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E] Patente de Invencin

SOLICITUD DE:

[7] Patente de Modelo de Utilidad

Capitulo !. ] capitulo II.
@ Nombre: ROCHE GLYCART AG. IDENTIFICACION
Diregmén: V\_Iag1strasse18. CH-8952 ce. l:l NIT I:]
Schlieren, Suiza.
ce. [ oto ]
SOLICITANTE Nacionalidad o Domicilio: Schlieren, Suiza.
(71) Lugar de Constitucién: Suiza
Cual
Teléfono: 3264270 Fax: 60639701 ’
E-mail: jllcco@loredacamacho.com Numero
@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
ce. X wt [
Direccion: Calle 72 No. 5-83 Piso 5°| CE [ oto [
REPRESENTANTE Bogota, Colombia
0O APODERADO
Teléfono, 3264270 Cual

Fax: 6069701

E-mail: jlicco@lloredacamacho.com

Nomero 39.690.713 TP §3.215

®

INVENTOR(ES)
(72)

Eike; KLEIN, Christian; NIEDERFELLNER,

CH-8832 Wollerau,

Nacionalidad o Domicilio: Alemania y Suiza.

Nombre: BOSSENMAIER, Birgit; BRINKMANN, Ulrich; LAU, Wilma; HOFFMANN,

Gerhard; SCHANZER, Juergen,

Michael; STRACKE, Jan, Olaf, SUSTMANN, Claudio y UMANA, Pablo.

Direccion: Horst-Wolfram-Geissler-Weg 10,82229 Seefeld; Feichtlstrasse 12, 82362
Weilheim; Rotbuchenstrasse 25, 81547 Munchen; Kienbachstrasse 18, D-82211
Herrsching a. Ammersee; Chruezacherweg 41, CH-8906 Bonsteiten; Dorfstrasse
36b, 82386 Oberhausen; Auenstrasse 31, D-80469 Minchen; Bruneckerstrassse 7,
81373 Monchen; Penzberger Strasse 3, 81373 Minchen y Felsenraingtrasse 28,

PCT (86)

Solicitud Internacional No.

Publicaciéon Internacional No.

PCT/EP2010/002005
WO 2010/115552 A1

Titulo (54)

Fecha:

Fecha:

30/03/10
14/10/10

“ANTICUERPOS BIESPECIFICOS ANTI-ERBB-3/ANTI-C-MET”

Clasificacion Internacional (51) _C07K 16/28

® e ©

Prioridad

siD{ wo []

(33) Pais de Origen (32) Fecha

(31) Numero de Solicitud

EP 07/04/09

09005110.3

©

Comprobante de Pago No.

11-0078803

Fecha: 15 de Agosto de 2011
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ANEXOS \

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

Documento de Representacion Legal.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.
Declaraciones.

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

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones y dibujos)
Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccidn 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 autorizacidn de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el‘.

mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud,

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros: Reporte de busqueda internacional, publicacién, opinién escrita de la autoridad de blsqueda
internacional y listade de secuencias.

©

FIGURA CARACTERISTICA.
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotda de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de Ia
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se est4 presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

A::ICIA LLOREDA RICAURTE ™ -

T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 2011-05-23-341
DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

Poder de Representacién Legal, documento escrito en inglés y en espafiol.

Legalizacién

El suscrito, Notario Publico del Cantén de la ciudad de Basilea (Suiza), Dr.

Christoph Nertz, por el presente legaliza la firma de

Roche Glycart AG, una sociedad anoénima con domicilio en Schlieren (
prestada por

Suiza),

El sefior Antonio Natali, ciudadano y residente en Basilea (Suiza), y
La Sefiora Susanne Amann, ciudadana alemana, residente en Heitersheim

{(Alemania), ambos debidamente facultados para firmar documentos donde la

propiedad de la sociedad es alienada.

Personalmente conozco a los signatarios y las firmas.

Basilea (Suiza), este dia 13 (trece) de abril de 2011 (dos mil once).

Sella,
BV 306/2011

(firma: ilegible)
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{ILLCCO: 284669.D0C v, 1}
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APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pals; Suiza

Este documento oficial

ha sido firmado por (ilegible)
actuando como Notario Pablico

y certificado por el sello del anterior nombrado
Certificado

en Basilea 6. el 14 de abril de 2011

por fa Cancilleria de Estado del Cantén de la Ciudad de Basilea
No. 2473 /5209

Sello/Estampilla 10.  Firma: (ilegible)

Sello de la Cancilleria de Estado Hanna Lauener
de la Ciudad de Basilea

+ e .nCTORA OFICIAL
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ULLCCO: 288760.00C v.112
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Fotocopia fiel

CERTIFICACION

expedida por el Registro Comercial del Cantén de Zurich

Par el presente certifico que la sociedad anterior esta registrada en el Registro

Comercial dei Canton de Zurich; una sociedad en comandita par acciones de
nombre

Roche Glycart AG------
(Raoche Glycart Ltd)-----

domiciliada en Schlieren --

Direccién: Wagistrasse 18, 8952 Schlieren

Esta sociedad ha sido registrada en el Registro Comercia! del Cantén de Zurich

el 18 de septiembre de 2000. Ha sido registrada en el registro mencionado bajo
las siguientes versiones:

Del 18 de septiembre de 2000 — 21 de marzo de 2001
GlycArt Biotechnology GmbH--

(GlycArt Biotechnology Ltd liab. Co)-

Con registro en el diario no. 7749 el 21 de marzo de 2001, e siguiente registro_
fue publicado en la Gaceta Comercial Oficial de Suiza (SHAB), no. 60 el 27 de
marzo de 2001;

Comentarios: En la asamblea de accionistas el 16.03.2001, se resolvid que el
capital accionario se pagara completamente, que se podia aumentar en CHF
20,000.00 a CHF 100,000.00, y que GiycArt Biotechnology GmbH se
transformara en una sociedad incluida en una lista publica. La Sociedad

continuara comercializando sus activos Y pasivos segun la hoja del balance del
31.12.2000, sin haber sido liquidada.

Del 21 de marzo de 2001 — 20 de noviembre de 2003

ILLCCO: 288650.00C v.1] 3
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= GchArt Blotechnoldgy!AGnn AP
(GlycArt Blotechnology,Ltd‘” RS——

Del 20 de noviembre de 2003 = 23 de diciembre de 2009
GlycArt B1otechnoiogy AC exsmRasEsiiis
(GchArt Blotechno!ogy Ltd‘ Aadaams et s

,:m.

- Hassido registrada el 23 de diciembre de 2009 bajo el siguiente nombre;
. Roghe Glycart AG-- sisnaas

Ademas certifico que |a soc¢lédad mencionada esta organizada de conformidad
con las leyes de Suiza.

. . El Reglstro Comercial del Ganton de Zurich no puede ofrecer ninguna garantia

AR

‘.. en‘cuanto a la fidelidad. dé la traduccaon del texto original en aleman de este

registro en el REQIS'(I'Q Gomercial.
‘ v ’

Zurich, Suiza, 28 de juriio de 2010
Numero de la somedad CH 020 4 333-11
., Firmado: HI R
 Derechos: CHF 180, ' A Sello

(firma: ilegible)

{ILLCCO; 20B564.00C v.1}d



Basilea (Suiza), este dia 13 (trece) de julio de 2010 (dos mil diez).

Oblea Notarial
BV 165/2010

{firma: ilegible)

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

. AT e AR
i i o X mnlqa gen o orlolnﬂ' ;g
1. Pais: Suiza 7 Eaie mpiﬁ:?gug alavisia

Este documento oficial

ha sido firmado por (ilegible)

actuando como Notario Publico

y certificado por el sello del anterior nombradd
Certificado

en Basilea 6.

el 4 de mayo de 2011
por la Canciileria de Estado del Cantén de la Ciudad de Basilea
No. 2855 /6082

Sello/Estampilla 10.

© ® ~NO

Firma: (ilegibie)

Sello de ia Cancilleria de Estado Hanna Lauener

de la Ciudad de Basilea

Traducido segiin mi mejor saber y entender, este dia 24 de mayo de

2011, en la ciudad de Bogots, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Replblica de Colombia.
%

ULLCCO: 288669.00C v.1} 5
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Los abajo firmados,

Roche Glycart AG

con damicitio en

Wagistrasse 18
CH-p952 Schiieren {Sulza)

nembramos por el presents a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO yla IGNACIO SANTAMAHIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domicifiados en Bogota,
Colombla, con oficinas en dicha ciudad, Galle 72 No.
5-83, piso Bo., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bopola, con facultades para reclbir
nolificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, can el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o, del articula 543 del decreio 410 de
1874,

Los doctores ALICIA LLOREDA yio GUSTAVQ
TAMAYO yla IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIGUE
ALVAREZ, o los apoderades que cualquiera de ellos
designe, quedan especlaimente facultadas para
representamnos ante 1as autoridades colombianas,
administralivas, judiciales’ o de policia, en tados |os
Irémites relativos a la propledad industrial, a cuyo
efecto les faculamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al abjetg
indicado; elevar scliciiudes, declaraciones, reclamaos,
recursas -y presentar desistimientos: formular
descripclones, enmiendas, fimitar el alcance de las
salicltudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar  total o
parcialmente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efeclear todo olro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera olros requisitas y tomar, en fin, lodas
las medidas que creyeren conducentes af resguarda
de nuestros inlereses; y en caso de producirse
aposiclén, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facullados para fomar inlervencidn coamao
demandantes o demandados ante |os jueces que
sean competentes, pudienda transar, someler g
arbiros, desistir, percibii y apetar, con fodag las
demas facultades que resulten necesarlas, y por el
presente declaramos desde ahora vilido y bueno
cuanta dichos representantes y/o los apaderados gua
tuaiquiera de sllos nombre hicieran en nuestra
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA yio GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO
SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en ta Oficina de Propiedad Industra) 1a
protocolizacién de este dacumento y de cualquler

poder qua cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

The undersigned,

Roche Glycart AG

domiciled at

Wagistrasse 18

CH-8952 Schileren (Switzerland)

hereby appoint, ALICIA LLOREDA andlor
GUSTAVO TAMAYO andior IGNACIO SANTAMARIA
andfor ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colornbia,
with offices in sald town, Calle 72 Na. 5-83, Sixih
Floar, our true and legal representatives |n Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
ludicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1a. of article 543 of decree 410 of 1971,

Doctors ALICIA | LOREDA andfor GUSTAVO
TAMAYO andfor IGNACIO SANTAMARIA andior
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowerad (o
represent us hefora the administrative, judicial or
police authorlties of Colambia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
autherize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to fite pelitions,
dectarallons, claims, recourses and withdrawals, ta
draw up specificalions; to file amandments, ta limit
the scope of appficalions, file oppositions; file
canceflations total or partially waive reglstrations, to
pay all Instaliments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all ether requirements and, In shor, to
take all thoge measures which fhey may deem fit for
the protection aof our inlerests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over ta
the courts, we authorize said agents to act on our
behall, as complainants as well as defendants, befora
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submlt to arbitratars, to desls|, to
collect, to appeal and, in short, wiih ali such further
powers as may be required, and wa hereby dectare
from now on as valid and good all that sald
representatives and/or the agents by any one of them
appainled may da for our benefit.

We also authorlze doctors ALICIA LLOREDA
andfor GUSTAVO TAMAYO andior |GNACIO
SANTAMARIA andfor ENRIQUE ALVAREZ, io apply
for protocolization of this document and of any power
of attormey by any one of them conferred in our name,
befare the Qffice of Indusirial Property,

Given and signed thls 12" day of April 2011,

Roche Glycant AG

W/b@ Y R

Anfonio Natali - Susanne Amann
autharized slgnatorias




Legalization
The undersigned Notary Public of the Canton of Basel-Stadt (Switzerland), Dr. Christoph
Nertz, herewith legalizes the overleaf signature

of Roche Glycart AG, a stock company with legal domicile in Schlieren (Switzerland),
rendered by )

Mister Antonio Natoli, citizen of and residing in Basel (Switzerland), and
Miss Susanne Amann, German citizen, residing in Heitersheim (Germany),
both duly entitled also to sign documents wherein property of the company is alienated.

Signers and signatures personally known.

B a s e | (Switzerland), this 13" (thirteenth) day of April 2011 (two thousand and eleven).

DR.
CHRISTOPH
NERTZ

N dn e (-

APOSTILLE
(Hague Convention of October 5, 1961)

1. Country: Switzerland (Schweiz /Suisse)
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For true photocopy

HANDELSREGISTERAMT DES KANTONS ZURICH

CERTIFICATION
issued by the Commercial Registry of Canton Zurich

It is hereby certified that the following company is entered in the Commercial Regis-
ter of Canton Zurich: a joint stock company by the name: of

Roche Glycart AG
{Roche Glycart Ltd)

domiciled in Schlieren S—
Address: Wagistrasse 18, 8952 Schlieren

Thiif' company has been entered in the Commercial Register of Canton Zurich since

18" September 2000. It has been entered in the aforementioned register under the
following versions:

[ 3 ~ From 18" September 2000 - 21% March 200
GlycArt Biotechnology GmbH
{GlycArt Biotechnology Ltd liab. Co)

With journal entry no. 7749 of 21 March 2001, the following entry was published in
the Official Commercial Gazette of Switzertand (SHAB), no, 60 of 27 March 2001;

Remarks: At the shareholders' meeting on 16.03,2001, it was resolved that the
share capital be fully paid up, that it be increased by CHF 20,000.00 to
CHF 100,000.00, and that GlycArt Biotechnology GmbH be transformed into a pub-
licly listed corporation. The Company will continue trading with all of its assets and
liabilities as per the balance sheet of 31.12.2000, without being liquidated.

From 21* March 2001 - 20" November 2003
GlycArt Biotechnology AG S
(GlycArt Biotechnology Lid )

’ From 20" November 2003 - 23" December 2009
' GlycArt Biotechnology AG .

GlycArt Biotechnology Ltd)

Roche Glycart AG

it has been entered since 23" December 2009 under the following name:
(Roche Glycart Ltd) — e

It is further certified that the aforementio

ned company is organized according to the
laws of Switzerland.




.2

The Commercial Registry Office of the Canton of Zurich can offer no guarantee as

to the accuracy of the transiation from the original German text of this entry in the
Commercial Register.

Zurich, Switzerland, 28" June 2010
Company number. CH-020.4.022.333-1
Signed: Hi

Fee: CHF 180.--
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- Country: Switzerland (Schweiz / Suisse)

This official docyment -
. is ?ed by 9{7”;
--0--(4-.-{-'-»-‘(&‘-& ﬂ. Tyt rretnrannengneng g

3. ir_l his/her function as <&

. andycertified by the seal of the ,p... b iderseessins
Abedl.... A
Certified .

. =4, Mai 201

in Basel {B4le) 6. on ...... Pesseresttereasanrererentaseranasn
. by the Stale Chancery pf he%rﬁn of Basel-Stadt ,......,
0 25.C% s
B 1

APOSTILLE
{Hague Convention of Ociober 51, 1961)

Wna ure:

Hanna Lavener




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21} No. de solicitud: (51) Int CI; CO7K 16/28
{22) Fecha de salicitud: 31-08-11 (71) Solicitante(s): ROCHE GLYCART AG.
(30) Prioridad  (31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
09005110.3 07-04-09 EP
(72) \nventorfes): BOSSENMAIER, Birgit; BRINKMANN, Ulrich;
LAU, Wilma, HOFFMANN, Eike; KLEIN,
Christian;  NIEDERFELLNER,  Gerhard;
SCHANZER, Juergen, Michael; STRACKE,
Jan, Olaf, SUSTMANN, Claudio y UMANA,
Pablo,
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional; 07-11-11 (87)  Publicacidn internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha; 14-10-10
Fecha de presentacion de la solicitud: 30-03-10 No. publicacion: WO 2010/115552 A1
No. de solicitud: PCT/EP2010/002005

(54) Titule: ~ “ANTICUERPOS BIESPECIFICOS ANTI-ERBB-3/ANTI-C-MET"

Resumen - Reivindicacion(es):

Resumen.-
La presente invencidn se refaciona con anticuerpos biespecHicos contra ErbB-3 humana y contra c-Met humana, métodos para su

produceidn, composicicnes farmacéuticas que comprenden dichos anticuerpos y sus usos.

Sector: industria farmacéutica y biotecnoldgica, en particular anticuerpos monaclonales o policlonales o anticuerpos hibridos contra

receptores especificos, especialmente contra productos de traduccion de encogenos.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
SUPERINTENGENCIA PATENTE DE INVENCION ___ PCT _X__ MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __
{21) No. de solicitud; {22) Fecha de solicitud: 31-08-11

(51) Clasificacién Intemacional: CO7K 16/28

{71) Solicitante(s): ROCHE GLYCART AG.
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Intemational application No. International filing date (day/month/year) (Earliest) Pricrity Date {day/month/year)
ty

PCT/EP2010/002005 30/03/2010 07/04/2009

Applicant

ROCHE GLYCART AG

This international search raport has been prapared by this Intemational Searching Autherity and is transmitied ta the appticant
according to Article 1B. A copy is belng transmitted to the International Bureau.

This internationat search repot consists af atotalof ____ 5 sheets.’
[Z) It is aiso accompanied by a copy of each prior art docurmant cited in this report.

1. Basis of the report
a, With regard to tha language, the international search was carmied out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed

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

b. D This internationai search report has baen established taking inta account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 81 (Rule 43.6bis{a)).

c. E With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed i the intemnational application, see Box No. |,
2. D Certain claims were found unsearchable {See Box No. Il
3 D . Unity of invention Is lacking (see Box No il

4. With regard to the title,
E the texi is appraved as submitted by the applicant
D the text has bean aslablished by this Authority to read as follows:

5. With regard to the abstract,
the lext is approved as submitted by the applicant

l_—_:] the texi has been established, according to Rula 38.2{(b}, by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the data of mailing of this Intarnational search report, submit comments to this Autharity

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract s FiguraNo. _Sa
as suggested by the applicant
D as salectad by this Authority, bacause the applicant fai!;ad to suggest a figure
D as selected by this Authority, because this figure better charactesizes the invention
b. D none of the figures is to be published with the abstract

Form PCTASA/210 (first sheet) {July 2008)
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Box No..l Nucleotide and/or amino acid séquence(s) {Continuation of Item 1.b of the first sheet)

With regard to any nucleotide and/cr amino acid sequence disclosed in the intemational apphication and necessary to the claimed
invertion, the intemational search was carried out on the basis of:

a. [means)

E on paper

E in electronic form

b. (tims)
m in the intemational application as filed
D together with the intermational application in electronic form
D subsaquently to this Authority for the purpose of search

: In addition, in the case thai more than one version or copy of a sequence listing andtar table relating thereto has been filed
or fumished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical 10 that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were fumished.

Additional commenis:

Form PCTASA/210 (continuation of first sheet {1)) (July 2009)
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Internationai appiication No

PCT/EP2010/002005

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

IgV. C07K16/28 C07K16/32 C07K16/46
ADD. -

According to Infemational Patent Classification (IPC) or 1o both natlonal dassification and tPC

8. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system lollowsd by classification symbols)

CO7K ‘ :

Documemation searchad other than minimum documentation to the extant that sueh documenis are Included in the fields searched

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

EPO—Intérnal, BIOSIS, EMBASE

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

[US]; NIELSEN ULR)

21 August 2008 (2008-08-21)
¥ page 15, line 5 - line 7 3
page 8, line 2 — line 6

Categary” | Citation of docurnent, wﬁh indication, where appropriate, of the relevant passages Aelavant to claim No.
X WO 2008/100624 A2 (MERRIMACK 1,2,4,
PHARMACEUTICALS INC [US]; SCHOEBERL BIRGIT 8-15

page 5, line 3 - line 16

page 15, 1ine 21 - line 22
page 18, line 33 - line 38
page 38, line-20 ~ line 23

m Further documants are listed tn the continuation ol Box C.

E See patent family annex,

* Special categories of cited documents :

*A* document dafining the general state ol the an which is not
considered to be of particular relevance

*E* earliar document but publishad on or after tha intemational
fiting data

*L" dacument which may throw doutis on prierty ¢lalm(s) or
which is cited to establish the publication date of another
cltalion or other spactal reason (as specilied)

0" docurment relerring to an cral disclosure, use, exhibition or
other means

*P" document published prior 1o the intemationat filing data but
later than tne prigrity date ¢laimed

*'T* later dogument putiiished alter the intemational filing date
or priorty date and not in conili¢! with the application but
f:lted t% understand the principte or theory undertying the
nvention

"X documant of particular relevance; the claimed invention
canna! be considered novel or cannot be considered to
invoiva an Inventive step when the document is taken atong

*y* documant of particular relevance; 1he claimed invention
cannot be considared to involve an invenilve stap when the
document is comblinad with one or mora cther such tocu=
ments, such combination beirg obvious 1o a parson skilled
In the art,

*&* dogument member of the same patant family

Date of the actual complation of the intematlonal search

4 May 2010

Dale of mailing of the Intamatianal search reporn

19/05/2010

Name and malling address of the ISA/

Eurcpean Patent Oftice, P.B. 5818 Patanilaan 2
NL - 2280 HV Rijswilk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Bumb, Peter

Form PCTASAR210 (second sheet) (Aprik 2005)
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International epptication No

PCT/EP2010/002005

C{Continuation}. DOCUMENTS CONSIOERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of documeni, with indication, where appropriale. of the rolevant passages

Retevart to claim No.

Y

GOLD DAVID V ET AL: "A novel bispecific,
trivalent antibody construct for targeting
pancreatic carcinoma”

CANCER RESEARCH, AMERICAN ASSOCIATION FOR
CANCER REREARCH, US LNKD-

DOI:10. 1158/0008 5472 .CAN-08-0232,

vopl. 68, no. 12, 15 June 2008 (2008 =06-15}
, pages 4819—4826, XP002541923 -

ISSN: 0008-5472 :

figure 1

SHEN ET AL: "Single variable domain
antibody as a versatile building block for
the construction of IgG-like bispecific
antibodies™

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS, ELSEVIER
SCIENCE PUBLISHERS B.V.,AMSTERDAM, NL -
LNKD- DOI:lO.1016/J.JIM.2006.09.020,

vol. 318, no. 1-2,

3 January 2007 (2007-01-03), pages 65-74,
XP005820137

ISSN: 0022-1759

the whole document

WO 2006/104911 A2 (GENENTECH INC [US];
KONG-BELTRAN MONICA [US]; WICKRAMASINGHE
DINELI M) 5 October 2006 (2006-10-05)
figure 9

3

1-15

Form PCTASA/210 {cominuation of second shesl) (April 2005)

page 2 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

Internstional application No

PCT/EP2010/002005
Patent documeani Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
W0 2008100624 A2  21-08-2008 AU 2008216600 Al 21-08-2008
CA 2678181 Al 21-08-2008
CN 101674846 A 17-03-2010
CR 11029 A 29-12-2009
EC SP099637 A - 28-12-2009
EP - 2129396 A2 09-12-2009
KR 20100014426 A 10-02-2010
Us 2009291085 Al 26-11-2009
WO 2006104911 A2 05-10-2006 AU 2006229989 Al 05-10-2006
CA 2599938 Al "05-10-2006
CN 101184506 A 21-05-2008
EP 1868648 A2 26-12-2007
JP 2008535821 T 04-09-2008
* KR 20080000613 A 02-01-2008
56 159547 Al 30-03-2010
US 2006270594 Al 30-11-2006
Us 2010028337 Al 04-02-2010
ZA 200707953 A

24-06-2009

Form PCTASAR10 (patent tamiy annex) (April 2005)
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International Bureau

(43) International Publication Date
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(10) International Publication Number

WO 2016/115552 Al

{51) International Patent Classification:

CO7K 16/28 (2006.01)
CO7K 16/32 (2006.01)

CO7K 16/46 (2006.01)

{21) International Applcation Number:
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{22) International Filing Date:
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(25) Filing Lanpusage: English
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(30) Priority Data:
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(72) inventors; and
(75) Inventors/Applicants (for US only); BOSSENMAIER,
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Seefeld (DF). BRINKMAN, Ulrich [DE/DE]; Feichtl-
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[Continued on next page]

(54) Title: BISPECIFIC ANTI-ERBB-3/ANTI-C-MET ANTIBODIES

Fig. 5a

“Knobs“-CHJ

peptide connector
CL CH1
linker
ErbB-3 antigen c-Met entigen

{57) Abstract; The present invention relates to bispecific
antibodics against human ErbB-3 and against human c-
Met, methods for their production, pharmuceutical com-
positions containing said antibodies, and uses thereof.
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see form PCTASAZ20 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
Date of mailing
{daysnonthiear) seeform PCTASAR1Q (second sheet)
Applicant's ar agent's file reference FOR FURTHER ACTION
see form PCTASAR20 ) by WO~ NJ See paragraph 2 below
International application No. ImMemational filing date (dayfronthqear) Priarity date (day/monthiear}
PCTEP2010002005 30.03.2010 07.04.2009

INV. CO7K16/28 CO7K1632 CO7K1B8/46

International Pateni Classification (IPC} or both national classification and IPC

Appticant
ROCHE GLYCART AG

Termin—

2.  FURTHER ACTION

will not be so considared,

whichever expires later.

1. This opinion contains indications relating to the following items:

For furthar options, see Form PCTASAZ220.

¥ XOAT
(23 43 20AC )

X Box No. | Basis of the opinion

0 Box No. Il Priority

O Box MNo. Ml Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

O Box Ne. IV Lack of unity of invention

B BoxNo.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelly, inventive step and industria!
applicability; citations and explanations supporting such statement

O BoxMNo. V!  Certain documents cited

O BoxNo. VH Certain defects in the international application

& Box No. Vill Certain observations on the international appiication

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("IPEA"} except that this does niot apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bfs(b) that written opinions of this International Searching Authority

If this apinion is, as provided above, considerad to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited fo
submit to the IPEA a written raply together, whare appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PCTASA/Z220 or before the expiration of 22 months from the priority date,

a. For further details, see notes to Form PCTASAR20.

Name and mailing address of the ISA:

) European Patent Office
P.B. 5818 Palentlaan 2
———— NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas

Tel. +31 70 340 - 2040
Fax: +31 70 340 - 3016

Date of completion of Awthorized Offiger .
this opinion T
=
* %
see form ]
BETASAR10 Bumb, Peter E'& .0))) i
Telephone No. +31 70 340-8936 "'-»....,.,,-""F
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2010002005

Box No.l Basis of the opinion

1.

2.

3.

With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
® the international application in the tanguage in which it was filed

8 atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search {(Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

O This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notitied to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1{a})

With regard to any nucleotide andlor amino acid sequence disclosed in the international appl:canon this
opinion has been established on the basis of a sequence listing filed or furnished:

a. (means)
& on paper
® in electronic form
b. {time)
& in the international application as filed
O together with the international application in electronic form

[0 subsequentiy to this Authority for the purposes of search

. 0 In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,

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

Additional comments:

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; ¢itations and explanations supporting such statement

. Statement
Novelty (N} Yes: Claims 2-7.9
No: Claims 1.8,10-15
inventive step (IS) Yes: Claims S5-7
No: Claims 1-4, 81
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-15

No: Claims

Citations and explanations

see scparate sheet

Form PCTASA/237 (April 2007)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2010002005

Box No. VIII Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet

Form PCTASA/237 (Aphl 2007)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2010/002005

Reference is made to the following documents:

D1

D2

WO 2008/100624 A2 (MERRIMACK PHARMACEUTICALS INC [US];
SCHOEBERL BIRGIT [US]; NIELSEN ULR) 21 August 2008 (2008-08-21)

GOLD DAVID V ET AL: "A novel bispecific, trivalent antibody construct for
targeting pancreatic carcinoma” CANCER RESEARCH, AMERICAN
ASSOCIATION FOR CANCER REREARCH, US LNKD- DOI:
10.1158/0008-5472.CAN-08-0232, vol. 68, no. 12, 15 June 2008
(2008-06-15) , pages 4819-4826, XP002541923 ISSN: 0008-5472

Re ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

V.1 PRIOR ART

D1 discloses a bsAb in general terms which is directed against c-Met and
ErbB3 (p. 15 1I. 5-7). ErbB3 specifically is human ErbB3 (p. 8 II. 2-6). Also
described are 1gG1, 1gG3 isotype (p. 15 II. 21-22}, nucleic acids {(p. 18 l.
33-38), treatment of cancer (p. 38 li. ll. 20-23 + p. 5 II. 3-16).

D2 discloses a trivalent antibody format which is bivalent for a first antigen
and monovalent for a second antigen.

V.2 NOVELTY

V.21

D1 describes a bispecific antibody which is directed against c-Met and ErbB3.
ErbB3 is specifically human and it is implicitly derivable for the skilled reader
that c-Met should then aiso be of the same (human) isotype (see also human
¢-Met and human ErbB3 in example 14).

The fact that a bsAb having such two specificities then results in <15%
internalization may not have been previously known but is intrinsic to the
construct already described in D1.

The subject-matter of. claim 1 is not novel (ART. 33{2) PCT).

Form PCTASA/237 {Separate Sheet) (Sheat 1) (EPO-Aprit 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET)

International application No.

PCT/EP2010/002005

v.2.2

V.23

V.24

V.3

V.3.1

V.3.2

V.33

D1 also discloses the additional technical features as per present claims 8,
10-15 (ART. 33(2) PCT).

D1 does not specifically speak of bivalency or trivalency. The subject-matter
of claims 2-4 is novel (ART. 33(2) PCT). .

D1 does not speak of the CDR-combinations as per claim 4. The subject-
matter of claims 5-7 is novel (ART. 33(2) PCT).

D1 does not speak of sugar-chains in which each chain has <65% fucose.
The subject-matter of claim 9 is novel (ART. 33(2) PCT).

D1 is considered the closest prior ar to the subject-matter at hand and has
been discussed above.

The subject-matter of claims 2 & 4 differs from D1 in that the bsAb is
bivalent. The alleged technical effect resulting from this difference is that
ErbB3 is internalized with <15% after 2 hours efc.. The technical problem to
be solved is the provision of an alternative human c-Met/human ErbB3 bsAb
with improved properties.

The effect of reduced ErbB3-internalization was not known in the art.
However, having regard to the state of the art D1 it would have been already
obvious for a skilled person to arrive at something falling within the terms of
claims 2 & 4, due to a lack of alternatives: bispecificity as per D1 requires at
least bivalency. The unexpected effect is merely a bonus effect which does
not confer inventiveness on the claimed subject-matter.

In essence, the applicant has discovered that a construct as described in D1
has the effect of reducing the ErbB3-internalization.

The subject-matter of claims 2 & 4 does not involve an inventive step (ART.
33(3) PCT).

Form PCTASA23T (Separate Sheet) (Sheel 2) {(EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2010/002005

V.34

V.3.5

The subject-matter of claim 3 differs from D1 in that the bsAb is frivalent. The
technical problem to be solved is the same as above.

Trivalent antibody formats are known from D2. The person skilled in the art
would not have necessarily chosen this trivalent format since the regular
bivalent formats are more straight-forward. However, it is shown in underlying
Table 6(C) (example 8) that trivalency vs. bivalency as such does not have
any appreciable effect on internalization. The choice of trivalency vs. bivalency
is thus an arbitrary choice which is not linked to the technical effect desired,
as opposed to bispecificity as such, which is already described in D1.

The subject-matter of claim 3 does not invoive an inventive step (ART. 33(3)
PCT).

Claim 5 differs from D1 in that the two antigen-binding sites specific for(1)
human ErbB3 and (2} human c-Met each comprise a get of six specific
CDRs (SEQ ID NOs), respectively. The technical problem to be solved is the
same as above.

Anti-ErbB3 mAb 205 and anti-cMet Fab 5D5 as such are known in the art. The
choice of these two particular antigen-binding sites (as represented by their
respective six CDRs) is not suggested in D1. The particular degree of efficacy
as described in Table 6(C) must be attributed, at least in part, to the binding-
affinity of each antigen-binding site, as well as their cooperative contribution.

Departing from D1 the person skilled in the art would have had no guidance to
chose these two particular antigen-binding sites and to arrive at the particular
degree of reduced ErbB3-internalization witnessed in table 6(C).

The subject-matter of claims 5-7 involves an inventive step (ART. 33(3) PCT).

The subject-matter of claim 9 differs from D1 in that the bsAb comprises a
sugar-chain attached to Asn297 which comprises <65% fucose. The technical
effect resulting from this difference is increased effector-function.

The technical problem to be solved vis-a-vis D1 is thus the modification of
said bsAb so that it has improved effector function.

D1 itself already speaks of ADCC as possible mechanism for therapeutic
efficacy (p. 33) and of modulating said effector function. It is self-evident to the
skilled reader that glycoengineering of the fucose-content will lead to said
improved effector function.

Farm PCTASA/237 {Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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The subject-maitter of claim 9 does not involve an inventive step (ART. 3383)
PCT).

V.4 PATENTABILITY

V.41

Claim 15 relates to subject-matter considered by this Authority to be covered
by the provisions of Rule 39.1(iv) / 67.1(iv) PCT. '

The patentability can be dependent upon the formulation of the claims. The
EPOQ, for example, does not recognise as patentable claims to the use of a
compound in medical treatment, but may allow cfaims to a product, in
particular substances or compositions for use in a first or further medical
freatment.

Be ltem VIl

Certain observations on the International Application

Vill.1 LACK OF CLARITY

Vill.1.1

Vil.1.2

Claim 1 defines a bsAb in terms of two antigens-specificities and in terms of a
functional property of "internalization of ErbB3 of no more than 15% ...".

If said reduced internalization is purely due the two antigen-specificities being
combined on the same antibody, it will intrinsically be fulfilled by any bsAb
according to D1.

If additional technical features {apart from the bispecificity as such) are
required, this functional property defines the technical effect to achieved
purely in terms of a desideratum without providing a complete set of essential
technical features or providing a concrete technical teaching of how to achieve
the property (ART. 6 PCT).

Form PCT/SA/237 (Separate Sheat) (Sheat 4} (EPO-April 2005)
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The label of the y-axis in underlying figures 11-14 seems to be wrong. HGF is
used to stimulate celi-proliferation and to thereby define the 100%-uninhibited
reference level. Yet HGF is depicted as providing 100% "inhibition". Also, in
Figs. 11-12 increasing concentrations of active agents iead to an allegedly
reduced "inhibition" (ART. 6 PCT).

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheef) (Sheet 5) (EPO-April 2005)
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For all international applications filed on or after 01/01/2004 the competent
ISA will establish an ISR It is accompanied by the WO-ISA Unlike the
former written opinion of the IPEA (Rule 66.2 PCT), the WO-ISA is not
meant {0 be responded to, but to bs taken into consideration for further
procedural steps. This document sxplains about the possibilities.

Within 2 months after the date of mailing of the 1SR and the WO-ISA the
applicant may file amended claims under Art. 19 PCT directly with the
International Bureau of WIPOQO. The PCT reform of 2004 did not change
this procedure. For further information ptease see Rule 46 PCT as well as
form PCT/ISA/220 and the corresponding Notes to form PCT/1SA/220.

In principle, the WCO-1SA will ba considered as the written opinion of the
IPEA. This should, in many cases, make it unnecessary to file a demand for
international preliminary examination. If the applicant nevertheless wishes
to file a demand this must be dons betore expiry of 3 months after the
date of mailing of the I|SR/WOQ-1SA or 22 months after priority
date, whichever expires later (Rule S4bis PCT). Amendments under Art.
34 PCT can be filed with the |PEA as before, normally at the same time as
filing the demand (Rule 66.1 (b) PCT).

If a demand for international preliminary examination is filed and no
comments/amendments have been received the WO-15A will be transformed
by the IPEA into an IPRP {International Preliminary Report on Patentability)
which would mersly reflect the content of the WO-ISA. The demand can still
be withdrawn (Art. 37 PCT).

After receipt of the ISRYWO-ISA the applicant may file informal comments
on the WO-ISA directly with the tnternational Bureau of WIPQ. Thess
will be communicated to the designated Offices together with the |PRP
{International Preliminary Report on Patentability} at 30 months from the
priority date. Please also refer to the next box.

At the end of the international phase the International Bursau of WIPQ will
transform the WO-ISA or, if a demand was filed, the written opinion of the
IPEA into the IPRP, which will then be transmitted together with possible
informal comments to the designated Offices. The |PRP replaces the former
|PER {international preliminary examination report).

Rule 43 PCT, Rule 43bis PCT, Rule 44 PCT, Rule 44bis PCT, PCT Newsletter
12/2003, OJ 11/2003, Q4 12/2003
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ANTICUERPOS BIESPECIFICOS ANTI-ERBB-3/ANTI-C-MET

RESUMEN-OBJETO-FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con anticuerpos biespecificos contra ErbB-3
humana y contra c-Met humana, métodos para su produccién, composiciones

farmaceuticas que comprenden dichos anticuerpos y sus Usos.

SECTOR: Industria farmacéutica y bictecnolégica, en particular anticuerpos mo-
noclonales o policlonales o anticuerpos hibridos contra receptores especificos,

especialmente contra productos de traduccion de encégenos.
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ANTICUERPOS BIESPECIFICOS ANTI-ERBB-3/ANTI-C-MET

La presente invencién se refiere a anticuerpos biespecificos contra la
ErbB-3 humana y contra la c-Met humana, a métodos para su produccion, a com-
posiciones farmacéuticas que contienen dichos anticuerpos y a usos de los mis-

mos.

Antecedentes de la invencién

Grupo de proteinas ErbB

El grupo de proteinas ErbB esta formado por 4 miembros: la ErbB-1, tam-
bién llamada receptor de! factor de crecimiento epidérmico (EGFR); la ErbB-2,
también llamada HER2 en humanos y neu en roedores; la ErbB-3, también llama-
da HER3 y la ErbB-4, también llamada HER4.

ErbB-3 y anticuerpos anti-ErbB-3

La Erb-B3 (también conocida como homodlogo 3 del oncogén de la leuce-
mia viral eritroblastica V-erb-b2 (aviar); ERBB3, HER3; SEQ ID NO: 46) es una
proteina unida a membrana, que tiene un dominio de fijacién sobre neurregulina,
pero no un dominio quinasa activo {Kraus, M.H. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86, 9193-7, 1989, Plowman, G.D. y col,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 4905-9,
1990; Katoh, M. y col., Biochem. Biophys. Res. Commun. 193, 1189-57, 1993).
Puede fijarse, pues, sobre su ligando, pero no acarrea la sefial a la célula por
fosforilacion. Sin embargo, forma heterodimeros con otros miembros del grupo de

receptores de EGF, que tienen actividad de quinasa. La heterodimerizacion con-

duce a la activacion de los mecanismos que conducen a la proliferacion o la dife-

renciacion celulares. Se ha publicado la amplificacion de este gen y/o la sobreex-
presion de su proteina en numerosos tipos de cancer, incluido el cancer de pros-
tata, de vejiga y de mama. Se han caracterizado variantes alternativas de empal-
me transcripcional que codifican a diferentes isoformas. Una isoforma carece de
la regién intermembrana y se secreta fuera de la célula. Esta forma actia modu-
lando la actividad de la forma fijada sobre la membrana (Corfas, G. y col., 7 (6),
575-80, 2004). Se cree que la ERBB3, cuando esta activada, se convierte en sus-

trato de la dimerizacién y posterior fosforilacion con la ERBB1, ERBB2 y ERBBA4.

2%
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Al igual que muchas tirosina-quinasas de receptor, la ERBB3 se activa con un
ligando extracelular. Los ligandos conocidos que se unen a la ERBB3 incluyen a
la herregulina.

Ya se conocen anticuerpos anti-ErbB-3 que pueden utilizarse para la tera-
pia del cancer, p.ej. por los documentos WO 97/35885, WO 2007/077028 o WO
2008/100624.

c-Met y anticuerpos anti-c-Met

El MET (factor de transicién mesenguimo-epitelial) es un protooncogen
que codifica a una proteina MET (también conocida como c-Met; receptor del
factor de crecimiento de hepatocitos = HGFR; receptor de HGF; receptor del fac-
tor de diseminacion (scatter); receptor del SF; SEQ 1D NO: 45) (Dean, M. y col,,
Nature 318, 385-8, 1985; Chan, A.M. y col., Oncogene 1, 229-33, 1987, Bottaro,
D.P. y col., Science 251, 802-4, 1991; Naldini, L. y col., EMBO J. 10, 2867-78,
1991; Maulik, G. y col., Cytokine Growth Factor Rev. 13, 41-59, 2002). EI MET es
un receptor de membrana que es esencial para el desarrollo embrionario y la cu-
racion de heridas. El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) es el Unico ligan-
do conocido del receptor del MET. El MET se expresa normalmente en células de
origen epitelial, mientras que la expresién del HGF se restringe a células de ori-
gen mesenquimal. A raiz de la estimulacion del HGF, el MET induce diversas
respuestas biolégicas que colectivamente dan lugar a un programa conocido co-
mo crecimiento invasivo. La activacién anormal del MET en el cancer guarda rela-
¢ién con un prondstico malo, en el que el MET aberrantemente activo desencade-
na el crecimiento tumoral, la formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogéne- -
sis) que abastecen al tumor con nutrientes y el cancer se propaga a otros 6rganos
(metastasis). El MET se desregula en muchos tipos de enfermedades malignas
humanas, incluidos el cancer de rinén, de higado, de estomago, de mama y de
cerebro. Normalmente, solo las células germinales y las céluias progenitoras ex-
presan el MET, lo cual permite que estas células crezcan de modo invasivo, con
el fin de generar nuevos tejidos en un embrién o de regenerar tejidos dafados en
un adulto. Sin embargo, se cree que las células germinales cancerosas secues-

tran la capacidad de las células germinales normales de expresar el MET y de
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este modo llegan a provocar la persistencia del cancer y su propagacién a otras
partes del cuerpo.

El producto del proto-oncogén MET es el receptor del factor de crecimien-
to de hepatocitos y codifica la actividad de la tirosina-quinasa. La proteina precur-
sora primaria de cadena simple se descompone después de la traduccién para
producir las subunidades alfa y beta, que se unen mediante un disulfuro para for-
mar el receptor maduro. Varias mutaciones del gen MET se han asociado con el
carcinoma papilar renal.

Los anticuerpos anti-c-Met se conocen p.ej. por los documentos
US 5,686,292, US 7,476,724, WO 2004/072117, WO 2004/ 108766,
WO 2005/016382, WO 2005/063816, WO 2006/015371, WO 2006/104911,
WO 2007/126799 o WO 2009/007427.

Se conocen los péptidos de union con el c-Met p.ej. por los articulos de
Matzke, A. y col., Cancer Res 65 (14), 6105-10, 2005; y Tam, Eric M. y col., J.

Mol. Biol. 385, 79-90, 2009.

Anticuerpos biespecificos

En fecha recientes se ha desarrollado una gran variedad de formatos de
anticuerpos recombinantes, p.ej. anticuerpos biespecificos tetravalentes por fu-
sién p.ej. de un formato de anticuerpo IgG con dominios de cadena simple (véase
p.ej. Coloma, M.J. y col., Nature Biotech. 15, 159-163, 1997; WO 2001/077342; y
Morrison, S.L., Nature Biotech. 25, 1233-1234, 2007).

Se han desarrollado también varios formatos nuevos, en los que ya no se
conserva la estructura del nucleo del anticuerpo (IgA, IgD, IgE, 19G o igM), por
ejemplo en los dia-, tria- o tetracuerpos, minicuerpos, varios formatos de cadena
simple (scFv, Bis-scFv), que son capaces de unirse a dos o mas antigenos (Holli-
ger, P. y col., Nature Biotech. 23, 1126-1136, 2005; Fischer, N., Léger, O., Patho-
biology 74, 3-14, 2007; Shen, J. y col., Journal of Immunological Methods 318, 65-
74, 2007, Wu, C. y col., Nature Biotech. 25, 1290-1297, 2007).

En todos estos formatos se emplean engarces (linkers) para fusionar el
nucleo del anticuerpo (IgA, IgD, IgE, 1gG o IgM) con otra proteina de union (p.ej.

scFv) o para fusionar p.ej. dos fragmentos Fab o las scFv (Fischer, N., Léger, O,
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Pathobiology 74, 3-14, 2007). Hay que tener en cuenta que puede ser deseable la
conservacion de las funciones efectoras, p.ej. la citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC) o citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC),
que vienen mediadas por la fijacién del receptor del F¢, conservando un grado
elevado de similitud con los anticuerpos de origen natural.

En el documento WO 2007/024715 se describen inmunoglobulinas duales
de dominio variable disefiadas para que sean proteinas de fijacidn multiespecifica
y muitivalente. En la patente US 6,897,044 se describe un proceso para la obten-
cion de dimeros de anticuerpo biologicamente activos. En la patente
US 7,129,330 se describe un constructo de anticuerpo multivalente FV que tiene
por lo menos cuatro dominios variables unidos entre si mediante engarces pepti-
dicos. En el' documento US 2005/0079170 se describen estructuras de unién de
antigenos dimeros y multimeros. La proteina de union a antigenos monoespecifi-
cos tri- o tetravalentes contiene tres o cuatros fragmentos Fab unidos entre si
mediante enlace covalente gracias a una estructura conectora, dicha proteina no
es la inmunoglobulina natural, segun se describe en US 6,511663. En
WO 2006/020258 se describen anticuerpos biespecificos tetravalentes que pue-
den expresarse eficazmente en células procariotas y eucariotas y que son utiles
para métodos terapéuticos o de diagnéstico. En US 2005/0163782 se describe un |
método para separar o, con preferencia, para sintetizar dimeros que estan unidos
por lo menos un engarce disulfuro entre cadenas a partir de dimeros que no estan
unidos por lo menos mediante un engarce disulfuro entre las cadenas a partir de
una mezcla que contiene lo dos tipos de polipéptidos dimeros. Los receptores
tetravalentes biespecificos se han descrito en US 5,959,083. Los anticuerpos de
ingenieria genética que tienen tres 0 mas sitios funcionales de fijacién sobre anti-
genos se han descrito en WO 2001/077342.

Los polipéptidos multiespecificos y multivalentes de fijacién sobre antige-
nos se han descrito en WO 1997/001580. En WO 1992/004053 se describen
homoconjugados, obtenidos por ejemplo a partir de anticuerpos monoclonales del
grupo IgG, que se fijan sobre el mismo determinante antigénico y que estan uni-
dos con enlace covalente mediante una unién cruzada realizada por sintesis. En

el documento WO 1991/06305 se describen anticuerpos monoclonales oligomeros
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que tienen una gran avidez de antigeno, dichos oligémeros, normalmente del
grupo IgG, se secretan con dos ¢ mas monémeros de inmunoglobulina asociados
entre si para formar moléculas de IgG tetravalentes o hexavalentes. Los anticuer-
pos derivados de ovejas y los constructos de anticuerpos de ingenieria genética
se han descrito en US 6,350,860, pueden utilizarse para tratar enfermedades, en
las que la actividad del interferon-gamma sea patogénica. En US 2005/0100543
se describen constructos que pueden tomarse como dianas y que son vehiculos
multivalentes para anticuerpos biespecificos, es decir, cada molécula de anticuer-
po que puede tomarse como diana puede servir de vehiculo para dos o mas anti-
cuerpos biespecificos. En el documento WO 1995/009917 se describen anticuer-
pos tetravalentes biespecificos de ingenieria genética. En WO 2007/109254 se
describen moléculas de unidén estabilizadas, formadas por o constituidas por un
scFv estabilizado.

Anticuerpos biespecificos anti-ErbB-3/anti-c-Met

En el documento WO 2008/100624 se describen anticuerpos anti-ErbB-3
con una mayor internalizacion del receptor de ErbB-3 y su utilizaciéon en anticuer-
pos biespecificos, entre otros con el c-Met como segundo antigeno.

Resumen de la invencion

Un primer aspecto de la presente invencion es un anticuerpo biespecifico
que se une especificamente a la ErbB-3 humana y a la c-Met humana, constituido
por un primer sitio de unién a antigeno, que se une especificamente a la ErbB-3
humana y un segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente a la
c-Met humana, caracterizado porque dicho anticuerpo biespecifico presenta una
internalizacién del ErbB-3 no superior al 15 %, cuando se mide después de 2
horas en un ensayo de citometria de flujo con células A431, si se compara con la
internalizacion de la ErbB-3 en ausencia de anticuerpo.

En una forma de ejecucién de la invencién, dicho anticuerpo es un anti-
cuerpo biespecifico bivalente o trivalente que se une especificamente a la ErbB-3
humana y a la c-Met humana que consta de uno o dos sitios de unién a antigeno
que se unen especificamente a la ErbB-3 humana y un sitio de fijacion sobre anti-

geno que se une especificamente a ¢c-Met humana.
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En una forma de ejecucién de la invencién dicho anticuerpo es un anti-
cuerpo biespecifico bivalente que se une especificamente a la ErbB-3 humana y a
la c-Met humana y que contiene un sitio de fijacion sobre antigeno que se une
especificamente a la ErbB-3 humana y un sitio de fijacion sobre antigeno que se
une especificamente a la ¢-Met humana.

En una forma de ejecucion de 1a invencion, dicho anticuerpo es un anti-
cuerpo biespecifico trivalente que se une especificamente a la ErbB-3 humanay a
la c-Met humana que contiene dos sitios de fijacidn sobre antigeno que se unen
especificamente a la ErbB-3 humana y un tercer sitio de fijacién sobre antigeno
gue se une especificamente a la c-Met humana.

Un aspecto de la invencidén es un anticuerpo biespecifico que se une es-
pecificamente a la ErbB-3 humana y a la ¢c-Met humana que contiene un primer
sitio de fijacion sobre antigeno que se une especificamente a la ErbB-3 humana y
un segundo sitio de fijacidn sobre antigenc que se une especificamente a la c-Met
humana, caracterizado porque

i) dicho primer sitio de fijacién sobre antigeno contiene en el dominio va-
riable de cadena larga una region CDR3H de SEQ ID NO: 53, una region CDR2H
de SEQ ID NO: 54 y una region CDR1H de SEQ ID NO: 55, y en el dominio varia-
ble de cadena corta una region CDR3L de SEQ 1D NO: 56, una regién CDR2L de
SEQ ID NO: 57 y una region CDR1L de SEQ ID NO: 58 6 una region CDR1L de
SEQ ID NO: 59; y

dicho segundo sitio de fijacién sobre antigeno contiene en el dominio va-
riable de cadena larga una region CDR3H de SEQ ID NO: 66, una region CDR2H
de SEQ ID NO: 67 y una regién CDR1H de SEQ ID NO: 68, y en el dominio varia-
ble de cadena corta una region CDR3L de SEQ ID NO: 89, una region CDR2ZL de
SEQ ID NO: 70 y una regién CDR1L de SEQ ID NO: 71,

i} dicho primer sitio de fijacién sobre antigeno contiene en el dominio va-
riable de cadena larga una region CDR3H de SEQ ID NO: 60, una regién CDR2H
de SEQ ID NO: 61 y una region CDR1H de SEQ ID NO: 62, y en el dominio varia-
ble de cadena corta una regién CDR3L de SEQ ID NO: 83, una regién CDR2ZL de
SEQ ID NO: 64 y una regién CDR1L de SEQ ID NO: 65 o una region CDR1L de
SEQ ID NO: 66; y

26
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dicho segundo sitio de fijacién sobre antigeno contiene en el dominio va-
riable de cadena larga una region CDR3H de SEQ ID NO: 66, una region CDR2H
de SEQ ID NO: 67 y una regién CDR1H de SEQ ID NO: 68, y en el dominio varia-
ble de cadena corta una region CDR3L de SEQ ID NO: 69, una regién CDR2L de
SEQ ID NO: 70 y una region CDR1L de SEQ ID NO: 71.

Dicho anticuerpo biespecifico se caracteriza con preferencia porque

i) dicho primer sitio de fijacidn sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 47, y como dominio variable
de cadena corta la secuencia de SEQ 1D NO: 48; y dicho segundo sitio de fijacion
sobre antigeno que se une especificamente a la c-Met contiene como dominio
variable de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 3, y como dominio variable
de cadena corta la secuencia de SEQ ID NO: 4;

iy dicho primer sitio de fijacién sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 49, y como dominio variable
de cadena corta la secuencia de SEQ ID NO: 50; y dicho segundo sitio de fijacién
sobre antigeno contiene como dominio variable de cadena larga la secuencia de
SEQ ID NO: 3, y como dominio variable de cadena corta la secuencia de SEQ 1D
NO: 4;

iii) dicho primer sitio de fijacion sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 49, y como dominio variable
de cadena corta la secuencia de SEQ ID NO: 51; y dicho segundo sitio de fijacion
sobre antigeno contiene como dominio variable de cadena larga la secuencia de
SEQ ID NO: 3, y como dominio variable de cadena corta la secuencia de SEQ ID
NO: 4:

iv) dicho primer sitio de fijacion sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 49, 'y como dominio variable
de cadena corta la secuencia de SEQ ID NO: 52; y dicho segundo sitio de fijacion
sobre antigeno contiene como dominio variable de cadena larga la secuencia de
SEQ ID NO: 3, y como dominio variable de cadena corta la secuencia de SEQ ID
NO: 4: 0

v) dicho primer sitio de fijacién sobre antigeno contiene como dominio va-

riable de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 1, y como dominio variable de
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cadena corta la secuencia de SEQ ID NO: 2; y dicho segundo sitio de fijacién
sobre antigeno contiene como dominio variable de cadena larga la secuencia de
SEQ ID NO: 3, y como dominio variable de cadena corta la secuencia de SEQ ID
NO: 4.

Con preferencia, dicho anticuerpo biespecifico se caracteriza porque:

dicho primer sitio de fijacion sobre antigeno contiene como dominio varia-
ble de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 49, y como dominio variable de
cadena corta la secuencia de SEQ ID NO: 51; y dicho segundo sitio de fijacion
sobre antigeno contiene como dominio variable de cadena larga la secuencia de
SEQ ID NO: 3, y como dominio variable de cadena corta la secuencia de SEQ 1D
NO: 4.

En una forma de ejecucion, dicho anticuerpo biespecifico segun la inven-
cién se caracteriza porque contiene una region constante del subgrupo IgG1 o
lgG3.

En una forma de ejecucion, dicho anticuerpo biespecifico segun la inven-
cién se caracteriza porque esta glucosilado con una cadena azlcar en Asn297,
siendo la cantidad de fucosa dentro de dicha cadena azucar del 65 % o menos.

Otro aspecto de la invencidén es una molécula de acido nucleice que codi-
fica una cadena de dicho anticuerpo biespecifico.

Otros aspectos adicionales de la invencién son una composicién farma-
céutica que contiene dicho anticuerpo biespecifico, dicha composicién para el
tratamiento del cancer, el uso de dicho anticuerpo biespecifico para la fabricacién
de un medicamento destinado al tratamiento del cancer, un método de tratamiento

de un paciente que tenga un cancer mediante la administracién de dicho anticuer-

_po biespecifico al paciente que necesite tal tratamiento.

Los anticuerpos segun la invencidn poseen propiedades muy valiosas, por
ejemplo la inhibicion del crecimiento de células cancerosas que expresan a am-
bos receptores <ErbB3> y <c-Met>, la eficacia antitumoral que redunda en benefi-
cio del paciente que sufra un cancer. Los anticuerpos biespecificos <ErbB3-c-
Met> segun [a invencién presentan una internalizacion reducida si se comparan
con sus anticuerpos <ErbB3> originales en células cancerosas que expresan a

ambos receptores <ErbB3> y <c-Met>.
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Descripcion detallada de ia invencion

Un primer aspecto de la presente invencién es un anticuerpo biespecifico
que se une especificamente a la ErbB-3 humana y a la c-Met humana que contie-
ne un primer sitio de fijacién sobre antigeno que se une especificamente a la
ErbB-3 humana y un segundo sitio de fijacion sobre antigeno que se une especifi-
camente a la c-Met humana, caracterizado porque dicho anticuerpo biespecifico
presenta una internalizacion de la ErbB-3 no superior al 15 %, cuando se mide
después de 2 horas en un ensayo de citometria de flujo con celulas A431, si se
compara con la internalizacion de la ErbB-3 en ausencia de dicho anticuerpo bi-
especifico.

En una forma de ejecucion, dicho anticuerpo biespecifico, que se une es-
pecificamente a la ErbB-3 humana y a la c-Met humana que contiene un primer
sitio de fijacidn sobre antigeno que se une especificamente a la ErbB-3 humana y
un segundo sitio de fijacidén sobre antigeno que se une especificamente a la c-Met
humana, se caracteriza porque dicho anticuerpo biespecifico presenta una inter-
nalizacién de la ErbB-3 no superior al 10 %, cuando se n;nide después de 2 horas
en un ensayo de citometria de flujo con células A431, si se compara con la inter-
nalizacién de la ErbB-3 en ausencia de dicho anticuerpo biespecifico.

En una forma de ejecucioén, dicho anticuerpo biespecifico, que se une es-
pecificamente a la ErbB-3 humana y a la ¢-Met humana que contiene un primer
sitio de fijacion sobre antigeno que se une especificamente a la ErbB-3 humana y
un segundo sitio de fijacién sobre antigeno que se une especificamente a la c-Met
humana, se caracteriza porque dicho anticuerpo biespecifico presenta una inter-
nalizacion de la ErbB-3 no superior al 7 %, cuando se mide despues de 2 horas
en un ensayo de citometria de flujo con células A431, si se compara con la inter-
nalizacién de la ErbB-3 en ausencia de dicho anticuerpo biespecifico.

En una forma de ejecucion, dicho anticuerpe biespecifico, que se une es-
pecificamente a la ErbB-3 humana y a la c-Met humana que contiene un primer
sitio de fijacién sobre antigeno que se une especificamente a la ErbB-3 humana y
un segundo sitio de fijacion sobre antigeno que se une especificamente a la c-Met
humana, se caracteriza porque dicho anticuerpo biespecifico presenta una inter-

nalizacién de la ErbB-3 no superior al 5 %, cuando se mide después de 2 horas
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en un ensayo de. citometria de flujo con células A431, si se compara con la inter-
nalizacién de la ErbB-3 en ausencia de dicho anticuerpo biespecifico.

Eil término “internalizacion de la ErbB-3" indica la internalizacidon de recep-
tor de la ErbB-3 inducida por anticuerpo en células A431 (ATCC n° CRL-1555), si
se compara con la internalizacion de la ErbB-3 en ausencia de anticuerpo. Dicha
internalizacién del receptor de la ErbB-3 se induce con los anticuerpos biespecifi-
cos segun la invencidn y se mide después de 2 horas en un ensayo de citometria
de flujo (FACS), tal como se describe en el ejemplo 8. Un anticuerpo biespecifico
segun la invencion presenta una internalizacion de la ErbB-3 no superior al 15 %
en células A431 después de 2 horas de exposicion al anticuerpo, si se compara
con la internalizacion de la ErbB-3 en ausencia de anticuerpo. En una forma de
ejecucién, dicho anticuerpo presenta una internalizacion de la ErbB-3 no superior
al 10 %. En una forma de ejecucién, dicho anticuerpo presenta una internalizacion
de la ErbB-3 no superior al 7 %. En una forma de ejecucion, dicho anticuerpo
presenta una internalizacién de la ErbB-3 no superior al 5 %. Para determinar si
un anticuerpo biespecifico ErbB3/cMet presenta una internalizacion de la ErbB-3
det 10 % o inferior después de 2 horas en las células A431, puede compararse en
un ensayo de citometria de flujo (FACS) con el anticuerpo biespecifico
MH_TvAb24 ErbB3/c-Met descrito a continuacion. Para determinar si un anticuer-
po biespecifico ErbB3/cMet presenta una internalizacién de la ErbB-3 del 5 % o
inferior después de 2 horas en ias células A431, puede compararse en un ensayo
de citometria de flujo (FACS) con el anticuerpo biespecifico MH_TvAb29 ErbB3/c-
Met descrito a continuacion.

Otro aspecto de la presente invencion es un anticuerpo biespecifico que
se une especificamente a la ErbB-3 humana y a la ¢c-Met humana, que contiene
un primer sitio de fijacion sobre antigeno que se une especificamente a la ErbB-3
humana y un segundo sitic de fijacion sobre antigeno que se une especificamente
a la c-Met humana, caracterizado porque dicho anticuerpo biespecifico reduce la
internalizacién de la ErbB-3, inducida por el (correspondiente) anticuerpo mono-
especifico original ErbB-3, en un 50 % o mas (en una forma de ejecucion: en un
60 % o mas; en otra forma de ejecucion: en un 70 % o mas; en una forma de eje-

cucién: en un 80 % o mas), cuando se mide después de 2 horas en un ensayo de



10

15

20

25

30

- 11 -
citometria de flujo en células A431 (ATCC n° CRL-1555). La reduccidn de la inter-
nalizacién de la ErbB-3 se calcula (empleando los valores medidos después de 2
horas en el ensayo de citometria de flujo con células A431) del modo siguiente:
100 x (% de internalizacion de la ErbB inducida por el anticuerpo monoespecifico
original ErbB-3 - % de internalizacion de la ErbB inducida por el anticuerpo bies-
pecifico ErbB-3/cMet) / % de internalizacion de la ErbB inducida por el anticuerpo
monoespecifico original ErbB-3. Por ejemplo: a) el anticuerpo MH_TvAb21 bies-
pecifico ErbB-3/cMet presenta una internalizacidén de la ErbB-3 del 1 % vy el anti-
cuerpo Mab 205 monoespecifico original ErbB-3 presenta una internalizacion de
la ErbB-3 del 40 %; por consiguiente, el anticuerpo MH_TvAb21 biespecifico
ErbB-3/cMet presenta una reduccion de la internalizacion de la ErbB-3 del 100 x
(40-1)/40 = 97,5 %; b) el anticuerpo MH_TvAb25 biespecifico ErbB-3/cMet pre-
senta una internalizacion de la ErbB-3 del 11 % vy el anticuerpo Mab 205 monoes-
pecifico original ErbB-3 presenta una internalizacion de la ErbB-3 del 40 %; por
consiguiente, el anticuerpo MH_TvAb25 biespecifico ErbB-3/cMet presenta una
reduccién de la internalizacion de la ErbB-3 del 100 x (40-11)/40 = 72,5 %; c) el
anticuerpo HER3/Met_6 biespecifico ErbB-3/cMet presenta una internalizacion de
la ErbB-3 del 11 % y el clon 29 del anticuerpo HER3 monoespecifico original
ErbB-3 presenta una internalizacién de la ErbB-3 del 54 %; por consiguiente, el
anticuerpo HER3/Met_6 biespecifico ErbB-3/cMet presenta una reduccién de la
internalizacion de la ErbB-3 del 100 x (54-6)/40 = 88,9 % (véanse los valores de
internalizacién medidos después de 2 horas en un ensayo de citometria de flujo
con células A431, ejemplo 8).

En una forma de ejecucién de la invencién, dicho anticuerpo es un anti-
cuerpo biespecifico trivalente que se une especificamente a la ErbB-3 humana y a
la c-Met humana que consta de dos sitios de unidn a antigeno que se unen espe-
cificamente a la ErbB-3 humana y un tercer sitio de fijacion sobre antigeno que se
une especificamente a c-Met humana.

En una forma de ejecucidn de la invencion dicho anticuerpo es un anti-
cuerpo biespecifico bivalente que se une especificamente a la ErbB-3 humana y a

la c-Met humana y que contiene un sitio de fijacién sobre antigeno que se une
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especificamente a la ErbB-3 humana y un segundo sitio de fijacion sobre antigeno
que se une especificamente a la c-Met humana. -

En una forma de ejecucion de la invencion, dicho anticuerpo es un anti-
cuerpo biespecifico tetravalente que se une especificamente a la ErbB-3 humana
y a la c-Met humana que contiene dos sitios de fijacion sobre antigeno que se
unen especificamente a la ErbB-3 humana y dos sitios de fijacion sobre antigeno
que se une especificamente a la c-Met humana, dicho sitios de fijacién sobre an-
tigeno que se unen especificamente a la ¢c-Met humana inhiben la dimerizacion de
la c-Met (tal como se describe, p.ej. en WO 2009/007427).

Tal como se emplea aqui, “anticuerpo” indica una proteina de unidn que
contiene sitios de fijacién sobre antigenos. Los términos “sitio de fijacion” o “sitio
de fijacibn sobre antigeno” se emplean aqui para indicar la regiéon o regiones de
una molécula de anticuerpo a las que actualmente esta unido un ligando y se
derivan de un anticuerpo. El término “sitio de fijacion scbre antigeno” incluye los
dominios variables de cadena larga del anticuerpo (VH) y/o los dominios variables
de cadena corta del anticuerpo (VL) o los pares de VH/VL, y pueden derivarse de
anticuerpos enteros o fragmentos de anticuerpo, como son el Fv de cadena sim-
ple, un dominio VH y/o un dominio VL, el Fab o el (Fab)2. En una forma de ejecu-
cion de la presente invencion, cada uno de los sitios de fijacion sobre el antigeno
contiene un dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH) y/o un dominio
variable de cadena corta de anticuerpo (VL), y esta formado con preferencia por
un par constituido por un dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL) y
un dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH).

Ademas de los sitios de fijacidn sobre antigeno derivados de anticuerpo,
también los péptidos de unién descritos p.ej. en Matzke, A. y col., Cancer Res. 65
(14), 6105-10, 2005 (15 de julio de 2005), pueden fijarse especificamente sobre
un antigeno (p.ej. c-Met). Por lo tanto, otro aspecto de la presente invencién es
una molécula de fijacién biespecifica que se une especificamente a la ErbB-3
humana y a la c-Met humana, que contiene un sitio de fijacién sobre antigeno que
se une especificamente a la ErbB-3 humana y un péptido de unién que se une
especificamente a la ¢-Met humana. Por lo tanto, otro aspecto de la presente in-

vencion es una molécula de fijacion biespecifica que se une especificamente a la
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ErbB-3 humana y a la c-Met humana, que contiene un sitic de fijacién sobre anti-
geno que se une especificamente a la c-Met humana y un péptido de unién que
se une especificamente a la ErbB-3 humana.

La Erb-B3 (también conocida como homdlogo 3 del oncogén de la leuce-
mia viral eritroblastica V-erb-b2 (aviar); ERBB3, HER3; SEQ ID NO: 46) es una
proteina unida a membrana, que tiene un dominio de fijacién sobre neurregulina,
pero no un dominio quinasa activo (Kraus, M.H. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86, 9193-7, 1989, Plowman, G.D. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 4905-9,
1990; Katoh, M. y col., Biochem. Biophys. Res. Commun. 193, 1189-97, 1993).
Puede fijarse, pues, sobre su ligando, pero no acarrea la sefial a Ia'célula por
fosforilacion. Sin embargo, forma heterodimeros con otros miembros del grupo de
receptores de EGF, que tienen actividad de quinasa. La heterodimerizacién con-
duce a la activacion de los mecanismos que conducen a la proliferacion o la dife-
renciacion celulares. Se ha publicado la amplificacion de este gen y/o la sobreex-
presién de su proteina en numerosos tipos de cancer, incluido el cancer de prés-
tata, de vejiga y de mama. Se han caracterizado variantes alternativas de empal-
me transcripcional que codifican a diferentes isoformas. Una isoforma carece de
la region intermembrana y se secreta fuera de la célula. Esta forma actua modu-
lando la actividad de la forma fijada sobre la membrana (Corfas, G. y col., 7 (6),
575-80, 2004). Se cree que la ERBB3, cuando esta activada, se convierte en sus-
trato de la dimerizacion y posterior fosforilacién con la ERBB1, ERBB2 y ERBB4.
Al igual que muchas tirosina-quinasas de receptor, la ERBB3 se activa con un
ligando extracelular. Los ligandos conocidos que se unen a la ERBB3 incluyen a
la herregulina.

El sitio de fijacion sobre el antigeno y en especial los dominios variables
de cadena larga (VH) y/o dominios variables de cadena corta (VL) del anticuerpo,
que se unen especificamente a la ErbB-3 humana, pueden derivarse a) de anti-
cuerpos anti-ErbB-3 conocidos, descritos p.ej. en WO 97/35885, WO
2007/077028 o WO 2008/100624; o b) de nuevos anticuerpos anti-ErbB-3 obteni-
dos por métodos de inmunizacién nueva, entre otros, la proteina ErbB-3 humana

o el acido nucleico o fragmentos de la misma o por exposicion de fagos.
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El MET (factor de transicién mesenquimo-epitelial) es un protooncogén
que codifica a una proteina MET (también conocida como c-Met; receptor del
factor de crecimiento de hepatocitos = HGFR; receptor de HGF; receptor del fac-
tor de diseminacién (scatter); receptor del SF; SEQ ID NO: 45) (Dean, M. y col.,
Nature 318, 385-8, 1985; Chan, A.M. y col., Oncogene 1, 229-33, 1987; Bottaro,
D.P. y col., Science 251, 802-4, 1991; Naldini, L. y col.,, EMBO J. 10, 2867-78,
1991; Maulik, G. y col., Cytokine Growth Factor Rev. 13, 41-59, 2002). EI MET es
un receptor de membrana que es esencial para el desarrollo embrionario y 1a cu-
racion de heridas. El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) es el unico ligan-
do conocido del receptor del MET. El MET se expresa normalmente en células de
origen epitelial, mientras que la expresion del HGF se restringe a células de ori-
gen mesenquimal. A raiz de la estimulacion del HGF, el MET induce diversas
respuestas biologicas que colectivamente dan lugar a un programa conocido co-
mo crecimiento invasivo. La activacion anormal del MET en el cancer guarda rela-
cidén con un prondstico malo, en el que el MET aberrantemente activo desencade-
ha el crecimiento tumoral, la formacién de nuevos vasos sanguineos {angiogéne-
sis) que abastecen al tumor con nutrientes y el cancer se propaga a otros 6rganos
{metastasis). Ei MET se desregula en muchos tipos de enfermedades malignas
humanas, incluidos el cancer de rifién, de higado, de estémago, de mama y de
cerebro. Normalmente, solo las células germinales y las células progenitoras ex-
presan el MET, lo cual permite que estas células crezcan de modo invasivo, con

el fin de generar nuevos tejidos en un embrién o de regenerar tejidos dafados en

un adulto. Sin embargo, se cree que las células germinales cancerosas secues-

tran la capacidad de las células germinales normales de expresar el MET y de
este modo llegan a provocar la persistencia del cancer y su propagacion a otras
partes del cuerpo.

El sitio de fijacién sobre el antigeno y, en especial, los dominios variables
de cadena larga (VH) y/o dominios variables de cadena corta (VL) de anticuerpo,
que se unen especificamente a la ¢c-Met humana pueden derivarse de a) de anti-
cuerpos anti-c-Met conocidos, descritos p.gj. en US 5,686,292, US 7,476,724,
WO 2004/072117, WO 2004/108766, WO 2005/016382, WO 2005/063816,
WO 2006/015371, WO 2006/ 104911, WO 2007/126799, o WO 2009/007427; o b)

AG
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de anticuerpos anti-c-Met nuevos, obtenidos p.ej. por métodos de inmunizacion
nueva empleando entre otros la proteina anti-c-Met humana o el acido nucleico o
fragmentos de la misma o por exposicién de fagos.

Otro aspecto de la invencion es un método para la seleccion de un anti-
cuerpo biespecifico segun la invencidn, que consta de los pasos siguientes:

a) medir la internalizacién de la ErbB-3 en células A431 (ATCC n® CRL-
1555) inducida por un anticuerpo biespecifico anti-ErbB-3/anti-c-Met después de 2
horas en un ensayo de citometria de flujo (FACS), por comparacién con la interna-
lizacion de la ErbB-3 en ausencia de anticuerpo;

b) medir la internalizacion de la ErbB-3 en células A431 (ATCC n°® CRL-
1555) en un ensayo de citometria de flujo (FACS) en ausencia de anticuerpo;

¢) seleccionar un anticuerpo biespecifico que presente una internalizacion
de la ErbB-3 no superior al 15 % en células A431 después de 2 horas de exposi-
cion al anticuerpo, por comparacion con la internalizacién de la ErbB-3 en ausen-
cia de anticuerpo.

En una forma de ejecucién se elige un anticuerpo biespecifico que pre-
senta una internalizaciéon de la ErbB-3 no superior al 10 %. En una forma de eje-
cucion se elige un anticuerpo biespecifico que presenta una internalizacion de la
ErbB-3 no superior al 7 %. En una forma de ejecucion se elige un anticuerpo bi-
especifico que presenta una internalizacion de la ErbB-3 no superior al 5 %.

Otro aspecto de la invencion es un método de seleccion de un anticuerpo
biespecifico segun la invencién, que consta de los pasos siguientes:

a) medir la internalizacidén de la ErbB-3 en células A431 (ATCC n°® CRL-
1555) inducida por un anticuerpo biespecifico anti-ErbB-3/anti-c-Met después de 2
horas en un ensayo de citometria de flujo (FACS), por comparacion con la interna-
lizacién de la ErbB-3 en ausencia de anticuerpo;

b) medir la internalizacion de la ErbB-3 en células A431 (ATCC n° CRL-
1555%) inducida por el correspondiente anticuerpo monoespecifico anti-ErbB-3
después de 2 horas en un ensayo de citometria de flujo (FACS);

c) seleccionar un anticuerpo biespecifico que reduzca la internalizacion de
la ErbB-3 inducida por el correspondiente anticuerpo monoespecifico original

ErbB-3 en un 50 % o mas (en células A431, despues de 2 horas).

41



10

15

20

25

30

- 16 -

En una forma de ejecucion se elige un anticuerpo biespecifico que reduce
la internalizaciéon de la ErbB-3, comparada con la internalizaciéon de la ErbB-3
inducida por el correspondiente anticuerpo monoespecifico original ErbB-3, en un
60 % o mas. En una forma de ejecucion se elige un anticuerpo biespecifico que
reduce la internalizacion de ia ErbB-3, comparada con la internalizacién de la
ErbB-3 inducida por el correspondiente anticuerpo monoespecifico original ErbB-
3, enun 70 % o mas. En una forma de ejecucion se elige un anticuerpo biespeci-
fico que reduce la internalizacién de la ErbB-3, comparada con la internalizacién
de la ErbB-3 inducida por el correspondiente anticuerpo monoespecifico original
ErbB-3, en un 80 % o mas.

Otro aspecto de la invencién es un anticuerpo biespecifico que se une es-
pecificamente a la ErbB-3 humana y a la ¢-Met humana, que contiene un primer
sitio de fijacién sobre antigeno que se une especificamente a la ErbB-3 humana y
un segundo sitio de fijacion sobre antigeno que se une especificamente a la ¢-Met
humana caracterizado porque

i} dicho primer sitio de fijacion sobre antigeno contiene en el dominio va-
riable de cadena larga una regién CDR3H de SEQ ID NO: 53, una region CDR2H
de SEQ ID NO: 54 y una regién CDR1H de SEQ ID NO: 55, y en el dominio varia-
ble de cadena corta una regién CDR3L de SEQ ID NO: 56, una regién CDR2L de
SEQ ID NO: 57 y una region CDR1L de SEQ ID NO: 58 6 una regiéon CDR1L de
SEQID NO: 59; y

dicho segundo sitio de fijacién sobre antigeno contiene en el dominio va-
riable de cadena larga una regidén CDR3H de SEQ ID NO: 66, una regiéon CDR2H
de SEQ ID NO: 67 y una region CDR1H de SEQ ID NO: 68, y en el dominio varia-
ble de cadena corta una regién CDR3L de SEQ D NO: 69, una regién COR2L de
SEQ ID NO: 70 y una region CDR1L de SEQ ID NO: 71;

iy dicho primer sitio de fijacién sobre antigeno contiene en el dominio va-
rniable de cadena larga una regién CDR3H de SEQ ID NO: 60, una region CDR2H
de SEQ ID NO: 61 y una regién CDR1H de SEQ ID NO: 62, y en el dominio varia-
ble de cadena corta una regidon CDR3L de SEQ ID NO: 63, una region CDR2L de
SEQ ID NO: 64 y una regién CDR1L de SEQ ID NO: 65 o una regién COR1L de
SEQ ID NO: 66; y
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dicho segundo sitio de fijacion sobre antigenc contiene en el dominio va-
riable de cadena larga una region CDR3H de SEQ ID NO: 66, una regién CDR2H
de SEQ ID NO: 67 y una region CDR1H de SEQ ID NO: 68, y en el dominio varia-
ble de cadena corta una regién CDR3L de SEQ ID NO: 69, una regiéon CDR2L de
SEQ ID NO: 70 y una regiéon CDR1L de SEQ ID NO: 71.

Otro aspecto de la invencion es un anticuerpo biespecifico que se une es-
pecificamente a la ErbB-3 humana y a la ¢c-Met humana, que contiene un primer
sitio de fijacion sobre antigeno que se une especificamente a la ErbB-3 humana y
un segundo sitio de fijacién sobre antigeno que se une especificamente a la c-Met
humana caracterizado porque

dicho primer sitio de fijacion sobre antigeno contiene en el dominio varia-
ble de cadena larga una regién COR3H de SEQ ID NO: 53, una regién CDR2H de
SEQ ID NO: 54 y una region CDR1H de SEQ ID NO: 55, y en el dominio variable
de cadena corta una regién CDR3L de SEQ ID NO: 56, una regién CDR2L de
SEQ ID NO: 57 y una regién CDR1L de SEQ ID NO: 58 & una regién CDR1L de
SEQ ID NQO: 59; y

dicho segundo sitio de fijacién sobre antigeno contiene en el dominio va-
riable de cadena larga una region CDR3H de SEQ ID NO: 66, una region CDR2H
de SEQ ID NO: 67 y una regién CDR1H de SEQ ID NO: 68, y en el dominio varia-
ble de cadena corta una region CDR3L de SEQ ID NO: 69, una region CDR2L de
SEQ ID NO: 70 y una regién CDR1L de SEQ ID NO: 71.

Otro aspecto de la invencién es un anticuerpo biespecifico que se une es-
pecificamente a la ErbB-3 humana y a la c-Met humana, que contiene un primer
sitio de fijacion scobre antigeno que se une especificamente a la ErbB-3 humana y
un segundo sitio de fijacién sobre antigeno que se une especificamente a la c-Met
humana caracterizado porque

dicho primer sitio de fijacion sobre antigeno contiene en el dominio varia-
ble de cadena larga una regién COR3H de SEQ ID NO: 60, una regién CDR2H de
SEQ ID NO: 61 y una region CDR1H de SEQ ID NO: 62, y en el dominio variable
de cadena corta una regién CDR3L de SEQ ID NO: 63, una region CDR2L de
SEQ ID NO: 64 y una regién CDR1L de SEQ ID NO: 65 o una region COR1L de
SEQ ID NO: 66; y
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dicho segundo sitio de fijacidon sobre antigeno contiene en el dominio va-
riable de cadena larga una regién CDR3H de SEQ ID NO: 66, una regién CDR2H
de SEQ ID NO: 67 y una regién CDR1H de SEQ ID NQ: 68, y en el dominio varia-
ble de cadena corta una region CDR3L de SEQ ID NO. 69, una region CDR2L. de
SEQ ID NO: 70 y una region CDR1L de SEQ ID NO: 71.

Dicho anticuerpo biespecifico se caracteriza con preferencia porque:

i) dicho primer sitio de fijacion sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 47, y como dominio variable
de cadena corta la secuencia de SEQ ID NO: 48; y dicho segundo sitio de fijacion
sobre antigeno que se une especificamente a la c-Met contiene como dominio
variable de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 3, y como dominio variable
de cadena corta la secuencia de SEQ ID NO: 4,

iy dicho primer sitio de fijacién sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 49, y como dominio variable
de cadena corta la secuencia de SEQ ID NO: 50; y dicho segundo sitio de fijacion
sobre antigenc contiene como dominio variable de cadena larga la secuencia de
SEQ ID NO: 3, y como dominio variable de cadena corta la secuencia de SEQ 1D
NQ: 4;

iii) dicho primer sitio de fijacién sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 49, y como dominio variable
de cadena corta la secuencia de SEQ ID NQO: 51; y dicho segundo sitio de fijacion
sobre antigeno contiene como dominio variable de cadena larga la secuencia de
SEQ ID NO: 3, y como dominio variable de cadena corta la secuencia de SEQ |D
NO: 4;

iv) dicho primer sitio de fijacion sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 49, y como dominio variable
de cadena corta la secuencia de SEQ ID NO: 52; y dicho segundo sitio de fijacion
sobre antigeno contiene como dominio variable de cadena larga la secuencia de
SEQ ID NQO: 3, y como dominio variable de cadena corta la secuencia de SEQ ID
NO: 4; 0

v) dicho primer sitio de fijacién sobre antigeno contiene como dominio va-

riable de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 1, y como dominio variable de
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cadena corta la secuencia de SEQ ID NO: 2; y dicho segundo sitio de fijacion
sobre antigeno contiene como dominio variable de cadena larga la secuencia de
SEQ ID NO: 3, y como dominio variable de cadena corta la secuencia de SIEQ 1D
NO: 4.

Con preferencia, dicho anticuerpo biespecifico se caracteriza porque:

dicho primer sitio de fijacion sobre antigeno contiene como dominio varia-
ble de cadena larga la secuencia de SEQ ID NO: 49, y como dominio variable de
cadena corta la secuencia de SEQ ID NO: 51; y dicho segundo sitio de fijacion
sobre antigeno contiene como dominio variable de cadena larga la secuencia de
SEQ ID NO: 3, y como dominio variable de cadena corta la secuencia de SEQ ID
NO: 4.

LLa especificidad del anticuerpo indica el reconocimiento selectivo que rea-
liza el anticuerpo de un epitope concreto existente en un antigeno. Los anticuer-
pos naturales son, por ejemplo, monoespecificos. Los “anticuerpos biespecificos”
segun la invencién son anticuerpos gue tienen dos especificidades diferentes para
la fijacion sobre antigenos. Cuando un anticuerpo tiene mas de una especificidad,
los epitopes reconocidos pueden asociarse con un solo antigeno o con mas de un
antigeno. Los anticuerpos de la presente invencién son especificos de dos anti-
genos diferentes, es decir, de la ErbB-3 como primer antigeno y de la c-Met como
segundo antigeno.

El término anticuerpo “monoespecifico” se emplea aqui para indicar un
anticuerpo que tiene uno o mas sitios de fijacion, cada uno de ellos se une al
mismo epitope del mismo antigeno.

El término “valente” se emplea dentro de la presente solicitud para indicar
la presencia de un numero determinado de sitios de fijacion existentes en una
molécula de anticuerpo. Por tanto, los términos “bivalente”, “tetravalente’, y
“hexavalente” indican la presencia de dos sitios de fijacion, cuatro sitios de fijacion
y seis sitios de fijacion, respectivamente, en una molécula de anticuerpo. Los anti-
cuerpos biespecificos segin la invencién son por lo menos “bivalentes” y pueden
ser “trivalentes” o “multivalentes” (p.gj. (“tetravalentes” o “hexavalentes”).

Un sitio de un anticuerpo de la invencion para la fijacién sobre antigeno

puede contener seis regiones determinantes de complementariedad (CDR), que
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en grados variables contribuyen a la afinidad del sitio de fijacion para con el anti-
geno. Hay tres CDR de dominio variable de cadena larga (CORH1, CDRHZ2 y
CDRH3} y tres CDR de dominio variable de cadena corta (CDRL1, CDRL2 y
CDRL3). La extension de ias CDR y de las regiones de armazén (FR) se determi-
na comparandolas con una base de datos compilada de secuencias de aminoaci-
dos, en las que estas regiones se hayan definido segun la variabilidad entre las
secuencias. Se incluye también dentro del alcance de la invencion los sitios fun-
cionales de fijacion sobre antigeno que constan de pocas CDR (es decir, en los
que la especificidad de fijacion viene determinada por tres, cuatro ¢ cinco CDR).
Por ejemplo, para la fijacion puede ser suficiente con menos de un conjunto com-
pleto de 6 CDR. En algunos casos, puede ser suficiente con un dominio VH o un
dominio VL.

Pueden utilizarse los anticuerpos biespecificos bivalentes del tipo 1gG co-
ntra la ErbB-3 humana y la ¢-Met humana que contienen las regiones constantes
de la inmunoglobulina, tal como se ha descrito p.ej. en la solicitud EP 07024867.9,
la solicitud EP 07024864 .6, la solicitud EP 07024865.3 o Ridgway, J.B., Protein
Eng. 9, 617-621, 1996, WO 96/027011; Merchant, A.M. y col., Nature Biotech. 16,
677-681, 1998; Atwell, S. y col., J. Mol. Biol. 270, 26-35, 1997 y EP 1870459A1.

Los términos “anticuerpo monoclonal” o “composicion de anticuerpo mo-

|"

noclonal” se emplean aqui para indicar una preparacién de moléculas de anti-
cuerpo que tienen una Unica composicion de aminoacidos.

El término “anticuerpo quimérico” indica un anticuerpo que contiene una
region variable, es decir, una region de fijacion de una fuente o especie y por lo
menos una borcién de una region constante derivada de una especie o fuente di-
ferente, obtenida normalmente por técnicas de DNA recombinante. Son preferidos _
los anticuerpos quiméricos que contienen una regidn variable murina y una regioén
constante humana. Otras formas preferidas de “anticuerpos quimeéricos” contem-
pladas en la presente invencion son aquellas, en las que la regién constante se ha
modificado o’'cambiado con respecto a la del anticuerpo original para generar las
propiedades segln la invencion, en especial en lo que respecta a la union con el
C1q y/o la union con el receptor de Fc (FcR). Dichos anticuerpo quiméricos se

denominan también “anticuerpos de clase cambiada” (class-switched antibodies).
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Los anticuerpos quiméricos son el producto de genes de inmunoglobulina expre-
sados que contienen segmentos de DNA que codifican a las regiones variables de
inmunoglobulina y segmentos de DNA que codifican a las regiones constantes de
inmunoglobulina. Los métodos de obtenciéon de anticuerpos quiméricos incluyen
las tecnicas convencionales de DNA recombinante y de transfeccion genética,
que son bien conocidas en la técnica, véase p.ej. Morrison, S.L. y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81, 6851-6855, 1984; US 5,202,238 y US 5,204,244,

El término “anticuerpo humanizado” indica anticuerpos en las que las re-
giones de estructura o “regiones determinantes de complementariedad” (CDR) se
han madificado para que contengan la CDR de una inmunoglobulina de especifi-
cidad diferente con respecto a la de la inmunoglobulina original. En una forma
preferida de ejecucion, se injerta una COR murina en la regién de estructura de un
anticuerpo humano para obtener el “anticuerpo humanizado”, véase p.ej. Riech-
mann, L. y col., Nature 332, 323-327, 1988, y Neuberger, M.S. y col., Nature 314,
268-270, 1985. Las CDR especialmente preferidas corresponden a las que repre-
sentan secuencias que reconocen a los antigenos antes mencionados de los anti-
cuerpos quimeéricos. Otras formas de “anticuerpos humanizados” contemplados
en la presente invencion son aquellas, en las que la regidn constante se ha modi-
ficado o cambiado adicionalmente con respecto al anticuerpo original para gene-
rar propiedades segun la invencién, en especial en lo que respecta a la unién con
el C1q y/o a la unién con el receptor de Fc¢ (FCR).

El término “anticuerpo humano” se emplea aqui para indicar anticuerpos
que tienen regiones variables y constantes derivadas de las secuencias de inmu-
noglobulina de linea germinal humana. Los anticuerpos humanos son bien cono-
cidos en el estado de la técnica (van Dijk, M.A. y van de Winkel, J.G., Curr. Opin.
Chem. Biol. 5, 368-374, 2001). Los anticuerpos humanos pueden obtenerse tam-
bién en animales transgénicos (p.ej., ratones) que, después de la inmunizacién,
son capaces de producir un repertorio completo ¢ una seleccién de anticuerpos
humanos en ausencia de produccion endoégena de inmuncglobulina. La transfe-
rencia de la disposicién genética de la inmunoglobulina de ta linea germinal
humana a dichos ratones mutantes de linea germinal puede traducirse en la pro-

duccion de anticuerpos humanos después del contacto con el antigeno (ver, p.ej.,

SZ



10

15

20

25

30

- 27 -
Jakobovits, A. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 2551-2555, 1993; Jakabovits,
A.y col., Nature 362, 255-258, 1993; Bruggemann, M. y col., Year Immunal. 7, 33-
40, 1993). Los anticuerpos humanos pueden producirse también en bibliotecas de
exposicion de fagos (Hoogenboom, H.R. y Winter, G., J. Mol. Biol. 227, 381-388,
1992; Marks, J.D. y col., J. Mol. Biol. 222, 581-597, 1991). Se dispone también de
las técnicas de Cole, A. y col. y Boerner, P. y col. para la obtencién de anticuerpos
monoclonales humanos (Cole, A. y col.,, Monoclonal Antibodies and Cancer The-
rapy, Liss, A.L., p. 77, 1985; y Boerner, P. y col., J. Immunol. 147, 86-95, 1991).
Tal como se ha mencionado antes para los anticuerpos quiméricos y humaniza-
dos segun la invencién, el término “human anticuerpo” se emplea aqui para indi-
car los anticuerpos que se han modificado en la regién constante para generar
propiedades seguln la invencion, en especial en lo que respecta a la union al C1q
y/o a la unién al FcR, p.ej. por “cambio de clase”, es decir, cambio o mutacién de
partes del Fc (p.ej. de la IgG1 a la IgG4 y/o mutacion IgG1/1gG4).

El término “anticuerpo humano recombinante” se emplea aqui para indicar
todos los anticuerpos humanos que se obtienen, expresan, crean o aislan por
medios recombinantes, como son los anticuerpos aislados de una célula hospe-
dante por ejemplo una célula NSO o CHO o de un animal (p.ej. un ratén) que sea
transgenico en cuanto a los genes de la inmunoglobulina humana o los anticuer-
pos expresados empleando un vector de expresion recombinante transfectado a
una celula hospedante. Tales anticuerpos humanos recombinantes tienen regio-
nes variables y constantes en una forma reordenada. Los anticuerpos humanos
recombinantes segun la invencion se han sometido a una hipermutacién somatica
“in vivo". Por tanto, las secuencias de aminoacidos de las regiones VH y VL del
anticuerpo recombinante son secuencias que, en cuanto derivadas de y relacio-
nadas con las secuencias VH y VL de linea germinal humana, no pueden existir
de modo natural en del repertorio de lineas germinales de anticuerpos humanos
*in vivo".

El “dominio variable” (dominio variable de una cadena corta (VL), region
variable de una cadena larga (VH) se emplea aqui para indicar cada uno de los
pares de cadenas cortas y largas que intervienen directamente en la fijacién del

anticuerpo sobre el antigeno. Los dominios de cadenas variables humanas, cortas

54



10

15

20

25

30

- 23 -
y largas, tienen la misma estructura general y cada dominio contiene cuatro regio-
nes de estructura (FR), cuyas secuencias estan muy conservadas, conectadas
por tres “regiones hipervariables” (¢ regiones determinantes de complementarie-
dad, CDR). Las regiones estructurales adoptan una conformacién de lamina B y
las CDR pueden formar bucles que conecten la estructura de |lamina . Las CDR
de cada cadena se mantienen en su estructura tridimensional gracias a las regio-
nes de estructura y junto con las CDR de la ofra cadena forman el sitio de fijacion
sobre el antigeno. Las regiones CDR3 de cadena larga y corta del anticuerpo
desempefian un rol especialmente importante en la especificidad de
unién/afinidad de los anticuerpos segun la invencion y por ello constituyen otro
objeto de la invencidn.

Los términos “region hipervariable” o “porcién de un anticuerpo que se
une al antigeno” se emplean aqui para indicar los restos aminoacido de un anti-
cuerpo que producen la unién con el antigeno. La region hipervariable contiene
restos aminodcido de las ‘regiones determinantes de complementariedad” o
“CDR". Las regiones de “estructura” o0 “FR” son aquelias regiones de dominio va-
riable distintas de los restos de region hipervariable que se acaban de definir. Por
lo tanto, fas cadenas cortas y largas de un anticuerpo abarcan desde el extremo N
al extremo C de los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Las
CDR de cada cadena estan separadas por los aminoacidos de estructura. En
especial, la CDR3 de cadena larga es la region que mas contribuye a la fijacién
sobre el antigeno. Las regiones CDR y FR se determinan con arreglo a la defini-
cion estandar de Kabat y col., Sequences of Proteins of iImmunological Interest, 52
ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991).

Tal como se emplea aqui, el término “unidn” o “fijacion especifica” indica
la unién del anticuerpo a un epitope del antigeno (la ErbB-3 humana o la ¢-Met
humana) en un ensayo “in vitro”, con preferencia en un ensayo de resonancia de
plasmén (BlAcore, GE-Healthcare Upsala, Suecia) con el antigeno de tipo salvaje
purificado. La afinidad de la unién se define en términos ka (constante de veloci-
dad de asociacion del anticuerpo del complejo de anticuerpo/antigeno), kp (cons-
tante de disociacién) y Kp (kp/ka). La unién o fijacion especifica indica una afini-

dad de unién (Kp) de 10 moles/| o menos, con preferencia de 10° M a 10" mo-
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les/l. Por tanto, un anticuerpo biespecifico <ErbB3-c-Met> segun la invencion se
fija especificamente sobre cada antigeno del que es especifico con una afinidad
de fijacion (Kp) de 10 moles/l o menos, con preferencia de 10° M a 10™"* moles/|.

La fijacién del anticuerpo con el FcyRIll puede investigarse mediante un
ensayo BlAcore (GE-Healthcare, Upsala, Suecia). La afinidad de la unién se defi-
ne mediante los términos ka (constante de velocidad de asociacion de! anticuerpo
del complejo de anticuerpo/antigeno), kp (constante de disociacion) y Kp (kp/ka).

El término “epitope” incluye cualquier determinante polipeptidico capaz de
la unidn especifica con un anticuerpo. En ciertas formas de ejecucion, el determi-
nante epitope incluye a grupos de moléculas de superficie quimicamente activos,
como son los aminoacidos, cadenas laterales de azucar, fosforilo o sulfonilo y, en
ciertas formas de ejecucion, pueden tener caracteristicas estructurales tridimen-
sionales especificas y/o caracteristicas especificas de carga. Un epitope es una
region de un antigeno que esta unida a un anticuerpo.

En ciertas formas de ejecucion, se dice que un anticuerpo se une especi-
ficamente a un antigeno si reconoce con preferencia su antigeno diana en una
mezcla compleja de proteinas y/o macromolécuias.

El término “regidon constante” se emplea en la presente solicitud para indi-
car la suma de los dominios de un anticuerpo distintos a la regidén variable. La
region constante no participa directamente en la fijacion sobre un antigeno, pero
posee varias funciones efectoras. En funcion de la secuencia de aminoacidos de
la regién constante de sus cadenas largas, los anticuerpos se dividen en los sub-
grupos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM y varios de ellos pueden dividirse a su vez en
subgrupos, por ejemplo el IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4, IgA1 e IgA2. Las regiones
constantes de cadena larga que corresponden a los diferentes grupos de anti-
cuerpos se denominan q, 9, €, y y jJ, respectivamente. Las regiones constantes de
cadena corta, que pueden encontrarse en los cincos grupos de anticuerpo, se
denominan x (kappa) y A (lambda).

El término “regién constante derivada de un origen humano” se emplea en

la presente solicitud para indicar una region constante de cadena larga de un anti-

cuerpo humano de los subgrupos IgG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4 y/o una regién cons-

tante de cadena corta kappa o lambda. Dichas regiones constantes son bien co-
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nocidas en el estado de la técnica y se han descrito p.ej. en Johnson, G. y Wy,

T.T., Nucleic Acids Res. 28, 214-218, 2000; Kabat, E.A. y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 72, 2785-2788, 1975.

En una forma de ejecucion, los anticuerpos biespecificos segun fa inven-
cion tiene una regidén constante del subgrupo 1gG1 o 1gG3 (con preferencia del
subgrupo IgG1), que se deriva con preferencia de un origen humano. En una for-
ma de ejecucidn, los anticuerpos biespecificos segan la invencién contienen una
parte Fc del subgrupo IgG1 o IgG3 (con preferencia del subgrupo IgG1), que se
deriva con preferencia de un origen humano.

La regién constante de un anticuerpo participa directamente en la ADCC
(citotoxicidad mediada por la célula dependiente de anticuerpo) y en la CDC (cito-
toxicidad dependiente del complemento). La activacion del complemento (CDC)
se inicia con la fijacion del factor de complemento C1q sobre la region constante
de la mayor parte de los subgrupos de anticuerpos IgG. La fijacién de! C1q sobre
un anticuerpo viene provocada por interacciones proteina-proteina definidas en el
sitio [lamada de fijacién. Dichos sitios de fijacion de regién constante se conocen
en el estado de la técnica y se han descrito p.ej. en Lukas, T.J. y col., J. Immunol.
127, 2555-2560, 1981; Brunhouse, R. y Cebra, J.J., Mol. Immunol. 18, 907-817,
1979; Burton, D.R. y col., Nature 288, 338-344, 1980, Thommesen, J.E. y col,,
Mol. Immunol. 37, 995-1004, 2000; |dusogie, E.E. y col., J. Immunol. 164, 4178-
4184, 2000; Hezareh, M. y col., J. Virol. 75, 12161-12168, 2001; Morgan, A. y col.,
Immunology 86, 319-324, 1985; y EP 0 307 434. Dichos sitics de fijacion de re-
gién constante son caracteristicos p.ej. de los aminocacidos L234, 1235, D270,
N297, E318, K320, K322, P331 y P329 (numeracion segun el indice EU de Ka-
bat).

El término “citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC)” indica

la lisis de células diana humanas por accidén de un anticuerpo segun la invencion
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en presencia de células efectoras. La ADCC se mide con preferencia mediante el
tratamiento de una preparacion de células que expresan a la ErbB-3 y la c-Met
con un anticuerpo segun la invencidn en presencia de células efectoras, por
ejemplo las PBMC recién aisladas o las células efectoras purificadas a partir de

capas leucocitarias (buffy coats), como son los monocitos o las células asesinas

naturales (NK) o una linea celular de NK de crecimiento permanente. El término

“citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)” indica un proceso iniciado
con la fijacion del factor de complemento C1q sobre la parte Fc de la mayoria de
subgrupos de anticuerpos IgG. La union del C1q a un anticuerpo es causada por
interacciones proteina-proteina definidas en el sitio llamado de fijacién. Dichos
sitios de fijacion de la parte Fc son conocidos en el estado de la técnica (ver mas
arriba). Dichos sitios de fijacion de la parte Fc se caracterizan p.ej. por los ami-
noacidos 1234, L235, D270, N297, E318, K320, K322, P331 y P329 (numeracion
segun el indice EU de Kabat). Los anticuerpos de los subgrupos IgG1, 19G2 e
IgG3 presentan normalmente activacion del complemento incluida Ia fijacidén sobre
el C1g y C3, mientras que el IgG4 no activa el sistema de complemento y no se
fija sobre el C1q y/o el C3.

Las funciones efectoras de los anticuerpos monoclonales de mediacion
celular pueden intensificarse disefiando su componente oligosacarido del modo
descritc por Umana, P. y col, Nature Biotechnol. 17, 176-180, 1999, y
US 6,602,684. Los anticuerpos de tipo IgG1, que son los anticuerpos mas utiliza-
dos en el ambito terapéutico, son glucoproteinas que tienen un sitio de glucosila-
cion unido a N conservado en Asn297 en cada dominio CH2. Los dos oligosacari-
dos biantenarios complejos unidos al Asn297 estan sepultados entre los dominios
CH2, formando contactos extensivos con el esqueleto del polipéptido y su presen-
cia es esencial para que el anticuerpo pueda mediar en las funciones efectoras,
por ejemplo la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) (Lifely,
M.R. y col., Glycobiology 5, 813-822, 1995; Jefferis, R. y coi., Immunol. Rev. 163,
59-76, 1998; Wright, A. y Morrison, S.L., Trends Biotechnol. 15, 26-32, 1997).
Umana, P. y col. ha puesto de manifiesto en Nature Biotechnol. 17, 176-180, 1589
y WO099/54342 que la sobreexpresibn de la  R(1,4)-N-acefil-

glucosaminiltransferasa Il (“GnTIlI"), una glucosiltransferasa que cataliza la for-
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macién de oligosacaridos biseccionados, en células de ovarios de hamster chino
(CHO), aumenta significativamente la actividad ADCC de los anticuerpos “in vitre”.
Las alteraciones de la composicion del hidrato de carbono Asn297 o su elimina-
cion afecta también su fijacion sobre el FeyR y C1q (Umana, P. y col., Nature
Biotechnol. 17, 176-180, 1999; Davies, J. y col., Biotechnol. Bioeng. 74, 288-294,
2001; Mimura, Y. y col., J. Biol. Chem. 276, 45539-45547, 2001, Radaev, S. y col,,
J. Biol. Chem. 276, 16478-16483, 2001; Shields, R.L. y col., J. Biol. Chem. 276,
6591-6604, 2001; Shields, R.L. y col., J. Biol. Chem. 277, 26733-26740, 2002;
Simmons, L.C. y col,, J. Immunol. Methods 263, 133-147, 2002).

Los métodos para intensificar las funciones efectoras de anticuerpo mo-
noclonales de mediacion celular mediante la reduccidn de la cantidad de fucosa
se han descrito p.ej. en 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,
WO 2000/061739, Niwa, R. y col., J. Immunol. Methods 308, 151-160, 2005;
Shinkawa, T. y col., J. Biol. Chem. 278, 3466-3473, 2003, WO 03/055983 o
US 2005/0249722.

De modo sorprendente, los anticuerpos biespecificos <ErbB3-c-Met> se-
gun la invencion presentan una fuerte reduccion de la internalizacion del receptor
de la ErbB-3, si se comparan con sus anticuerpos originales <ErbB3> y/o <c-Met>
(ver figura 18, ejemplo 8 y tabla). Por lo tanto, en una forma de ejecucién de la
invencion, se glucosila e! anticuerpo biespecifico segun la invencién (subgrupo
IlgG1 o 1gG3) con una cadena azlcar en Asn297, siendo la cantidad de fucosa
dentro de dicha cadena azucar del 65 % o menos (numeracion segun Kabat). En
otra forma de ejecucion, la cantidad de fucosa dentro de dicha cadena azucar se
sitia entre el 5% y el 65 %, con preferencia entre el 20 % y el 40 %. “Asn297"
segun la invencion significa el aminodacido asparagina situado en la posicién 297
de la regién Fc. Basandose en variaciones de secuencia poco importantes de los
anticuerpos, el Asn297 puede estar situado en una posicion de algunos aminoaci-
dos (por lo general no mas de +3 aminoacidos) mas arriba o mas abajo de la po-
sicion 297, es decir entre la posiciéon 294 y la 300. Estos anticuerpos de glucoin-

genieria se llaman tambien anticuerpos afucosilados.
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La glucosilacion de la IgG1 o IgG3 humana tiene lugar en el Asn297 como
glucosilacién de oligosacarido complejo biantenario fucosilado, terminada con
hasta dos restos Gal. Las regiones constantes de cadena larga humanas del sub-
grupo 1gG1 0 1gG3 se han descrito con detalle en Kabat, E.A. y col., Sequences of
Proteins of Immunclogical Interest, 5% ed., Public Health Service, National Institu-
tes of Health, Bethesda, MD. (1991), y en Briggemann, M. y col., J. Exp. Med.
166, 1351-1361, 1987; Love, TW. y col., Methods Enzymol. 178, §15-527, 1989.
Estas estructuras se denominan restos glucano G0, G1 (a-1,6- 0 a-1,3-) 0 G2, en
funcion de la cantidad de restos Gal terminales (Raju, T.S., Bioprocess Int. 1, 44-
53, 2003). La glucosilacién de tipo CHO de las partes Fc del anticuerpo Fc se ha
descrito p.ej. en Routier, F.H., Glycoconjugate J. 14, 201-207, 1997. Los anticuer-
pos que se expresan de modo recombinante en células hospedantes de CHO no
glucomodificadas normalmente se fucosilan en el Asn297 en una cantidad por io
menos del 85 %. Los oligosacaridos modificados del anticuerpo original de longi-
tud completa pueden ser hibridos o complejos. Con preferencia, los oligosacari-
dos biseccionados, no fucosilados o de fucosilacién reducida son hibridos. En otra
forma de ejecucion, los oligosacaridos biseccionados, no fucosilados o de fucosi-
lacion reducida son complejos.

Segun la invencién “cantidad de fucosa” significa la cantidad de dicho
azlcar dentro de la cadena azlcar del Asn297, referida a la suma de todas las
glucoestructuras unidas al Asn297 (p.ej. estructuras de complejas, hibridas y de
aito contenido de manosa), medida por espectrometria de masas MALDI-TOF y
calculada como valor promedio. La cantidad relativa de fucosa es el porcentaje de
estructuras que contienen fucosa, referidas a todas las glucoestructuras identifi-
cadas en una muestra tratada de N-glucosidasa F (p.ej. estructuras complejas,
hibridas, de oligomanosa y de alto contenido de manosa, respectivamente), de-
terminada por MALDI-TOF (respecto al procedimiento detallado para determinar
la cantidad de fucosa, véase el ejemplo 14).

El anticuerpo biespecifico afucosilado segun la invencion puede expresar-
se en una células hospedante glucomodificada, disefiada para que exprese por o
menos un acido nucleico que codifica a un polipéptido que tenga actividad GnTIl

en una cantidad suficiente para fucosilar parcialmente los oligosacaridos de la
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region Fc. Como alternativa puede disminuirse la actividad de a1,6-
fucosiltransferasa de la célula hospedante o puede eliminarse segun US
6,946,292 para generar células hospedantes glucomodificadas. El grado de fuco-
silaciéon del anticuerpo puede predeterminarse p.ej. por las condiciones de fer-
mentacién (p.gj. el tiempo de fermentacion) o por combinacion por lo menos de
dos anticuerpos que tengan grados de fucosilacién diferentes. Tales anticuerpos
afucosilados y sus correspondientes métodos de glucoingenieria se han descrito
en WO 2005/044859, WO 2004/065540, WO 2007/ 031875, Umana, P. y col,
Nature Biotechnol. 17, 176-180, 1999, WO 99/154342, WO 2005/018572,
WO 2006/116260, WO 2006/114700, WO 2005/011735, WO 2005/0279686,
WO 97/028267, US 2006/0134709, US 2005/0054048, US 2005/0152894, WO
2003/035835 o WO 2000/061739. Estos anticuerpos glucodisefiados tienen una
mayor ADCC. Otros métodos de glucoingenieria que permiten obtener anticuer-
pos afucosilados segun la invencién se han descrito p.ej. en Niwa, R. y col,, J.
Immunol. Methods 308, 151-160, 2005; Shinkawa, T. y col., J. Biol. Chem. 278,
3466-2373, 2003; WO 03/055993 o US 2005/0249722.

Una forma de ejecucion es un método de preparacion del anticuerpo bies-
pecifico del subgrupo 1gG1 o IgG3 que se ha glucosilado con una cadena azlcar
en Asn297, con lo cual la cantidad de fucosa dentro de dicha cadena azlcar es
del 65 % o menos, aplicando el procedimiento descrito en WO 2005/044859,
WO 2004/065540, WO 2007/ 031875, Umana, P. y col., Nature Biotechnol. 17,
176-180, 1999, WO 99/154342, WO 2005/018572, WO 2006/116260, WO

2006/114700, WO  2005/011735, WO 2005/027966, WO 97/028267,

US 2006/0134709, US 2005/0054048, US 2005/0152894, WO 2003/035835 o WO
2000/061739.

Una forma de ejecucion es un método de preparacion del anticuerpo bies-
pecifico del subgrupo 1gG1 o [gG3 que se ha glucosilado con una cadena azucar
en Asn297, con lo cual la cantidad de fucosa dentro de dicha cadena azticar es
del 65 % o menos, aplicando el procedimiento descrito en Niwa, R. y col., J. Im-
munol. Methods 306, 151-160, 2005; Shinkawa, T. y col., J. Biol. Chem. 278,
3466-2373, 2003; WO 03/055993 o US 2005/0249722.

Formatos de anticuerpo biespecifico
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Los anticuerpos de la presente invencién tienen dos o mas sitios de fija-
cion y son biespecificos. Es decir, los anticuerpos pueden ser biespecificos inclu-
so en los casos, en los que hay mas de dos sitios de fijacién (es decir, cuando el
anticuerpo es trivalente o multivalente). Los anticuerpos biespecificos de la inven-
cidn incluyen, por ejemplo, a los anticuerpos multivalentes de cadena simple, los
diacuerpos y los triacuerpos, asi como los anticuerpos que tienen la estructura de
dominio constante de los anticuerpos de longitud completa a los que se unen
otros sitios de fijacion sobre antigeno (p.ej. Fv de cadena simpie, un dominio VH
y/o un dominio VL, Fab o (Fab)2,) mediante uno ¢ mas engarces peptidicos. Los
anticuerpos pueden ser de longitud completa de una especie unica o pueden ser
quimerizados o humanizados. En el caso de un anticuerpo con mas de dos sitios
de fijacion sobre el antigeno, algunos sitios de fijacién pueden ser idénticos, en el
supuesto de que la proteina tenga sitios de fijacion sobre dos antigenos diferen-
tes. Es decir, un primer sitio de fijacién es especifico para la ErbB-3, mientras que
el segundo sitio de fijacion es especifico de la c-Met, o viceversa.

En una forma preferida de ejecucion, el anticuerpo biespecifico que se
une especificamente a la ErbB-3 humana y a la c-Met humana segtn la invencién
contiene la region Fc de un anticuerpo. Tal anticuerpo conserva las propiedades
de

Formatos biespecificos bivalentes

Pueden utilizarse anticuerpos biespecificos bivalentes contra la ErbB-3 -

humana y la c-Met humana que contienen regiones constantes de inmunoglobuli-
na del modo descrito p.¢j. en WO 2009/080251, WO 2008/080252, WO
2009/080253 o Ridgway, J.B., Protein Eng. 9, 617-621, 1996, WO 96/027011;
Merchant, A M. y col., Nature Biotech. 16, 677-681, 1998; Atwell, S. y col., J. Mol.
Biol. 270, 26-35, 1997 y EP 1870459A1.

Por lo tanto, en una forma de ejecucion de la invencién el anticuerpo bies-
pecifico <ErbB3-c-Met> segln la invencién es un anticuerpo biespecifico bivalen-
te, que contiene:

a) la cadena corta y la cadena larga de un anticuerpo de longitud comple-

ta que se une especificamente a la ErbB-3; y
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b) la cadena corta y la cadena larga de un anticuerpo de longitud comple-
ta que se une especificamente a la c-Met humana,

en el que los dominios constantes CL y CH1, y/o los dominios variables
VL y VH se reemplazan entre si.

En otra forma de ejecucion de la invencion, el anticuerpo biespecifico
<ErbB3-c-Met> segin la invencion es un anticuerpo biespecifico bivalente, que
contiene:

a) la cadena corta y la cadena larga de un anticuerpo de longitud comple-
ta que se une especificamente a la ¢c-Met humana; y

b) a cadena corta y la cadena larga de un anticuerpo de longitud comple-
ta que se une especificamente a ErbB-3,

en el que los dominios constantes CL y CH1, y/o los dominios variables
VL y VH se reemplazan entre si.

Sobre la estructura esquematica ilustrativa de la tecnologia de “botones
dentro de ojales” (knob-into-holes) descrita a continuacién véanse las figuras 2a-c.

Para mejorar los rendimientos de tales anticuerpos biespecificos anti-
ErbB-3/anti-C-met, bivalentes, heterodimeros, pueden alterarse los dominios CH3
de dicho anticuerpo de longitud completa con la tecnologia de "botones dentro de
ojales” que se describe con detalle mediante varios ejemplos p.gj. en
WO 96/027011, Ridgway, J.B. y col., Protein Eng. 9, 617-621, 1996; y Merchant,
A.M. y col., Nat. Biotechnol. 16, 677-681, 1998. En este método se alteran las
superficies de interaccion de los dos dominios CH3 para aumentar la heterodime-
rizacion de las dos cadenas largas que contienen estos dos dominios CH3. Cada
uno de los dos dominios CH3 (de las dos cadenas largas) puede ser el “botén”,
mientras que el otro sera el “ojal”. La introduccion de un puente disulfuro estabiliza
los heterodimeros (Merchant, A.M. y col., Nature Biotech. 16, 677-681, 1998, At-
well, S. y col., J. Mol. Biol. 270, 26-35, 1997) y aumenta el rendimiento.

Por tanto, en un aspecto de la invencién, dicho anticuerpo biespecifico bi-
valente esta ademads caracterizado porque:

el dominio CH3 de una cadena larga y el dominio CH3 de la otra cadena
larga se encuentran entre si en la interfase que contiene una interfase original

entre los dominios CH3 del anticuerpo;
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dicha interfase se altera para promover la formacién del anticuerpo bies-
pecifico bivalente, dicha alteracion se caracteriza porque:

a) se altera el dominio CH3 de una cadena larga,

de modo que dentro de la interfase original, el dominio CH3 de una cade-
na larga que entra en contacto con la interfase original del dominio CH3 de la otra
cadena larga dentro del anticuerpo biespecifico bivalente,

se reemplaza un‘resto aminodacido por un resto aminoacido que tiene un
mayor volumen de cadena lateral, generando de este modo una protuberancia
dentro de la interfase del dominio CH3 de una cadena larga que puede posicio-
narse dentro de una cavidad existente dentro de la interfase del dominio CH3 de
la otra cadena larga

Y

b) se altera el dominio CH3 de la otra cadena larga,

de modo que dentro de la interfase original del segundo dominio CH3 que
entra en contacto con la interfase original del primer dominio CH3 dentro del anti-
cuerpo biespecifico bivalente

se reemplaza un resto amincacido por un resto aminoacido que tiene un
volumen menor de cadena lateral, generando de este modo una cavidad dentro
de la interfase del segundb dominio CH3, dentro del cual puede posicionarse una
protuberancia existente dentro de la interfase del primer dominio CH3.

Con preferencia dicho resto aminoacido que tiene un mayor volumen de
cadena lateral se elige entre el grupo formado por arginina (R), fenilalanina (F),
tirosina (Y), triptofano (W).

Con preferencia, dicho resto aminoacido que tiene un volumen menor de
cadena lateral se elige entre el grupo formado por alanina (A), serina (S), treonina
(T), valina (V).

En un aspecto de la invencion, los dos dominios CH3 se alteran ademas
con la introduccion de la cisteina (C) como aminoacido en las posiciones corres-
pondientes de cada dominio CH3, de modo que pueda formarse un puente disul-
furo entre los dos dominios CH3.

En una forma preferida de ejecucién, dicho anticuerpo biespecifico biva-

lente contiene una mutacion T366W en el dominio CH3 de la “cadena del botén” y
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las mutaciones T366S, L368A, Y407V en el dominio CH3 de la “cadena del ojal”.
Puede recurrirse también a un puente disulfuro adicional entre cadenas (Mer-
chant, A.M y col., Nature Biotech. 16, 677-681, 1998) p.ej. introduciendo una mu-
tacion Y349C en el dominio CH3 de la “cadena del boton” y una mutacién E356C
0 una mutacién S354C en el dominio CH3 de la “cadena del gjal”. Por tanto, en
ofra forma de ejecucién, dicho anticuerpo biespecifico bivalente contiene las mu-
taciones Y349C, T366W en uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones
E356C, T366S, L368A, Y407V en el otro de los dos dominios CH3 o dicho anti-
cuerpo biespecifico bivalente contiene las mutaciones Y349C, T366W en uno de
los dos dominios CH3 y ias mutaciones S354C, T366S, L368A, Y407V en el otro
de los dos dominios CH3 (la mutacién Y349C adicional en un dominio CH3 y la
mutacién adicional E356C o S354C el otro dominio CH3 forman un puente disulfu-
ro entre las cadenas) (numeracion siempre con arreglo al indice EU de Kabat).
Pero, de forma alternativa o adicional pueden aplicarse también otras tecnologias
de botones dentro de ojales (knobs-in-holes) descritas en el documento
EP 1870459A1. Un ejemplo preferido de dicho anticuerpo biespecifico bivalente
son las mutaciones R409D; K370E en el dominio CH3 de la “cadena del botdn” y
las mutaciones D399K; E357K en el dominio CH3 de la “cadena del ojal” (nume-
racion siempre con arreglo al indice EU de Kabat).

En otra forma preferida de ejecucion, dicho anticuerpo biespecifico biva-
lente contiene una mutacién T366W en el dominio CH3 de la “cadena del boton” y
las mutaciones T366S, L368A, Y407V en el dominio CH3 de la “cadena del ojal” y
ademas las mutaciones R409D; K370E en el dominio CH3 de la “cadena del bo-
tén" y las mutaciones D399K; E357K en el dominio CH3 de la “cadena del ojal”.

En ofra forma preferida de ejecucién, dicho anticuerpo biespecifico biva-
lente contiene las mutaciones Y349C, T366W en uno de los dos dominios CH3 y
las mutaciones S354C, T3668S, L368A, Y407V en el otro de los dos dominics CH3
o dicho anticuerpo biespecifico bivalente contiene las mutaciones Y349C, T366W
en uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones S354C, T366S, L368A, Y407V
en el otro de los dos dominios CH3 y ademas las mutaciones R409D; K370E en el
dominio CH3 de la “cadena del botén” y las mutaciones D399K; E357K en el do-

minio CH3 de la “cadena del ojal”.
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En los ejemplos que siguen (ver p.ej. la tabla 5 y la figura 7) se describen
ejemplos de anticuerpos biespecificos bivalentes en un formato descrito en la
tabla 5 y en la figura 7, que se expresan y purifican.

Formatos biespecificos trivalentes

Otro aspecto preferido de la presente invencidn es un anticuerpo biespeci-
fico trivalente que contiene

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a la
ErbB-3 humana y consta de dos cadenas largas de anticuerpo y dos cadenas
cortas de anticuerpo; y

b) un fragmento Fab de cadena simple que se une especificamente a la c-
Met humana,

en el que dicho fragmento Fab de cadena simple del apartado b) se fusio-
na con dicho anticuerpo de longitud completa del apartado a) mediante un conec-
tor peptidico en el extremo C o N de la cadena larga o corta de dicho anticuerpo
de longitud completa.

Sobre la estructura esquematica ilustrativa de la tecnologia de “botones
dentro de ojales” descrita a continuacion véase la figura 5a.

Otro aspecto preferido de la presente invencion es un anticuerpo biespeci-
fico trivalente que contiene

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a la
ErbB-3 humana y consta de dos cadenas largas de anticuerpo y dos cadenas
cortas de anticuerpo; y

b) un fragmento Fv de cadena simple que se une especificamente a la c-
Met humana,

en el que dicho fragmento Fv de cadena simple del apartado b) se fusiona
con dicho anticuerpo de longitud completa del apartado a) mediante un conector
peptidico en el extremo C o N de la cadena larga o corta de dicho anticuerpo de
longitud completa. |

Sobre la estructura esquematica ilustrativa de la tecnologia de “botones

dentro de ojales” descrita a continuacién véase la figura 5b.
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Por consiguiente, 10s correspondientes anticuerpos biespecificos trivalen-
tes se expresan y purifican con la nomenclatura scFv-Ab de la tabla 1 (ver los
gjemplos que siguen),

En una forma preferida de ejecucion, dichos fragmentos Fab o Fv de ca-
dena simple que se fijan sobre la c-Met humana se fusionan con dicho anticuerpo
de longitud completa mediante un conector peptidico en el extremo C de las ca-
denas largas de dicho anticuerpo de longitud completa.

Otro aspecto preferido de la presente invencion es un anticuerpo biespeci-
fico trivalente que contiene

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a la
ErbB-3 humana y consta de dos cadenas largas de anticuerpo y dos cadenas
cortas de anticuerpo;

b) un polipéptido que consta de

ba) un dominio variable de cadena iarga de anticuerpo (VH); o

bb) un dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH) y un dominio
constante 1 de anticuerpo (CH1),

en el que dicho polipéptido se fusiona con el extremo N del dominio VH
mediante un conector peptidico con el extremo C de una de las dos cadenas lar-
gas de dicho anticuerpo de longitud completa;

¢) un polipéptido que consta de

ca) un dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL), o

cb) un dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL) y un dominio

constante de cadena corta de anticuerpo (CL),

en el que dicho polipéptido se fusiona con el extremo N del dominio VL

mediante un conector peptidico con el extremo C de la otra de las dos cadenas
largas de dicho anticuerpo de longitud completa;

y en el que el dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH) del po-
lipéptido del apartado b) y el dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL)
del polipéptido del apartado c) forman, juntos, un sitic de fijacién sobre el antigeno

que se une especificamente a la ¢-Met humana.
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Con preferencia dichos conectores peptidicos de los apartados b) y ¢) son
idénticos y son un péptido de por o menos 25 aminoacidos, con preferencia entre
30 y 50 aminoacidos.

Sobre las estructuras esquematicas ilustrativas, véanse las figuras 3a-c.

Por consiguiente, los correspondientes anticuerpos biespecificos trivalen-
tes se expresan y purifican con la nomenclatura VHVL-Ab en la tabla 4 (ver los
ejemplos que siguen y la figura 3c).

Opcionaimente, el dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH)
del polipéptido del apartado b) y el dominio variable de cadena corta de anticuer-
po (VL) del polipéptido del apartado ¢) estan unidos y estabilizados mediante un
puente disulfuro entre las cadenas gracias a la introduccién de un enlace disuifuro
enhtre las posiciones siguientes:

i) la posicién 44 del dominio variable de cadena larga y la posiciéon 100 del
dominio variable de cadena corta, |

i) la posicién 105 del dominio variable de cadena larga y la posicion 43
del dominio variable de cadena corta, o

i) la posicién 101 del dominio variable de cadena larga y la posicién 100
de! dominio variable de cadena corta (numeracién siempre con arreglo al indice
EU de Kabat).

Las técnicas para la introduccion de puentes disulfuro no naturales con fi-
nes de estabilizacién se describen p.ej. en WO 94/029350, Rajagopal y col., Prot.
Engin. 1453-59, (1997); Kobayashi, H. y col., Nuclear Medicine & Biology 25, 387-
393, 1998; o Schmidt, M. y col., Oncogene 18, 1711 -1721, 1999. En una forma
de ejecucion, el enlace disulfuro opcional entre los dominios variables de los poli-
péptidos de los apartados b) y ¢) se sitla entre la posicidon 44 del dominio variable
de cadena larga y la posicion 100 del dominio variable de cadena corta. En una
forma de ejecucion, el enlace disulfuro opcional entre los dominios variables de
los polipéptidos de los apartados b) y ¢) se sitia entre Ia posicidon 105 del dominio
variable de cadena larga y la posicién 43 del dominio variable de cadena corta
(numeracion siempre con arreglo al indice EU de Kabat). En una forma de ejecu-

cién es preferido un anticuerpo biespecifico trivalente sin dicha estabilizacion op-
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cional con disulfuro entre los dominios variables VH y VL de los fragmentos Fab
de cadena simple.

Por la fusién de un fragmento Fab, Fv, de cadena simple con una de las
cadenas pesadas (figuras 5a ¢ 5b) o por la fusion de diferentes polipéptidos con
las dos cadenas largas del anticuerpo de longitud completa (figuras 3a—c) se for-
ma un anticuerpo biespecifico trivalente heterodimero. Para mejorar los rendi-
mientos de tales anticuerpos biespecificos anti-ErbB-3/anti-C-met trivalentes hete-
rodimeros, pueden alterarse los dominios CH3 de dicho anticuerpo de longitud
completa con la tecnologia de los “botones dentro de ojales”, que se describe con
detalle mediante varios ejemplos p.ej. en WO 96/027011, Ridgway, J.B. y col.,
Protein Eng. 9, 617-621, 1996; y Merchant, A.M. y col., Nat. Biotechnol. 16, 677-
681, 1998. En este método se alteran las superficies de interaccion de los dos
dominios CH3 para aumentar la heterodimerizacién de las dos cadenas largas
que contienen estos dos dominios CH3. Cada uno de los dos dominios CH3 (de
las dos cadenas largas) puede ser el “botdn”, mientras que el otro sera el “ojal”.
La introduccion de un puente disulfuro estabiliza a los heterodimeros (Merchant,
A.M. y col., Nature Biotech. 18, 677-681, 1998; Atwell, S. y col., J. Mol. Biol. 270,
26-35, 1997) y aumenta el rendimiento.

Por tanto, en un aspecto de la invencion dicho anticuerpo biespecifico tri-
valente esta caracterizado ademas porque

el dominio CH3 de una cadena larga del anticuerpo de longitud compileta y
el dominio CH3 de la otra cadena larga del anticuerpo de longitud completa entran
en contacto en la interfase que contiene una interfase original entre los dominios
CH3 del anticuerpo;

en el que dicha interfase se altera para promover la formacion del anti-
cuerpo biespecifico bivalente, dicha alteracidn se caracteriza porque:

a) se altera el dominio CH3 de una cadena larga,

de modo que dentro de la interfase original el dominic CH3 de una cadena
larga que entra en contacto con la interfase original del dominio CH3 de la otra
cadena larga existente dentro del anticuerpo biespecifico bivalente,

se reemplaza un resto aminoacido por un resto aminoacido que tiene un

mayor volumen de cadena lateral, con lo cual se genera una protuberancia dentro

6



10

15

20

25

30

- 38 -
de la interfase del dominio CH3 de una cadena larga que puede posicionarse en
una cavidad dentro de la interfase del dominio CH3 de la otra cadena larga

Y

b) se altera el dominio CH3 de la otra cadena larga,

de modo que dentro de la interfase original del segundo dominio CH3 que
entra en contacto con la interfase original del primer dominio CH3 existente dentro
del anticuerpo biespecifico trivalente

se reemplaza un resto aminodacido por un resto aminoacido que tiene un
volumen menor de cadena lateral, con lo cual se genera una cavidad dentro de la
interfase del segundo dominio CH3 dentro del cual puede posicionarse una protu-
berancia existente dentro de la interfase del primer dominio CH3.

Con preferencia dicho resto aminoacido que tiene un mayor volumen de
cadena lateral se elige entre el grupo formado por arginina (R), fenilalanina (F),
tirosina (Y), triptéfano (W).

Con preferencia dicho resto aminoacido que tiene un volumen menor de
cadena lateral se elige entre el grupo formado por alanina (A), serina (S), treonina
(T), valina (V).

En un aspecto de la invencién, los dos dominios CH3 se alteran ademas
con la introduccion de la cisteina (C) como aminoacido en las posiciones corres-
pondientes de cada dominio CH3 de modo que pueda formarse un puente disulfu-
ro entre los dos dominios CH3.

En una forma preferida de ejecucion, dicho anticuerpo biespecifico triva-
lente contiene una mutacién T366W en el dominio CH3 de la “cadena del botdn” y
las mutaciones T366S, L368A, Y407V en el dominio CH3 de la “cadena del gjal’.
Puede recurrirse también a un puente disulfuro adicional entre cadenas (Mer-
chant, A.M y col., Nature Biotech. 16, 677-681, 1998) p.ej. introduciendo una mu-
tacion Y349C en et dominio CH3 de la “cadena del botén” y una mutacién E356C
o una mutacién S354C en el dominio CH3 de la “cadena del ojal”. Por tanto, en
otra forma de ejecucion, dicho anticuerpo biespecifico trivalente contiene las mu-
taciones Y349C, T366W en uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones
E356C, T366S, L368A, Y407V en el otro de los dos dominios CH3 o dicho anti-

cuerpo biespecifico trivalente contiene las mutaciones Y349C, T366W en uno de
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los dos dominios CH3 y las mutaciones S354C, T366S, L368A, Y407V en el otro
de los dos dominios CH3 (la mutacion Y349C adicional en un dominio CH3 y la
mutacién adicional E356C o S354C el otro dominio CH3 forman un puente disulfu-
ro entre las cadenas) (numeracion siempre con arreglo al indice EU de Kabat).
Pero, de forma alternativa o adicional pueden aplicarse también otras tecnologias
de botones dentroc de ojales (knobs-in-holes) descritas en el documento
EP 1870459A1. Un ejemplo preferido de dicho anticuerpo biespecifico trivalente
son las mutaciones R409D; K370E en el dominio CH3 de la “cadena del botén” y
las mutaciones D399K: E357K en el dominio CH3 de la “cadena del ¢jal” (nume-
racién siempre con arreglo al indice EU de Kabat).

En ofra forma preferida de ejecucion, dicho anticuerpo biespecifico triva-
lente contiene una mutacion T366W en el dominio CH3 de la “cadena del boton” y
las mutaciones T366S, L368A, Y407V en el dominio CH3 de la “cadena del ojal" y
ademas las mutaciones R409D: K370E en el dominio CH3 de la “cadena del bo-
tén” y las mutaciones D399K; E357K en el dominio CH3 de la “cadena del ojal”.

En ofra forma preferida de ejecucion, dicho anticuerpo biespecifico triva-
lente contiene las mutaciones Y349C, T366W en uno de los dos dominios CH3 y
las mutaciones S354C, T366S, L368A, Y407V en el otro de los dos dominios CH3
o dicho anticuerpo biespecifico trivalente contiene las mutaciones Y349C, T366W
en uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones S354C, T366S, L368A, Y407V
en el otro de los dos dominics CH3 y ademas las mutaciones R409D; K370E en el
dominio CH3 de la “cadena del boton” y las mutaciones D399K; E357K en el do-
minio CH3 de la “cadena del ojal’.

Otra forma de ejecucién de la presente invencién es un anticuerpo bies-
pecifico trivalente que contiene

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a la
ErbB-3 humana y consta de:

aa) dos cadenas largas de anticuerpo formadas en la direccion del extre-
mo N al extremo C por un dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH),
un dominio constante 1 de cadena larga de anticuerpo (CH1), una region bisagra
de anticuerpo (HR), un dominio constante 2 de cadena larga de anticuerpo (CHZ2)

y un dominio constante 3 de cadena larga de anticuerpo (CH3); y
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ab) dos cadenas cortas de anticuerpo formadas en direccion del extremo
N al extremo C por un dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL) y un
dominio constante de cadena corta de anticuerpo (CL) (VL-CL); y

b) un fragmento Fab de cadena simple que se une especificamente a la ¢-
Met humana),

en el que el fragmento Fab de cadena simple consta de un dominio varia-
ble de cadena larga de anticuerpo (VH) y un dominic constante 1 de anticuerpo
(CH1), un dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL), un dominio cons-
tante de cadena corta de anticuerpo {(CL) y un engarce, y en el que los dominios
de dicho anticuerpo y dicho engarce tienen uno de los érdenes siguientes en la
direccion del extremo N al extremo C:

ba) VH-CH1-engarce-VL-CL, o bb) VL-CL-engarce-VH-CH1;

en el que dicho engarce es un péptido de por lo menos 30 aminoacidos,
con preferencia entre 32 y 50 aminoacidos;

y en el que dicho fragmento Fab de cadena simple del apartado b) se fu-
siona con dicho anticuerpo de longitud completa del apartado a) mediante un co-
nector peptidico del extremo C o N de la cadena larga o corta (con preferencia en
el extremo C de la cadena larga) de dicho anticuerpo de fongitud completa;

en el que dicho conector peptidico es un péptido de por lo menos 5 ami-
noacidos, con preferencia entre 10 y 50 aminoacidos.

Dentro de esta forma de ejecucion, el anticuerpo biespecifico trivalente
contiene con preferencia una mutacién T366W en uno de los dos dominios CH3 y
las mutaciones T3668S, L368A, Y407V en el otro de los dos dominios CH3 y con
mayor preferencia el anticuerpo biespecifico trivalente contiene las Y349C,
T366W en uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones S354C (o E356C),
T366S, L368A, Y407V en el otro de los dos dominios CH3. Opcionalmente, en
dicha forma de ejecucién, el anticuerpo biespecifico trivalente contiene las muta-
ciones R409D; K370E en el dominio CH3 de la “cadena del botén” y las mutacio-
nes D399K; E357K en el dominio CH3 de la “cadena del ojal”.

Otra forma de ejecucién de la presente invencién es un anticuerpo bies-

pecifico trivalente que contiene
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a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a la
ErbB-3 humana y consta de;

aa) dos cadenas largas de anticuerpo formadas en la direccién del extre-
mo N al extremo C por un dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH),
un dominic constante 1 de cadena larga de anticuerpo (CH1), una regién bisagra
de anticuerpo (HR), un dominio constante 2 de cadena larga de anticuerpo (CH2)
y un dominio constante 3 de cadena larga de anticuerpo (CH3); y

ab) dos cadenas cortas de anticuerpo formadas en la direccion del extre-
mo N al extremo C por un dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL) y
un dominio constante de cadena corta de anticuerpo (CL) (VL-CL); y

b) un fragmento Fv de cadena simple que se une especificamente a la c-
Met humana),

en el que dicho fragfnento Fv de cadena simple de! apartado b) se fusiona
con dicho anticuerpo de longitud completa del apartado a) mediante un conector
peptidico del extremo C o N de la cadena larga o corta (con preferencia en el ex-
tremo C de la cadena larga) de dicho anticuerpo de longitud completa; y

en el que dicho conector peptidico es un péptido de por lo menos 5 ami-
noacidos, con preferencia entre 10 y 50 aminoacidos.

Dentro de esta forma de ejecucion, el anticuerpo biespecifico trivalente
contiene con preferencia una mutacion T366W en uno de los dos dominios CH3 y
las mutaciones T366S, L368A, Y407V en el otro de los dos dominios CH3 y con
mayor preferencia el anticuerpc biespecifico trivalente contiene las mutaciones
Y349C, T366W en uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones $354C (o
E356C), T366S, L368A, Y407V en el otro de los dos dominios CH3. Opcionalmen-
te, en dicha forma de ejecucion, el anticuerpo biespecifico trivalente contiene las
mutaciones R4090D; K370E en el dominio CH3 de la “cadena del botén” y las mu-
taciones D389K; E357K en el dominio CH3 de la “cadena del ojal”.

Por tanto, una forma preferida de ejecucion es un anticuerpo biespecifico
trivalente que contiene

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a la

ErbB-3 humana y consta de:
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aa) dos cadenas largas de anticuerpo formadas en la direccion de! extre-
mo N al extremo C por un dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH),
un dominio constante 1 de cadena larga de anticuerpo (CH1), una regién bisagra
de anticuerpo (HR), un dominio constante 2 de cadena larga de anticuerpo (CH2)
y un dominio constante 3 de cadena larga de anticuerpo (CH3), y

ab) dos cadenas cortas de anticuerpo formadas en la direccion del extre-
mo N al extremo C por un dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL) y
un dominio constante de cadena corta de anticuerpo (CL) (VL-CL); vy

b) un fragmento Fv de cadena simple que se une especificamente a la c-
Met humana),

en el que dicho fragmento Fv de cadena simple del apartado b) se fusiona
con dicho anticuerpo de longitud completa del apartado a) mediante un conector
peptidico en el extremo C de la cadena larga de dicho anticuerpo de longitud
completa (formandose dos péptidos de fusion de cadena larga de anticuerpo y Fv
de cadena simple); y

en el que dicho conector peptidico es un péptido de por lo menos 5 ami-
noacidos.

En una forma preferida de ejecucién, dicho anticuerpo biespecifico triva-
lente contiene como primer péptido de fusién de cadena larga de anticuerpo-Fv de
cadena simple un polipéptido de la SEQ ID NO: 26, como segundo peptido de
fusion de cadena larga de anticuerpo-Fv de cadena simple un polipéptido de la
SEQ ID NO: 27 y dos cadenas cortas de anticuerpo de la SEQ ID NO: 28.

En una forma preferida de ejecucién, dicho anticuerpo biespecifico triva-
lente contiene como primer péptido de fusién de cadena larga de anticuerpo-Fv de
cadena simple un polipéptido de la SEQ ID NO: 29, como segundo péptido de
fusion de cadena larga de anticuerpo-Fv de cadena simple un polipéptido de la
SEQ ID NO: 30 y dos cadenas cortas de anticuerpo de la SEQ 1D NO: 31.

En una forma preferida de ejecucion, dicho anticuerpo biespecifico triva-
lente contiene como primer péptido de fusién de cadena larga de anticuerpo-Fv de
cadena simple un polipéptido de la SEQ ID NO: 32, como segundo péptido de
fusion de cadena larga de anticuerpo-Fv de cadena simpie un polipéptido de la

SEQ ID NO: 33 y dos cadenas cortas de anticuerpo de la SEQ 1D NO: 34,
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En una forma preferida de ejecucién, dicho anticuerpo biespecifico triva-
lente contiene como primer péptido de fusién de cadena larga de anticuerpo-Fv de
cadena simple un polipéptido de la SEQ ID NO: 35, como segundo péptido de
fusidbn de cadena larga de anticuerpo-Fv de cadena simple un polipéptido de [a
SEQ ID NO: 36 y dos cadenas cortas de anticuerpo de la SEQ |ID NO: 37.

En una forma preferida de ejecucion, dicho anticuerpo biespecifico triva-
lente contiene como primer péptido de fusidon de cadena larga de anticuerpo-Fv de
cadena simple un polipéptido de la SEQ ID NO: 38, como segundo péptido de
fusién de cadena larga de anticuerpo-Fv de cadena simple un polipéptido de la
SEQ ID NO: 39 y dos cadenas cortas de anticuerpo de la SEQ 1D NO: 40.

Otra forma de ejecucion de la presente invencion es un anticuerpo bies-
pecifico trivalente que contiene

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a la
ErbB-3 humana y consta de:

aa) dos cadenas largas de anticuerpo formadas en la direccién del extre-
mo N al extremo C por un dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH),
un dominio constante 1 de cadena larga de anticuerpo (CH1), una region bisagra
de anticuerpo (HR), un dominio constante 2 de cadena larga de anticuerpo (CHZ2)
y un dominio constante 3 de cadena larga de anticuerpo (CH3); y

ab) dos cadenas cortas de anticuerpo formadas en la direccion del extre-
mo N al extremo C por un dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL) y
un dominio constante de cadena corta de anticuerpo (CL); y

b) un polipéptido formado por

ba) un dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH); o

bb} un dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH) y un dominio
constante 1 de anticuerpo (CH1),
en el que dicho polipéptido se fusiona con el extremo N del dominio VH mediante
un conector peptidico con el extremo C de una de las dos cadenas largas de di-
cho anticuerpo de longitud completa (formandose un péptido de fusion de la ca-
dena larga de anticuerpo y la VH), en el que dicho conector peptidico es un pépti-
do de por lo menos 5 aminocacidos, con preferencia entre 25 y 50 aminoacidos;

¢) un polipeptido formado por:
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ca) un dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL), o

cb) un dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL) y un dominio
constante de cadena corta de anticuerpo (CL);

en el que dicho polipéptido se fusiona con el extremo N del dominio VL
mediante un conector peptidico con el extremo C de la otra de las dos cadenas
largas de dicho anticuerpo de longitud completa (formandose un péptido de fusion
de la cadena larga de anticuerpo y la VL);

en el que dicho conector peptidico es idéntico al conector peptidico det
apartado b);

y en el que el dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH) del po-
lipéptido del apartado b) y el dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL)
del polipéptido del apartado c} forman, juntos, un sitio de fijacion sobre el antigeno
gue se une especificamente a la ¢-Met humana.

Dentro de esta forma de ejecucion, el anticuerpo biespecifico trivalente
contiene con preferencia una mutacion T366W en uno de los dos dominios CH3 y
las mutaciones T366S, L368A, Y407V en el otro de los dos dominios CH3 y con
mayor preferencia el anticuerpo biespecifico trivalente contiene las mutaciones
Y349C, T366W en uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones S354C (o
E356C), T366S, L36BA, Y407V en el otro de los dos dominios CH3. Opcionalmen-
te, en dicha forma de ejecucidn, el anticuerpo biespecifico trivalente contiene las
mutaciones R409D; K370E en el dominio CH3 de la “cadena del boton” y fas mu-
taciones D399K; E357K en el dominio CH3 de la "cadena del ojal”.

En una forma preferida de ejecucién, dicho anticuerpo biespecifico triva-
lente contiene como primer péptido de fusion de cadena larga de anticuerpo-VH
un polipéptido de la SEQ 1D NO: 11, como segundo péptido de fusién de cadena
larga de anticuerpo-VL un polipéptido de la SEQ ID NO: 12 y dos cadenas cortas
de anticuerpo de la SEQ ID NO: 13.

En una forma preferida de ejecucion, dicho anticuerpo biespecifico triva-
lente contiene como primer péptido de fusion de cadena larga de anticuerpo-VH
un polipéptido de la SEQ ID NO: 14, como segundo péptido de fusién de cadena
larga de anticuerpo-VL un polipéptido de la SEQ ID NO: 15 y dos cadenas cortas
de anticuerpo de la SEQ 1D NO: 16.
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En una forma preferida de ejecucion, dicho anticuerpo biespecifico triva-
lente contiene como primer péptido de fusion de cadena larga de anticuerpo-VH
un polipéptido de la SEQ 1D NO: 17, como segundo péptido de fusion de cadena
larga de anticuerpo-VL un polipéptido de la SEQ ID NO: 18 y dos cadenas cortas
de anticuerpo de la SEQ ID NO: 19.

En una forma preferida de ejecucién, dicho anticuerpo biespecifico triva-
lente contiene como primer péptido de fusion de cadena larga de anticuerpo-VH
un polipéptido de la SEQ ID NO: 20, como segundo péptido de fusién de cadena
larga de anticuerpo-VL un polipéptido de la SEQ ID NO: 21 y dos cadenas cortas
de anticuerpo de la SEQ ID NO:; 22,

En una forma preferida de ejecucion, dicho anticuerpo biespecifico triva-
lente contiene como primer péptido de fusion de cadena larga de anticuerpo-VH
un polipéptido de la SEQ ID NO: 23, como segundo péptido de fusion de cadena
larga de anticuerpo-VL un polipéptido de la SEQ ID NO: 24 y dos cadenas cortas
de anticuerpo de la SEQ 1D NO: 25.

En otro aspecto de la presente invencién, el anticuerpo biespecifico triva-
lente segun la invencidn contiene:

a) un anticuerpo de longitud completa que se fija sobre la ErbB-3 humana,
que consta de dos cadenas largas de anticuerpo VH-CH1-HR-CH2-CH3 y dos
cadenas cortas de anticuerpo VL-CL;

(en el que con preferencia uno de los dos dominios CH3 contiene las mu-
taciones Y349C, T366W y el otro de los dos dominios CH3 contiene las mutacio-
nes S354C (o E356C), T366S, L368A, Y407V);

b) un polipéptido formado por:

ba) un dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH); o

bb) un dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH) y un dominio
constante 1 de anticuerpo (CH1),

en el que dicho polipéptido se stiona con el extremo N del dominio VH
mediante un conector peptidico con el extremo C de una de las dos cadenas lar-
gas de dicho anticuerpo de longitud completa:

¢) un polipéptido formado por:

ca) un dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL), o
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cb) un dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL) y un dominio
constante de cadena corta de anticuerpo (CL);

en el que dicho polipéptido se fusiona con el extremo N del dominio VL
mediante un conector peptidico con el extremo C de la otra de las dos cadenas
largas de dicho anticuerpo de longitud completa;

y en el que el dominio variable de cadena larga del anticuerpo (VH) del
polipéptido del apartado b) y el dominio variable de cadena corta de anticuerpo
(VL) del polipéptido del apartado ¢) forman, juntos, un sitio de fijacion sobre el
antigeno que se une especificamente a la c-Met humana.

Formatos biespecificos tetravalentes

En una forma de ejecucion, el anticuerpo multiespecifico segun la inven-
cion es tetravalente, en el que el o los sitios de fijacion sobre el antigeno, que se
unen especificamente a la c-Met humana, inhibe la dimerizacion de la ¢c-Met (tal
como se describe p.ej. en WO 2009/007427).

Otro aspecto de la presente invencion es, pues, un anticuerpo biespecifico
tetravalente que contiene

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a la
ErbB-3 humana y consta de dos cadenas largas de anticuerpo y dos cadenas
cortas de anticuerpo; y

b) dos fragmentos Fab de cadena simple idénticos que se une especifi-
camente a la ¢-Met humana,

dichos fragmentos Fab de cadena simple del apartado b} se fusionan con
dicho anticuerpo de longitud completa del apartado a) mediante un conector pep-
tidico del extremo C o N de la cadena larga o corta de dicho anticuerpo de longi-
tud completa. |

Otro aspecto de la presente invencién es, pues, un anticuerpo biespecifico
tetravalente que contiene

a} un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a la c-
Met humana y consta de dos cadenas largas de anticuerpo y dos cadenas cortas
de anticuerpo; y

b) dos fragmentos Fab de cadena simple idénticos que se une especifi-

camente a la ErbB-3,
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dichos fragmentos Fab de cadena simple del apartado b) se fusionan con
dicho anticuerpo de longitud completa del apartado a) mediante un conector pep-
tidico del extremo C o N de la cadena larga o corta de dicho anticuerpo de longi-
tud completa.

Respecto a la estructura esquematica ilustrativa, véase la figura 6a.

Oftro aspecto de la presente invencién es, pues, un anticuerpo biespecifico
tetravalente que contiene

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a la
ErbB-3, y consta de dos cadenas largas de anticuerpo y dos cadenas cortas de
anticuerpo; y

b) dos fragmentos Fv de cadena simple idénticos que se une especifica-
mente a la c-Met humana,

dichos fragmentos Fv de cadena simple del apartado b) se fusionan con
dicho anticuerpo de longitud completa del apartado a) mediante un conector pep-
tidico del extremo C o N de la cadena larga o corta de dicho anticuerpo de longi-
tud completa.

Otro aspecto de la presente invencion es, pues, un anticuerpo biespecifico
tetravalente que contiene

| a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a la c-

Met humana y consta de dos cadenas largas de anticuerpo y dos cadenas cortas
de anticuerpo; y

b) dos fragmentos Fv de cadena simple idénticos que se une especifica-
mente a la ErbB-3,

dichos fragmentos Fv de cadena simple del apartado b) se fusionan con
dicho anticuerpo de longitud completa del apartado a) mediante un conector pep-
tidico del extremo C o N de la cadena larga o corta de dicho anticuerpo de longi-
tud completa.

Respecto a la estructura esquematica ilustrativa véase la figura 6b.

En una forma preferida de ejecucion, dichos fragmentos Fab o Fv de ca-
dena simple que se unen a la c-Met humana o a la ErbB-3 humana se fusionan
con dicho anticuerpo de longitud completa mediante un conector peptidico en el

extremo C de las cadenas largas de dicho anticuerpo de longitud completa.
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Otra forma de ejecucion de la presente invencién es un anticuerpo bies-
pecifico tetravalente que contiene

a) un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a la
ErbB-3 humana y consta de:

aa) dos cadenas largas de anticuerpo idénticas formadas en la direccién
del extremo N al extremo C por un dominio variable de cadena larga de anticuer-
po (VH), un dominio constante 1 de cadena larga de anticuerpo (CH1), una regién
bisagra de anticuerpo (HR), un dominio constante 2 de cadena larga de anticuer-
po (CH2), y un dominio constante 3 de cadena larga de anticuerpo (CH3); y

ab) dos cadenas cortas de anticuerpo idénticas formadas en la direccién
del extremo N al extremo C por un dominio variable de cadena corta de anticuer-
po (VL) y un dominio constante de cadena corta de anticuerpo (CL) (VL-CL); y

b) dos fragmentos Fab de cadena simple que se unen especificamente a
la c-Met humana,

dichos fragmentos Fab de cadena simple estan formados por un dominio
variable de cadena larga de anticuerpo (VH) y un dominio constante 1 de anti-
cuerpo (CH1}, un dominio variable de cadena corta de anticuerpo (VL), un domi-
nio constante de cadena corta de anticuerpo (CL) y un engarce, y dichos dominios
de dicho anticuerpo y dicho engarce tienen uno de los siguientes 6rdenes en la
direccion del extremo N al extremo C:

ba) VH-CH1-engarce-VL-CL, o bb) VL-CL-engarce-VH-CH1;

dicho engarce es un péptido de por lo menos 30 aminoacidos, con prefe-
rencia entre 32 y 50 aminoacidos;

y dichos fragmentos Fab de cadena simple del apartado b) se fusionan
con dicho anticuerpo de longitud completa del apartado a) mediante un conector
peptidico del extremo C o N de la cadena larga o corta de dicho anticuerpo de
longitud completa;

dicho conector peptidico es un péptido de por lo menos 5 aminoacidos,
con preferencia entre 10 y 50 aminoacidos.

El término “anticuerpo de longitud completa” se emplea en formato triva-
lente o tetravalente e indica un anticuerpo formado por dos “cadenas largas de

anticuerpo de longitud completa” y dos “cadenas cortas de anticuerpo de longitud
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completa” (ver la figura 1). Una “cadena larga de anticuerpo de longitud completa”
es un polipéptido formado en la direccién del extremo N al extremo C por un do-
minio variable de cadena larga de anticuerpo (VH}, un dominio constante 1 de
cadena larga de anticuerpe (CH1), una regidn bisagra de anticuerpo {(HR), un
dominio constante 2 de cadena larga de anticuerpo (CH2) y un dominio constante
3 de cadena larga de anticuerpo (CH3), abreviado por VH-CH1-HR-CH2-CH3; y
opcionalmente un dominio constante 4 de cadena larga de anticuerpo (CH4) en el
caso de un anticuerpo del subgrupo IgE. Con preferencia, la “cadena larga de
anticuerpo de iongitud completa” es un polipéptido formado en la direccion del
extremo N al extremo C por VH, CH1, HR, CH2 y CH3. Una “cadena corta de
anticuerpo de longitud completa” es un polipéptido formado en la direccion del
extremo N al extremo C por un dominio variable de cadena corta de anticuerpb
(VL) y un dominio constante de cadena corta de anticuerpo (CL), abreviado por
VL-CL. El dominio constante de cadena corta de anticuerpo (CL) puede ser el K
(kappa) o el A (lambda). Las dos cadenas de anticuerpo de longitud completa
estan unidas entre si mediante enlaces disulfuro entre polipéptidos, es decir entre
el dominio CL y el dominio CH1 y entre las regiones bisagra de las cadenas largas
del anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de anticuerpos tipicos de longi-
tud completa son los anticuerpos naturales del tipo IgG (p.ej. IgG 1 e 1gG2), IgM,
IgA, IgD e IgE. Los anticuerpos de longitud completa ségt’m la invencién pueden
ser de una sola especie, p.ej. humanos, o pueden ser anticuerpos guimerizados o
humanizados. Los anticuerpos de longitud completa segun la invencion contienen
dos sitios de fijacion sobre antigeno, cada uno de elios esta formado por un par
de VH y VL, estas dos se unen especificamente al mismo antigeno. El extremo C
de la cadena larga o corta de dicho anticuerpo de longitud completa indica el ulti-
mo aminoacido del extremo C de la cadena larga o corta. El extremo N de ia ca-
dena larga o corta de dicho anticuerpo de longitud completa indica el dltimo ami-
noacido del extremo N de la cadena larga o corta.

El término "conector peptidico” se emplea en la invencion para indicar un
peptido con secuencias de aminoacidos, que es con preferencia de origen sintéti-
co. Estos conectores peptidicos segun la invencion se emplean para fusionar los

fragmentos Fab de cadena simple con el extremo C o N del anticuerpo de longitud
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completa para formar un anticuerpo multiespecifico segun la invencién. Con prefe-
rencia, dichos conectores peptidicos del apartado b) son péptidos con una se-
cuencia de aminoacidos de una longitud por lo menos de 5 aminoacidos, con pre-
ferencia con una longitud de 5 a 100, con mayor preferencia de 10 a 50 aminoaci-
dos. En una forma de ejecucion, dicho conector peptidico es (GxS)n o (GxS)nGm,
siendo G = glicina, S=serina, y(x=3,n=3,4,566,ym=0,1,263)0(x=4,n
=2,3,465ym=0,1,2063), con preferenciax =4 yn =26 3, con mayor prefe-
rencia con x = 4, n= 2. Con preferencia, en los anticuerpos biespecificos trivalen-
tes, en los que un polipéptido VH o VH-CH1 y un polipéptido VL o VL-C L (figuras
7a—c) se han fusionado mediante dos conectores peptidicos idénticos con el ex-
tremo C de un anticuerpo de longitud completa; dichos conectores peptidicos son
peptidos por lo menos de 25 aminoacidos, con preferencia péptidos entre 30 y 50
aminoacidos y con mayor preferencia dicho el conector peptidico es (GxS)n o
(GxS)nGm, siendo G = glicina, S=serinay(x=3,n=6,708 ym=0,1,263)0
(x=4n=5667ym=0,1,2063), conpreferenciax=4yn=5,6,7.

Un “fragmento Fab de cadena simple” (ver figura 2a) es un polipéptido
que consta de un dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH), un domi-
nioc constante 1 de anticuerpo (CH1), un dominio variable de cadena corta de anti-
cuerpo (VL), un dominio constante de cadena corta de anticuerpo (CL) y un en-
garce, dichos dominios de anticuerpo y dicho engarce tienen uno de los érdenes
siguientes en la direccién del extremo N al extremo C: a) VH-CH1-engarce-VL-CL,
b) VL-CL-engarce-VH-CH1, ¢) VH-CL-engarce-VL-CH1 o d) VL-CH1-engarce-VH-
CL,; y dicho engarce es un polipéptido de por lo menos 30 aminoacidos, con prefe-
rencia entre 32 y 50 aminoacidos. Dichos fragmentos Fab de cadena simple a)
VH-CH1-engarce-VL-CL, b) VL-CL-engarce-VH-CH1, c) VH-CL-engarce-VL-CH1
y d) VL-CH1-engarce-VH-CL, se estabilizan mediante el enlace disulfuro natural
entre el dominio CL y el dominio CH1. El término “extremo N" indica el Gltimo ami-
noacido del extremo N, el término “extremo C" indica el ultimo aminoacido del
extremo C.

El término “engarce” se emplea en la invencién en relacion con los frag-
mentos Fab de cadena simple e indica un péptido con secuencias de aminoaci-

dos, que es con preferencia de origen sintético. Estos péptidos segln |a son se
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emplean para unir a) VH-CH1 con VL-CL, b} VL-CL con VH-CH1, ¢) VH-CL con
VL-CH1 o d) VL-CH1 con VH-CL para formar los siguientes fragmentos Fab de
cadena simple seguin la invencién a) VH-CH1-engarce-VL-CL, b) VL-Ci-engarce-
VH-CH1, c¢) VH-CL-engarce-VL-CH1 o d) VL-CH1-engarce-VH-CL. Dicho engarce
dentro de los fragmentos Fab de cadena simple es un péptido con una secuencia
de aminoacidos que tiene una longitud de por lo menos 30 aminoacidos, con pre-
ferencia una longitud de 32 a 50 aminoacidos. En una forma de ejecucién, dicho
engarce es (GxS)n, siendo G = glicina, S=serina, (x=3,n=8,9610ym=0, 1,
203)o(x=4yn=86,7G8ym=0,1, 206 3), con preferencia siendox=4,n=6
67ym=0,1, 206 3, con mayor preferencia siendox =4, n=7ym=2 Enuna
forma de ejecucion, dicho engarce es (G4S)sGo2.

En una forma preferida de ejecucién, dichos dominios de anticuerpo y di-
cho engarce en dicho fragmento Fab de cadena simple tienen uno de los 6rdenes
siguientes en la direccién del extremo N al extremo C:

a) VH-CH1-engarce-VL-CL, o b) VL-CL-engarce-VH-CH1, con mayor pre-
ferencia VL-CL-engarce-VH-CH1.

En otra forma preferida de ejecucion, dichos dominios de anticuerpo y di-
cho engarce en dicho fragmento Fab de cadena simple tienen uno de los ordenes
siguientes en la direccién del extremo N al extremo C:

a) VH-CL-engarce-VL-CH1 o b) VL-CH1-engarce-VH-CL.

Opcionalmente en dicho fragmento Fab de cadena simple, ademas del
enlace disulfuro natural entre el dominio CL y el dominio CH1, también el dominio
variable de cadena larga de anticuerpo (VH) y el dominio variable de cadena corta
de anticuerpo (VL) se estabilizan con disulfuro mediante la introducciéon de un
enlace disulfuro entre las posiciones siguientes:

i) la posicion 44 del dominio variable de cadena larga y la posicion 100 del
dominio variable de cadena corta,
i} la posicion 105 del dominio variable de cadena larga y la posicién 43 del domi-
nio variable de cadena corta, 0
iii} la posicion 101 del dominio variable de cadena larga y la posicién 100 del do-

minio variable de cadena corta (numeracion siempre con arreglo al indice EU de
Kabat).
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Dicha estabilizacién adicional con disulfuro de los fragmentos Fab de ca-
dena simpie se logra con la introduccién de un enlace disulfuro entre los dominios
variables VH y VL de los fragmentos Fab de cadena simple. Las técnicas para
introducir puentes disulfuro no naturales para la estabilizacién de un Fv de cadena
simple se han descrito p.ej. en WO 94/029350, Rajagopal, V. y col., Prot. Engin.
1453-59, (1997); Kobayashi, H. y col., Nuclear Medicine & Biology 25, 387-393,
1998; o Schmidt, M. y col., Oncogene 18, 1711-1721, 1999. En una forma de eje-
cucion, el enlace disulfuro opcional entre los dominios variables de los fragmentos
Fab de cadena simple existentes en el anticuerpo segun la invencién se situa
entre la posicion 44 del dominio variable de cadena larga y la posicion 100 del
dominio variable de cadena corta. En una forma de ejecucién, el enlace disulfuro
opcional entre los dominios variables de los fragmentos Fab de cadena simple
existente en el anticuerpo segun la invencién se situa entre ia posicion 105 del
dominio variable de cadena larga y la posicion 43 del dominio variable de cadena
corta (numeracién siempre con arreglo al indice EU de Kabat).

En una forma de ejecucion, son preferidos los fragmentos Fab de cadena
simple sin dicha estabilizacion opcional con disulfuro entre los dominios variables
VH y VL de los fragmentos Fab de cadena simple.

Un “fragmento Fv de cadena simple” (ver figura 2b) es un polipéptido que
consta de un dominio variable de cadena larga de anticuerpo (VH), un dominio
variable de cadena corta de anticuerpo (VL) y un Fv de cadena simple-engarce,
dichos dominios de anticuerpo y dicho Fv de cadena simple-engarce tienen uno
de los 6rdenes siguientes en la direccion del extremo N al extremo C: a) VH-Fv de
cadena simple-engarce-VL, b) VL-Fv de cadena simple-engarce-VH; con prefe-
rencia a) VH-Fv de cadena simple-engarce-VL, y dicho Fv de cadena simple-
engarce es un polipéptido con una secuencia de aminoacidos que tiene una longi-
tud de por lo menos 15 aminoacidos, en una forma de ejecucién una longitud de
por [0 menos 20 aminoacidos. El término “extremo N” indica el ultimo aminoacido
del extremo N. El término “extremo C” indica el Gltimo aminoacido del extremo C.

E!l término “Fv de cadena simple-engarce” empleado en el fragmento Fv
de cadena simple indica un péptido con secuencias de aminoacidos, que es con

preferencia de origen sintético. Dicho Fv de cadena simple-engarce es un peptido
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con una secuencia de aminoacidos que tiene una longitud de por lo menos 15
aminoacidos, en una forma de ejecucion una longitud de por lo menocs 20 aminoa-
cidos y con preferencia una longitud entre 15 y 30 aminoacidos. En una forma de
ejecucion, dicho Fv de cadena simple-engarce es (GxS)n, en el que G = glicina, S
=serina, (x=3yn=4,566)0(x=4yn=3, 4, 5686), con preferencia con x = 4,
n =3, 4 6 5, con mayor preferencia con x = 4, n = 3 6 4. En una forma de ejecu-
cion, dicho Fv de cadena simplé-engarce es (G4S); 0 (GaS)a.

Ademas dichos fragmentos Fv de cadena simple estan con preferencia
estabilizados con disulfuro. Dicha estabilizacion adicional con disulfuro de los
anticuerpos de cadena simple se realiza mediante la introduccién de un enlace
disulfuro entre los dominios variables de los anticuerpos de cadena simple y se ha
descrito p.ej. en WO 94/029350, Rajagopal, V. y col,, Prot. Engin. 10, 1453-59,
1997; Kobayashi, H. y col., Nuclear Medicine & Biology 25, 387-393, 1998; o
Schmidt, M. y col., Oncogene 18, 1711 -1721, 1999.

En una forma de ejecucion de los fragmentos Fv de cadena simple estabi-
lizados con disulfuro, el enlace disulfuro entre los dominios variables de los frag-
mentos Fv de cadena simple existentes en el anticuerpo segun la invencion se
elige con independencia de cada fragmento Fv de cadena simple entre:

i) la posicion 44 del dominio variable de cadena larga y la posicidn 100 del
dominio variable de cadena corta,
ii} la posicién 105 del dominio variable de cadena larga y la posicion 43 del domi-
nio variable de cadena corta, 0
iii) la posicion 101 del dominio variable de cadena iarga y la posicion 100 de! do-
minio variable de cadena corta.

En una forma de ejecucion, el enlace disulfuro entre los dominios varia-
bles de los fragmentos Fv de cadena simple existente en el anticuerpo segun la
invencién se situa entre la posicion 44 del dominio variable de cadena larga vy la
posicion 100 del dominic variable de cadena corta.

El anticuerpo segun la invencidn se produce por medios recombinantes.
Es, pues, un aspecto de la presente invencidon un acido nucleico que codifica al
anticuerpo segln la invencidn y otro aspecto es una célula que contiene dicho

acido nucleico que codifica a un anticuerpos segun la invencién. Los métodos de
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produccién recombinante son ampliamente conocidos en el estado de la técnica y
consisten en la expresion de proteinas en células procariotas y eucariotas y el
posterior aislamiento del anticuerpo y normalmente la purificacion del mismo has-
ta una pureza farmacéuticamente aceptable. Para la expresién recién mencionada
de los anticuerpos en una célula hospedante se insertan los acidos nucleicos que
codifican a las respectivas cadenas corta y larga modificadas en vectores de ex-
presion por métodos estandar. La expresidn se realiza en células hospedantes
procariotas o eucariotas apropiadas, por ejemplo las células CHO, células NSO,
células SP2/0, células HEK293, células COS, células PER.CS6, levadura o células
de E. coli, y se recupera el anticuerpo de las células (liquido sobrenadante o célu-
las después de la lisis). Los métodos generales de produccion recombinante de
anticuerpos son bien conocidos en el estado de la técnica y se han descrito, por
gjemplo, en articulos de revistas cientificas, de autores como Makrides, S.C., Pro-
tein Expr. Purif. 17, 183-202, 1999; Geisse, S. y col.,, Protein Expr. Purif. 8, 271-
282, 1996; Kaufman, R., J. Mol. Biotechnol. 16, 151-160, 2000; Werner, R.G.,
Drug Res. 48, 870-880, 1998.

Los anticuerpos biespecificos se separan de! medio de cultivo de modo
conveniente por procedimientos convencionales de purificacion de inmunoglobuli-
na, por ejemplo proteina A-sefarosa, cromatografia a través de hidroxilapatita,
electroforesis a través de gel, didlisis 0 cromatografia de afinidad. EI DNA y el
RNA que codifican a los anticuerpos monoclonales se aisla facilmente y se se-
cuencia aplicando procedimientos convencionales. Las células de hibridoma pue-
den servir como fuentes de dichos DNA y RNA. Una ve aislado, el DNA puede
insertarse en vectores de expresion, que se transfectan a células hospedantes del
tipo células HEK 293, células CHO o células de mieloma que de otro modo no
producirian proteina de inmunoglobulina para realizar la sintesis de anticuerpos
monoclonales recombinantes en las células hospedantes.

Las variantes de secuencias de aminoacidos (o mutantes) del anticuerpo
biespecifico se obtienen introduciendo los cambios apropiados de nucledtidos en
el DNA del anticuerpo o por sintesis de nucledtidos. Sin embargo, estas modifica-
ciones pueden realizarse solamente en un intervalo muy limitado, p.ej. del modo

antes descrito. Por ejemplo, las modificaciones no alteran las caracteristicas del
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anticuerpo antes mencionadas, por ejemplo el isotipo de IgG y la fijacién sobre el
antigeno, pero pueden mejorar el rendimiento de la produccién recombinante, la
estabilidad de la proteina o facilitar la purificacién.

El término “célula hospedante” se emplea en la presente solicitud para in-
dicar cualquier tipo de sistema celular que puede disefiarse para generar los anti-
cuerpos segln la presente invencion. En una forma de ejecucién, las celulas
HEK293 y las células CHO se emplean como células hospedantes. Tal como se
emplea aqui, las expresiones “célula”, “linea celular” y “cultivo celular” se emplean
indistintamente y todas las denominaciones incluyen a la progenie. Por tanto, las
palabras “transformantes” y “células transformadas” incluyen la célula objeto pri-
maria y los cultivos derivados de la misma con independencia del nimero de
tranéferencias. Se da también por supuesto que toda la progenie puede que no
sea exactamente idéntica en cuanto al contenido de DNA, debido a las mutacio-
nes deliberadas o inadvertidas. Se incluye la progenie variante que tiene la misma
funcion o actividad biclégica que se ha explorado en la célula transformada origi-
nal.

La expresidn en células NSO se ha descrito p.ej. en Barnes, L.M. y col.,
Cytotechnology 32, 109-123, 2000; Barnes, L.M. y col., Biotech. Bioeng. 73, 261-
270, 2001. La expresion transitoria se ha descrito p.ej en Durocher, Y. y col., Nucl.
Acids. Res. 30, E9, 2002. La clonacién de los dominios variables se ha descrito en
Orandi, R. y col,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 3833-3837, 1989, Carter, P. y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 4285-4289, 1992; y Norderhaug, L. y col,, J.
Immunol. Methods 204, 77-87, 1997. Un sistema de expresién transitoria preferido
(HEK 293) se ha descrito en Schlaeger, E.-J. y Christensen, K., en Cytotech-
nology 30, 71-83, 1999 y en Schlaeger, E.-J., en J. Immunol. Methods 184, 191-
199, 1996.

Las secuencias de control iddneas para procariotas, por ejemplo, incluyen
un promotor, opcionalmente una secuencia de operador y un sitio de unién a un
ribosoma. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, ihtensiﬁcadores
y sefales de poliadenilacion.

Un acido nucleico esta “unido operativamente” cuando se coloca en una

relacion funciona!l con otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el DNA de
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una pre-secuencia o lider secretorio esta unido operativamente con un DNA de un
polipéptido si se expresa como pre-proteina que participa en la secrecion del poli-
péptido; un promotor o intensificador esta unido operativamente con una secuen-
cia codificadora si afecta la transcripcion de la secuencia; o un sitio de union de
un ribosoma esta unido operativamente con una secuencia codificadora si esta
posicionado de tal manera que facilita la traduccion. En general, “unidc operati-
vamente” significa que las secuencias de DNA que se van a unir son contiguas, y,
en el caso de un lider secretorio, son contiguas y estan dentro del marco de lectu-
ra. Sin embargo, los intensificadores no tienen que estar contiguos. La unién se
realiza por ligacién en sitios de restriccion oportunos. Si no existen tales sitios, se
emplearan adaptadores o engarces oligonucledtidos sintéticos con arreglo a la
practica convencional.

La purificaciéon de anticuerpos se realiza con el fin de eliminar componen-
tes celulares u otros contaminantes, p.ej. otros acidos nucleicos o proteinas celu-
lares, por técnicas estandar, incluido el tratamiento alcalino/SDS, el contraste
(banding) con CsCl, la cromatografia de columna, la electroforesis a fravés de gel
de agarosa y otros métodos bien conocidos de la técnica, vease Ausubel, F. y
col., coord., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing y Wiley
Interscience, Nueva York (1987). Los diferentes métodos se han consolidado y se
emplean con frecuencia para la purificacién de proteinas, por gjemplo la cromato-
grafia de afinidad con proteinas microbianas (p.ej. cromatografia de afinidad de
proteina A o proteina G), cromatografia de intercambio iénico (p.gj. intercambio
catiénico (resinas de carboximetilo), intercambio aniénico (resinas de aminoetilo) y
de intercambio mixto}, la adsorcién tidfila (p.ej. con beta-mercapto-etanol y otros
ligandos SH), la interaccion hidrofoba o la cromatografia de adsorcion aromatica
(p.ej. con fenil-sefarosa, resinas aza-arenodfilas o con &acido m-aminofenil-
borbdnico), cromatografia de afinidad con quelatos metalicos (p.ej. con material de
afinidad Ni(ll) y Cu(ll)), la cromatografia de exclusion de tamarnios y los metodos
electroforéticos (por ejempio la electroforesis a traves de gel, la electroforesis
capilar) (Vijayalakshmi, M.A., Appl. Biochem. Biotech. 75, 93-102, 1998).

Tal como se emplean aqui, las expresiones “célula”, “linea celular” y “cul-

tivo celular” se emplean indistintamente y todas las denominaciones inciuyen la
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progenie. Por tanto, las palabras “transformantes” y “células transformadas” inclu-
yen la célula objeto primaria y los cultivos derivados de la misma con independen-
cia del numero de transferencias. Se da también por supuesto que toda la proge-
nie puede que no sea exactamente idéntica en cuanto al contenido de DNA, debi-
do a las mutaciones deliberadas o inadvertidas. Se incluye la progenie variante
que tiene la misma funcidén o actividad biolégica que se ha explorado en la célula
transformada original. Cuando existan distintas denominaciones, su significado
resultara claro por el contexto.

El término “transformacion” se emplea aqui para indicar un proceso de
transferencia de un vector/acido nucleico a una célula hospedante. Si se emplean
como células hospedantes células sin barrera de pared celular formidable, la
transfeccion se puede lievar a cabo p.ej. por el método de precipitacién con fosfa-
to calcico descrito por Graham, F.L., van der Eb, A.J., Virology 52, 456-467, 1978.
Sin embargo pueden emplearse también otros métodos de introduccion del DNA
en las células, como son la inyeccion nuclear o la fusion de protoplastos. Si se
emplean células procariotas o células que contienen construcciones sustanciales
de pared celular, p.ej. un método de transfeccién el tratamiento con calcio em-
pleando el cloruro calcico, descrito por Cohen, S.N. y col., PNAS. 69, 2110-2114,
1972.

Tal como se emplea aqui, “expresién” indica el proceso por el que un aci-
do nucleico se transcribe al mRNA y/o el proceso por el que el mRNA transcrito
(también llamado transcrito) se traduce seguidamente en péptidos, polipéptidos o
proteinas. Los transcritos y los polipéptidos codificados se denominan colectiva-
mente productos genéticos. Si el polinucledtido deriva del DNA gendmico, la ex-
presion en una célula eucariota puede incluir el empalme del mRNA.

Un “vector” es una molécula de acido nucleico, en particular una molécula
autorreplicante, que transfiere una molécula de acido nucleico insertada a y/o
entre células hospedantes. El término incluye a los vectores que funcionan prima-
riamente para la insercién de DNA o RNA en una célula (p.gj., integracion cromo-
sdmica), la replicacion de vectores que funcionan primariamente para la replica-

cion de DNA o RNA y vectores de expresion que funcionan para fa transcripcion
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y/o traduccion del DNA o RNA. Se incluyen también los vectores que proporcio-
nan mas de una de las funciones descritas.

Un “vector de expresién” es un polinucledtido que, cuando se introduce en
una celula hospedante apropiada, puede transcribirse y traducirse en un polipép-
tido. Un “sistema de expresién” se emplea normalmente para indicar una célula
hospedante apropiada que consta de un vector de expresiéon que puede funcionar
para generar un producto de expresion deseado,

Composicion farmacéutica

Un aspecto de la invencién es una composicién farmacéutica que contie-
ne un anticuerpo segun la invencidén. Otro aspecto de la invencion es el uso de un
anticuerpo segun la invencién para la fabricacion de una composicidon farma-
céutica. Otro aspecto de la invencion es un método para la fabricacion de una
composicién farmacéutica que contiene un anticuerpo segun ia invencién. En otro
aspecto, la presente invencién proporciona una composicion, p.gj. una composi-
cion farmacéutica, que contiene un anticuerpo segun la presente invencion, for-
mulado junto con un vehiculo farmacéutico.

Una forma de ejecucion de la invencidn es el anticuerpo biespecifico se-
gun la invencién para el tratamiento del cancer.

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

Otro aspecto de la invencidn es el uso de un anticuerpo segun la inven-
cién para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer.

Oftro aspecto de la invencidn es método de tratamiento de un paciente que
sufre un cancer que consiste en administrar un anticuerpo segun la invencion a un
paciente que necesite dicho tratamiento.

Tal como se emplea aqui, “vehiculo farmacéutico” incluye a todos y cada
uno de los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacte-
rianos y antifangicos, agentes isotonicos y retardantes de absorcién y similares
que sean fisiologicamente compatibles. Con preferencia, el vehiculo es idéneo
para la administracién intravenosa, intramuscuiar, subcutanea, parenteral, espinal

o epidérmica (p.¢j. por inyeccién o infusion).
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Una composicién de la presente invencion puede administrarse por una
gran variedad de métodos ya conocidos de la técnica. Los expertos sabran apre-
ciar que la via y/o el modo de administracién pueden variar en funcion de los re-
sultados deseados. Para administrar un compuesto de la invenciéon por ciertas
vias de administracién, puede ser necesario revestir el compuesto con, o co-
administrar el compuesto con, un material para impedir su inactivacion. Por ejem-
plo, el compuesto puede administrarse a un sujeto en un vehiculo apropiado, por
ejemplo, liposomas, o un diluyente. Los diluyentes farmacéuticamente aceptables
incluyen la solucién salina y las soluciones acuosas tamponadas. Los vehicuios
farmacéuticos incluyen las soluciones o dispersiones acuosas estériles y los pol-
vos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones
estériles inyectables. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéu-
ticamente activas ya es conocido en la técnica.

Las frases “administracion parenteral” y “administrado por via parenteral”
se emplea aqui para indicar los modos de administracion diferentes de la adminis-
tracién enteral y topica, normalmente por inyeccién e incluyen, sin limitacion, la
inyeccion intravenosa, intramuscular, intra-arterial, intratecal, intracapsular, in-
traorbital, intracardiaca, intradermal, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea,
subcuticular, intra-articular, subcapsular, subaracnoide, intraespinal, epidural e
intraesternal y la infusion.

El término cancer se emplea aqui para indicar enfermedades proliferati-
vas, por ejemplo linfomas, leucemias linfociticas, cancer de pulmén, cancer de
puimén no de células pequerias (NSCL), céncer de pulmoén de células bronquio-
lcalveolares, cancer éseo, cancer pancreético, cancer de piel, cancer de cabeza o
cuelle, melanoma cutaneo o intraocular, cancer de utero, cancer de ovarios, can-
cer de recto, cancer de la regidn anal, cancer de estomago, cancer gastrico, can-
cer de colon, cancer de mama, cancer de Gtero, carcinoma de los tubos de Falo-
pio, carcinoma del endometrio, carcinoma del cérvix, carcinoma de la vagina, car-
cinoma de la vulva, enfermedad de Hodgkin, cancer de eséfago, cancer del intes-
tino deilgado, cancer del sistema endocrino, cancer de glandula tircides, cancer de
glandula paratiroides, cancer de capsula suprarrenales, sarcoma de tejido blando,

cancer de uretra, cancer de pene, cancer de prostata, cancer de vejiga, cancer de
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rinones o de uréter, carcinoma de células renales, carcinoma de pelvis renal, me-
sotelioma, cancer hepatocelular, cancer biliar, neoplasmas del sistema nervioso
central (SNC), tumores del eje espinal, glioma del tronco cerebral, glicblastoma
multiforme, astrocitomas, schwanomas, ependimonas, meduloblastomas, menin-
giomas, carcinomas de células escamosas, adenoma pituitario y sarcoma de
Ewings, incluidas las versiones refractarias de cualquiera de los canceres recién
mencionados o las combinaciones de uno o més de los canceres anteriores.

Otro aspecto de |a invencion es el anticuerpo biespecifico segun la inven-
¢ion o dicha composicion farmacéutica como agente anti-angiogénico. Tal agente
anti-angiogénico puede utilizarse para el tratamiento del cancer, en especial tumo-
res soélidos y otras enfermedades vasculares.

Una forma de ejecucién de la invencién es el anticuerpo biespecifico se-
gun la invencion para el tratamiento de enfermedades vasculares.

Otro aspecto de la invencion es dicha composicion farmacéutica para el
tratamiento de enfermedades vasculares.

Otro aspecto de la invencidon es el uso de un anticuerpo segun la inven-
cién para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades
vasculares.

Otro aspecto de la invencidén es método de tratamiento de paciente que
sufre enfermedades vasculares mediante la administracién un anticuerpo segun la
invencién a un paciente que necesite dicho tratamiento.

El término “enfermedades vasculares” incluye el cancer, enfermedades in-
flamatorias, aterosclerosis, isquemia, trauma, sepsis, COPD, asma, diabetes,
AMD, retincpatia, apoplejia, adiposidad, lesién pulmonar aguda, hemorragias,
derrame vascular, p.ej. inducido por citoquinas, alergia, enfermedad de Graves,
tiroiditis autoinmune de Hashimoto, purpura trombocitopénica idiopatica, arteritis
de células gigantes, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistemico (SLE), nefritis
por lupus, enfermedad de Crohn, esclerosis multiple, colitis ulcerante, en especial
los tumores sélidos, sindromes neovasculares intraoculares, por ejemplo retinopa-
tias proliferativas o 1a degeneracién macular debida a la edad (AMD), artritis reu-
matoide y psoriasis (Folkman, J., Shing, Y. y col., J. Biol. Chem. 267, 10931-
10934, 1992; Klagsbrun, M. y col., Annu. Rev. Physiol. §3, 217-239, 1991, y Gar-
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ner, A., Vascular diseases, en: Pathobioclogy of ocular disease, A dynamic ap-
proach, Garner, A. y Klintworth, G.K., (coord.), 22 edicion, Marcel Dekker, Nueva
York 1994, pp. 1625-1710).

Estas composiciones pueden contener tambien adyuvantes como son los
conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersan-
tes. L.a prevencidn de la presencia de microorganismos puede asegurarse tanto
con procedimientos de esterilizacién, ver mas arriba, como por la inclusion de
varios agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, paraben, clorobutanol,
fenol, acido sérbico y similares. Puede ser también deseable la inclusién en las
composiciones de agentes isoténicos, por ejemplo azucares, cloruro sodico y
similares. Ademas, la absorcién prolongada de la forma farmacéutica inyectable
puede conseguirse mediante la inclusién de agentes que retarden la absorcion,
como son el monoesterato de aluminio y la gelatina.

Con independencia de la via de administracion elegida, los compuestos
de la presente invencion, que pueden utilizarse en una forma hidratada adecuada,
y/o las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, se formulan en
formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables por métodos convenciona-
les, que los expertos ya conocen.

Los niveles actuales de dosificacién de los ingredientes activos en fas
composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden variarse con el fin
de obtener una cantidad de ingrediente activo que sea eficaz para lograr la res-
puesta terapéutica deseada en un paciente, una composicion y un modo de admi-
nistracion concretos, sin ser toxicos para el paciente. El nivel de dosificacion ele-
gido dependera de un gran numero de factores farmacocinéticos, incluida la acti-
vidad de las composiciones concretas de la presente invencion que se empleen,
la via de administracién, el tiempo de administracién, la velocidad de excrecion
del compuesto concreto que se emplee, la duracion del tratamiento, otros farma-
cos, compuestos y/o materiales que se utilicen en combinacién con las composi-
ciones concretas empleadas, |a edad, el sexo, el peso, el estado patoldgico, el
estado general de salud y el historial médico previo del paciente a tratar asi como

los factores bien conocidos en las técnicas médicas.

q5



10

15

20

25

30

- 67 -

La composicién tiene que ser estéril y liquida en un grado tal que la com-
posicién pueda administrarse con una jeringuilla. Ademas del agua, el vehiculo es
con preferencia una solucion salina tamponada isoténicé.

La fluidez correcta puede mantenerse, por ejemplo, con el uso de recu-
brimiento, tal como la lecitina, manteniendo el tamafio de particula requerido en el
caso de dispersion y con el uso de tensioactivos. En muchos casos es preferible
incorporar a la composicién agentes isotdnicos, por ejemplo azlcares, polialcoho-
les, tales como la manita ¢ la sorhita y cloruro sédico.

Ahora se ha encontrado que los anticuerpos biespecificos segun la pre-
sente invencién contra la ErbB-3 humana y la c-Met humana tienen caracteristicas
valiosas, por ejemplo su actividad biolégica o farmacolégica. Los anticuerpos bi-
especificos <ErbB3-c-Met> segun la invencion presentan una internalizacién re-
ducida si se comparan con sus anticuerpos originales <ErbB3> y/o <c-Met>.

Los siguientes ejemplos, listado de secuencias y figuras se presentan pa-
ra facilitar la comprensién de la presente invencién, cuyo verdadero alcance se
define en las reivindicaciones adjuntas. Se da por supuesto que pueden introdu-
cirse modificaciones a los procedimientos definidos sin apartarse del espiritu de la
invencion.

Descripcién de las secuencias de aminoacidos

SEQ ID NO: 1 dominio variable de cadena larga, clon 29 de HER3 <ErbB3>

SEQID NO: 2 dominio variable de cadena corta, clon 29 de HER3 <ErbB3>
SEQIDNO: 3 dominio variable de cadena larga, Mab 5D5 <c-Met>
SEQ ID NO: 4 dominio variable de cadena corta, Mab 5D5 <¢-Met>
SEQ ID NO: 5 cadena larga, clon 29 de HER3 <ErbB3>
SEQIDNO; 6 cadena corta, clon 29 de HER3 <ErbB3>
SEQIDNO: 7 cadena larga, Mab 5D5 <c-Met>

SEQ ID NO: 8 cadena corta, Mab 5D5 <c-Met>

SEQ ID NO: 9 cadena larga, Fab 5D5 <c-Met>

SEQ ID NO: 10  cadena corta, Fab 5D5 <c-Met>

SEQ ID NO: 11 cadena larga 1, Her3/Met KHSS <ErbB3-c-Met>
SEQIDNO: 12  cadena larga 2, Her3/Met_KHSS <ErbBS-c—Mét>
SEQID NO: 13  cadena corta, Her3/Met KHSS <ErbB3-c-Met>
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO;
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
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cadena larga 1, Her3/Met_SSKH <ErbB3-c-Met>
cadena larga 2, Her3/Met_SSKH <ErbB3-c-Met>
cadena corta, Her3/Met_SSKH <ErbB3-c-Met>

cadena larga 1, Her3/Met_SSKHSS <ErbB3-c-Met>
cadena larga 2, Her3/Met SSKHSS <ErbB3-c-Met>
cadena corta, Her3/Met SSKHSS <ErbB3-c-Met>
cadena larga 1, Her3/Met_1C <ErbB3-c-Met>

cadena larga 2, Her3/Met_1C <ErbB3-c-Met>

cadena corta, Her3/Met_1C <ErbB3-c-Met>

cadena larga 1, Her3/Met_6C <ErbB3-c-Met>

cadena larga 2, Her3/Met_6C <ErbB3-c-Met>

cadena corta, Her3/Met_6C <ErbB3-c-Met>

cadena larga 1, Her3/Met_scFvSSKHSS <ErbB3-c-Met>
cadena larga 2, Her3/Met_scFvSSKHSS <ErbB3-c-Met>
cadena corta, Her3/Met_scFvSSKHSS <ErbB3-c-Met>
cadena larga 1, Her3/Me_scFvSSKH <ErbB3-c-Met>
cadena larga 2, Her3/Me_scFvSSKH <ErbB3-c-Met>
cadena corta, Her3/Me_scFvSSKH <ErbB3-c-Met>
cadena larga 1, Her3/Me_scFvKH <ErbB3-c-Met>
cadena larga 2, Her3/Me_scFvKH <ErbB3-c-Met>
cadena corta Her3/Me_scFvKH <ErbB3-c-Met>

cadena larga 1 Her3/Me_scFvKHSB <ErbB3-c-Met>
cadena larga 2 Her3/Me_scFvKHSB <ErbB3-c-Met>
cadena corta Her3/Me_scFvKHSB <ErbB3-c-Met>
cadena larga 1, Her3/Met_scFvKHSBSS <ErbB3-c-Met>
cadena larga 2, Her3/Met_scFvKHSBSS <ErbB3-c-Met>
cadena corta, Her3/Met_scFvKHSBSS <ErbB3-c-Met>
region constante de cadena larga de 1IgG1 humana
region constante de cadena larga de IgG3 humana
regién constante de cadena corta kappa humana

region constante de cadena corta lambda humana

c-Met humana
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SEQ {D NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NC:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

46
47

48

49

50

51

52

93
54
55
56
o7
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
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ErbB-3 humana

dominio variable de cadena larga VH, Mab 205 (murino)
<ErbB3>

dominio variable de cadena corta VL,

<ErbB3>

Mab 205 (murino)

dominio variable de cadena 'arga VH, Mab 205.10 (humaniza-
do) <ErbB3>

dominio variable de cadena corta VL, Mab 205.10.1 (humani-
zado) <ErbB3> |

dominio variable de cadena corta VL, Mab 205.10.2 (humani-
zado) <ErbB3> |
dominio variable de cadena corta VL, Mab 205.10.3 (humani-
zado) <ErbB3>

cadena targa CDR3H, Mab 205.10 <ErbB3>

cadena larga CDR2H, Mab 205.10 <ErbB3>

cadena larga CDR1H, Mab 205.10 <ErbB3>

cadena corta CDR3L, Mab 205.10 <ErbB3>

cadena corta CDR2L, Mab 205.10 <ErbB3>

cadena corta CDR1L, (variante 1), Mab 205.10 <ErbB3>
cadena corta CDR1L, (variante 2), Mab 205.10 <ErbB3>
cadena larga CDR3H, clon 29 de HER3 <ErbB3>

cadena larga CDR2H, clon 29 de HER3 <ErbB3>

cadena larga CDR1H, clon 29 de HER3 <ErbB3>

cadena corta CDR3L, clon 29 de HER3 <ErbB3>

cadena corta CDR2L, clon 29 de HER3 <ErbB3>

cadena corta CDR1L, clon 29 de HER3 <ErbB3>

cadena larga CDR3H, Mab 5D5 <c-Met>

cadena larga CDR2H, Mab 5D5 <c-Met>

cadena larga CDR1H, Mab 5D5 <c-Met>

cadena corta CDR3L, Mab 5D5 <c-Met>

cadena corta CDR2L, Mab 5D5 <c-Met>

cadena corta CDR1L, Mab 5D5 <¢-Met>
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Descripcidn de las figuras

Figura 1

Figura 2a-c

Figura 3

Estructura esquematica de un anticuerpo de longitud completa sin
dominio CH4 que se une especificamente a un primer antigeno 1
con dos pares de cadena larga y corta que contienen dominios va-
riables y constantes en un orden tipico.

Estructura esquematica de un anticuerpo hiespecifico bivalente
<ErbB3/c-Met>, que contiene: a) la cadena corta y la cadena larga
de un anticuerpo de longitud completa que se une especificamen-
te a la ErbB-3 humana; y b) la cadena corta y la cadena larga de
un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a
la c-Met humana, en el que los dominios constantes ClL. y CH1, y/o
los dominios variables VL y VH se reemplazan entre si, que se
han modificado con la tecnologia “botones dentro de ojales”
Representacion esquematica de un anticuerpo biespecifico triva-
lente <ErbB3/c-Met> segln la invencién, que contiene un anti-
cuerpo de longitud completa que se une especificamente al primer
antigeno 1, con el que:

a) figura 3a: se han fusionado dos polipéptidos VH y VL (los domi-
nios VH y VL de los dos forman, juntos, un sitio de fijacion sobre
antigeno que se une especificamente al segundo antigeno 2,

b) figura 3b: se han fusionado dos polipéptidos VH-CH1 y VL-CL
(los dominios VH y VL de los dos forman, juntos, un sitio de fija-
cidén sobre antigeno que se une especificamente al segundo anti-
geno 2);

figura 3c: representacion esquematica de un anticuerpo biespeci-
fico trivalente segun la invencién, que contiene un anticuerpo de
longitud completa que se une especificamente al primer antigeno
1, con el que se han fusionado dos polipéptidos VH y VL (los do-
minios VH y VL de los dos forman, juntos, un sitio de fijacién sobre
antigeno que se une especificamente al segundo antigeno 2) con

“botones y ojales”;
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Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

- 66 -
figura 3d: Representacion esquematica de un anticuerpo biespeci-
fico trivalente segun la invencion, que contiene un anticuerpo de
longitud completa que se une especificamente al primer antigeno,
con el que se han fusionado dos polipéptidos VH y VL (los domi-
nios VH y VL de los dos forman, juntos, un sitio de fijaciéon sobre
antigeno que se une especificamente al segundo antigeno 2; es-
tos dominios VH y VL contienen un puente disulfuro entre las ca-
denas, situado entre las posiciones VH44 y VVL100) con “botones vy
ojales”

4a: Estructura esquematica de los cuatro fragmentos posibles Fab
de cadena simple

4b: Estructura esquematica de los dos fragmentos Fv de cadena
simple

Estructura esquematica de un anticuerpo biespecifico trivalente
<ErbB3/c-Met> que contiene un anticuerpo de longitud completa y
un fragmento Fab de cadena simple (figura 5a} o un fragmento Fv
de cadena simple (figura 5b) - ejemplo biespecifico trivalente con
botones y ¢jales

Estructura esquematica de un anticuerpo biespecifico tetravalente
<ErbB3/c-Met> que contiene un anticuerpo de longitud completa y
dos fragmentos Fab de cadena simple {figura 6a) o dos fragmen-
tos Fv de cadena simple (figura 6b) — los sitios de unién a la ¢c-Met
se derivan de anticuerpos que inhiben la dimerizacion de la c-Met;
Estructura esquematica de un anticuerpo biespecifico bivalente
<ErbB3-c-Met>, en el que un brazo Fab se ha reemplazado por un
fragmento scFab;

Fijacidn de anticuerpos biespecificos scbre |la superficie de células
cancerosas;

Inhibicion de la fosforilacion del receptor de c-Met inducida por el
HGF con formatos de anticuerpo biespecifico Her3/c-Met
Inhibicion de la fosforilacién del receptor de Her3 inducida por el

HRG con formatos de anticuerpo biespecifico Her3/c-Met;
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Figuras 11, 12 y 13 Inhibicion de la proliferacion de células HUVEC inducida por el

Figura 14

HGF con formatos de anticuerpo biespecifico Her3/c-Met
Inhibicion de la proliferacién de la linea celular cancerosa A431

con formatos de anticuerpo biespecifico Her3/c-Met

Figuras 15 y 16 Analisis de la inhibicion de la diseminacion (scattering) célula-

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

célula inducida por el HGF en la linea celular cancerosa A431 con
formatos de anticuerpo biespecifico Her3/c-Met,

Andlisis de la expresion de la Her3 y de la c-Met en la superficie
de las células de cuatro lineas celulares diferentes;

Andlisis de la internalizacion de receptor mediada por anticuerpo
en las lineas celulares cancerosas A431, A549 y DU145;

Analisis de la migracion de las células A431 inducida por el HGF.
A. Migracion de las células cancerosas medida como funcién de la
impedancia en presencia de una dosis creciente del anticuerpo bi-
especifico MH_TvAb18. Se representan la lectura final después
de 24 h. B. Como control se afiade una IgG humana inespecifica
en un intervalo de concentraciones similar al del anticuerpo bies-
pecifico,

Andlisis de la unidn cruzada célula-célula con el anticuerpo bies-
pecifico Her3/c-Met_scFv_SSKH en células HT29 (tincién con los
colorantes PKH26 & PKH&7 (SIGMA))

SDS-PAGE de los anticuerpos Her3/Met_scFvSS_KH (lado iz-
quierdo) y Her3/Met_scFv_KH (lado derecho), biespecificos de
Her3/c-Met;

Analisis HP-SEC (proteina purificada) de los anticuerpos
Her3/Met_scFvSSKH (figura 22a) y Her3/MetscFv_KH biespecifi-
cos de Her3/c-Met (figura 22b).

Procedimiento experimental

Elemplos

Materiales y métodos

Técnicas de DNA recombinante
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Para manipular el DNA se aplican los métodos estandar descritos en
Sambrook, J. y col., Molecular cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989. Los reactivos de biolo-
gia molecular se emplean con arreglo a las instrucciones del fabricante.

Andlisis de secuencias de DNA y de proteinas y gestiéon de los datos de

las secuencias

La informacion general respecto a las secuencias de nucledtido de las ca-
denas cortas y largas de inmunoglobulinas humanas se encontrara en: Kabat,
E.A.y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta ed., NIH, pu-
blicacion n® 91-3242. Los aminoacidos de las cadenas de anticuerpo se numeran
y nombran segun la numeracion EU (Edelman, G.M. y col., PNAS 83, 78-85,
1969; Kabat, E.A. y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta
ed., publicaciéon NIH n° 91-3242). Para la creacion de la secuencia, mapeo, anali-
sis e ilustracion se emplean el paquete informatico GCG (Genetics Computer
Group, Madison, Wisconsin), version 10.2 y e! programa Infomax’s Vector NTI
Advance suite, versién 8.0.

Secuenciacion del DNA

Se determinan las secuencias de DNA por secuenciacién de doble hebra
realizada en SequiServe (Vaterstetten, Alemania) y Geneart AG (Regensburg,
Alemania).

Sintesis genética

Los segmentos de genes deseados se preparan en Geneart AG (Regens-
burg, Alemania) a partir de oligonucledtidos sintéticos y productos de PCR por
sintesis genética automatizada. Los segmentos de genes, que estan flanqueados
por sitios de rotura de endonucleasa de restriccion singular se clonan en plasmi-
dos pGA18 (ampR). Se purifica el DNA plasmido a partir de las bacterias trans-
formadas y la concentracién se determina por espectroscopia UV. La secuencia
de DNA de los fragmentos de genes subclonados se confirma por secuenciacion
del DNA. Se sintetizan los segmentos de genes que codifican la cadena larga de
anticuerpo de Her3 modificada “botones-en-ojales” (clon 29), que lleva una muta-
cién T366W en el dominio CH3, con una region VH de 5D5 en el extremo C unida

mediante un conector peptidico (GsS), con sitios de restriccion 5-BamHI y 3'-
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Xbal. De manera similar se preparan por sintesis genética secuencias de DNA
que codifican a la cadena larga de anticuerpo Her3 (clon 29) modificada por “bo-
tones en ojales”, que lieva las mutaciones S354C y T366W en el dominio CH3 con
una regién VH de 5D5 del extremo C unida mediante un conector peptidico (G4S)a
asi como la cadena larga de anticuerpo Her3 (clon 29) modificada por “botones en
ojales” que lleva las mutaciones Y349C, T366S, L368A y Y407V, con una region
VL de 5D5 del extremo C unida mediante un conector peptidico (G4S)a, flanquea-
das con sitios de restriccién BamHI y Xbal. Finalmente se sintetizan secuencias
de DNA que codifican a las cadenas larga y corta sin modificar del anticuerpos
Her3 (clon 29) y 5D5, flanqueadas con sitios de restriccion BamHI y Xbal. Todos
los constructos se disefian con una secuencia de DNA del extremo 5’ que codifica
a un péptido lider (MGWSCIILFLVATATGVHS), que se dirige a proteinas que se
segregan en células eucariotas, La sintesis genética de otros anticuerpos biespe-
cificos que se describen a continuacién se realiza de modo similar, empleando el
elemento correspondiente de la regién variable y constante (p.ej. el que se especi-
fica en la siguiente seccién de disefio y en las tablas de 1 a 5).

Construccion de plasmidos de expresidn

Se emplea un vector de expresion Roche para la construccion de todos
los plasmidos de expresion que codifican a la proteina de fusion scFv de cadena
larga y corta. El vector se compone de los elementos siguientes:

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

- un origen de replicacién, oriP, de virus de Epstein-Barr (EBV),

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

- un gen de beta-lactamasa que confiere resistente a la ampicilina en £. cof,

- el intensificador inmediato anterior y el promoter del citomegalovirus humano
(HCMV),

- la secuencia de sefial de poliadenilacion de 1-inmunoglobulina humana (“poly
Ay

- gitios de restriccion unicos BamH| y Xbal.

Los genes de fusién de inmunoglobulina que contienen los constructos de

cadena corta o larga asi como los constructos de “botones-en-ojales” con domi-
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nios VH y VL de extremo C se obtienen por sintesis genética y se clonan en
plasmidos pGA18 (ampR) del modo descrito. Los plasmidos pG18 (ampR) que
llevan los segmentos de DNA sintetizado y el vector de expresién Roche se digie-
ren con enzimas de restriccion BamHI y Xbal (Roche Molecular Biochemicals) y
se someten a electroforesis a través de gel de agarosa. Después se ligan los seg-
mentos de DNA codificador de cadena corta y larga al fragmento BamH1/Xbal del
vector de expresion Roche aislado obteniéndose los vectores de expresion fina-
les. Se transforman los vectores de expresién finales en células de E. cofi, se
aisla el DNA de plasmido de expresion (Miniprep) y se somete a analisis con en-
zimas de restriccion y a secuenciacion del DNA. Se cultivan los clones correctos
en 150 m! de medio LB-Amp, se aisla de nuevo el DNA plasmido (Maxiprep) y se
confirma la integridad de secuencia por secuenciacion del DNA.

Expresion transitoria de variantes de inmunoglobulina en células HEK293

Se expresan variantes de inmunoglobulina recombinante por transfeccién
transitoria de células 293-F de riidén embrionario humano empleando el sistema
de expresion FreeStyle™ 293 con arreglo a las instrucciones del fabricante (Invi-
trogen, EE.UU.). Resumiendo, se cultivan en suspension las células FreeStyle™
293-F en un medio de expresion FreeStyle™ 293 a 37°C con un 8 % de CO; y se
siembran las células en medio fresco, con una densidad de 1-2x10° células via-
bles/ml el dia de la transfeccion. Se preparan complejos de DNA-283fectina™ en
medio Op’ci-MEM® | (Invitrogen, EE.UU.) empleando 325 ! de la 293fectina™
(Invitrogen, Alemania) y 250 pg de DNA plasmido de cadena larga y corta en una
proporcion molar 1:1 para un volumen final de transfeccion de 250 ml. Se prepa-
ran complejos de tipo “botones-en-ojales” de DNA-293fectina en medio Opti-
MEM® | (Invitrogen, EE.UU.) empleando 235 ul de la 293fectina™ (Invitrogen,
Alemania) y 250 pg del DNA plasmido de cadena larga 1 y 2 y de cadena corta
“botones-en-ojales” en una proporciéon molar de 1:1:2 para un volumen final de
transfeccién de 250 ml. Se recogen por centrifugacion a 14000 g durante 30 minu-
tos los liquidos sobrenadantes de cultivo celular que contienen anticuerpos a los 7
dias de la transfeccion y se filtran en un filtro estéril (0,22 ym). Se almacenan los
liquidos sobrenadantes a -20°C hasta el momento de la purificacion.

Purificacién de anticuerpos biespecificos y de control
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Se purifican los anticuerpos biespecificos y los de control de los liquidos
sobrenadantes de los cultivos celulares por cromatografia de afinidad empleando
la Proteina A-Sepharose'™ (GE Healthcare, Suecia) y la cromatografia de exclu-
sidn de tamafos Superdex200. Resumiendo, se depositan los liguidos sobrena-
dantes de cultivos celulares filtrados en condiciones estériles sobre la parte supe-
rior de una columna HiTrap Proteina A HP (5 ml) equilibrada con tampén PBS (10
mM Na;HPO,4, 1 mM KH,PO4, 137 mM NaCl y 2,7 mM KCI, de pH = 7,4). Se eli-
minan por lavado con tampon de equilibrado las proteinas no fijadas. Se eluyen
los anticuerpos y las variantes de anticuerpo con tampon citrato 0,1 M, de pH 2,8,
y se neutralizan las fracciones que contienen proteinas con 0,1 ml de tampon Tris
1 M, de pH 8,5. Después se recogen las fracciones que contienen proteina eluida,
se concentran en un dispositivo de filtro centrifugador Amicon Ultra (MWCO: 30 K,
Millipore) hasta un volumen de 3 ml y se depositan en la parte superior de una
columna de filtracion a través de gel Superdex200 HiLoad 120 ml 16/60 (GE
Healthcare, Suecia) equilibrada con 20 mM histidina, 140 mM NaCl, de pH 6,0. Se
recogen las fracciones que contienen anticuerpos biespecificos y de control purifi-
cados, que tienen menos de un 5 % de agregados de peso molecular elevado y
se almacenan a -80°C en forma de partes alicuotas de 1,0 mg/ml. Se generan los
fragmentos Fab por digestién en papaina del anticuerpo monoclonal 5D5 purifica-
do y posterior eliminacién de los dominios Fc contaminantes por cromatografia de
Proteina A. Se siguen purificando los fragmentos Fab no fijados por cromatografia
en columna de filtracion a través de gel Superdex 200 HiLoad 120 ml 16/60 (GE
Healthcare, Suecia) equilibrada con 20 mM histidina, 140 mM NaCl, de pH 6,0, se
re(inen y se almacenan a -80°C en forma de partes alicuotas de 1,0 mg/ml.

Analisis de las proteinas purificadas

Se determina la concentracién de proteina de las muestras de proteina
purificada midiendo la densidad 6ptica (OD) a 280 nm, empleando el coeficiente
de extincién molar calculado en base a la secuencia de aminoacidos. Se analizan
la pureza y el peso molecular de los anticuerpos biespecificos y los de control por
SDS-PAGE en presencia y en ausencia de un agente reductor (5 mM 1,4-
ditiotreitol) y tincién con el colorante azul brillante Coomassie (véase por ejemplo

la figura 21. SDS-PAGE de los anticuerpos biespecificos Her3/c-Met: el
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Her3/metscFvSS_KH (lado izquierdo} y el Her3/MetscFv_KH (lado derecho)). Se
emplea el sistema de gel NuPAGE® Pre-Cast gel system (Invitrogen, USA) con
arreglo a las instrucciones del fabricante (geles de Tris-glicina del 4-20 %). Se
analiza el contenido de agregados en las muestras de anticuerpos biespecificos y
de control mediante SEC de alta eficacia empleando una columna analitica de
exclusion de tamafios Superdex 200 (GE Healthcare, Suecia) en un tampon de
trabajo 200 mM KH;PO4, 250 mM KCI, de pH 7,0 a 25°C. Se inyectan 25 ug de
proteina en la columna con un cauda! de 0,5 mi/min y se someten a elucion iso-
cratica durante 50 minut;as. Para los andlisis de estabilidad se incuban concentra-
ciones de 1 mg/ml de proteinas purificadas a 4°C y 40°C durante 7 dias y des-
pués se evaluan por SEC de alta 'eficacia (p.€j. analisis HP-SEC (proteina purifi-
cada) de los anticuerpos biespecificos Her3/c-Met: el Her3/metscFvSS_KH (figura
22a) y el Her3/MetscFv_KH (figura 22b)). Se verifica la integridad del esqueleto de
aminoacidos de las cadenas larga y corta del anticuerpo biespecifico reducido por
espectrometria de masas Q-TOF con nanoelectro-espray después de haber elimi-
nado los N-glucanos por tratamiento enzimatico con la Péptido-N-Glucosidasa F
(Roche Molecular Biochemicals). Los rendimientos son p.ej. para los anticuerpos
biespecificos Her3/c-Met: para el Her3/metscFvSS_KH = 28,8 mg/l (proteina A y
SEC) y para el Her3/MetscFv_KH = 12,3 mg/l (proteina A y SEC).

Ensayo de fosforilacion de la c-Met

Se siembran 5x10° células A549 por hoyo en una placa de 6 hoyos el dia
antes de la estimulacion HGF en un medio RPMI con un 0,5 % de FCS (suero
fetal bovino). Al dia siguiente se reemplaza el medio de cultivo durante una hora
por medio RPMI que contiene un 0,2 % de BSA (albumina de suero bovino). Des-
pués se afiaden 5 pg/ml del anticuerpo biespecifico al medio y se incuban las
células durante 10 minutos, después se afiade el HGF durante 10 minutos mas en
una concentracion final de 50 ng/ml. Se lavan las células una vez con PBS enfria-

do con hielo, que contiene vanadato sédico 1 mM, después se colocan sobre hielo

y se lisan en una placa de cultivo celular con 100 pl de tampén de lisis (50 mM

Tris-Cl de pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 % de NP40, 0,5 % DOC, aprotinina, 0,5 mM
PMSF, 1 mM vanadato sodico). Se transfieren los lisados celulares a tubos ep-

pendorf y se deja que [a lisis progrese durante 30 minutos sobre hielo. Se deter-

10%



10

15

20

25

30

- 73 -
mina la concentracién de proteina aplicando el método BCA (Pierce). Se separan
30-50 g del lisado en un gel Bis-Tris NuPage 4-12 % (Invitrogen) y se transfieren
las proteinas del gel a una membrana de nitroceluiosa. Se bloguean las membra-
nas durante una hora con TBS-T que contiene un 5 % de BSA y revelan con un
anticuerpo c-Met fosfo-especifico dirigido contra Y1230,1234,1235 (44-888, Bio-
source) con arreglo a las instrucciones del fabricante. Las inmunotransferencias
(immunoblots) se exploran de nuevo con un anticuerpo que se fija sobre ia c-Met
no fosforilada (AF276, R&D).

Ensayo de fosforilacion de la Her3 (ErbB3)

Se siembran 2x10° células MCF7 por hoyo en una placa de 12 hoyos, en
un medio de cultivo completo (RPMI 1640, 10 % de FCS). Se dejan crecer las
células hasta una confluencia del 90 % durante dos dias. Se reemplaza el medio
por un medio de inanicién que contiene un 0,5 % de FCS. Al dia siguiente se su-
plementan los anticuerpos en cuestion en las concentraciones indicadas 1 hora
antes de la adiciéon de 500 ng/ml de herregulina (R&D). Después de la adicién de
la herregulina se cultivan las células durante 10 minutos mas, se recolectan las
células y se lisan. Se determina la concentracion de proteina aplicando el método
BCA (Pierce). Se separan 30-50 g de lisado en un gel 4-12% Bis-Tris NuPage
(Invitrogen) y se transfieren las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulo-
sa. Se bloquean las membranas durante una hora con TBS-T que contiene un 5
% de BSA y se revelan con un anticuerpo fosfo-especifico Her3/ErbB3 que reco-
noce especificamente a la Tyr1289 (4791, Cell Signaling).

Ensayo de diseminacion

Se siembran el A549 (4000 células por hoyo) o el A431 (8000 células por
hoyo) el dia antes del tratamiento con los compuestos en un volumen total de 200
Ml en placas E de 96 hoyos (Roche, 05232368001) en un medio RPMI con un
0,5% de FCS. Se hace el seguimiento de la adhesién y del crecimiento celular
durante una noche con la maquina llamada Real Time Cell Analyzer, con barridos
cada 15 min para la comprobacién de la impedancia. Al dia siguiente se preincu-
ban las células con S l de las diluciones de los anticuerpo correspondientes en
PBS con barridos cada cinco minutos. Pasados 30 minutos se anaden 2,5 yl de

una solucion de HGF que produce una concentracidn final de 20 ng/ml y se conti-
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nua el ensayo durante 72 horas mas. Se hace el seguimiento de los cambios in-
mediatos con barridos cada minuto durante 180 minutos y después con barridos
cada 15 minutos durante el tiempo restante.

Ensayo de migracion

Se realizan los ensayos de migracién en base a la tecnologia llamada Re-
al Time Celi Analyser Technology (Roche). A tal fin, en 1a camara inferior del dis-
positivo CIM que tiene poros de 8 um se introducen 160 ul de medio acondiciona-
do con HGF (50 ng/m!). Se monta el dispositivo y se siembran en la camara supe-
rior 100000 células A431, en un volumen total de 150 pl. Se les anaden los anti-
cuerpos biespecificos o los anticuerpos de control. Se deja progresar la migracion
durante 24 h, intercalando barridos regulares cada 15 min. Los datos se recogen y
se presentan como lectura final después de 24 h.

Ensayo de citometria de fluijo (FACS)

a) Cuantificacion relativa del estado de receptor de superficie celular

Se mantienen las células en una fase de crecimiento logaritmico. Se des-
tacan las células subconfluyentes con acutasa (Sigma), se centrifugan (1500 rpm,
4°C, 5 min) y después se lavan una vez con PBS que contiene un 2 % de FCS.
Para determinar el estado receptor relativo en comparacién con otras lineas celu-
lares se incuban sobre hielo 1x10° céiulas con 5 pg/m! de anticuerpo especifico
primario Her3 o ¢c-Met durante 30 min. Como control de especificidad se emplea la
IgG inespecifica (isotipo de control). Después del tiempo indicado se lavan las
células una vez con PBS que contieneun 2 % de FCS y despuéé se incuban so-
bre hielo con un segundo anticuerpo asociado a un fluoréforo durante 30 minutos.
Se lavan las células del modo descrito y se suspenden de nuevo en un volumen
apropiado de una solucién de BD CellFix (BD Biosciences) que contiene el 7-AAD
(BD Biosciences) para discriminar las células vivas de las muertas. Se determina
la intensidad de fluorescencia media (mfi) de las células por citometria de flujo
(FACS Canto, BD). Se determina la mfi por lo menos por duplicado, con dos tin-
ciones independientes. Después se procesan los espectros de citometria de flujo
empleando el programa informatico FlowJo (TreeStar).

a) Ensayo de fijacion
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Se destacan y se cuentan las células A431. Se siembran 1,5x10° células
por hoyo de una placa de 96 hoyos conicos. Se centrifugan las células (1500 rpm,
4°C, 5 min) y se incuban sobre hielo durante 30 min en 50 pl de una serie de dilu-
ciones del correspondiente anticuerpo biespecifico en PBS con 2 % de FCS (sue-
ro fetal bovino). Se centrifugan de nuevo las células, se lavan una vez con 200 yi
de PBS que contienen un 2 % de FCS y se someten a una segunda incubacion de
30 min con un anticuerpo asociado a ficoeritrina dirigido contra el Fc humano, que
se diluye en PBS que contiene un 2 % de FCS (Jackson Immunoresearch,
109116098). Se centrifugan las células, se lavan dos veces con 200 pl de PBS
que contiene un 2 % de FCS, se suspenden de nuevo en una solucién BD CellFix
(BD Biosciences) y se incuban por lo menos durante 10 min sobre hielo. Se de-
termina la fluorescencia media (mfi) de las células por citometria de flujo (FACS
Canto, BD). Se determina la mfi por lo menos por duplicado de dos tinciones in-
dependientes. Los espectros de citometria de flujo se procesan después con el
programa informatico FlowJo (TreeStar). Se determina la fijacién semi-maxima
empleando el programa XLFit 4.0 (IDBS) y el modeio 205 de un sitio de dosis-
respuesta.

b) Ensayo de internalizacion

Se destacan las células y se cuentan. Se depositan 5x10° células en 50 pl
de medio completo en un tubo eppendorf y se incuban a 37°C con 5 pg/m! del
correspondiente anticuerpo biespecifico. Después del tiempo indicado se almace-
nan células puntuales sobre hielo hasta que finaliza la cuenta del tiempo. Des-
pués se transfieren las células a tubos FACS, se centrifugan (1500 rpm, 4°C, 5
min), se lavan con PBS + 2 % de FCS y se incuban durante 30 minutos en 50 pl
de anticuerpo secundario asociado a ficoeritrina, dirigido contra el Fc humano,
que se diluye en PBS que contiene un 2 % de FCS (Jackson Immunoresearch,
109116098). Se centrifugan de nuevo las células, se lavan con PBS + 2% de
FCS y se determina la intensidad de fluorescencia por citometria de flujo (FACS
Canto, BD).

c) Ensayo de unidn cruzada

Se destacan las células HT29, se cuentan y se dividen en dos poblacio-

nes, que se tifien individualmente con los colorantes PKH26 y PKH67 (Sigma) con
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arreglo a las instrucciones del fabricante. De cada una de las poblaciones tefiidas
se toman 5x10° células, se retinen y se incuban durante 30 y 60 minutos con 10
pHg/ml del correspondiente anticuerpo biespecifico en un medio completo. Des-
pués de los tiempos indicados se almacenan las células sobre hielo hasta que se
completa el periodo temporal. Se centrifugan las células (1500 rpm, 4°C, 5 min),
se lavan con PBS + 2 % de FCS y se determina la intensidad de fluorescencia por
citometria de flujo (FACS Canto, BD).

Ensayo de luminosidad de concentracion celular

La viabilidad y proliferacion celulares se cuantifican aplicando el ensayo
de luminosidad de concentracion celular (cell titer glow) (Promega). Se realiza el
ensayo con arreglo a las instrucciones del fabricante. Resumiendo, se cultivan las
céluias en placas de 96 hoyos, en un volumen total de 100 pl, durante e! periodo
de tiempo deseado. Para el ensayo de proliferacion se sacan las células del incu-
bador y se colocan a temperatura ambiente durante 30 min. Se anaden 100 pl del
reactivo de luminosidad de concentracién celuiar y se colocan las placas muitiho-
yo en un agitador orbital durante 2 min. Se cuantifica la luminiscencia después de
15 min en un lector de microplacas (Tecan).

Ensayo Wst-1

Se realiza un ensayo Wst-1 de la viabilidad y proliferacidon celulares en
forma de ensayo de punto final, detectando el nimero de células metabdlicas
activas. Resumiendo, se afnaden 20 ul del reactivo Wst-1 (Roche, 11644807001) a
200 pl de medio de cultivo. Se incuban las placas de 96 hoyos durante un tiempo
de 30 min a 1 h, hasta que el colorante tenga un revelado robusto. Se cuantifica la
intensidad de la tincién en un lector de microplacas (Tecan), a una longitud de
onda de 450 nm,

Resonancia de plasmén de superficie

Se determina la afinidad de fijacion con un ensayo estandar de fijacion a
25°C, por ejemplo la técnica de resonancia de plasmén de superficie (BIAcore®,
GE-Healthcare Upsala, Suecia). Para las mediciones de afinidad se unen 30
ug/ml! de anticuerpos anti-Fcy (de cabra, Jackson Immuno Research) con la su-
perficie de un chip sensor CM-5 por quimica estdndar de condensacion de aminas

y bloqueo en un instrumento SPR (Biacore T100). Después de la conjugacion, se
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inyectan a 25°C anticuerpos mono- o biespecificos ErbB3/cMet con un caudal de
5 ul/min, después se realiza una serie de diluciones (de 0 nM a 1000 nM} del ECD
de la HER3 o de la c-Met humanas a 30 pl/min. Como tampén de trabajo para el
ensayo de fijacién se emplea el PBS/0,1 % de BSA. Después se regenera el chip
con un pulso de 60 s de una solucion 10 mM de glicina-HCI, de pH 2,0.

Disefio de anticuerpos biespecificos _<ErbB3-c-Met> expresados y purifi-

cados

Todos los anticuerpos biespecificos <ErbB3-c-Met> purificados que se
mencionan a continuacion contienen una regién constante o por lo menos la parte
Fc del subgrupo IgG1 (regién constante de la IgG1 humana, de la SEQ ID NO: 11)
que eventualmente se modifica del modo que se indica a continuacion.

En la tabla 1: los anticuerpos biespecificos trivalentes <ErbB3-c-Met> ba-
sados en un anticuerpo ErbB-3 de longitud completa (clon 29 de HER3) obtenido
por inmunizacién (ratones NMRI inmunizados con el ECD de HER3 humana) y un
fragmento Fv de cadena simple (en cuanto al esquema de la estructura basica,
véase la figura 5a; eventualmente no todas las caracteristicas mencionadas en la
tabla se incluyen en la figura) a partir del anticuerpo c-Met (5D5 cMet), con las
correspondientes caracteristicas recogidas en la tabla 1, se expresan y purifican
con arreglo a los métodos generales antes descritos. Las VH y VL correspondien-

tes del clon 29 de HER3 y del 5D5 de cMet se indican en el listado de secuencias.

Tabla 1:

nombre
de la mo-
iécula,
nomencla-
tura
scFab-Ab
de anti-
cuerpos
biespeci-
ficos

Horset> | Hera/Me_sc | Herd/Met | Herd/Me_sc | Her3/Met_sc

S FvSSKH _scFvKH | FYKHSB FYKHSBSS

caracte-
risticas:

AcY
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nombre
de la mo-
lécula,
nomencla-
tura z{:\:glgﬂ:':_ss Her3/Me_sc [ Her3/Met | Her3/Me_sc | Her3/Met_sc
scFab-Ab S FvSSKH _scFvKH | FYKHSB FVYKHSBSS
de anti-
cuerpos
biespeci-
ficos
| T366WKI7 | 535407366
S354C:T36 0E: W-K370E K4
mutacio- 6W/ T366W/ T366W/ K408D/ 09'Dl '
nes boto- | Y349'C:T36 T366'S:L36 T366'S:L3 | E357'K:T36 Y349'C:E357"
nes en 6'S: . 68'A: Y407 | 6'S: ,
) . 8'AY407YV |, AL K:T366'S:L36
ojales L368'A:Y40 V L368'A:D39 8'A‘D389'K"Y
7'V 9K: ' 407V
Y407'V
esqueleto
del anti- clon 29
cuerpode | clon29de | cion 29 de de Her3 clon29de |clon29de
longitud Her3 (qui- Her3 (qui- (quiméri- Her3 (qui- Her3 (quimé-
completa | mérico) mérico) 4 merico) rico)
. co)
derivado
de
fragmento
E;’ d""':;a 5D5cMet | 5D5cMet | 5D5 cMet | 5D5 cMet | 5D5 cMet
simple (humaniza- | (humaniza- | (humani- {(humaniza- | (humaniza-
derivado do) do) zado) do) do)
de
ey cadena
gosmlon cadena cadena arga  de cadena cadena larga
e! scFv larga de | larga de botén del larga de de botén del
unido al botén  del | botén del extremo botén del extremo C
anticuerpo | extremo C extremo C c extremo C
Fv de
cadena
simple- (G4S)3 (G4S)3 (G4S)3 (GaS)s (G4S)3
engarce
conector ‘
peptidico (G4S)2 (G4S)2 (GaS)2 (GaS)2 (GaS)2
VH44/\/L1
00 de
ScFv
estabili- + + i + .
zado con
disulfuro
(silno =
+1)

En la tabla 2: Se expresan y purifican anticuerpos biespecificos trivalentes

<ErbB3-c-Met> basados en un anticuerpo ErbB-3 de longitud completa (Mab 205,

obtenido por inmunizacion de ratones NMRI con el ECD de HER3 humana) y un
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fragmento Fv o scFab de cadena simple (véase un esquema basico en las figuras

5b y a; la estructura detallada se describe en la tabla) a partir del anticuerpo c-Met

(5D5 cMet) con las caracteristicas correspondientes recogidas en la tabla 2 con

arreglo a los métodos generales antes descritos. Las correspondientes cadenas

VH y VL del Mab 205 y del 5D5 cMet se describen en el listado de secuencias.

Tabla 2

nombre
de la
molécu-
la, no-
mencla-
tura
scFab-
Ab de
anti-
cuerpos
biespe-
cificos

MH_
TvAB18

MH_
TvAB21

MH_
TvAB22

MH_
TvAB23

MH_
TvAB24

MH_
TvAB25

caracte-
risticas:

muta-
ciones
botones
en ojales

S354C:T
366W/
Y349'C:T
366'S:
L36B'AY
407V

S$354C:T3
66W/
Y349'C:T
366'S:
L368'AY
407'V

S354C:T3
B/
Y349'C:T
366'S:
L368'AY
407V

S354C.T3
B66W/
Y349'C:T
366'S:
L368'AY
407'V

S354C:T3
66/
Y349'C:T
366'S:
L368'AY
407'V

S5354C:T3
B6W/
Y349'C:T
366'S:
L368'AY
407V

esquele-
to del
anti-
Cuerpo
de longi-
tud com-
pleta
derivado
de

Mab 205
(quiméri-
co)

Mab 205
(quiméri-
CO)

Mab 205
(quiméri-
co)

Mab 205
(quiméri-
cO)

Mab
(quiméri-
co)

Mab
(quiméri-
co)

fragmen-
to Fv de
cadena
simple
derivado
de

5D5 cMet
{(humani-
zado)

5D5 cMet
(humani-
zado)

505 cMet
(humani-
zado)

5D5 cMet
(humani-
zado)

AAA
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nombre
dela
molécu-
la, no-
mencla-
tura
scFab-
Ab de
anti-
cuerpos
biespe-
cificos

MH_
TvAB18

MH_
TvAB21

MH_
TvAB22

MH_
TvAB23

MH_
TvAB24

MH_
TvAB25

fragmen-
to scFab
de ca-
dena
simple
derivado
de

5D5 cMet
{humani-
zado)

5D5 cMet
(humani-
zado)

posicion
del scFv
o del
scFab
unido al
anti-
cuerpo

cadena
larga de
botdn del
extremo
C

cadena
larga de
botén del
extremo
C

cadena
larga de
botén del
extremo
N

cadena
larga de
botdn del
extremo
N

cadena
larga de
boton del
extremo
N

cadena
larga de
botdn del
extremo
N

Fv de
cadena
simple-
engarce

(G3S)4

(G3S)4

(G3S)r

(GsS)7

engarce

(scFab)

(G4S)sGG

(GsS)sGG

conector
peptidi-
co

(G4S)2

(GaS)2

(G4S)2

(G4S)2

(GaS)2

(G4S)2

VH44/
VL100
de ScFv
o de
scFab
estabili-
zado
con di-
sulfuro
(+/-=
si/no)

En la tabla 3: Se expresan y purifican anticuerpos biespecificos trivalentes
<ErbB3-¢c-Met> basados en un anticuerpo ErbB-3 de longitud completa (Mab
205.10.2, obtenido por inmunizacién de ratones NMRI con el ECD de HER3

humana) y un fragmento scFab (véase un esquema basico en las figura 5a) a

B
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partir del anticuerpo c-Met (5D5 cMet) con las caracteristicas correspondientes
recogidas en la tabla 3 con arreglo a los métodos generales antes descritos. Las

correspondientes cadenas VH y VL del Mab 205.10.2 y del 5D5 cMet se describen

5 Tabla 3
nombre de la molécuia, nomenclatu-
ra scFab-Ab de anticuerpos biespe- MH_TvAB28 MH_TvAB30
cificos
caracteristicas:
S354C.T366W/ S354C T366W/
mutaciones botones en Oja|es Y349'CT366'S Y349'CT366‘S
L368'A: Y407V L368'A Y407V
esqueleto del anticuerpo de longitud| Mab 205.10.2 Mab 205.10.2
h i h izad
completa derivado de (humanizado) (humanizado)

_ 5D5 cMet 5D5 cMet
fragmento scFab derivado de (humanizado) (humanizado)
posicion del scFab unido al anti- bcatic,:ler:ja :argta de cadena larga de boton

oton de’ extremo del extremo C
cuerpo C
engarce (scFab) ((GaS)s GG (GaS)s GG
conector peptidico (GeS)2 (GaS)2
VH44/V1.100 de scFv o de scFab
estabilizado con disulfuro (si/fno = + -
)

Tabla 4

Anticuerpos biespecificos trivalentes con la nomenclatura VHVL-Ab de la
tabla 2, se expresan y se purifican (véase también los ejemplos que siguen y la
figura 3c) '

10

en el listado de secuencias.

M3
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nombre
de la mo-
lécula,
nomencia-
tura Her3/Met K | Her3/Met Her3/Met_SS Her3/Met
scFab-Ab |HSS | SSKH  |KHss | Mers/Met1C e
de anti-
cuerpos
biespeci-
ficos
caracte-
risticas:

S5354C.T366 S354C:T366 | S354C:T366 | S354C:T3
mutacio- | W/ T366W/ W/ W/ 66W/
nes boto- | Y349'C:T36 | T366'S:L36 | Y349'C.T366' | Y349'C:T366 [ Y349'C:T3
nes en 6'S: 8'A: S 'S: 66'S:
ojales L368'A: Y407 | Y407'V L368'AY407' | L36B'A:Y407' | L368'A Y4

'V \% V 07'vV
esqueleto
del anti-
cuerpo de | clon 29 de clon 29 de | clon 29 de clon 29 de clon 29 de
longitud Her3 (qui- Her3 (qui- | Her3 (quimé- | Her3 (quime- | Her3 (qui-
completa | merico) mérico) rico) rico) mérico)
derivado
de
Uagmento | spscMet | 5D5cMet | 5DScMet | 5D5cMet | 5D cMet
derivado (humaniza- { (humaniza- | (humaniza- (humaniza- (humani-
de do) do) do) do) zado)
ggﬁ:'\% gadena larga faarg:n:e cadena} larga cadena} larga lc;arggn;e

. e botdn del ) de botdn del | de botdn del p

unida al extremo G botén del extremo G extremo C botén del
anticuerpo extremo C extremo C
posicion cadena larga cadena cadena larga | cadena larga cadena
dela VL de of larga de . . larga de
unida a e ojal del ojal de! de ojal del de ojal del cjal del
anticuerpo extremo C extremo C extremo C extremo C extremo C
contdico | (GeShs (GaS)s (GaS) (GaS); (GaS)s
VH44/ VL1
00 de
ScFv
estabili- i + + ) i
zado con
disulfuro
(+/-=
si/no)

En la tabla 5: Se expresan y purifican anticuerpos biespecificos bivalentes

<ErbB3-c-Met> basados en un anticuerpo ErbB-3 de longitud completa (Mab 205

de HER3 o versiones humanizadas Mab 205.10.1, Mab 205.10.2 0 Mab 205.10.3}

y un fragmento scFab (vease un esquema basico en las figura 7) a partir del anti-




10

15

- 83 -
cuerpo c-Met (5D5 cMet) con las caracteristicas correspondientes recogidas en la

tabla 5 con arreglo a los métodos generales antes descritos. Las correspondientes

cadenas VH y VL del Mab 205 de HER3 y del 5D5 cMet se describen en el listado

de secuencias.

Tabla b

nombre de la molécula, nomenclatu-

derivado de

(humanizado)

ra scFab-Ab de anticuerpos biespe- | MH_BvAB21 MH_BvAB28
cificos
caracteristicas:
S$354C:T366W/ S354C.T366W/
mutaciones botones en ojales Y349'C:T366'S: Y349'C:T366'S:
L368'A: Y407V |L368'A: Y407V
esqueleto del anticuerpo de longitud Mab 205 Mab 205
iméri imérico
completa derivado de (quimérico) (quimerico)
fragmento Fab de cadena simple 5D5 cMet 5D5 cMet

(humanizado)

posicidon del scFab unido al anti-

extremo C del
fragmento botén-

extremo C del fragmen-

to botén-CH2-CH3

cuerpo CH2-CH3
Fab de cadena simple - engarce ((GaS)s GG (G4S)s GG
VH44/\/L100 de scFab estabilizado

- +

con disulfuro (sifno = +/-)

Eiemplo 1 {figura 8)

Unién de anticuerpos biespecificos a la superficie de las células cancero-
sas

Se analizan las propiedades de fijacién de los anticuerpos biespecificos
sobre la superficie celular de sus receptores respectivos en células cancerosas
A431 mediante un ensayo basado en la citometria de flujo. Se incuban las células
con anticuerpos primarios mono- o biespecificos y se detecta la fijacién de estos
anticuerpos sobre sus receptores afines con un anticuerpo secundario asociado a
un fluoréforo, que se une especificamente al Fc del anticuerpo primario. Se traza
una grafica de la intensidad de fluorescencia media de una serie de diluciones de

los anticuerpos primarios frente la concentracion del anticuerpo, obteniéndose una

S



10

15

20

25

30

- 84 -
curva de fijacion sigmoidal. La expresion en la superficie celular del c-Met y del
Her3 se valida por incubacidn con el anticuerpo bivalente 5D5 y con el anticuerpo
clon 29 de Her3 solamente. El anticuerpo Her3/c-Met KHSS se une rapidamente
a la superficie de las células A431. En estas condiciones experimentales, el anti-
cuerpo solamente puede fijarse a través de su parte Her3 y por consiguiente la
intensidad de fluorescencia media no supera la tincion del clon 29 de Her3 solo.

Ejemplo 2 (figura 9)

Inhibicidn de la fosforilacion del receptor de ¢-Met inducida por HGF con
formatos de anticuerpos biespecificos Her3/c-Met

Para confirmar la funcionalidad de la parte c-Met de los anticuerpos bies-
pecificos se realiza un ensayo de fosforilacion de la c-Met. En este ensayo se
tratan células de cancer de pulmon A549 o células de cancer colorrectal HT29 con
los anticuerpos biespecificos o con anticuerpos de control antes de exponerlas al
HGF. Después se lisan las células y se examina la fosforilacion del receptor de c-
Met. Ambas lineas celulares se estimulan con HGF como puede observarse con
la aparicién de la banda especifica de fosfo-c-Met en la inmunotransferencia (im-
munaoblot). La adicién del anticuerpo scFv o del fragmento Fab del 5D5 inhibe la
fosforilacion del receptor, lo cual demuestra la funcionalidad del componente scFv
de c-Met.

Eiemplo 3 (figura 10)

Inhibiciéon de la fosforilacion del receptor de Her3 inducida por HRG con
formatos de anticuerpos biespecificos Her3/c-Met

Para confirmar la funcionalidad de la parte Her3 de los anticuerpos bies-
pecificos se realiza un ensayo de fosforilacién de la Her3. En este ensayo se tra-
tan céluias MCF7 con anticuerpos biespecificos o con anticuerpos de control an-
tes de exponerlas a la HRG (herregulina). Despues se lisan las celulas y se ex-
amina la fosforilacion del receptor de Her3. El Her3/c-Met_scFv_SSKH y el
Her3/c-Met_KHSS inhiben la fosforilacion del receptor de la Her3 en igual medida
que el clon 29 de la Her3 original, 1o cual indica que la fijacion sobre la Her3 y la
funcionalidad del anticuerpo no resulta comprometida por el formato de anticuerpo
trivalente.

Eiemplo 4 (figuras 11, 12, 13)

e
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Inhibicién de la proliferacion de HUVEC inducida por HGF con los forma-
tos de anticuerpos biespecificos Her3/c-Met

Pueden realizarse ensayos de proliferacion de HUVEC para demostrar el
efecto mitdégeno del HGF. La adicién de HGF a las HUVEC conduce a un aumen-
to doble de la proliferacién. La adicién del anticuerpo de control IgG humano en el
mismo intervalo de concentraciones que los anticuerpos biespecificos no tiene
incidencia en la proliferacion celular, mientras que el fragmento Fab 5D5 inhibe la
proliferacién inducida por el HGF. Si se emplean las mismas concentraciones, el
anticuerpo Her/c-Met_scFv_SSKH inhibe 1a proliferaciéon en igual medida que el
fragmento Fab (figura 11). La adicién de herregulina (HRG) sola (datos no presen-
tados) o0 en combinaciéon con el HGF no produce un incremento en la proliferacion
(figura 12). Esto confirma que esta conclusion permite el analisis funcional del
componente c-Met en un formato de anticuerpo biespecifico sin interferencia del
componente Her3. La valeracion del Her3/c-Met_ KHSS demuestra un débil efecto
inhibidor de! anticuerpo (figura 13). Este efecto es mas pronunciado para el anti-
cuerpo Her3/Met-6C, lo cual indica que un conector mas largo mejora la eficacia
del anticuerpo. Tres anticuerpos scFv diferentes (Her3/c-Met-scFv_SSKH, Her3/c-
Met_scFv_KH y Her3/c-Met_scFv_KHSB) presentan el mismo gradeo de inhibicion
de la proliferacion. Este demuestra la funcionalidad del componente ¢-Met en el
formato de anticuerpo trivalente.

Eiemplo 5 (figura 14)

Inhibicién de la proliferacion de la linea celular cancerosa A431 con forma-
tos de anticuerpos biespecificos Her3/c-Met

Si se siembran celulas A431 en un medio de contenido reducido en suero,
la adicion de HGF induce la diseminacién y ademas un débil efectc mitdégeno.
Esto se aprovecha para analizar el impacto del anticuerpo Her3/c-
Met_scFv_SSKH y del Her3/c-Met_KHSS en la proliferacion de las A431 tratadas
con HGF. Como es obvio, los anticuerpos biespecificos pueden inhibir en gran
manera el aumento de proliferacion (15 %) inducido por el HGF. El Her3/c-
Met_scFv_SSKH es igual de eficaz que el fragmento Fab del 5D5, mientras que el
Her3/c-Met_KHSS tiene que dosificar en mayor cantidad (12,5 ug/ml, a diferencia

de los 6,25 pg/ml) para obtener efectos similares. Un anticuerpo IgG humano de
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control no tiene influencia en el crecimiento de las células A431 promovido con
HGF.

Ejemplo 6 (figura 15, 16)

Analisis de la inhibicidn de la diseminacion célula-célula (scattering) indu-
cida por HGF en la linea celular cancerosa A431 con formatos de anticuerpos
biespecificos Her3/c-Met

La diseminacion inducida por el HGF incluye los cambios morfologicos de
la célula, que se traducen en un redondeo de las células, protrusiones de tipo
filopodia, estructuras de tipo husillo y cierta motilidad de las células. Con el Real
Time Cell Analyzer (Roche) se mide la impedancia de un hoyo determinado de
cultivo celular y, por tanto, puede hacer un seguimiento indirecto de los cambios
de la morfologia y la proliferaciéon celulares. La adicion del HGF a las células A431
y A549 se traduce en cambios de la impedancia que pueden seguirse en funcion
del tiempo. Los anticuerpos Her3/c-Met KHSS y Her3/Met-6C inhiben la disemi-
nacién inducida por el HGF, siendo mas eficaz el Her3/Met-6C (20,7 % y 43,7 %
de inhibicién de diseminacion) (figura 15). Tres anticuerpos scFv diferentes
(Her3/c-Met_scFv_SSKH, Her3d/c-Met_scFv_KH, Her3/c-Met_scFv_KHSB) des-
pliegan una eficacia media en la supresién de la diseminacién inducida por el
HGF, como puede observarse en la pendiente reducida de la curva de la gréafica
junto a la curva de control sin tratamiento (inhibicion de la diseminacién en un 29
%, 51,9 % y 49,7 %) (figura 16). Si se emplea la misma concentracion de 12,5
pg/ml, entonces el anticuerpo Her3/c-Met_scFv_KH y el Her3/c-Met_scFv_KHSB
se comportan igual de bien.

Ejemplo 7 (figura 17)

Analisis de la expresion del receptor de Her3 y de c-Met en la superficie
de las células de las lineas celulares cancerosas T47D, A549, A431 y H441

Para identificar lineas celulares de diferentes proporciones de superficie
celular de la Her3 y de la c-Met se realiza un ensayo basado en el FACS. La
T47D no presenta expresién en la superficie de las células c-Met, lo cual esta de
acuerdo con los niveles de mMRNA en esta linea celular (datos no presentados). La
A431 y la A549 presentan niveles similares de ¢-Met, mientras que la H441, una

linea celular que sobreexpresa la c-Met, tiene niveles muy elevados de c-Met. Y

Zite)



10

15

20

25

30

- 87 -
viceversa, la T47D tiene niveles elevados de Her3, mientras que la A549 presenta
solamente una expresion baja en la superficie celular.

Eiemplo 8 (figura 18 v tabla siguiente)

Analisis de |a internalizacion de receptor mediada por el anticuerpo en las
lineas celulares cancerosas A431, A549 y DU145 (medida en un ensayo de cito-
metria de flujo (FACS))

Se ha demostrado que la incubacidén de células con anticuerpos que se
unen especificamente con la Her3 o la c-Met desencadena la internalizacién del
receptor. Con el fin de evaluar la capacidad de internalizacion de los anticuerpos
biespecificos, se disefia un método experimental para estudiar la internalizacion
del receptor inducida por el anticuerpo. A tal fin se incuban a 37°C las células
durante diferentes periodos de tiempo (p.ej. 0, 30, 60 y 120 minutos =0 h, 1/2 h,
1 h y 2 h) con el correspondiente anticuerpo primario. Se interrumpen los proce-
sos celulares con e! enfriamiento rapido de las células a 4°C. Se emplea un anti-
cuerpo secundario ascciado a un fluoréforo y que se une especificamente al Fc
del anticuerpo primario para detectar los anticuerpos fijados sobre la superficie de
las células. La internalizacion del complejo anticuerpo-receptor reduce los comple-
jos anticuerpo-receptor de la superficie celular y se traduce en una menor intensi-
dad de fluorescencia media. La internalizacién se ha estudiado en fres lineas ce-
lulares diferentes (A431, A549 y DU145). La incubacion con el clon 29 de la Her3
demuestra que este anticuerpo induce la internalizacion del receptor en A431 y en
DU145, pero el efecto es menos pronunciado en la A549, que casi no tiene recep-
tor en su superficie celular. La incubacion con el 5DS conduce a una buena inter-
nalizacién de! receptor en las A549 y DU145 y menos pronunciada en las A431. El
Her3/c-Met_scFv_SSKH casi no produce internalizacién en las A548 y DU145 y
una internalizacion solamente modesta en las A431 (11 % después de 2 h). Re-
sumiendo, el formato de anticuerpo scFv conduce solamente a un internalizacién
muy modesta del receptor, lo cual indica que el anticuerpo biespecifico actua de
modo diferente a los componentes monoespecificos, lo cual sugiere que tiene
lugar una fijacion simuitanea del anticuerpo scFv sobre ambos receptores, captu-
randolos sobre la superficie de la célula. Los resultados se presentan en la figura

18 y en la tabla que sigue.

"9
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Tabla 6
% de internalizacion del receptor de ErbB3 con el anticuerpo biespecifico
Her3/cMet comparado con el del anticuerpo original monoespecifico HER3 vy
cMet, medido por un ensayo FACS después de 2 h en células A431. La medicion
del % del receptor de ErbB3 en la superficie de las células en las 0 h se toma

comoe 100 % de receptor de ErbB3 en la superficie de las células.

% de receptor de % de internalizacion del
N P ErbB3 después de 2 h en
ErbB3 en la super- células Ad31
Anticuerpo ficie de Ias_ céelulas (ATCC n® CRL-1555)
A431 émeccjildg ges- (= 100- % de anticuerpo en
pues de la superficie de las células)
A) anticuerpos monoespeci-
ficos originales <ErbB3 >
Mab 205 <E.rbB3 > (quimé- 60 40
rico)
clon 29 de HER3 <ErbB3 > 44 54
B) anticuerpo monoespeci-
fico original <c-Met>
Mab 5D5 61 39
C) anticuerpos biespecifi-
cos <ErbB3-cMet >
MH_TvAb 18 101 -1
MH_BvAb 20 103 -3
MH_TvAb_ 21 99 1
MH TvAb22 99 1
MH_TvAb23 89 11
MH_TvAb24 80 10
MH_ TvAb25 89 11
MH_ BvAb28 102 -2
MH TvAb29 95 5
MH_TvAb30 95 5
Her3/Met_6C 94 6
Her3/Met SSKH 89 11

Eiemplo 10 (figura 19)

Analisis de la inhibicién dependiente de anticuerpo de la migracion media-

da por el HGF en la linea de células cancerosas A431

Un aspecto importante de la sefalizacién activa de la c-Met es la induc-

cién de un programa migratorio e invasivo. La eficacia de un anticuerpo inhibidor
de la c-Met puede determinarse midiendo la inhibicion de la migracién celular

inducida por el HGF. A tal fin se trata la linea celular cancerosa A431 inducible por
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HGF con el HGF en ausencia o en presencia de un anticuerpo biespecifico o de
un anticuerpo 1gG de control y se miden el nimero de células migrantes a través
de un poro de 8 ym, de forma dependiente del tiempo, en un analizador celular
del tipo Acea Real Time, empleando placas CIM, con lectura de la impedancia. De
forma independiente se visualiza cualitativamente la migracién de las células por
tincion de las células migradas (datos no presentados). El ejemplo demuestra la
inhibicién dependiente de la dosis de la migracién celular inducida por HGF.

Eiemplo 11 (tabla siquiente)

Analisis de la union sucesiva y simultanea del receptor recombinante de
Her3, cMet y Fcgammalll a los anticuerpos biespecificos

Para comprender mejor el modo de accion de los anticuerpos biespecifi-
cos que se fijan sobre la Her3 y la c-Met se determina el estado de fijacion sobre
el receptor mediante mediciones de la resonancia de plasmén de superficie (Bi-
acore). Se aplican diferentes métodos para evaluar la fijacion de los anticuerpos
biespecificos sobre el ectodominio (ECD) de la Her3 recombinante o de la c-Met
recombinante o de ambas a la vez. Todos los anticuerpos biespecificos ensaya-

dos son capaces de fijarse simultaneamente sobre el ECD de la Her3 o de la c-

Met. Ademas, la fijacion de la proteina FCgammalill recombinante al complejo

formado por el anticuerpo:ECD Her3:cMet. Todos los anticuerpos consiguen fijar-
se sobre el receptor de Fecgammalll incluso en presencia de ambos ectodominios,
lo cual proporciona una fuerte prueba de que la glucoingenieria de anticuerpos

biespecificos permite intensificar las funciones efectoras dependientes de las NK.

Tabla 7
anticuerpo fijacion simul- | afinidad afinidad fijacién fijacion
tanea sobre conliac- con la sobre simultanea
ambos recep- | Met [nM] HER3 FcgRilia sobre
tores [nM] FcgRllla
MH BvAb 20 si 1,2 0,9 + Si
MH TvAb 21 si 0,8 1,8 ++ si
MH TvAb22 si 0,9 2,1 + si
MH TvAb23 si 1,8 1.1 + si
MH TvAb24 si 1,3 1,6 + si
MH TvAb25 si 1,3 1,2 + si
MH TvAb30 Si 1,4 1,3 +++ si
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Ejemplo 12 (figura 20)

Andlisis de la unidn cruzada célula-célula con el anticuerpo biespecifico
Her3/c-Met_scFv_SSKH en células HT29

Debido a la multivalencia de! formato de anticuerpo biespecifico, fa unién
cruzada célula-célula es un posible modo de accidn que podria explicar ademas la
reducida internalizacion del receptor. Para estudiar este fenédmeno con mayor
detalle se ha disefiado un método experimental encaminado a dilucidar esta cues-
tiébn. Para este fin se dividen en dos poblaciones las células HT29 que expresan |a
Her3 y la c-Met en su superficie celular. Una poblacién se tifie con PKH26 (Sig-
ma), la otra con PKH67 (Sigma), dos colorantes de membrana, el primero es ver-
de y el Gltimo es rojo. Se mezclan las células tefidas y se incuban con Her/c-
Met_scFv_SSKH. En un ensayo basado en la citometria de flujo, la unidén cruzada
de las células conduciria a un aumento de la poblacion de células doblemente
positivas (verde+/rojo+) en el cuadrante superior derecho. En base a este ensayo
no se observa incremento en la unién cruzada célula-célula en las condiciones
indicadas.

Ejemplo 13

Preparacion de anticuerpo biespecificos Her3/c-Met por glucoingenieria

Se subclonan las secuencias de DNA del anticuerpo biespecifico Her3/c-
Met siguientes: MH_TvAb18, MH_TvAb21, MH_TvAb22 y MH_TvAb30 en vecto-
res de expresion en mamiferos bajo el control del promotor MPSV y en posicion
anterior {upstream) con respecto al sitio polyA sintético, cada vector lleva una
secuencia OriP de EBV.

Se producen los anticuerpos biespecificos por co-transfecciéon de células
HEK293-EBNA con los vectores de expresidén de anticuerpos biespecificos en
mamiferos, empleando un método de transfeccién con fosfato calcico. Para la
produccion del anticuerpo de glucoingenieria se co-transfectan las células con dos
plasmidos adicionales, uno para la expresion del polipéptido de fusién GnTIII (un
vector de expresion) y el otro para la expresion de la manosidasa Il (un vector de
expresion de la manosidasa de Golgi ll), en una proporcion de 4:4:1:1, respecti-
vamente. Se cultivan las células en forma de cultivos monocapa adherentes en

frascos T empleando un medio de cultivo DMEM suplementado con un 10 % de
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FCS y se transfectan cuando han alcanzado una confluencia entre el 50 y el 80
%. Para la transfeccion en un frasco T150 se siembran 15 millones de células 24
horas antes de la transfeccion en 25 ml de medio de cultivo DMEM suplementado
con FCS (en un 10 % v/v final) y se colocan las células en el incubador a 37°C
con una atmosfera del 5 % de CO2 durante una noche. Para cada frasco T10 a
transfectar se prepara una solucién de DNA, CaCl2 y agua por mezclado de 49 pg
de DNA de vector de plasmido total dividido a partes iguales entre los vectores de
expresién de la cadena corta y la larga, el agua se afiade hasta un volumen final
de 469 pl y también 469 pl de una solucién 1 M de CaCl2. A esta solucién se le
anaden 938 pl de HEPES 50 mM, NaCl 280 mM, Na2HPO4 1,5 mM, de pH 7,05,
se mezclan inmediatamente durante 10 s y se dejan en reposo a temperatura
ambiente durante 20 s. Se diluye la suspensién con 10 ml de DMEM suplementa-
do con un 2 % de FCS y se anade al T150 en lugar del medio existente. Después
se afiaden otros 13 ml de medio de transfeccion. Se incuban las células a 37°C,
con un 5 % de CO2, durante un tiempo de 17 a 20 horas, después se reemplaza
el medio por 25 ml de DMEM, con un 10 % de FCS. Se recolecta el medio de
cultivo acondicionado 7 dias después de la transfeccion por centrifugacion a 210 x
g durante 15 min, se filtra la solucion en condiciones estériles (filtro de 0,22 pmj,
se afade la azida sodica en una concentracion final del 0,01 % p/v y se mantiene
a 4°C,

Se purifican los anticuerpos de glucoingenieria afucosilados biespecificos
secretados por cromatografia de afinidad con la proteina A, después por cromato-
grafia de intercambio catidnico, un paso final de cromatografia de exclusion de
tamafios en una columna Superdex 200 (Amersham Pharmacia) sustituyendo el
tampén por fosfato potasico 25 mM, cloruro sodico 125 mM, una solucién de glici-
na 100 mM de pH 6,7 y se recogen los anticuerpos IgG1 monoméricos puros. L.a
concentracion de anticuerpos se estima empleando un espectrofotémetro y mi-
diendo la absorbancia a 280 nm.

Se analizan por MALDI-TOF/EM los oligosacaridos unidos a la region Fc
de los anticuerpos del modo descrito a continuacion (ejemplo 14). Se liberan los
oligosacaridos por via enziméatica a partir de los anticuerpos por digestion con

PNGaseF, estando los anticuerpos o bien inmovilizados sobre una membrana de
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PVDF o bien en solucién, La solucion digerida resultante, que contiene los oligo-
sacaridos liberados, se prepara directamente para el analisis MALDI-TOF/EM o se
sigue digiriendo con la EndoH-glucosidasa antes de la preparacion de la muestra
para el analisis MALDI-TOF/EM.

Ejemplo 14

Andlisis de la glucoestructura de los anticuerpos biespecificos Her3/c-Met

Para determinar las proporciones relativas de estructuras de oligosacari-
dos que contienen fucosa y no fucosa (a-fucosa) se analizan por MALDI-
TOF/espectrometria de masas los glucanos liberados del material de anticuerpo
purificado. Para ello se incuba la muestra de anticuerpo (unos 50 ug) a 37°C du-
rante una noche con 5 mU de N-glucosidasa F (Prozyme, n°® GKE-5010B) en un
tampon fosfato sédico 0,1M de pH 6,0, con el fin de liberar los oligosacaridos del
esqueleto de la proteina. A continuacion se aislan las estructuras de glucano y se
desalinizan empleando puntas de pipeta NuTip-Carbon (obtenidas de Glygen:
NuTip1-10 pl, n°® de cat. NT1ICAR). Como primer paso, se preparan las puntas de
pipeta NuTip-Carbon para la fijacién sobre oligosacaridos lavandolas con 3 pi de
NaOH 1 M y después con 20 ul de agua pura (p.ej. agua de calidad para gradien-
te de HPLC, de Baker, n® 4218), 3 pl de acido acético del 30 % v/v y después otra
vez 20 ul de agua pura. Para ellos se introducen las soluciones en cuestion en la
parte superior del material cromatografico en la punta de una pipeta NuTip-
Carbon y se presionan a través del mismo. Después se fijan las estructuras de
glucano correspondientes a 10 ug de anticuerpo sobre el material de las puntas
de pipeta NuTip-Carbon moviendo en sentido vertical y descendente cuatro o
cinco veces el material digerido de la N-glucosidasa F, antes descrito. Se lavan
los glucanos fijados sobre el material en {a punta de la pipeta NuTip-Carbon con
20 pl de agua pura del modo recién descrito y se eluyen gradualmente con 0,5 pl
de acetonitrilo del 10 % y con 2,0 pl de acetonitrilo del 20 %, respectivamente.
Para este paso se llenan las soluciones de elucidn en un viai de reaccién de 0,5
ml y se mueven arriba y abajo cuatro o cinco veces cada uno. Para el analisis
MALDI-TOF/espectrometria de masas se retnen los dos liquidos eluidos. Para
esta medicion se mezclan 0,5 pl de los eluidos reunidos en la diana MALDI con

16 pl de una solucidn de matriz SDHB (acido 2,5-dihidroxi-benzoico/acido 2-
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hidroxi-5-metoxibenzoico [Bruker Daltonics, n® 209813] disueltos en etanol del
20 %/NaCl 5 mM hasta una concentracién de 5 mg/ml) y se analizan con el ins-
trumento TOF Bruker Ultraflex TOF oportunamente ajustado. De forma rutinaria
se registran 50-300 disparos, que se acumulan en un solo ensayo. Se evallan |os
espectros obtenidos con el programa informatico Flex analysis (Bruker Daltonics)
y se determinan ias masas para cada uno de los picos detectados. A continuacion
se asignan los picos a las estructuras de glicol que contienen fucosa o a-fucosa
(no fucosa) comparando las masas calculadas y las masas tedricamente espera-
das para las estructuras en cuestion (p.ej. el complejo, el hibrido, la oligomanosa
y la manosa de concentracién alta, respectivamente, con y sin la fucosa).

Para determinar la proporcion de las estructuras hibridas, se digieren las
muestras de anticuerpo con N-giucosidasa F y endo-glucosidasa H, de modo con-
comitante. La N-glucosidasa F libera todas las estructuras de glucano unidas a N
(estructuras complejas, hibridas, de oligomanosa y de manosa de concentracion
alta) del esqueleto de la proteina y ademas la endo-glucosidasa H descompone
todos los glucanos de tipo hibrido, rompiéndolos entre dos restos GIcNAc del ex-
tremo reductor del glucano. Seguidamente se trata este material digerido y se
analiza por MALDI-TOF/espectrometria de masas de la misma manera que se ha
descrito antes para la muestra digerida con la N-glucosidasa F. Comparando los
modelos del materia! digerido con la N-glucosidasa F y el material digerido combi-
nado de N-glucosidasa F/endo H, el grado de reduccién de las sefales de una
glucoestructura concreta se emplea para estimar el contenido relativo de estructu-
ras hibridas.

Se calcula la cantidad relativa de cada glucoestructura a partir del cocien-
te entre la altura del pico de una estructura glicol concreta y la suma de las alturas
de los picos de todas las glucoestructuras que se hayan detectado. La cantidad
de fucosa es el porcentaje de estructuras que contiene fucosa referido a todas las
glucoestructuras identificadas en la muestra tratada con N-glucosidasa F (p.e].
estructuras compiejas, hibridas, de oligomanosa y de manosa de mayor concen-
tracidn, respectivamente). El grado de afucosilacion es el porcentaje de estructu-

ras carentes de fucosa, referido a todas las glucoestructuras identificadas en la
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muestra tratada con N-glucosidasa F (p.ej. estructuras complejas, hibridas, de
oligomanosa y de manosa de mayor concentracion, respectivamente).

Ejemplo 15

ADCC “in vitro” de los anticuerpos biespecificos Her3/c-Met

Los anticuerpos biespecificos Her3/cMet segun la invencién presentan
una internalizacién reducida en las células que expresan a ambos receptores. La
internalizacién reducida es un gran apoyo para el propésito de la glucoingenieria
de estos anticuerpos, ya que la exposicion prolongada del complejo anticuerpo-
receptor en la superficie de las células es mas probable que sea reconocido por
las células NK. La internalizacién reducida y la glucoingenieria se traducen en una
mayor citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), si se comparan
con la de los anticuerpos originales. Puede disefiarse un método experimental “in
vitro” para demostrar estos efectos empleando células cancerosas que expresen
tanto a la Her3 como a la cMet en la superficie celular, p.ej. la A431, y células
efectoras por ejemplo una linea celular NK o de células PBMC. Se preincuban las
células tumorales con los anticuerpos monoespecificos originales o con los anti-
cuerpos biespecificos durante un tiempo de hasta 24 h y después se afade la
linea celular efectora. Se cuantifica la lisis celuiar, que permite la discriminacion
entre anticuerpos mono- y biespecificos.

Las células diana, por ejemplo las A431 (cultivadas en medio RPM| 1640
+ L-glutamina 2 mM + 10 % de FCS) (que expresan tanto a la Her3 como a la
cMet) se recolectan con tripsina/EDTA (Gibco, n® 25300-054) en la fase de creci-
miento exponencial. Después de un paso de lavado y de chequeo del nimero de
células y la viabilidad se marca en el incubador celular la parte alicuota necesaria
con calceina (Invitrogen, n® C3100MP; se suspende de nuevo 1 vial en 50 pl de
DMSO para 5 millones de células en § ml de medio) a 37°C durante 30 min. A
continuacion se lavan las células tres veces con medio AIM-V, se chequea el nu-
mero de células y la viabilidad y se ajusta el numero de células a 0,3 millones/mi.

Mientras se preparan las PBMC como células efectoras mediante una
centrifugacion por gradiente de densidad (Histopaque-1077, Sigma, n° H8889)

con arreglo a las instrucciones del fabricante (pasos de lavado: 1xa 400 gy 2x a
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350 g, cada uno durante 10 min). Se chequea el nimero de células y la viabilidad
y se ajusta el nimero de células a 15 millones/ml.

Se depositan 100 pl de las células diana tefidas con calceina en las pla-
cas de 96 hoyos de fondo redondo, se ies afiaden 50 pl de anticuerpo diluido y 50
ul de células efectoras. En algunos ensayos, las células diana se mezclan con
Redimune® NF Liquid (ZLB Behring) en una concentracién de Redimune de 10
mg/mil.

Como controles se emplean la lisis espontanea, determinada por co-
cultivo de células diana y células efectoras sin anticuerpo y la lisis maxima, de-
terminada por lisis solamente de las células diana con un 1 % de Triton X-100. Se
incuba la placa en un incubador celular humidificado a 37°C durante 4 horas.

Se evalla la muerte de las células diana midiendo la liberacién de la LDH
por parte de las células dafnadas empleando el kit de deteccion de citotoxicidad
(LDH Detection Kit, Roche, n® 1 644 793) con arreglo a las instrucciones del fabri-
cante. Resumiendo, en una placa transparente de 96 hoyos de fondo plano se
mezclan 100 pl de liquido sobrenadante de cada hoyo con 100 pl de sustrato del
kit. Se determinan los valores Vmax de la reaccion de color de sustrato en un
lector ELISA a 490 nm por lo menos durante 10 min. Se calcula el porcentaje de
muerte especifica mediada por el anticuerpo del modo siguiente: ((A — SR)Y/(MR —
SR)x100, en la que A es la media del valor Vmax de una concentracion concreta
de anticuerpo, SR es la media del Vmax de la liberacion espontédnea y MR es la
media del Vmax de |a liberacién maxima.

Ejemplo 16

Eficacia “in vivo” de los anticuerpos biespecificos Her3/cMet en un modelo
de injerto ajeno (xenograft) subcutaneo con un bucle autocrino de HGF

Un modelo de glioblastoma U87MG subcutaneo tiene un bucle autocrino
de HGF y presenta la Her3 y la c-Met en la superficie de las células. Se fosforilan
ambos receptores en explantes tumorales que se lisan y se someten a analisis
por inmunotransferencia (immunaoblot) (datos no presentados). Se mantienen las
células UB7MG en condiciones estandar de cultivo celular en la fase de crecimien-
to logaritmico. Se injertan diez millones de células a ratones SCID de color beige.

Se inicia del tratamiento después de que los tumores se hayan establecido y

mﬁ/
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hayan alcanzado un tamafio de 100-150 mm?®. Se tratan los tumores con una do-
sis de carga de 20 mg/kg de anticuerpo/ratén y después, una vez por semana,
con 10 mg/kg de anticuerpo/raton. Se mide el volumen del tumor dos veces por
semana y se hace un seguimiento paralelo del peso los animales. Los tratamien-
tos individuales y la combinacidn de los anticuerpos individuales se comparan con
la terapia realizada con el anticuerpo biespecifico.

Ejemplo 17

Eficacia “in vivo” de los anticuerpos biespecificos Her3/cMet en un modelo
de injerto ajeno (xenograft) subcutaneo con un bucle paracrino de HGF

Un modelo BxPc-3 subcutaneo, coinyectado con células Mre-5, imita un
bucle de activacidn paracrina de la c-Met. La BxPc-3 expresa la c-Met y también
la Her3 en la superficie de las células. Se mantienen las células BxPc-3 y Mrc-5
en condiciones de cultivo celular estandar en la fase de crecimiento logaritmico.
Se inyectan las célutas BxPc-3 y Mrc-5 en una proporcidn 10:1, a saber, diez mi-
llones de células BxPc-3 y un millon de Mre-5. Se injertan las células en ratones
SCID de color beige. Se inicia el tratamiento después de que los tumores se

hayan establecido y hayan alcanzado un tamarfio de 100-150 mm>. Se tratan los

tumores con una dosis de carga de 20 mg/kg de anticuerpo/ratdn y después, una

vez por semana, con 10 mg/kg de anticuerpo/ratén. Se mide et volumen del tumor
dos veces por semana y se hace un seguimiento paralelo del peso los animales.
Los tratamientos individuales y la combinacién de los anticuerpos individuales se
comparan con la terapia realizada con el anticuerpo biespecifico.

Ejemplo 18

Eficacia “in vivo” de los anticuerpos biespecificos Her3/cMet en un modelo
de injerto ajeno (xenograft) subcutaneo con un bucle paracrino de HGF

Como fuente del HGF sistémico se emplean ratones transgénicos del
HGF humano inmunocomprometidos. Estos ratones se han descrito en la biblio-
grafia técnica y pueden obtenerse del Instituto Van Andel. Puede utilizarse fa in-
yeccion subcutanea de las lineas celulares cancerosas, por ejemplo la BxPc-3 o
la A549, que expresan a ambos receptores en la superficie celular, para estudiar
la eficacia de los anticuerpos biespecificos dirigidos contra la Her3 y la c-Met. Se

mantienen las células en condiciones de cultivo celular estandar en la fase de
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crecimiento logaritmico. Se inyectan diez millones de células en ratones SCID de
color beige que llevan el transgén del HGF. Se inicia del tratamiento después de
que los tumores se hayan establecido y hayan alcanzado un tamafio de 100-150
mm®. Se tratan los tumores con una dosis de carga de 20 mg/kg de anticuer-
pofraton y después, una vez por semana, con 10 mg/kg de anticuerpo/raton. Se
mide el voiumen del tumor dos veces por semana y se hace un seguimiento para-
lelo del peso los animales. Los tratamientos individuales y la combinacion de los
anticuerpos individuales se comparan con la terapia realizada con el anticuerpo
biespecifico.

Eiemplo 18

Eficacia “in viva” de los anticuerpos biespecificos Her3/cMet en un modelo
de injerto ajeno (xenograft) ortotdpico con un bucle paracrino de HGF

Las células cancerosas A549 expresan la Her3 y también la c-Met en la
superficie celular. Se mantienen las células A549 en condiciones de cultivo celular
estandar en la fase de crecimiento logaritmico. Se injertan diez millones de célu-
las en ratones SCID de color beige. Se inicia del tratamiento después de que los
tumores se hayan establecido y hayan alcanzado un tamafio de 100-150 mm?. Se
tratan los tumores con una dosis de carga de 20 mg/kg de anticuerpo/ratén y des-
pués, una vez por semana, con 10 mg/kg de anticuerpo/raton. Se mide el volumen
del tumor dos veces por semana y se hace un seguimiento paralelo del peso los
animales. Los tratamientos individuales y la combinacién de los anticuerpos indi-

viduales se comparan con la terapia realizada con el anticuerpo biespecifico.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a la ErbB-3
humana y a la ¢-Met humana, que contiene un primer sitio de fijacién sobre el
antigeno que se une especificamente a la ErbB-3 humana y un segundo sitio de
fijacion sobre el antigeno que se une especificamente a la c-Met humana, carac-
terizado porque dicho anticuerpo biespecifico presenta una internalizacion de la
ErbB-3 no superior al 15 % cuando se mide después de 2 horas en un ensayo de
citometria de flujo en células A431, si se compara con la internalizacion de la
ErbB-3 en ausencia del anticuerpo.

2. E! anticuerpo biespecifico segun la reivindicacion 1, caracterizado por
ser un anticuerpo biespecifico bivalente o trivalente, que se une a la ErbB-3
humana y a la ¢-Met humana y consta de uno o dos sitios de unién a antigeno
que se unen especificamente a la ErbB-3 humana y un sitio de unién a antigeno
que se une especificamente a la ¢c-Met humana.

3. El anticuerpo segun la reivindicacion 1 caracterizado por ser un anti-
cuerpo biespecifico bivalente o trivalente, que se une a la ErbB-3 humana y a la c-
Met humana y consta de dos sitios de union a antigeno que se unen especifica-
mente a la ErbB-3 humana y un tercer sitio de unidn a antigeno que se une espe-
cificamente a la ¢c-Met humana.

4. Ei anticuerpo segun la reivindicaciéon 1 caracterizado por ser un anti-
cuerpo biespecifico bivalente o trivalente, que se une a la ErbB-3 humana y a la ¢-
Met humana y consta de un sitio de unién a antigeno que se une especificamente
a la ErbB-3 humana y un segundo sitio de union a antigeno que se une especifi-
camente a la ¢c-Met humana.

5. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a la ErbB-3
humana y a la c-Met humana que contiene un primer sitio de fijacién sobre el an-
tigeno que se une especificamente a la ErbB-3 humana y un segundo sitio de
fijacién sobre el antigeno que se une especificamente a la c-Met humana, carac-
terizado porque

i) dicho primer sitio de fijacion sobre el antigeno contiene en el dominio

variable de cadena larga la SEQ ID NO: 47, una region CDR2H de SEQ 1D NO:

430
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54 y una regién CDR1H de SEQ ID NO: 55, y en el dominio variable de cadena
corta una regién CDR3L de SEQ ID NO: 56, una regién CDR2L de SEQ ID NO:
57 y una region CDR1L de SEQ ID NO: 58 o una regién CDR1L de SEQ ID NO:
59,y |

dicho segundo sitio de fijacion al antigeno contiene en el dominio variable
de cadena larga una region CDR3H de SEQ ID NO: 66, una region CDR2H de
SEQ ID NO: 67, y una region CDR1H de SEQ ID NO: 68, y en el dominio variable
de cadena corta una regidon CDR3L de SEQ ID NO: 69, una region CDR2L de
SEQ ID NO: 70 y una regién CDR1L de SEQ ID NO: 71;

i) dicho primer sitio de fijacion al antigeno contiene en el dominio variable
de cadena larga una regién CDR3H de SEQ ID NO: 60, una region CDR2H de
SEQ 1D NO: 61 y una region CDR1H de SEQ ID NO: 62, y en el dominio variable
de cadena corta una region CDR3L de SEQ ID NO: 63, una regién CDR2L de

SEQ ID NO: 64 y una region CDR1L de SEQ ID NO: 65 o una regién COR1L de

SEQ ID NO: 66; y

dicho segundo sitio de fijacion al antigeno contiene en el dominio variable
de cadena larga una regién CDR3H de SEQ ID NO: 66, una regién CDR2H de
SEQ ID NO: 67 y una region CDR1H de SEQ ID NO: 68, y en el dominio variable
de cadena corta una region CDR3L de SEQ ID NO: 69, una region CDR2L de
SEQ ID NO: 70 y una regién CDR1L de SEQ ID NO: 71.

8. El anticuerpo biespecifico segun la reivindicacion 5, caracterizado por-
que

i} dicho primer sitio de fijacién sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la SEQ 1D NO: 47, y como dominio variable de cadena
corta la SEQ ID NO: 48; y dicho segundo sitio de fijacion sobre antigeno contiene
como dominio variable de cadena larga la SEQ ID NO: 3, y como dominio variable
de cadena corta la SEQ 1D NO: 4;

ii) dicho primer sitio de fijacién sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la SEQ ID NO: 49, y como dominio variable de cadena
corta la SEQ ID NO: 50; y dicho segundo sitio de fijacidn sobre antigeno contiene
como dominio variable de cadena larga la SEQ ID NO: 3, y como dominio variable

de cadena corta la SEQ ID NO: 4;
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i) dicho primer sitio de fijacidn sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la SEQ ID NO: 49, y como dominio variable de cadena
corta la SEQ ID NO: 51, y dicho segundo sitio de fijacién sobre antigeno contiene
como dominio variable de cadena larga la SEQ ID NO: 3, y como dominio variable
de cadena corta la SEQ ID NO: 4;

iv) dicho primer sitio de fijacidn sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la SEQ ID NO: 49, y como dominio variable de cadena
corta la SEQ ID NO: 52; y dicho segundo sitio de fijacién sobre antigeno contiene
como dominic variable de cadena larga la SEQ ID NO: 3, y como dominio variable
de cadena corta la SEQ ID NO: 4; o

v) dicho primer sitio de fijacién sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la SEQ ID NO: 1, y como dominio variable de cadena corta
la SEQ ID NO: 2; y dicho segundo sitio de fijacion sobre antigeno contiene como
dominio variable de cadena larga la SEQ ID NO: 3, y como dominio variable de
cadena corta la SEQ ID NO: 4,

7. El anticuerpo biespecifico segun la reivindicacién 5, caracterizado por-
que

iy dicho primer sitio de fijacion sobre antigeno contiene como dominio va-
riable de cadena larga la SEQ ID NO: 49, y como dominio variable de cadena
corta la SEQ ID NO: 51; y dicho segundo sitio de fijacién sobre antigeno contiene
como dominio variable de cadena larga la SEQ ID NO: 3, y como dominio variable
de cadena corta la SEQ ID NO: 4,

8. El anticuerpo biespecifico de las reivindicaciones 1 - 7, caracterizado
porque contiene una region constante del subgrupo 1gG1 o 1gG3.

9. El anticuerpo biespecifico de las reivindicaciones 1 - 8, caracterizado
porque dicho anticuerpo esta glucosilado con una cadena azucar en Asn297, en
la que 1a cantidad de fucosa dentro de dicha cadena azlcar es del 65 % o menos.

10. Un acido nucleico que codifica a un anticuerpo biespecifico segun las
reivindicaciones 1 - 9.

11. Una composicion farmacéutica que contiene a anticuerpo biespecifico

segun las reivindicaciones 1 - 9.

Re
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12. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacién 11 para el tra-
tamiento del cancer.

13. Un anticuerpo biespecifico segun las reivindicaciones 1 - 9 para el tra-
tamiento del cancer.

14. Uso de un anticuerpo biespecifico segin las reivindicaciones 1 - 9 pa-
ra la fabricacién de un medicamento destinado al tratamiento del cancer.

15. Un método de tratamiento de un paciente que sufre un cancer que
consiste en administrar un anticuerpo biespecifico segun las reivindicaciones 1 - 9

a un paciente que necesite dicho tratamiento.

1S
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Roche Glycart AG

<120> Anticuerpos biespecificos anti-ErbB-3/anti-c-Met
<130> 26064 FT

<150> EP 09005110.3
<151> 2008-04-07

<160> 71

<170> Patentln version 3.2
<210> 1

<211> 118

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 1

Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser GIn
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg GIn Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Phe
65 70 75 80

Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 g0 95

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

AEA



Thr Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 2

<211> 107

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2

Asp lle GIn Met Thr Gin Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Ser Cys Arg Ala Arg GIn Asp lle Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr GIn Arg Lys Pro Asp Gly Thr Val'Lys Leu Leu lle
35 40 45 S

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr lle Ser Asn Leu Glu GIn
65 70 75 80

Glu Asp lie Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gin Gly Asn Thr Phe Pro Trp
85 20 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys
100 105

<210> 3
<211> 119
<212> FPRT
<213> Adificial

<220>
<223> dominio variable de cadena larga, Mab 5D5 <c-Met>

<400> 3

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

16S



Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Trp Leu His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Met lle Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
50 55 60

Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 4
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> dominic variable de cadena corta, Mab 5D5 <c-Met>

<400> 4

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lte Thr Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Thr
20 25 30

Ser Ser Gin Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys
35 40 45

{66



Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

lle Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn
85 90 95

Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu lle
100 105 110

Lys

<210> 5
<211> 448
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena larga clon, 29 de Her3

<400> 5
Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser GIn
1 5 10 15

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

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

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

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

(S



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

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

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

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

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

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
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 Gin Thr Tyr lle 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 lle Ser Arg
245 250 255

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

16S



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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val! Val
290 295 300

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

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu
340 345 350

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

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

Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 385 400

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

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

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

<210> 6
<211> 214
<212> PRT
<213> Apificial

<220>

169



<223> cadena corta, clon 28_KO1_LC de Her3

<400> 6

Asp lle GIn Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Ser Cys Arg Ala Arg Gin Asp lle Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr GIn Arg Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr lle Ser Asn Leu Glu Gin
65 70 75 80

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

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Hle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly
115 120 125

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

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Ash Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser GIn
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

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

430



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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210=> 7

<211> 449
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena larga, Mab 5D5 cMet

<400> 7
Glu Val GiIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Trp Leu His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Giu Trp Val
35 40 45

Gly Met ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
50 55 60

Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly GIn Gly
100 105 110

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

131



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

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

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

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

Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

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

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro

- 225 230 235 240

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

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

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

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

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys

A
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325 330 335

Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr
340 345 350

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

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lie Ala Val Giu Tmp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

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

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

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

Lys

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

<220>
<223> cadena corta, Mab 5D5 cMet

<400> 8
Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Thr

192
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20 25 30

Ser Ser GIn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin GIn Lys Pro Gly Lys
35 40 45

Ala Pro Lys Leu Leu lie Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

lle Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn
85 90 95

Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu lle
100 105 110

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp
115 120 125

Glu GlIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
145 150 155 160

Gin Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp
165 170 175

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185 190

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gin Gly Leu Ser
195 200 205

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

Ak
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<210> 9
<211> 226
<212> PRT
<213> Adificial

<220>
<223> cadena larga, Fab 5D5 cMet

<400> 9
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Trp Leu His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Met lle Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
50 55 60

Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
85 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 S0 95

Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110

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

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

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

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

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

Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

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

Thr His
225

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

<220>
<223> cadena corta, Fab 5D5 cMet

<400> 10

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Thr
20 25 30

Ser Ser GIn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn Gin Lys Pro Gly Lys
35 40 45

Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

=)
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lle Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn
85 90 95 ‘

Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lie
100 105 110

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp
115 120 125

Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
145 150 155 160

GIn Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp
165 170 175

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185 190

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gin Gly Leu Ser
195 200 205

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

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

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

<400> 11

Asp Val GIn Leu GlIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser GIn
1 5 10 15

1t
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Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser lle Thr Ser Ala
20 25 30

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg GIn Phe Pro Gly Ash Lys Leu Glu Trp
35 40 45

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Phe
65 70 75 80

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

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

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

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

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

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
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 Gin Thr Tyr lle 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

19



16

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

Val Phe LLeu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle 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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

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

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lyé Asn GIn Val Ser Leu Trp Cys
355 360 365

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

Asn Gly GIn 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

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

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

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

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

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

Leu His Trp Val Arg GIn Afa Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Gly
500 505 510

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

Asp Arg Phe Thr lle Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
530 535 540

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

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

Leu Val Thr Val Ser Ser
580

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

<220~
<223> cadena larga 2, Her3/Met_KHSS <ErbB3-c-Met>
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<400> 12
Asp Val Gin Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg GIn Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

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

Lys Asn Arg Phe Ser lie Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Phe
65 70 75 80

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

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

Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 126

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 GIn
165 170 175

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

184



19

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle 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 lle 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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Vai
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr

305 310 315 320

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin 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 Giu Ser
370 375 380

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

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

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

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

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp
450 455 460

lle GIn Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp
465 470 475 480

Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Thr Ser
485 490 495

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

Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro
515 520 525

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

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

Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
565 570 575

Arg
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<210> 13
<211> 214
<212> PRT
<213> Anificial

<220>
<223> cadena corta, Her3/Met_KHSS <ErbB3-c-Met>

<400=> 13
Asp lle GIn Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Ser Cys Arg Ala Arg GIn Asp lle Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gin Arg Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr lle Ser Asn Leu Glu Gin
65 70 75 80

Glu Asp lle Ala Thr Tyr Phe Cys GIn GIn Gly Asn Thr Phe Pro Trp
85 80 g5

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly
115 120 125

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

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gin
145 150 156 160

484
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Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

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

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 14
<211> 582
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena larga 1, Her3/Met_SSKH <ErbB3-c-Met>

<400> 14

Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin
1 5 10 15

Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Vai Thr Gly Tyr Ser lle Thr Ser Ala
20 25 30

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg Gin Phe Pro Gly Ash Lys Leu Glu Trp
35 40 45

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

Lys Asn Arg Phe Ser ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Phe
65 70 75 80

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

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

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

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

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

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
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 GIn Thr Tyr lle 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 lle 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

16
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Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu
340 345 350

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

Leu Va! Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn 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 GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

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

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

Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly Ser
485 470 475 480

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

Leu His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Cys Leu Glu Trp Val Gly

aex



g

25

500 505 510

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

Asp Arg Phe Thr lle Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
530 535 540

Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
545 580 555 560

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

Leu Val Thr Val Ser Ser
580

<210> 15
<211> 577
<212> PRT
<213> Artificial

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

<400> 15

Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp e Arg GIn Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

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

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

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

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

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

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

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

Ser Gy Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
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 GIn Thr Tyr lle 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 lie Ser Arg
245 250 255

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

@A
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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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

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

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr 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 lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn 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 GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

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

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp
450 455 460

lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp

@0
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465 470 475 480

Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Thr Ser
485 490 495

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

Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro
515 520 525

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

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

Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Cys Gly Thr Lys Val Glu lie Lys
565 570 575

Arg

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

<220>
<223> cadena corta, Her3/Met_SSKH <ErbB3-c-Met>

<400> 16

Asp lle GIn Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Ser Cys Arg Ala Arg Gin Asp lle Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr GIn Arg Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu lle

A4
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35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr lle Ser Asn Leu Glu Gin
65 70 75 80

Glu Asp lle Ala Thr Tyr Phe Cys Gin GIn Gly Asn Thr Phe Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin Leu Lys Ser Gly
115 120 125

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

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser GIn
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

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

Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro Vai Thr Lys Ser
185 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

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

QY
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<213> Arificial

<220>
<223> cadena larga 1, Her3/Met_SSKHSS <ErbB3-c-Met>

<400> 17
Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser GIn
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg GIn Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

Met Gly Tyr lle Ser Tyr Gly Gly Ser Asn Ser Tyr Ala Pro Ser Leu
50 55 80

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Phe
65 70 75 80

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

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

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

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

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

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

{93
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Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle 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 lle 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 Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

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

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu
340 345 350

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

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser

A%
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370 375 380

Asn Gly GIn 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 GlIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

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

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

Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly Ser
465 470 475 480

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

Leu His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Cys Leu Giu Trp Val Gly
500 505 510

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

Asp Arg Phe Thr lle Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
530 535 540

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

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

A5
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Leu Val Thr Val Ser Ser
580

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

<220>
<223> cadena larga 2, Her3/Met_SSKHSS <ErbB3-c-Met>

<400> 18
Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg GIn Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Phe
65 70 75 80

Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 90 a5

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

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

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

AGE
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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 GIn
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 GIn Thr Tyr lle 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 lle 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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

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

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Cys Thr Leu

A9y
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340 345 350

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

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

Asn Gly GIn 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 GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

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

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp
450 455 460

fle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp
465 470 475 480

Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Ser
485 490 495

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

Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro
515 520 525

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

A9g
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Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gin Tyr
545 550 555 560

Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Cys Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
565 570 575

Arg

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

<220>
<223> cadena corta, Her3/Met_SSKHSS <ErbB3-c-Met>

<400> 19
Asp lle GIn Met Thr Gin Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Ser Cys Arg Ala Arg GIn Asp lle Ser Asn Tyr
20 25 30

lLeu Asn Trp Tyr GIn Arg Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr lle Ser Asn Leu Glu GIn
65 70 75 80

Glu Asp lle Ala Thr Tyr Phe Cys GIn GIn Gly Asn Thr Phe Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

A1
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Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly
115 120 125

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

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Ser Gly Asn Ser Gin
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

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

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 20
<211> 572
<212> PRT
<213> Artificial

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

<400> 20
Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg GIn Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45
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Met Gly Tyr lle Ser Tyr Gly Gly Ser Asn Ser Tyr Ala Pro Ser Leu
50 55 60

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Phe

65 70 75 80

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

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

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

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

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

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
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 GIn Thr Tyr lle 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 lle Ser Arg
245 250 255
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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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

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

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu
340 345 350

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

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

Asn Gly GIn 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 GIn Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

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

20
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Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val GiIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
450 455 460

Val GIn Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr
465 470 475 480

Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His Trp Vai Arg Gln Ala Pro Gly Lys
485 490 495

Gly Leu Glu Trp Val Gly Met lie Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg
500 505 510

Phe Asn Pro Asn Phe Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Ala Asp Thr Ser
515 520 525

Lys Asn Thr Ala Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
530 535 540

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp
545 550 555 560

Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
565 570

<210> 21
<211> 567
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena larga 2, Her3/Met_1C <ErbB3-c-Met>

<400> 21
Asp Val GIn Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin
1 5 10 15

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

203
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Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg GIn Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Phe
65 70 75 80

Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 a0 95

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

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

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

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

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

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

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle 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
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Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle 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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

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

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Cys Thr Leu
340 345 350 ‘

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

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

Asn Gly GIn 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 GlIn Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430
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Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser lLeu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

Gly Gly Gly Gly Ser Asp lle Gin Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
450 455 460

Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser GIn
465 470 475 480

Ser Leu Leu Tyr Thr Ser Ser Gin Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn
485 490 495

GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr
500 505 510

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

Asp Phe Thr Leu Thr [le Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr
530 535 540

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

Thr Lys Val Glu lle Lys Arg
565

<210> 22
<211> 214
<212> PRT
<213> Aftificial

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

<400> 22

Asp lle Gin Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

206
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Asp Arg Val Thr lle Ser Cys Arg Ala Arg GIn Asp lle Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 860

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr lle Ser Asn Leu Glu Gin
65 70 75 80

Glu Asp lie Ala Thr Tyr Phe Cys GIn Gin Gly Asn Thr Phe Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly
115 120 125

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

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Ser Gly Asn Ser Gin
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

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

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210
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<210> 23
<211> 597
<212> PRT
<213> Adificial

<220>
<223> cadena larga 1, Her3/Met_6C <ErbB3-c-Met>

<400> 23
Asp Val Gin Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser GIn
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg Gin Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Phe
65 70 75 80

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

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

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

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

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

28
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Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
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 GIn Thr Tyr lle 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 lle 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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Giu Tyr
305 310 315 320

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu
340 345 350

2cA
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Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Trp Cys
355 360 365

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

Asn Gly GIn 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 VVal Asp Lys Ser
405 410 115

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

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

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gty Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
450 455 460

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val
465 470 475 480

GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Giy Gly Ser Leu
485 490 485

Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu
500 505 510

His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Gly Met
515 520 525

lle Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe Lys Asp
530 535 540

Arg Phe Thr ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gin
545 550 555 560

210
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Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Thr
565 570 575

Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
580 585 590

Val Thr Val Ser Ser
595

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

<220>
<223> cadena larga 2, Her3/Met_6C <ErbB3-c-Met>

<400> 24
Asp Val Gin Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg GIn Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Phe
65 70 75 80

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

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

2,14
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Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

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

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 165 160

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

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

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle 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 lle 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 Vai His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Vél Val
290 295 300

21
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Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly Glin Pro Arg Glu Pro Gin 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 lie Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 385 400

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

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

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

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

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp lle
465 470 475 480

GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg
485 490 485

Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Thr Ser Ser
500 505 510

21%
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GIn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro
515 520 525

Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro Ser
530 535 540

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser
545 550 555 560

Ser Leu Gin Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gin Tyr Tyr
565 570 575

Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg
580 585 580

<210> 25
<211> 214
<212> PRT
<213> Artificial

<220~
<223> cadena corta, Her3/Met_6C <ErbB3-c-Met>

<400> 25
Asp lle GIn Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Ser Cys Arg Ala Arg GIn Asp lle Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr GIn Arg Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr lle Ser Asn Leu Glu Gln
65 70 75 80

214
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Glu Asp lie Ala Thr Tyr Phe Cys GIn GIn Gly Asn Thr Phe Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Giu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly
115 120 125

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

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Ser Gty Asn Ser Gin
145 150 155 160

Giu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

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

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 26
<211> 708
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena larga 1, Her3/Met_scFvSSKHSS <ErbB3-c-Met>

<400> 26

Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin
1 5 10 15

215
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Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser lle Thr Ser Ala
20 25 30

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg GIn Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Phe
65 70 75 80

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

Ala Arg Giu Ser Asp Tyr Ala Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

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

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

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

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
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 GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

216
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Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Giu 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 lle Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Vai Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
280 265 270

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 Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu
340 345 350

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

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

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

277
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Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp Gin GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

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

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu Val Glu
450 455 460

Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys
465 470 475 480

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

Gln Ala Pro Gly Lys Cys Leu Glu Trp Val Gly Met lie Asp Pro Ser
500 505 510

Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe Lys Asp Arg Phe Thr lle
515 520 525

Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu
530 535 540

Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr
545 550 555 560

Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
565 570 575

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
580 585 590

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
595 600 605

218
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Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr
610 615 620

Ser Ser Gin Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys
625 630 635 640

Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
645 650 655

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
660 665 670

lie Ser Ser Leu GlIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin
675 680 685

Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Cys Gly Thr Lys Val Glu lle
690 695 700

Lys Arg
705

<210> 27
<211> 448
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena larga 2, Her3/Met_scFvSSKHSS <ErbB3-c-Met>

<400> 27

Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp tle Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp

7,’1({
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35 40 45

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Phe
65 70 75 80

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

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

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

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

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

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

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

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
185 200 205

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
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Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle 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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

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

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Cys Thr Leu
340 345 350

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

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

Asn Gly GIn 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 GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

221
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435 440 445

<210> 28
<211> 214
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> cadena corta, Her3/Met_scFvSSKHSS <ErbB3-c-Met>

<400> 28
Asp lle GIn Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Ser Cys Arg Ala Arg GIn Asp lle Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr lle Ser Asn Leu Glu GIn
65 70 75 80

Glu Asp lle Ala Thr Tyr Phe Cys GIn Gin Gly Asn Thr Phe Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin Leu Lys Ser Gly
115 120 126

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

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser Gln

ey



60

145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

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

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 29
<211> 706
<212> PRT
<213> Adrtificial

<220>
<223> cadena larga 1, Her3Me_scFvSSKH <ErbB3-c-Met>

<400> 29

Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg GIn Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Phe
65 70 75 80

Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys

223



6l

85 90 95

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

Thr Leu Thr Val Ser Ser Aia 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 Gin
165 170 175

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

Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
185 200 205

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 lle 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

224
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Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GlIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

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

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

lie Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu
340 345 350

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

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

Asn Gly GIn 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 GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

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

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu Val Glu
450 455 460

Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys
465 470 475 480

225
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Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His Trp Val Arg
485 490 495

Gln Ala Pro Gly Lys Cys Leu Glu Trp Val Gly Met lie Asp Pro Ser
500 505 510

Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe Lys Asp Arg Phe Thr lle
515 520 525

Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu
530 535 540

Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr
545 550 555 560

Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
565 570 575

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
580 585 590

Asp lle GIn Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
585 600 605

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Thr
610 615 620

Ser Ser GIn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys
625 630 635 640

Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
645 650 655

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
660 665 670

lle Ser Ser Leu Gin Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin

225



64

675 680 685

Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Cys Gly Thr Lys Val Glu ile
680 695 700

Lys Arg
705

<210> 30
<211> 448
<212> PRT
<213> Artificial

<220> :
<223> cadena larga 2, Her3/Me_scFvSSKH <ErbB3-c-Met>

<400> 30

Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg Gin Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

Met Gly Tyr lle Ser Tyr Gly Gly Ser Asnh Ser Tyr Ala Pro Ser Leu
50 55 60

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Phe
65 70 75 80

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

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

Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro



65

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 Gin
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 GIn Thr Tyr lle 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 lle Ser Arg
245 250 255

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

Glu Vai Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

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

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

2286
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Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
325 330 335

lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu
340 345 350

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

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

Asn Gly GlIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 380 385 400

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

Arg Trp GIn Gin Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Giu Ala
420 425 430

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

<210> 31
<211> 214
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena corta, Her3/Me_scFvSSKH <EmB3-¢c-Met>

<400> 31

Asp lle Gin Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Ser Cys Arg Ala Arg Gin Asp lle Ser Asn Tyr
20 25 30

29



67

Leu Asn Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr lle Ser Asn Leu Glu GIn
65 70 75 80

Glu Asp lle Ala Thr Tyr Phe Cys GIn Gin Gly Asn Thr Phe Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin Leu Lys Ser Gly
115 120 125

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

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser Gin
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

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

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

yz0
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<210> 32
<211> 706
<212> PRT
<213> Adtificial

<220>
<223> cadena larga 1, Her3/Me_scFvKH <ErbB3-c-Met>

<400> 32
Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg Gin Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

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

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

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

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

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

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

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



69

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
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 GIn Thr Tyr lle 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 lle 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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

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

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln Vai Tyr Thr Leu
340 345 350

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

25
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Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn 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 Gin GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Giu Ala
420 425 430

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

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Gin Leu Val Giu
450 455 460

Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys
465 470 475 480

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

Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Gly Met lie Asp Pro Ser
500 505 510

Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe Lys Asp Arg Phe Thr lle
515 520 525

Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu
530 535 540

Arg Ala Giu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr
545 550 555 560

257
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Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
565 570 575

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
580 585 5390

Asp lle GIn Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
585 600 605

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Thr
610 615 620

Ser Ser GIn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys
625 630 635 640

Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
645 650 655

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
660 665 670

lle Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn
675 680 685

Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle
690 695 700

Lys Arg
705

<210> 33
<211> 448
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena larga 2, Her3/Me_scFvKH <ErbB3-c-Met>

<400> 33

244



72

Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp lle Arg Gin Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Phe
65 70 75 80

Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 a0 95

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

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

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

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

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
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 GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

9287
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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 lle 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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

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

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Va!l Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Asp Giu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Ser Cys
355 360 365

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

Asn Gly GIn Pro Giu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400

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

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

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

<210> 34
<211> 214
<212> PRT
<213> Adtificial

<220>
<223> cadena corta, Her3/Me_scFvKH <ErbB3-c-Met>

<400> 34
Asp lle GIn Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lie Ser Cys Arg Ala Arg GIn Asp lle Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gin Arg Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 80

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr lle Ser Asn Leu Glu GIn
65 70 75 80

Glu Asp lle Ala Thr Tyr Phe Cys GIn GIn Gly Asn Thr Phe Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

25
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Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asnh Phe Tyr Pro Arg Giu Ala
130 135 140

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser GIn
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

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

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 35
<211> 706
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> cadena larga 1, Her3/Me_scFvKHSB <ErbB3-¢c-Met>

<400> 35
Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Tp Asn Trp lle Arg Gin Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

289



76

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Phe
65 70 75 80

Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 80 85

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

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

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

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

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
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 GIn Thr Tyr lle 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 lle Ser Arg
245 250 255

229
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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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

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

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

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu
340 345 350

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

Leu Vai Glu Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn 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 Asp Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp GIn GiIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Giu Ala
420 425 430

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

240
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Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu Val Glu
450 455 460

Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys
485 470 475 480

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

GIn Ala Pro Gly Lys Cys Leu Glu Trp Val Gly Met lle Asp Pro Ser
500 505 510

Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe Lys Asp Arg Phe Thr lle
515 520 525

Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu
530 535 540

Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr
545 550 555 560

Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
565 570 575

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
580 585 590

Asp lle Gin Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
585 600 605

Asp Arg Va!l Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Thr
610 615 620

Ser Ser GIn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn Gin Lys Pro Gly Lys
625 630 635 640

Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Giu Ser Gly Val
645 650 655

244
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Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
660 665 670

lle Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin
675 680 685

Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Cys Gly Thr Lys Val Glu lle
690 695 700

Lys Arg
705

<210> 36
<211> 448
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> cadena larga 2 Her3/Me_scFvKHSB <ErbB3-c-Met>

<400> 36
Asp Val GIn Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Vai Lys Pro Ser GIn
1 5 10 15

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

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

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Phe
65 70 75 80

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

24%
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Ala Arg Glu Ser Asp Tyr Ala Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr
100 105 110

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

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

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

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
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 GIn Thr Tyr lle 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 lle 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

24%
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Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

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

Lys Cys Lys Vat Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
325 330 335

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu
340 345 350

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

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

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Lys
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 GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

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

<210> 37
<211> 214
<212> PRT
<213> Ardificial

<220>
<223> cadena corta, Her3/Me_scFvKHSB <ErbB3-c-Met>

<400> 37

24
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Asp lle GIn Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Ser Cys Arg Ala Arg Gin Asp lle Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr GIn Arg Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr lie Ser Asn Leu Glu GIn
65 70 75 80

Glu Asp lle Ala Thr Tyr Phe Cys Gin Gin Gly Asn Thr Phe Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly
115 120 125

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

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser Gin
145 150 165 160

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

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

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

245
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Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 38
<211> 706
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena larga 1, Her3/Met_scFvKHSBSS <ErbB3-c-Met>

<400> 38
Asp Val GIn Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser GIn
1 5 10 15

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

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

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Phe
65 70 75 80

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

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

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

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

24l
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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 Gin
165 170 175

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

Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr lle 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 lle 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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Giu Tyr
305 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
325 330 335
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lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Cys Glu Leu Thr Lys Asn Gin Val Ser Leu Trp Cys
355 360 365

Leu Val Glu Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle 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 Asp Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

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

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

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu Val Glu
450 455 460

Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys
465 470 475 480

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

Gin Ala Pro Gly Lys Cys Leu Glu Trp Val Gly Met lle Asp Pro Ser
500 505 510

Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe Lys Asp Arg Phe Thr lle
515 520 525

Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu
530 535 540

4%
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Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr
545 550 555 560

Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
565 570 575

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
580 585 590

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
595 600 605

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Thr
610 615 620

Ser Ser GIn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn Gin Lys Pro Gly Lys
625 630 635 640

Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
645 650 855

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
660 665 670

lle Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln GIn
675 680 685

Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Cys Gly Thr Lys Val Glu lle
690 695 700

Lys Arg
705

<210> 39
<211> 448
<212> PRT
<213> Artificial

244
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<220>
<223> cadena larga 2, Her3/Met_scFvKHSBSS <ErbB3-c-Met>

<400> 39
Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser GIn
1 5 10 15

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

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

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

Lys Asn Arg Phe Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Phe
65 70 75 80

Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 o0 95

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

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

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Aia 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 GIn
165 170 175

280
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Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr l'e Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Giu 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 lle 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 GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

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

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala L.eu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
325 330 335

lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin Val Cys Thr Leu
340 345 350

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

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

2¢4
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Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Lys
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 GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

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

<210> 40
<211> 214
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena corta, Her3/Met_scFvKHSBSS <ErbB3-c-Met>

<400> 40
Asp lle GIn Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Ser Cys Arg Ala Arg GIn Asp lie Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr GIn Arg Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr lle Ser Asn Leu Glu GIn
65 70 75 80

Glu Asp lle Ala Thr Tyr Phe Cys GIn GIn Gly Asn Thr Phe Pro Trp
85 90 95

26 1
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Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin Leu Lys Ser Gly
115 120 125

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

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser GIn
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

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

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

Phe Asn Arg Gly Giu Cys
210

<210> 41

<211> 330

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

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

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
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35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr
65 70 75 80

Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
180 185 190

His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 205

Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220

GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
225 230 235 240

254
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Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255

Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin GIn Gly Asn
290 295 300

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320

GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 42

211> 377

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg
1 5 10 15

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

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr
65 70 75 80

255



93

Tyr Thr Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 80 95

Arg Val Glu Leu Lys Thr Pro Leu Gly Asp Thr Thr His Thr Cys Pro
100 105 110

Arg Cys Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg
115 120 125

Cys Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys
130 135 140

Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro
145 150 155 160

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
165 170 175

Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
180 185 180

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gin Phe Lys Trp Tyr
195 200 205

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ata Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
210 215 220

Gin Tyr Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Vai Leu Thr Val Leu His
225 230 235 240

GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
245 250 255

Ala Leu Pro Ala Pro lie Glu Lys Thr lle Ser Lys Thr Lys Gly Gin
260 265 270

256
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Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Giu Met
275 280 285

Thr Lys Asn Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
290 295 300

Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Giu Ser Ser Gly GIn Pro Glu Asn Asn
305 310 315 320

Tyr Asn Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
325 330 335

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn Gin Gly Asn lle
340 345 350

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn Arg Phe Thr Gin
355 360 365

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
370 375

<210> 43

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Giu
1 5 10 15

Gin Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Ash Asn Phe
20 25 30

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn
35 40 45

Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp Ser
50 55 60

287
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Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
65 70 75 80

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser
85 90 85

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

<210> 44

<211> 104

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44
Pro Lys Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu
1 5 10 15

Leu Gin Ala Asn Lys Ala Thr Leu Vai Cys Leu lle Ser Asp Phe Tyr
20 25 30

Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro Val Lys
35 40 45

Ala Gly Val Glu Thr Thr Thr Pra Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr
50 55 60

Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu GIn Trp Lys Ser His
65 70 75 80

Arg Ser Tyr Ser Cys GIn Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys
85 90 95

Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser
100

<210> 45
<211> 1390

25D
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 45

Met Lys Ala Pro Ala Val Leu Ala Pro Gly lle Leu Val Leu Leu Phe
1 5 10 15

Thr Leu Val GIn Arg Ser Asn Gly Glu Cys Lys Glu Ala Leu Ala Lys
20 25 30

Ser Glu Met Asn Val Asn Met Lys Tyr GIn Leu Pro Asn Phe Thr Ala
35 40 45

Glu Thr Pro lie Gin Asn Val lle Leu His Glu His His lle Phe Leu
50 55 80

Gly Ala Thr Asn Tyr lle Tyr Val Leu Asn Glu Glu Asp Leu GIn Lys
65 70 75 80

Val Ala Glu Tyr Lys Thr Gly Pro Val Leu Glu His Pro Asp Cys Phe
85. 90 95

Pro Cys GIn Asp Cys Ser Ser Lys Ala Asn Leu Ser Gly Gly Val Trp
100 105 110

Lys Asp Asn lle Asn Met Ala Leu Val Val Asp Thr Tyr Tyr Asp Asp
115 120 125

GIn Leu lle Ser Cys Gly Ser Val Asn Arg Gly Thr Cys GIn Arg His
130 135 140

Val Phe Pro His Asn His Thr Ala Asp lie GIn Ser Glu Vai His Cys
145 150 155 160

lle Phe Ser Pro Gin lle Glu Glu Pro Ser Gin Cys Pro Asp Cys Val
165 170 175

Val Ser Ala Leu Gly Ala Lys Val Leu Ser Ser Val Lys Asp Arg Phe

259
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180 185 190

lle Asn Phe Phe Val Gly Asn Thr lle Asn Ser Ser Tyr Phe Pro Asp
195 200 205

His Pro Leu His Ser lle Ser VVal Arg Arg Leu Lys Glu Thr Lys Asp
210 215 220

Gly Phe Met Phe Leu Thr Asp Gin Ser Tyr lle Asp Val Leu Pro Glu
225 230 235 240

Phe Arg Asp Ser Tyr Pro lle Lys Tyr Val His Ala Phe Glu Ser Asn
245 250 255

Asn Phe lle Tyr Phe Leu Thr Val Gin Arg Glu Thr Leu Asp Ala Gin
260 265 270

Thr Phe His Thr Arg lle lle Arg Phe Cys Ser lle Asn Ser Gly Leu
275 280 285

His Ser Tyr Met Glu Met Pro Leu Glu Cys lle Leu Thr Glu Lys Arg
290 295 300

Lys Lys Arg Ser Thr Lys Lys Glu Val Phe Asn lie Leu Gin Ala Ala
305 310 315 320

Tyr Val Ser Lys Pro Gly Ala Gin Leu Ala Arg Gin lle Gly Ala Ser
325 330 335

Leu Asn Asp Asp lle Leu Phe Gly Val Phe Ala GIn Ser Lys Pro Asp
340 345 350

Ser Ala Glu Pro Met Asp Arg Ser Ala Met Cys Ala Phe Pro lle Lys
355 360 365

Tyr Val Asn Asp Phe Phe Asn Lys lle Val Asn Lys Asn Asn Val Arg
370 375 380
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Cys Leu GIn His Phe Tyr Gly Pro Asn His Glu His Cys Phe Asn Arg
385 390 395 400

Thr Leu Leu Arg Asn Ser Ser Gly Cys Giu Ala Arg Arg Asp Glu Tyr
405 410 415

Arg Thr Glu Phe Thr Thr Ala Leu Gln Arg Val Asp Leu Phe Met Gly
420 425 430

Gln Phe Ser Glu Val Leu Leu Thr Ser lle Ser Thr Phe lle Lys Gly
435 440 445

Asp Leu Thr lle Ala Asn Leu Gly Thr Ser Glu Gly Arg Phe Met Gin
450 455 460

Val Val Val Ser Arg Ser Gly Pro Ser Thr Pro His Val Asn Phe Leu
465 470 475 480

Leu Asp Ser His Pro Val Ser Pro Glu Val lle Val Glu His Thr Leu
485 490 495

Asn Gln Asn Gly Tyr Thr Leu Val lle Thr Gly Lys Lys lle Thr Lys
500 505 510

lle Pro Leu Asn Gly Leu Gly Cys Arg His Phe Gin Ser Cys Ser Gin
515 520 525

Cys Leu Ser Ala Pro Pro Phe Val GIn Cys Gly Trp Cys His Asp Lys
530 535 540

Cys Val Arg Ser Glu Glu Cys Leu Ser Gly Thr Trp Thr GIn Gin lle
545 550 8585 560

Cys Leu Pro Ala lle Tyr Lys Val Phe Pro Asn Ser Ala Pro Leu Glu
565 570 575

261
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Gly Gly Thr Arg Leu Thr lle Cys Gly Trp Asp Phe Gly Phe Arg Arg
580 585 590

Asn Asn Lys Phe Asp Leu Lys Lys Thr Arg Val Leu Leu Gly Asn Glu
595 600 605

Ser Cys Thr Leu Thr Leu Ser Glu Ser Thr Met Asn Thr Leu Lys Cys
610 615 620

Thr Val Gly Pro Ala Met Asn Lys His Phe Asn Met Ser lle lle lie
625 630 635 640

Ser Asn Gly His Gly Thr Thr Gin Tyr Ser Thr Phe Ser Tyr Val Asp
645 650 655

Pro Val lle Thr Ser lle Ser Pro Lys Tyr Gly Pro Met Ala Gly Gly
660 665 670

Thr Leu Leu Thr Leu Thr Gly Asn Tyr Leu Asn Ser Gly Asn Ser Arg
675 680 685

His lle Ser lle Gly Gly Lys Thr Cys Thr Leu Lys Ser Val Ser Asn
690 695 700

Ser lle Leu Glu Cys Tyr Thr Pro Ala GIn Thr lle Ser Thr Glu Phe
705 710 715 720

Ala Val Lys Leu Lys lle Asp Leu Ala Asn Arg Glu Thr Ser lle Phe
725 730 735

Ser Tyr Arg Glu Asp Pro lle Vai Tyr Glu lle His Pro Thr Lys Ser
740 745 750

Phe lle Ser Gly Gly Ser Thr lle Thr Gly Val Gly Lys Asn Leu Asn
755 760 765

Ser Val Ser Val Pro Arg Met Val lle Asn Val His Glu Ala Gly Arg

26%
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770 775 780

Asn Phe Thr Val Ala Cys GIn His Arg Ser Asn Ser Glu [le lle Cys
785 790 795 800

Cys Thr Thr Pro Ser Leu Gin GIn Leu Asn Leu GIn Leu Pro Leu Lys
805 810 815

Thr Lys Ala Phe Phe Met Leu Asp Gly lle Leu Ser Lys Tyr Phe Asp
820 825 830

Leu lle Tyr Val His Asn Pro Val Phe Lys Pro Phe Glu Lys Pro Val
835 840 845

Met lie Ser Met Gly Asn Glu Asn Val Leu Glu lle Lys Gly Asn Asp
850 855 860

lle Asp Pro Glu Ala Val Lys Gly Glu Val Leu Lys Val Gly Asn Lys
865 870 875 880

Ser Cys Glu Asn lle His Leu His Ser Glu Ala Val Leu Cys Thr Val
885 890 895

Pro Asn Asp Leu Leu Lys Leu Asn Ser Glu Leu Asn lle Glu Trp Lys
900 905 910

GIn Ala lle Ser Ser Thr Val Leu Gly Lys Val lle Val GIn Pro Asp
915 920 925

Gln Asn Phe Thr Gly Leu lle Ala Gly Val Val Ser lle Ser Thr Ala
930 935 940

Leu Leu Leu Leu Leu Gly Phe Phe Leu T Leu Lys Lys Arg Lys Gin
945 950 955 960

lle Lys Asp Leu Gly Ser Glu Leu Val Arg Tyr Asp Ala Arg Vai His
965 970 975
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Thr Pro His Leu Asp Arg Leu Val Ser Ala Arg Ser Val Ser Pro Thr
980 985 990

Thr Glu Met Val Ser Asn Glu Ser Val Asp Tyr Arg Ala Thr Phe Pro
995 1000 1005

Glu Asp GIn Phe Pro Asn Ser Ser Gln Asn Gly Ser Cys Arg GIn
1010 1015 1020

Val Gln Tyr Pro Leu Thr Asp Met Ser Pro lle Leu Thr Ser Gly
1025 1030 1035

Asp Ser Asp lle Ser Ser Pro Leu Leu Gin Asn Thr Val His lle
1040 1045 1050

Asp Leu Ser Ala Leu Asn Pro Glu Leu Val GIn Ala Val GIn His
1085 1060 1065

Val Val lle Gly Pro Ser Ser Leu lle Val His Phe Asn Glu Val
1070 1075 1080

ile Gly Arg Gly His Phe Gly Cys Val Tyr His Gly Thr Leu Leu
1085 1090 1095

Asp Asn Asp Gly Lys Lys lle His Cys Ala ValLys Ser Leu Asn
1100 1105 1110

Arg lle Thr Asp lle Gly Glu Val Ser GIn Phe Leu Thr Glu Gly
1115 1120 1125

lle lle Met Lys Asp Phe Ser His Pro Asn Val Leu Ser Leu Leu
1130 1135 1140

Gly lle Cys Leu Arg Ser Glu Gly Ser Pro Leu Val Val Leu Pro
1145 1150 1155



102

Tyr Met Lys His Gly Asp Leu Arg Asn Phe lle Arg Asn Glu Thr
1160 1165 1170

His Asn Pro Thr Val Lys Asp Leu lle Gly Phe Gly Leu Gin Val
1175 1180 1185

AlaLys Gly Met Lys Tyr Leu Ala Ser Lys Lys Phe Val His Arg
1190 1195 1200

Asp Leu Ala Ala Arg Asn Cys Met Leu Asp Glu Lys Phe Thr Val
1205 1210 1215

Lys Val Ala Asp Phe Gly Leu Ala Arg Asp Met Tyr Asp Lys Glu
1220 1225 1230

Tyr Tyr SerVal His Asn Lys Thr Gly Ala Lys Leu ProVal Lys
1235 1240 1245

Trp Met Ala Leu Glu Ser Leu GIn Thr Gin Lys Phe Thr Thr Lys
1250 1255 1260

Ser Asp Val Trp Ser Phe Gly ValLeu Leu Trp Glu Leu Met Thr
1265 1270 1275

Arg Gly Ala Pro Pro Tyr Pro AspVal Asn Thr Phe Asplle Thr
1280 1285 1290

Val Tyr Leu Leu GIn Gly Arg Arg Leu Leu GIn Pro Glu Tyr Cys
1295 1300 1305

Pro Asp Pro Leu Tyr Glu Val Met Leu Lys Cys Trp His Pro Lys
1310 1315 1320

Ala Glu Met Arg Pro Ser Phe Ser Glu Leu Val Ser Arg lle Ser
1325 1330 1335

Alalle Phe Ser Thr Phe lle Gly Glu His Tyr Val His Val Asn
1340 1345 1350

265
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Ala Thr Tyr Val Asn Val Lys Cys Val Ala Pro Tyr Pro SerLeu
1355 1360 1365

Leu Ser Ser Glu Asp Asn Ala Asp Asp Glu Val Asp Thr Arg Pro
1370 1375 1380

Ala Ser Phe Trp Glu Thr Ser
1385 1390

<210> 46

<211> 1342

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46
Met Arg Ala Asn Asp Ala Leu GIn Val Leu Gly Leu Leu Phe Ser Leu
1 5 10 15

Ala Arg Gly Ser Glu Val Gly Asn Ser GIn Ala Val Cys Pro Gly Thr
20 25 30

Leu Asn Gly Leu Ser Val Thr Gly Asp Ala Glu Asn GIn Tyr Gin Thr
35 40 45

Leu Tyr Lys Leu Tyr Glu Arg Cys Glu Val Val Met Gly Asnh Leu Glu
50 55 60

lle Val Leu Thr Gly His Asn Ala Asp Leu Ser Phe Leu GIn Trp lle
65 70 75 80

Arg Glu Val Thr Gly Tyr Val Leu Val Ala Met Asn Glu Phe Ser Thr
85 90 g5

Leu Pro Leu Pro Asn Leu Arg Val Val Arg Gly Thr GIn Val Tyr Asp
100 105 110

266
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Gly Lys Phe Ala lle Phe Val Met Leu Asn Tyr Asn Thr Asn Ser Ser
115 120 125

His Ala Leu Arg GIn Leu Arg Leu Thr Gin Leu Thr Giu lle Leu Ser
130 135 140

Gly Gly Val Tyr lle Glu Lys Asn Asp Lys Leu Cys His Met Asp Thr
145 150 155 160

lle Asp Trp Arg Asp lle Val Arg Asp Arg Asp Ala Glu lle Val Val
165 170 175

Lys Asp Asn Gly Arg Ser Cys Pro Pro Cys His Glu Val Cys Lys Gly
180 185 190

Arg Cys Trp Gly Pro Gly Ser Glu Asp Cys GIn Thr Leu Thr Lys Thr
195 200 205

lle Cys Ala Pro Gin Cys Asn Gly His Cys Phe Gly Pro Asn Pro Asn
210 215 220

GIn Cys Cys His Asp Glu Cys Ala Gly Gly Cys Ser Gly Pro Gin Asp
225 230 235 240

Thr Asp Cys Phe Ala Cys Arg His Phe Asn Asp Ser Gly Ala Cys Val
245 250 255

Pro Arg Cys Pro Gin Pro Leu Val Tyr Asn Lys Leu Thr Phe GIn Leu
260 265 270

Glu Pro Asn Pro His Thr Lys Tyr GIn Tyr Gly Gly Val Cys Val Ala
275 280 285

Ser Cys Pro His Asn Phe Val Val Asp GIn Thr Ser Cys Val Arg Ala
290 295 300

267
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Cys Pro Pro Asp Lys Met Glu Val Asp Lys Asn Gly Leu Lys Met Cys
305 310 315 320

Glu Pro Cys Gly Gly Leu Cys Pro Lys Ala Cys Glu Gly Thr Gly Ser
325 330 335

Gly Ser Arg Phe GIn Thr Vai Asp Ser Ser Asn lle Asp Gly Phe Val
340 345 350

Asn Cys Thr Lys lie Leu Gly Asn Leu Asp Phe Leu lle Thr Gly Leu
355 360 365

Asn Gly Asp Pro Trp His Lys lle Pro Ala Leu Asp Pro Glu Lys Leu
370 375 380

Asn Val Phe Arg Thr Val Arg Glu lle Thr Gly Tyr Leu Asn lle GIn
385 390 395 400

Ser Trp Pro Pro His Met His Asn Phe Ser Val Phe Ser Asn Leu Thr
405 410 415

Thr lle Gly Gly Arg Ser Leu Tyr Asn Arg Gly Phe Ser Leu Leu lle
420 425 430

Met Lys Asn Leu Asn Val Thr Ser Leu Gly Phe Arg Ser Leu Lys Glu
435 440 445

lle Ser Ala Gly Arg lie Tyr lle Ser Ala Asn Arg Gin Leu Cys Tyr
450 455 460

His His Ser Leu Asn Trp Thr Lys Val Leu Arg Gly Pro Thr Glu Glu
465 470 475 480

Arg Leu Asp lle Lys His Asn Arg Pro Arg Arg Asp Cys Val Ala Glu
485 490 495

Gly Lys Val Cys Asp Pro Leu Cys Ser Ser Gly Gly Cys Trp Gly Pro

260
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500 505 510

Gly Pro Gly GIn Cys Leu Ser Cys Arg Asn Tyr Ser Arg Gly Gly Val
515 520 525

Cys Val Thr His Cys Asn Phe Leu Asn Gly Glu Pro Arg Glu Phe Ala
530 535 540

His Glu Ala Glu Cys Phe Ser Cys His Pro Glu Cys Gln Pro Met Glu
545 550 555 560

Gly Thr Ala Thr Cys Asn Gly Ser Gly Ser Asp Thr Cys Ala GIn Cys
565 570 575

Ala His Phe Arg Asp Gly Pro His Cys Val Ser Ser Cys Pro His Gly
580 585 590

Val Leu Gly Ala Lys Gly Pro lle Tyr Lys Tyr Pro Asp Val GIn Asn
595 600 605

Glu Cys Arg Pro Cys His Glu Asn Cys Thr GIn Gly Cys Lys Gly Pro
610 615 620

Glu Leu GIn Asp Cys Leu Gly GIn Thr Leu Val Leu lle Gly Lys Thr
625 630 635 640

His Leu Thr Met Ala Leu Thr Val lle Ala Gly Leu Val Val lle Phe
645 650 655

Met Met Leu Gly Gly Thr Phe Leu Tyr Trp Arg Gly Arg Arg lle Gin
660 665 670

Asn Lys Arg Ala Met Arg Arg Tyr Leu Glu Arg Gly Glu Ser le Glu
675 680 685

Pro Leu Asp Pro Ser Glu Lys Ala Asn Lys Val Leu Ala Arg lle Phe
690 695 700
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Lys Glu Thr Glu Leu Arg Lys Leu Lys Val Leu Gly Ser Gly Val Phe
705 710 715 720

Gly Thr Val His Lys Gly Val Trp lle Pro Glu Gly Glu Ser lle Lys
725 730 735

lle Pro Val Cys lie Lys Val lie Glu Asp Lys Ser Gly Arg GIn Ser
740 745 750

Phe Gin Ala Val Thr Asp His Met Leu Ala lle Gly Ser Leu Asp His
755 760 765

Ala His lle Val Arg Leu Leu Gly Leu Cys Pro Gly Ser Ser Leu GIn
770 775 780

Leu Val Thr Gln Tyr Leu Pro Leu Gly Ser Leu Leu Asp His Val Arg
785 790 795 800

GlIn His Arg Gly Ala Leu Gly Pro GIn Leu Leu Leu Asn Trp Gly Val
805 810 815

Gin lle Ala Lys Gly Met Tyr Tyr Leu Glu Glu His Gly Met Val His
820 825 830

Arg Asn Leu Ala Ala Arg Asn Val Leu Leu Lys Ser Pro Ser Gin Val
835 840 845

GIn Val Ala Asp Phe Gly Val Ala Asp Leu Leu Pro Pro Asp Asp Lys
850 855 860

Gin Leu Leu Tyr Ser Glu Ala Lys Thr Pro lle Lys Trp Met Ala Leu
865 870 875 - 880

Glu Ser lie His Phe Gly Lys Tyr Thr His GIn Ser Asp Va! Trp Ser
885 890 895

270
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Tyr Gly Val Thr Val Trp Glu Leu Met Thr Phe Gly Ala Glu Pro Tyr
900 905 910

Ala Gly Leu Arg Leu Ala Glu Val Pro Asp Leu Leu Glu Lys Gly Glu
915 920 925

Arg Leu Ala GIn Pro GIn lle Cys Thr lle Asp Val Tyr Met Val Met
930 935 940

Val Lys Cys Trp Met lle Asp Glu Asn lle Arg Pro Thr Phe Lys Glu
945 a50 955 860

Leu Ala Asn Glu Phe Thr Arg Met Ala Arg Asp Pro Pro Arg Tyr Leu
965 970 975

Val lie Lys Arg Glu Ser Gly Pro Gly lle Ala Pro Gly Pro Glu Pro
980 985 990

His Gly Leu Thr Asn Lys Lys Leu Glu Glu Val Glu Leu Glu Pro Glu
995 1000 1005

Leu Asp Leu Asp Leu Asp Leu Glu Ala Glu Glu Asp Asn Leu Ala
1010 1015 1020

Thr Thr Thr Leu Gly Ser Ala Leu Ser Leu Pro Val Gly Thr Leu
1025 1030 1035

Asn Arg Pro Arg Gly Ser GIn Ser Leu Leu Ser Pro Ser Ser Gly
1040 1045 1050

Tyr Met Pro Met Asn GIn Gly Asn Leu Gly Glu Ser Cys Gin Glu
1055 1060 1065

Ser Ala Val Ser Gly Ser Ser Glu Arg Cys Pro Arg Pro Val Ser
1070 1075 1080
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Leu His Pro Met Pro Arg Gly Cys Leu Ala Ser Glu Ser Ser Glu
1085 1090 1095

Gly His Val Thr Gly Ser Glu Ala Glu Leu GIn Glu Lys Val Ser
1100 1105 1110

Met Cys Arg Ser Arg Ser Arg Ser Arg Ser Pro Arg Pro Arg Gly
1115 1120 1125

Asp Ser Ala Tyr His Ser Gln Arg His Ser Leu Leu Thr Pro Val
1130 1135 1140

Thr Pro Leu Ser Pro Pro Gly Leu Glu Glu Glu Asp Val Asn Gly
1145 1150 1155

Tyr Val Met Pro Asp Thr His Leu Lys Gly Thr Pro Ser Ser Arg
1160 1165 1170

Glu Gly Thr Leu Ser Ser Val Gly Leu Ser SerVal Leu Gly Thr
1175 1180 1185

Glu Glu Glu Asp Glu Asp Glu Glu Tyr Glu Tyr Met Asn Arg Arg
1190 1195 1200

Arg Arg His Ser Pro Pro His Pro Pro Arg Pro Ser Ser Leu Glu
1205 1210 1215

Glu Leu Gly Tyr Glu Tyr Met Asp Val Gly Ser Asp Leu Ser Ala
1220 1225 1230

Ser Leu Gly Ser Thr GIn Ser Cys Pro Leu His Pro Val Prolle
1235 1240 1245

Met Pro Thr Ala Gly Thr Thr Pro Asp Glu Asp Tyr Glu Tyr Met
1250 1255 1260

Asn Arg GIn Arg Asp Gly Gly Gly Pro Gly Gly Asp Tyr Ala Ala
1265 1270 1275

HnH
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Met Gly Ala Cys Pro Ala Ser Glu GiIn Gly Tyr Glu Glu Met Arg
1280 1285 1290

Ala Phe GIn Gly Pro Gly His GIn Ala Pro His Val His Tyr Ala
1295 1300 1305

Arg Leu Lys Thr Leu Arg Ser Leu Glu Ala Thr Asp Ser Ala Phe
1310 1315 1320

Asp Asn Pro Asp Tyr Trp His Ser Arg Leu Phe Pro Lys Ala Asn
1325 1330 1335

Ala GIn Arg Thr
1340

<210> 47

<211> 120

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 47
GIn Gly Gin Met GIn Gin Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Thr Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser Ser
20 25 30

Tyr lle Ser Trp Leu Lys GIn Lys Pro Arg GIn Ser Leu Glu Trp lle
35 40 45

Ala Trp lle Tyr Ala Gly Thr Gly Ser Pro Ser Tyr Asn Gin Lys Phe
50 55 60

Thr Gly Lys Ala GIn Leu Thr Val Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

n5
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Met GIn Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala lle Tyr Tyr Cys
85 90 a5

Ala Arg His Arg Asp Tyr Tyr Ser Asn Ser Leu Thr Tyr Trp Gly Gin
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

<210> 48

<211> 113

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 48

Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Thr Val Thr Ala Gly
1 5 10 15

Glu Asn Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn GIn Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asn Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ala
65 70 75 80

lle Ser Ser Val GIn Ala Glu Asp Leu Ser lle Tyr Tyr Cys GIn Ser
85 90 85

Asp Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu [le
100 105 110

Lys
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<210> 49
<211> 120
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> dominio variable de cadena larga VH, Mab 205.10

<400> 49
GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Tyr lle Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp lle Tyr Ala Gly Thr Gly Ser Pro Ser Tyr Asn GIn Lys Leu
50 55 60

Gln Gly Arg Vai Thr Met Thr Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg His Arg Asp Tyr Tyr Ser Asn Ser Leu Thr Tyr Trp Gly Gin
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 50
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220
<223> dominio variable de cadena corta VL, Mab 205.10.1

As
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<400> 50

Asp lle Val Met Thr Gin Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr lle Asn Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gin Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly GIn
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Vall
50 55 80

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

lle Ser Ser Leu GIn Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Ser
85 90 95

Asp Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu lle
100 105 110

Lys

<210> 51
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> dominio variable de cadena corta VL, Mab 205.10.2

<400> 51

Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr lle Asn Cys Lys Ser Ser GIn Ser Val Leu Asn Ser

276
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20 25 30

Gly Asn GIn Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

lle Ser Ser Leu GIn Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Ser
85 90 95

Asp Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu lle
100 105 110

Lys

<210> 52
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> dominio vanable de cadena corta VL, Mab 205.10.3

<400> 52
Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr lle Asn Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn GIn Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly GIn
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val

2
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50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

lle Ser Ser Leu Gln Ala Giu Asp Val Ser lle Tyr Tyr Cys Gin Ser
85 90 95

Asp Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu lle
100 105 110

Lys

<210> 53
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena larga CDR3H, Mab 205.10

<400> 53
His Arg Asp Tyr Tyr Ser Asn Ser Leu Thr Tyr
1 5 10

<210> 54
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena larga CDR2H, Mab 205.10

<400> 54

Trp lle Ser Ala Tyr Asn Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Leu GIn
1 5 10 15

Gly

226
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<210> 55
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena larga CDR1H, Mab 205.10

<400> 55

Gly Tyr Thr Phe Arg Ser Ser Tyr lle Ser
1 5 10

<210> 58
<211> 9
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> cadena corta CDR3L, Mab 205.10

<400> 56

Gin Ser Asp Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 57
<211> 7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena corta CDRZ2L, Mab 205.10

<400> 57
Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 58
<211> 17
<212> PRT
<213> Atificial

<220>

<223> cadena corta CDR1L (variante 1), Mab 205.10

274
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<400> 58

Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gin Lys Asn Tyr Leu
1 5 10 15

Thr

<210> 59
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena corta CDR1L (variante 2), Mab 205.10

<400> 59

Lys Ser Ser GIn Ser Val Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu
1 5 10 15

Thr

<210> 60

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 60

Glu Ser Asp Tyr Ala Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 61

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 61

Tyr lle Ser Tyr Gly Gly Ser Asn Ser Tyr Ala Pro Ser Leu Lys Asn
1 5 10 15
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<210> 62

<211> 6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 62

Ser Ala Tyr Tyr Trp Asn
1 5

<210> 63

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus muscufus

<400> 63

Gin Gin Gly Asn Thr Phe Pro Trp Thr
1 5

<210> 64

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 64

Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser
1 5

<210> 65

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 65

Arg Ala Arg GIn Asp lle Ser Asn Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 66
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

PASR
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<220>
<223> cadena larga CDR3H, Mab 5D5 <c-Met>

<400> 66

Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 67
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena larga CDR2H, Mab 5D5 <c-Met>

<400> 67
Met lie Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe Lys
1 5 10 15

Asp

<210> 68
<211> 5
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> cadena larga CDR1H, Mab 5D5 <c-Met>

<400> 68
Ser Tyr Trp Leu His
1 5

<210> 69
<211> 9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena corta COR3L, Mab 5D5 <c-Met>

<400> 69

SV
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GIn Gin Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 70
<211> 7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena corta CDR2L, Mab 5D5 <c-Met>

<400> 70
Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 71
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena corta CDR1L, Mab 5D5 <c-Met>

<400= 71

Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Thr Ser Ser GIn Lys Asn Tyr Leu
1 5 10 15

Ala
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