth factor
receptor and the insulin-like growth fackor receptfor signaling pathways in
cancer celis with a fully human recombinan bispecific antibody”
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN SOCIETY OF
BIOLOCHEMICAL BICLOGISTS, BIRMINGHAM,; US, vol, 279, no. 4. 23
January 2004 [2004-01-23), pages 2856-2865, XP002216541 ISSN:
0021-9268 aited in tho application

WO 2006/020258 A (IMCLCNE SYSTEMS INC [US]; ZHU ZHENPING
[US]} 23 ebruary 2006 {2006-02-23) cited in the application

LU DAN ET AL: "A fully human recombinant IgG-like bispecific antibcdy to
bolh the epidenmal growth factor receptor and the insulin- ke growth
factor receptor for enhanced antitumor activity.” THE JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY 20 MAY 2008, vol. 280, no. 20, 20 May 2005
(2005-06-20) , pages 19665-10672, XP0025163978 ISSN: ¢021-6258 citod
in the application

LU D ET AL: "The effsct of varlabls domain orientation anc arrangement
on tho antigen-binding activity of a recombinant human bigpecific diabody”
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS,
ACADEMIC PRESS INC. ORLANDDC, FL, US, vol. 318, no. 2, 28 May
2004 (2004-08-28), pages S07-513, XP004505410 ISSN: 0006-291X
cited in the applicalion

US 2005/084906 A1 (GOETSCH LILIANE [FR] ET AL) 21 Aprii 2005
(2005-04-21)

WO 2006/082516 A (GLYCART BIOTECHNOLOGY AG [CH]; UMANA
PABLO [CH]; MOSSNER EKKEHARD [CH} 10 August 2038
(2006-08-10) cited in the application

WO 2005005635 A (HOFFMANN LA ROCHE {CH]; GRAUS YVO [NL};
KOPETZK! ERHARD [DEJ; KUENKELE) 20 January 2005 {2005-01-20)
cited in the application :

Tt PCTIGARI? (Sepatate Sheel (et *) EPO-Apl 208)



WRITTEN OPINION OF THE Iniernational epplication Mo.

INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2000/006732
1.2 DQoocuments L1, D2 and D3 disclose an IgQ-like tetravalent bispecific anti-

1.3

1.4

1.5

1.6

EGFR/ anti-IGF-1R antibody that inaibits EGFR and IGF-1R {IGFR) signal
transduction anc tumor ccll proliferation (31, D3: whole document; D2: pages
26-38; Figures 1-13),

Document D4 discloses an IgG- like tetravalent bispecific anti- EGFRY anti-
IGF-1R antibody {(whole document).

Document D5 discioses a synergistic effect of the combination of en anti-
EGFR antibody and an ant-IGF-1R anlibody (Examples 21-22; Figures 38-39)
and refers lo a bispecific anti- EGFR/ arti- \GF-1R antibody ([0008], [0079)-
[0087)).

Documert D6 discloses humankzed anti- EGFR antibodies with variable
domain sequences identlical Lo the anl- EGFR variable regions of the present
bispecific antbodies (SCQ ID NOs: 7, 8, 10) (Ds: pages 46-563; Figure 13;
Example 1; SEQ 1D NOs: 5, 15, 45).

Document D7 discloses human anti-1GF-1R antibodies with variable domain
sequences identical lo the anti- JGF-1R variable regions of the present

bispecific antibodies (SEQ IC NCs: 23-26) (D7: Examples 1, 4-16; SEQ ID
NOs: 1-4}.

The patentabllity of claims 11-12 can be dependent upon the lermulation of
the claims. The EPOQ, for example, does not recognise as paten:able claims to
the use of a compound in medical treatment (claim 12}, but may allow claims
to & product, in particular substances or compositions for use in a first or
further medical treatment.

NOVELTY (Art. 33(2) PCT)

The bispedtilic anti- EGFR/anti-IGF-1R antibodies of D1-DS do not have the
sequences &s defined In the present claims. D6 and D7 do not disclose
bispecific anti-EGFR/anti-IGF-1R antibodies. Therefore, claims 1-12 are novel

over the cited prior art, and the present application mests the requirements of
Article 33(2) PCT,

INVENTIVE STEP (Art. 33(3) PCT)

Document D1, disclosing an IgG-Bke tetravalent bispecific antibody that binds
EQFR and 1GF-1R, inhibils EGFR and IGF-1R signal transduction (Figure 6)
and tumor cell profiferation in vitro (Figure 5), is regarded as being the closest
prior art to the subject - matter of claims 1-12.

FOTN PULASARZSS (Separata Sheek) (t3ee) 2 {(LHO-Apul 2085)



WRITTEN OPINION OF THE intcmationat application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2008/006782

42  Claim 1 differs from document D1 in that the bispecific anti- EGFR/IGF-1R
artibody has different CDR sequances. There is ro particular effect
associated with this dilference. The problem to be snived by the present
application may therefore be regarded as o provide a further bispecific ant-
EGFR/GF-1R antibody.

4.3 Without an unexpected effect the provision of a bispecific anti- EGFR/IGF-1R
antibody as in claim 1 is a mere arbitrary sofution that does not invoive an
inventive step.

4.4 In cigim & the bispectic antioody is defined by its full fength heavy and light
variable reglon sequences. Sald sequences correspond 1o the sequences of
the antibedles used in lhe Examples, The exempified antibodies
downregulate both EGFR and IGF - 1R prolein levels and Inhibit EGER and
IGF - 1R signalling pathways. Though, the extent of inhibition appears lo be
similar to the extent of inhibltion by the bispecific antibody of D1. Moreover,
the extent of Inhibition is the same as for a combination of the monospeciic
antibodies of which the bispecific antibcdy has been derived. Hence, the
exemplified aniibcdies do not show an unexpecied effoct, and ladk an
inventive step.

45  [tis noted that, although, the combination of the twe monospedific antibadies
was used ata 100 nM antibody ccncentration, said combinaltion contains the
same amount of antigen-binding sites as the bispecific anfibody at 56 nM,
since the bispecHic antibody contalns twice the amount of antigen- binding
sites compared to a monospecific antibody atl the same molarity. Therefore,
the differcnce in molarity (Table 5) cannat be used to argue that the bispecific
antibody is more efficicnt than the combination of monespecific antibodies.

48  Claims 2-12 do nct appear to contaln any addidonal features which in
combination with the features of the claim 1 involve an Inventive step as the
relovant subjoct matter is either disclosed in the cited prior art or falls wilhin
tire knowledge and abllity of the skilled person,

4.7 Taus, the pressnt application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT,
because the subject-matter of claims 1-12 does not Involve an inventive step
in the sonse of Article 33(8) PCT.

SECTION VI

The legend of Figure 2B does not correspond to Figure 2B. In Figure 2 the
scFvs are linked to the C-terminal and of either the heavy or light chain of the

full tenglth antivody, though the legend, page 48, lne 22, refers to the N-
terminus.

Foun *CTASAZIT (Sepaan Snees) (Shiset 3 (E-U-Apnt 2005



Anticuerpos biespecificos anti-EGFR/ anti-IGF-1R

Resumen-Objeto y finalidad de la invencién

La presente invencién estd relacionada con anticuerpos
biespecificos frente a EGFR y frente a IGF-1R, métodos para
su produccidén, composiciones farmacéuticas que contienen

dichos anticuerpos, y usos de los mismos.

Sector: Inmunoglobulinas hibridas contra receptores,

antigenos de superficie <celular o determinantes de 1la

superficie celular.

{ILLCCO:278771.D0C v.1}
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Anticuerpos biespecificos anti-EGFR/ anti-IGF-1R

La presente invencidén esté relaciénada con anticuerpos
biespecificos frente a EGFR y frente a IGF-1R, los métodos
para su  producciédn, composiciones farmacéuticas que
contienen dichos anticuerpos, y la utilizacién de os
mismos. |

Antecedentes de la Invencién

EGFR y anticuerpos anti—EGFR_

El receptor del factor de <crecimiento epidérmico
humano (también conocido como HER-1 o Erb-Bl, y denominado
aqui "EGFR") es un receptor transmembranal de 170 kDa
codificado por el proto-oncogén c-erbB, y muestra actividad
tirosina quinasa intrinseca (Modjtahedi, H., et al., Br. J.
Cancer 73 (1996) 228-235; Herbst, R.S. y Shin, D.M., Cancer
94 (2002) 1593-1611). La entrada de 1la base de datos
SwissProt P00533 proporciona la secuencia de EGFR. También
existen isoformas vy variantes de EGFR (por ejemplo,
transcritos de RNA alternativos, versiones truncadas,
polimorfismos, etc.) lo que incluye pero no se limita a
aquellas identificadas con los numeros de entrada de la
base de datos Swissprot P00533-1, P00533-2, PO00533-3 vy
P00533-4. Se sabe que EGFR se une a ligandos gque incluyen
el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento transformante-o (TGF-, o), amfiregulina, EGF de
unién a heparina (hb-EGF), betacelulina y epiregulina
(Herbst, R.S., y Shin, D.M., Cancer 94 (2002) 1593-1611;
Mendelsohn, J., y Baselga, J., Oncogene 19 (2000) 6550-
6565) . EGFR regula numerosos procesos celulares a través de
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rutas de transduccidén de seflales mediadas por la tirosina
quinasa, lo que incluye, pero no se limita a la activaciédn
de rutas de transduccidén de sefiales que controlan la
proliferacidn celular, diferenciacién, supervivencia
celular, apoptosis, angiogénesis, mitogénesis y metastasis
(Atalay, G., et al., Ann. Oncology 14 (2003) 1346-1363;
Tsao, A.S., y Herbst, R.S., Signal 4 (2003) 4-9; Herbst,
R.S., y Shin, D.M., Cancer 94 (2002) 1593-1611; Modjtahedi,

H., et al., Br. J. Cancer 73 (1996) 228-235).

La sobreexpresién de EGFR se ha descrito en numerosas
enfermedades malignas humanas, lo que incluye el céancer de
vejiga, cerebro, cabeza y cuello, pancreas, pulmones, mama,
ovario, colon, prbstata y rifiones. (Atalay, G., et al.,
Ann. Oncology 14 (2003) 1346-1363; Herbst, R.S., y Shin,
D.M., Cancer 94 (2002) 1593-1611 Modjtahedi, H., et al.,
Br. J. Cancer 73 (1996) 228-235). En muchas de estas
enfermedades, la sobreexpresién de EGFR se correlaciona o
estd asociada con un mal prondéstico de 1los. pacientes.
(Herbst R.S., y Shin, D.M., Cancer 94 (2002) 1593-1611;
Modjtahedi, H., et al., Br. J. Cancer 73 (1996) 228-235).
EGFR también se expresa en las células de tejidos normales,
en particular los tejidos epiteliales de la piel, higado y

tracto gastrointestinal, aunque a niveles generalmente

menores que en las células malignas (Herbst, R.S., y Shin,
D.M., Cancer 94 (2002) 1593-1611).
Los anticuerpos monoclonales no conjugados (mAb)

pueden ser medicinas dtiles para el tratamiento del cancer,
como se ha demostrado con la aprobacién por parte de la
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Food and Drug Administration estadounidense del Trastuzumab
(Herceptin™; Genentech Inc.) para el tratamiento del cdancer
de mama avanzado (Grillo-Lopez, A.J., et al., Semin. Oncol.
26 (1999) 66-73; Goldenberg, M.M., Clin. Ther. 21 (1999)
309-18), Rituximab (Rituxan™; IDEC Pharmaceuticals, San
Diego, CA. y Genentech Inc., San Francisco, CA), para el
tratamiento del linfoma no Hodgkin folicular o de bajo
grado de células B ©positivo para CD20, Gemtuzumab
(Mylotarg™, Celltech/Wyeth-Ayerst) para el tratamiento de
la recidiva de la leucemia mieloide aguda, y Alemtuzumab
(CAMPATH™, Millenium Pharmaceuticals/Schering AG) para el
tratamiento de la leucemia linfocitica crénica de células
B. El. éxito de estos productos se debe no sélo a su
eficacia sino también a su sobresaliente perfil de
seguridad (Grillo-Lopez, A.J., et al., Semin. Oncol. 26
(1999) 66-73; Goldenberg, M.M., Clin. Ther. 21 (1999) 309-
18). A pesar de los logros de estos farmacos, actualmente
existe un gran interés en obtener una mayor actividad de
los anticuerpos especificos que la que se alcanza

normalmente mediante terapia con mAb no conjugados.

Los resultados de una serie de estudios sugieren que
mecanismos dependientes del receptor Fc contribuyen
sustancialmente a la accién de los anticuerpos citotéxicos
frente a tumores e indican que un anticuerpo oéptimo frente
a tumores se deberia unir preferentemente a los receptores
de activacién Fc y minimamente a la pareja inhibitoria
FcyRIIB. (Clynes, R.A., et al., Nature Medicine 6(4) (2000)
443-446; Kalergis, A.M., y Ravetch, J.V., J. Exp. Med.
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195(12) (2002) 1653-1659. Por ejémplo, los resultados de al
menos un estudio sugieren que el polimorfismo en el
receptor FcyRIIIa, en particular, estd fuertemente asociado
con la eficacia de la terapia de anticuerpos. (Cartron, G.,
et al., Blood 99 (3) (2002) 754-758). Este estudio mostrd
que los pacientes homocigotos para FcyRIIIa tienen una
mejor respuesta  al Rituximab que los pacientes
heterocigotos. Los autores concluyeron gue esta respuesta
superior era debida a una mejor wunidén in vivo del
anticuerpo a FcyRIIIa, lo que resulta en una mejor

actividad de CCDA frente a las células de linfoma (Cartron,

G., et al., Blood 99(3) (2002) 754-758).

Se han descrito varias estrategias para llegar hasta
EGFR y blogquear las vias de seflalizacién de EGFR. Las
pequefias moléculas inhibidoras de la tirosina gquinasa como
el gefitinib, erlotinib, 3% CI—ld33 bloquean la
autofosforilacién de EGFR en la regidén intracelular de 1la
tirosina quinasa, inhibiendo asi los eventos de
seflalizacidén que se dispararian a continuacién (Tsao, A.S.,
y Herbst, R.S., Signal 4 (2003) 4-9). Los anticuerpos
monoclonales, por otro lado, alcanzan la porcién
extracelular de EGFR, lo que resulta en el bloqueo de 1la
unién del ligando y de este modo se inhiben los eventos que
se dispararian a continuacién, <como la proliferacién
celular (Tsao, A.S., y Herbst, R.S., Signal 4 (2003) 4-9).

Se han generado varios anticuerpos monoclonales
murinos que consiguen tal bloqueo in vitro y de los que se
ha evaluado su capacidad de afectar al crecimiento tumoral
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en modelos de xenoinjerto de ratén (Masui, H., et al.,
Cancer Res. 46 (1986) 5592-5598; Masui, H., et al., Cancer
Res. 44 (1984) 1002-1007; Goldstein, N., et al., Clin.
Cancer Res. 1 (1995) 1311-1318). Por ejemplo, EMD 55900
(EMD Pharmaceuticals) es un anticuerpo monoclonal murino
anti-EGFR que ha generado frente a 1la linea celular de
carcinoma epidermoide humana A431 y se aﬁalizé en estudios
clinicos de pacientes con carcinoma avanzado de células
escamosas de la laringe o hipofaringe (Bier, H., et al.,
Eur. Arch. Otorhinolaryngol. 252 (1995) 433-9). Ademds, se
ha demostrado gque 1los anticuerpos monoclonales de rata
ICR16, ICR62 e ICR80, que se unen al dominio extracelular
de EGFR, son efectivos en la inhibicidén de la unidén del
receptor de EGF y TGF-a (Modjtahedi, H., et al., Int. J.
Cancer 75 (1998) 310-316). El anticuerpo monoclonal murino
425 es otro MAb que se generd frente a la linea celular de
carcinoma humano A431 y se detectd que se unia a un epitopo
polipeptidico en el dominio externo del receptor del factor
de crecimiento epidérmico humano (Murthy, U., et al., Arch.
Biochem. Biophys. 252(2) (1987) 549-560. Un potencial
problema de la utilizacién de anticuerpos murinos en
tratamientos terapéuticos es que los anticuerpos
monoclonales no humanos pueden ser reconocidos por el
huésped humano como una proteina foréanea, y por lo tanto,
inyecciones repetidas de tales anticuerpos forédneos pueden
conducir a la induccién de respuestas inmunes que resulten

en reacciones de hipersensibilidad nocivas. Para los

anticuerpos monoclonales con base murina, a menudo esto se
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denomina una respuesta de anticuerpo humano anti-ratén, o
respuesta "HAMA", o una respuesta de anticuerpo humano
anti-rata, o respuesta "HARA". De forma adicional, estos
anticuerpos "foraneos" pueden ser atacados por el sistema
inmune del huésped de forma que son neutralizados, de hecho
antes de que alcancen su lugar diana. Ademas, los
anticuerpos monoclonales no humanos (por ejemplo, los
aﬁticuerpos monoclonales murinos) normalmente carecen de
funcionalidad efectora en humanos, es decir, son incapaces
de, entre otros, mediar la lisis dependiente de complemento
o lisar las células humanas diana a través de toxicidad

celular dependiente de anticuerpo o fagocitosis mediada por

receptor Fc.

Los anticuerpos quiméricos que comprenden porciones de
anticuerpos de dos o mas especies diferentes (por ejemplo,
ratén y humano) se han desarrollado como alternativa a los
anticuerpos "conjugados". Por ejemplo, en la US 5.891.996
(Mateo de Acosta del Rio, C.M., et al.) se discute un
anticuerpo quimérico ratén/ humano, R3, dirigido frente a
EGFR, y en la US 5.558.864 se discute la generacidén de
formas quiméricas y humanizadas del MAb anti-EGFR murino
425. También se ha descrito el IMC-C225 (Erbitux®; ImClone)
es un anticuerpo monoclonal quimérico ratén/ humano anti-
EGFR (basado en el anticuerpo monoclonal de ratén M225, que
resultd en respuestas HAMA en 1los ensayos clinicos en
humanos), del que se ha demostrado una eficacia antitumoral
en varios modelos de xenoinjerto humano (Herbst, R.S., y

Shin, D.M., Cancer 94 (2002) 1593-1611). La eficacia de
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IMC-C225 se ha atribuido a varios mecanismos, 1lo que
incluye la inhibicién de eventos celulares regulados por
las vias de seflalizacién de EGFR, y posiblemente por un
aumento de la actividad de toxicidad celular dependiente de
anticuerpos (CCDA) (Herbst, R.S., y Shin, D.M., Caﬁcer 94
(2002) 1593-1611). También se ha utilizado el IMC-C225 en
ensayos clinicos, incluido en combinacién con radioterapia
y Qquimioterapia (Herbst, R.S., y Shin, D.M., Cancer 94
(2002) 1593-1611). Recientemente, Abgenix, Inc. (Fremont,
CA) desarrolld el ABX-EGF para la terapia del céncer. ABX-
EGF es un anticuerpo monoclonal anti-EGFR totalmente humano
(Yang, X.D., et al., Crit. Rev. Oncol./Hematol. 38 (2001)
17-23).

La WO 2006/082515 estd relacionada con los anticuerpos
monoclonales anti-EGFR humanizados derivados del anticuerpo
monoclonal ICR62 de rata y de sus formas glucomodificadas

para la terapia del céancer.
IGF-1R y anticuerpos anti-IGF-1R

El receptor del factor de crecimiento similar a la
insulina I (IGF-1R, IGF-IR, antigeno CD 221) pertenece a la
familia de proteinas tirosina quinasas transmembranales
(LeRoith, D., et al., Endocrin. Rev. 16 (1995) 143-163 vy
Adams, T.E., et al., Cell. Mol. Life Sci. 57 (2000) 1050-
1093) . IGF-IR se une a IGF-I con elevada afinidad e inicia
la respuesta fisioldégica a este ligando in vivo. IGF-IR
también se une a IGF-II, aunque con una afinidad
ligeramente menor. La sobreexpresién de IGF-IR promueve la
transformacién neopldsica de las células y existe evidencia
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de que IGF-IR esta involucrado en la transformacién maligna
de las células y por lo tanto, es una diana util para el
desarrollo de agentes terapéuticos para el tratamiento del
cancer (Adams, T.E., et al., Cell. Mol. Life Sci. 57 (2000)

1050-1093) .

Los anticuerpos frente a IGF-IR son bien conocidos en
la materia y se han investigado sus efectos antitumorales
in vitro e in vivo (Benini, S., et al., Clin. Cancer Res. 7
(2001) 1790-1797:; Scotlandi, K., et al., Cancer Gene Ther.
9 (2002) 296-307; Scotlandi, K., et al., Int. J. Cancer 101
(2002) 11-16; Brunetti, A., et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 165 (1989) 212-218; Prigent, S.A., et al., J. Biol.
Chem. 265 (1990) 9970-9977; Li, S8.L., et al., Cancer
Immunol. Immunother. 49 (2000)243-252; Pessino, A., et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun . 162 (1989)1236-1243;
Surinya, K.H., et al., J. Biol. Chem. 277 (2002) 16718-
16725; Soos, M. A., et al., J. Biol. Chem. 267 (1992)
12955-12963; Soos, M.A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86 (1989) 5217-5221; O'Brien, R., M., et al., EMBO J. 6
(1987) 4003-4010; Taylor, R., et al., Biochem. J. 242
(1987) 123-129; Soos, M.A., et al., Biochem. J. 235 (1986)
199-208; Li, S.L., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.
196 (1993) 92-98; Delafontaine, P., et al., J. Mol. Cell.
Cardiol. 26 (1994) 1659-1673; Kull, F.C., Jr., et al. J.
Biol. Chem. 258 (1983) 6561-6566; Morgan, D.O., y Roth,
R.A., Biochemistry 25 (1986) 1364-1371; Forsayeth, J.R., et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987) 3448-3451;

Schaefer, E.M., et al., J. Biol. Chem. 265 (1990) 13248-
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13253; Gustafson, T.A., y Rutter, W.J., J. Biol. Chem. 265
(1990) 18663-18667; Hoyne, P.A., et al., FEBS Lett. 469
(2000) 57-60; Tulloch, P.A., et al., J. Struct. Biol. 125
(1999) 11-18; Rohlik, Q.T., et al., Biochem. Biophys. Res.
Comm. 149 (1987) 276-281; y Kalebic, T., et al., Cancer
Res. 54 (1994) 5531-5534; Adams, T.E., et al., Cell. Mol.
Life Sci. 57 (2000) 1050-1093; Dricu, A., et al.,
Glycobiology 9 (1999) 571-579; Kanter-Lewensohn, L., et
al., Melanoma Res. 8 (1998) 389-397; Li, S.L., et al.,
Cancer Immunol. Immunother. 49 (2000) 243-252). Los
anticuerpos frente a IGF-IR también se describen en muchas
otras publicaciones, por ejemplo, Arteaga, C.L., et al.,
Breast Cancer Res. Treatment 22 (1992) 101-106; y Hailey,

J., et al., Mol. Cancer Ther. 1 (2002) 1349-1353.

En particular, el anticuerpo moncclonal frente a IGF-
IR denominado aIR3 se ha wutilizado ampliamente en la
investigacidén del estudio de los procesos mediados por IGF-
IR y las enfermedades mediadas por IGF-I como el cancer.
Alfa-IR-3 fue descrito por Kull, F.C., J. Biol. Chem. 258
(1983) 6561-6566. En este tiempo, se han publicado
alrededor de un centenar de publicaciones relacionadas con
la investigacidén y la terapéutica con aIR3, en referencia a
su efecto antitumoral, solo y en combinacién con agentes
citostdticos como la doxorubicina y vincristina. E1 oIR3 es
un anticuerpo monoclonal murino que se sabe que inhibe la
unién de IGF-I al receptor IGF pero no la unién de IGF-II a
IGF-IR. oIR3 estimula a elevadas <concentraciones la

proliferacién de células tumorales y la fosforilacién de
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IGF-IR (Bergmann, U., et al., Cancer Res. 55 (1995) 2007-
2011; Kato, H., et al., J. Biol. Chem. 268 (1993) 2655~
2661) . Existen otros anticuerpos (por ejemplo, 1H7, Li, S.,
L., et al., Cancer Immunol. Immunother. 49 (2000) 243-252)
que inhiben la unién de IGF-II a IGF-IR de forma mas
potente que la unidén de IGF-I. Un resumen del estado de la
materia de los anticuerpos Yy sus propiedades Yy
caracteristicas se describen en Adams, T.E., et al., Cell.
Mol. Life Sci. 57 (2000) 1050-1093.

La mayoria de los antiéuerpos descritos en el estado
de la materia on de origen murino. Tales anticuerpos, como
es conocido en la materia, no son utiles en la terapia de
pacientes humanos sin alteraciones adicionales como la
quimerizacién o humanizacién. Debido a estos
inconvenientes, los anticuerpos humanos son claramente
preferibles como agentes terapéuticos en el tratamiento de
pacientes humanos. Los anticuerpos humanos son bien
conocidos en la materia (van Dijk, M.A., y van de Winkel,
J.G., Curr. Opin. Pharmacol. 5 (2001) 368-374). En base a
esta tecnologia, pueden producirse anticuerpos humanos
frente a una gran variedad de dianas. Ejemplos de
anticuerpos humanos frente a IGF-IR se describen en la WO
02/053596.

La WO 2005/005635 se refiere a los anticuerpos humanos
anti-IGF-1R <IGF-1R> HUMAB Clon 18 (DSM ACC 2587) o <IGF-
1R> HUMAB Clon 22 (DSM ACC 2594) y su utilizacién en la
terapia del céancer.

Anticuerpos biespecificos
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Se han desarrollado una gran variedad de formatos de
anticuerpo recombinante en los Ultimos tiempos, por
ejemplo, anticuerpos biespecificos tetravalentes, por
ejemplo, mediante la fusién de un formato de anticuerpo IgG
y dominios de cadena sencilla (véase por ejemplo, Coloma,
M.J., et al, Nature Biotech 15 (1997) 159-163; 1la WO
2001/077342; y Morrison, S.L., Nature Biotech 25 (2007)
1233-1234) .-

También se han desarrollado otros.nuevos formatos en
los que la estructura nucleo del anticuerpo (IgA, IgD, IgE,
IgG o IgM) no se conserva, como los dia-, tria- o tetra-
anticuerpos, minianticuerpos o varios formatos de cadena
sencillia (scFv, Bis-scFv), que son capaces de unirse a dos
o més antigenos (Holliger P, et al, Nature Biotech 23
(2005) 1126-1136, 2005; Fischer N., Léger 0., Pathobiology
74 (2007) 3-14; Shen J, et al, Journal of Immunological
Methods 318 (2007) 65-74; Wu, C. et al Nature Biotech 25
(2007) 1290-1297)

Todos estos formatos utilizan enlazantes para fusionar
el nucleo del anticuerpo (IgA, IgD, IgE, IgG o IgM) a otra
proteina de unién (por ejemplo, scFv) o para fusionar por
ejemplo, dos fragmentos Féb o scFv. (Fischer N., Léger O.,
Pathobiology 74 (2007) 3-14). Debe mantenerse en mente que
puede ser deseable retener funciones efectoras, como por
ejemplo, la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC)
0 citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA),
que estédn mediadas por la wunién del receptor F¢, al

mantener un alto grado de similitud con los que aparecen en

{JLLCCO: 278771.DOC v.1}



10

15

20

25

-13-

la naturaleza.

En la WO 2007/024715 se describen inmunoglobulinas de
dominio variable dual como proteinas unidén disefiadas para
ser multivalentes y multiespecificas. Un proceso para la
obtencién de dimeros de anticuerpo biocldgicamente activos
se describe en la US 6.897.044. Construcciones de
anticuerpos Fy multivalentes con al menos cuatro dominios
variables que estdn enlazados entre ellos a través de
enlazantes peptidicos se describen en 'la US 7.129.330.
Estructuras de unidén a antigeno diméricas y multiméricas se
describen en 1la US 2005/0079170. En la US 6.511.663 se
describen proteinas de unién a antigeno tri- o
tetravalentes monoespecificas que comprenden tres o cuatro
fragmentos Fab unidos entre ellos de forma covalente
mediante una estructura de conexidén, y esta proteina no es
una inmunoglobulina natural. En la WO 2006/020258 se
describen anticuerpos biespecificos tetravalentes que
pueden expresarse de forma eficiente en células procariotas
y eucariotas y que son utiles en métodos terapéuticos vy
diagnésticos. En la US 2005/0163782 se describe un método
para separar o sintetizar preferentemente dimeros que estén
ligados a través de al menos un puente disulfuro entre
cadenas de los dimeros que no estdn ligades a través de al
menos un puente disulfuro entre cadenas en una mezcla que
comprende los dos tipos de dimeros polipeptidicos. Los
receptores tetravalentes biespecificos se describen en la
US 5.959.083. Los anticuerpos disefiados con tres o mas
sitios de unién a antigeno funcionales se describen en la
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WO 2001/077342.

Los polipéptidos de unién a antigeno multiespecificos
y multivalentes se describen en la WO 1997/001580. La WO
1992/004053 describe los homoconjugados, normalmente
preparados a partir de anticuerpos monoclonales de clase
IgG gue se unen al mismo determinante antigénico y que
estdn unidos de forma covalente mediante entrecruzamiento
sintético. Los anticuerpos monoclonales oligoméricos con
gran avidez por los antigenos se describen en 1la WO
1991/06305, en la que los oligdémeros, normalmente de clase
I9G, son secretados con dos o mas mondémeros de
inmunoglobulina asociados entre ellos para formar moléculas
de IgG tetravalentes o hexavalentes. En la US 6.350.860 se
describen anticuerpos derivados de oveja y construcciones
de anticuerpos disefiados que pueden utilizarse para el
tratamiento de enfermedades en el que la actividad del
interferén gamma es patogénica. En la US 2005/0100543 se
describen construcciones que pueden ser una diana y son
transportadores multivalentes de anticuerpos biespecificos,
es decir, cada molécula de la construccidén que puede ser
una diana puede utilizarse como transportador de dos o méas
anticuerpos Dbiespecificos. En la WO 1995/009917 se
describen anticuerpos tetravalentes biespecificos obtenidos
mediante ingenieria genética. En la WO 2007/109254 se
describen moléculas de unién estabilizadas que comprenden o

consisten en un scFv estabilizado.

Los anticuerpos biespecificos frente a EGFR e IGF-1R

se conocen desde Lu, D., et al.,. Biochemical and
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Biophysical Research Communications 318 (2004) 507-513; J.
Biol. Chem., 279 (2004) 2856-2865; y J. Biol Chem. 280
(2005) 19665-72. Sin embargo, estos anticuerpos
biespecificos anti-EGFR/ anti-IGF-1R muestran una
inhibicién del crecimiento tumoral claramente reducida
cuando se compara con una combinacién de los anticuerpos
monoespecificos parentales (especialmente en células
tumorales con el mismo nivel de expresién (elevado) de
ambos, EGFR e IGF-1R).

Resumen de la invencidn

Sorprendentemente, se han descubierto nuevos
anticuerpos biespecificos anti-EGFR/ anti-IGF-1R, que
muestran al menos una inhibicién del crecimiento tumoral
similar comparado con la combinacién de los anticuerpos
monoespecificos parentales (utilizando sbélo una cantidad
reducida del anticuerpo biespecifico) (especialmente en
células tumorales con el mismo nivel de expresidén (elevado)

de ambos, EGFR e IGF-1R).

Un primer aspecto de la invencién actual es un
anticuerpo biespecifico que se une a EGFR e IGF-1R que
comprende un primer sitio de unidén a antigeno que se une a
EGFR y un segundo sitio de unién a antigeno que se une a
IGF-1R, que se caracteriza por que

i) dichos sitios de unidén a antigeno son cada uno de
ellos un par de un dominio variable de la cadena pesada de
un anticuerpo y dominio variable de la cadena ligera de un
anticuerpo;

ii) dicho primer sitio de unién a antigeno comprende
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en el dominio variable de la cadena pesada una regidén CDR3
de Id. de Sec. N°:1, una regidén CDR2 de Id. de Sec. N°:2, y
una regién CDR1 de Id. de Sec. N°:3, y en el dominio
variable de la cadena ligera una regidén CDR3 de Id. de Sec.
N°:4, una regiédn CDR2 de Id. de Sec. N°:5, y una regidn
CDR1 de Id. de Sec. N°:6; y

iii) dicho segundo sitio de unidén a antigeno comprende
en el dominio variable de la cadena pesada una regidén CDR3
de Id. de Sec. N°:11, una regién CDR2 de Id. de Sec. N°:12,
y una regidén CDR1 de Id. de Sec. N°:13, y en el dominio
variable de la cadena ligera una regidén CDR3 de Id. de Sec.
N°:14, una regién CDR2 de Id. de Sec. N°:15, y una regién
CDR1 de Id. de Sec. N°:16;

o dicho segundo sitio de unidén a antigeno comprende en
el dominio variable de la cadena pesada una regién CDR3 de
Id. de Sec. N°:17, una regién CDR2 de Id. de Sec. N°:18, vy
una regidén CDRl de Id. de Sec. N°:19, y en el dominio

variable de la cadena ligera una regidén CDR3 de Id. de Sec.

" N°:20, una regién CDR2 de Id. de Sec. N°:21, y una regién

CDR1 de Id. de Sec. N°:22,

En una realizacién de la invencidén el anticuerpo
biespecifico se caracteriza por que

i) dicho primer sitio de unién a antigeno comprende
como dominio variable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°:7 o el Id. de Sec. N°:8, y como dominio variable de 1la
cadena ligera el Id. de Sec. N°:9 o el Id. de Sec. N°:10

ii) dicho segundo sitio de unién a antigeno comprende
como dominio variable de la cadena pesada el Id. de Sec.
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N°:23 o el Id. de Sec. N°:24, y como dominio variable de 1la
cadena ligera el Id. de Sec. N°:25 o el Id. de Sec. N°:26.

En una realizacién de 1la invencién el anticuerpo
biespecifico se caracteriza por que

i) dicho primer sitio de unién a antigeno comprende
como dominio variable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°:8, y como dominio variable de la cadena ligera el Id. de
Sec. N°:10

ii) dicho segundo sitio de unién a antigeno comprende
como dominio wvariable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°:23, y como dominio variable de la cadena ligera el Id.
de Sec. N°:25.

Dichos anticuerpos biespecificos son al menos
bivalentes vy pueden ser trivalentes, tetravalentes o
multivalentes. Preferiblemente el anticuerpo biespecifico
de acuerdo con la invencidén es bivalente, trivalente o

tetravalente.

Otro aspecto de la invencién es una molécula de &acido
nucleico que codifica wuna cadena de dicho anticuerpo
biespecifico.

Otros aspectos de la invencién son una composicién
farmacéutica que comprende dicho anticuerpo biespecifico,
dicha composicién para el tratamiento del céancer, Ila
utilizacién de dicho anticuerpo Dbiespecifico para la
elaboracién de un medicamento para el tratamiento del
cancer, un método para el tratamiento de un paciente que
padece cancer mediante la administracién de dicho
anticuerpo biespecifico a un paciente en necesidad de tal
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tratamiento

Los anticuerpos Dbiespecificos de acuerdo con 1la
invencién muestran beneficios para los pacientes en
necesidad de una terapia dirigida contra EGFR e IGF-1R. Los
anticuerpos de acuerdo con la invencidén poseen nuevas e
inventivas propiedades que causan un beneficio para un
paciente que padece tal enfermedad, especialmente si padece

cancer.

Descripcién Detallada de la Invencidn

Una realizacién de la invencidén es un anticuerpo
biespecifico que se une a EGFR e IGF-1R y gque comprende un
primer sitio de unién a antigeno que se une a EGFR y un
segundo sitio de unidén a antigeno que se une a IGF-1R, y
gque se caracteriza por que

i) dichos sitios de unidén a antigeno son cada uno de
ellos un par de un dominio variable de la cadena pesada de
un anticuerpo y un dominio variable de la-cadena ligera de
un anticuerpo;

ii) dicho primer sitio de unién a antigeno comprende
en el dominio variable de la cadena pesada una regidén CDR3
de Id. de Sec. N°:1, una regién CDR2 de Id. de Sec. N°:2 vy
una regién CDR1 de Id. de Sec. N°:3, y en el dominio
variable de la cadena ligera, una regién CDR3 de Id. de
Sec. N°:4, una regién CDR2 de Id. de Sec. N°:5, y una
regién CDR1 de Id. de Sec. N°:6; y

iii) dicho segundo sitio de unidén a antigeno comprende
en el dominio variable de la cadena pesada una regién CDR3
de Id. de Sec. N°:11, una regidén CDR2 de Id. de Sec. N°:12
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y una regidén CDR1 de Id. de Sec. N°:13, y en el dominio
variable de la cadena ligera una regién CDR3 de Id. de Sec.
N°:14, una regién CDR2 de Id. de Sec. N°:15, y una regidn
CDR1 de Id. de Sec. N°:16.

Otra realizacién de 1la invencidén es un anticuerpo
biespecifico que se une a EGFR e IGF-1R y que comprende un
primer sitio de unidén a antigeno que se une a EGFR y un
segundo sitio de unidén a antigeno que se une a IGF-1R, gque

se caracteriza por que

i) dichos sitios de unidén a antigeno son cada uno de
ellos un par de un dominio variable de la cadena pesada de
un anticuerpo y un dominio variable de la cadena ligera de
un anticuerpo;

ii) dicho primer sitio de unién a antigeno comprende
en el dominio variable de la cadena pesada una regién CDR3
de Id. de Sec. N°:1, una regién CDR2 de Id. de Sec. N°:2 y
una regién CDR1 de Id. de Sec. N°:3, y en el dominio
variable de la cadena ligera una regidén CDR3 de Id. de Sec.
N°:4, una regidén CDR2 de Id. de Sec. N°:5 y una regién CDR1

de Id. de Sec. N°:6; y

iii) dicho segundo sitio de unién a antigeno comprende
en el dominio variable de la cadena pesada una regién CDR3
de Id. de Sec. N°:17, una regidén CDR2 de Id. de Sec. N°:18,
y una regidén CDR1 de Id. de Sec. N°:19, y en el dominio
variable de la cadena ligera una regién CDR3 de Id. de Sec.
N°:20, una regidén CDR2 de Id. de Sec. N°:21, y una regidn

CDR1 de Id. de Sec. N°:22.

Otra realizacidén de la invencién es un anticuerpo
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biespecifico que se une a EGFR e IGF-1R y gque comprende un
primer sitio de unién a antigeno que se une a EGFR y un
segundo sitio de unidén a antigeno que se une a IGF-1R, que
se caracteriza por que

i) dichos sitios de unién a antigeno son cada uno de
ellos un par de un dominio variable de la cadena pesada de
un anticuerpo y un dominio variable de la cadena ligera de
un anticuerpo;

ii) dicho primer sitio de unién a antigeno comprende
como dominio variable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°:7 o Id. de Sec. N°:8, y como dominio wvariable de 1la
cadena ligera el Id. de Sec. N°:9 o Id. de Sec. N°:10

iii) dicho segundo sitio de unidén a antigeno comprende
como dominio variable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°:23 o Id. de Sec. N°:24 y como dominio variable de la
cadena ligera el Id. de Sec. N°:25 o el Id. de Sec. N°:26.

Otra realizacidén de 1la invencién es un anticuerpo
biespecifico que se une a EGFR e IGF-1R que comprende un
primer sitio de unién a antigeno que se une a EGFR y un
segundo sitio de unidén a antigeno que se une a IGF-1R, que
se caracteriza por que

i) dichos sitios de unién a antigenc son cada uno de
ellos un par de un dominio variable de la cadena pesada de
un anticuerpo y un dominio variable de la cadena ligera de
un anticuerpo;

ii) dicho primer sitio de unién a antigeno comprende
como dominio variable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°:7, y como dominio variable de la cadena ligera el Id. de
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Sec. N°:10,

iii) dicho segundo sitio de unién a antigeno comprende
como dominio variable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°:23, y como dominio variable de la cadena ligera el Id.
de Sec. N°:25.

Otra realizacién de 1la invencidén es un anticuerpo
biespecifico que se une a EGFR e IGF-1R y que comprende un
primer sitio de unién a antigeno que se une a EGFR y un
segundo sitio de unidén a antigeno que se une a IGF-1R, que
se caracteriza por que

i) dichos sitios de unidén a antigeno son cada uno de
ellos un par de un dominio variable de la cadena pesada de
un anticuerpo y un dominio variable de la cadena ligera de
un anticuerpo;

ii) dicho primer sitio de unién a antigeno comprende
como dominio variable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°:8, y como dominio variable de la cadena ligera el Id. de
Sec. N°:10,

iii) dicho segundo sitio de unién a antigeno comprende
como dominio wvariable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°:23, y como dominio variable de la cadena ligera el Id.
de Sec. N°:25.

Otra realizacién de 1la invencidén es un anticuerpo
biespecifico que se une a EGFR e IGF-1R y que comprende un
primer sitio de unién a antigeno que se une a EGFR y un
segundo sitio de unién a antigeno que se une a IGF-1R, que
se caracteriza por que

i) dichos sitios de unién a antigeno son cada uno de
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ellos un par de un dominio variable de la cadena pesada de
un anticuerpo y un dominio variable de la cadena ligera de
un anticuerpo;

ii) dicho primer sitio de unién a antigeno comprende
como dominio wvariable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°:7 y como dominio variable de la cadena ligera el Id. de
Sec. N°:10,

iii) dicho segundo sitioc de unidén a antigeno comprende
como dominio wvariable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°:24, y como dominio variable de la cadena ligera el Id.
de Sec. N°:26.

Otra realizacidén de 1la invencidén es un anticuerpo
biespecifico que se une a EGFR e IGF-1R y gque comprende un
primer sitio de unién a antigeno que se une a EGFR y un
segundo sitio de unién a antigeno que se une a IGF-1R, que
se caracteriza por que

i) dichos sitios de unién a antigeno son cada uno de
ellos un par de un dominio variable de la cadena pesada de
un anticuerpo y un dominio variable de la cadena ligera de
un anticuerpo;

ii) dicho primer sitio de unién a antigeno comprende
como dominio variable de la cadena pesada el Idf de Sec.
N°®:8, y como dominio variable de la cadena ligera el Id, de
Sec. N°:10,

iii) dicho segundo sitio de unién a antigeno comprende
como dominio wvariable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°:24, y como dominio variable de la cadena ligera el Id.

de Sec. N°:26.
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El término "anticuerpo" como se usa aqui se refiere a
una proteina de unidén que comprende sitios de unidén a un
antigeno. Los términos “sitio de unién” o “sitio de unién a

antigeno” como se utilizan aqui indican la(s) regidén(es) de

"una molécula de anticuerpo a la que realmente se une un

ligando. Los sitios de unidén en un anticuerpo de acuerdo
con la invencién pueden estar formados cada uno de ellos
por un par de dos dominios variables, es decir de un
dominio variable de la cadena pesada y un dominio variable
de la cadena ligera. El determinante minimo lugar de unién
en un anticuerpo es la regiédn CDR3 de la cadena pesada. En
una realizacidédn de la presente invencidédn cada uno de los
sitios de unidén comprende un dominio variable de la cadena
pesada (VH) de un anticuerpo y/o un dominio variable de la
cadena ligera (VL) de un anticuerpo, y preferiblemente esta
formado por un par que consiste en un dominio variable de
la cadena ligera (VL) de un - anticuerpo y un dominio

variable de la cadena pesada (VH) de un anticuerpo.

La especificidad de un anticuerpo se refiere al
reconocimiento selectivo por parte del anticuerpo de un
epitopo particular de un antigeno. Los anticuerpos
naturales, por ejemplo, son monoespecificos. Los
“anticuerpos biespecificos” de acuerdo con la invencidén son
anticuerpos que poseen dos especificidades de unidén a
antigeno diferentes. Cuando un anticuerpo posee mis de una
especificidad, los epitopos reconocidos pueden estar
asociados con un sélo antigeno o con mas de un antigeno.
Los anticuerpos de la presente invencidén son especificos de
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dos antigenos diferentes, es decir EGFR como primer

antigeno e IGF-1R como segundo antigeno.

*E1 término anticuerpo “monoespecifico” como se utiliza
aqui indica un anticuerpo gqu posee uno o mads sitios de
unién, cada uno de los cuales se une al mismo epitopo del

mismo antigeno.

El término “valente”, como se utiliza en la presente
solicitud, indica la presencia de un numero especifico de
sitios de unién en una molécula de anticuerpo. Como este,
los términos “bivalente”, “tetravalente” y “hexavalente”
indican la presencia de dos sitios de unién, cuatro sitios
de unidén, y seis sitios de unién, respectivamente, en una
molécula de anticuerpo. Los anticuerpos biespecificos de
acuerdo con la invencién son al menos “bivalentes” y pueden
ser “trivalentes” o “multivalentes” (por ejemplo
“tetravalentes” o  “hexavalentes”). Preferiblemente el
anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién es
bivalente, trivalente o tetravalente. En una realizacién
dicho anticuerpo Dbiespecifico es bivalente. En  una
realizacién dicho anticuerpo biespecifico es trivalente. En

una realizacién dicho anticuerpo biespecifico es

tetravalente.

Los anticuerpos de la presente invencién poseen dos o
mas sitios de unién y son biespecificos. Es decir, 1los
anticuerpos pueden ser biespecificos incluso en los casos
en los que existen m&s de dos sitios de unién (es decir que
el anticuerpo es trivalente o multivalente) . Los
anticuerpos biespecificos de la invencién incluyen, por
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ejemplo, anticuerpos multivalentes de cadena sencilla,
diacuerpos y triacuerpos, asi como anticuerpos con la
estructura del dominio constante de un anticuerpo completo
al que se le unen sitios de unién al antigeno adicionales
(por ejemplo, un Fv de cadena sencilla, un dominio VH y/o
un dominio VL, Fab o (Fab);) a través de uno o mas enlazante
peptidicos. Los anticuerpos pueden ser en su totalidad de
una uUnica especie o ser quiméricos o humanizados. En un
anticuerpo con m&s de dos sitios de unién al antigeno,
algunos sitios de unién pueden ser idénticos, siempre que
la proteina posea sitios de unién para dos antigenos
diferentes. Es decir, mientras un primer sitio de unién es
especifico para EGFR, un segundo sitio de unién es

especifico para IGF-1R.

Como los anticuerpos naturales, los sitios de unién a
antigeno de wun anticuerpo de 1la invencién normalmente
contienen seis regiones determinantes de complementariedad
(CDR) que contribuyen en grado variable a la afinidad del
sitio de unién al antigeno. Existe tres CDR del dominio
variable de la cadena pesada (CDRH1, CDRH2 y CDRH3) vy tres
CDR del dominio variable de la cadena ligera (CDRL1, CDRL2
y CDRL3). La extensién de las regiones CDR y marco (FR) se
determina mediante una comparacién con una base de datos de
secuencias aminoacidicas compilada, en la gque estas
regiones se han definido de acuerdo con la variabilidad
entre secuencias. También se incluyen dentro del alcance de
la invencién los sitios de unién a antigeno funcionales que
comprender de un nUmero menor de CDR (es decir, en los que
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la especificidad de unién estd determinada por tres, cuatro
o0 cinco CDR). Por ejemplo, puede ser suficiente menos de un
juego completo de seis CDR para la unién. En algunos casos,

un dominio VH o VL seri suficiente.

En ciertas realizaciones, 1los anticuerpos de la
invencién ademas comprenden regiones constantes de
inmunoglobulina de una o m&s clases de inmunoglobulina. Las
clases de inmunoglobulina incluyen los isotipos IgG, IgM,
IgA, IgD e IQgE, y en el caso de IgG e IgA, sus subtipos. En
una realizacién preferible, un anticuerpo de la invencién
posee una estructura del dominio constante de un anticuerpo
de tipo IgG, pero con cuatro sitios de unién al antigeno.
Esto se consigue mediante el enlace de dos sitios de unién
al antigeno completos (por ejemplo, un Fv de cadena
sencilla) que se unen especificamente a EGFR, al extremo N-
o C-terminal de la cadena ligera o pesada de un anticuerpo
completo que se une especificamente a IGF-1R. Los cuatro
sitios de unién al antigeno preferiblemente comprenden dos
sitios de unién para cada uno de las dos especificidades de

unidén diferentes.

Los términos "anticuerpo monoclonal" o "composicién de
anticuerpo monoclonal” como se usan aqui se refieren a una
preparacién de moléculas de anticuerpo de wuna dnica

composicién de aminocacidos.

El término "anticuerpo quimérico" se refiere a un
anticuerpo que comprende una regién variable, es decir, una
regién de unién, de un origen o especie, y al menos una
porcidén de una regidén constante derivada de un origen o
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especie diferente, normalmente obtenido mediante técnicas
de DNA recombinante. Los anticuerpos quiméricos que
comprenden una regién variable murina y una regién
constante humana son preferibles. Otras formas preferibles
de "anticuerpos quiméricos" incluidas en 1la presente
invencién son aquellos en los que la regién constante se ha
modificado o cambiado respecto a la del anticuerpo original
para generar las propiedades de acuerdo con la invencién,
especialmente respecto a la unién a Clg y/o a la unién del
receptor Fc (FcR). Tales anticuerpos quiméricos también se
denominan "anticuerpos con cambio de clase". Los
anticuerpos quiméricos son el producto de la expresién de
los genes de las inmunoglobulinas que comprenden segmentos
de DNA que «codifican 1las regiones variables de las
inmunoglobulinas y segmentos de DNA que codifican las
regiones constantes de las inmunoglobulinas. Los métodos
para producir anticuerpos quiméricos involucran las
técnicas convencionales de DNA recombinante vy de
transfeccidén génica y son bien conocidos en la materia.
Véase, por ejemplo, Morrison, S.L., et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-6855; y las patentes US

5.202.238 y US 5.204.244.

El término "anticuerpo humanizado" se refiere a
anticuerpos en los que las regiones marco o "regiones
determinantes de complementariedad" (CDR) se han modificado
para comprender las CDR de una inmunoglobulina de diferente
especificidad comparada con la de la inmunoglobulina
parental. En una realizacién preferible, una CDR murina se

{JLLCCO: 278771.DOC v.1}



10

15

20

25

28-

inserta en una regién marco de un anticuerpo humano para
preparar el "anticuerpo humanizado." Véase, por ejemplo,
Riechmann, L., et al., Nature 332 (1988) 323-327; Yy
Neuberger, M.S., et al., Nature 314 (1985) 268-270. Las CDR
particularmente preferibles corresponden a aquellas que
representan las secuencias que reconocen 1los antigenos
mencionados anteriormente para los anticuerpos quiméricos.
Otras formas de "anticuerpos humanizados” incluidos en la
presente invencién son aquellos en los que la regién
constante se ha modificado o cambiado de forma adicional
respecto a la del anticuerpo original para generar las
propiedades de acuerdo con la invencién, especialmente

respecto a la unién a Clg y/o la unién del receptor de Fc

(FcR) .

El término "anticuerpo humano", como se utiliza aqui,
pretende incluir anticuerpos con las regiones variables vy
constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de
linea germinal humana. Los anticuerpos humanos son  bien
conocidos en la materia (van Dijk, M.A.,.y vén de Winkel,
J.G., Curr. Opin. Chem. Biol. 5 (2001) 368-374). Los
anticuerpos humanos también pueden producirse en animales
transgénicos (por ejemplo, ratones) que sean capaces, tras
una inmunizacién, de producir un repertorio completo © una
seleccidén de anticuerpos humanos en ausencia de produccidén
de inmunoglobulinas endégenas. La transferencia del
conjunto de genes de la inmunoglobulina de linea germinal
humana a 1la 1linea germinal de tales ratones mutantes
resultard en la produccién de anticuerpos humanos tras la
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exposicién al antigeno (véase, por ejemplo, Jakobovits, A.,
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 2551-2555;
Jakobovits, A., et él., Nature 362 (1993) 255-258;
Bruggemann, M., et al., Year Immunol. 7 (1993) 33-40). Los
anticuerpos humanos también pueden producirse en
bibliotecas de presentacién de fagos (Hoogenboom, H.R., vy
Winter, G.,.J. Mol. Biol. 227 (1992) 381-388; Marks, J.D.,
et al., J. Mol. Biol. 222 (1991) 581-597). Las técnicas de
Cole et al. y Boerner et al. también estan disponibles para
la preparacién de anticuerpos humanos monoclonales (Cole et
al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, p. 77 (1985); y Boerner, P., et al., J. Immunol. 147
{1991) 86-95). Como ya se ha mencionado para los
anticuerpos quiméricos y humanizados de acuerdo con la
invencién, el término “anticuerpo humano” como se usa aqui
también comprende aquellos anticuerpos que estan
modificados en la regién constante para generar las
propiedades de acuerdo con la invencién, especialmente
respecto a la unién de Clg y/o la unién de FcR, por
ejemplo, mediante “cambio de clase”, es decir, el cambio o
mutacién de las partes Fc (por ejemplo, mutacién de IgGl a

IgG4 y/o IgGl/IgG4. )

El término "anticuerpo humano recombinante”, como se
utiliza aqui, pretende incluir todos los anticuerpos
humanos que se han preparado, expresado, creado o aislado
mediante medios recombinantes, como los anticuerpos
aislados a partir de una célula huésped como una célula NSO
0 CHO, o a partir de un animal (por ejemplo, un ratén) que
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es transgénico para los genes de la inmunoglobulina humana
0 anticuerpos expresados utilizando un vector de expresién
recombinante transfectado en wuna célula huésped. Tales
anticuerpos humanos recombinantes tienen las regiones
variables 'y constantes reorganizadas. Los anticuerpos
recombinantes humanos de acuerdo con la invencién se han
sometido una hipermutacién somatica in vivo. Por lo tanto,
las secuencias de aminoadcido de las regiones VH y VL de los
anticuerpos recombinantes éon secuencias gque, aungque son
derivadas y estdn relacionadas con las secuencias VH y VL
de la linea germinal humana, pueden no aparecer
naturalmente en un repertorio de anticuerpos de linea

germinal humana in vivo.

El "dominio variable" (dominio variable de una cadena
ligera (VL), regién variable de una cadena pesada (VH))
como se usa aqui indica cada par de cadenas ligeras vy
pesadas que estdn directamente involucradas en la unién del
anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de las
cadenas ligeras y pesadas humanas tienen la misma
estructura general y cada dominio comprende cuatro regiones
marco (FR) cuyas secuencias estdn ampliamente conservadas,
conectadas por tres "regiones hipervariables" (o regiones
determinantes de complementariedad, CDR). Las regiones
marco adoptan una conformacién de lamina B y las CDR pueden
formar bucles que conectan la estructura de lamina B. Las
CDR de cada cadena se mantienen en su estructura
tridimensional a través de las regiones marco y forman
junto con las CDR de la otra cadena el sitio de unién al
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antigeno. Las regiones CDR3 de las cadenas pesada y ligera
del anticuerpo Jjuegan un papel particularmente importante
en la especificidad/ afinidad de la unién de los
anticuerpos de acuerdo con la invencién y por lo tanto

proporcionan otro objeto de la invencién.

Los términos "regién hipervariable" o Tporcidén de
unidén del antigeno de un anticuerpo", como se utiliza aqui,
se refiere a los residuos aminocacidicos de un anticuerpo
que son responsables de la unién del antigeno. La regidn
hipervariable comprende los residuos aminocacidicos de las
"regiones determinantes de complementariedad™ o "CDR". Las
regiones "marco" o "FR", <como se wutilizan aqui, son
aquellas regiones del dominio variable diferentes de 1los
residuos de la regidén hipervariable. Por 1lo tanto, las
cadenas ligeras y pesadas de un anticuerpo comprenden de N-
a C-terminal los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y
FR4. Las CDR de cada cadena estdn separadas por tales
aminodcidos marco. Especialmente, la CDR3 de 1la cadena
pesada es la regién que contribuye la mayor parte de la
unién del antigeno. Las regiones CDR y FR se determinan de
acuerdo con la definicidén estandar de Kabat et al.,
Sequencies of Proteins of Immunological Interest, 5% Ed.,
Public Health Service, National 1Institutes of Health,

Bethesda, MD (1991).

Los anticuerpos Dbiespecificos de acuerdo con la
invencién incluyen, ademds, aquellos anticuerpos que poseen
"modificaciones de secuencia conservativas” (lo que se
entiende por “variantes” de los anticuerpos biespecificos).
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Esto significa modificaciones de la secuencia de
nucleétidos y aminocdcidos que no afectan o alteran las
caracteristicas anteriormente mencionadas del anticuerpo de
acuerdo con la invencién. Las modificaciones pueden
introducirse mediante técnicas estandar conocidas en la
materia, como la mutagénesis dirigida y 1la mutagénesis
mediante PCR. Las sustituciones de aminoédcido conservativas
incluyen aquellas en las que el residuo aminoacidico es
reemplazado por un residuo aminoacidico con una cadena
lateral similar. Se han definido las familias de residuos
aminoacidicos con cadenas laterales similares. Estas
familias incluyen aminodcidos con cadenas laterales béasicas
(por ejemplo lisina, arginina, histidina), cadenas
laterales acidicas (por ejemplo &cido aspéartico, A&cido
glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por
ejemplo glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina,
tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no
polares (por ejemplo alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales con
ramificaciones beta (por ejemplo treonina, valina,
isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo
tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Asi, un
residuo aminoacidico gque se predice no esencial en un
anticuerpo Dbiespecifico <EGFR-IGFIR> puede reemplazarse
preferiblemente con otro residuo aminoacidico de la misma
familia de cadenas laterales. Un anticuerpo biespecifico

<EGFR-IGF1R>, “variante” se refiere aqui, por lo tanto, a

una molécula en la que su secuencia de aminocdcidos difiere
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de la secuencia de aminodacidos de un anticuerpo
biespecifico <EGFR-IGF1R> ‘“parental” en hasta diez,
preferiblemente entre alrededor de dos y alrededor de cinco
adiciones, deleciones vy/o sustituciones en una o més
regiones variables o regiones constantes del anticuerpo
parental. Las sustituciones de aminodcidos pueden
realizarse mediante mutagénesis en base a modelos
moleculares como se describe en Riechmann, L., et al.,
Nature 332 (1988) 323-327 y Queen, C., et al., Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 86 (1989) 10029-10033.

La identidad u homologia con respecto a la secuencia
se define aqui como el porcentaje de residuos aminoacidicos
en la secuencia candidata que son idénticos a la secuencia
parental, tras un alineamiento de las secuencias e
introduccién de huecos, si es necesario, para alcanzar el
porcentaje maximo de identidad de secuencia. No deben
construirse anticuerpos con extensioﬁes N-terminales, C-
terminales o internas, deleciones, o inserciones en la
secuencia que afecten la identidad u homologia de
secuencia. La variante retiene la capacidad de unirse al

EGFR humano e IGF-1R humano.

Como se utiliza aqui, el término “unidén” o “unidn
especifica” se refiere a la unidén del anticuerpo a un
epitopo del antigeno en un ensayo in vitro, preferiblemente
en un ELISA basédo en células con células CHO expresando el
antigeno salvaje. Unién significa una afinidad de unién (Kp)
de 10°® M o inferior, preferiblemente de 107** M a 107° M. la

unién del anticuerpo al antigeno o FcyRIII puede analizarse
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mediante un ensayc Biacore (Pharmacia Biosensor AB,
Uppsala, Suecia). La afinidad de 1la unién se define
mediante los términos ka (constante de la tasa de

asociacién del anticuerpo en el complejo anticuerpo/

antigeno), kp (constante de disociacién), y Kp (kp/ka).

El término "epitopo" incluye cualquier determinante de
polipéptido capaz de unirse especificamente a un
anticuerpo. En ciertas realizaciones, los determinantes de
epitopo incluyen agrupamientos de superficie quimicamente
activa de moléculas como aminodcidos, cadenas laterales de
azucares, fosforilo o sulfonilo, y en ciertas
realizaciones, pueden tener caracteristicas estructurales
especificas tridimensionales o caracteristicas de carga
especificas. Un epitopo es una regidén de un antigeno que se
une mediante un anticuerpo. En ciertas realizaciones, se
dice que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno
cuando este reconoce preferentemente su antigeno diana en

una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico
humano (también conocido como HER-1 o Erb-Bl, y denominado
aqui "EGFR") es un receptor transmembranal de 170 kDa
codificado por el protooncogén c-erbB, y muestra un
actividad tirosina quinasa intrinseca (Modjtahedi, H., et
al., Br. J. Cancer 73 (1996) 228-235; Herbst, R.S., y Shin,
D.M., Cancer 94 (2002) 1593-1611). La entrada P00533 de la
base de datos SwissProt proporciona la secuencia de EGFR.
También existen isoformas y variantes de EGFR (por ejemplo,
transcritos alternativos de RNA, versiones truncadas,
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polimorfismos, etc.) lo que incluye pero no se limita a
aquellos identificados por los numeros de entrada de la
base de datos de Swissprot P00533-1, P00533-2, P00533-3 y
P00533-4. Es conocido que EGFR se une a ligandos, lo que
incluye‘el,factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor
de crecimiento transformante-o, TGF-amfiregulina, EGF de
unién a heparina (hb-EGF), betacelulina y epiregulina
(Herbst, R.S. y Shin, D.M., Cancer 94 (2002) 1593-1611;
Mendelsohn, J. y Baselga, J., Oncogene 19 (2000) 6550-
6565) . EGFR regula numerosos procesos celulares a través de
rutas de transduccién de sefiales mediadas por tirosina
gquinasa, lo que incluye pero ¢ se limita a la activacién de
rutas de transduccién de seflales que <controlan la
diferenciacién y proliferacién celular, supervivencia
celular, apoptosis, angiogénesis, mitogénesis y metdstasis
(Atalay, G., et al., Ann. Oncology 14 (2003) 1346-1363;
Tsao, A.S., y Herbst, R.S., Signal 4 (2003) 4-9; Herbst,
R.S., y Shin, D.M., Cancer 94 (2002) 1593-1611; Modjtahedi,

H., et al., Br. J. Cancer 73 (1996) 228-235).

El receptor del factor de crecimiento similar a la
insulina I (IGF-IR, antigeno CD 221) pertenece a la familia
de proteinas transmembranales tirosina gquinasas (LeRoith,
D., et al., Endocrin. Rev. 16 (1995) 143-163; vy Adams,
T.E., et al., Cell. Mol. Life Sci. 57 (2000) 1050-1063). La
entrada de la base de datos SwissProt P08069 proporciona la
secuencia del IGF-1R. IGF-IR se une a IGF-I con elevada
afinidad e inicia la respuesta fisioldégica a este ligando
in vivo. IGF-IR también se une a IGF-II, aungue con -una
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afinidad ligeramente inferior. La sobreexpresién de IGF-IR
promueve la transformacidén neoplasica de las células vy
existen evidencias de que IGF-IR esta involucrado en la
transformacién maligna de las células y es por lo tanto una
diana util para el desarrollo de agentes terapéuticos para
el tratamiento del céancer (Adams, T.E., et al., Cell. Mol.

Life Sci. 57 (2000) 1050-1063).

En una realizacidén de 1la invencidén el anticuerpo
biespecifico comprende un anticuerpo parental completo como

armazédédn.

El término “anticuerpo completo” indica un anticuerpo
que consiste en dos “cadenas pesadas de un anticuerpo
completo” y dos “cadenas ligéras de un anticuerpo completo”
(véase la Figura 10 para un esquema de la estructura de un
“anticuerpo completo” sin dominio CH4. Véase también en la
Fig. 1 y 12 la parte completa de los formatos biespecificos
tetravalentes con Fv de cadena sencilla unidos (XGFR) y con
Fab de cadena sencilla unidos (scFab-XGFR)). Una "“cadena
pesada de anticuerpo completo” es un polipéptido que
consiste en direccién de N-terminal a C-terminal de un
dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo (VH),
un dominio constante 1 de la cadena pesada del anticuerpo
(CH1), una regidén bisagra del anticuerpo (HR), un dominio
constante 2 de la cadena pesada del anticuerpo (CH2) y un
dominio constante 3 de la cadena pesada del anticuerpo
(CH3), abreviado como VH-CH1-HR-CH2-CH3; y opcionalmente un
dominio constante 4 de la cadena pesada del anticuerpo
(CH4) en el caso de un anticuerpo de subclase IgE.
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Preferiblemente la “cadena pesada de un anticuerpo
completo” es un polipéptido que consiste en direccién de N-
terminal a C-terminal en VH, CH1, HR, CH2 y CH3. Una
“cadena ligera de un anticuerpo completo” es un polipéptido
que consiste en direccidén de N-terminal a C-terminal en un
dominio variable de la cadena ligera del anticuerpo (VL), vy
un dominio constante de la cadena ligera del anticuerpo
(CL), abreviado como VL-CL. El dominio constante de la
cadena ligera del anticuerpo (CL) puede ser k (kappa) o A
(lambda). Las dos cadenas de anticuerpo completo estan
unidas entre ellas a través de puentes 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. Ejemplos de anticuerpo completos
tipicos son los anticuerpos naturales como IgG (por ejemplo
IgGl e 1IgG2), IgM, 1IgA, IgD e IgE. Los anticuerpos
completos de acuerdo con la invencidén pueden ser de una
unica especie, por ejemplo humano, o pueden ser anticuerpos
quiméricos o humanizados. Los anticuerpos completos de
acuerdo con la invencidén comprenden dos sitios de unién al
antigeno, cada uno de ellos formado por un par de VH y VL,
que se unen especificamente al mismo antigeno. Por 1lo
tanto, un anticuerpo monocespecifico bivalente (= completo)
gue comprende un primer sitio de unién a antigeno y que
consiste en dos <cadenas ligeras del anticuerpo vy dos
cadenas pesadas del anticuerpo es un anticuerpo completo.
El extremo C-terminal de la cadena ligera o pesada de dicho

anticuerpo completo indica el Gltimo aminodcido del extremo
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C-terminal de dicha cadena ligera o pesada. El extremo N-
terminal de la cadena ligera o pesada de dicho anticuerpo
completo indica el Ultimo aminocdcido del extremo N-terminal

de dicha cadena ligera o pesada.

En una realizacién, dicho anticuerpo biespecifico es
bivalente y wutiliza formatos como los se describen por
ejemplo a) en las patentes WO 2009/080251, WO 2009/080252 o
WO 2009/080253 (anticuerpos con intercambio de dominios -
véase el Ejemplo 14) o b) Dbasados en un anticuerpo de
fusidén scFab-Fc, en el que un fragmento Fab de cadena
sencilla es especifico para EGFR y el otro para IGF-1R
(véase el Ejemplo 17) o c¢) en la solicitud de patente PE
07024867.9 (WO 2009/080251), Ridgway, J.B., Protein Eng. 9
(1996) 617-621; la WO 96/027011; Merchant A.M, et al.,
Nature Biotech 16 (1998) 677-681; Atwell, S., et al., J.
Mol. Biol. 270 (1997) 26-35 y la PE 1870459A1. En una
realizacién, el anticuerpo biespecifico de acuerdo con la
invencién se caracteriza por gue comprende como secuencias
aminoacidicas los Id. de Sec. N°:30, Id. de Sec. N°:31, Id.
de Sec. N°:32 e Id. de Sec. N°:33 o variantes de las
mismas. En una realizacién el anticuerpo biespecifico de
acuerdo con la invencidn se caracteriza por que comprende
como secuencias aminoacidicas los Id. de Sec. N°:34, Id. de
Sec. N°:35, Id. de Sec. N°:36 e Id. de Sec. N°:37 o
variantes. En una realizacidén el anticuerpo biespecifico de
acuerdo con la invencidén se caracteriza por gque comprende
como secuencias aminoacidicas los Id. de Sec. N°:38 e Id.
de Sec. N°:39 o variantes de las mismas. Estas secuencias
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aminoacidicas se basan en los dominios variables de 1la
cadena pesada de Id. de Sec. N°:8, y los dominios variables
de la cadena ligera de Id. de Sec. N°:10 (derivados de
<EGFR>ICR62 humanizado) como primer sitio de unidén a
antigeno que se une a EGFR, y en los dominios variables de
la cadena pesada de Id. de Sec. N°:23, y los dominios
variables de la cadena ligera de Id. de Sec. N°:25
(derivados del anticuerpo humano anti-IGF-1R <IGF-1R> HUMAB
Clon 18 (DSM ACC 2587)) como segundc sitio de unién a
antigeno que se une a IGF-1R.

En una realizacién, dicho anticuerpo biespecifico es
trivalente y utilizan, por ejemplo, formatos basados en un
anticuerpo de longitud completa que se une especificamente
a uno de los dos receptores EGFR o IGF-1R, al que se
fusiona sélo en un extremo C-terminal de una cadena pesada
un fragmento scFab que especificamente se une al otro de
los dos receptores EGFR o IGF-1R, 1lo gque incluye la
tecnologia de "botén en ojal", como se describe por ejemplo
en la solicitud de patente PE 09004909.9, o por ejemplo,
formatos basados en un anticuerpo de longitud completa que
se une especificamente a uno de los dos receptores EGFR o
IGF-1R, en el que se fusiona en un extremo C-terminal de
una de las cadenas pesadas un fragmento VH o VH-CHl y en el
otro extremo C-terminal de la segunda cadena pesada un
fragmento VL o VL-CL que se une especificamente al otro de
los dos receptores EGFR o IGF-1R, lo que incluye la
tecnologia "botdn en ojal", como se describe por ejemplo en

la solicitud de patente PE 09005108.7.
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En una realizaciédn, dicho anticuerpo biespecifico es
tetravalente y utiliza formatos como los gue se describen
por ejemplo en la WO 2007/024715, WO 2007/109254 o
solicitud de patente PE 09004909.9 (anticuerpo completo que
se une a un primer antigeno al gque se fusionan dos
fragmentos scFab que se unen al otro antigeno) (véanse por
ejemplo, los Ejemplos 1 o 9).

En una realizacidén, dicho anticuerpo biespecifico es
tetravalente, y consiste en

a) un anticuerpo bivalente monoespecifico que
comprende dicho primer sitio de unidén al antiggno y que
consiste en dos cadenas ligeras de anticuerpo y dos cadenas
pesadas de anticuerpo, y cada cadena comprende sblo un
dominio variable,

b) dos enlazantes peptidicos, y

c) dos anticuerpos de cadena sencilla monovalentes
monoespecificos (Fv de cadena sencilla monoespecifico
monovalente) que comprenden dicho segundo sitio de unién al
antigeno, y cada uno de ellos consiste en un dominio
variable de la cadena ligera, un dominio variable de la
cadena pesada, y un enlazante de cadena sencilla entre
dicho dominio variable de la cadena ligera y dicho dominio
variable de la cadena pesada; en el que dichos anticuerpos
de cadena sencilla (dicho Fv de cadena sencilla) estan
ligados al mismo extremo de las cadenas 1ligeras del

anticuerpo o las cadenas pesadas del anticuerpo

monoespecifico bivalente.

En otra realizacién, dicho anticuerpo biespecifico es
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tetravalente, y consiste en

a) un anticuerpo bivalente monoespecifico que
comprende dicho segundo sitio de unién al antigeno y gque
consiste en dos cadenas ligeras de anticuerpo y dos cadenas
pesadas de anticuerpo, y cada una de las cadenas comprende
s6lo un dominio variable,

b) dos enlazantes peptidicos, y

c) dos anticuerpos de cadena sencilla monovalentes
monoespecificos (Fv de cadena sencilla monoespecifico
monovalente) que comprenden dicho segundo sitio de unidén al
antigeno, y cada uno de ellos consiste en un dominio
variable de la cadena ligera, un dominio variable de la
cadena pesada, y un enlazante de cadena sencilla entre
dicho dominio variable de la cadena ligera y dichb deminio
variable de la cadena pesada; en el que dichos anticuerpos
de cadena sencilla (dicho Fv de cadena sencilla) estan
ligados al mismo extremo de las cadenas ligeras del
anticuerpo o] las cadenas pesadas del anticuerpo
monoespecifico bivalente.

En otra realizacién, dicho anticuerpo biespecifico es
tetravalente, y consiste en

a) un anticuerpo de longitud completa gque comprende
dicho sitio de unidén al antigeno y que consiste en dos
cadenas pesadas de anticuerpo y dos cadenas ligeras de
anticuerpo; vy

b) dos fragmentos Fab de cadena sencilla idénticos,
que comprenden dicho segundo sitio de unidén al antigeno,

en los que dichos fragmentos Fab de cadena sencilla de
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b) estdn fusionados al anticuerpo completo mencionado en a)
mediante un conector peptidico en el extremo C- o N-
terminal de la cadena ligera o pesada de dicho anticuerpo
completo.

En otra realizacién, dicho anticuerpo biespecifico es
tetravalente, y consiste en

a) un anticuerpo de longitud completa gque comprende
dicho segundo sitio de unién a antigeno y que consiste en
dos cadenas pesadas de anticuerpo y dos cadenas ligeras de
anticuerpo; y

b) dos fragmentos Fab de cadena sencilla idénticos que
comprenden dicho primer sitio de unién a antigeno,

en los que dichos fragmentos Fab de cadena sencilla de
b) estan fusionados al anticuerpo completo mencionado en a)
mediante un conector peptidico en el extremo C- o N-
terminal de la cadena ligera o pesada de dicho anticuerpo
completo.

Preferiblemente, dichos fragmentos Fab de cadena
sencilla de b) estidn fusionados al anticuerpo completo
mencionado en a) a través de un conector peptidico en el
extremo C-terminal de la cadena ligera o pesada de dicho
anticuerpo completo.

En una realizacién, dos fragmentos Fab de cadena
sencilla idénticos que se unen a un segundo antigenoc estéan
fusionados a dicho anticuerpo completo a través de un
conector peptidico en el extremo C-terminal de cada cadena
ligera o pesada de dicho anticuerpo completo.

En una realizacién, dos fragmentos Fab de cadena
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sencilla idénticos que se unen a un segundo antigeno estén
fusionados a dicho anticuerpo completo a +través de un
conector peptidico en el extremo C-terminal de cada cadena
pesada de dicho anticuerpo completo. |

En una realizacién, dos fragmentos Fab de cadena
sencilla idénticos gue se unen a un segundo antigeno estan
fusionados a dicho anticuerpo completo a través de un
conector peptidico en el extremo C-terminal de cada cadena
ligera de dicho anticuerpo completo.

En otra realizacidén, dicho anticuerpo tetravalente
biespecifico con las siguientes caracteristicas:

~ consiste en:

a) un anticuerpo parental bivalente monoespecifico
(completo) que consiste en dos cadenas pesadas de
anticuerpo completo y dos cadenas ligeras de anticuerpo
completo, en el que cada cadena comprende sbélo un dominio
variable,

b) dos enlazante peptidicos,

c) dos anticuerpos de cadena sencilla monovalentes
monoespecificos (Fv de cadena sencilla monovalente
monoespecifico) y cada uno de ellos consiste en un dominio
variable de la cadena pesada de un anticuerpo, un dominio
variable de 1la cadena ligera de un anticuerpo, y un
enlazante de cadena sencilla entre dicho dominio wvariable
de la cadena pesada de un anticuerpo y dicho dominio
variable de la cadena ligera de un anticuerpo;

Yy preferiblemente dichos anticuerpos de cadena
sencilla (dichos Fv de cadena sencilla) estdn ligados al
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mismo extremo (C- y N-terminal) de las cadenas pesadas del
anticuerpo bivalente moncespecifico o, alternativamente al
mismo extremo (preferiblemente el C-terminal) de las
cadenas ligeras del anticuerpo bivalente monoespecifico, vy
mas preferiblemente al mismo extremo (C- y N-terminal) de
las cadenas pesadas del anticuerpo bivalente

monoespecifico.

El término “enlazante peptidico” como se utiliza en la
invencién indica un péptido con secuencias aminoacidicas,
que preferiblemente es de origen sintético. Estos
enlazantes peptidicos de acuerdo con 1la invencidén se
utilizan para 1ligar los diferentes sitios de unién al
antigeno vy/o fragmentos de anticuerpo que finalmente
comprenden los diferentes sitios de unién a antigeno (por
ejemplo Fv de cadena sencilla, anticuerpos completos, un
dominio VH y/o un dominio VL, parte Fab, (Fab),, Fc) para
formar todos juntos un anticuerpo biespecifico de acuerdo
con la invencién. Los enlazantes ©peptidicos pueden
comprender una ©0 mas de las siguientes secuencias de
aminoadcido listadas en la Tabla 1, asi como otros
aminodcidos seleccionados de forma arbitraria. Dichos
enlazantes peptidicos son péptidos con una secuencia de
aminoacidos con una longitud de al menos 5 aminodcidos,
preferiblemente de al menos 10 aminoacidos, mas
preferiblemente con una. longitud de entre 10 y 50
aminodcidos. Preferiblemente, dichos enlazantes peptidicos

de b) son péptidos con una secuencia de aminoacidos con una

-longitud de al menos 10 aminodcidos. En una realizacién,
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dicho enlazante peptidico es (GyS), con G = glicina, S =
serina, (x = 3 yn=23, 4, 50 6) o (x=4yn=2, 3, 40
5), preferiblemente x = 4 y n = 2 o 3, mids preferiblemente
con x = 4, n =2 ((G4S),). A dicho enlazante peptidico (GxS)n
también pueden afiadirse G = glicinas adicionales, por

ejemplo GG o GGG. °

El término “enlazante de cadena sencilla” como se
utiliza en la invencién indica un péptido con secuencias
aminoacidicas que preferiblemente son de origen sintético.
Estos enlazantes de cadena sencilla de acuerdo con la
invencidén se utilizan para ligar un dominio VH y un VL para
formar un Fv de cadena sencilla. Preferiblemente, dicho
enlazante de cadena sencilla de c) es un péptido con una
secuencia de aminoadcidos con una longitud de al menos 15
aminoacidos, mas preferiblemente con una longitud de al
menos 20 aminodcidos. En una realizacidén dicho enlazante de
cadena sencilla es (G4 S), con G = glicina, S = serina, (x =
3 yn=4, 506) o (x =4yn=13, 40 5), preferiblemente
con X = 4, n =4 o 5, mads preferiblemente con x = 4, n = 4.

Ademas dichos anticuerpos de cadena sencilla (Fv de
cadena sencilla) preferiblemente estéan estabilizados
mediante disulfuros. Esta estabilizacién adicional con
disulfuros de los anticuerpos de cadena sencilla se
consigue mediante la introduccién de un puente disulfuro
entre los dominios variables de los anticuerpos de cadena
sencilla y se describe, por ejemplo, en la WO 94/029350,
Rajagopal, V., et al., Prot. Engin. 10 (12) (1997) 1453-59;
Kobayashi, H., et al., Nuclear Medicine & Biology 25 (1998)
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387-393; o Schmidt, M., et al., Oncogene 18 (19299) 1711 -
1721.

En una realizacidén de los anticuerpos de cadena
sencilla estabilizados mediante disulfuros (Fv de cadena
sencilla), el puente disulfuro entre los dominios variables
de los anticuerpos de cadena sencilla que estd comprendido
en el anticuerpo de acuerdo con la invencién se selecciona
independientemente para cada anticuerpo de cadena sencilla
de entre:

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

ii) posicién 105 del dominio variable de la cadena
pesada a la posicién 43 del dominio variable de la cadena
ligera, o

iii) posicién 101 del dominio variable de la cadena
pesada a la posicién 100 el dominio wvariable de la cadena

ligera.

En una realizacién, el puente disulfuro entre 1los
dominios variables de los anticuerpos de cadena sencilla
que estd comprendido en el anticuerpo de acuerdo con la
invencidén, estd entre la posicién 44 del dominio variable
de la cadena pesada y la posicién 100 del dominio variable
de la cadena 1ligera. En una realizacidén, el puente
disulfuro entre los dominio variables de los anticuerpos de
cadena sencilla que estd comprendido en el anticuerpo de
acuerdo con la invencidén, estd entre la posicién 105 del
dominio variable de la cadena pesada y la posicién 43 del
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dominio variable de la cadena ligera.

En una realizacidén, dichos anticuerpos de cadena
sencilla (Fv de cadena sencilla) sin dicha estabilizacidn
de disulfuro opcional entre los dominios variables VH y VL

de anticuerpo de cadena sencilla (Fv de cadena sencilla)

- son preferibles.

En otra realizacién, el anticuerpo biespecifico se
caracteriza por que

- dos sitios de unidén al antigeno estdn formados cada
uno de ellos por los dos pares de dominios variables de la
cadena pesada y ligera del anticuerpo parental bivalente
monoespecifico y ambos se unen al mismo epitopo,

- los dos sitios de unién al antigeno adicionales
estan formados cada uno de ellos por el dominio variable de
la cadena pesada y ligera de un anticuerpo de cadena
sencilla,

- los anticuerpos de cadena sencilla estan 1ligados
cada uno de ellos a una cadena pesada o a una cadena ligera
a través de un enlazante peptidico, mientras cada cadena
terminal de anticuerpo estd ligada sdélo a un anticuerpo de
cadena sencilla.

En otra realizacién dicho anticuerpo biespecifico
tetravalente se caracteriza ©por que dicha parte de
anticuerpo (completo) bivalente monoespecifico en a) se une
a EGFR y dichos dos anticuerpos de cadena sencilla
monoespecificos monovalentes de c) se unen a IGF-1R.

En otra realizacién, dicho anticuerpo biespecifico
tetravalente se caracteriza ©por que dicha parte de
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anticuerpo (completo) bivalente monoespecifico de a) se une
a IGF-1R vy dichos dos anticuerpos de cadena sencilla
monoespecificos monovalentes de c) se unen a EGFR.

La estructura de esta primera realizacién tetravalente
de un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencidn
se une a EGFR e IGF-1R, en el que uno de los antigenos A ©
B es EGFR, mientras que el otro es IGF-1R. La estructura
basada en un anticuerpo de longitud completa que se une a
un antigeno A, al que se ligan dos Fv de cadena sencilla
(opcionalmente estabilizados con disulfuros) que se unen al
antigeno B, a través de un enlazante ©peptidico se
ejemplifica en los esquemas de las Figuras 1 y 2.

En una segunda realizacién tetravalente, el anticuerpo
biespecifico tetravalente, comprende

a) un anticuerpo de longitud completa que se une
especificamente a dicho primer antigeno (uno de los dos
antigenos EGFR o IGF-1R) y que consiste en dos cadenas
pesadas de anticuerpo y dos cadena ligeras de anticuerpo; y

b) dos fragmentos Fab de cadena sencilla idénticos que
se unen especificamente a dicho segundo antigeno (el otro
de los dos antigenos EGFR o IGF-1R),

en el que dichos fragmentos Fab de cadena sencilla de
b) estédn fusionados a dicho anticuerpo completo de a) a
través de un conector peptidico en el extremo C- o N-
terminal de la cadena ligera o pesada de dicho anticuerpo
completo.

En wuna realizacidén, dos fragmentos Fab de cadena
sencilla idénticos que se unen a un segundo antigeno estéan
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fusionados a dicho anticuerpo completo a través de un
conector peptidico en el extremo C-terminal de cada cadena
ligera o pesada de dicho anticuerpo completo.

En una realizacidén, dos fragmentos Fab de cadena
sencilla idénticos que se unen a un segundo antigeno estan
fusionados a dicho anticuerpo completo a través de un
conector peptidico en el extremo C—termihal de cada cadena

pesada de dicho anticuerpo completo.

En una realizacidén, dos fragmentos Fab de cadena
sencilla idénticos que se unen a un segundo antigeno estan
fusionados a dicho anticuerpo completo a través de un
conector peptidico en el extremo C-terminal de cada cadena
ligera de dicho anticuerpo completo.

Un “fragmento Fab de cadena sencilla” (véase la Figura
11) es un polipéptido que consiste en un dominio variable
de la cadena pesada de un anticuerpo (VH), un dominio
constante 1 de anticuerpo (CHl), un dominio variable de la
cadena ligera de un anticuerpo (VL), un dominio constante
de la cadena ligera de un anticuerpo (CL) y un enlazante,
en el que dichos dominios de anticuerpo y dicho enlazante

tienen uno de los siguientes o6rdenes en direccidén de N-

terminal a C-terminal: a) VH-CHl-enlazante-VL-CL, b) VL-CL-

enlazante-VH-CH1, <c¢) VH-CL-enlazante-VL-CH1 o d) VL-CH1l-

enlazante-VH-CL; vy en el que dicho enlazante es un

. polipéptido de al menos 30 aminoadcidos, preferiblemente de

entre 32 y 50 aminodcidos. Dichos fragmentos Fab de cadena
sencilla a) VH-CHl-enlazante-VL-CL, b) VL-CL-enlazante-VH-
CH1l, c¢) VH-CL-enlazante-VL-CHl y d) VL-CHl-enlazante-VH-CL,
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estan estabilizados a través de un puente diéulfuro natural
entre el dominio CL y el dominio CHl1. El1 término “N-
terminal” indica el Ultimo aminodcido en posicidén N-
terminal. El término “C-terminal” indica el ultimo

aminodcido en posicidén C-terminal.

En una realizacién preferible, dichos dominios de
anticuerpo y dicho enlazante en dicho fragmento Fab de
cadena sencilla tienen uno de los siguientes Ordenes en
direccién de N-terminal a C-terminal: a) VH-CHl-enlazante-
VL-CL, b) VL-CL-enlazante-VH-CHl, o mas preferiblemente VL-

CL-enlazante-VH-CH1.

En otra realizacién preferible, dichos dominios de
anticuerpo y dicho enlazante de dicho fragmento Fab de
cadena sencilla tienen uno de los siguientes o6rdenes en
direccién de N-terminal a C-terminal: a) VH-CL-enlazante-
VL-CH1 o b) VL-CHl-enlazante-VH-CL.

El término “conector peptidico” como se utiliza a lo
largo de la invencién indica un péptido con secuencias de
aminodcido que preferiblemente son de origen sintético.
Estos conectores peptidicos de acuerdo con la invencién se
utilizan para fusionar los fragmentos Fab de <cadena
sencilla al extremo C- o N-terminal del anticuerpo completo
para formar los anticuerpos multiespecificos de acuerdo con
la invenciédn. Preferiblemehte, dichos conectores peptidicos
de b) son péptidos con una secuencia de aminodcidos con una
longitud de al menos 5 aminodcidos, preferiblemente con una
longitud de entre 5 y 100, mas preferiblemente de entre 10
y 50 aminocdcidos. En una realizacidén, dicho conector
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peptidico es (GyS)n O (GxS)nGm, con G = glicina, S = serina,
y (x =3, n=3, 4, 506, ym=20,1, 20 3) o (x =4, n=
2, 3, 4 05 ym=20, 1, 2 o 3), preferiblemente x = 4 y n =
2 o 3, mas preferiblemente con x = 4, n = 2. En una

realizacidén, dicho conector peptidico es (G4S):2.

El término “enlazante” como se utiliza a lo largo de
la invencidén indica un péptide con una secuencia de
aminodcido que preferiblemente es de origen sintético.
Estos péptidos de acuerdo con la invencién se utilizan para
ligar a) VH-CH1l a VL-CL, b) VL-CL a VH-CH1l, c) VH-CL a VL-
CH1 o d) VL-CHlI a VH-CL, para formar 1los sigulentes
fragmentos Fab de <cadena sencilla de acuerdo con la
invencién a) VH-CHl-enlazante-VL-CL, b) VL-CL-enlazante-VH-
CH1, c¢) VH-CL-enlazante-VL-CHl1 o d) VL-CHl-enlazante-VH-CL.
Dicho enlazante del fragmento Fab de cadena sencilla es un
péptido con una secuencia de aminodcido con una longitud de
al menos 30 aminoacidos, preferiblemente con una longitud
de entre 32 y 50 aminoadcidos. En una realizacién, dicho
enlazante es (G,S), con G = glicina, S = serina, (x = 3, n =
8, 9010 ym=20,1, 203) o(x=4yn=%6, 708ym-=

0, 1, 2 o 3), preferiblemente con x

i
o~
jo]

1

6 o7 ym-=20,
1, 2 o 3, mas preferiblemente con x = 4, n =7 ym = 2. En

una realizacién dicho enlazante es (G3S)¢Gy.

Opcionalmente en dicho fragmento Fab de cadena
sencilla, de forma adicional al puente disulfuro natural
entre el dominio CL y el dominio CHI, también se
estabilizan mediante disulfuros el dominio variable de la
cadena pesada del anticuerpo (VH) y el dominio variable de
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la cadena ligera del anticuerpo (VL), pudiéndose introducir
el puente disulfuro entre  las siguientes posiciones: i)
entre la posicién 44 del dominio variable de la cadena
pesada a la posicién 100 del dominio variable de la cadena
ligera, 1i) entre la posicién 105 del dominio variable de
la cadena pesada y la posicién 43 del dominio variable de
la cadena ligera, o iii) entre la posicién 101 del dominio
variable de la cadena pesada y la posicién 100 del dominio
variable de la cadena ligera (numeracidén siempre de acuerdo

con el indice EU de Kabat).

Tal estabilizacién adicional con disulfuros de 1los
fragmentos Fab de cadena sencilla se consigue mediante la
introduccién de un puente disulfuro entre los dominios
variables VH y VL de los fragmentos Fab de cadena sencilla.
Las técnicas para introducir puentes disulfuroc no naturales
para la estabilizacién de un Fv de cadena sencilla se
describen por ejemplo en la WO 94/029350, Rajagopal, V., et
al, Prot. Engin. (1997) 1453-59; Kobayashi, H., et al;
Nuclear Medicine & Biology, Vol. 25, (1998) 387-393; o
Schmidt, M., et al , Oncogene (1999) 18, 1711 -1721. En una
realizacién, el puente disulfuro opcional entre los
dominios variables de los fragmentos Fab de cadena sencilla
que comprende el anticuerpo de acuerdo con la invencidn
estdn entre la posicién 44 del dominio variable de 1la
cadena pesada y la posicidén 100 del dominio variable de la
cadena ligera. En una realizacién, el puente disulfuro
opcional entre los dominios variables de los fragmentos Fab
de cadena sencilla que comprende el anticuerpo de acuerdo
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con la invencidén estd entre la posicién 105 del dominio
variable de la cadena pesada y la posicién 43 del dominio
variable de la cadena ligera (numeracién siempre de acuerdo
con el indice EU de Kabat).

En una realizacién, son preferibles los fragmentos Fab
de cadena sencilla sin dicha -estabilizacién disulfuro
opcional entre los dominios  variables VH y VL de los
fragmentos Fab de cadena sencilla.

Preferiblemente, dicha segunda realizacidén de un
anticuerpo biespecifico tetravalente de acuerde con la
invencién comprende dos fragmentos Fab de cadena sencilla
idénticos (preferiblemente  VL-CL-enlazante-VH-CH1) que
estédn fusionados a los dos extremos C-terminal de las dos
cadenas pesadas o a los dos extremos C-terminal de las dos
cadenas ligeras de dicho anticuerpo completo de a). Tal
fusién resulta en dos péptidos de fusidén idénticos (i)
cadena pesada y fragmento Fab de cadena sencilla o 1ii)
cadena ligera y fragmento Fab de cadena sencilla) que se
coexpresan con i) la cadena ligera o la cadena pesada del
anticuerpo completo para proporcionar el anticuerpo
biespecifico de acuerdoc con la invencién (véase la Fig. 12,
13 y 14).

En otra realizacién, dicho anticuerpo biespecifico
tetravalente se caracteriza por dicha parte de anticuerpo
completo de a) que se une a EGFR y dichos dos fragmentos
Fab de cadena sencilla de b) que se unen a IGF-1R.

En otra realizacién, dicho anticuerpo biespecifico
tetravalente se caracteriza por dicha parte de anticuerpo

{JLLCCO: 278771.DOC v.1}



10

15

20

25

-54-

completo de a) que se une a IGF-1R y dichos dos fragmentos
Fab de cadena sencilla de b) que se unen a EGFR.

En otra realizacién, dicho anticuerpo biespecifico se
caracteriza porque la regidn constante se deriva de origen
humano.

En otra realizacidén, dicho anticuerpc biespecifico se
caracteriza porque la regién constante del anticuerpo
biespecifico de acuerdo con la invencién es de subclase
IgGl humana, o de subclase IgGl humana con las mutaciones
L234A y L235A.

En otra realizacién, dicho anticuerpo biespecifico se
caracteriza porque la regién constante del anticuerpo
biespecifico de acuerdo con el anticuerpo de la invencién
es de subclase IgG2 humana.

En otra realizacién, dicho anticuerpo biespecifico se
caracteriza porque la regidén constante del anticuerpo
biespecifico de acuerdo con el anticuerpo deAla invencién
es de subclase IgG3 humano.

En otra realizacién, dicho anticuerpo biespecifico se
caracteriza porque la regidén constante del anticuerpo
biespecifico de acuerdo con el anticuerpo de la invencién
es de subclase IgG4 humana o de subclase IgG4 con la
mutacién adicional S228P.

Se ha descubierto que los anticuerpos biespecificos de
acuerdo con la actual invencién poseen caracteristicas
mejoradas. Muestran al menos la misma o mayor actividad/
eficacia antitumoral in vitro e in vivo comparado con la
utilizacién de sélo uno o de los dos anticuerpos
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individuales en combinacién, o con los anticuerpos
biespecificos de Lu, D., et al., Biochemical and
Biophysical Research Communications 318 (2004) 507-513; J.
Biol. Chem., 279 (2004) 2856-2865; y J. Biol Chem. 280
(2005) 19665-72. Estos muestran una estabilidad
farmacocinética mejorada in vivo comparada con la de los
anticuerpos biespecificos de Lu, D., et al., Biochemical
and Biophysical Research Communications 318 (2004) 507-513;
J. Biol. Chem., 279 (2004) 2856-2865; y J. Biol Chem. 280
(2005) 19665-72. Ademds, los anticuerpos biespecificos de
acuerdo con la actual invencién muestran una regulacién
negativa/ internalizacién del receptor modulada comparado
con la administracién de sélo uno o de los dos anticuerpos
individuales en combinacién. Ademés, los anticuerpos
biespecificos de acuerde con la actual invencidén pueden
proporcionar beneficios como una reduccién de la dosis y/o
de la frecuencia de la administracién, y de forma

concomitante un ahorro de los costes.

El término “regidén constante” como se utiliza a 1lo
largo de la actual solicitud indica el sumatorio de los
dominios de un anticuerpo que son diferentes de la regidn
variable. La regidn constante no esté involucrada
directamente en la unién del antigeno, pero muestra varias
funciones efectoras. Dependiendo de la secuencia
aminoacidica de la regidén constante de sus cadenas pesadas,
los anticuerpos se dividen en las clases: IgA, IgD, IgE,
IgG e IgM, y algunas de estas pueden dividirse
adicionalmente en subclases, como IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4,
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IgAl e IgA2. Las regiones constantes de la cadena pesada
que corresponden a las diferentes clases de anticuerpos se
denominan o, d,€&, ¥y, ¥ y M respectivamente. Las regiones
constantes de la cadena ligera que pueden encontrarse en
las cinco clases de anticuerpo se denominan x (kappa) y A

(lambda) .

El término “derivados de la regidén constante de origen
humano” como se utiliza en la actual solicitud indica una
regién constante de la cadena pesada de un anticuerpo
humano de subclase I1gGl, IgG2, IgG3 o IgG4 y/o una regidn
constante de la cadena ligera kappa o lambda. Tales
regiones constantes son bien conocidas en la materia y se
describen por ejemplo en Kabat, E.A., (véase por ejemplo
Johnson, G. y Wu, T.T., Nucleic acids Res. 28 (2000) 214-
218; Kabat, E.A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72
(1975) 2785-2788). Mientras los anticuerpos de subclase
IgG4 muestran una unidn reducida al receptor Fc (FcyRIIIa),
los anticuerpos de otras subclases IgG muestran una unién
fuerte. Sin embargo, los residuos Pro238, Asp265, Asp270,
Asn297 (pérdida del carbohidrato de Fc), Pro329, Leuz234,
Leu235, Gly236, Gly237, 1Ile253, Ser254, Lys288, Thr307,
Gln31l, Asné434 y His435 son residuos que si se alteran
también proporcionan una unidén reducida al receptor Fc
(Shields, R., L., et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-
6604; Lund, J., et al., FASEB J. 9 (19%95) 115-119; Morgan,
A., et al., Immunology 86 (1995) 319-324; PE O 307 434). En
una realizacién, un anticuerpo de acuerdo con la invencién
posee una unidén reducida a FcR comparado con un anticuerpo
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IgGl y el anticuerpo parental (completo) monoespecifico
bivalente es respecto a su unién a FcR de subclase IgG4 o

de subclase IgGl o IgG2 con una mutacidén en S228, L234,

L235 y/o D265, y/o contiene la mutacién PVA236. En una

realizacidén, las mutaciones en el anticuerpo parental
(completo) bivalente monoespecifico son S228P, L234A,
L235A, L235E y/o PVA236. En otra realizacién, las
mutaciones en el anticuerpo parental (completo) bivalente
monoespecifico se situan en S$228P de IgG4, y en L234A y
L235A de IgGl. Las regiones constantes de la cadena pesada
se muestran en el Id. de Sec. N°:27 y 28. En una
realizacién, la regién constante de la cadena pesada del
anticuerpo parental (completo) bivalente monoespecifico es
el Id. de Sec. N°:27, con las mutaciones L234A y L235A. En
otra realizacién, la regidén constante de la cadena pesada
del anticuerpo parental (completo) bivalente monoespecifico
es el Id. de Sec. N°:28, con la mutacidén S228P. En otra
reélizacién, la regidén constante de la cadena ligera del
anticuerpo parental (completo) bivalente monoespecifico es

el Id. de Sec. N°:29.

La regidén constante de un anticuerpo estd directamente
involucrada en la CCDA (citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpo) y la CDC {citotoxicidad
dependiente del complemento). La activacién del complemento
(CDC) es 1iniciada mediante la unién del factor del
complemento Clg a la regién constante de la mayoria de
subclases de anticuerbo IgG. La wunién de Clg a un
anticuerpo se origina mediante interacciones proteina-
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proteina definidas en el 1llamado sitio de unién. Tales
sitios de unién de la regidén constante son conocidos en la
materia y se describen por ejemplo en Lukas, T.J., et al.,
J. Immunol. 127 (1981) 2555-2560; Brunhouse, R., y Cebra,
J.J., Mol. Immunol. 16 (1979) 907-917; Burton, D.R., et
al., Nature 288 (1980) 338-344; Thommesen, J.E., et al.,
Mol. Immunocl. 37 (2000) 995-1004; Idusogie, E.E., et al.,
J. Immunol. 164 (2000) 4178-4184; Hezareh, M., et al., J.
Virol. 75 (2001) 12161-12168; Morgan, A., et al.,
Immunology 86 (1995) 319-324; y en la PE O 307 434. Tales
sitios de unién de la regidén constante se caracterizan por
ejemplo por los aminodcidos L234, L235, D270, N297, E318,
K320, K322, P331 y P329 (numeracién de acuerdo con el

indice EU de Kabat).

El término “citotoxicidad <celular dependiente de
anticuerpo (CCDA)” se refiere‘ a la lisis de las células
diana humanas por un anticuerpo de acuerdo con la invencidn
en presencia de células efectoras. La CCDA se analiza
preferiblemente mediante el tratamiento de una preparacién
de células que expresan CCR5 con un anticuerpo de acuerdo
con la invencidén en presencia de células efectoras, como

las CMSP recién aisladas o células efectoras purificadas de

la capa leocoplaquetar, como los monocitos o las células

"natural killer™ (NK), o wuna linea celular de NK en

crecimiento permanente.
El término “citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC)” indica un proceso iniciado mediante la wunidén del

factor del complemento Clg a la parte Fc de la mayoria de
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subclases de anticuerpo IgG. La unién de <Clg a un
anticuerpo es originada por interacciones proteina-proteina
definidas en el 1llamado sitio de unidén. Tales sitios de
unién de la parte Fc son conocidos en la materia (veéase
anteriormente). Tales sitios de unién de la parte Fc se
caracterizan por ejemplo por los aminoadcidos L234, L1235,
D270, N297, E318, K320, K322, P331 y P329 (numeracién de
acuerdo con el indice EU de Kabat). Los anticuerpos de
subclase 1IgGl, 1IgG2 e IgG3 normalmente muestran una
activacién del complemento, lo que incluye la unidén a Clg y
C3, mientras que los IgG4 no activan el sistema de

complemento y no se unen a Clg y/o C3.

Las funciones efectoras mediadas por células de los
anticuerpos monoclonales pueden aumentarse mediante las
modificaciones de su componente oligosacdrido, como se
describen en Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17
(1999) 176—180, y en la US 6.602.684. Los anticuerpos tipo
IgGl, los anticuerpos que se utilizan como terapéuticos mas
frecuentemente, -son glucoproteinas con un sitio de
glucosilacién conservado N-ligado en Asn297 en cada dominio
CH2. Los dos oligosacaridos biantenarios complejos unidos a
Asn297 estdn ocultos entre los dominios CHZ, en contacto
extensivo con el armazén polipeptidico, y su presencia es
esencial para que el anticuerpo pueda mediar las funciones
efectoras como la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (CCDA) (Lifely, M.R., et al., Glycobiology 5
(1995) 813-822; Jefferis, R., et al., Immunol. Rev. 163

(1998) 59-76; Wright, A., y Morrison, S.L., Trends
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Biotechnol. 15 (1997) 26-32). Umana, P., et al. Nature
Biotechnol. 17 (1999) 176-180 y WO 99/54342 muestran que la
sobreexpresién en células ovaricas de hamster chino (CHO)
de la B(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa III (“GnT
III”), una glucosiltransferasa que cataliza la formacién de
oligosacaridos bisectados, aumenta significativamente la
actividad de CCDA de los anticuerpos in vitro. Las
alteraciones en la composicidén del carbohidrato en Asn297 o
su eliminacién afectan también a la unién a FcyR y Clg
(Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17 (1999) 176-180;
Davies, J., et al., Biotechnol. Bioceng. 74 (2001) 288-294;
Mimura, Y., et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 45539-45547;
Radaev, S., et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 16478-16483;
Shields, R.L., et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604;
Shields, R.L., et al., J. Biol. Chem. 277 (2002) 26733-
26740; Simmons, L.C., et al., J. Immunol. Methods 263

(2002) 133-147).

Los métodos para aumentar las funciones efectoras
mediadas por células de 1los anticuerpos monoclonales se
describen por ejemplo en la WO 2005/044859, WO 2004/065540,
WO 2007/031875, Umana, P., et al., Nature Biotechnol.
17:176-180 (1999), WO 99/ 154342, WO 2005/ 018572, WO 2006/
116260, WO 2006/ 114700, WO 2004/ 065540, WO 2005/ 011735,
WO 2005/ 027966, WO 1997/ 028267, US 2006/ 0134709, US
2005/ 0054048, US 2005/ 0152894, WO 2003/ 035835 y WO 2000/
0617392 o por ejemplo en Niwa, R., et al., J. Immunol.
Methods 306 (2005) 151-160; Shinkawa, T., et al, J Biol

Chem, 278 (2003) 3466-3473; WO 03/ 055993 y US 2005/
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0249722.

Por lo tanto, en una realizacién de la invencidén, el
anticuerpo biespecifico estd glucosilado (si comprende una
parte Fc de subclase IgGl, IgG2, IgG3 o] IgG4,
preferiblemente de subclase IgGl o IgG3) con una cadena de
azucar en Asn297, siendo la cantidad de fucosa en dicha
cadena de azucar del 65% o inferior (numeracién de acuerdo
con Kabat). En otra realizacidén, la cantidad de fucosa
dentro de dicha cadena de azlcar estd entre el 5% y el 65%,
preferiblemente entre el 20% y el 40%. “Asn297” de acuerdo
con la invencién significa el aminoadcido asparagina
localizado alrededor de la posicién 297 en la regidédn Fc. En
base a variaciones menores de la secuencia de los
anticuerpos, Asn297 también puede estar localizada algunos
aminodcidos més arriba o mas abajo (normalmente no mas de
+3 aminodcidos) de la posicién 297, es decir entre la
posicién 294 y 300. En una realizacidén, en el anticuerpo
glucosilado de acuerdo con la invencidén, la subclase IgG es
de subclase IgGl humana, de subclase IgGl humana con las
mutaciones L234A vy L235A o de subclase IgG3. En otra
realizacién, la cantidad de &cido ©N-glucolilneuraminico
(ANGN) es del 1% o inferior y/o la cantidad de alfa-1,3-
galactosa N-terminal es del 1 % o inferior en dicha cadena
de azlicar. Las cadenas de azucar muestran preferiblemente
las caracteristicas de 1los glucanos N-ligados wunidos a

Asn297 de un anticuerpo expresado de forma recombinante en

una célula CHO.

El término “las cadenas de azucar muestran
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preferiblemente las caracteristicas de los glucanos N-
ligados unidos a Asn29%7 de un anticuerpo expresado de forma
recombinante en una célula CHO” indica que la cadena de
azucar en Asn297 de la regién constante del anticuerpo
biespecifico de acuerdo con la invencién posee la misma
estructura y secuencia de residuos de azucar, excepto por
el residuo de fucosa, que la del mismo anticuerpo expresado

en células CHO no modificadas, por ejemplo las descritas en

la WO 2006/ 103100.

El término “ANGN” como se utiliza a lo largo de esta
solicitud indica el residuo de azucar acido N-

glucolilneuraminico.

La glucosilacién de las IgGl o IgG3 humanas ocurre en
Asn297 como una glucosilacién de oligosacarido complejo
biantenario de nucleo fucosilado terminada con hasta dos
residuos de Gal. Las regiones constantes de las cadenas
pesadas humana de subclase IgGl o IgG3 se describen en
detalle en Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5% Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991), y en
Briiggemann, M., et al., J. Exp. Med. 166 (1987) 1351-1361;
Lo&e, T.W., et al., Methods Enzymol. 178 (1989) 515-527.
Estas estructuras se denominan residuos de glucano GO, Gl
(x-1,6- o o-1,3-) o G2, dependiendo de 1la cantidad de
residuos de Gal terminales (Raju, T.S., Bioprocess Int. 1
(2003) 44-53). La glucosilacién de tipo CHO de las partes
Fc del anticuerpo se describe por ejemplo en Routier, F.H.,

Glycoconjugate J. 14 (1997) 201-207. Los anticuerpos que se
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expresan de forma recombinante en células huésped CHO no
glucomodificada normalmente estdn fucosilados en Asn297 en
una cantidad de al menos el 85%. Los oligosacéaridos
modificados de la regién constante del anticuerpo
biespecifico de acuerdo con 1la invencién pueden ser
hibridos o complejos. Preferiblemente, los oligosacéaridos
reducidos/ no fucosilados, bisectados, son hibridos. En
otra realizacién los oligosacaridos reducidos/ no

fucosilados, bisectados, son complejos.

De acuerdo con la invencién, “cantidad de fucosa”
significa la cantidad de dicho azicar en la cadena de
azucar en Asn297, en relacidén con el sumatorio de todas las
glucoestructuras unidas a Asn297 (por ejemplo estructuras
de alta manosa hibridas y complejas) medido mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF y calculado como un valor
promedio. La cantidad relativa de fucosa es el porcentaje
de estructuras que contienen fucosa en relacién a todas las
glucoestructuras identificadas en una muestra tratada con
N-Glucosidasa F (por ejemplo, estructuras de oligo y alta

manosa, respectivamente, hibridas y complejas) mediante

MALDI-TOF.

En todos los anticuerpos biespecificos de acuerdo con
la invencidén, “GM” significa glucomodificado.

En otro aspecto de la invencidén, el anticuerpo
biespecifico de acuerdo con la invencidén es un anticuerpo
con CCDA y/o CDC, y con una regidén constante de subclase
IgGl o IgG3 (preferiblemente IgGl) de origen humano, que se
une al receptor Fcy y/o al factor del complemento Clg. Tal
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anticuerpo que se une al receptor Fc y/o al factor del
complemento Clqg permite la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (CCDA) y/o la citotoxicidad

dependiente de complemento (CDC).

E1l anticuerpo de acuerdo con la invencién se produce
mediante métodos recombinantes. Por lo tanto, un aspecto de
la presente invencién es un acido nucleico que codifica el
anticuerpo de acuerdo con la invencidén y otro aspecto es
una célula que comprende dicho &cido nucleico que codifica
un anticuerpo de acuerdo con la invencién. Los métodos para
la produccidén recombinante son ampliamente conocidos en la
materia y comprenden la expresién de proteinas en células
procariotas y eucariotas con el subsiguiente aislamiento
del anticuerpo y normalmente la purificacié4n hasta una
pureza farmacéuticamente aceptable. Para la expresidon de
los anticuerpos anteriormente mencionados en una célula
huésped, se insertan los &acidos nucleicos que codifican las
correspondientes cadenas ligera y pesada modificadas en
vectores de expresién mediante métodos estédndar. La
expresién se realiza en células huésped procariotas o
eucariotas apropiadas como las células CHO, células NSO,
células SP2/0, células HEK293, células CO0S, células PER.C6,
levaduras o células E. coli, y el anticuerpo se recupera de
las células (del sobrenadante o de las células tras la
lisis). Los métodos generales para la produccién
recombinante de anticuerpos son bien conocidos en la
materia y se describen, por ejemplo, en los articulos de
revisién de Makrides, S.C., Protein Expr. Purif. 17 (1999)
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183-202; Geisse, S., et al., Protein Expr. Purif. 8 (1996)
271-282; Kaufman, R.J., Mol. Biotechnol. 16 (2000) 151-160;

Werner, R.G., Drug Res. 48 (1998) 870-880.

Los anticuerpos biespecificos se separan adecuadamente
del medio de cultivo mediante procedimientos de
purificacién de inmunoglobulinas convencionales como por
ejemplo, la proteina A-Sepharose, cromatografia en
hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis o]
cromatografia de afinidad. E1 DNA y RNA que codifican los
anticuerpos monoclonales se aisla y secuencia facilmente
utilizando procedimientos convencionales. Las células de
hibridoma pueden servir como fuente de tales DNA y RNA. Una
ve aislado, el DNA puede insertarse en vectores de
expresién, que entonces se transfectan en células huésped
como las células HEK 293, células CHO, o células de mieloma
que de otro modo no producen las proteinas de las
inmunoglobulinas, para conseguir la sintesis de anticuerpos

monoclonales recombinantes en las células huésped.

Las variantes de 1la secuencia de aminodcidos (o
mutantes) del anticuerpo biespecifico se preparan
introduciendo los cambios de nucledétidos apropiados en el
DNA del anticuerpo, o mediante sintesis de nucledtidos.
Tales modificaciones pueden realizarse, sin embargo, sdélo
en un rango muy limitado, por ejemplo como se ha descrito
anteriormente. Por ejemplo, las modificaciones no deben
alterar las caracteristicas del anticuerpo anteriormente
mencionadas, como el isotipo IgG y la unién al antigenc,
pero pueden mejoraf el rendimiento de 1la produccidn
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recombinante, la estabilidad de la proteina o facilitar la
purificacién.

Los anticuerpos biespecificos que se unen a EGFR e
IGF-1R de acuerdo con la invencidén regulan negativamente el
EGFR. En una realizacidén, la regulacién negativa de EGFR es
al menos de alrededor del 30%, en otra realizacidn al menos
de alrededor del 35%, y en otra realizacién al menos de

alrededor del 40% en células A549.

Los anticuerpos biespecificos que se unen a EGFR .e
IGF-1R de acuerdo con la invencidén regulan negativamente el
IGF-1R. En una realizacién, la regulacidén negativa de IGF-
1R mediante los Mab mixto (VH/VL) o Mab mixto (CH/CL)
biespecificos es mayormente de alrededor del 15%, en otra
realizacién es mayormente de alrededor del 20%, y en otra
realizacién es al menos de alrededor del 40% en células

H322M (a 75 pg de proteina/ mlL).

El término “célula huésped” como se utiliza en la
presente solicitud indica cualquier tipo de sistema celular
que pueda modificarse para generar los anticuerpos de
acuerdo con la presente invencidén. En una realizacidn, las
células HEK293 y células CHO se utilizan como células
huésped. Como se utiliza aqui, las expresiones “célula”,
“linea celular” y “cultivo celular” se utilizan de forma
intercambiable vy todas estas designaciones incluyen la
progenie. Por lo tanto, las palabras “transformantes” vy
“células transformadas” incluyen la célula sujeto primario
y los cultivos derivados de éstos sin importar el numero de
pases. También se entenderd que toda la progenie puede no

{JLLCCO: 278771.DOC v.1}



10

15

20

25

-67-

ser precisamente idéntica en su contenido de DNA, debido a
mutaciones deliberadas o inadvertidas. Se incluye la
progenie variante que posee la misma funcién o actividad
biolégica para la que se ha seleccionado la célula

transformada originalmente.

La expresién en células NSO se describe en, por
ejemplo, Barnes, L.M., et al., Cytotechnology 32 (2000)
109-123; Barnes, L.M., et al., Biotech. Bioeng. 73 (2001)
261-270. La expresidén transitoria se describe en, por
ejemplo, Durocher, Y., et al., Nucl. Acids. Res. 30 E9
(2002). El clonaje de dominios variables se describe en
Orlandi, R., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989)
3833-3837; Carter, P., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89 (1992) 4285-4289; y Norderhaug, L., et al., J. Immunol.
Methods 204 (1897) 77-87. Un sistema de expresidn
transitoria preferible (HEK 293) se describe en Schlaeger,
E.-J., y Christensen, K., en Cytotechnology 30 (1999) 71-83

y en Schlaeger, E.-J., in J. Immunol. Methods 194 (1296)
191-199.

Las secuencias control que son adecuadas para
procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor,

opcionalmente una secuencia operador, y un sitio de unidn

al ribosoma. Es conocido que las células eucariotas
utilizan promotores, potenciadores y sefiales de
poliadenilacién.

Un &cido nucleico estd “ligado de forma operativa”
cuando se situa en relacién funcional con otra secuencia de
dcido nucleico. Por ejemplo, el DNA de una pre-secuencia o
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lider de secrecién estd ligado de forma operativa al DNA de
un polipéptido si se expresa como una pre-proteina que
participa en la secrecién del polipéptido; un promotor o
potenciador estd ligado de forma operativa a una secuencia
codificante si esta afecta a la transcripcidén de 1la
secuencia; o un sitio de unién al ribosoma estad ligado de
forma operativa a una secuencia codificante si éste esta
posicionado de forma que facilita su traduccién.
Generalmente, “ligado de forma operativa” significa que las
secuencias de DNA que estan ligadas estdn contiguas, y en
el caso de un lider de secrecidén, contiguo y en marco de
lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen porque
estar contiguos. La unién se consigue mediante la ligacién
de dianas de restriccién adecuadas. Si no existen estas
dianas, se utilizan adaptadores o enlazantes
oligonucleotidicos sintéticos de acuerdo con la préactica

convencional.

Un anticuerpo de acuerdo con la invencién con una
cantidad reducida de fucosa puede expresarse en una celula
huésped glucomodificada diseflada para expresar al menos un
dcido nucleico que codifica un polipéptido con actividad
GnTIII y un polipéptido con actividad ManII en una cantidad
suficiente para fucosilar de acuerdo con la invencidén los
oligosacaridos de la regién Fc. En una realizacidn, el
polipéptido con actividad GnTIII es un polipéptido de
fusién. Alternativamente, la actividad al, 6-
fucosiltransferasa de la célula huésped puede reducirse o

eliminarse de acuerdo con la US 6.946.292 para generar
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células huésped glucomodificadas. La cantidad de
fucosilacidén del anticuerpo puede predeterminarse por
ejemplo mediante las condiciones de fermentacién o mediante
una combinacién de al menos dos anticuerpos con diferente
grado de fucosilacién.

El anticuerpo de acuerdo con la invencién con una
cantidad reducida de fucosa puede obtenerse en una célula
huésped mediante un método que comprende: (a) el cultivo de
una célula huésped disefiada para expresar al menos un
polinucledétido que codifica un polipéptido de fusidén con
actividad GnTIII y/o actividad ManII bajo condiciones que
permiten la produccién de dicho anticuerpo y que permiten
la fucosilacién de los oligosacdridos presentes en la
regién Fc de dicho anticuerpo en una cantidad de acuerdo
con la invencién; y (b) el aislamiento de dicho anticuerpo.
En una realizacidén, el polipéptido con actividad GnTIII es
un polipéptido de fusidén, que preferiblemente comprende el
dominio catalitico de GnTIII y el dominio de localizacién
en el Golgi de un polipéptido heterdlogo residente en el
Golgi seleccionado de entre el grupo que consiste en el
dominio de localizacidén de la manosidasa II, el dominio de
localizacién de la B(1,2)-N-acetilglucosaminiltransferasa I
(“GnTI”), el dominio de localizacién de la marmosidasa I,
el dominio de 1localizacién de 1la B#(1,2)-N-acetilglucosa-
miniltransferasa II (“GnTII”), y el dominio de localizacién
de la o-1,6 fucosiltransferasa del nucleo. Preferiblemente,
el dominio de localizacién en el Golgi es el de la

manosidasa II o GnTI.
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Como se utiliza aqui, un “polipéptido con actividad
GnTIII” se refiere a los polipéptidos que son capaces de
catalizar la adicién de un residuo de N-acetilglucosamina
(GlcNAc) ligado en B-1,4 al mandsido B-ligado del nucleo
trimanosilo de los oligosacadridos N-ligados. Esto incluye
los polipéptidos de fusién que nmuestran una actividad
enzimdtica similar, pero no necesariamenfe idéntica a la
actividad de la B-1,4-N-acetilglucosaminiltransferasa 1III,
también conocida como BH-1,4-manosil-glucoproteina 4-beta-N-
acetilglucosaminil-transferasa (EC 2,4,1,144), de acuerdo
con el comité de nomenclatura de la International Union of
Biochemistry and Molecular Bioclogy (NC-IUBMB), segun se
mide en un ensayo bioldégico concreto, con o sin dependencia
de la dosis. En el caso de que exista dependencia de la
dosis, no debe ser necesariamente idéntica a 1la de 1la
GnTIII, pero si sustancialmente similar a la dependencia de
dosis en una actividad dada comparado con la GnTIII (es
decir, el polipéptido candidato debe mostrar una actividad
superior o no inferior a alrededor de 25 veces inferior vy,
preferiblemente, no inferior a alrededor de 10 veces menos
actividad, y mas preferiblemente, no inferior a alrededor
de 3 veces menos actividad en relacidén a la de GnTIII).
Como se utiliza aqui, el término “dominio de localizaciédn
en el Golgi” se refiere a la secuencia de aminoadcidos de un
polipéptido residente en el Golgi que es responsable del
anclaje del polipéptido en su localizacidén dentro del
complejo de Golgi. Generalmente, los dominios de

localizacién comprenden las “colas” aminoterminales de un
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enzima. e

Para la produccién de anticuerpos de acuerdo con la
invencién con una cantidad reducida de fucosa, de forma
similar puede utilizarse una célula huésped que es capaz y
estd disefiada para permitir la produccién de un anticuerpo
con glucoformas modificadas. Dicha célula huésped se ha
manipulado ademéds para que exprese niveles aumentados de
uno o mas polipéptidos que poseen actividad GnTIII. Las
células CHO son preferibles como tales células huésped. De
forma similar, las células que producen composiciones de
anticuerpo con tienen CCDA aumentada como se describe en

Us 6,946,292.

La purificacién de anticuerpos se realiza para poder
eliminar componentes celulares u otros contaminantes, por
ejemplo otros 4acidos nucleicos o proteinas celulares,
mediante técnicas esténdar, lo que incluye tratamiento
alcalino/SDS, ©bandas CCsCl, cromatografica en columna,
electroforesis en gel de agarosa, y otras bien conocidas en
la técnica. Véase Ausubel, F., et al., ed. Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing y Wilee
interscience, New York (1987). Los diferentes métodos estén
bien establecidos y ampliamente utilizados ©para la
purificacién de proteinas, como la cromatografia de
afinidad con proteinas microbianas {por ejemplo
cromatografia de afinidad con proteina A o proteina G),
cromatografia de intercambio de iones (por ejemplo
intercambio de cationes (resinas carboximetilo},
intercambioc de aniones (resinas aminoetilo) e intercambio
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de modo mixto), adsorcidédn tiofilica (por ejemplo con beta-
mercaptoetanol V4 otros ligandos SH), interaccién
hidrofébica o cromatografia de absorcién aromdtica (por
ejemplo con fenil-sepharose, resinas aza-arenofilica, o
4dcido m-aminofenilbordénico), cromatografia de afinidad con
quelantes de metales (por ejemplo con material de afinidad
para Ni(II)- y Cu(II)-), cromatografia de exclusién por
tamafio, y métodos electroforéticos (como la electroforesis
en gel, electroforesis capilar) (Vijayalakshmi, M., A.,

Appl. Biochem. Biotech. 75 (1998) 93-102).

Un aspecto de 1la invencién es una composicién
farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la
invencién. Otro aspecto de la invencién es la utilizacidn
de un anticuerpo de acuerdo con la invencidén para la
fabricacién de una composicién farmacéutica. Otro aspecto
de la invencién es un método para la fabricacién de una
composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo de
acuerdo con la invencidén. En otro aspecto, la presente
invencién proporciona una composicidén, por ejemplo una
composicién farmacéutica, que contiene un anticuerpo de
acuerdo con la presente invencién, formulada junto con un

transportador farmacéutico.

Se ha encontrado de forma sorprendente que los
anticuerpos biespecificos frente a EGFR y frente a IGF-1R
de acuerdo con la invencidén poseen propiedades anti-
proliferativas mejoradas frente a células cancerigenas
cuando se- comparan con los anticuerpos anti-EGFR vy
anticuerpos anti-IGF-1R monoespecificos parentales o cuando
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se comparan con los anticuerpos biespecificos frente a EGFR
y frente a IGF-1R conocidos en Lu, D., et al., Biochemical
and Biophysical Research Communications 318 (2004) 507-513;
J. Biol. Chem., 279 (2004) 2856-2865; y J. Biol Chem. 280
(2005) 19665-72 {(como estos anticuerpos biespecificos sélo
muestran una eficacia reducida en las células tumorales que
expresan EGFR/IGF-1R en comparacién con la combinacién de
los anticuerpos correspondientes parentales).

Otro aspecto de la invencidén es dicha composicién
farmacéutica para el tratamiento del cancer.

Otro aspecto de la invencién es la utilizacién de un
anticuerpo de acuerdo con la invencidén para la fabricacién
de un medicamento para el tratamiento del cancer.

Otro aspecto de la invencién es un método de
tratamiento a pacientes que padecen cancer mediante la
administracién de un anticuerpo de acuerdo con la invencién
a un paciente en necesidad de dicho tratamiento.

Tal como se usa aqui, “transportador farmacéutico”
incluye cualquier solvente, medio de dispersién,
recubrimientos, agentes antibacterianos vy antifingicos,
agentes isotdnicos y retardantes de la absorcidn, vy
similares que sean fisioldébgicamente compatibles.
Preferiblemente, el transportador es adecuado para la
administracién intravenosa, intramuscular, subcutanea,
parenteral, espinal o epidérmica(por ejemplo por inyeccién
o infusién).

Una composicién de 1la ©presente invencidén puede
administrarse mediante una serie de métodos conocidos en la
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técnica. Como podrd apreciarse por el experto en la
materia, la ruta vy/o modo de administracidén variarad
dependiendo de los resultados deseados. Para administrar un
compuesto de la invencién mediante ciertas rutas de
administracién, serd necesarioc recubrir el compuesto con, o
coadministrar el compuesto con, un material para prevenir
su inactivacién. Por ejemplo, el compuesto puede
administrarse a un sujeto en un transportador apropiado,
por ejemplo, liposomas, o un diluyente. Los diluyentes
farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones tamponadas
salinas y acuosas. Los transportadores farmacéuticos
incluyen soluciones estériles acuosas o dispersiones vy
polvos estériles para la preparacién extemporanea de
soluciones inyectables estériles o) dispersiones. La
utilizacién de dichos medios y agentes para sustancias

farmacéuticamente activas es conocida en la técnica.

Las frases “administracién parenteral” y “administrado
por via parenteral” como se utiliza agui, indica los modos
de administracidén diferentes de la administracidn énteral Y%
tépica, normalmente mediante inyeccidén, e incluye, sin
limitacién, inyeccién e infusidn intravenosa,
intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal,
transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular,

subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e

intraesternal.

El término cancer como se utiliza agqui se refiere a

enfermedades proliferativas, como los linfomas, leucemias
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linfociticas, céncer de pulmén, céncer de pulmén de células
grandes (NSCL) , cancer de pulmén de células
bronquioloalveolares, cancer de huesos, cancer de pancreas,
cancer de piel, cancer de cabeza y cuello, melanocma cutaneo
o intraocular, céncer uterino, cancer de ovarios, céancer
rectal, céncer de 1la regidén anal, céncer de estdmago,
cédncer gastrico, cancer de colon, cancer de mama, carcinoma
de las trompas de falopio, carcinoma endometrial, carcinoma
cervical, carcinoma de vagina, carcinoma de vulva,
Enfermedad de Hodgkin, céncer de esbéfago, céancer del
intestino delgado, cancer del sistema endocrino, céncer de
tiroides, céncer paratiroidal, cancer de gléandula adrenal,
sarcoma de tejido blando, cancer de uretra, cancer de
penes, céancer de prébstata, céncer de vejiga, cancer de
rifibn o uréter, carcinoma de células renales, carcinoma de
la pelvis renal, mesotelioma, cancer hepatocelular, cancer
biliar, neoplasias del sistema nervioso central (SNC),
tumores del eje espinal, glioma del tronco cerebral,
glioblastoma multiforme, astrocitomas, schwanomas,
ependimonas, meduloblastomas, meningiomas, carcinomas de
células escamosas, adenoma pituitario y sarcoma de Ewing,
lo que incluye versiones refractarias de cualquiera de los

cadnceres anteriores, o una combinacién de uno o mas de los

cdnceres anteriores.

Estas composiciones pueden también contener adyuvantes
como conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsificantes y agentes dispersantes. La prevencién de la
presencia de microorganismos puede asegurarse mediante
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procedimientos de esterilizacidén, supra, y mediante la
inclusién de varios agentes antibacterianos y antifungicos,
por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol, &cido sdérbico,
y similares. Serd también deseable incluir agentes
isotdénicos, como azucares, cloruro sdédico, y similares en
las composiciones. Ademds, la absorcidédn prolongada de la
forma farmacéutica inyectable puede hacerse con la
inclusién de agentes que retrasan la absorcién como el

monoestearato de aluminio y gelatina.

Independientemente de la ruta de administracién
seleccionada, los compuestos de la presente invenciédn, gue
pueden utilizarse en una forma hidratada adecuada, y/o las
composiciones farmacéuticas de 1la presente invencién, se
formulan en formas de dosificacién farmacéuticamente
aceptables mediante métodos convencionales conocidos por

los expertos en la materia.

Los niveles de dosificacién actuales de los
ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de
la presente invencidédn pueden variarse para obtener una
cantidad del ingrediente activo que sea efectiva para
lograr 1la respuesta terapéutica deseada Ppara un paciente
particular, la composicién, y el modo de administracién,
sin ser toéxico para el paciente. El1 nivel de dosis
seleccionado dependera de la variedad de factores
farmacocinéticos lo que incluye la actividad de las
composiciones particulares empleadas de la presente
invencién, la ruta de administracién, el tiempo de
administracién, la tasa de excrecién del compuesto
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particular a ser empleado, la duracién del tratamiento,
otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en
combinacidén con las composiciones particulares empleadas,
la edad, sexo, peso, condicién, salud general e historial
médico previo del paciente a tratar, y factores similares
bien conocidos en el campo de la medicina.

La composicidén debe ser estéril y fluida hasta el
punto en que la composicidén pueda liberarse mediante una
jeringa. Ademds de agua, el transportador preferible es una
solucidén salina tamponada isotdnica.

Puede mantenerse la fluidez adecuada, por ejemplo,
mediante el uso de recubridores como la lecitina,
manteniendo el tamafio de particula necesario en el caso de
la dispersién y mediante el uso de surfactantes. En muchos
casos, es preferible incluir en la composicién agentes
isotdénicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes como el

manitol o el sorbitol, y cloruro sdédico.

Tal como se usa aqul, las expresiones "célula,” "linea
celular,” vy "cultivo celular" se wutilizan de forma
intercambiable y todas estas designaciones incluyen su
progenie. Asi, las palabras "transformantes”™ vy "células
transformadas" incluyen 1la célula sujeto primaria y 1los
cultivos derivados de ella sin tener en cuenta el numero de
transferencias. Se entiende también que toda la progenie no
tiene por qué ser idéntica en su contenido de DNA, debido a
las mutaciones deliberadas o inadvertidas. ©La progenie
variable que posee la misma funcién o actividad biolégica
que la gque se busca en la célula originalmente transformada
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queda incluida. Cuando se pretenden designaciones
distintas, quedard claro por el contexto.

El término “transformacidén” como se utiliza aqui se
refiere al proceso de transferir vectores/acidos nucleicos
en una célula huésped. Si se utilizan células éin barreras
de pared celular formidables como células huésped, la
transfeccidén se 1llevard a cabo por ejemplo mediante el
método de precipitacién con fosfato como se describe en
Graham, F.L., y Van der Eb, A.J., Virology 52 (1973) 456-
467. No obstante, también se pueden usar otros métodos para
introducir DNA en las células como la inyeccidn nuclear o
fusidén de protoplastos. Si se utilizan células procariotas
o células que contiene construcciones de pared celular
sustanciales, se usara por ejemplo un método de
transfeccidén con tratamiento por calcio utilizando cloruro

calcico como se describe en Cohen, S.N., et al, PNAS. 69

(1972) 2110-2114.

Tal como se usa aqui, "expresidén" se refiere al
proceso mediante el que un écido nucleico se transcribe en
mRNA y/o al proceso mediante el que un mRNA transcrito
(también referido como transcrito) se traduce
posteriormente en péptidos, polipéptidos, o proteinas. Los
transcritos y los polipéptidos codificados se denominan en
general como producto génico. Si el polinucledtido deriva
de DNA gendémico, la expresidén en una célula eucariota puede
incluir el corte y empalme de mRNA (splicing de mRNA).

Un "vector" es una molécula de A&cido nucleico, en
particular auto-replicativa, que transfiere una molécula de
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acido nucleico insertada en una y/o entre células huésped.
El término incluye vectores que funcionan principalmente
para la insercién de DNA o RNA en una célula (por ejemplo,
integracidén cromosdémica), replicacién de vectores que
funcionan principalmente para la replicacién de DNA o RNA,
y vectores de expresién que funcionan para la transcripcién
y/0 traduccién de DNA o RNA. También se incluyen vectores
que proporcionan mas de una de las funciones descritas.

Un "vector de expresién" es un polinucledtido que,
cuando se introduce en una célula huésped adecuada, puede
transcribirse y traducirse en un polipéptido. Un “sistema
de expresidédn " se refiere normalmente a una célula huésped
adecuada que comprende un vector de expresién que puede
funcionar para proporcionar un producto de expresidn
deseado.

Descripcién de las secuencias aminoacidicas

Id. de Sec. N°:1, CDR3 de la cadena pesada,
<EGFR>ICR62 humanizado

Id. de Sec. N°:2, CDR2 de la cadena pesada,
<EGFR>ICR62 humanizado

Id. de Sec. N°:3, CDRl1 de la cadena ©pesada,
<EGFR>ICR62 humanizado

Id. de Sec. N°: 4, CDR3 de la cadena ligera,
<EGFR>ICR62 humanizado

Id. de Sec. N°:5, CDR2 de la cadena ligera,

<EGFR>ICR62 humanizado

Id. de Sec. N°:6, CDR1 de la cadena ligera,

<EGFR>ICR62 humanizado
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7, dominio variable
humanizado

N°:8, dominio variable
humanizado

N°:9, dominio variable
humanizado

N°:10, dominio wvariable
humanizado

N°:11, CDR3 de la cadena

N°:12, CDR2 de 1la cadena

N°:13, CDR1 de 1la cadena

N°:14, CDR3 de la cadena

N°:15, CDR2 de 1la cadena

N°:16, CDR1 de 1la cadena

N°:17, CDR3 de 1la cadena

N°:18, CDR2 de la cadena

N°:19, CDR1 de la cadena

N°:20, CDR3 de 1la cadena
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Id. de Sec. N°:21, CDR2 de la cadena ligera, HUMAB
Clon 22 <IGF-1R>

Id. de Sec. N°:22, CDR1 de la cadena ligera, HUMAB
Clon 22 <IGF-1R> |

Id. de Sec. N°:23, dominio variable de 1la cadena
pesada, HUMAB Clon 18 <IGF-1R>

Id. de Sec. N°:24, dominio variable de 1la cadena
pesada, HUMAB Clon 22 <IGF-1R>

Id. de Sec. ©N°:25, dominio variable de 1la cadena
ligera, HUMAB Clon 18 <IGF-1R>

Id. de Sec. N°:26, dominio variable de 1la cadena
ligera, HUMAB Clon 22 <IGF-1R>

Id. de Sec. N°:27, regiébn constante de la cadena
pesada humana derivada de IgGl

Id. de Sec. N°:28, regién constante de 1la cadena
pesada humana derivada de IgG4

Id. de Sec. N°:29 regién constante de la cadena
ligera kappa

Id. de Sec. N°:30 Cadena pesada 1 de la molécula de
anticuerpo con intercambio de dominios bivalente
biespecifica, <EGFR-IGF1R>: Mab mixto (VH/VL)

Id. de Sec. N°:31 Cadena pesada 2 de la molécula de
anticuerpo con intercambio de dominios bivalente
biespecifica, <EGFR-IGF1R>: Mab mixto (VH/VL)

Id. de Sec. N°:32 Cadena ligera 1 de la molécula de
anticuerpo con intercambio de dominios bivalente
biespecifica, <EGFR-IGF1R>: Mab mixto (VH/VL)

Id. de Sec. N°:33
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intercambio de dominios

biespecifica, <EGFR-IGF1R>: Mab mixto (VH/VL)

Id. de Sec.

anticuerpo con

°:34

Cadena pesada 1 de la

intercambio de dominios

biespecifica, <EGFR-IGF1R>: Mab mixto (CH/CL)

Id. de Sec.

anticuerpo con

©:35

Cadena pesada 2 de 1la

intercambio de dominios

biespecifica, <EGFR-IGF1R>: Mab mixto (CH/CL)

Id. de Sec.

anticuerpo con

°:36

Cadena ligera 1 de la

intercambio de dominios

biespecifica, <EGFR-IGF1R>: Mab mixto (CH/CL)

Id. de Sec.

anticuerpo con

°:.37

Cadena ligera 2 de la

intercambio de dominios

biespecifica, <EGFR-IGF1R>: Mab mixto (CH/CL)

Id. de Sec.

°:38

Cadena pesada 1 de 1la

anticuerpo con fusidén de scFab-Fc¢, bivalente,

<EGFR-IGF1R>: scFab-Fc

Id. de Sec.

©:39

Cadena pesada 2 de la

anticuerpo con fusién de scFab-Fc, bivalente,

<EGFR-IGF1R>: scFab-Fc

Id. de Sec.

anticuerpoc de

©:40

fusidén

Cadena pesada 1 de

scFab-Fc Dbivalente,

<EGFR-IGF1R>: N-scFabSS-Salt-bridge-s3

Id. de Sec.

anticuerpo de

141 Cadena

fusién

pesada 2 de

scFab-Fc bivalente,

<EGFR-IGF1R>: N-scFabS$S-Salt-bridge-s3
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Id. de Sec. N°:42 Cadena pesada 1 de molécula de
anticuerpo de fusién scFab-Fc bivalente, biespecifica <EGFR-
IGF1R>: N-scFabSS-Salt-bridge-w3C

Id. de Sec. N°:43 Cadena pesada 2 de molécula de
anticuerpo de fusidén scFab-Fc bivalente, biespecifica <EGFR-
IGF1R>: N-scFabSS-Salt-bridge-w3C

Id. de Sec. N°:44 Cadena pesada 1 de molécula de
anticuerpo de fusidén scFab-IgG trivalente, biespecifica <EGFR-
IGF1R>: KiH-C-scFab-1

Id. de Sec. N°:45 Cadena pesada 2 de molécula de
anticuerpo de fusién scFab-IgG trivalente, biespecifica <EGFR-
IGF1R>: KiH-C-scFab-1

Id. de Sec. N°:46 Cadena ligera de molécula de
anticuerpo de fusién scFab-IgG trivalente, biespecifica <EGFR-
IGF1R>: KiH-C-scFab-1

Id. de Sec. N°:47 Cadena pesada 1 de meolécula de
anticuerpo de fusién scFab-IgG trivalente, biespecifica <EGFR-
IGF1R>: KiH-C-scFab-2

Id. de Sec. N°:48 Cadena pesada 2 de molécula de
anticuerpo de fusidén scFab-IgG trivalente, biespecifica <EGFR-
IGF1R>: KiH-C-scFab-2

Id. de Sec. N°:49 Cadena ligera de molécula de

anticuerpo de fusidén scFab-IgG trivalente, biespecifica <EGFR-

IGFIR>: KiH-C-scFab-2

Los siguientes ejemplos, listado de secuencias vy
figuras se proporcionan como apoyo para un mejor
entendimiento de 1la presente invencién, cuyo verdadero
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alcance se fija en las reivindicaciones anexas. Se entiende
que pueden realizarse modificaciones en los procedimientos

indicados sin alejarse del espiritu de la invenciédn.

Descripcidén de las Fiquras

Figura 1 Estructura esquemdtica de una realizaciédn
tetravalente de-un anticuerpo biespecifico de acuerdo con
la invencién que se une a EGFR e IGF-1R, en el gque uno de
los Antigenos A o B es EGFR, mientras que el otro es IGF-
1R. La estructura estd basada en un anticuerpo de longitud
completa que se une al Antigeno A, al que estan unidas dos
(opcionalmente estabilizadas con disulfuros) cadenas
sencillas de Fv que se unen al Antigenoc B, mediante el
enlazante de péptido.

Figura 2 Estructura esquematica de cuatro
posibles realizaciones tetravalentes A a D de un anticuerpo
biespecifico de acuerdo con la invencidén que se une a EGFR
e IGF-1R, en el que uno de los Antigenos A o B es EGFR,
mientras que el otro es IGF-1R. Las estructuras estéan
basadas en un anticuerpo de longitud completa que se une al
Antigeno A, al que estdn unidas dos (opcionalmente
estabilizadas con disulfuros) cadenas sencillas de Fv que
se unen al Antigeno B, mediante el enlazante de péptido en

el

A: C-terminal de la cadena pesada del anticuerpo de

longitud completa

B: N-terminal de la cadena pesada del anticuerpo de

longitud completa

C: C-terminal de la cadena ligera del anticuerpo de
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longitud completa

D: C-terminal de la cadena ligera del anticuerpo de
longitud completa

Figura 3 3a: SDS-PAGE de anticuerpo biespecifico
purificado XGFR1-2421

3b: Analisis por Cromatografia HP de exclusién por
tamario (SEC) de anticuerpo biespecifico purificado XGFR1-
2421 (3mg/ml)

3c: Analisis por Cromatografia HP de exclusidén por
tamafio (SEC) de anticuerpo biespeﬁifico purificado XGFR1-

2421 (lmg/ml)

Figura 4 4a: Purificacién por Cromatografia HP de
exclusién por tamafio (SEC) de anticuerpo biespecifico
XGFR1-2320 (sin estabilizacién por disulfuros) (agrega el
8,7 %)

4b: Cromatografia HP de exclusidén por tamafio (SEC)
purificacién de anticuerpo biespecifico XGFR1-2321
(estabilizado por disulfuros) (agrega el 0 %)

Figura 5 Unidén simulténea de un anticuerpo
biespecifico anti-EGFR/anti-IGF-1R (XGFR1-2320) a EGFR e
IGF1R en un Ensayo Biacore con XGFR1-2320 inmovilizado-

Figura 6 Regulacién negativa de IGFR (6a) y EGFR
(6b) en una linea celular tumoral Ab49 NSCLC mediante
anticuerpo biespecifico

Figura 7 Inhibicién de la fosforilacidédn de IGF-1R
(7a) y de la fosforilacién de EGFR (7b) en una linea
celular tumoral H322M NSCLC mediante moléculés de

anticuerpo biespecifico anti-EGFR/anti-IGF-1R (XGFR)
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7a: ELISA Fosfo-IGF-1R tras la inhibicidén con varias
moléculas de anticuerpo biespecifico XGFR y sus anticuerpos
parentales en células tumorales H322M NSCLC, las
concentraciones de anticuerpo se refieren a la incubacién,
en el caso de la estimulacién con IGFl/EGF, las
concentraciones de anticuerpo se diluyen a la mitad de la
concentracién original

7b: ELISA Fosfo-EGF-R tras la inhibicién con varias
moléculas de anticuerpo biespecifico XGFR y sus anticuerpos
parentales en células tumorales H322M NSCLC, las
concentraciones de anticuerpo se refieren a la incubacién,
en el caso de la estimulacién con IGFl/EGF, las
concentraciones de anticuerpo se diluyen a la mitad de la
concentracién original

Figura 8 Inhibicién del crecimiento anti-tumoral
de células tumorales H322M NSCLC que expresan EGFR e IGF-1R
mediante moléculas de anticuerpo Dbiespecifico anti-
EGFR/anti~-IGF-1R (XGFR) y sus anticuerpos parentales

Figura 9 Actividad CCDA in-vitro de moléculas de
anticuerpo biespecifico anti-EGFR/anti~IGF-1R (XGFR)

Figura 10 Estructura esquemdtica de un anticuerpo de
longitud completa sin dominio CH4 que se une
especificamente a un EGFR o IGF1-R con dos pares de cadena
pesada y ligera que comprende dominios variables vy
constantes en un orden tipico.

Figura 11 Estructura esquemitica de las cuatro
posibles fragmentos Fab de cadena sencilla que se une

especificamente por ejemplo a EGFR o IGF1-R
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Figura 12 Estructura esquemdtica de un anticuerpo
biespecifico tetravalente, de acuerdo con la invencidn gue
comprende un anticuerpo de longitud completa gque se une
especificamente a uno de los dos Antigenos EGFR o IGF1-R y
dos cadenas ligeras Fab que se unen especificamente al otro
de los dos antigenos EGFR o IGF1-R (moléculas scFab-XGFR)

Figura 13 Anticuerpos biespecificos de acuerdo con la
invencidén gque comprende un anticuerpo de longitud completa
que se une especificamente a IGF-1R y dos cadenas ligeras
Fab idénticas que se unen especificamente a moléculas EGFR
-ScFab-XGFR1 A, B, C, y D y niveles de expresién tras la
purificacién

A: scFab (VH-CHl-enlazante-VL-CL) fusionado al C-
Terminal de la cadena pesada

B: scFab (VH-CHl-enlazante-VL-CL con puente disulfuro
adicional VH44-VL100 ,fusionado) al C-Terminal de la cadena
pesada

C: scFab (VH-CHl-enlazante-VL-CL) fusionado al C-
Terminal de la cadena ligera

D: scFab (VH-CHl-enlazante-VL-CL con puente disulfuro
adicional VH44-VL100 fusionado) al C-Terminal de la cadena
ligera

Figura 14 Anticuerpos biespecificos de acuerdo con la
invencién que comprende un anticuerpo de longitud completa
que se une especificamente a EGFR y dos cadenas ligeras Fab
idénticas que se unen especificamente a moléculas IGF-1R -
ScFab-XGFR2 A, B, C, y D

A: scFab (VH-CHl-enlazante-VL-CL) fusionado al C-
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Terminal de la cadena pesada

B: scFab (VH-CHl-enlazante-VL-CL con puente disulfuro
adicional VH44-VL100 fusionado) al C-Terminal de la cadena
pesada

C: scFab (VH-CHl-enlazante-VL-CL) fusionado al C-
Terminal de la cadena ligera

D: scFab (VH-CHl-enlazante-VL-CL con puente disulfuro
adicional VH44-VL100 fusionado) al C-Terminal de la cadena
ligera

Figura 15 Andlisis SDS-PAGE de cadena ligera Fab que
contienen derivados de anticuerpo biespecifico scFab-XGFR1

1: scFab-XGFR1_4720 (No reducido)

2: scFab-XGFR1_ 4721 (No reducido)

3: scFab-XGFR1 4720 (reducido)

4: scFab-XGFR1_4721 (reducido)

Figura 16 Andlisis HP-SEC de scFab que contienen
derivados de anticuerpo biespecifico scFab-XGFR1

Fig. 1l6a: scFab-XGFR1-4720; 7,7 %, Agregados (marcado
dentro de una caja)

Fig. 16b: scFab-XGFR1-4721; 3,5 %, Agregados (marcado
dentro de una caja)

Figura 17 Unidén de scFab-XGFRl y scFab-XGFR2 a EGFR e

IGF1R

Fig 17a: Diagrama de wunién a Biacore de scFab-

XGFR1_2720 a EGFR, KD = 2 nM

Fig 17b: Diagrama de unién a Biacore de scFab-

XGFR1_2720 a IGF-1R, KD = 2 nM

Fig 17c: Diagrama de unién a Biacore de scFab-
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XGFR2 2720 a EGFR, KD = 0,5 nM

Fig 17d: Diagrama de unién a Biacore de scFab-
XGFR2 2720 a IGF-1R, KD = 11 nM

Figura 18 Esquema de unidén de scFab-XGFR a células
analizadas mediante ensayos de competiciédn FACS siguiendo
el procedimiento general:

-afladir en paralelo <IGFlR> Mab marcado con Alexa647
(1 pg/mL) + scFab-XGFR sin marcar (100 pg/mL - 0,001 pg/mL
)

- -45 min de incubacidén en hielo, lavar y eliminar los
anticuerpos no unidos

- —fijar con HCHOl1%, después FACS

Figura 19 Unién de scFab-XGFR 2721 y Clon 18 parental
<IGF1R> a células analizadas mediante ensayos de
competicién FACS

Fig 19a: Comparacién de valores de CI50 de <IGF-1R>
Clon 18 (0,18 pg/ml) y scFab-XGFR 2721 (0,15 ng/ml)

Fig 19b: Curva de unidén de <IGF-1R> Clon 18 (punto de
giro 0,11 pg/ml) - eje y = RLU ; eje x concentracidén de
anticuerpo (ng/ml)

Fig 19c: Curva de unidén de scFab-XGFR 2721 (punto de
giro 0,10 pg/ml) - eje y = RLU ; eje x concentracién de
anticuerpo (pg/ml)

Figura 20 Regulacién negativa de IGFl-R en Células
H322M tras 24 h de incubacién con diferentes moléculas de
anticuerpo biespecifico anti-EGFR/anti-IGF-1R (scFab-XGFR;
100nM)

Figura 21 Regulacién negativa de EGFR en Células H322M
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tras 24 "h de incubacién con diferentes moléculas de
anticuerpo biespecifico anti-EGFR/anti-IGF-1R (scFab-XGFR;
100nM)

Figura 22 Inhibicién de 1la proliferacién de células
H322M- con diferentes moléculas de anticuerpo biespecifico

anti-EGFR/anti-IGF-1R (scFab-XGFR; 100nM)

Procedimiento Experimental

Ejemplos

Disefio de anticuerpos biespecificos <EGFR - IGF-1R>

Los anticuerpos biespecificos que se unen a EGFR e
IGF-1R de acuerdo con la invencidén comprenden un primer
sitio de unidén a antigeno que se une a EGFR y un segundo
sitio de unidén a antigeno que se une a IGF-1R. Como primer
sitio de unidén a antigeno que se une a EGFR pueden usarse
los dominios variables de la cadena pesada de Id. de Sec.
N°: 7 o Id. de Sec. N°: 8, y los dominios variables de la
cadena ligera de Id. de Sec. N°: 9 o Id. de Sec. N°: 10,
que derivan ambos de 1los anticuerpos de rata anti-EGFR
humanizados ICR62 que se describen en detalle en WO
2006/082515.

Como Segundo sitio de unidén a antigeno que se une a
IGF-1R pueden usarse los dominios variables de la cadena
pesada de Id. de Sec. N°: 23 o Id. de Sec. N°: 24, y los
dominios variables de la cadena ligera de 1Id. de Sec.
N°: 25 o Id. de Sec. N°: 26, que derivan ambos de ios
anticuerpos humanos anti-IGF-1R <IGF-1R> HUMAB Clon 18 (DSM
ACC 2587) o <IGF-1R> HUMAB Clon 22 (DSM ACC 2594) gque se

describen en detalle en WO 2005/005635.
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En los siguientes Ejemplos 1 a 20 los anticuerpos
biespecificos <EGFR - 1IGF-1R> se basan en los dominios
variables de la cadena pesada de Id. de Sec. N°: 8, y los
dominios variables de la cadena ligera de Id. de Sec. N°:
10 (derivados de <EGFR>ICR62 humanizados) como primer sitio
de unidén a antigeno que se une a EGFR, y en los dominios
variables de la cadena pesada de Id. de Sec. N°: 23, y los
dominios variables de la cadena ligera de Id. de Sec.
N°: 25 (derivados de 1los anticuerpos humanos anti-IGF~1R
<IGF-1R> HUMAB Clon 18 (DSM ACC 2587)) como segundo sitio

de unidén a antigeno gue se une a IGF-1R.

A) Disefio de anticuerpos biespecificos <EGFR - IGF-1R>
con unién de scFv (la nomenclatura XGFR1 y XGFR2 se refiere

a las moléculas scFv —XGFR)

Para generar agentes que combinan caracteristicas de
ambos anticuerpos, se construyeron varias proteinas nuevas
derivadas de anticuerpos biespecificos tetravalentes. En
estas moléculas, se conectan moléculas recombinantes de
unién a cadenas sencillas de un anticuerpo a través de
tecnologias de fusidén de proteinas recombinantes al otro
anticuerpo que se retiene en el formatoc de un IgGl de
longitud completa. Este segundo anticuerpo lleva la segunda
especificidad de unién deseada.

Se muestra un resumen de los formatos disefilados en
base a los anticuerpos humanos anti-IGF-1R <IGF—1R> HUMAB
Clon 18 (DSM ACC 2587) y la cadena sencilla Fv (scFv) que
se une a derivados de EGFR del dominioc variable de 1la
cadena pesada (VH) de Id. de Sec. N°: 8, y del dominio
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variable de la cadena ligera (VL) de Id. de Sec. N°: 10 en

la Figura 1 y se listan en las Tablas 1 y 2.

Mediante la sintesis génica y las técnicas de biologia
molecular recombinante, el dominio variable de la cadena
pesada (VH) de Id. de Sec. N°: 8, y el dominio variable de
la cadena 1ligera (VL) de Id. de Sec. N°: 10 se wunen
mediante un enlazante de cadena sencilla glicina serina
(G4S)n para proporcionar una cadena sencilla Fv (scFv)'que
se une a EGFR, que estd unido a posiciones variables a los
extremos N- o C- terminal de la cadena ligera o pesada del
anticuerpo anti-IGF-1R <IGF-1R> HUMAB Clon 18 (DSM ACC
2587). Ademas, los residuos de cisteina se introducen en
varias posiciones en el dominio VH (lo gque incluye la
posicidén Kabat 44,) y VL (lo que incluye la posicidédn Kabat
100,) del scFv que se une a EGfR como se ha descrito antes
(por ejemplo WO 94/029350; Reiter, Y., et al., Nature
biotechnology 14 (1996) 1239-1245; Young, N., M., et al.,
FEBS Letters Vol. 377 (1995) 135-139; o Rajagopal, V., et
al, Protein Engineering Vol. 10 1453-59 (1997).
Posteriormente, se analiza la expresidén de proteina,
estabilidad y actividad bioldgica. Ademéds, la longitud del
enlazante de péptido que contiene (glicinad4-serina)n- entre
el C-terminal de las cadenas ligera o pesada del anticuerpo
<IGF1R> y del scFv que se une a EGFR fue variable. También,
la longitud del enlazante de cadena sencilla glicinaéd-
serina (G4S) gque es una parte integral del modulo de cadena
sencilla Fv gque se une a EGFR fue variable. Todas estas
moléculas se produijeron de forma recombinante, se
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purificaron y se caracterizaron. Un resumen de todos los
disefios de anticuerpos biespecificos que se aplicaron para
generar anticuerpos biespecificos tetravalentes <EGFR-
IGF1IR> se proporciona en las Tablas 1 y 2. Para este
estudio, se utiliza el término “XGFR” para describir las
diferentes entidades de proteina que reconocen de forma
simultdnea a EGFR asi <como a IGFIR vy comprende un
anticuerpo de longitud completa que se une especificamente
a uno de EGFR o IGFlR; y dos fragmentos scFv gque se unen
especificamente al otro EGFR o IGFI1R.

Tabla 1 - Los diferentes formatos de anticuerpo
biespecifico <EGFR-IGF1R> con uniones N- y C- terminal de
scFv y la correspondiente nomenclatura XGFR1- y XGFR2-.

Los formatos XGFR1 estan basados en a) los anticuerpos
humanos anti-IGF-1R <IGF-1R> HUMAB Clon 18 (DSM ACC 2587) vy
b) dos cadenas sencillas de Fv (scFv) que se unen a EGFR
derivado del dominio variable de la cadena pesada (VH) de
Id. de Sec. N°: 8, y del dominio variable de la cadena
ligera (VL) de Id. de Sec. N°: 10, que estdn unidos al
mismo extremo terminal (C- o N-terminal) de 1la cadena
pesada (HC) o de la cadena ligera (LC) de anticuerpos anti-
IGF-1R <IGF-1R> HUMAR Clon 18.

Los formatos XGFR2 estan basados en a) las regiones
variables VH (Id. de Sec. N°: 8) y VL (Id. de Sec. N°: 10)
de anticuerpos humanizados de rata anti-EGFR ICR62 y b) dos
cadenas sencillas de Fv (scFv) que se unen a anticuerpos
humanos anti-IGF-1R <IGF-1R> HUMAB Clon 18 (DSM ACC 2587)
VH (Id. de Sec. N°: 23) y VL (Id. de Sec. N°: 25) de
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Un “-" en la tabla indica “no presente”
Nombre de Posicién de Enlazante de#nlazante de |Posiciones
Molécula junién de cadena Ipéptido (G4S)n|Cys- en
nomenclaturalscFv al Fencilla n= scFv
XGFR- anticuerpo (G4S)n estabilizad
de longitud mn= o por
completa disulfuros
anticuerpo
anti-IGF-1R
<IGF-1R> - - - -
HUMAB Clon
18
anticuerpo
humanizado
de rata
anti-EGFR
ICR62 con VH
de  Id. de_ ) ) )
Sec. N°: 8,
v VL de Id.
de Sec. N°:
10
C-terminal
[XGFR1-2320 3 2 =
HC
N-terminal
XGFR1-3320 3 2 -
HC
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C-terminal
XGFR1-4320 3 -
LC
N-terminal
[XGFR1-5320 3 —
L.C
C-terminal
XGFR1-2321 3 [VH44 /VL100
HC
N-terminal
XGFR1-3321 3 VH44/VL100
HC
C-terminal
XGFR1-4321 3 VH44 /VL100
L.C
N-terminal
XGFR1-5321 3 VH44/VL100
LC
C-terminal
XGFR2-2420 4 -
HC
C-terminal
XGFR2-2421 4 VH44 /VL100
HC
N-terminal
[XGFR2-3421 4 VH44/VL100
HC
C-terminal
XGFR2-4421 4 VH44/VL100
LC
N-terminal
XGFR2-5421 4 VH44 /VL100
LC
Tabla 2 - anticuerpos Dbiespecificos  XGFRI1 con
enlazante de cadena sencilla variable vy longitud de
enlazante de péptido. Un - en la tabla indica ™“no

presente”.
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L-‘ Posiciones
Posicién dejEnlazante Fnlazante nlazante[Enlazante
[Nombre de| Cys- enj
lM unién de sc e cadenalde cadenalde de
olécula |scEFv
al anticuerpolsencilla |sencilla [péptido [péptido
nomenclatura estabiliza
de longitud|(G4S)n (G3S)n (G4S)n (G3S)n
IXGFR- do por|
completa In= n= In= n=
disulfuros
C-terminal VH44 /VL1
[XGFR1-2421 4 - 2 -
HC 00
N-terminal VH44 /VL1
XGFR1-3421 4 — 2 -
HC 00
C-terminal VH44 /VL1
[XGFR1-4421 4 - 2 -
LC 00
N-terminal VH44 /VL1
XGFR1-5421 4 - 2 -
LC 00
C-terminal 'VH44 /VL1
XGFR1-2451 4 - 5 -
HC 00
C-terminal VH44/VL1
XGFR1-4451 4 - 5 -
HC 00
XGFR1- C-~terminal VH44 /VL1
- 5 - 3
2421C HC 00
Ejemplos 1 a 8 se refieren a las moléculas XGFR1l vy

XGFR2 tetravalentes con unién de scFv

B) Disefio de anticuerpos biespecificos tetravalentes

<EGFR - IGF-1R> con unién de Fab de cadena sencilla (scFab)
(nomenclatura scFab-XGFR1 y scFab-XGFR2)

El término scFab-XGFR se utiliza para describir las

diferentes entidades de proteina que reconocen de forma
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simulténea EGFR asi como IGF1lR y comprende un anticuerpo de
longitud completa que se une especificamente a uno de EGFR
o IGFIR; y dos fragmentos scFab que se unen especificamente

al otro EGFR o IGF1R.

A continuacidén como una realizacidén de la invencidn se
ejemplifican anticuerpos biespecificos tetravalentes que
comprenden un anticuerpo de longitud completa que se une a
un primer antigeno (IGF-1R o EGFR) con dos fragmentos Fab
de cadena sencilla que se unen a un segundo antigeno
diferente (el otro de IGF-1R o EGFR) conectado a través de
un péptido conector al anticuerpo de longitud completa
(cualquiera de ambos fragmentos Fab de cadena sencilla en
los dos extremos C-terminal de la cadena pesada o en los
dos extremos C-terminal de la cadena ligera). Los dominios
de Ianticuerpo y el enlazante en dicho fragmento Fab de
cadena sencilla presentan el siguiente orden en la
direccidn N-terminal a C-terminal: VL-CL-enlazante-VH-CHI.

Como dominio variable de la cadena pesada VH para el
sitio de unidén a antigeno <IGF-1R> se utilizé el Id. de
Sec. N°: 23. Como dominio variable de la cadena ligera VL
para el sitio de unién a antigeno <IGF-1R> se utilizé el

Id. de Sec. N°: 25.

Como dominio variable de la cadena pesada VH para el
sitio de unién a antigeno <EGFR> se utilizd el Id. de Sec.
N°: 8. Como dominio variable de la cadena ligera VL para el
sitio de unién a antigeno <EGFR> se utilizé el Id. de Sec.

Ne: 10.

Mediante sintesis génica y técnicas de Dbiologia
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molecular recombinante, VL-CL y VH-CHl, que comprende las
VH y VL del correspondiente sitio de unién a antigeno se
unieron mediante un enlazante glicina serina (G4S)nGm para
proporcionar un fragmento Fab de cadena sencilla VL-CL-
enlazante-VH-CHl1, que se unié al extremo C- terminal de la
cadena ligera o pesada del anticuerpo utilizando el
conector peptidico (G4S)n.

Opcionalmente, los residuos de cisteina se
introdujeron en el dominio VH (lo que incluye la posicidn
44 Kabat) y VL (lo que incluye la posicidén 100 Kabat) del
fragmento Fab de cadena sencilla de acuerdo con las
técnicas como se ha descrito antes (por ejemplo
WO 94/029350; Reiter, Y., et al., Nature biotechnology
(1996) 1239-1245; Young, N.M., et al, FEBS Letters (1995)
135-139; o Rajagopal, V., et al, Proteine Engineering
(1997) 1453-59) .

Todas estas moléculas se produjeron de forma
recombinante, se purificaron y se caracterizaron y se
analizé la expresién de proteina, la estabilidad y 1la
actividad biolbgica.

Se proporciona un resumen del disefio del anticuerpo
que se aplicd para generar anticuerpos Dbiespecifico
tetravalentes scFab <EGFR-IGF-1R>, <IGF-1R-EGFR > en la
Tabla 3. Para este estudio, utilizamos el término ‘scFab-
Ab’ para describir las diferentes entidades de proteina
tetravalentes. Una representacién de los formatos disefiados

se muestra en la Figura 13 y 14 y se listan en la Tabla 3.

Tabla 3 - Los diferentes formatos de anticuerpo

{JLLCCO: 278771.DOC v.1}

7o



-99.

biespecifico anti-IGF1R y anti-EGFR scFab-tetravalentes con

uniones de fragmento Fab de cadena sencilla en C- terminal

y la correspondiente nomenclatura scFab-Ab.

kombre de lJEstructuraFragmentDominios Posicidn Lnlaza Conec [scFab
Molécula (no-|de Anticu-lo Fab de[Variables|de Fab dente tor [VH4 4/
enclatura Erpo dejcadena |[de VH ylcadena pepti [VL100
ScFab-Ab- longitud |sencilla|VL: Id.|sencilla dico |estabili
para anti-|lcompleta |derivadalde Sec.junido al zado por]
cuerpos bies-|derivado [de IN°: Janti- disulfur
pecificos) de cuerpo o
C_
|scFab- 8, 10, (G4S) 6G
<IGF1R> <EGFR> terminal (G4S) 2 INO
XGFR1_2720 23, 25 G
cadena H
C_
scFab- 3, 10, (G4S) G
<IGF1R> <EGFR> terminal (G4S) ST
XGFR1_ 2721 23, 25 G
cadena H
c_
scFab- 8, 10, (G4S) 4G
<IGF1R> <EGFR> terminal 1(GyS) . [NO
XGFR1_4720 ) 23, 25 G
cadena L
C_
scFab- 8, 10, (G4S) 6G
<IGF1R> <EGFR> terminal (G4S),lS1
XGFR1_4721 23, 25 G
cadena L
| >
scFab- 8, 10, (G4S) G
<EGFR> <IGF1R> terminal (G4S) 2 NO
[XGFR2_ 2720 23, 25 G
cadena H
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c_
scFab- 8, 10, (G4S) 6 }(G4S)
<EGFR> <IGF1R> terminal ST
XGFR2 2721 23, 25 GG A
cadena H
C_
|scFab- 8, 10, (G4S) ¢ |(GyS)
<EGFR> <IGF1R> terminal NO
XGFR2 4720 23, 25 GG >
- cadena L
C_
scFab- 8, 10, (G4S) 6 |(GyS)
<EGFR> <IGF1R> terminal SI
‘i XGFR2 4721 23, 25 GG >
. cadena L

Ejemplos 9 a 13 se refieren a las moléculas scFab-
XGFR1 y scFab-XGFR2 tetravalentes con uniones de Fab de
cadena sencilla)
Materiales y métodos generales
5 La informacién general respecto a las secuencias de
nucledtidos de las cadenas ligera y pesada de
inmunoglobulinas humanas se proporcionan en: Kabat, E.A.,
et al., Sequences of Proteines of Immunological Interest,
5% ed., Public Health Service, National Institutes of
‘ 10 Health, Bethesda, MD (1991). Los aminodcidos de las cadenas
de anticuerpo se numeran y refieren de acuerdo con la
numeracién EU (Edelman, G.M., et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 63 (1969) 78-85; Kabat, E.A., et al., Sequences of
Proteines of Immunological Interest, 5% ed., Public Health
15 Service, National 1Institutes of Health, Bethesda, MD,
(1991) .
Técnicas de DNA recombinante
Se utilizan los métodos estadndar para manipular DNA

como se describe en Sambrook, J., et al., Molecular
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cloning: A laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Los reactivos
bioldégicos moleculares se utilizan de acuerdo con 1las
instrucciones del fabricante.

Sintesis génica

Los segmentos génicos deseados se prepararon a partir
de oligonucledtidos fabricados mediante sintesis gquimica.
Los segmentos génicos de 600 - 1800 pb de longitud, que
estdn flanqueados por sitios unicos de escisidén por
restriccién mediante endonucleasas, se ensamblaron mediante
hibridacién y ligacién de oligonucledtidos lo que incluye
amplificacién por PCR y se clonaron posteriormente mediante
los sitios de restriccidn indicados por ejemplo
BamHI/BstEII, BamHI/BsiWI, BstEII/NotI o BsiWI/NotI en un
pCcDNA  3,1/Zeo (+) (Invitrogen) basado en un vector de
clonaje pUC. Las secuencias de DNA de los fragmentos
génicos subclonados se confirmaron mediante secuenciacién
de DNA. Los fragmentos por sintesis génica se ordenaron de
acuerdo con las especificaciones dadas por Geneart
(Regensburg, Alemania).

Determinacién de la secuencia de DNA

Las secuencias de DNA se determinaron mediante
secuenciacién de doble cadena realizada en Sequiserve GmbH

(Vaterstetten, Alemania).

Andlisis de las secuencias de DNA y proteina y gestidén
de datos de secuencia

Se utilizé el paquete de programas del GCG (Genetics
Computer Group, Madison, Wisconsin) versién 10,2 y Vector
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NT1 Advance suite version 9.1 de invitrogen para 1la
creacidén de secuencias, mapeo, analisis, anotacidén e
ilustracién,

Técnicas de cultivo celular

Las técnicas de cultivo celular estédndar se utilizaron
como se describe en Current Protocols in Cell Biology
(2000), Bonifacino, J., S., Dasso, M., Harford, J., B.,
Lippincott-Schwartz, J., y Yamada, K., M. (eds.), John
Wiley & Sons, Inc.

Expresién transitoria de variantes de inmunoglobulina
en células HEK293F

Los anticuerpos biespecificos se expfesaron mediante
transfeccién transitoria de células de rifién embrionario
humano 293-F utilizando el sistema de Expresidén FreeStyle™
293 de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Invitrogen, USA). Brevemente, las células FreeStyle™ 293-F
en suspensién se cultivaron en medio de expresidén
FreeStyle™ 293 a 37°C/ CO, 8 % y las células se sembraron en
medio fresco a una densidad de 1-2x10° células viables/ml el
dia de 1la transfeccién. Los complejos DNA-293fectin™ se
prepararon en medio Opti—MEM® I (Invitrogen, USA)
utilizando 333 ul de 293fectin™ (Invitrogen, Alemania) y
250 pg de DNA de plasmido de cadena pesada y ligera en una
proporcién molar 1:1 para un volumen de transfeccidén final
de 250 ml. Los sobrenadantes de cultivo celular que
contienen anticuerpos biespecificos se clarificaron 7 dias
tras la transfeccién mediante centrifugacién a 14000 g
durante 30 minutos y se filtraron a través de un filtro
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estéril (0,22 um). Los sobrenadanteé se almacenaron a -20°
C hasta su purificacién.

Determinacién de proteina

La concentracién de proteina de anticuerpos
purificados y derivados se determiné determinando la
densidad o6ptica (DO) a 280 nm con la DO a 320nm como
correccién de ruido de fondo, utilizando el coeficiente de
extincién molar calculado en base de 1la secuencia de
aminodcidos de acuerdo con Pace, C.N., et. al., Proteine

Science, 4 (1995) 2411-1423.

Determinacién de la concentracién de anticuerpo en los
sobrenadantes

La concentracién de anticuerpos y derivados en los
sobrenadantes de cultivo celular se midié mediante
cromatografia de afinidad HPLC. Brevemente, los
sobrenadantes de cultivo celular que contienen anticuerpos
y derivados que se unen a la Proteina A se aplicaron a una
columna Applied Biosystems Poros A/20 en KH2PO4 200 mM,
citrato sédico 100 mM, pH 7,4 y se eluyeron de la matriz
con NaCl 200 mM, é&cido citrico 100 mM, pH 2,5 en un sistema
UltiMate 3000 HPLC (Dionex). La proteina eluida se
cuantificé mediante absorbancia UV e integracién de las
dreas de los picos. Un anticuerpo IgGl purificado estandar
sirvidé como estdndar.

Purificacidén de Proteinas

Los anticuerpos secretados se purificaron a partir del
sobrenadante en dos ©pasos mediante cromatografia de
afinidad. utilizando Proteina A-Sepharose™ (GE Healthcare,
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Suecia) y cromatografia de exclusién por tamano
Superdex200. Brevemente, los sobrenadantes del cultivo
clarificado que contiene anticuerpo biespecifico y
triespecifico se aplicaron en una columna HiTrap Proteina A
HP (5 ml) equilibrada con tampén PBS (NapHPOs 10 mM, KHyPO,1
mM, NaCl 137 mM y KCl 2,7 mM, pH 7,4). Las proteinas no
unidas se eliminaron por lavados con tampdén de equilibrado.
Los anticuerpos Dbiespecificos se eluyeron con tampdn
citrato 0,1 M, pH 2,8, y las fracciones gque contienen
proteina se neutralizaron con 0,1 ml de Tris 1M, pH 8,5.
Después, las fracciones de proteina eluida se juntaron, se
concentraron con un dispositivo de filtro centrifugo Amicon
Ultra (MWCO: 30 K, Millipore) en un volumen de 3 ml y se
cargaron en una columna dé filtracidén en gel Superdex200
Hiload 120 ml 16/60 (GE Healthcare, Suecia) equilibrada con
Histidina 20mM, NaCl 140 mM, pH 6,0. Las fracciones de
anticuerpo monomérico se juntaron, se congelaron muy réapido
y se almacenaron a -80°C. Se proporcionaron partes de las
muestras para un posterior anadlisis de proteina y

caracterizacién.
Analisis de proteinas purificadas

La concentracidén de proteina de muestras de proteina
purificada se determiné midiendo la densidad oéptica (DO) a
280 nm, wutilizando el <coeficiente de extincidén molar
calculado en Dbase de 1las secuencia de aminocé&cidos. La
pureza de los anticuerpos biespecificos se analizé mediante
SDS-PAGE en presencia y ausencia de un agente reductor
(1,4-ditiotreitol 5 mM) y se tifid® con azul brillante de
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Coomassie. El sistema de geles preparados NuPAGE®
(Invitrogen, USA) se ﬁtilizé de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (geles de Tris-Glicina al 4-
20%). El1 contenido agregado de las muestras de anticuerpo
biespecifico se analizd mediante SEC de alto rendimiento en
un sistema UltiMate 3000 HPLC (Dionex) wutilizando una
columna analitica Superdex 200 de exclusién por tamafio (GE
Healthcare, Suecia) en KH;PO; 200 mM, KCl1 250 mM, pH 7,0
tampdén de reaccién a 25°C. Se inyectd 25 pg de proteina en
la columna en una tasa de flujo de 0,5 ml/min y se eluyd de
forma isocratica durante 50 minutos. Para el analisis de
estabilidad, se prepararon concentraciones de 0,1 mg/ml, 1
mg/ml y 3 mg/ml de proteinas purificadas y se incubaron a
4°C, 37°C durante 7 dias y después se analizaron mediante
SEC de alto rendimiento. La integridad de la estructura de
aminocacidos de las cadenas ligera y pesada reducidas del
anticuerpo biespecifico se verificd mediante espectrometria
de masas por NanoElectropulverizacién Q-TOF tras eliminar
los N-glicanos mediante tratamiento enzimdtico con Péptido-
N-Glucosidasa F (Roche Molecular Biochemicals).

Ejemplo 1

Expresidén y Purificacién de moléculas de anticuerpo
biespecifico <EGFR-IGF1R> XGFR1

Se construyeron las cadenas ligera y pesada de los
correspondientes anticuerpos biespecificos en vectores de
expresidén portadores de marcadores de seleccidén procariotas
y eucariotas. Estos plésmidos se amplificaron en E.coli, se
purificaron, y posteriormente se transfectaron para una
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expresiébn transitoria de proteinas recombinantes en células
HEK293F (utilizando el sistema Freestyle de Invitrogen).
Tras 7 dias, los sobrenadantes de las células HEK 293 se
recogieron y se purificaron mediante ©proteina A y
cromatografia de exclusién por tamafio. La homogeneidad de
todas las construcciones de anticuerpo Dbiespecifico se
confirmé mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras y
reductoras. Bajo <condiciones reductoras (Fig. 2a), 1las
cadenas de polipéptido portadoras de fusiones scFv en C- y
N-terminal mostré tras el SDS-PAGE unos tamaﬁbs moleculares
aparentes andlogos a los pesos moleculares calculados. Los
niveles de expresién de todas las construcciones se
analizaron mediante HPLC proteina A y fue similar a 1los
rendimientos de expresién de IgG “esténdar”[ o en algunos
casos algo inferior. El rendimiento medic de proteina
estuvo entre 1 y 36 mg de proteina purificada por litro de
sobrenadante de cultivo celular en los experimentos de
expresidén transitoria no optimizada (Figura 3). Las
construcciones no estabilizadas por disulfuros con scFv
fusionados en C-terminal en la cadena ligera (XGFR-4320) o
cadena pesada (XGFR-2320) mostraron mayores cantidades de
proteina recuperada del tamafio deseado tras la purificacién
de proteina A que los que tienen los scFv fusionados en N-

terminal (XGFR1-3320 y XGFR1-5320).

El andlisis por cromatografia HP de exclusidén por
tamarioc de las proteinas purificadas mostrd (en comparacidn
con IgG “normales”) cierta tendencia a agregar en moléculas
que contienen scFv no estabilizados por disulfuros

{JLLCCO: 278771.DOC v.1}
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intercadena entre VH y VL. Para enfrentarse a los problemas
de agregacién de dichos anticuerpos biespecificos, se
aplicd estabilizacidén de las porciones scFv con disulfuros.
Por eso se introdujeron sustituciones UGnicas de cisteina en
las VH y VL de 1los scFv en determinadas posiciones
(posiciones VH44/VL100 de acuerdo con el esquema de
numeracién Kabat). Estas mutaciones permiten la formacidn
de disulfuros intercadena estables entre VH y VL, dgue a su
vez estabilizan el médulo resultante de scFv estabilizado
con disulfuros. La introduccién de los  VH44/VL100
disulfuros en scFv en los extremos N- y C—terminai del Fv

conducen a una mejora en los niveles de expresidén de

proteina para todas las construcciones (véase Figura 4).

Los anticuerpos biespecificos se expresaron mediante
transfeccidén transitoria de células de rifién embrionario
humano 293-F utilizando el sistema de Expresién FreeStyle™
293 de acuerdo con las 1instrucciones del fabricante
(Invitrogen, USA). Brevemente, se cultivaron las células
2893-F en suspensidén FreeStyle™ en medio de expresidn
FreeStyle™ 293 a 37°C/CO, 8 % y las células se sembraron en
medio fresco a una densidad de 1-2x10° células viables/ml el
dia de la transfeccién. Los complejos de DNA-293fectin™ se
prepararon en medio Opti—MEM® I (Invitrogen, USA)
utilizando 333 nl de 293fectin™ (Invitrogen, Alemania) vy
250 png de DNA de plasmido de cadena pesada y ligera en una
proporcién molar 1:1 para un volumen de transfecciédn final
de 250 ml. Los sobrenadantes de cultivo celular que
contienen anticuerpos biespecificos se clarificaron 7 dias
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tras la transfeccién mediante centrifugacién a 14000 g

durante 30 minutos y se filtraron a través de un filtro

estéril (0,22 um). Los sobrenadantes se almacenaron a -20°

C hasta su purificacién.

Los anticuerpos se;retados se purificaron del
sobrenadante en dos pasos mediante cromatografia de
afinidad utilizando Proteina A-Sepharose™ (GE Healthcare,
Suecia) y cromatografia de exclusién Superdex200 por
tamafio. Brevemente, los sobrenadantes de los cultivos
clarificados que contienen anticuerpos biespecificos vy
triespecificos se aplicaron en una columna HiTrap Proteina
A HP (5 ml) equilibrada con tampén PBS (Na,HPO, 10 mM, KH,PO4
1 mM, NaCl 137 mM y KC1 2,7 mM, pH 7,4). Las proteinas no
unidas se eliminaron mediante lavados con tampdén de
equilibrado. Los anticuerpos biespecificos se eluyeron con
tampén citrato 0,1 M, pH 2,8, y las fracciones dque
contienen proteina se neutralizaron con 0,1 ml Tris 1 M, pH
8,5. Después, las fracciones de ©proteina eluida se
juntaron, se concentraron con un Dispositivo de filtro por
centrifugacién Amicon Ultra (MWCO: 30 K, Millipore) en un
volumen de 3 ml y se cargaron en una columna de filtracién
en gel Superdex200 HiLoad 120 ml 16/60 (GE Healthcare,
Suecia) equilibrada con Histidina 20mM, NaCl 140 mM, pH
6,0. Las fracciones de anticuerpo monomérico se juntaron,
se congelaron rapidamente y se almacenaron a -80°C. Parte
de las muestras se proporcionaron para un posterior

andlisis de las proteinas y caracterizacién.

XGFR1-2320 posee un rendimiento final tras la
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purificacién de 0,27 mg mientras que XGFR1-2321 posee un
rendimiento final de 13,8 mg.

Un ejemplo de purificacidén y andlisis de anticuerpos
biespecificos por SDS-PAGE y cromatografia HP de exclusidn
por tamafio (SEC) se muestra en las Figuras 3 y 4.

Ejemplo 2

Estabilidad de moléculas de anticuerpo biespecifico
<EGFR-IGFI1R> XGFR1l in vitro

Se realizdé un analisis por cromatografia HP de
exclusidén por tamafo

El contenido agregado de las muestras de anticuerpo
biespecifico se analizaron mediante SEC de alto rendimiento
en un Sistema UltiMate 3000 HPLC (Dionex) utilizando una
columna analitica de exclusidén por tamafio Superdex 200 (GE
Healthcare, Suecia) en KH;PO, 200 mM, KC1 250 mM, pH 7,0
tampén de reaccidén a 25°C. Se inyectaron 25 pg de proteina
en la columna en una tasa de flujo de 0,5 ml/min y se
eluyeron de forma isocratica durante 50 minutos. Para el
andlisis de estabilidad, se prepararon concentraciones de
0,1 mg/ml, 1 mg/ml y 5 mg/ml de proteinas purificadas y se
incubaron a 4°C, 37°C y 40°C durante 7 o 28 dias y después
se analizaron mediante SEC de alto rendimiento. la
integridad de 1la estructuré de aminocdcidos de las cadenas
ligera y pesada reducidas del anticuerpo biespecifico se
verificaron mediante Espectrometria de masas por
NanoElectropulverizacién Q-TOF tras eliminar los N-glicanos
mediante tratamiento enzimadtico con Péptido-N-Glicosidasa F

(Roche Molecular Biochemicals).
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El analisis por cromatografia HP de exclusién por
tamafic de las proteinas ©purificadas Dbajo diferentes
condiciones (variando la concentracién y el tiempo) mostrd
- en comparacidén con IgG normal - un gran aumento de la
tendencia a agregar las moléculas que contienen scFv.

Para este trabajo, se definid moléculas “monoméricas”
deseadas las compuestas por 2 heterodimeros de cadenas
ligera y pesada con scFv conectado a ambas.

Por contra a la fuerte tendencia de agregacién de las
entidades que contienen scFv no modificadas, el andlisis HP
de exclusién por tamafio de las construcciones VH44/VL100
estabilizados por disulfuros mostrdé mucha menos tendencia a
agregar.

Un ejemplo de purificacidén y andlisis de anticuerpos
biespecificos por cromatografia HP de exclusidén por tamaro

(SEC) se muestra en la Figura 4.

Ejemplo 3

Unién simultanea de moléculas de anticuerpo
biespecifico <EGFR-IGF1R> XGFR1 a los RTK de EGFR e IGFlR

Se compard la unidén de los mdédulos de scFv y de los Fv
retenidos en el mdédulo IgG de los diferentes formatos de
anticuerpos biespecificos en la unidén de las IgG “salvajes”
de los médulos de unidn y anticuerpos biespecificos de los
que derivan. Estos analisis se llevaron a cabo aplicando
Resonancia de plasmén en superficie (Biacore), asi como un
ELISA celular.

Las propiedades de unioén de los anticuerpos

biespecificos anti-IGF-1R/anti-EGFR se analizaron mediante

{(JLLCCO: 278771.DOC v.1}
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tecnologia de resonancia de plasmén en superficie (SPR)

utilizando un instrumento Biacore T100 (Biacore AB,
Uppsala). Este sistema estd Dbien establecido para el
estudio de interacciones moleculares. Permite una

monitorizacién continua en tiempo real de unién de
ligando/analito y asi la determinacién de las constantes de
tasa de asociacién (ka), constantes de tasa de disociacién
(kd), y constantes de equilibrio (KD) en varios ajustes de
ensayo. La tecnologia SPR estd basada en la medicidén del
indice de refraccién cerca de la superficie de un chip
biosensor cubierto de oro. Los cambios en el indice de
refraccién indican cambios en la masa en la superficie
provocados por la interaccién de ligando inmovilizado con
analito inyectado en la solucidén. Si las moléculas se unen
al ligando inmovilizado en la superficie la masa aumenta,

en el caso de disociacién la masa disminuye.

Se inmovilizdé anticuerpo de captura anti-IgG humana en
la superficie de un chip biosensor CM5 utilizando quimica
de acoplamiento a amina. E1 flujo de células se activd con
una mezcla 1:1 de N-hidroxisuccinimida 0,1 M y 3-(N,N-
dimetilamino)propil-N-etilcarbodiimida 0,1 M en una tasa de
flujo de 5 pl/min. El anticuerpo anti-IgG humano se inyectd
en acetato sédico, pH 5,0 a 10 pg/ml, que resultd en una
densidad de superficie de aproximadamente 12000 RU. Un
flujo de células de referencia control se tratdé de la misma
manera pero solamente con tampones vehiculo en lugar del
anticuerpo de captura. Las superficies se bloguearon con
una inyeccién de etanolamina 1M /HCl1 pH 8,5. Los
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anticuerpos Dbiespecificos se diluyeron en HBS-P y se
inyectaron a una tasa de flujo de 5 pl/min. El tiempo de
contacto (fase de asociacién) fue de 1 min para los
anticuerpos a una concentracidén entre 1 y 5 nM para la
unién de EGFR-ECD y 20 nM para la interaccidén IGF-1R. Se
inyecté EGFR-ECD a concentraciones incrementales de 3,125,
6,25, 12,5, 25, 50 y 100 nM, IGF-1R a concentraciones de
0,21, 0,62, 1,85, 5,6, 16,7 y 50 nM. El tiempo de contacto
(fase de asociacién) fue de 3 min, el tiempo de disociacidn
(lavados con tampdn de reaccidn) 5 min para ambas moléculas
en una tasa de flujo de 30 pl/min. Todas las interacciones
se realizaron a 25°C (temperatura estandar). La solucién de
regeneracién de Cloruro magnésico 3 M se inyectd durante 60
s a un flujo de 5 pl/min para eliminar cualquier proteina
no unida de forma covalente tras cada ciclo de unién. Las
seflales se detectaron a una tasa de una seflal por segundo.
Las muestras se inyectaron a concentraciones incrementales.
Un ejemplo de unién simulténea de un anticuerpo
biespecifico a EGFR e IGF1R se muestra en la Figura 5.

Tabla 4 - Afinidades (KD) de anticuerpos biespecificos

(nomenclatura XGFR -) a EGFR e IGF-1R
Molécula valor KD (Afinidad a valor KD (Afinidad a
EGFR) IGF-1R)

XGFR1-2321 |4 nM n.d

XGFR1-2421 |6 nM 6nM

XGFR1-3321 (6 nM 4nM

XGFR1-3421 |3 nM 2nM

XGFR1-4321 (5 nM n.d.
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XGFR1-4421 (3 nM SnM
XGFR1-5321 |4 nM n.d.
XGFR1-5421 |3 nM 2nM
<EGFR> 3 nM ' n.d
ICR62
<IGF-1R> n.d. 5nM
HUMAB-Clon
18

Ejemplo 4

Regulacién negativa de EGFR asi como IGFlR- mediante
moléculas de anticuerpo biespecifico <EGFR-IGF1R> XGFR1

Los anticuerpos anti-IGF-1R humanos <IGF-1R> HUMAB
Clon 18 (DSM ACC 2587) inhiben la sefializacién de IGFR1 vy
los anticuerpos anti-EGFR de rata humanizados <EGFR>ICR62
inhiben 1la sefializacién mediante EGFR. Para evaluar la
actividad inhibidora potencial de las diferentes variantes
de XGFR1l, se analizé el grado de regulacién negativa del
receptor de ambos.

Para poder detectar los efectos del anticuerpo de la
invencién en la cantidad de receptor de IGF-I (IGF-IR) en
células tumorales, se realizaron experimentos de
seguimiento a lo largo del tiempo y posterior analisis
ELISA con anticuerpos especificos de IGF-IR y EGFR.

Las células tumorales humanas (A549, 2 x 10°
células/ml) en medio RPMI-VM (PAA, N° de Cat. E15-039)
suplementado con PenStrep al 1% en una placa de 6 pocillos
y se inoculd con 4 ml de células en el medio
correspondiente para cada experimento y se cultivd durante
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24 horas a 37°C y CO al 5%.

El medio se retiré con cuidado y se sustituyd por 2ml
de anticuérpos XGFR 0,01 mg/ml diluidos en Medio RPMI-VM.
En los pocillos control, el medio se sustituyd por el medio
sin anticuerpo, el medio con anticuerpos control (<IGF-1R>
HUMAB Clon 18 y <EGFR>ICR62 concentracién final 0,01 mg/ml)
y un pocillo que contiene solamente tampén. Las células se
incubaron a 37°C y CO; al 5% y las placas individuales se
retiraron para un posterior procesamiento a las 24 horas.

El medio se retiré con cuidado por aspiracidén y las
células se lavaron con 1lml de PBS. Se afiadié 300 pl/pocillo
de tampédn de lisis MES frio (MES, NasVO, 10 mM, e inhibidor
de proteasa Complete®). Las células se despegaron
utilizando un rascador de <células (Corning, N° de Cat.
3010) y el contenido de los pocillos se transfirié a tubos
de reaccidén Eppendorf. Se eliminaron los fragmentos
celulares mediante centrifugacién durante 10 minutos a
13000 rpm y 4°C.

Deteccidédn de EGFR

Las placas microtituladas de 96 pocillos con
estreptavidina (PMT) se prepararon de acuerdo con el
protocolo (DuoSet ELISA para EGFR Humano, RnD systems N° de
Cat. DY231). El anticuerpo de cabra anti-EGFR Humano 144
ng/ml en PBS se diluydé 1:180 en PBS y se afladié 100
Hul/pocillo .a la PMT. La PMT se incubé durante la noche a
4°C con agitacién. Las placas se lavaron 3 veces con PBS
suplementado con Tween®20 al 0,1% y se bloquearon con 300
pl/pocillo de PBS, solucién de BSA al 3% y Tween®20 al 0,1%
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durante 1 hora (h) a temperatura ambiente (TA) con
agitacién. Las placas se lavaron 3 veceS con PBS

suplementado con Tween®20 al 0,1%.

La cantidad de proteina en los lisados celulares se
determiné utilizando el equipo BCA Protein Assay de
(Pierce), los lisados celulares se ajustaron entonces a la
concentracién de proteina de 0,1 mg/ml con tampdén de lisis
MES suplementado con Na3v0Oy; 100 mM 1:100 e inhibidor de
proteasa Complete® 1:20 y 100 pl por pocillo del lisado se

afladidé a la PMT previamente preparada.

Se utilizdé una segunda concentracién de lisado celular
a 0,05 mg/ml el lisado se diluydé 1:2 y se afladiercn 100 ul
por pocillo a la PMT previamente preparada. La PMT se
incubd durante-otras 2 horas a TA con ‘agitacién y después
se lavaron 3 veces con PBS con una solucién de Tween®20 al

0,1

o

El anticuerpo de deteccidén para EGFR era un anticuerpo
biotinilado de cabra anti-EGFR humano a una concentracién
de 36 - pg/ml diluido 1:180 en PBS, BSA al 3% vy Tween®20 al
0,2%. Se afiadié 100 pl por pocillo y se incubdé a TA durante
2 horas con agitacién. La PMT se lavd después tres veces
con 200 pl por pocillo de PBS con solucién de Tween®20 al
0,1%. Se afiadidé entonces 100 pl por pocillo del anticuerpo
secundario Estreptavidina-HRP 1:200 en PBS, BSA al 3% vy
Tween®20 al 0,2% y se incubd con agitacidén durante 20
minutos a TA. La placa se lavd después seis veces con PBS
con solucién de Tween®20 al 0,1%. Se afiladidé 100 pl por
pocillo de 3,3"’-5,5’-Tetrametilbencidina (Roche, BM-Blue
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ID-N°: 11484581) y se incubdé durante 20 minutos a TA con
agitacién. Se pardé la reaccidén de color al afiadir 25 pl por
pocillo de HySOs 1M y se incubdé durante otros 5 minutos a

TA. La absorbancia se midid a 450nm.

Deteccidn de IGF-1R

La PMT de estreptavidina (Roche ID. N°: 11965891001)
se prepard afiadiendo 100 pl por pocillo del anticuerpo
AKla-Biotinilado (Genmab, Dinamarca) que se diluyé 1:200 en
PBS, BSA 3% vy Tween®20 0,2%. La PMT de estreptavidina se
incubdé durante 1 hora a TA con agitacién y después se lavd
tres veces con 200 pul por pocillo de PB3S con una solucién
de Tween®20 al 0,1%.

La cantidad de proteina en los lisados celulares se
determindé utilizando el equipo BCA Protein Assay (Pierce),
los lisados celulares se ajustaron entonces a la
concentracién de proteina de 0,04 mg/ml con Tris 50mM pH
7,4, NazVOs 100 mM 1:100 e inhibidor de proteasa Complete®
1:20 y se afiadié 100 pl por pocillo del lisado a la PMT de
estreptavidina previamente preparada.

Se utilizdé una segunda concentracidén de lisado celular
a 0,02 mg/ml el lisado se diluyd y se afiadié 100 pl por
pocillo a la PMT de estreptavidina previamente preparada.
El control positivo que contiene las células no estimuladas
se diluyd a 1:4000 en tampdn de lisis suplementado con Tris
50mM pH 7,4, Na3VO, 100 mM 1:100 e inhibidor de proteasa
Complete® 1:20 y se afiadié 100 pl por pocillo del lisado a
la PMT de estreptavidina previamente preparada. Para el
control negativo se afiadié 100 pl de tampdn de lisis al
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pocillo en la PMT de estreptavidina.

La PMT se incubd durante otra hora a TA con agitacién
y después se lavd 3 veces con PBS con una solucidn de
Tween®20 al 0,1%.

El anticuerpo de deteccién para IGF-1R fue un
anticuerpo de conejo anti IGF-1Rf humano (Santa Cruz
Biotechnology, N° de Cat. sc-713) diluido 1:750 en PBS, BSA
al 3% y Tween®20 al 0,2%. Se afiadié 100 pl por pocillo y se
incubd a TA durante 1 hora con agitacidén. La PMT se lavd
después tres veces con 200 pl por pocillo de PBS con una
solucién de Tween®20 al 0,1%. Se afadié después el
anticuerpo secundario de conejo IgG-POD (Cell signaling N°
de Cat. 7074) 1:4000 en PBS, BSA al 3% y Tween®20 al 0,2%,
se afadié 100 pl por pocillo y se incubd con agitacién
durante 1 hora a TA. La placa se lavd después seis veces
con PBS con una solucién de Tween®20 al 0,1%. Se afiadid 100
rl por pocillo de 3,3'-5,5’-Tetrametilbencidina (Roche, BM-
Blue ID-N°: 11484581) y se incubdé durante 20 minutos a TA
con agitacién. Se pard la reaccidédn de color al afladir 25 ul
por pocillo de H;S04 1M y se incubdé durante otros 5 minutos

a TA. La absorbancia se mididé a 450nm.

Los resultados de la deteccién de la regulacidn
negativa del receptor por los anticuerpos Dbiespecificos
XGFR en comparacidén con los anticuerpos monoespecificos
parentales <EGFR>ICR62 y <IGF-1R> HUMAB-Clon 18 en células
A549 se nmuestran en la Figura 12. Los anticuerpos
biespecificos XGFR regulan negativamente ambos EGFR e
IGF1IR. De forma sorprendente los anticuerpos biespecificos
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XGFR, mostraron una regulacién negativa de EGFR mejorada en
comparacién con el anticuerpo parental <EGFR>ICR62.

Ejemplo 5

Inhibicién de las rutas de seﬁaiizacién de EGFR asi
como de IGF1R mediante moléculas de anticuerpo biespecifico
<EGFR-IGF1lR> XGFR1

Los anticuerpos anti-IGF-1R humano <IGF-1R> HUMAB Clon
18 (DSM ACC 2587) inhiben la sefializacién de IGFR1 y los
anticuerpos humanizados de rata anti-EGFR ICR62 inhiben la
sefializacién de EGFR. Para evaluar la actividad inhibitoria
potencial de las diferentes variantes de XGFR1, se analizé
el grado de inhibicién de 1la sefializacidén hacia ambas
rutas.

Las células tumorales humanas (H322M, 2 x 10°
células/ml) en medio RPMI (PRA, N° de Cat.r E15-039) se
suplementaron con PenStrep 1% en una placa de 6 pocillos y
se inocularon con 4 ml de células en el medio
correspondiente para cada experimento y se cultivaron
durante 24 horas a 37°C y CO; 5%.

El medio se retird con cuidado y se sustituydé por 2ml
0,01 mg/ml de anticuerpos XGFR diluidos en Medio RPMI-VM.
En los pocillos control, el medio se sustituyd por el medio
sin anticuerpo, el medio con anticuerpos control (<IGF-1R>
HUMAB Clon 18 y <EGFR>ICR62 concentracién final 0,01 mg/ml)
y un pocillo que contienen solamente tampdédn. Las células se
incubaron a 37°C y CO, 5% y las placas individuales se
retiraron para un posterior procesado a las 24 horas.

Deteccién de la fosforilacién de EGFR
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Se utilizd el sistema DuoSet® IC fosfo-EGFR humano,
RnD systems N° de Cat. DYC1095-5. Las placas se prepararon
diluyendo el anticuerpo de captura Fosfo EGFR (N° de Cat.
841402) a una concentracidén de 0,8 pg/ml. Se afiadié 100 ul
por pocillo de la PMT. La placa se selld e incubd durante

la noche a TA.

El anticuerpo de captura se aspird entonces y cada
pocillo se lavd con 400 pl de tampdédn de lavado (Tween®20
0,05% en PBS pH 7,2-7,4 N° Cat. WA126) cinco veces tras el
lavado final secando la placa sobre servilletas de papel
limpias.

Las placas se bloquearon afiadiendo 300 pl de tampdn de
bloqueo (BSA al 1%,‘NaN3 al 0,05% en PBS pH 7,2-7,4) vy se
incubaron a TA durante 2 horas. La solucién se aspird
entonces y cada pocillo se lavd con 400 ul de tampdn de
lavado (Tween®20 al 0,05% en PBS pH 7,2-7,4 N° de Cat
WAl26) cinco veces tras el lavado final secando la placa
sobre servilletas de papel limpias.

Las células se enjuagaron en PBS y se lisaron
utilizando tampén de lisis 9 (NP-401%, Tris 20mM pH 8,0,
NaCl 137mM, Glicerol 10%, EDTA 2mM, ortovanadato sdédico
activado 1lmM, Aprotinina 10 pg/ml y Leupeptina 10 pg/ml) a
una densidad celular de 1 x 10’ células/ml y se incubaron a
4°C durante 30 minutos con agitacién suave. Las muestras se
centrifugaron a 14,000g durante 5 minutos. Las muestras se
transfirieron entonces a un tubo de ensayo limpio.

La cantidad de proteina en los lisados celulares se
determind utilizando el equipo BCA Protein Assay (Pierce),
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los lisados celulares se ajustaron entonces a
concentraciones de proteina de 0,1 mg/ml y 0,05 mg/ml con
Diluyente IC 12 (NP-40 1%, Tris 20mM pH 8,0, NaCl 137mM,
Glicerol 10%, EDTA 2mM, ortovanadato sédico activado 1mM).
Se aftadié 100 pl por pocillo del 1lisado a 1la PMT
previamente preparada. La placa se selld y se incubd
durante 2 horas a TA.

Inmediatamente antes de su uso, el anticuerpo de
deteccién se diluyd a la concentracién de trabajo
especificada en el vial en Diluyente IC 14 (Tris 20mM, NaCl
137mM, Tween®20 0,05%, BSA 0,1%, pH 7,2-7,4). Se arfiadié 100
pl del anticuerpo de deteccidén por pocillo, la placa se
selld y se incubdé a TA durante 2 horas en la oscuridad. El
anticuerpo de deteccién se aspird entonces y cada pocillo
se lavdé con 400 pl de tampdn de lavado (Tween®20 0,05% en
PBS pH 7,2-7,4 N° Cat. WAl26) cinco veces tras el lavado
final secando la placa sobre servilletas de papel limpias.

Se afiadié 100 pl de solucidén de sustrato (N° de Cat.
DY999) por pocillo y la placa se incubdé en la oscuridad
durante otros 20 minutos. La reaccidén se pard al afladir 50
1l de solucién de parada H2S504 2N (N1 de Cat. DY994) y se
mezcld vigorosamente.

La absorbancia se midié a 450nm.

Deteccidén de la fosforilacidén de IGF-1R

La PMT de estreptavidina (Roche ID. No.: 11965891001)
se prepard afladiendo 100 ul por pocillo del anticuerpo
AKla-Biotinilado (Genmab, Dinamarca) que se diluydé 1:200 en
PBS, BSA 3% y Tween®20 0,2%. La PMT de estreptavidina se
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incubdé durante 1 hora arTA con agitacién y después se lavd
tres veces con 200 pl por pocillo de PBS con solucidn
Tween®20 0,1%.

La cantidad de proteina en los lisados celulares se
determindé utilizando el equipo BCA Protein Assay (Pierce),
los lisados celulares se ajustaron entonces a la
concentracién de proteina de 1 uM con Tris 50mM pH 7,4,
Na3VO, 100 mM 1:100 e inhibidor de proteasa Complete® 1:20 y
se afladié 100 pul por pocillo del 1lisado a la PMT de
estreptavidina previamente preparada.

El control ©positivo que contiene las células no
estimuladas se diluyé a 1:4000 en tampdén de lisis
suplementado con Tris 50mM pH 7,4, WNa3v0, 100 mM 1:100 e
inhibidor de proteasa Complete® 1:20 y se afiadié 100 ul por
pocillo del lisado a la PMf de estreptavidina previamente
preparada. Para el control negativo se afiadié 100 ul de

tampédn de lisis al pocillo en la PMT de estreptavidina.

La PMT se incubdé durante otra hora a TA con agitacién
y después se lavd 3 veces con PBS con solucién Tween®20 al
0,1%.

El anticuerpo de deteccidén para IGF-1R fue el
anticuerpo anti IGF-1R humano (Tyr1135/1136)/ receptor beta
de Insulina (Tyrl1150/1151) (19H7) (Cell signalling, N° de
Cat. 3024L) diluido 1:500 en PBS, BSA 3% vy Tween®20 0,2%.
Se afiadié 100 nl por pocillo y se incubé a TA durante 1
hora con agitacién. La PMT se lavd después tres veces con
200 pl por pocillo de PBS con solucidn Tween®20 al 0,1%. Se
afiadié entonces el anticuerpo secundario de conejo IgG-POD
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(Cell signalling N° de Cat. 7074) 1:4000 en PBS, BSA 3% vy
Tween®20 0,2%, se afadié 100 pnl por pocillo y se incubd con
agitacién durante 1 hora a TA. La placa se lavdé después

seis veces con PBS con solucién Tween®20 al 0,1%. Se afiadid

100 pl por pocillo de 3,3’-5,5"-Tetrametilbencidina (Roche,

BM-Blue ID-No.: 11484581) y se incubdé durante 20 minutos a
TA con agitacidén. La reaccidén de color se pard al afladir 25
pl por pocillo de H;S04 1M y se incubd durante otros 5
minutos a TA. La absorbancia se mididé a 450nm.

Las Figuras 7a y 7b muestran que la aplicacién de
<IGF-1R> HUMAB-Clon 18 reduce fuertemente la sefial de
fosforilacién especifica en un ensayo de seflalizacién de
IGFR1 pero no tiene efecto en el correspondiente ensayo que
midié la seflalizacidén de EGFR. Viceversa, la aplicacidn de
<EGFR>ICR62 redujo la sefial de fosforilacién especifica en
un ensayo de seflalizacién de EGFR -pero no tuvo ningln
efecto en el correspondiente ensayo que midié la
seflalizacién de IGFlR. Las variantes de XGFR1 N° 2421,
3421, y 4421, cuando se aplicaron a los mismos ensayos en
molaridades idénticas, mostraron la misma o mejor actividad
que los anticuerpos. salvajes en ambos ensayos. Asi, las
moléculas XGFR1 son capaces de interferir con ambas vias de
seflalizacién.

Ejemplo 6

Inhibicién del crecimiento mediado por XGFR1 en lineas
celulares tumorales in vitro

El anticuerpo anti-IGF-1R humano <IGF-1R> HUMAB Clon
18 (DSM ACC 2587) inhibe el crecimiento en lineas celulares
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tumorales que expresan el IGF1IR (WO 2005/005635). De forma
similar, los anticuerpos de rata humanizados anti-EGFR
<EGFR>ICR62 han mostrado inhibir el crecimiento en lineas
celulares tumorales dgue expresan EGFR (WO 2006/082515).
Para evaluar la actividad inhibidora potencial de las
diferentes variantes de XGFR1 en los ensayos de crecimiento
de lineas celulares tumorales, se analizé el grado de
inhibicién en células H322M que expresan EGFR asi como
IGF1R.

Las células H322M se cultivaron en RPMI 1640
suplementado con medio FCS 0,5% en placas cubiertas de
poli-HEMA (poli(2-hidroxietilmetacrilato)) para prevenir la
adherencia a la superficie de pléastico. Bajo estas
condiciones las células H322M forman esferoides densos que
crecen tridimensionalmente (una propiedad que se denomina
independencia de anclaje). Estos esferoides se parecen
mucho a la histoarquitectura tridimensional y organizacién
de los tumores sbélidos in-situ. Los cultivos esferoides se
incubaron durante 5 dias en presehcia de cantidades
incrementales de anticuerpos de 50 o 100 nM. El ensayo de
conversién WST se utilizdé para medir la inhibicién del
crecimiento. Cuando los cultivos de esferoides H322M se
trataron con <IGF-1R> HUMAB-Clon 18, pudo observarse una
inhibicién en el crecimiento.

La Figura 8 mnuestra que la aplicacidén de <IGF-1R>
HUMAB-Clon 18 50 nM redujo el crecimiento celular en un
53%, y que la aplicacién de <EGFR>ICR62 50 nM redujo el

crecimiento celular en un 53% de la misma forma.
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La aplicacién simultdnea de ambos anticuerpos (en las
mismas concentraciones) resultdé en un mayor descenso de la
viabilidad celular hasta un 26% (inhibicién del 74%). Esto
indica que la interferencia simultdnea con ambas rutas de
RTK tiene un efecto mAs profundo en las lineas celulares
tumorales que la interferencia con tan solo una ruta.

La aplicacién de varias variantes de XGFRl1 a una
concentracién molar de 50 nM resultdé en una mayor
inhibicién del crecimiento que fue mds pronunciada que la
observada con sbélo moléculas unicas a concentraciones 50
nM.

De hecho, a una concentracién de anticuerpo de 50 nM,
varias variantes de XGFR1 mostraron una actividad
antiproliferativa mejorada en comparacidn con la
combinacién de los anticuerpos anti <EGFR> vy <IGFIR>
originales a la doble concentracién de anticuerpo de 100 nM
(50 nM <IGF-1R> HUMAB-Clon 18 y 50 nM <EGFR>ICR62).

Se concluye que las moléculas de XGFR1 poseen un
profundo aumento de la actividad inhibidora del crecimiento
en comparacién «con las IgG que interfieren <con la
seflalizacién de EGFR o la sefializacién de IGF1R. Ademds, si
se compara la actividad de las moléculas de XGFR1l con la
actividad de la mezcla de anticuerpos <IGF-1R> HUMAB-Clon
18 y <EGFR>ICR62, puede lograrse una actividad igual o
mayor a concentraciones (molar y masa) que estdn claramente
por debajo que la de la mezcla.

Tabla 5 - Actividades antiproliferativas
(supervivencia e inhibicién) de anticuerpos biespecificos
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frente a células tumorales H322M.

Anticuerpo % %

RLU
(concentracidn) supervivencia | inhibicién
Medio 32177 100 0
Tampdn 32995 103 -3
IgG 32847 102 -2
<IGF-1R> HUMAB-Clon 18

15015 47 53
(50nM)
<EGFR> ICR62 (50nM) 15163 47 53
<IGF-1R> HUMAB-Clon 18
(50nM) + <EGFR> ICR62

8381 26 74
(50nM) (=100 nM concen-
tracién de anticuerpo)
XGFR1-2321 (50nM) 8283 26 74
XGFR1-2421 (50nM) 7356 23 77
XGFR1-3321 (50nM) 8268 26 74
XGFR1-3421 (50nM) 7989 25 75
XGFR1-4321 (50nM) 16158 50 50
XGFR1-4421 (50nM) 10668 33 67
XGFR1-5321 (50nM) 14213 44 56
XGFR1-5421 (50nM) 9506 30 70

Ejemplo 7

Preparacién_ de derivados glicodisefiados de XGFR1-2421,

XGFR1-3421, XGFR1-4421 y XGFR1-5421

3421-GE, XGFR1-4421-GE y

XGFR1-5421-GE )

Las secuencias de

DNA resultantes de
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ligera y pesada del anticuerpo completo se subclonaron en
vectores de expresién de mamiferos (uno para la cadena
ligera y uno para la cadena pesada) bajo el control del
promotor MPSV y <corriente arriba de wun sitio poliA

sintético, llevando cada vector una secuencia EBV OriP.

Los anticuerpos se produjeron mediante la
cotransfeccién de células HEK293-EBNA con los vectores de
expresién de mamiferos de las cadenas ligera y pesada del
anticuerpo utilizando una aproximacién de transfeccidén con
fosfato cdlcico. Las células HEK293-EBNA en érecimiento
exponencial se transfectaron mediante el método de fosfato
cdlcico. Para la produccién de anticuerpos no modificados,

las células se transfectaron s6lo con vectores de expresidn

de las cadenas ligera y pesada del anticuerpo en una

proporcién 1:1. Para la produccién del anticuerpo
glicodisefiado, las células se co-transfectaron con cuatro
plasmidos, dos para la expresidédn de anticuerpo, uno para la
expresién de la fusidén del polipéptido GnTIII, y uno para
la expresién de manosidasa II en una proporcién de 4:4:1:1,
respectivamente. Las <células se hicieron crecer como
cultivos adherentes monocapa en frascos T utilizando medio
de cultivo DMEM suplementado con FCS 10%, \% se
transfectaron cuando estuvieron en una confluencia entre el
50 y el 80%. Para 1la transfeccidén en frascos T75, 8
millones de células se sembraron 24 horas antes de la
transfeccién en 14 ml de medio de cultivo DMEM suplementado
con FCS (al 10% V/vV final), neomicina 250 pg/ml, y las
células se colocaron a 37°C en un incubador con una
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atmésfera de CO2 al 5% durante la noche. Para cada frasco
T75 a transfectar, se prepardé una solucidén de DNA, CaCl2 y
agua mezclando 47 ug de DNA total de vector plasmidico
dividido a partes iguales entre los vectores de expresién
de la cadena pesada y ligera, 235 pl de una solucidén CaClZ2
1M, y afadiendo agua a un volumen final de 469 ul. A esta
solucién, se le afiadié 469 pl de una solucién HEPES 50mM,
NaCl 280 mM, Na?HPO4 1,5 mM a pH 7,05, se mezcld
inmediatamente durante 10 seg y se dejd reposar a
temperatura ambiente durante 20 seg. La suspensidén se
diluy6 con 12 ml de DMEM suplementado con FCS al 2%, y se
afiadidé al T75 en lugar del medio existente. Las células se
incubaron a 37°C, CO02 al 5% durante alrededor de 17 a 20
horas, después el medio se sustituyé con 12 ml de DMEM, FCS
al 10%. El medio de cultivo condicionado se recogidé de 5 a
7 dias tras la transfeccién, se centrifugo durante 5 min a
1200 rpm, seguido de una segunda centrifugacién durante 10

min a 4000 rpm y se mantuvo a 4°C.

Los anticuerpos secretados se purificaron mediante
cromatografia de afinidad Proteina A, seguido de
cromatografia de intercambio de cationes y un paso final de
cromatografia por exclusién de tamafio en una columna
Superdex 200 (Amersham Pharmacia) cambiando el tampdn a
tampén fosfato salino y recogiendo los anticuerpos IgGl
monoméricos puros. La concentracidén de anticuerpo se estimd
utilizando un espectrofotémetro a partir de la absorbancia
a 280 nm. Los anticuerpos se formularon en una solucidén de
fosfato potasico 25 mM, cloruro sdédico 125 mM, glicina 100
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mM a pH 6,7.

Las variantes glicodisefiadas de los anticuerpés
humanizados se produjeron mediante cotransfeccidén de los
vectores de expresidén de anticuerpos junto con un vector de
expresidén GnT-III glicosiltransferasa, o Jjunto con un
vector de expresidén de GnT-III mé&s un vector de expresidn
de Golgi manosidasa II. Los anticuerpos glicodisefiados se
purificaron y formularon como se describe antes para 1los
anticuerpos no glicodisefiados. Los oligosacdridos unidos a
la regidén Fc de los anticuerpos se analizaron mediante EM
MALDI/TOF como se describe m&s adelante.

Los oligosacdridos se liberaron enzimdticamente de los
anticuerpos mediante digestién con PNGasaF, con los
anticuerpos inmovilizados en una membrana PVDF o en
solucién.

La solucidén de digestidén resultante que contienen los
oligosacaridos liberados preparados directamente para el
andlisis EM MALDI/TOF o se digirié después con EndoH
glicosidasa antes de la preparacién de muestras para el
andlisis EM MALDI/TOF.

Para todos los anticuerpos biespecificos de acuerdo
con la invencién, GE significa glicodisetfiado.

Ejemplo 8

Unién a FcgRIIIa y competencia CCDA de moléculas XGFR1

Los anticuerpos humanizados de rata anti-EGFR no
glucomodificados ICR62 (de WO 2006/082515) median su
actividad anti-tumoral no sbélo interfiriendo con las
seflales estimuladoras del crecimiento mediadas por RTK,
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sino también en un grado significativo induciendo CCDA en
las células tumocrales. De forma similar, otros anticuerpos,
como los anticuerpos anti-IGF-1R <IGF-1R> HUMAB Clon 18 son
también capaces de inducir CCDA. El grado de mediacién de
CCDA por un anticuerpo determinado depende no sbélo del
antigeno al gque se une, sino también depende de las
afinidades de las regiones constantes al FcgRIIIa, que se
conoce como el receptor de Fc que dispara la reacciédn CCDA.
Ya que CCDA es un mecanismo deseado para las moléculas
XGFR1, es importante que estas moiéculas puedan unirse a
FcgRIIIa de la misma manera que los anticuerpos “normales”,
y que estas moléculas posean una buena competencia CCDA.
Para el anadlisis de unién de las diferentes moléculas de
XGFR1 al bFcgRIIIa, se aplicdé la tecnologia Biacore que se
habia establecido previamente (Referencias). Mediante esta
tecnologia, se analizdé la unidén de las moléculas XGFR1l a

los dominios producidos de forma recombinante de FcgRIIIa.

Todas las medidas de resonancia de plasmdén en
superficie se realizaron en un instrumento BIAcore 3000 (GE
Healthcare Biosciences AB, Suecia) a 25°C. Los tampones de
reaccién y dilucién fueron PBS (KH2PO4 1 mM, Na2HPO4 10mM,
NaCl 137 mM, KCl1 2,7mM), pH 6,0, Tween20 0,005 % (v/v). El
FcgRIITIa humano soluble se diluydé en acetato sédico 10 mM,
pH 5,0 y se inmovilizdé en un chip biosensor CM5 utilizando
el equipo de acoplamiento amina estdndar (GE Healthcare
Biosciences AB, Suecia) para obtener densidades en
superficie de FcgRIIIa de aproximadamente 1000 RU. Se
utilizé como tampdn de reaccidédn HBS-P (ﬁEPES 10 mM, pH 7,4,
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NaCl 150 mM, Surfactante P20 0,005%; GE Healthcare
Biosciences AB, Suecia) durante la inmovilizacidén. Los
anticuerpos biespecificos XGFR se diluyeron con PBS,
Tween20 0,005%(v/v), pH 6,0 a una concentracidédn de 450 nM y
se inyectdé durante 3 minutos en una tasa de flujo de
30pl/minuto. Después, el chip sensor se regenerd durante 1
minuto con PBS, pH 8,0, Tween20 0,005% (v/v). El analisis
de datos se realizd con el programa BIAevaluation (BIAcore,
Suecia).

Los resultados de estos experimentos se resumen en la
Tabla 7.

Tabla 6 - Afinidades de unién de anticuerpos

biespecificos (nomenclatura XGFR) a FcyRIIIa y FcRn

Molécula Afinidad a FcyRIIIa |Afinidad a FcRn
XGFR1-2321 si si
XGFR1-2421 si si
XGFR1-3321 si si
XGFR1-3421 si si
XGFR1-4321 si si
XGFR1-4421 si si
XGFR1-5321 si si
XGFR1-5421 si si
<EGFR> ICR62 si n.d
<IGF-1R> HUMAB-Clon 18 |n.d. n.d.

Estos andlisis revelan que la unién de FcgRIIIa de las
moléculas XGFR1 no unidas a antigeno es indistinguible de
la unién de las moléculas de IgGl salvajes. Asi, estos
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ensayos bioquimicos indican una competencia total de XGFRI1-
2421 no unido a antigeno, y XGFR1-4421 para unirse al
receptor FcgRIIIa mediador de CCDA.

La repeticién de estos experimentos utilizando
moléculas de XGFR1 en presencia de antigeno no reveld
ningun efecto en la capacidad de unién a FcgRIIIa soluble.

Otro grupo de experimentos Biacore se realizé con
moléculas XGFR1 que han sido glucomodificadas (véase
Ejemplo 7) por una tecnologia previamente descrita (Umana,
P., et al. Nature Biotechnol. 17 (1999) 176-180 vy
WO 99/54342). Esta glucomodificacidén aumenta la afinidad de
las regiones Fc hacia el FcgRIIIa y por lo tanto aumenté
CCDA en células diana. Una comparacién de la capacidad de
unirse a FcgRIIIa de las moléculas XGFR1 glucomodificadas
no unidas a antigeno con las IgG salvajes glucomodificadas
no unidas a antigeno, mostrd gque las moléculas XGFRI1
glucomodificadas no unidas a antigeno poseen un aumento de
la afinidad de wunidén en comparacidén con el anticuerpo
salvaje.

Tabla 7 -Afinidades de wunién de los anticuerpos

biespecificos (nomenclatura XGFR ) a FcyRIIIa y FcRn

Molécula Afinidad a FcyRIIIa |Afinidad a FcRn
XGFR1-2421-GE si si
XGFR1-3421-GE si si
XGFR1-4421-GE si si
XGFR1-5421~-GE si si

Para analizar en qué grado la competencia de unién de

las moléculas XGFR1 a FcgRIIIa se traduce también en la
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actividad CCDA in-vitro hacia las células tumorales, se
determindé la competencia CCDA en ensayos celulares. Para
estos ensayos, los derivados glucomodificados de XGFR1-
2421, XGFR1-3421, XGFR1-4421 y XGFR1-5421 (XGFR1-2421-GE,
XGFR1-3421-GE, XGFR1-4421-GE y XGFR1-5421-GE) se prepararon
(véase Ejemplo 6) y se analizaron en el formato de ensayo
de competencia CCDA BIAcore, que se ha descrito previamente
y también el ensayo CCDA in-vitro que se describe mas

adelante.

Las células mononucleares de saﬁgre periférica humana
(CMSP) se utilizaron como células efectoras y se prepararon
utilizando Histopaque-1077 (Sigma Diagnostics 1Inc., St.
Louis, M0O63178 USA) siguiendo esencialmente las
instrucciones del fabricante. En breve, se tomd la sangre
venosa con jeringas heparinizadas de voluntarios sanos. La
sangre se diluyé 1:0,75-1,3 con PBS (sin Ca'* ni Mg"") y se
extendié una capa en un Histopaque-1077. El1 gradiente se
centrifugé a 400 x g durante 30 min a temperatura ambiente
(TA) sin pausa. La interfase que contiene las CMSP se
recogié y se lavd con PBS (50 ml por células de dos
gradientes) y se recogieron por centrifugacién a 300 x g
durante 10 minutos a TA. Tras la resuspensién del botdén con
PBS, se contaron las CMSP y se lavaron una segunda vez por
centrifugacién a 200 x g durante 10 minutos a TA. Las
células se resuspendieron entonces en el medio apropiado

para los procedimientos posteriores.

La proporcién de efector y diana utilizada para los
ensayos CCDA fue de 25:1 para las CMSP. Las células
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efectoras se prepararon en el medio AIM-V a la
concentracién apropiada para poder afladir 50 ul por pocillo
en placas de 96 pocillos de fondo redondeado. Las células
diana eran células que expresan EGFR/IGFR humanas (por
ejemplo, H322M, A549, o MCF-7) crecidas en DMEM que
contienen FCS al 10%. Las células diana se lavaron en PBS,
se contaron y se resuspendieron en AIM-V a 0,3 millones por
ml para poder afiadir 30000 células en 100 pl por
micropocillo. Se diluyeron los anticuerpos en AIM-V, se
afiadieron en 50 ul de las células diana preplaqueadas y se
dejaron unir a las dianas durante 10 minutos a TA. Despues
se afladieron las células efectoras y la placa se incubd
durante 4 horas a 37°C en una atmbésfera humidificada que

contiene C0O2 al 5%. Se analizé la muerte de las células

diana midiendo la liberacién de la lactato deshidrogenasa

(LDH) de las células dafiadas utilizando el equipo de
Deteccién de citotoxicidad (Roche Diagnostics, Rotkreuz,
Suiza). Tras la incubacién de 4 horas, las placas se
centrifugaron a 800 x g. Se transfirié 100 pl de
sobrenadante de cada pocillo a una nueva placa transparente
de 96 pocillos de fondo plano. Se afiadidé 100 pl por pocillo
de tampdn de sustrato de color del equipo. Los valores de
Vmax de la reaccién de color se determinaron en un lector
de ELISA a 490 nm durante al menos 10 min utilizando el
programa SOFTmax PRO (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA94089, USA). La liberacidn espontanea de LDH se midid de
los pocillos que contienen solamente c¢élulas diana vy

células efectoras pero no anticuerpos. La méxima liberacién
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se determiné de 1los pocillos que contienen solamente
células diana y Triton X-100 1%. El1 porcentaje de muertes
mediadas por anticuerpo especifico se calculé como sigue:
((x - LE)/(ML - LE)*100, en la que x es la media de Vmax a
una concentracién de anticuerpo especifica, LE es la media
de Vmax de la liberacidén espontanea y ML es la media de la

Vmax de la maxima liberacién.

En estos ensayos, la competencia CCDA se compard
también con la de anticuerpos salvajes glucomodificados.
Los resultados de estos ensayos mostraron una excelente
competencia de CCDA para los XGFR1-3421-GE/ XGFR1-4421-GE/
XGFR1-5421-GE glucomodificados (véase Figura 9).

Ejemplo 9

Expresién y Purificacién de moléculas de anticuerpo
biespecifico <EGFR-IGF1R> scFab-XGFR1

Se construyeron las cadenas ligera y pesada de 1los
correspondientes anticuerpos biespecificos en vectores de
expresién portadores de marcadores de seleccidédn procariotas
y eucariotas. Estos plésmidos se amplificaron en E.coli, se
purificaron, y posteriormente se transfectaron para una
expresidn transitoria de proteinas recombinantes en células
HEK293F (utilizando el sistema Freestyle de Invitrogen).
Tras 7 dias, los sobrenadantes de las células HEK 293 se
recogieron y se purificaron mediante. proteina A y
cromatografia de exclusidén por tamafio. La homogeneidad de
todas las construcciones de anticuerpo biespecifico se
confirmé mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras y
reductoras. Bajo condiciones reductoras (Figura 15), las
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cadenas de polipéptido portadoras de fusiones scFab en C- y
N-terminal mostrdé tras el SDS-PAGE unos tamanios moleculares
aparentes analogos a los pesos moieculares calculados. Los
niveles de expresién de todas las construcciones se
analizaron mediante HPLC proteina A y  fue similar a los
rendimientos de expresién de IgG “estandar”, o en algunos
casos algo inferior. El1 rendimiento medio de proteina
estuvo entre 1,5 y 10 mg de proteina purificada por 1litro
de sobrenadante de cultivo celular en los experimentos de

expresién transitoria no optimizada (Figura 13 y 14).

El anadlisis por cromatografia HP de exclusidén por
tamafio de las proteinas purificadas mostré cierta tendencia
a agregar en moléculas recombinantes. Para enfrentarse a
los problemas de agregacién de dichos anticuerpos
biespecificos, se aplicd estabilizacién por disulfuros
entre VH y VL de las porciones de unién adicionales. Por
eso se introdujeron sustituciones uUnicas de cisteina en las
VH y VL de los scFab en determinadas posiciones (posiciones
VH44/VL100 de acuerdo con el esquema de numeracidén Kabat).
Estas mutaciones permiten la formacién de disulfuros
intercadena estables entre VH y VL, dque a su vez
estabilizan el médulo resultante de scFab estabilizado con
disulfuros. La introduccién de los VH44/VL100 disulfuros en
scFab no . interfiere significativamente con los niveles de
expresién de proteina y en algunos casos incluso

rendimientos de expresiédn mejorados (véase Figuras 13 y

14).

Los anticuerpos biespecificos se expresaron mediante
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transfeccién transitoria de células de rifién embrionario
humano 293-F utilizando el sistema de Expresidén FreeStyle™
293 de acuerdo «con las instrucciones del fabricante
(Invitrogen, USA). Brevemente, se cultivaron 1las células
293-F en suspensién FreeStyle™ en medio de expresidn
FreeStyle™ 293 a 37°C/CO; 8 % y las células se sembraron en
medio fresco a una densidad de 1-2x10° células viables/ml el
dia de la transfeccién. Los complejos de DNA-293fectin™ se
prepararon en medio Opti—MEM® I (Invitrogen, USA)
utilizando 333 pl de 293fectin™ (Invitrogen, Alemania) vy
250 pg de DNA de pléasmido de cadena pesada y ligera en una
proporcién molar 1:1 para un volumen de transfeccidn final
de 250 ml. Los sobrenadantes de cultivo celular que
contienen derivados de anticuerpo recombinante se
clarificaron 7 dias tras la transfeccién mediante
centrifugacién a 14000 g durante 30 minutos y se filtraron
a través de un filtro estéril (0,22 um). Los sobrenadantes

se almacenaron a -20° C hasta su purificacién.

Los anticuérpos secretados se purificaron del
sobrenadante en dos pasos mediante cromatografia de
afinidad utilizando Proteina A-Sepharose™ (GE Healthcare,
Suecia) y cromatografia de exclusién Superdex200 por
tamafio. Brevemente, los sobrenadantes de los cultivos
clarificados que contienen anticuerpos biespecificos vy
triespecificos se aplicaron en una columna HiTrap Proteina
A HP (5 ml) equilibrada con tampén PBS (Na,HPO, 10 mM, KH,PO4
1 mM, NaCl 137 mM y KCl 2,7 mM, pH 7,4). Las proteinas no
unidas se eliminaron mediante lavados con tampdén de
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equilibrado. Los derivados de anticuerpo se eluyeron con
tampén citrato 0,1 M, pH 2,8, y las fracciones que
contienen proteina se neutralizaron con 0,1 ml Tris 1 M, pH
8,5. Después, las fracciones de ©proteina eluida se
juntaron, se concentraron con un Dispositivo de filtro por
centrifugacién Amicon Ultra (MWCO: 30 K, Millipore) en un
volumen de 3 ml y se cargaron en una columna de filtracidn
en gel Superdex200 HiLoad 120 ml 16/60 (GE Healthcare,
Suecia) equilibrada con Histidina 20mM, NaCl 140 mM, pH
6,0. Las fracciones de anticuerpo monomérico se juntaron,
se congelaron rapidamente y se almacenaron a -80°C. Parte
de las muestras se proporcionaron para un posterior

andlisis de las proteinas y caracterizaciédn.

Un ejemplo de andlisis por SDS-PAGE de proteinas
purificadas y perfiles de Cromatografia HP de exclusidén por
tamafio (SEC) de derivados de anticuerpo biespecifico se

muestra en las Figuras 15 y 16.

Las Figuras 13 y 14 1listan los rendimientos de
expresién que se observaron en los sistemas de expresidn
transitorios: Todos los derivades de anticuerpos diseflados
pudieron expresarse y purificarse en cantidades suficientes
para un posterior andlisis. El rendimiento de expresidén por
litro de sobrenadante estuvo en el rango desde menos de 1
mg a > 30 mg. Por ejemplo, scFab-XGFR1-2720 tuvo un
rendimiento final tras la purificacién de menos de 1 mg
mientras que scFab-XGFR1-2721 tuvo un rendimiento final de
13,8 mg. Esta diferencia muestra también la influencia
positiva de la estabilizacién de VH44-VL100 por disulfuros
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en los rendimientos de expresién que se observd para

algunas proteinas.

Ejemplo 10
Estabilidad de moléculas de antiduerpo biespecifico

<EGFR-IGF1R> scFab-XGFR1l in vitro

Estabilidad y tendencia de agregacidén de moléculas de
anticuerpo biespecifico <EGFR-IGF1R> scFab

Se realizé un analisis por cromatografia HP de
exclusién por tamafioc para determinar la cantidad de
agregados que estdn presentes en la preparacién de los
derivados de anticuerpo recombinante. Para ello, se
analizaron muestras de anticuerpo biespecifico mediante SEC
de alto rendimiento en un Sistema UltiMate 3000 HPLC
(Dionex) utilizando una columna analitica de exclusién por
tamafio Superdex 200 (GE Healthcare, Suecia). La Figura 16
muestra un ejemplo de estos anadlisis. Los agregados
aparecen como un pico separado o loma antes de las
fracciones que contienen el derivado de anticuerpo
monomérico. Para este trabajo, se definié moléculas
“moﬁoméricas” deseadas las compuestas por 2 heterodimeros
de cadenas ligera y pesada con scFab conectado a ambas. La
integridad de la estructura de aminodcidos de las cadenas
ligera y pesada reducidas del anticuerpo biespecifico y las
proteinas de fusidén se verificaron mediante espectrometria
de masas por NanoElectropulverizacié4n Q-TOF tras eliminar
los N-glicanos mediante tratamiento enzimdtico con Péptido-
N-Glicosidasa F (Roche Molecular Biochemicals). El andlisis
por cromatografia HP de exclusién por tamafio de las
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proteinas purificadas bajo diferentes condiciones (variando
la concentracién y el tiempo) mostrd - en comparacidn con
IgG normal - cierto aumento de la tendencia a agregar las
moléculas que contienen scFab. Esta tendencia de agregacién
que se observé para algunas moléculas puede aliviarse
mediante la introduccién de enlaces disulfuro VH44/VL100

intercadena en los mdédulos scFab.

Ejemplo 11

Unién de moléculas de anticuerpo biespecifico <EGFR-
IGF1R> scFab- a los RTK de EGFR e IGF1R

Se compardé la unién de los médulos de scFab y de los
sitios de unién a antigeno de los retenidos en el moddulo
IgG IgG —-de longitud completa de los diferentes formatos de
anticuerpos biespecificos scFab-XGFR en la unién de las IgG
“salvajes” de los mddulos de unién y anticuerpos
biespecificos de los que derivan. Estos analisis se
llevaron a cabo aplicando Resonancia de plasmén en
superficie (Biacore), asi como un ELISA celular.

Las propiedades de unién de los anticuerpos
biespecificos <IGF-1R-EGFR> se analizaron mediante
resonancia de plasmén en superficie (SPR) utilizando un
instrumento Biacore T100 (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala). Este sistema estd bien establecido para el
estudio de interacciones moleculares. Permite una
monitorizacién continua en tiempo real de unidén de
ligando/analito y asi la determinacién de las constantes de
tasa de asociacién (ka), constantes de tasa de disociacién
(kd), y constantes de equilibrio (KD) en varios ajustes de
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ensayo. La tecnologia SPR estd basada en la medicidén del
indice de refraccién cerca de la superficie de un chip
biosensor cubierto de oro. -Los cambios en el indice de
refraccién indican cambios en la masa en la superficie
provocados por la interaccién de ligando inmovilizado con
analito inyectado en solucidén. Si las moléculas se unen al
ligando inmovilizado en la superficie la masa aumenta, en

el caso de disociacidén la masa disminuye.

Se inmovilizdé anticuerpo de captura anti-IgG humana en
la superficie de un chip biosensor Cl utilizando quimica de
acoplamiento a amina. El1 flujo de células se activd con una

mezcla 1:1 de N-hidroxisuccinimida 0,1 M y 3-(N,N-

dimetilamino)propil-N-etilcarbodiimida 0,1 M en una tasa de

flujo de 5 pl/min. El anticuerpo anti-IgG humano se inyectd
en acetato sédico, pH 5,0 a 10 pug/ml, que resultd en una
densidad de superficie de aproximadamente 200 RU. Un flujo
de células de referencia control se traté de la misma
manera pero solamente con tampones vehiculo en lugar del
anticuerpo de captura. Las superficies se bloguearon con
una inyeccién de etanolamina 1M /HC1 pH 8,5. Los
anticuerpos Dbiespecificos se diluyeron en HBS-P y se
inyectaron a una tasa de flujo de 5 pl/min. El tiempo de
contacto (fase de asociacién) fue de 1 min para los
anticuerpos a una concentracidén entre 1 y 5 nM. Se inyectd
EGFR-ECD a concentraciones incrementales de 1,2, 3,7, 11,1,
33,3, 100 y 300 nM, IGF-1R a concentraciones de 0,37, 1,11,
3,33, 10, 30 y 90 nM. El tiémpo de contacto (fase de
asociacién) fue de 3 min, el tiempo de disociacidén (lavados
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con tampén de reaccidén) 5 min para ambas moléculas en una
tasa de flujo de 30 pl/min. Todas las interacciones se
realizaron a 25°C (temperatura estandar). Las soluciones de
regeneracién de acido fosférico 0,85% e hidréxido sddico 5
mM se inyectaron cada uno durante 60 s a un flujo de 5
pl/min para eliminar cualquier proteina no unida de forma
covalente tras <cada «ciclo de unién. Las seflales se
detectaron a wuna tasa de una seflal por segundo. Las
muestras se inyectaron a concentraciones incrementales.

Un ejemplo de unién simultdnea de wun anticuerpo
biespecifico <IGF-1R-EGFR> a EGFR e IGFlR se muestra en la
Figura 17a-d.

Tabla 8: Afinidades (KD) de anticuerpos biespecificos

(scFab-XGFR1 2720 y scFab-XGFR2 2720) a EGFR e IGF-1R

valor KD (Afinidad | valor KD (Afinidad a
Molécula

a EGFR) IGF-1R)
scFab-XGFR1_2720 2 nM 2 nM
scFab-XGFR2_2720 0,5 nM 11 nM
<IGF-1R> Clon 18 n.a. .2 nM
<EGFR> ICR62 0,5 nM n.a.

Los andlisis de unidén -y competicién- basados en FACS
en células cultivadas pueden también aplicarse para evaluaf
la capacidad de unién de 1los derivados de anticuerpos
biespecificos a RTK que estan expuestos en las superficies
celulares. La Figura 18 muestra el plan experimental que se
utilizé para analizar lés capacidades de unidén de scFab que
contienen los derivados de anticuerpo biespecifico XGFR
sobre células cancerigenas A549. Para estos ensayos de
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competicidén celular, las células AB49 gue expresan 1los
antigenos EGFR asi como IGF1R se despegaron y se contaron.
Se sembraron 1,5x10e5 células por pocillo de una placa de
96 pocillos cénicos. Las células se centrifugaron
(1500 rpm, 4°C, 5 min) y se incubaron durante 45 min en
hielo en 50 uL de wuna serie de dilucidén de los
correspondientes anticuerpos biespecificos en PBS con FCS
2% (suero fetal bovino) que contienen 1 pg/mL de anticuerpo
especifico de IGFIR marcado con Alexa647. Las células de
centrifugaron de nuevo y se lavaron dos veces con 200 pL de
PBS que contiene FCS 2%. Finalmente, 1las células se
resuspendieron en solucién BD CellFix (BD Biosciences) y se
incubaron durante al menos 10 min en hielo. La intensidad
de fluorescencia media (mfi) de las células se determind
mediante citometria de flujo (FACS Canto). Se determind la
mfi al menos por duplicado de dos tinciones independientes.
El espectro de citometria de flujo se procesd
posteriormente utilizando el programa FlowJo (TreeStar). La
unién de la mitad maxima se determiné utilizando XLFit 4.0

(IDBS) y la dosis respuesta en modelo de un sitio 205.

Los resultados de estos ensayos que se muestran en la
Figura 19a—c demuestran la funcionalidad de unién del scFab
biespecifico que contienen los derivados de anticuerpo en
las superficies de las células tumorales. Por ejemplo, la
CI50 en los experimentos de competicién del derivado de
anticuerpo biespecifico scFab-XGFR1_2721 fue de 0,11 npg/ml
mientras que la CI50 del anticuerpo monoespecifico fue mas
de un 50% superior (0,18 ug/ml). Este incremento de
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actividad en los ensayos de competicidén del derivado de
scFab-XGFR_2721 biespecificov en comparacién con el
anticuerpo parental sugiere que la molécula biespecifica se
une mejor a las superficies celulares que el anticuerpo

monoespecifico.

Ejemplo 12

Regulacidén negativa de EGFR asi como IGF-1R mediante
moléculas de anticuerpo biespecifico <EGFR-IGF-1R> scFab-
XGFR

Los anticuerpos anti-IGF-1R humanos <IGF-1R> HUMAB

Clon 18 (DSM ACC 2587) inhiben la seflalizacién de IGFR1 y

los anticuerpos anti-EGFR de rata humanizados <EGFR>ICR62

inhiben 1la seflalizacién mediante EGFR. Para evaluar la
actividad inhibidora potencial de las diferentes variantes
de scFab-XGFR1, se analizé el grado de regulacién negativa
del receptor de ambos.

Para poder detectar los efectos del anticuerpo de 1la
invencién en la cantidad de receptor de IGF-I (IGF-IR) en
células tumorales, se realizaron experimentos de
seguimiento a lo largo del tiempo y posterior analisis
ELISA con anticuerpos especificos de IGF-IR y EGFR.

Las células tumorales humanas (H322M, 5 x 10°
células/ml) en RPMI 1640 suplementado con FCS 10% (PAA, N°
de Cat. E15-039) y PenStrep A 1% en una placa de 6 pocillos
y se inoculd con 1 ml por pocillo. Se afiadié 3 ml de medio
a cada pocillo y las células se cultivaron durante 24 horas
a 37°C y CO, al 5%.

El medio se retirdé con cuidado y se sustituydé por 2ml
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de anticuerpos XGFR 100 nM diluidos en Medio RPMI-VM. En
los pocillos control, el medio se sustituyd por el medio y
el tampdén sin anticuerpo, y el medio con anticuerpos
control (<IGF-1R> HUMAB Clon 18 y <EGFR>ICR62 concentracidn
final 100 nM). Las células se incubaron a 37°C y CO, al 5% y
las placas individuales se retiraron para un posterior

procesamiento a las 24 horas.

El medio se retiré con cuidado por aspiracién y las
células se lavaron con 1lml PBS. Se afiadié 300 pl/pocillo de
tampén de lisis MES frio ((MES, NasVO, 10 mM, e inhibidor de
proteasa Complete®). Tras una hora las células se
despegaron en hielo wutilizando un rascador de células
(Corning, N° de Cat. 3010) y el contenido de los pocillos
se transfiridé a tubos de reaccidén Eppendorf. Se eliminaron
los fragmentos celulares mediante centrifugacidédn durante 10

minutos a 13000 rpm y 4°C.

Deteccidn de EGFR

Las placas microtituladas de 96 pocillos con
estreptavidina (PMT) se prepararon de acuerdo con el
protocolo (DuoSet ELISA para EGFR Humano, RnD systems N° de
Cat. DY231l). El anticuerpo de cabra anti-EGFR Humano 144
pg/ml en PBS se diluyd 1:180 en PBS y se afiadié 100
pl/pocillo a la PMT. La PMT se incubé durante la noche a
femperatura ambiente con agitacién. Las placas se lavaron 3
veces con PBS suplementado con Tween®20 al 0,1% y se
blogquearon con 300 pl/pocillo de PBS, solucién de BSA al 3%
V% Tween®20 al 0,1% durante 1 hora (h) a temperatura
ambiente (TA) con agitacidén. Las placas se lavaron 3 veces
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con PBS suplementado con Tween®20 al 0,1%.

La cantidad de proteina en los lisados celulares se
determiné wutilizando el equipo BCA Protein Assay de
(Pierce), los lisados celulares se ajustaron entonces a la
concentracién de proteina de 0,04 mg/ml con tampdn de lisis
MES suplementado con Na3vVO,; 100 mM 1:100 e inhibidor de
proteasa Complete® 1:20 y 100 pl por pocillo del lisado se
afiadié a la PMT previamente preparada. Para la medicién del
ruido de fondo se afiadié 100 pl de tampdn de lisis al

pocillo en la PMT.

e utilizé una segunda concentracién de lisado celular
a 0,025 mg/ml el lisado se diluydé 1:2 y se afiadieron 100 nl
por pocillo a la PMT previamente preparada. La PMT se
incubé durante otras 2 horas a TA con agitacién y después
se lavaron 3 veces con PBS con una solucién de Tween®20 al

0,1

oe

El anticuerpo de deteccidn para EGFR era un anticuerpo
biotinilado de cabra anti-EGFR humano a una concentracidn
de 36 pg/ml diluido 1:180 en PBS, BSA al 3% y Tween®20 al
0,2%. Se afiadié 100 ul por pocillo y se incubdé a TA durante
2 horas con agitacidédn. La PMT se lavd después tres veces
con 200 pl por pocillo de PBS con solucién de Tween®20 al
0,1%. Se afiadié entonces 100 pl por pocillo del anticuerpo
secundario Estreptavidina-HRP 1:200 en PBS, BSA al 3% y
Tween®20 al 0,2% y se incubdé con agitacién durante 20
minutos a TA. La placa se lavd después seis veces con PBS
con solucién de Tween®20 al 0,1%. Se afadidé 100 npl por
pocille de 3,3’-5,5’-Tetrametilbencidina (Roche, BM-Blue
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ID-N°: 11484581) y se incubdé durante 20 minutos a TA con
agitacién. Se pard la reaccidn de color al afiadir 25 ul por
pocillo de H,S0; 1M y se incubd durante otros 5 minutos a
TA. La absorbancia se midié a 450nm.

Deteccidn de IGF-1R

La PMT de estreptavidina (Roche ID. No.: 11965891001)
se prepard afiadiendo 100 ul por pocillo del anticuerpo
AKla-Biotinilado (Genmab, Dinamarca) que se diluydé 1:200 en
PBS, BSA 3% y Tween®0 0,2%. La PMT de estreptavidina se
incubé durante 1 hora a TA con agitacién y después se lavd
tres veces con 200 pl por pocillo de PBS con una solucién
de Tween®20 al 0,1%.

La cantidad de proteina en los lisados celulares se
determindé utilizando el equipo BCA Protein Assay de
(Pierce), los lisados celulares se ajustaron entonces a la
concentracién de proteina de 0,3 mg/ml con Tris 50mM pH
7,4, NazV0y 100 mM 1:100 e inhibidor de proteasa Complete®
1:20 y se afiadié 100 pl por pocillo del lisado a la PMT de
estreptavidina previamente preparada.

Se utilizé una segunda concentracién de lisado celular
a 0,15 mg/ml el lisado se diluyd y se afiadié 100 ul por
pocillo a la PMT de estreptavidina previamente preparada.
Para la medicién del ruido de fondo se afiadié 100 pul de
tampén de lisis al pocillo en la PMT de estreptavidina.

La PMT se incubdé durante otra hora a TA con agitaciédn
y después se lavé 3 veces con PBS con una solucidén de
Tween®20 al 0,1%.

El anticuerpo de deteccién para IGF-1R fue un
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anticuerpo de conejo anti IGF-1R$ humano (Santa Cruz
Biotechnology, N° de Cat. sc-713) diluido 1:750 en PBS, BSA
al 3% vy Tween®20 al 0,2%. Se afiadié 100 pl por pocillo y se
incubé a TA durante 1 hora con agitacién. La PMT se 1lavo
después tres veces con 200 pl por pocillo de PBS con una
solucién de Tween®20 al 0,1%. Se afiadié después el
anticuerpo secundario de conejo IgG-POD (Cell signaling N°
de Cat. 7074) 1:4000 en PBS, BSA al 3% y Tween®20 al 0,2%,
se afiladié 100 pl por pocillo y se incubd con agitacidn
durante 1 hora a TA. La placa se lavd después seis veces
con PBS con una solucién de Tween®20 al 0,1%. Se afiadié 100
ul por pocillo de 3,3'-5,5'-Tetrametilbencidina (Roche, BM-
Blue ID-N°: 11484581) y se incubd durante 20 minutos a TA
con agitacién. Se pard la reaccidén de color al afiadir 25 ul
por pocillo de H;S0, 1M y se incubd durante otros 5 minutos

a TA. La absorbancia se mididé a 450nm.

Los resultados de 1la deteccidén de 1la regulacidén
negativa del receptor por el scFab Dbiespecifico que
contienen las moléculas XGFR en comparacién con 1los
anticuerpos monoespecificos parentales <EGFR>ICR62Z y <IGF-
1R> HUMAB-Clon 18 en las células H322M se muestran en la
Figuras 20 y 21. Los anticuerpos biespecificos scFab-XGFR
regulan negativamente ambos EGFR e IGFlR. Esto muestra gque
se retiene la funcionalidad completa (funcionalidad
biolégica) y mediacidén del fenotipo de 1los mdédulos de
unién. La Figura 21 también indica que, de forma
sorprendente, los anticuerpos biespecificos scFab-XGFR_ 2720
mostraron una regulacidén negativa de EGFR mejorada en
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comparacién con el anticuerpo parental <EGFR>ICR62 sélo.

El hecho de que cuando se aplican los scFab que
contienen las variantes XGFRl1 a los mismos ensayos a
molaridades idénticas, mostraron la misma o mejor actividad
que los anticuerpos salvajes, indica que las moléculas de
scFab-XGFR1 son capaces de interferir con ambas vias de
sefilalizaciédn.

Ejemplo 13

Inhibicién del crecimiento mediado por scFab-XGFR1l y

scFab-XGFR2 en lineas celulares tumorales in vitro

El anticuerpo anti-IGF-1R humano <IGF-1R> HUMAB Clon
18 (DSM ACC 2587) inhibe el crecimiento en lineas celulares
tumorales que expresan el IGF1IR (WO 2005/005635). De forma
similar, los anticuerpos de rata humanizados anti-EGFR
<EGFR>ICR62 han mostrado inhibir el crecimiento en 1lineas
celulares tumorales gque expresan EGFR (WO 2006/082515).
Para evaluar la actividad inhibidora potencial de 1las
diferentes variantes de scFab-XGFRl1 en los ensayos de
crecimiento de 1lineas celulares tumorales, se analizd el
grado de inhibicién en células H322M que expresan EGFR asi

como IGFI1R.

Las células H322M (5000 células/pocillo) se cultivaron
en medio RPMI 1640 suplementado con FCS 10% en placas
cubiertas de:- poli-HEMA (poli(2-hidroxietilmetacrilato))
para prevenir la adherencia a la superficie de pléastico.
Bajo estas condiciones las células H322M forman esferoides
densos que crecen tridimensionalmente (una propiedad que se
denomina independencia de anclaje). Estos esferoides se
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parecen mucho a la histoarquitectura tridimensional vy
organizacién de los tumores sdélidos in-situ. Los cultivos
de esferoides se incubaron durante 7 dias en presencia de
anticuerpos 100 nM. El1 ensayo de luminiscencia Celltiter
Glow se utilizé para medir la inhibicién del crecimiento.
Cuando los cultivos de esferoides H322M se trataron con
<IGF-1R> HUMAB-Clon 18, pudo observarse una inhibicién en

el crecimiento.

La Figura 22 muestra que la aplicacién de <IGF-1R>
HUMAB-Clon 18 100nM redujo el crecimiento celular en un
72%, y que la aplicacién de <EGFR>ICR62 100nM redujo el

crecimiento celular en un 77% de la misma forma.

La aplicacién simultdnea de ambos anticuerpos (en las
mismas concentraciones de 100 nM) resultd en un descenso
completo de la viabilidad celular (inhibicién del). Esto
indica que la interferencia simultanea con ambas rutas de
RTK tiene un efecto més profundo en las lineas celulares
tumorales que la interferencia con tan solo una ruta. La
aplicacién de varias variantes de scFab-XGFR1 a una
concentracién molar de 100nM resultd en una mayor
inhibicién del crecimiento que fue mads pronunciada que la
observada con sélo mocléculas Unicas. De hecho, a una
concentracién de anticuerpo de 100 nM, varias variantes de
scFab-XGFRl1 mostraron una inhibicién completa (100%) del
crecimiento celular, mientras que la aplicacidén de mddulos
unicos provocd sbélo unaAinhibicién parcial.

Se concluye que las moléculas de scFab-XGFR1 poseen un
profundo aumento de la actividad inhibidora del crecimiento
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en comparacién con las IgG que interfieren sélo con la
seflalizacién de EGFR o de IGF1R.

Ejemplo 14

Expresién y purificacién de moléculas de anticuerpo

Mab-mixto (VH/VL) (intercambio de dominio VH/VL) o Mab-

mixto  (CH/CL) (intercambio de dominio CH/CL), con

intercambio de dominios, bivalentes, biespecificas <EGFR-

IGF1R>

De forma anadloga a los procedimientos descritos en el
Ejemplo 1 yv 9, se expresaron y purificaron las moléculas de
anticuerpo Mab-mixto (VH/VL) (intercambio de VH/VL como se
describe en WO 2009/080252) y Mab-mixto (CH/CL)
(intercambio de CH/CL como se describe en WO 2009/080253)
con intercambio de dominios, Dbivalentes, biespecificas
<EGFR-IGF1R>. Ambos anticuerpos biespecificos <EGFR - IGF-
1R> estén basados en los dominios variables de la cadena
pesada de Id. de Sec. N°: 8, y en los dominios variables de
la cadena ligera de Id. de Sec. N°: 10 (derivados de
<EGFR>ICR62 humanizados) como primer sitio de unidén a
antigeno que se une a EGFR, y en los dominios variables de
la cadena pesada de Id. de Sec. N°: 23, y en los dominios
variables de la cadena ligera de 1Id. de Sec. N°: 25
(derivados de los anticuerpos anti-IGF-1R humanos <IGF-1R>
HUMAB Clon 18 (DSM ACC 2587)) como segundo sitio de unidén a
antigeno que se une a IGF-1R.

Los rendimientos de expresién tras la cromatografia de
afinidad utilizando Proteina A-Sepharose™ (GE Healthcare,
Suecia) y cromatografia de exclusidén por tamafio Superdex200
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fueron de 29,6 mg/L para el Mab-mixto (VH/VL) y 28,2 mg/L
para el Mab-mixto (CH/CL).

Las secuencias de aminoacidos relevantes completas
(parcialmente modificadas) de las cadenas ligera y pesada
de los correspondientes anticuerpos biespecificos, se
proporcionan en Id. de Sec. N°: 30 -33 para el Mab-mixto
(VH/VL) y en Id. de Sec. N°: 34 -37 para el Mab-mixto
(CH/CL) .

Ejemplo 15

Regulacién negativa de EGFR asi como IGF-1R mediante

moléculas de anticuerpo Mab-mixto (VH/VL) o Mab-mixto

(CH/CL) con intercambio _de dominios, bivalentes,
biespecificas <EGFR-IGF1R>

De forma andloga al Ejemplo 12, se determindé la
regulacién negativa de EGFR asi como de IGF-1R sobre

células tumorales H322M mediante moléculas de anticuerpo

Mab-mixto  (VH/VL) (intercambio de VH/VL) vy Mab-mixto
(CH/CL) (intercambio de CH/CL) con intercambio de dominios,
bivalentes, biespecificos <EGFR-IGF1IR> del Ejemplo 14.

La regulacién negativa de EGFR por ambos anticuerpos
Mab-mixto (VH/VL) vy Mab—mixto‘ (CH/CL) con- intercambio de
dominios, bivalentes, biespecificos <EGFR-IGF1R> fue
similar (Mab-mixto (VH/VL) ca. 41%) o ligeramente superior
(Mab-mixto (VH/VL) ca 49%) cuando se compara con la
regulacidén negativa de <EGFR>ICR62 monoespecifico (ca 41%;
a 9,38 ug Proteina/ml).

La regulacidén negativa de IGF-1R por ambos anticuerpos
Mab-mixto (VH/VL) y Mab-mixto (CH/CL) con intercambio de
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dominios, bivalentes, biespecificos <EGFR-IGFI1R> fue
sorprendentemente significativamente menor (Mab-mixto
(VH/VL) <ca 17%) (Mab-mixto (VH/VL) ca 20%) cuando se
compara con la regulacién negativa de <IGF-1R> HUMAB-Clon
18 monoespecifico (ca 85%; a 75 pg Proteina/ml).

Ejemplo 16

Inhibicién del crecimiento tumoral en lineas de
células tumorales H322M in vitro mediante moléculas de

anticuerpo Mab-mixto (VH/VIL) o Mab-mixto (CH/CL) con

intercambio de dominios, bivalentes, biespecificas <EGFR-

IGF1R>

De forma andloga al Ejemplo Ejemplo 13, se determind

la inhibicién del crecimiento tumoral en células tumorales

H322M mediante moléculas de anticuerpo Mab-mixto (VH/VL) o
Mab-mixto (CH/CL) con intercambio de dominios, bivalentes,
biespecificas <EGFR-IGF1R> del Ejemplo 14.

Los anticuerpos <IGF-1R> HUMAB-Clon 18 monoespecificos
a 100 nM, redujeron el crecimiento celular en uh 75%, y la
aplicacién de <EGFR>ICR62 100nM redujo el <crecimiento
celular en un 89%.

La aplicacidén simultdnea de ambos anticuerpos (ambos
en las mismas concentraciones de 100 nM que resultd en una
concentracidén total de anticuerpo de 200nM resultd en una
disminucién completa de viabilidad (inhibicidén 2100%).

Las moléculas de anticuerpo Mab-mixto (VH/VL) o Mab-
mixto (CH/CL) con intercambio de dominios, bivalentes,
biespecificas <EGFR-IGF1R> (a concentraciones de sélo 100
nM) mostraron también cada una de forma separada una
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inhibicién completa (2100%) del crecimiento celular.

Esto indica que un anticuerpo biespecifico de acuerdo
con la invencién puede inhibir completamente el crecimiento
de células tumorales a una concentracién de anticuerpo
inferior que la ‘ combinacidén de los correspondientes
anticuerpos parentales monoespecificos, mientras que 1los
anticuerpos parentales monoespecificos soleos, sdbélo causan
inhibicidén parcial.

Ejemplo 17

Expresién y purificacién de molécula de anticuerpo de
fusién ScFab-Fc bivalente, biespecifica <EGFR-IGF1R> scFab-
Fc

De forma analogara los procedimientos descritos en el
Ejemplo 1 y 9, se expresé y purificd anticuerpo de fusidn
ScFab-Fc bivalente, biespecifico <EGFR-IGFIR> scFab-Fc.
Este anticuerpo biespecifico <EGFR - IGF-1R> estad basado
también en los dominios variables de la cadena pesada de
Id. de Sec. N°: 8, y los dominios variables de la cadena
ligera de Id. de Sec. N°: 10 (derivados de <EGFR>ICR62
humanizados) como primer sitio de unién a antigeno que se
une a EGFR, y en los dominios variables de la cadena pesada
de Id. de Sec. N°: 23, y los dominios variables de 1la
cadena ligera de 1Id. de Sec. N°: 25 (derivados de 1los
anticuerpos anti-IGF-1R humano <IGF-1R> HUMAB Clon 18 (DSM
ACC 2587)) como segundo sitio de unién a antigeno que se

une a IGF-1R.

Los rendimientos de expresidén tras la cromatografia de

afinidad utilizando Proteina A-Sepharose™ (GE Healthcare,
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Suecia) vy c;omatografia de exclusién por tamafio Superdex200
fueron de 29,7 mg/L para el scFab-Fc.

Tabla 10: Rendimiento de la molécula de anticuerpo de
fusién ScFab-Fc bivalente, biespecifica <EGFR-IGF1R> scFab-

Fc tras la expresidén y purificaciédn

Proteina A SEC
Sobrenadante]
Rendimiento | Mono. Rendimiento Mono.
1,0 L 32,5 mg 88 % 29,7 mg 100 %

Las secuencias de aminoacidos relevantes completas
(modificadas) de las cadenas pesadas del anticuerpo
biespecifico scFab-Fc se proporcionan en Id. de Sec. N°: 38
-39

Ejemplo 18

Expresién y purificacidén de moléculas de anticuerpo de
fusién ScFab-~Fc bivalente, biespecifica <EGFR-IGF1R>

De forma anadloga al Ejemplo 12, se determindé la
regulacién negativa de EGFR asi como de IGF-1R en células
tumorales H322M provocada por anticuerpos de fusién ScFab-
Fc bivalentes, biespecificos <EGFR-IGF1R> del Ejemplo 17.

Ejemplo 19

Inhibicién del crecimiento tumoral en lineas celulares
tumorales in vitro mediante moléculas de anticuerpo de
fusidén ScFab-Fc bivalente, biespecifica <EGFR-IGF1R>

De forma andloga al Ejemplo 13, se determindé 1la
inhibicién del crecimiento tumoral en células tumorales
H322M mediante anticuerpos de fusidén ScFab-Fc bivalentes,

biespecificos <EGFR-IGF1R> del Ejemplo 17.
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Ejemplo 20
Analisis de supervivencia en el modelo de xenoinjerto
ortotépico de A549

Cultivo celular

Las células de adenocarcinoma  Ab549 (NSCLC) se
obtuvieron originalmente del ATCC y tras su expansion se
depositaron en un banco de células interno. La linea
celular tumoral se cultivdé de forma rutinaria en medio DMEM
(GIBCO, Suiza) suplementado con suero fetal bovino al 10 %
(Invitrogen, Suiza) y L-glutamina 2 mM (GIBCO, Suiza) a 37
°C en una atmdésfera saturada con agua y CO2 5 %. Los pases
de cultivo se realizaron con tripsina/ EDTA 1lx (GIBCO,
Suiza) dividiendo cada tres dias. El1 pase 10 se utilizd
para las inyecciones.

Animales

Los ratones SCID beige hembra; de 8-9 semanas al
inicio del experimento {(compradas a Charles River,
Sulzfeld, Alemania) se mantuvieron bajo condiciones
especificas libres de patdgenos con ciclos diarios de 12 h
luz/12 h oscuridad, de acuerdo con las guias consensuadas
(GV-Solas; Felasa; TierschG). El protocolo del estudio
experimental se revisdé y se aprobd por el gobierno local (P
2005086). Tras la llegada de los animales se mantuvieron
una semana para que se acostumbraran al nuevo ambiente vy
para su observacién. Se 1llevdé a cabo una monitorizacidn
continua de su salud de forma regular.

Inyeccién de las células tumorales

El dia de la inyeccidén, las células tumorales A549 se
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recogieron utilizando tripsina-EDTA (Gibco, Suiza) de 1los
frascos de cultivo (Greiner Bio-One) y se transfirireron a
50 ml de medio de <cultivo, se lavaron una vez Yy se
resuspendieron en AIM V (Gibco, Suiza). Tras un lavado
adicional con AIM V, la concentracidén celular se determind
utilizando un contador de células. Para la inyeccidén de
células A549, la titulacién final se ajusté a 5,0 x 10°
células/ml. Posteriormente se inyectd 200 pl de esta mezcla
en la vena lateral de la cola de los ratones utilizando una
jeringa de tuberculina de 1,0 ml (BD Biosciences,
Alemania)).

Tratamiento

El tratamiento de los animales se inicié dos semanas
después de la inoculacidén de las células tumorales con 10
animales por grupo. Los anticuerpos anti-EGFR/anti-IGF1R
biespecificés XGFR1-4421 GE, XGFR1-2421 GE, XGFR1—3421 GE,
<EGFR>ICRG62 GE, <IGF-1R> HUMAB—Clon. 18, 4 los
correspondientes vehiculos se administraron por via i.v.
una vez a la semana en la dosis indicada. Una dosis mensual
se administré hasta el final del experimento. Las
diluciones de anticuerpo se prepararon al momento antes de
Su uso a partir de soluciones de reserva.

Tabla 11: Diseflo del estudio del andlisis de

supervivencia en el modelo de xenoinjerto ortotdépico de

A549

Grupo |N° de |Compuesto Dosis Ruta/Modo de|N° de
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anima- mg/kg adminis- tratamie
les traciéon ntos
1 10 Vehiculo (+ 24- i.v. 3
reconocimientos)
2 10 <EGFR>ICR62 GE|[10 mg/kg|i.v. 3
y <IGF-1R>|+ 10

HUMAB-Clon 18 ng/kg

3 10 XGFR1-4421 GE 13,6 i.v. 3
mg/ kg

4 10 " |XGFR1-2421 GE 13,6 i.v. 3
mg/kg

5 10 XGFR1-3421 GE 13,6 i.v. 3
mg/kg

6 6 <EGFR>ICR62 GE 25 mg/kg |[i.v. 3

GE = glicodisefiado
Monitorizacidén
Los animales .se controlaron diariamente para la
deteccidén de sintomas clinicos y efectos adversos como,
S distrés respiratorio, movilidad reducida y pelaje
desalifiado. Los criterios de exclusidén del estudio para»los
animales se describen y se aprobaron en la correspondiente
licencia de proyecto.
Identificacién / preparacién
10 Los ratones se distribuyeron aleatoriamente para su

preparacién. Los animales se acomodaron en jaulas de tamafio

M3.
Autopsia
Los ratones se sacrificaron de acuerdo con 1los
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criteriocs de finalizacién (pelaje desalifiado, espalda
arqueada, reduccidén de la locomocién). Para todos los
animales, se recogieron los tumores pulmonares para su
posterior andlisis histopatolédégico (PFA, congelado).

Analisis de supervivencia

Los datos de supervivencia que contienen los tiempos
de duracién hasta que sucede un evento especifico y se
refieren a veces como datos de tiempo hasta que ocurre el

evento. El evento puede ser por ejemplo la muerte de un

paciente. Si no sucede el evento antes de finalizar un

estudio para una observacién o cuando un sujeto del estudio
abandona el estudio antes de que ocurra el evento, la
observacién se debe censurar. Entonces se desconoce el
tiempo de supervivencia exacto, pero se sabe dque es mayor
que el valor especificado.

Los datos de supervivencia necesitan analizarse con
métodos especializados, debido a que poseen distribuciones
no normales especializadas, como la exponencial o Weibull.
Ademas, las observaciones censuradas no pueden ignorarse
sin desviarse del andlisis.

Las curvas de Kaplan-Meier proporcionan una estimacién
de las funciones de supervivencia para uno o mas grupos de
datos censurados a la derecha.

Tabla 12: Cuantiles -Resumen de la mediana de la

supervivencia

Grupo Mediana del tiempo de supervivencia
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Vehiculo 68
<EGFR>ICR62 GE 136
<EGFR>ICR62 GE y <IGF-
207
1R> HUMAB-Clon 18
XGFR1-4421 GE 212
XGFR1-2421 GE 207
XGFR1-3421 GE 212

GE = glicodisefiado

La Tabla de cuantiles muestra la mediana del tiempo de
supervivencia. De la Tabla Y se extrae que la mediana del
tiempo de supervivencia en dias del tratamiento con
anticuerpos <EGFR-IGF1R> Dbiespecificos  XGFR1-4421 GE,
XGFR1-2421 GE, XGFR1-3421 GE es mayor cuando sSe compara con
el tratamiento con <EGFR>ICR62 GE monoespecifico, y es
mayor o al_ menos el mismo cuando se compara con el

tratamiento con la combinacién de <EGFR>ICR62 GE y <IGF-1R>

HUMAB-Clon 18

Ejemplo 21

Expresién y Purificacién, propiedades in Vitro e in
Vivo de moléculas de anticuerpos de fusién ScFab-Fc
bivalentes, biespecificas ' <EGFR-IGF1R> N-scFabSS-salt-
bridge~s3 y N-scFabSS-salt-bridge-w3C

Las moleculas de anticuerpos de fusidén ScFab-Fc
bivalentes, biespecificas <EGFR-IGF1R> N-scFabSS-salt-
bridge-s3 y N-scFabSS-salt-bridge-w3C son expresadas ¥y
purificadas de manera analoga a los procedimientos
descritos en los Ejemplos 17, 1 y 9. Estos anticuerpos
biespecificos <EGFR-IGF-1R> tambien se basan en 1los
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dominios variables de cadena pesada de Id. de Sec. N°:8, y
los dominios variables de cadena ligera de Id. de Sec. N°:
10 (derivadas de <EGFR>ICR62 humanizado) como primer sitio

de union al antigeno uniendose a EGFR, y en los dominios

variables de cadena pesada de Id. de Sec. N°:23, y los

dominios variables de cadena ligera de Id. de Sec. N°:25
(derivados de los anticuerpos anti-IGF-1R humano <IGF-1R>
HUMAB Clon 18 (DSM ACC 2587)) como segundo sitio de union
al antigeno uniendose a IGF-1R.

Las secuencias de aminodcidos relevantes completas
(modificadas) de las cadenas pesadas de las moleculas de
anticuerpos biespecificas de N-scFabSS-salt-bridge-s3 son
las Id. de Sec. N°:40-41 y de N-scFabSS-salt-bridge-w3C son
las Id. de Sec. N°:42-43.

Los rendimientos de expresidén, pureza, propiedades in
Vitro e in Vivo de las moleculas de anticuerpos de fusidn
ScFab-Fc bivalentes, biespecificas <EGFR-IGF1R> N-scFabSS-
salt—bridge—s3 y N-scFabSS-salt-bridge-w3C son determinadas

de acuerdo con los ejemplos descritos anteriormente.

Ejemplo 22

Expresioéon y Purificacién, propiedades in Vitro e in
Vivo de moléculas de anticuerpos de fusién ScFab-IgG
trivalentes, biespecificas <EGFR-IGF1R> KiH-~-C-scFab-1 vy
KiH-C-scFab-2.
Las moleculas de anticuerpos de fusién ScFab-IgG
trivalentes, biespecificas <EGFR-IGF1R> KiH-C-scFab-1 vy
KiH-C-scFab-2 (fusion de un scFab especifico para IGF1R a
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un C-terminal de solo una cadena pesada de un anticuerpo
especifiéo EGFR de longitud complefa (o viceversa) bajo el
uso de la tecnologia “boton en o0jal”) son expresadas vy
purificadas de manera analoga a los procedimientos

descritos en los Ejemplos 1 y 9, 17.

Estos anticuerpos biespecificos <EGFR-IGF-1R> tambien
se basan en los dominios variables de cadena pesada de Id.
de Sec. N°:8, y los dominios variables de cadena ligera de
Id. de Sec. N°: 10 (derivadas de <EGFR>ICR62 humanizado)
como primer sitio de union al antigeno uniendose a EGFR, y
en los dominies variables de cadena pesada de Id. de Sec.
N°:23, y los dominios variables de cadena ligera de Id. de
Sec. N°:25 (derivados de los anticuerpos  anti-IGF-1R
humanos <IGF-1R> HUMAB Clon 18 (DSM ACC 2587)) como segundo
sitio de union al antigeno uniendose a IGF-1R.

Las secuencias de aminocdcidos relevantes completas
(modificadas) de las cadenas pesadas y ligeras de las
moleculas de anticuerpos biespecificas de N-scFabSS son las
Id. de Sec. N°9:44-46 y de N-scFabSS-salt-bridge-s3 son las
Id. de Sec. N°:47-49,

Los rendimientos de expresidén, pureza, propiedades in
Vitro e in Vivo de las moleculas de anticuerpos de fusidn
ScFab-Fc bivalentes, biespecificas <EGFR-IGF1R> N-scFabSs,
N-scFabSS-salt-bridge-s3 y N-scFabSS-salt-bridge-w3C son
determinadas de acuerdo con los ejemplos descritos

anteriormente.
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Reivindicaciones

1. Un anticuerpo biespecifico que se une a EGFR e
IGF-1R que comprende un primer sitio de unién a antigeno
que se une a EGFR y un segundo sitio de unién a antigeno
que se une a IGF-1R, que se caracteriza en que

i) dichos sitios de unidén a antigeno son cada uno un
dominio variable de la cadena pesada de un anticuerpo y un
dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo;

ii) dicho primer sitio de unién a antigeno comprende
en el dominio variable de la cadena pesada una regién CD3
de Id. de Sec. N°: 1, una regién CD2 de Id. de Sec. N°: 2,
y una regién CDl1 de Id. de Sec. N°:3, y en el dominio
variable de la cadena ligera una regidén CD3 de Id. de Sec.
N°: 4, una regién CD2 de Id. de Sec. N°:5, y una regidén CD1
de Id. de Sec. N°:6; y

iii) dicho segundo sitio de wunién a antigeno
comprende en el dominio variable de la cadena pesada una
regién CD3 de Id. de Sec. N°: 11, una regidén CD2 de Id. de
Sec. N°: 12, y una regién CD1 de Id. de Sec. N°:13, y en el
dominio variable de la cadena ligera una regidén CD3 de Id.
de Sec. N°: 14, una regidén CD2 de Id. de Sec. N°:15, y una
regién CD1 de Id. de Sec. N°:16;

o dicho segundo sitio de unién a antigeno comprende en
el dominio variable de la cadena pesada una regidédn CD3 de
Id. de Sec. N°: 17, una regidén CD2 de Id. de Sec. N°: 18, y
una regidén CD1 de Id. de Sec. N°:19, y en el dominio
variable de la cadena ligera una regién CD3 de Id. de Sec.
N°: 20, una regidén CD2 de Id. de Sec. N°:21, y una regiédn

{JLLCCO: 278771.DOC v.1}
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CD1l de Id. de Sec. N°:22.

2. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con la
reivindicacién 1, que se caracteriza en que

i) dicho primer sitio de unidén a antigeno comprende
en el dominio variable de la cadena pesada una regién CD3
de Id. de Sec. N°: 1, una regién CD2 de Id. de Sec. N°: 2,
y una regién CDl1 de Id. de Sec. N°:3, y en el dominio
variable de la cadena ligera una regidén CD3 de Id. de Sec.
N°: 4, una regién CD2 de Id. de Sec. N°:5, y una regién CDl
de Id. de Sec. N°:6; y

ii) dicho segundo sitio de unién a antigeno comprende
en el dominio variable de la cadena pesada una regidén CD3
de Id. de Sec. N°: 11, una regién CD2 de Id. de Sec. N°:
12, y una regién CD1 de Id. de Sec. N°:13, y en el dominio
variable de la cadena ligera una regidén CD3 de Id. de Sec.
N°: 14, una regién CD2 de Id. de Sec. N°:15, y una regidn
CDl de Id. de Sec. N°:16.

3. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con la
reivindicacidén 1, que se caracteriza en que

i) dicho primer sitio de unidén a antigeno comprende
en el dominio variable de la cadena pesada una regién CD3
de Id. de Sec. N°: 1, una regidén CD2 de Id. de Sec. N°: 2,
y una regién CD1 de Id. de Sec. N°:3, y en el dominic
variable de la cadena ligera una regién CD3 de Id. de Sec.
N°: 4, una regidén CD2 de Id. de Sec. N°:5, y una regién CDI1
de Id. de Sec. N°:6; vy

ii) dicho segundo sitio de unién a antigeno comprende
en el dominio variable de la cadena pesada una regidén CD3

{JLLCCO: 278771.DOC v.1}
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de Id. de Sec. N°: 17, una regidén CD2 de Id. de Sec. N°:
18, y una regién CD1 de Id. de Sec. N°:19, y en el dominio
variable de la cadena ligera una regiédn CD3 de Id. de Sec.
N°: 20, una regién CD2 de Id. de Sec. N°:21, y una regidn
CD1 de Id. de Sec. N°:22.

4. El anticuerpo Dbiespecifico de acuerdo con la
reivindicacién 1, que se caracteriza en que

i) dicho primer sitio de unién a antigeno comprende
como dominio variable de la cadena pesada el Id. de Sec.

N°: 7 o el Id. de Sec. N°: 8, y como dominio variable de la

cadena ligera el Id. de Sec. N°: 9 o el Id. de Sec. N°: 10

ii) dicho segundo sitio de wunién a antigeno
comprende como dominio variable de la cadena pesada el Id.
de Sec. N°: 23 o el Id. de Sec. N°: 24, y como dominio
variable de la cadena ligera el Id. de Sec. N°: 25 o el Id.
de Sec. N°: 26.

5. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con la
reivindicacién 1, gue se caracteriza en que

i) dicho primer sitio de unién a antigeno comprende
como dominio variable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°: 8, y como dominio variable de la cadena ligera el Id.
de Sec. N°: 10, |

ii) dicho segundo sitio de unién a antigeno comprende
como dominio variable de la cadena pesada el Id. de Sec.
N°: 23, y como dominio variable de la cadena ligera el Id.
de Sec. N°: 25.

6. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que se

{JLLCCO: 278771.DOC v.1}
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caracteriza en que dicho anticuerpo es bivalente,
trivalente o tetravalente.

7. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con
cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que se
caracteriza en gque dicho anticuerpo estd glucosilado con
una cadena de azGcar en la Asn297 mientras que la cantidad

de fucosa dentro de dicha cadena de azucar es del 65 % o

o

inferior.

8. Una composicién farmacéutica que comprende un
anticuerpo biespecifico de acuerdo con las reivindicaciones
1 a 7.

9. La composiciédn farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 8 para el tratamiento del céancer.

10. Un anticuerpo biespecifico de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para el
tratamiento del cancer.

11. El uso de un anticuerpo biespecifico de acuerdo
con las reivindicaciones 1 a 7 para la fabricacidén de un
medicamento para el tratamiento del cancer.

12. Un método de tratamiento de pacientes que padecen
cdncer mediante la administracién de un anticuerpo
biespecifico de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 7 a un

paciente que necesita dicho tratamiento.
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Fig. 16a
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> F. Hoffmann-La Roche AG

<120> anticuerpos Biespecifico anti-EGFR/anti-IGF-1R
<130> 25393

<150> EP 08016952.7

<151> 2008-09-26

<150> EP 09004908.1

<151> 2009-04-02

<160> 49

<170> PatentIn versidén 3.2

<210> 1

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> cadena pesada CDR3, <EGFR>ICR62 humanizado
<400> 1

Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala

1 5 10

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> cadena pesada CDR2, <EGFR>ICR62 humanizado
<400> 2

Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15

Gly

<210> 3

<211> 5
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<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> cadena besada CDR1, <EGFR>ICR62 humanizado
<400> 3

Asp Tyr Lys Ile His

1 5

<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> cadena ligera CDR3, <EGFR>ICR62 humanizado
<400> 4

Leu Gln His Asn Ser Phe Pro Thr

<210> 5

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> cadena ligera CDR2, <EGFR>ICR62 humanizado
<400> 5

Asn Thr Asn Asn Leu Gln Thr

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> cadena ligera CDR1, <EGFR>ICR62 humanizado

<400> 6

{JLLCCO: 278591.DOC v.1}



Arg Ala Ser Gln Gly Ile Asn Asn Tyr Leu Asn

1 5 10

<210> 7

<211> 120

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> dominio variable de la cadena pesada, <EGFR>ICR62~-I~-HHB
humanizado

<400> 7

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Gly Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
Lys Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Sexr Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 8
<211> 120
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> dominio variable de la cadena pesada, <EGFR>ICR62-I-HHD

(JLLCCO: 278591.D0C v.1}



humanizado
<400> 8

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Lys Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

35 40 45
Gly Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

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

65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 920 95

Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 9

<211> 109

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> dominio variable de la cadena ligera, <EGFR>ICR62

humanizado

<400> 9

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

1 5 10 15

Asp Aré Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Asn Asn Tyr.
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu Ile

35 40 45
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Tyr Asn Thr Asn Asn Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Asn Ser Phe Pro Thr
85 90 95
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val
100 105
<210> 10
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> dominio variable de 1la cadena ligera, <EGFR>ICR62 -I-KC
humanizado
<400> 10
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Asn Asn Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu Ile
35 40 45
Tyr Asn Thr Asn Asn Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Asn Ser Phe Pro Thr
85 S0 95
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr

100 105

<210> 11

<211> 9
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<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> cadena pesada CDR3, <IGF-1R> HUMAB-Clon 18

<400> 11

Glu Leu Gly Arg Arg Tyr Phe Asp Leu

1 5

<210> 12

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> cadena pesada CDR2, <IGF-1R> HUMAB-Clon 18

<400> 12

Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Arg
1 5 10 15

Gly

<210> 13

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> cadena pesada CDR1l, <IGF-1R> HUMAB-Clon 18
<400> 13

Ser Tyr Gly Met His
1 5
<210> 14

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

{JLLCCO: 278591.DOC v.1}
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<223> cadena ligera CDR3, <IGF- 1R> HUMAB-Clon 18
<400> 14

Gln Gln Arg Ser Lys Trp Pro Pro Trp Thr

1 5 10

<210> 15

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> cadena ligera CDR2, <IGF-1R> HUMAB-Clon 18
<400> 15

Asp Ala Ser Lys Arg Ala Thr

1 5

<210> 16

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> cadena ligera CDR1l, <IGF-1R> HUMAB-Clon 18
<400> 16

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala

1 5 10

<210> 17

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> cadena pesada CDR3, <IGF-1R> HUMAB-Clon 22
<400> 17

Glu Leu Gly Arg Arg Tyr Phe Asp Leu

1 5

<210> 18

{ILLCCO: 278591.DOC v.1}



<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> cadena pesada CDR2, <IGF-1R> HUMAB-Clon 22

<400> 18

Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ser Lys Tyr Tyr Gly Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 19

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> cadena pesada CDR1l, <IGF-1R> HUMAB-Clon 22
<400> 19

Ser Tyr Gly Met His

1 5

<210> 20

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

{223> cadena ligera CDR3, <IGF-1R> HUMAB-Clon 22
<400> 20

Gln Gln Arg Ser Lys Trp Pro Pro Trp Thr
1 5 10
<210> 21

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

{JLLCCO: 278591.DOC v.1}
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<220>

<223> cadena ligera CDR2, <IGF-1R> HUMAB-Clon 22
<400> 21

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr

1 5

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> cadené ligera CDR1, <IGF-1R> HUMAB-Clon 22
<400> 22

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala

1 5 10

<210> 23

<211> 118

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

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

Ser Gln Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys

85 90 95

{JLLCCO: 278591.DOC v.1}



10

.

Ala Arg Glu Leu Gly Arg Arg Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr

100 105 110

Leu Val Ser Val Ser Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

115
24
117
PRT

Homo sapiens

24

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

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

20 25 30

Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met Ala

35 40 45

Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ser Lys Tyr Tyr Gly Asp Ser Val Lys

50

55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu

65

70 75 80

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

85 90 95

Arg Glu Leu Gly Arg Arg Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr Leu

100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

115
25
108
PRT

Homo sapiens

25

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

1

{JLLCCO: 278591.DOC v.1})
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11

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gin Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Asp Ala Ser Lys Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Lys Trp Pro Pro
85 90 95
Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ser Lys
100 105
<210> 26
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 26

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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Lys Trp Pro Pro
85 90 95
Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<400> 27
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<211>

<212>

<213>

<400>

330

PRT

Homo

27

Ala Ser Thr

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

{JLLCCO: 278591.DOC v.1})

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro
115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

sapiens

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

12

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu

Asn

Gly

2



Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

Pro Arg Glu Pro Gln Val

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Lys

Asp

Lys
275

Ser

Ser

Ser

28
327
PRT
Homo

28

Ala Ser Thr

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

{JLLCCO: 278591.DOC v.1}

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

325

sapiens

Lys
Glu
20

Pro
Thr

Val

Asn

Gly

Ser

Val

Phe

Val

Val

85

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

230

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

13

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu

Thr
Glu
265
Leu
Lys

Glu

Gly

Phe
Leu
25

Trp
Leu

Ser

Pro

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys

330

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

315°

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

235

Val Lys

Gly Gln

Asp Gly

285
Trp Gln
300

His Asn

Ala Pro

Leu Val

Gly Ala

45
Ser Gly
60

Leu Gly

Thr Lys

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

95

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

320

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

240

U



14

Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro
100 105 110
Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
115 120 125
Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val
130 135 140
Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp
145 150 155 160
Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe
165 170 175
Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
180 185 190
Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu
195 200 205
Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
210 215 220
Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys
225 230 235 240
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
245 250 255
Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
260 265 270
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
275 280 285
Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser
2380 295 300
Cys Ser Val Met His Clu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
305 310 315 320
Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
325
<210> 29

<211> 107
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Arg Thr Val Ala Ala Pro

1 5

Gln Leu Lys Ser Gly Thr

20

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys
35

Ser Gly Asn Ser Gln Glu

50

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser

65 70

Lys His Lys Val Tyr Ala

85

Pro Val Thr Lys Ser Phe

100
<210> 30
<211> 450
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Cadena pesada
bivalente, con intercambio de

<400> 30

Gln Val Gln Leu Val Gln

Ser Val Lys Val Ser Cys
20
Lys Ile His Trp Val Arg

35

{JLLCCO: 278591.DOC v.1}

15

Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser
10

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn

25 30
Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala
40 45

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys

55 60

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp

75

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu
90

Asn Arg Gly Glu Cys

105

1 de molécula de anticuerpo

dominio <EGFR-IGF1R>: Mab-Mixto

Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro
10
Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr
25 30
Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu

40 45

Asp Glu
15

Asn Phe

Leu Gln

Asp Ser

Tyr Glu

80

Ser Ser

95

biespecifico,

(VH/VL)

Gly Ser

15

Asp Tyr

Trp Met
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Gly Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125
Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140
Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160
Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175
Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190
Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205
Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220
Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240
Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270
Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg

290 295 300
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Val

305

Glu

Lys

Thr

Trp

Glu

385

Leu

Lys

Glu

Gly

Val Ser Val Leu Thr Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys

450

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

bivalente,

con intercambio de dominio <EGFR-IGF1R>:

<400>

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

435

31
440

PRT

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

420

His

Lys
325
Lys
Cys
Lys
Gln
Gly
405
Gln

Asn

Artificial

Cadena pesada

31

310

Val Ser

Ala Lys

Arg Asp

Gly Phe

375

Pro Glu

390

Ser Phe

Gln Gly

His Tyr

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

440

2 de

17

Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys

Lys

Gln

345

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

425

Gln

molécula

Ala
330
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
410

Phe

Lys

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

de

315

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

445

Pro

Gln

350

Val

Val

Pro

Thr

Val

430

Leu

anticuerpo

Mab-Mixto

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser

10

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Val

415

Met

Ser

biespecifico,

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

400

Asp

His

Pro

(VH/VL)

Pro

15

Gly

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
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Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Trp

Thr

Ser

Glu

145

His

Ser

Cys

Glu

Pro

225

Lys

Val

Asp

Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

Asp
50

Gly
Asp
Thr
Lys
Gly
130
Pro
Thr
Val
Asn
Pro
210
Glu
Asp

Asp

Gly
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35

Ala

Ser

Phe

Phe

Gly

115

Gly

Val

Phe

Val

Val

195

Lys

Leu

Thr

Val

Val

275

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

180

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

260

Glu

Lys

Thr

Val

85

Gln

Ser

Ala

Val

Ala

165

Val

His

Cys

Gly

Met

245

His

Val

Arg

Asp

70

Tyr

Gly

Val

Ala

Ser

150

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

230

Ile

Glu

His

Ala

55

Phe

Tyr

Thr

Phe

Leu

135

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

215

Pro

Ser

Asp

Asn

Thr

Thr

Cys

Lys

Pro

120

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

200

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

280

18

Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile

40

Gly

Leu

Gln

Val

105

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

185

Asn

His

Val

Thr

Glu

265

Lys

Ile

Thr

Gln

90

Glu

Ala

Leu

Gly

Ser

170

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

250

Val

Thr

Pro

Ile

75

Arg

Ser

Pro

Val

Ala

155

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

235

Glu

Lys

Lys

Ala

60

Ser

Ser

Lys

Ser

Lys

140

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

220

Phe

Val

Phe

Pro

Arg

Ser

Lys

Ser

Ser

125

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

205

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

285

45

Phe

Leu

Trp

Ser

110

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

190

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

270

Glu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

175

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

255

Tyr

Glu

Pro

80

Pro

Ser

Thr

Pro

Val

160

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

240

Val

Val

Gln
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Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln
290 295 300
Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
305 310 315 320
Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
325 330 335
Arg Glu Pro Gln Val Cys Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr
340 345 350
Lys Asn Gln Val Ser Leu Ser Cys Ala Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
355 360 365
Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
370 375 380
Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val
385 390 395 400
Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe
405 410 415
Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
420 425 430

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

435 440
<210> 32
<211> 213
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Cadena ligera 1 de molécula de anticuerpo biespecifico,
bivalente, con intercambio de dominio <EGFR-IGF1R>: Mab-Mixto (VH/VL)

<400> 32

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

1 5 10 15

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

20 25 30
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Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Ser

Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

20

Asn Trp Tyr Gln Gln Lys

Asn

50

Gly

Asp

Gly

Val

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Arg

210

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

bivalente,

con intercambio de dominio <EGFR-IGF1R>:

<400>

{JLLCCO: 278591.DOC v.1}

35

Thr

Ser

Phe

Gln

Phe

115

Val

Trp

Thr

Thr

Val

195

Gly

33

225

PRT

Asn

Gly

Ala

Gly

100

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

Asn

Thr

Thr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

165

Ser

His

Cys

Artificial

Cadena

33

Leu Gln

55
Glu Phe
70

Tyr Tyr

Lys Leu

Pro Pro

Leu Leu

135

Asp Asn

150

Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly

ligera 2

Thr

Thr

Cys

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

200

de

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu Ile

40

Gly val

Leu Thr

Leu Gln

90
Ile Lys
105

Asp Glu

Asn Phe

Leu Gln

Asp Ser

170

Tyr Glu

185

Ser Ser

molécula

Pro

Ile

75

His

Arg

Gln

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Pro

de

Ser

60

Ser

Asn

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

Val

Arg

Ser

Ser

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

205

45

Phe

Leu

Phe

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

anticuerpo

Mab-Mixto

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

biespecifico,

Gly

Pro

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe

(VH/VL)
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Gln Val Glu Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Gln Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Glu Leu Gly Arg Arg Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr
100 105 110
Leu Val Ser Val Ser Ser Ala Ser Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
115 120 125
Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
130 135 140
Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
145 150 155 160
Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu
165 170 175
Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
180 185 190
Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr
195 200 205
His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu
210 215 220
Cys
225
<210> 34

<211> 450
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<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Cadena pesada 1 de molécula de anticuerpo biespecifico,
bivalente, con intercambio de dominio <EGFR-IGF1R>: Mab-Mixto (CH/CL)

<400> 34

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Lys Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

35 40 45
Gly Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

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

65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val

115 1207 125
Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser

145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val

165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Vval Pro
180 185 1390

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys

195 200 205
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Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 ' 215 220
Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240
Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270
Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 | 280 285
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300
Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320
Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
325 330 335
Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350
Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365
Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
370 375 380 |
Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415
Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445
Gly Lys
450
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<210> 35
<211> 452
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Cadena pesada 2 de molécula de anticuerpo biespecifico,
bivalente, con intercambio de dominio <EGFR-IGF1R>: Mab-Mixto (CH/CL)

<400> 35

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

Ser Gln Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Glu Leu Gly Arg Arg Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr
100 105 110
Leu Val Ser Val Ser Ser Ala Ser Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
115 120 125
Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
130 135 140
Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
145 150 155 160
Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu
165 170 175
Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu

180 185 190

{JLLCCO: 278591.DOC v.1}



Ser

His

Cys

225

Gly

Met

His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

Val

Met

25

Lys Ala Asp Tyr Glu Lys

Gln

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Cys

Leu

370

Trp

Val

Asp

His
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195

Gly

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr'

355

Ser

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Leu

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420.

Ala

Ser

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Ala

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Ser

Thr

230

Phe

Pro

Val

Thr

Val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

390

Asp

Trp

His

Pro

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

Val

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His

440

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr

200

Thr

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Ser

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

Phe

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Val

Phe

Lys

Asn

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

445

205

Arg

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Gly

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Glu

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro

400

Thr

Val

Leu
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Ser Pro Gly Lys

450
<210> 36
<211> 213
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Cadena ligera 1 de molécula de anticuerpo biespecifico,
bivalente, con intercambio de dominio <EGFR-IGF1R>: Mab-Mixto (CH/CL)

<400> 36

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

1 5 10 15

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

20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu Ile
35 40 45
Tyr Asn Thr Asn Asn Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 _ 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Asn Ser Phe Pro Thr

85 9Q 95
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro
100 105 110
Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr
115 120 125
Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys
130 135 140

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu

145 150 155 160

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser

165 170 175
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Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala
180 185 190
Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe
195 200 205

Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 37
<211> 213
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Cadena ligera 2 de molécula de anticuerpo biespecifico,
bivalente, con intercambio de dominio <EGFR-IGF1R>: Mab-Mixto (CH/CL)

<400> 37

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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Asp Ala Ser Lys Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 ‘ 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Lys Trp Pro Pro
85 90 95
Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ser Lys Ser Ser Ala Ser
100 105 110
Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr
115 120 125
Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro

130 135 140
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Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val
145 150 155 160
His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile
180 185 190
Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val
195 200 205

Glu Pro Lys Ser Cys

210
<210> 38
<211> 695
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Cadena pesada 1 de molécula de anticuerpo de fusién ScFab-Fc

bivalente, biespecifica <EGFR-IGF1R>: scFab-Fc

<400> 38

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

1 5 10 15

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

20 25 . 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu Ile
35 40 45
Tyr Asn Thr Asn Asn Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Asn Ser Phe Pro Thr
85 90 95

Phe Gly Cys Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro

100 105 110
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Ser

Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Gly

225

Gly

Lys

Thr

Cys

Tyr

305

Thr

Ala

Asp

Val Phe

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Arg

210

Gly

Gly

Lys

Phe

Leu

290

Ala

Ser

Val

Ala
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115

Val

Trp

Thr

Thr

Val

195

Gly

Gly

Ser

Pro

Thr

275

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp

355

Val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

Ser

Gly

Gly

260

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

340

Gly

Cys

Val

Gln

165

Ser

His

Cys

Gly

Gly

245

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

325

Cys

Gln

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Gly

Gly

230

Gln

Ser

Lys

Gly

Gln

310

Met

Ala

Gly

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Gly

215

Gly

Val

Val

Ile

Tyr

295

Gly

Glu

Arg

Thr

29

Ile Phe Pro Pro

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

200

Gly

Gly

Gln

Lys

His

280

Phe

Arg

Leu

Leu

Thr

360

Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr

120

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

Gly

Ser

Leu

Val

265

Trp

Asn

Val

Ser

Ser

345

Val

Phe

Gln

Ser

170

Glu

Ser

Ser

Gly

Val

250

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

330

Pro

Thr

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Pro

Gly

Gly

235

Gln

Cys

Arg

Asn

Ile

315

Leu

Gly

Val

Pro

140

Gly

Tyr

His

Val

Gly

220

Gly

Ser

Lys

Gln

Ser

300

Thr

Arg

Gly

Ser

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

205

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

285

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ser

365

125

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

Gly

Ser

Ala

Ser

270

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

350

Ala

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Ser

Gly

Glu

255

Gly

Gly

Ser

Lys

Asp

335

Val

Ser

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe

Gly

Gly

240

Val

Phe

Gln

Thr

Ser

320

Thr

Met

Thr

%z



Lys

Gly

385

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

465

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

545

Trp

Pro

Glu

Asn

30

Gly Pro Ser Val Phe Pro

370

Gly

Val

Phe

Val

Val

450

Lys

Leu

Thr

Val

Val

530

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

610
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Thr

Thr

Pro

Thr

435

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

515

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

595

Val

Ala

Val

Ala

420

Val

His

Cys

Gly

Met

500

His

Val

Tyr

Gly

Ile

580

Val

Ser

Ala

Ser

405

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

485

Ile

Glu

His

Arg

Lys

565

Glu

Tyr

Leu

Leu

390

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

470

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

550

Glu

Lys

Thr

Trp

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

455

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

535

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

615

375

Cys

Ser

Ser

Ser

440

Asn

His

Val

Thr

Glu

520

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

600

Leu

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser

Leu

Gly

Ser

425

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

505

Val

Thr

Val

Cys

Ser

585

Pro

Val

Val

Ala

410

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

490

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

570

Lys

Cys

Lys

Lys

395

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

475

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

555

Val

Ala

Arg

Gly

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

460

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

540

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

620

380

Tyr

Ser

Ser

Thr

445

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

525

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

605

Tyr

Phe

Gly

Leu

430

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

510

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

590

Leu

Pro

Pro

Val

415

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

495

Val

Val

Gln

Gln

Ala

575

Pro

Thr

Ser

Glu

400

His

Ser

Cys

Glu

Pro

480

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

560

Leu

Arg

Lys

Asp
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Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
625 630 635 640
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
645 650 655
Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
660 ‘ 665 670
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
675 680 685

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

690 695
<210> 39
<211> 695
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Cadena pesada 2 de molécula de anticuerpo de fusién ScFab-Fc
bivalente, biespecifica <EGFR-IGF1R>: scFab-Fc

<400> 39

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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Asp Ala Ser Lys Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80
Glu Asp Pbe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Lys Trp Pro Pro
85 90 95
Trp Thr Phe Gly Cys Gly Thr Lys Val Glu Ser Lys Arg Thr Val Ala

100 105 110
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Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ser

225

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

305

Asn

Asp

Asp

32

Pro Ser Val Phe 1Ile Phe

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

210

Gly

Gly

Val

Phe

Lys

290

Tyr

Ser

Thr

Leu
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115

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

Gly

Gly

Val

Thr

275

Cys

Tyr

Lys

Ala

Trp

355

Ser

Gln

Val

Leu

180

Glu

Arg

Gly

Gly

Gln

260

Phe

Leu

Ala

Asn

Val

340

Gly

Val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

Gly

Ser

245

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

325

Tyr

Arg

Val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

230

Gly

Gly

Ser

Trp

Ser

310

Leu

Phe

Gly

Cys

135

Val

Gln

Ser

His

Cys

215

Gly

Gly

Arg

Tyr

Val

295

Val

Tyr

Cys

Thr

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

200

Gly

Gly

Gln

Ser

Gly

280

Ala

Arg

Leu

Ala

Leu

360

Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser

120

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Gly

Gly

Val

Gln

265

Met

Ile

Gly

Gln

Arg

345

Val

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Gly

Gly

Glu

250

Arg

His

Ile

Arg

Met

330

Glu

Ser

Asn
Leu
155
Asp
Tyr
Ser
Gly
Ser
235
Leu
Leu
Trp
Trp
Phe
315
Asn

Leu

Val

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Ser

220

Gly

Val

Ser

Val

Phe

300

Thr

Ser

Gly

Ser

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

205

Gly

Gly

Glu

Cys

Arg

285

Asp

Ile

Leu

Arg

Ser

365

125

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Gly

Gly

Ser

Ala

270

Gln

Gly

Ser

Arg

Arg

350

Ala

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly

Gly

Gly

255

Ala

Ala

Ser

Arg

Ala

335

Tyr

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys

Gly

Ser

240

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

320

Glu

Phe

Thr

Y



Lys

Gly

385

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

465

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

545

Trp

Pro

Glu

Asn

33

Gly Pro Ser Val Phe Pro

370

Gly

Val

Phe

Val

Val

450

Lys

Leu

Thr

Val

Val

530

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

610

{JLLCCO: 278591.DOC v.1}

Thr

Thr

Pro

Thr

435

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

515

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

595

Val

Ala

Val

Ala

420

Val

His

Cys

Gly

Met

500

His

Val

Tyr

Gly

Ile

580

Val

Ser

Ala

Ser

405

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

485

Ile

Glu

His

Arg

Lys

565

Glu

Cys

Leu

Leu

390

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

470

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

550

Glu

Lys

Thr

Ser

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

455

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

535

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

615

375

Cys

Ser

Ser

Ser

440

Asn

His

Val

Thr

Glu

520

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

600

Ala

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser

Leu

Gly

Ser

425

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

505

Val

Thr

Val

Cys

Ser

585

Pro

Val

Val

Ala

410

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

490

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

570

Lys

Ser

Lys

Lys

395

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

475

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

555

Val

Ala

Arg

Gly

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

460

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

540

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

620

380

Tyr

Ser

Ser

Thr

445

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

525

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

605

Tyr

Phe

Gly

Leu

430

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

510

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

590

Leu

Pro

Pro

Val

415

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

485

Val

Val

Gln

Gln

Ala

575

Pro

Thr

Ser

Glu

400

His

Ser

Cys

Glu

Pro

480

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

560

Leu

Arg

Lys

Asp



Ile

625

Thr Thr Pro Pro

Lys Leu Thr Val

660

Cys Ser Val Met

675

Leu Ser Leu Ser

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

bivalente,

<400>

690

40

695
PRT
Artificial

Cadena

40

Asp Ile Gln Met

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Arg

Asn

Asn

50

Gly

Asp

Gly

Val Thr
20

Trp Tyr

35

Thr Asn

Ser Gly

Phe Ala

Cys Gly
100
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pesada

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Asn Leu

Thr Glu
70

Thr Tyr
85

Thr Lys

Val

645

Asp

His

Pro

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Leu

630

Leu Asp

Lys

Ser

Glu Ala

Gly Lys

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Glu

695

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Ile
105

34

Ala Val Glu Trp Glu Ser

Ser

Arg

Leu

680

1 de molécula

biespecifica <EGFR-IGF1R>:

Ser
10

Ser

Lys

Val

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

Ala Ser Vval Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys
130 135 140

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu
145 150 155 160

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

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

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

Asn Arg Gly Glu Cys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
210 215 220

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
225 230 235 240

Gly Gly Ser Gly Gly Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
245 250 255

Lys Lys Pro Gly Ser Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe
260 265 270

Thr Phe Thr Asp Tyr Lys Ile His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Gln
275 280 285

Gly Leu Glu Trp Met Gly Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr
290 295 300

Tyr Ala Gln Lys Phe Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser
305 310 315 - 320

Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
325 330 335

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met
340 345 350

Asp Ala Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
355 360 365
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Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser
370 375 380

Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
385 390 395 400

Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
405 410 415

Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
420 425 430

Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys
435 440 445

Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu
450 455 460

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
465 470 475 480

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
485 490 495

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val
500 505 510

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
515 520 525

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
530 535 540

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
545 550 555 560

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
565 570 575

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
580 585 590

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys
595 600 605

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
610 615 620
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Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
625 630 635 640

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
645 650 655

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
660 665 670

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Glu Ser
675 680 685

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

690 695
<210> 41
<211> 695
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Cadena pesada 2 de molécula de anticuerpo de fusidén scFab-Fc bivalente,
biespecifica <EGFR-IGF1R>: N-scFabSS-Salt-bridge-s3

<400> 41

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Asp Ala Ser Lys Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Lys Trp Pro Pro
85 20 95

Trp Thr Phe Gly Cys Gly Thr Lys Val Glu Ser Lys Arg Thr Val Ala
100 105 110

Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
115 120 125
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Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
130 135 140

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
145 150 155 160

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

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

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

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
210 215 220

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
225 230 235 240

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gln Val Glu Leu Val Glu Ser Gly Gly
245 250 255

Gly Val Val Gln Pro Gly Arg Ser Gln Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
260 265 270

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
275 280 285

Gly Lys Cys Leu Glu Trp Val Ala Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ser
290 295 300

Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
305 310 315 320

Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
325 330 335

Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg Glu Leu Gly Arg Arg Tyr Phe
340 345 350

Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Ser Val Ser Ser Ala Ser Thr
355 360 365

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser
370 375 380
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Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
645 650 655

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
660 665 670

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
675 680 685

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

690 695
<210> 42
<211> 695
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Cadena pesada 1 de molécula de anticuerpo de fusidén scFab-Fc bivalente,
biespecifica <EGFR-IGF1R>: N-scFabS$S-Salt-bridge-w3C

<400> 42

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Asn Asn Tyr
20 25 30

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

Tyr Asn Thr Asn Asn Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Asn Ser Phe Pro Thr
85 90 95

Phe Gly Cys Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro
100 105 110

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

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys
130 135 140
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Trp
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Val

Gln
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Gly

230
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375

Gly

Ala

Lys

Asp
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Trp
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335
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Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
405 410 415

Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
420 425 430

Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys
435 440 445

Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu
450 455 460

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
465 470 475 480

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
485 490 495

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val
500 505 510

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
515 520 525 :

Gly val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
530 535 540

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
545 550 555 560

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
565 570 575

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
580 585 590

Glu Pro Gln Val Cys Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys
595 600 605

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Glu Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
610 615 620

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
625 630 635 640

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
645 650 655
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Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
660 665 670

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Glu Ser
675 680 685

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
690 695

<210> 43
<211> 695
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Cadena pesada 2 de molécula de anticuerpo de fusién scFab-Fc bivalente,
biespecifica <EGFR-IGF1R>: N-scFabSS-Salt-bridge-w3C

<400> 43

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
' 35 40 45

Tyr Asp Ala Ser Lys Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Lys Trp Pro Pro
85 920 95

Trp Thr Phe Gly Cys Gly Thr Lys Val Glu Ser Lys Arg Thr Val Ala
100 105 110

Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
115 120 125

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

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
145 150 155 160
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Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
165 170 175

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

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

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
210 215 220

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
225 230 235 240

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gln Vval Glu Leu Val Glu Ser Gly Gly
245 250 255

Gly Val -val Gln Pro Gly Arg Ser Gln Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
260 265 270

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
275 280 285

Gly Lys Cys Leu Glu Trp Val Ala Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ser
290 295 300

Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
305 310 315 320

Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
325 330 335

Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg Glu Leu Gly Arg Arg Tyr Phe
340 345 350

Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Ser Val Ser Ser Ala Ser Thr
355 360 ) 365

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser
370 375 380

Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
385 330 395 400

Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
405 410 415
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Gln

Ala

575

Pro
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Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
675 680 685

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
690 695

<210> 44

<211> 0932

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Cadena pesada 1 de molécula de anticuerpo de fusidn scFab-IgG
trivalente, biespecifica <EGFR-IGF1R>: KiH-C-scFab-1

<400> 44

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Lys Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
100 105 110

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

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

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

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175
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Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 130

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

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

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

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

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

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

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

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

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

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350

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

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

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400

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

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430
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Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Ile Val Leu
450 455 460

Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr
465 470 475 480

Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr
485 490 495

Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Asp Ala Ser
500 505 510

Lys Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
515 520 525

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

val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Lys Trp Pro Pro Trp Thr Phe Gly
545 550 555 560

Cys Gly Thr Lys Val Glu Ser Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val
565 570 575

Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser
580 585 590

Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln
595 600 605

Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val
610 615 620

Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu
625 630 635 640

Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu
645 650 655

Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg
660 665 670

Gly Glu Cys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
675 680 685
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<210> 45
<211> 450
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Cadena pesada 2 de molécula de anticuerpo de fusién scFab-IgG
trivalente, biespecifica <EGFR-IGF1R>: KiH-C-scFab-1

<400> 45

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Lys Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
100 105 110

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

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

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

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

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

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205
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Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

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

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

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

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

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

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

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

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

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

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400

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

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

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

Gly Lys
450
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<210> 46
<211> 213
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena ligera de molécula de anticuerpo de fusidén scFab-IgG trivalente,

biespecifica <EGFR-IGF1R>: KiH-C-scFab-1

<400> 46

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Asn Asn Tyr
20 25 30

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

Tyr Asn Thr Asn Asn Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His. Asn Ser Phe Pro Thr
85 90 95

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro
100 105 110

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

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys
130 135 140

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu
145 150 155 160

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

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

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe
195 200 205
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Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 47
<211> 930
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Cadena pesada 1 de molécula de anticuerpo de fusidn scFab-IgG
trivalente, biespecifica <EGFR-IGF1R>: KiH-C-scFab-2

<400> 47

Gln Val Glu Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Gln Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 : 60

Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

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

Leu Val Ser 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

{JLLCCO: 278591.DOC v.1}



54

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
340 345 350

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

Leu 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 Tyr 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
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Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln
450 455 460

Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr
465 470 475 ‘ 480

Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Asn Asn Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln Gln
485 490 495

Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Asn Thr Asn Asn Leu
500 505 510

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

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

Tyr Cys Leu Gln His Asn Ser Phe Pro Thr Phe Gly Cys Gly Thr Lys
545 550 555 560

Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
565 570 575

Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Vval Cys Leu
580 585 530

Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp
595 600 605

Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp
610 615 620

Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
625 630 635 640

Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
645 650 655

Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys Gly
660 665 670

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
675 680 685

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gln
690 695 700
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<220>

<223> Cadena pesada 2 de molécula de anticuerpo de fusidn scFab-IgG
trivalente, biespecifica <EGFR-IGF1R>: KiH~C-scFab-2

<400> 48

Gln Val Glu Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Gln Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

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

Leu Val Ser vVal 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
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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 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

<210> 49
<211> 215
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Cadena ligera de molécula de anticuerpo de fusidén scFab-IgG trivalente,
biespecifica <EGFR-IGF1R>: KiH-C-scFab-2
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de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se consideraro abandonada y
perdera su prelacion.

Continua en la pagina siguiente...
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Continuacion _radicado No: 11 039189

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ -
Director de Nuevas Creaciones (c)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha ? D ”Am 20”
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Al contestar favor indique el nimero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion que se encuentra a continuacion Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070
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Doctor(a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Representante de
ROCHE GLYCART AG

REFERENCIA Radicacién No. 11 039189
Solicitud internacional PCT/EP2009/6782
Fecha inicio fase nacional 26/04/2011

Tramite 11

Evento 378

Actuacion 430 ] -
Oficio No. » '@ O 8 2-2‘2

Teniendo en cuenta que el capitulo reivindicatorio presentado excede de diez reivindicaciones, es necesario que
cancele la tasa establecida por cada reivindicacion adicional presentada, de conformidad con lo dispuesto en la
resolucion de tasas vigente para la fecha de presentacion de la solicitud, so pena de que no sean tenidas en
cuenta dentro del presente tramite administrativo.

En consecuencia, con fundamento en lo previsto por el articulo 12 del Cédigo Contencioso Administrativo, se le
requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio
atienda el requerimiento aqui sefialado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto establece el articulo 13 de
la misma codificacion, respecto de las reivindicaciones adicionales.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal ), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (c)
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El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha
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