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ANTICUERPOS ANTI-HER

MEMORIA DESGRIPTIVA

SOLICITUDES RELACIONADAS
Esta solicitud reclama el beneficio de prioridad bajo 35 USC 119(e)
de la solicitud provisional norteamericana nimero U.S. 61/210562, presentada el
20 de marzo de 2009, cuya descripcién se incorpora aqui por referencia en su
totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a anticuerpos anti-HER, incluyendo
anticuerpos anti-HER muitiespecificos con especificidad de union para al menos
dos receptores HER diferentes, y al uso de los anticuerpos para tratar

enfermedades o trastornos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los receptores tirosina quinasas de la familia HER son importantes
mediadores del crecimiento, diferenciacion y supervivencia celular. La familia de
receptores incluye cuatro miembros definidos que incluyen el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR, ErbB1 o HER1), HER2 (ErbB2 o p185™), HER3
(ErbB3) y HER4 (ErbB4 o tyro2).

EGFR, codificado por el gen erbB1, ha sido implicado causalmente
en malignidades humanas. En particular, una expresién aumentada de EGFR ha
sido observada en cancer de mama, vejiga, pulmén, cabeza, cuello y estdmago, y
también en glioblastomas. La expresién aumentada del receptor EGFR
frecuentemente estd asociada con una produccién aumentada de! ligando de
EGFR, el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a), por las mismas células
tumorales, dando como resultado la activacion del receptor por una ruta de
estimulacion autocrina.  Baselga y Mendelsohn Pharmac. Ther. 64:127-154
(1994). Anticuerpos monoclonales dirigidos contra EGFR o sus ligandos, TGF-a y
EGF, han sido evaluados como agentes terapéuticos en el tratamiento de tales
malignidades. Véase, por ejemplo, Baselga y Mendelsohn., supra; Masui et al.
Cancer Research 44:1002-1007 (1984); y Wu ef al. J. Clin. Invest. 95:1897-1905
(1995).



El ’segundo miembro de la familia HER, HER2 (p185™Y), fue
identificado  originalmente como el producto del gen transformante de
neurcblastomas de ratas tratadas quimicamente. La forma activada del proto-
oncogen rneu es el resultado de una mutacion de punto (valina a acido glutamico)
en la regidn transmembrana de la proteina codificada. La amplificacion del
homoélogo humano de neu se observa en canceres de mama y de ovario y se
correlaciona con un mal pronéstico (Slamon et al., Science, 235:177-182 (1987);
Slamon et al., Science, 244:707-712 (1989); y patente norteamericana US N°
4.968.603). La sobre-expresion de HER2 (con frecuencia pero no uniformemente
debida a la amplificacién del gen) también ha sido observada en otros carcinomas,
incluyendo carcinomas del estdbmago, endometrio, glandula salival, pulmén, rifion,
colon, tiroides, pancreas y vejiga. Véanse, entre otros, King et al., Science,
229:974 (1985); Yokota ef al., Lancet. 1:765-767 (1986); Fukushige et al., Mof Cell
Biol., 6:955-958 (1986), Guerin et al., Oncogene Res., 3:21-31 (1988); Cohen et
al.,, Oncogene, 4:81-88 (1989); Yonemura et al., Cancer Res., 51:1034 (1991);
Borst et al., Gynecol. Oncol., 38:364 (1990); Weiner et al., Cancer Res., 50.421-
425 (1890); Kern et al., Cancer Res., 50.5184 (1990); Park et al., Cancer Res.,
49:6605 (1989); Zhau et al., Mol. Carcinog., 3:254-257 (1990); Aasland et al. Br. J.
Cancer 57:358-363 (1988), Williams ef al. Pathobiclogy 59:46-52 (1991); vy
McCann et al., Cancer, 65:88-92 (1990). HER2 puede estar sobre-expresado
en el cancer de prostata (Gu et al. Cancer Lett. 99:185-9 (1996); Ross et al. Hum.
Pathol. 28:827-33 (1997), Ross et al. Cancer 79:2162-70 (1997); y Sadasivan et al.
J. Urol. 150:126-31 (1993)).

Se han descrito anticuerpos dirigidos contra los productos proteicos
p185™“ de rata y HER2 humano. Drebin y colaboradores han preparado
anticuerpos contra el producto génico neu de rata, p185™Y. Véase, por ejemplo,
Drebin ef al,, Cell 41:695-706 (1985); Myers et al., Meth. Enzym. 198:277-290
(1991) y patente WO 94/22478. Drebin et al. Oncogene 2:273-277 (1988)
informan que mezclas de anticuerpos reactivas con dos regiones distintas de
p185™“ dan como resultado efectos antitumorales sinérgicos en células NIH-3T3
transformadas con neu e implantadas en ratones desnudos. Véase también la
patente norteamericana US 5.824.311 otorgada el 20 de octubre de 1998.

Hudziak et al, Mol Cell. Biol. 9(3):1165-1172 (1989) describen la
generacién de un panel de anticuerpos contra HER2 que fueron caracterizados
usando la lineacelular de tumor de mama humano SK-BR-3. La proliferacion
celular relativa de las células SK-BR-3 después de la exposicion a los anticuerpos



se determind por tincidn con cristal violeta de las monocapas después de 72
horas. Usando este ensayo, la inhibicion maxima se obtuvo con el anticuerpo
denominado 4D5 que inhibid {a proliferacion celular en un 56%. Otros anticuerpos
del panel redujeron la proliferaciéon celular en menor grado en este ensayo. Se
encontré ademas que el anticuerpo 4D5 sensibiliza las lineas celulares de tumor
de mama que sobre-expresan HERZ2 a los efectos citotdxicos de TNF-a. Véase
también la patente norteamericana U.S. N° 5.677.171 emitida el 14 de octubre de
1997. Los anticuerpos contra HER2 discutidos en Hudziak ef al. estan
caracterizados ademas en Fendly ef al. Cancer Research 50:1550-1558 (1990);
Kotts et al. In Vitro 26(3):59A (1990); Sarup et al. Growth Regulacién 1:72-82
(1991); Shepard et al. J. Clin. Immunol. 11(3):117-127 (1981); Kumar ef al. Mol.
Cell. Biol. 11(2):979-986 (1991); Lewis ef al. Cancer Immunol. Immunother.
37:255-263 (1993), Pietras et al. Oncogene 9:1829-1838 (1994); Vitetta ef al.
Cancer Research 54:5301-5309 (1994); Sliwkowski et al J Biol Chem.
269(20):14661-14665 (1994); Scott ef al J. Biol. Chem. 266:14300-5 (1991);
D'souza ef al. Proc. Natl. Acad. Sci. 91:7202-7206 (1994); Lewis ef al. Cancer
Research 56:1457-1465 (1996); y Schaefer et al. Oncogene 15:1385-1394 (1997).

Una versidn humanizada recombinante del anticuerpo contra HER2
de murino 4D5 (huMAb4D5-8, rhuMAb HER2, trastuzumab o HERCEPTIN®:
patente norteamericana U.S. N° 5§.821.337) es clinicamente activa en pacientes
con canceres de mama metastasicos que sobre-expresan HER2 que han recibido
terapia anti-cancer anterior extensa (Baselga et al., J. Clin. Oncol. 14:737-744
(1996)). Trastuzumab recibié la aprobacion para ser comercializado de la Food
and Drug Administration el 25 de septiembre de 1998, para el tratamiento de
pacientes con cancer de mama metastasico cuyos tumores sobre-expresan la
proteina HER2.

Otros anticuerpos contra HERZ2 con diversas propiedades han sido
descritos en Tagliabue et al. Int. J. Cancer 47:933-937 (1991); McKenzie ef al.
Oncogene 4:543-548 (1989); Maier et al. Cancer Res. 51:5361-5369 (1991);
Bacus ef al. Molecular Carcinogenesis 3:350-362 (1990); Stancovski ef al. PNAS
(USA) 88:8691-8695 (1991); Bacus et al. Cancer Research 52:2580-2589 (1992);
Xu et al. Int. J. gancer 53:401-408 (1993), patente WO 94/00136; Kasprzyk et al.
Cancer Research 52:2771-2776 (1992); Hancock et al. Cancer Res. 51:4575-4580
(1991), Shawver et al. Cancer Res. 54:1367-1373 (1994); Arteaga et al. Cancer
Res. 54:3758-3765 (1994); Harwerth et al. J. Biol. Chem. 267:15160-15167 (1992);

M



patente norteamericana U.S. N° 5.783.186; y Klapper et al. Oncogene 14:2099-
2109 (1997).

Un sondeo de homologia dio como resultado la identificacién de
otros dos miembros de la familia de receptores HER: HER3 (patentes
norteamericanas US nimeros 5.968.511, 5.183.884 y 5.480.968 y también Kraus
et al. PNAS (USA) 86:9193-9197 (1989)) y HER4 (solicitud de patente europea EP
N° 599 274, Plowman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:1746-1750 (1993); y
Plowman et al., Nature, 366:473-475 (1993)). Estos dos receptores presentan
expresion aumentada en al menos algunas lineas celulares de cancer de mama.

Los receptores HER se encuentran generalmente en diversas
combinaciones en las células, y se piensa que la heterodimerizacién aumenta la
diversidad de Ia§-respuestas celulares a una variedad de ligandos de HER (Earp
et al. Breast Cancer Research and Treatment 35: 115-132 (1995)). EGFR se une
a seis ligandos diferentes: factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento transformante alfa (TGF-a), anfirregulina, factor de crecimiento
epidermico que se une a heparina (HB-EGF), betacelulina y epirregulina (Groenen
et al. Growth Factors 11:235-257 (1994)). Una familia de proteinas herregulinas
resultantes del corte y empalme ("splicing”) alternativo de un gen dnico, son
ligandos para HER3 y HER4. La familia de las herregulinas incluye las
herregulinas alfa, beta y gamma (Holmes ef al., Science, 256:1205-1210 (1992);
patente norteamericana U.S. N° 5.641.869; y Schaefer ef al. Oncogene 15:1385-
1394 (1997)); factores de diferenciacién neu (NDFs), factores de crecimiento
gliales (GGFs); inductor de actividad del receptor de acetilcolina (ARIA); y factor
derivado de neuronas sensoriales y motoras (SMDF). Para una revision, véase
Groenen et al. Growth Factors 11:235-257 (1994); Lemke, G. Molec. & Cell.
Neurosci. 7:247-262 (1996) y Lee et al. Pharm. Rev. 47:51-85 (1995). Se han
identificado tres ligandos de HER adicionales: neurregulina-2 (NRG-2) del cual se
informa que se une ya sea a HER3 o a HER4 (Chang et al. Nature 387: 509-512
(1997); y Carraway et al. Nature 387:512-516 (1987)); neurregulina-3 gue se une a
HER4 (Zhang et al. PNAS (USA) 94(18):9562-7 (1997)); y neurregulina-4 que se
une a HER4 (Harari et al. Oncogene 18:2681-89 (1999)). HB-EGF, betacelulina y
epirregulina también se unen a HER4.

A pesar de que EGF y TGFa no se unen a HER2, EGF estimula a
EGFR y HERZ2 para que formen un heterodimero, que activa a EGFR y da como
resultado la transfosforilacion de HER2 en el heterodimero. La dimerizacion y/o

transfosforilacién parecen activar a la tirosina quinasa HER2. Véase Earp et al,
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supra. lgualmente, cuando HER3 es co-expresado con HERZ2, se forma un
complejo de sefalizacién activo y los anticuerpos dirigidos contra HER2 son
capaces de romper este complejo (Sliwkowski ef al, J Biol Chem.,
269(20):14661-14665 (1994)). Adicionalmente, la afinidad de HER3 por la
herregulina (HRG) aumenta a un estado de mayor afinidad cuando es co-
expresada con HERZ2. Véase también, Levi et al., Journal of Neuroscience 15;
1329-1340 (1995); Morrissey et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 1431-1435
(1993); y Lewis et al,, Cancer Res., 56:1457-1465 (1996) con respecto al complejo
de proteinas HEBZ-HERS. HER4, al igual que HER3, forma un compiejo de
sefalizacion actilo con HER2 (Carraway y Cantley, Celf 78:5-8 (1994)).

Agentes terapéuticos que apuntan a la ruta de HER estan
actualmente en uso para tratar enfermedades tales como cancer de mama, cancer
de pulmén de células no pequefias, cancer colorrectal, cancer de cabeza y cuelio
y cancer pancreatico. A pesar de que estos agentes terapéuticos han tenido algun
éxito, persisten probiemas relacionados con la resistencia nativa e inducida y la
toxicidad. Arteaga CL. J Clin Oncol 21:289-91s (2003); Hoshi S, et al, Gan To
Kagaku Ryoho 31:1209-13 (2004); Viloria-Petit AM, y Kerbel RS. Int J Radjat
Oncol Biol Phys 58:914-26 (2004); Bianco R., et al., Endocr Relat Cancer
12:5159-71 (2005); Engelman JA, y Janne PA. Clin Cancer Res 14:2895-9
(2008); Davoli A, et al, Cancer Chemother Pharmacol. 65(4).611-23 (2010);
Pohlmann PR, et al,, Clin Cancer Res. 15(24).7479-7491 (2009). En particular, los
agentes terapéuticos que apuntan a HER1 (EGFR) frecuentemente estan
asociados con efectos secundarios indeseables, tales como niveles significativos
de toxicidad cutanea. Robert, et al. Lancet Oncology 6:491-500 (2005).

En consecuencia, existe una necesidad de desarrollar agentes
terapéuticos mejorados que apunten a la ruta de HER.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencion proporciona anticuerpos multiespecificos que
comprenden un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a al
menos dos receptores HER seleccionados del grupo consistente en (a) EGFR y
HERZ2, (b} EGFR y HERS3, y (¢c) EGFR y HER4. El anticuerpo inhibe una actividad
biolégica de al menos uno de los receptores HER. En modalidades particulares, el
anticuerpo multiespecifico se une especificamente a sus receptores HER blanco y
no se une especificamente a los receptores HER que no son blanco. En

consecuencia, en una modalidad, el anticuerpo se une especificamente a EGFR y
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a HER3, pero no se une especificamente a HER2 ni a HER4. En otra modalidad,
el anticuerpo se une especificamente a EGFR y a HER2, pero no se une
especificamente a HER3 ni a HER4. En otra modalidad, el anticuerpo se une
especificamente a EGFR y a HER4, pero no se une especificamente a HER2 ni a
HER3. La invencién también proporciona anticuerpos monoespecificos que se
unen especificamente a un receptor HER blanco.

Un.aspecto de la invencion proporciona anticuerpos multiespecificos
que son capaces de unirse especificamente a EGFR y a otro receptor HER, y que
son menos toxicos que los antagonistas de EGFR tradicionales, tal como
cetuximab. En una modalidad, la toxicidad es toxicidad dermatoldgica. En una
modalidad, el anticuerpo contra HER multiespecifico comprende un dominio de
union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,

En un aspecto, la invencidbn proporciona un anticuerpo
multiespecifico que comprende un dominio de unidén al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3. En una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico es menos tdxico que los antagonistas de EGFR. En una
modalidad, el anticuerpo multiespecifico inhibe una actividad biologica de al
menos uno de EGFR y HER3. En una modalidad, el anticuerpo inhibe la unién de
EGF a EGFR. En otra modalidad, el anticuerpo inhibe la fosforilacién de EGFR
inducida por TGF-a. En algunas modalidades, el anticuerpo inhibe el crecimiento
de las celulas tumorales. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico se une
especificamente a EGFR y a HERS3, pero no se une especificamente a HER2 ni a
HER4.

En’una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3 con
una Kd de menos de 10®° M. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico
comprende un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR
con una Kd de menos de 10° M, y se une especificamente a HER3 con una Kd de
menos de 107 M.

En una modalidad, e! anticuerpo multiespecifico que comprende un
dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3
comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de amino Acidos de
LSGDWIH (SEQ ID NO: 48); (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de amino
acidos de VGEISAAGGYTD (SEQ ID NO: 51); y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de amino acidos de ARESRVSFEAAMDY (SEQ ID NO: 53); y (d) HVR-
L1 que comprende la secuencia de amino acidos de NIATDVA (SEQ ID NO: 55);
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(e) HVR-L2 que comprende la secuencia de amino acidos de SASF (SEQ ID NO:
56); y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia de amino acidos de SEPEPYT
(SEQ ID NO: 57).

En'una modalidad, el anticuerpo multiespecifico que comprende un
dominic de union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3
comprende (a) un dominio variable de cadena pesada que tiene al menos 95% de
identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 30; (b)
un dominio variable de cadena liviana que tiene al menos 95% de identidad de
secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 29; o (c) una
secuencia de dominio variable de cadena pesada como en (a) y una secuencia de
dominio variable de cadena liviana como en (b). En una modalidad, e! anticuerpo
multiespecifico que comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3 comprende una secuencia de dominio variable
de cadena pesada de SEQ ID NO: 30. En una modalidad, e! anticuerpo
multiespecifico que comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3 comprende una secuencia de dominio variable
de cadena liviana de SEQ ID NO: 28. En otra modalidad, el anticuerpo
multiespecifico que comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3 comprende una secuencia de dominio variable
de cadena pesada de SEQ ID NO: 30 y una secuencia de dominio variable de
cadena liviana de_SEQ ID NO: 29.

En’ algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico que
comprende un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR
y a HER3 es un anticuerpo IgG1 de longitud completa.

Un aspecto de la invencién proporciona un acido nucleico aislado
que codifica los anticuerpos contra HER multiespecificos.  Otro aspecto
proporciona una célula huésped que comprende el acido nucleico que codifica los
anticuerpos contra HER multiespecificos. Otro aspecto proporciona un método
para producir un anticuerpo contra HER multiespecifico, que comprende cultivar la
célula huésped que comprende el acido nucleico gue codifica el anticuerpo contra
HER muitiespecifico, de manera tal que el anticuerpo sea producido.

Un aspecto de la invencién proporciona un inmunoconjugado que
comprende un anticuerpo contra HER multiespecifico y un agente citotéxico. Otro
aspecto proporciona una formulacion farmacéutica que comprende un anticuerpo

contra HER multiespecifico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.



Un aspecto de la invencién proporciona un método para tratar a un
individuo que tie"n'e cancer, que comprende administrar al individuo una cantidad
eficaz de un anticuerpo contra HER muitiespecifico. En una modalidad, el
anticuerpo contra HER multiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno
que se une especificamente a EGFR y a HER3. En una modalidad, el cancer
tratado por el anticuerpo contra HER multiespecifico comprende células que
expresan EGFR y HER3. En una modalidad, el cancer tratado por el anticuerpo
contra HER multiespecifico es cancer de mama, cancer colorrectal, cancer
pancreatico, cancer de cabeza y cuello, melanoma, cancer de ovario, cancer de
préstata o cancer de pulmén de células no pequenias.

Otro aspecto de la invencion proporciona un método para inhibir una
actividad biologica de un receptor HER en un individuo, que comprende
administrar al individuo una cantidad eficaz de un anticuerpo contra HER
multiespecifico. En una modalidad, el anticuerpo contra HER multiespecifico
comprende un dominio de unién al antigenc que se une especificamente a EGFR
y a HER3.

Un aspecio de la invencién proporciona un anticuerpo contra HER
multiespecifico para el uso como un medicamento. Otro aspecto proporciona un
anticuerpo contra’HER multiespecifico para el uso para tratar un cancer, tal como
cancer de mama, cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer de cabeza y
cuello, melanoma, cancer de ovario, cancer de préstata o cancer de pulmoén de
celulas no pequefias. Ofro aspecto proporciona un anticuerpo contra HER
multiespecifico para el uso para inhibir una actividad biolégica de un receptor
HER. En una modalidad, el anticuerpo contra HER multiespecifico comprende un
dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HERS3.

Otro aspecto de la invencion proporciona un anticuerpo contra HER
multiespecifico para el uso en la fabricacion de un medicamento. El medicamento
puede usarse, en una modalidad, para tratar un cancer, tal como cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer de cabeza y cuello, melanoma,
cancer de ovario, cancer de prostata o cancer de pulmén de células no pequefias.
En una modalidad, el medicamento es para inhibir una actividad biolégica de un
receptor HER. En una modalidad, el anticuerpo contra HER multiespecifico
comprende un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR
y a HER3. En una modalidad, el anticuerpo contra HER multiespecifico es menos
toxico que los antagonistas de EGFR tradicionales, tal como cetuximab.

'
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra la inhibicion del crecimiento tumoral por el
anticuerpo anti-EGFR D1.5 en un modelo de xenoinjerto de A431.

La Figura 2 muestra la especificidad de unién de clones con
especificidad doble.

La Figura 3 muestra la inhibicion de la fosforilacion de EGFR
inducida por TGF-a usando anticuerpos seleccionados que tienen especificidad
doble (anticuerpos anti-EGFR/HERS3 y anti-EGFR/HER?2).

La Figura 4 muestra que los anticuerpos anti-EGFR/HER3 bloquean
la unién de herregulina a HER3-ECD-Fc.

La Figura 5 muestra la inhibicion de la fosforilacion del receptor
inducida por HRG en células MCF7 por anticuerpos biespecificos anti-
EGFR/HERS,

La Figura 6 muestra la inhibicidén de la proliferacion celular de células
MDA-175 por anticuerpos anti-EGFR/HER3.

La ,Figura 7 es una imagen que muestra los puntos calientes de
D1.5-100 mapeados en una estructura de 4D5-Fv.

La Figura 8 representa una estrategia para la maduracion de afinidad
del anticuerpo contra EGFR-HER3 D1.5-100, usando bibliotecas "shotgun".

La Figura 9 muestra que dos anticuerpos con la afinidad madurada
seleccionados (DL7 y DL11) son especificos para ambos EGFR y HER3.

La Figura 10: A) Muestra la comparacion de la funcion inhibidora de
los anticuerpos con la afinidad madurada DL7 y DL11 y el anticuerpo parental
D1.5 sobre EGFR. B) Muestra [a comparacion de la funcion inhibidora de los
anticuerpos con la afinidad madurada DL7 y DL11 y el anticuerpo anti-HER3
monoespecifico DL3.6 sobre la transactivacion de HER3.

La Figura 11A) proporciona graficos que muestran la comparacién de
la funcién inhibidora del crecimiento de DL11 comparada con pertuzumab, un
anticuerpo anti-EGFR y un anticuerpo anti-HER3, o DL3.6, D1.5 o la combinacién
de D1.5 mas DL3.6 sobre células H1666, una linea celular de NSCLC que expresa
HER2, HER3, EGFR vy ligandos EGFR, estimuladas en su crecimiento con HRG.
B) Proporciona graficos que muestran la comparacion de la funcién inhibidora del
crecimiento de DI__11 comparada con pertuzumab, un anticuerpo anti-EGFR y un
anticuerpo anti-HER3, o DL3.6, D1.5 o la combinacion de D1.5 mas DL3.6 sobre la
linea de NSCLC H1666 estimulada en su crecimiento con HRG y TGFa.
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La Figura 12A) proporciona graficos que muestran la inhibicién de la
proliferacion de células HCA-7, una linea celular de cancer colorrectal que expresa
HERZ, HER3 y EGFR, por DL11 en comparacién con pMab, un anticuerpo anti-
EGFR y un anticuerpo anti-HER3. El crecimiento celular fue estimulado con HRG.
B) Proporciona graficos que muestran la inhibicién del crecimiento de las células
HCA-7 como en la Figura 12A, excepto que el crecimiento celular fue estimulado
con HRG mas TGFa.

La Figura 13 muestra la inhibicion de la proliferacion de células Calu-
3, una linea de NSCLC que sobre-expresa HER?Z y tiene niveles normales de
HERS y EGFR. El crecimiento celular fue estimulado con HRG y los anticuerpos
fueron analizados de una manera dependiente de la dosis.

La Figura 14 representa una estrategia de clasificacion para la
maduracion de la afinidad de D1.5-201.

La F.igura 18 muestra la inhibicién de la proliferacion de células MDA-
175 por DL11, DL11b y DL11f.

La Figura 16 muestra que DL11f inhibe la fosforilacién de HER3
inducida por herregulina y la fosforilacion de EGFR inducida por TGFO.

La Figura 17 es un grafico que muestra la inhibicion del crecimiento
tumoral en un modelo de trasplante de tumor HCA-7 por DL11 y DL11f.

La Figura 18 es un grafico que muestra la inhibicién del crecimiento
tumoral en un modelo de xenoinjerto de NSCLC H358 por DL11f.

La Figura 19 muestra la inhibicién de la fosforilacion de HER3
inducida por HRG por DL3-11b, DL3.6b y DL3.6.

Figura 20: Inhibicion de la proliferacion de células MDA-175 por
DL3-11b, DL3.6by DL3.6.

La Figura 21 es un grafico que muestra la inhibicion del crecimiento
tumoral en un modelo de cancer FaDu por DL11f.

La Figura 22 es un grafico que muestra la inhibicion del crecimiento
tumoral en un modeio de cancer pancreatico BxPC3 por DL11f.

La Figura 23 es un grafico que muestra la inhibicidn del crecimiento
tumoral en un moédelo de cancer de pulmoén de células no pequefias Calu-3 por
DL11f.

La Figura 24 es un grafico que muestra la inhibicidn del crecimiento
tumoral en un modelo de cancer epidérmico A431 por DL11f.

La Figura 25 es un grafico que muestra la inhibicién del crecimiento
tumoral en un modelo de cancer de mama MAXF44 por DL11f.
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La Figura 26 es un grafico que muestra la inhibicion del crecimiento
tumoral en un modelo de cancer de préostata DU145 por DL11f.

La Figura 27 es un grafico que muestra la inhibicién del crecimiento
tumoral en un modelo de cancer de ovario OVXF550 por DL11f.

La Figura 28 muestra que DL11f induce ADCC en varias lineas
celulares.

La Figura 29 muestra que DL11f-N297A carece de actividad de
ADCC.

La Figura 30 muestra la inhibicion de! crecimiento tumoral en un
modelo de cancer NSCLC H292 por DL11f y DL11f-N297A.

La Pigura 31A-C es una tabla que proporciona informacién sobre las
toxicidades no clinicas y clinicas observadas para terapias con antagonistas de
EGFR.

La Figura 32 es una tabla que proporciona informacién sobre Ia
calificacion para sarpullido/descamacion y acné/sarpullido acneiforme.

La Figura 33 broporciona un alineamiento de amino acidos del
dominio variable de la cadena pesada y el dominio variable de la cadena liviana de
varios anticuerpos anti-HER con numeracion de Kabat. La Figura 33A muestra el
dominio variable de la cadena liviana de los siguientes anticuerpos: D1 (SEQ 1D
NO: 58); D1.5 (SEQ ID NO: 24); D1.5-100 (SEQ ID NO: 40); DL11 (SEQ ID NO:
27); DL11b (SEQ ID NO: 29); DL11f (SEQ ID NO: 29). La Figura 33B muestra el
dominio variable de la cadena pesada de los siguientes anticuerpos: D1 (SEQ 1D
NO: 25); D1.5 (SEQ ID NO: 25); D1.5-100 (SEQ ID NO: 25): DL11 (SEQ ID NO:
28); DL11b (SEQ ID NO: 28); DL11f (SEQ ID NO: 30).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

. Definiciones

A menos que se definan de otra manera, se pretende que todos los
términos del arte’, notaciones y otra terminologia cientifica usados aqui tengan los
significados entendidos comunmente por los expertos en el arte al cual pertenece
esta invencion. En algunos casocs, los términos con significados entendidos
cominmente se definen aqui para mayor claridad y/o facil referencia, y la inclusion
aqui de estas definiciones no debe interpretarse necesariamente como que
representa una diferencia sustancial con lo que se entiende generalmente en el
arte. Llas tecnicas y procedimientos descritos o mencionados aqui son

generaimente bien entendidos y cominmente empleados usando metodologia
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convencional por los expertos en el arte, por ejemplo las metodologias de
clonamiento molecular extensamente utilizadas descritas en Sambrook et al.,
"Molecular Cloning, A Laboratory Manual", 2nd edition (1989) Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. Como sea apropiado, los
procedimientos que involucran el uso de kits y reactivos disponibles en el comercio
se efectuan generalmente de acuerdo con protocolos y/o parametros definidos por
el fabricante, a menos que se sefiale otra cosa.

Antgs de describir los presentes métodos, kits y usos, debe
entenderse que'esta invencion no esta limitada a la metodologia, protocolos,
lineas celulares, especies o géneros de animales, construcciones y reactivos
particulares descritos, ya que ellos, por supuesto, pueden variar. También debe
entenderse que la terminologia usada aqui tiene el proposito de describir
modalidades particulares solamente, y no esta destinada a limitar el alcance de la
presente invencion que estara limitado sélo por las reivindicaciones adjuntas.

Debe hacerse notar que, como se usan aqui y en las
reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una", "el" y "la" incluyen los
referentes plurales a menos que el contexto claramente indique otra cosa.

A traves de esta memoria y las reivindicaciones, se entendera que la
palabra "comprenden” o variaciones tales como "comprende” o "comprendiendo”
implican la inclusién de un nimero entero o grupo de nimeros enteros sefialado,
pero no la exclusion de cualquier otro nimero entero o grupo de nimeros enteros.

El término "anticuerpo” se usa aqui en el sentido mas amplio y
abarca especificamente anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales,
anticuerpos multiespecificos, y fragmentos de anticuerpos siempre que exhiban la
actividad bioldgica deseada. El término "anticuerpo multiespecifico” se usa aqui
en el sentido mas amplio y abarca especificamente un anticuerpo que comprende
un dominio de unién al antigeno que tiene especificidad poliepitépica (o sea, es
capaz de unirse especificamente a dos 0 mas epitopos diferentes en una molécula
biologica, o es capaz de unirse especificamente a epitopos en dos o mas
moléculas biologicas diferentes). Un ejemplo especifico de un dominio de unién al
antigeno es una unidad VuV_ constituida por un dominio variable de cadena
pesada (Vi) y un dominic variable de cadena liviana (V). Estos anticuerpos
multiespecificos incluyen, pero no estan limitados a, anticuerpos de longitud
completa, anticuerpos que tienen dos o mas dominios V. y Vy, fragmentos de
anticuerpos tales como Fab, Fv, dsFv, scFv, diacuerpos, diacuerpos biespecificos

y triacuerpos, fragmentos de anticuerpos que han sido enlazados en forma
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covalente o no covalente. Un "anticuerpo biespecifico" es un anticuerpo
multiespecifico que comprende un dominio de unién al antigeno que es capaz de
unirse especificamente a dos epitopos diferentes en una molécula bioldgica, o es
capaz de unirse especificamente a epitopos en dos moléculas biologicas
diferentes. El anticuerpo biespecifico también se indica aqui como que tiene
"especificidad doble" o como que es "doblemente especifico".

En ciertas modalidades, un anticuerpo de la invencidon tiene una
constante de disociacién (Kd) de <1 pM, €100 nM, €10 nM, €1 nM, £0,1 nM,
<0,01 nM 6 50,001 nM (por ejemplo 10 M o menos, por ejemplo de 10°M a 107
"M, por ejemplo de 10°M a 10°"* M) para su HER o HERs blanco.

La unidad de anticuerpo basica de 4 cadenas es una glicoproteina
heterotetramérica compuesta por dos cadenas livianas (L) idénticas y dos cadenas
pesadas (H) idénticas {un anticuerpo IgM esta constituido por 5 de las unidades
heterotetraméricas basicas junto con un polipéptido adicional llamado cadena J, y
por lo tanto contiene 10 sitios de unidn al antigeno, en tanto que los anticuerpos
IgA secretados pueden polimerizarse para formar ensamblajes polivalentes que
comprenden 2-5 de las unidades basicas de 4 cadenas junto con la cadena J). En
el caso de las IgGs, la unidad de 4 cadenas generalmente tiene alrededor de
150.000 daltons. Cada cadena L esta enlazada a una cadena H por un enlace

disulfuro covalente, en tanto que dos cadenas H estan enlazadas entre si por uno

o mas enfaces disulfuro dependiendo del isotipo de las cadenas H. Cada cadena
Hy L tiene también puentes de disulfuro intracadenas espaciados regularmente.
Cada cadena H jrene, en el terminal N, un dominio variable (Vy) seguido por tres
dominios constantes (Cy) para cada una de las cadenas a y y, y cuatro dominios
Ch para los isotipos p y €. Cada cadena L tiene, en el terminal N, un dominio
variable (V) seguido por un dominio constante (C\) en su otro extremo. ElV_ esta
alineado con el Vy y el C_ estd alineado con el primer dominio constante de la
cadena pesada (Cn1). Se cree que residuos de amino acidos particulares forman
una interfaz entre los dominios variables de la cadena liviana y la cadena pesada.
El apareamiento de Vy con V| forma un sitio Unico de unién al antigeno. Para la
estructura y propiedades de las diferentes clases de anticuerpos, véase por
ejemplo Basic and Clinical Immunology, 8th edition, Daniel P. Stites, Abba |. Terr
and Tristram G. Parslow (eds.), Appleton & Lange, Norwalk, CT, 1994, pagina 71 y
Capitulo 6.

La cadena L de cualquier especie de vertebrados puede ser

asignada a uno de dos tipos claramente definidos llamados kappa y lambda, en
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base a las secuencias de amino acidos de sus dominios constantes. Dependiendo
de la secuencia de amino acidos del dominio constante de sus cadenas pesadas
(Cw), las inmunoglobulinas pueden ser asignadas a diferentes clases o isotipos.
Hay cinco clases de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, que tienen
cadenas pesadas denominadas «, §, v, £ y u, respectivamente. Las clases yy a se
dividen adicionalmente en subclases en base a diferencias relativamente menores
en secuencia de Cy y funcién, por ejemplo los seres humanos expresan las
siguientes subclases: 1gG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgA1 e IgA2.

El término "variable" se refiere al hecho de que ciertos segmentos de
los dominios variables difieren extensamente en secuencia entre los anticuerpos.
El dominioc V media en la unién al antigeno y define la especificidad de un
anticuerpo particular por su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no
esta distribuida uniformemente por toda la extensién de 110 amino &acidos de los
dominios variables. En lugar de eso, las regiones V estan constituidas por tramos
relativamente no variantes denominados regiones de armazén (FRs) de 15-30
amino acidos, separados por regiones mas cortas de variabilidad extrema
denominadas "regiones hipervariables" o HVRs. Los dominios variables de las
cadenas pesadas y livianas nativas comprenden cada uno cuatro FRs, que
adoptan en gran medida una configuracion de laminas beta, conectadas por tres
regiones hipervatiables que forman asas que conectan, y en algunos casos
forman parte de: la estructura de laminas beta. Las regiones hipervariables de
cada cadena son mantenidas juntas en estrecha proximidad por las FRs, y con las
regiones hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de
union al antigeno de los anticuerpos (véase Kabat ef af., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Heaith Service, National Institutes of Health,

Bethesda, MD (1991)). Los dominios constantes no estan directamente
involucrados en la unidén de un anticuerpo a un antigeno, pero presentan diversas
funciones efectoras tal como la participacion del anticuerpo en la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

El término "region hipervariable", "HVR" o "HV", cuando se usa aqui,
se refiere a las regiones de un dominio variable de anticuerpo que son
hipervariables en secuencia y/o forman asas definidas estructuralmente.
Generalmente, los anticuerpos comprenden seis HVRs; tres en el VH (HVR-H1,
HVR-H2, HVR-H3) y tres en el VL (HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3). En los anticuerpos
nativos, H3 y L3 presentan la mayor diversidad de las seis HVRs, y se cree que

H3, en particular, tiene un papel singular en conferir especificidad fina a los
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anticuerpos. Vé‘ése, por ejemplo, Xu et al., Immunity 13:37-45 (2000); Johnson y
Wu, en Methods in Molecular Biology 248:1-25 (Lo, ed., Human Press, Totowa,
NJ, 2003). De hecho, los anticuerpos de camélido que existen en la naturaleza
constituidos por una cadena pesada solamente, son funcionales y estables en
ausencia de cadena liviana. Véase, por ejemplo, Hamers-Casterman et al., Nature
363:446-448 (1993); Sheriff ef al., Nature Struct. Biol. 3:733-736 (1996).

Las HVRs generalmente comprenden residuos de amino acidos de
las asas hipervariables y/o de las "regiones determinantes de complementariedad"
(CDRs), donde estas ultimas tienen la variabilidad de secuencia mas aita y/o estan
involucradas en el reconocimiento del antigeno. Un nimero de definiciones de
HVR estan en uso y estan incluidas aqui. Las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de Kabat se basan en la variabilidad de secuencia y
son las mas cominmente usadas (Kabat et al, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD. (1981)). En vez de eso, Chothia se refiere a la ubicacion de las
asas estructurales (Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Las HVRs
de AbM representan un compromiso entre las HVRs de Kabat y las asas
estructurales de-Chothia, y son usadas por el software de formacién de modelos
de anticuerpos AbM de Oxford Molecular. Las HVRs de "contacto" se basan en un
analisis de las estructuras cristalinas de los complejos disponibles. Los residuos
de cada una de estas HVRs se presentan a continuacién.

Asa Kabat AbM Chothia  Contacto

L1 L24-L34 L24-134 126-L32 L30-L36

L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L55

L3 L89-L97 L89-L97 L91-L96 L89-L96

H1 H31-H35B H26-H35B H26-H32  H30-H35B
(Numeracion de Kabat)

H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35
(Numeracion de Chothia)

H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55  H47-H58

H3 HO95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101

Las HVRs pueden comprender "HVRs extendidas" como sigue: 24-
36 & 24-34 (L1), 46-56 6 50-56 (L2) y 89-97 u 839-96 (L3) en el VL, y 26-35 (H1),
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50-65 6 47-65 (H2) y 93-102, 94-102 6 95-102 (H3) en el VH. Los residuos de los
dominios variables estan numerados de acuerdo con Kabat et al., supra, para
cada una de estas definiciones.

Residuos de "armazon” o "FR" son aquellos residuos de los dominios
variables distintos de los residuos de las HVR, como se ha definido aqui.

El termino "numeracién de los residuos de los dominios variables
como en Kabat" o "numeracion de las posiciones de amino acidos como en Kabat"
y sus variaciones, se refieren al sistema de numeracion usado para los dominios
variables de cadena pesada o dominios variables de cadena liviana de la
compilacion de anticuerpos en Kabat et al, supra. Usando este sistema de
numeracion, la secuencia lineal de amino acidos real puede contener menos
amino acidos o amino acidos adicionales correspondientes a un acortamiento de,
o insercion en, una FR o HVR de! dominio variable. Por ejemplo, un dominio
variable de cadena pesada puede incluir un solo inserto de amino acido (residuo
52a de acuerdo gon Kabat) después del residuo 52 de H2 y residuos insertados
(por ejemplo, residuos 82a, 82b y 82c, etc. de acuerdo con Kabat) después del
residuo 82 de FR de la cadena pesada. La numeracion de residuos de Kabat
puede determinarse para un anticuerpo dado por alineamiento en regiones de
homologia de la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada por Kabat
"estandar”.

El sistema de numeracién de Kabat se usa generalmente cuando se
hace referencia a un residuo en el dominio variable {(aproximadamente residuos 1-
107 de la cadena liviana y residuos 1-113 de la cadena pesada) (por ejempio,
Kabat ef al., Sequences of Immunological Interest. 5th Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)). El "sistema de numeracion
EU" o "indice EU" se usa generalmente cuando se hace referencia a un residuo en
una region constante de cadena pesada de inmunoglobulina (por ejempio, el
indice EU informado en Kabat et al,, supra). El "indice EU como en Kabat" se
refiere a la numeracién de residuos del anticuerpo IgG1 EU humano. A menos
que aqui se declare otra cosa, las referencias a nimeros de residuos en el
dominio variable de los anticuerpos indican la numeracién de los residuos por el
sistema de numeracion de Kabat. A menos que aqui se declare ofra cosa, las
referencias a ndmeros de residuos en el dominio constante de los anticuerpos
indican la numeracion de los residuos por el sistema de numeracion EU (por
ejemplo, véase la patente WO 2006/073941).

24
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"Afinidad" se refiere a la potencia de la suma total de interacciones
no covalentes entre un sitio de union Unico de una molécula (por ejemplo, un
anticuerpo) y su compariero de unién (por ejemplo, un antigeno). A menos que se
indique ofra cosa, como se usa aqui, "afinidad de unién" se refiere a la afinidad de
unién intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre miembros de un par de unién
(por ejemplo, anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X por su
compariera Y generalmente puede representarse por la constante de disociacion
(Kd). La afinidad puede medirse por métodos comunes conocidos en el arte,
incluyendo aquéllos descritos aqui.

Un anticuerpo con la "afinidad madurada" es uno con una ¢ mas
alteraciones en una o mas HVRs o regiones de armazon del mismo, que dan
como resultado un aumento en la afinidad del anticuerpo por el antigeno,
comparado con an anticuerpo parental que no posee esa o esas alteraciones. En
una modalidad, un anticuerpo con la afinidad madurada tiene afinidades
nanomolares o incluso picomolares por el antigeno blanco. Anticuerpos con la
afinidad madurada pueden prepararse usando ciertos procedimientos conocidos
en el arte. Por ejemplo, Marks et al. Bio/Technology 10:779-783 (1992) describe
maduracion de la afinidad por transposicion ("shuffling") de dominios VH y VL.
Mutagénesis aleatoria de residuos de HVR y/o de armazdn se describe, por
ejemplo, en Barbas ef al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 91:3809-3813 (1994); Schier
et al. Gene 169:147-155 (1995), Yelton et al. J. Immunol. 155:1994-2004 (1995);
Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9 (1995); y Hawkins et al, J. Mol. Biol.
226:889-896 (1992).

L.a "clase” de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o
regién constante que posee su cadena pesada. Hay cinco clases principales de
anticuerpos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de éstas pueden ser divididas
adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo 1gG;, 1gG;, 1gGa, 1gGs, IgA;
IgAz. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las
diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan «, 8, & Y y
respectivamenter '

El término "anticuerpo monocional”, como se usa aqui, se refiere a
un anticuerpo obtenido de una poblacidon de anticuerpos sustancialmente
homogeneos, o sea, los anticuerpos individuales que constituyen la poblacién son
sustancialmente similares y se unen al(a los) mismo(s) epitopo(s), excepto por las
posibles variantes que pueden surgir durante la produccion del anticuerpo

monoclional, estando estas variantes generalmente presentes en cantidades
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minoritarias. Este anticuerpo monoclonal tipicamente incluye un anticuerpo que
comprende una regién variable que se une a un blanco, donde el anticuerpo fue
obtenido por un proceso que incluye la seleccién del anticuerpo a partir de una
pluralidad de anticuerpos. Por ejemplo, el proceso de seleccién puede ser la
seleccion de un clon unico a partir de una pluralidad de clones, tal como un
conjunto de clones de hibridoma, clones de fagos o clones de ADN recombinante.
Debe entenderse que el anticuerpo seleccionado puede ser alterado
adicionalmente, por ejemplo, para mejorar la afinidad por el blanco, para
humanizar el anticuerpo, para mejorar su produccion en cultivos celulares, para
reducir su inmunogenicidad in vivo, para crear un anticuerpo muitiespecifico, etc.,
y que un anticuerpo que comprende la secuencia de ia region variable alterada
también es un anticuerpc monoclonal de esta invencion. Ademas de su
especificidad, las preparaciones de anticuerpos monoclonales son convenientes
porque tipicamente no estdn contaminadas por otras inmunoglobulinas. El
calificativo "monoclonal” indica el caracter de! anticuerpo como que se obtiene de
una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe
interpretarse como que requiere la produccion del anticuerpo por algin método
particular. Por ejemplo, los anticuerpos monocionales que seran usados de
acuerdo con la presente invencion pueden prepararse por una variedad de
tecnicas, incluyendo el método del hibridoma (por ejemplo, Kohler et af., Nature,
256:495 (1975); Harlow et al, Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988); Hammerling et al, en: Monoclonal
Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, N.Y., 1981)), métodos de
ADN recombinante (véase por ejemplo, la patente norteamericana U.S. N°
4.816.567), tecnologia de exhibicion en fagos (véase, por ejemplo, Clackson et al.,
Nature, 352:624-628 (1991); Marks ef al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991); Sidhu
et al., J. Mol. BigL 338(2):299-310 (2004); Lee ef al., J.Mo!.Bioi.340(5):1073-1093
(2004); Fellouse, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472 (2004); y Lee et
al. J. Immuno!. Métodos 284(1-2):119-132 (2004)) y tecnologias para producir
anticuerpos humanos o de tipo humanos a partir de animales que tienen partes o
todos los loci de inmunoglobulina humana o genes que codifican secuencias de
inmunoglobulinas humanas (véanse, por ejemplo, las patentes WO 98/24893, WO
96/34096, WO 96/33735 y WO 91/10741, Jakobovits et a/., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90:2551 (1983); Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993); Bruggemann
et al, Year in Immuno., 7:33 (1993); patentes norteamericanas U.S. nimeros
5.545.808, 5.569.825, 5.581.669 (todas de GenPharm); 5.545.807; patente WO
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97/17852, patentes norteamericanas U.S. numeros 5.545.807: 5.545.806;
5.569.825; 5.625.126,; 5.633.425 y 5.661.016, y Marks et al., Bio/Technology, 10:
779-783 (1992); Lonberg et al., Nature, 368: 856-859 (1994): Morrison, Nature,
368 812-813 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology, 14: 845-851 (1996);
Neuberger, Nature Biotechnology, 14: 826 (1996); y Lonberg y Huszar, Intern.
Rev. Immunol., 13: 65-93 (1995).

Un{anticuerpo "intacto" es uno que comprende un sitio de unién al
antigeno y también un C y al menos los dominios constantes de cadena pesada,
Cu1l, Cu2 y Cu3. Los dominios constantes pueden ser dominios constantes de
secuencia nativa (por ejemplo, dominios constantes de secuencia nativa humana)
0 vanantes de secuencia de amino acidos de los mismos. De preferencia, el
anticuerpo intacto tiene una o mas funciones efectoras.

Los "fragmentos de anticuerpo” comprenden una porcién de un
anticuerpo intacto, de preferencia la region variable o de unién al antigeno del
anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen Fv, Fab, Fab',
F(ab')z, Fab'-SH; diacuerpos; anticuerpos lineales (véase patente norteamericana
U.S. N° 5641.870, Ejemplo 2; Zapata et al., Protein Eng. 8(10); 1057-1062
(1995)); moléculas de anticuerpos de una sola cadena (por ejemplo scFv). A
pesar de que en la presente descripcién, y a través de la memoria, se hace
referencia a anticuerpos y diversas propiedades de los anticuerpos, la misma
descripcion se aplica también a fragmentos de anticuerpos funcionales, por
ejemplo fragmentos Fab de accion doble.

La expresion "anticuerpos lineales" se refiere generalmente a los
anticuerpos desci'itos en Zapata et al, Protein Eng., 8(10):1057-1062 (1995).
Estos anticuerpds comprenden un par de segmentos Fd en tandem (Vy-Cu1-Vy-
Cn1) que, junto con polipéptidos de la cadena liviana complementarios, forman un
par de regiones de union al antigeno. En una modalidad preferida, el fragmento
es "funcional," o sea retiene cualitativamente la capacidad del anticuerpo intacto
correspondiente para unirse al receptor HER blanco y, si el anticuerpo intacto
también inhibe la activacion o funcion de HER, retiene cualitativamente esta
propiedad inhibidora también. Retencion cualitativa significa gue la actividad es
retenida en si, pero el grado de afinidad de unién y/o actividad podrian diferir.

La digestion con papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos
de unidén al antigeno identicos llamados fragmentos "Fab", y un fragmento "Fc"
residual, una denominacion que refleja la capacidad para cristalizar facilmente. El

fragmento Fab consiste en una cadena L entera junto con el dominio de la regién
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variable de la cadena H (V) y el primer dominio constante de una cadena pesada
(Cnu1). Eltratamiento con pepsina de un anticuerpo proporciona un solo fragmento
F(ab'), grande que corresponde aproximadamente a dos fragmentos Fab
enlazados por di_sulfuro, que tiene actividad de unidon al antigeno divalente y
todavia es capaZ de entrecruzarse con el antigeno. Los fragmentos Fab' difieren
de los fragmentos Fab en que tienen unos pocos residuos adicionales en el
terminal carboxi del dominio Cy1, incluyendo una o mas cisteinas de la region de
bisagra del anticuerpo. Fab'-SH es la denominacion que se da aqui al Fab’ en el
cual el o los residuos cisteina de los dominios constantes llevan un grupo tiol libre.
Los fragmentos de anticuerpos F{ab'); fueron producidos originalmente como
pares de fragmentos Fab' que tienen cisteinas de bisagra entre ellos. También se
conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpos.

El fragmento Fc comprende las porciones carboxi-terminales de
ambas cadenas H mantenidas juntas por disulfuros. Las funciones efectoras de
los anticuerpos estan determinadas por secuencias en la regién Fc; esta regidn
también es ia parte reconocida por los receptores de Fc (FcR) que se encuentran
en ciertos tipos de células.

"Fv" consiste en un dimero de un dominio de regidn variable de
cadena pesada y uno de cadena liviana, en asociaciéon no covalente estrecha. Del
plegado de estos dos dominios emanan seis asas hipervariables (3 asas de cada
una de las cadenas H y L) que aportan los residuos de amino acidos para la unién
al antigeno y cenfieren al anticuerpo especificidad de unién al antigeno. Sin
embargo, incluso un dominio variable Gnico (o la mitad de un Fv que comprende
solo tres HVRs especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y
unirse a un antigeno, a pesar de que frecuentemente con una menor afinidad que
el sitio de unién completo.

"Fv de una sola cadena", también abreviado como "sFv" o "scFv", se
refiere a fragmentos de anticuerpos que comprenden los dominios del anticuerpo
Vi ¥y VL conectados formando una sola cadena polipeptidica. De preferencia, el
polipéptido sFv ademas comprende un enlazador polipéptido entre los dominios
Vh ¥ Vi, que permite que el sFv forme la estructura deseada para la unién al

antigeno. Para una revisién de sFv, véase Piuckthun en The Pharmacology of

Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag,
New York, pp. 269-315 (1994); Borrebaeck 1995.

El términc "diacuerpos’ se refiere a pequefios fragmentos de

anticuerpos preparados construyendo fragmentos sFv (véase el parrafo anterior)
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con enlazadores cortos (de alrededor de 5-10 residuos) entre los dominios Vu y Vi,
de manera fal,"que se efectle un apareamiento intercatenaric perc no
intracatenario de los dominios V, dando como resultado un fragmento bivalente, o
sea un fragmento que tiene dos sitios de unién al antigeno. Los diacuerpos se
describen mas extensamente, por ejemplo, en la patente europea EP 404 097; la
patente WO 93/11161; y Hollinger ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90.6444-6448
(1993).

Un "anticuerpo que se une al mismo epitopo” que un anticuerpo de
referencia se refiere a un anticuerpo que bloquea la unién del anticuerpo de
referencia a su antigeno en un 50% o mas en un ensayo de competencia, y a la
inversa, el anticuerpo de referencia bicquea la unién del anticuerpo a su antigeno
en un 50% o mas en un ensayo de competencia.

El término anticuerpo "quimérico" se refiere a un anticuerpo en el
cual una porcién de la cadena pesada y/o liviana es derivada de una fuente o
especie particular, mientras gue el resto de la cadena pesada y/o liviana es
derivado de una fuente o especie diferente.

Un "anticuerpo humano" es uno que posee una secuencia de amino
acidos que corresponde a la de un anticuerpo preducido por un humano o una
célula humana 9.derivado de una fuente no humana que utiliza repertorios de
anticuerpos humanos u otras secuencias que codifican anticuerpos humanos.
Esta definicion de un anticuerpo humano excluye especificamente a un anticuerpo
humanizado que comprende residuos de unién al antigeno no humanos.

Un "armazdn de consenso humanc" es un armazon que representa
los residuos de amino acidos que aparecen mas cominmente en una seleccion de
secuencias de armazon de VL o VH de inmunoglobulina humana. Generaimente,
la seleccion de secuencias de VL o VH de inmunoglobulina humana es de un
subgrupo de secuencias de dominio variable. Generalmente, el subgrupo de
secuencias es un subgrupo como en Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, NIH Publication 91-3242, Bethesda MD
(1991), vols. 1-3. En una modalidad, para el VL, el subgrupo es el subgrupo
kappa | como en Kabat et al,, supra. En una modalidad, para el VH, el subgrupo
es el subgrupo lll como en Kabat et al., supra.

Formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, de
roedor) son anticuerpos quiméricos que contienen una secuencia minima derivada
de! anticuerpo no humano. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son

inmunoglobulinas humanas (anticuerpo que recibe o aceptor) en que residuos de
4
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una region hipervariable del aceptor son reemplazados por residuos de una region
hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante), tal como ratén,
rata, conejo o primate no humano, que tienen la especificidad, afinidad y
capacidad deseadas del anticuerpo. En algunos casos, residuos de las regiones
de armazon (FR) de la inmunoglobulina humana son reemplazados por residuos
no humanos correspondientes. Més adn, los anticuerpos humanizados pueden
comprender residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo aceptor ni en el
anticuerpo donante. Estas modificaciones se efectian para refinar ain mas el
desempefio del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera
sustancialmente el total de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables,
donde todas o sustancialmente todas las asas hipervariables corresponden a las
de una inmunoglobulina no humana, y todas o sustancialmente todas las FRs son
las de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado
opcionalmente comprendera también al menos una porcién de una region
constante (Fc) de inmunoglobulina, tipicamente fa de una inmunoglobulina
humana. Para mayores detalles, véase Jones ef al., Nature 321:522-525 (1986);
Riechmann et &f, Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol.
2:593-596 (1992).

Un anticuerpo de esta invencion "que se une a" un antigeno de
interés es uno que se une al antigeno con una afinidad suficiente para que el
anticuerpo sea (til como un agente de diagnéstico y/o terapéutico para apuntar a
una proteina o una célula o tejido que expresa el antigeno. Con respecto a la
unién de un anticuerpo a una molécula blanco, el término "unién especifica” o "se
une especificamente a" o es "especifico para" un polipéptido particular o un
epitopo en un polipéptido blanco particular, significa una unidn que es
mensurablemente diferente de una interaccion no especifica. La unién especifica
puede medirse, por ejemplo, determinando la unién de una molécula comparada
con la union de una molécula de control. Por ejemplo, la union especifica puede
determinarse por competencia con una molécula de control que es similar al
blanco, por ejemplo, un exceso de blanco no marcado. En este caso, la unién
especifica queda indicada si la unién del blanco marcado a una sonda es inhibida
competitivamente por un exceso de blanco no marcado. En una modalidad
particular, "se une especificamente" se refiere a la unién de un anticuerpo a sus
receptores HER/,blanco especificados y no a otros receptores HER no blanco
especificados. Por ejemplo, el anticuerpo se une especificamente a EGFR y a
HER3 pero no se une especificamente a HER2 ni a HER4, o el anticuerpo se une
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especificamente a EGFR y a HER2 pero no se une especificamente a HER3 ni a
HER4, o el anticuerpo se une especificamente a EGFR y a HER4 pero no se une
especificamente a HER2 ni a HER3.

Un "receptor HER" es una proteina receptor tirosina quinasa que
pertenece a la familia de receptores HER e incluye los receptores EGFR (ErbB1,
HER1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) y HER4 (ErbB4). EI receptor HER
generalmente comprendera un dominio extracelular, que puede unirse a un
ligando de HER y/o dimerizarse con otra molécula de receptor HER; un dominio
transmembrana lipofilico; un dominio de tirosina quinasa intraceiular conservado;
y un dominio de sefializacion carboxilo-terminal que alberga a varios residuos
tirosina que pueden ser fosforilados. El receptor HER puede ser un receptor HER
de "secuencia nativa" o una "variante de secuencia de amino acidos" del mismo.
De preferencia, el receptor HER es receptor HER humano de secuencia nativa.

La sfuta de HER" se refiere a la red de sefalizacién mediada por la
familia de receptores HER.

Los términos "ErbB1", "HER1", "receptor del factor de crecimiento
epidérmico" y "EGFR" se usan aqui en forma intercambiable y se refieren a EGFR
divuigado, por ejemplo, en Carpenter et al. Ann. Rev. Biochem. 56:881-914 (1987),
incluyendo formas mutantes que existen en la naturaleza del mismo (por ejemplo,
un EGFR mutante por delecion como en Ullrich et al., Nature (1984) 309:418-425 y
Humphrey et al. PNAS (USA) 87:4207-4211 (1990)), y también variantes del
mismo, tal como EGFRUVIII. Las variantes de EGFR también incluyen variantes de
delecion, de sustitucion y de insercién, por ejemplo las descritas en Lynch et al
(New England Journal of Medicine 2004, 350:2129), Paez et al. (Science 2004,
304:1497) y Pao et al. (PNAS 2004, 101:13306).

En la presente, "dominio extracelular de EGFR" o "EGFR-ECD" se
refiere a un dominio de EGFR que esta fuera de una célula, ya sea anclado a una
membrana celular o en circulacion, incluyendo fragmentos del mismo. En una
modalidad, el dominio extracelular de EGFR puede comprender cuatro dominios:
"Dominio I" (residuos de amino &acidos de alrededor de 1-158, "Dominio I
(residuos de ami’no acidos 159-336), "Dominio 1lI" (residuos de amino acidos 337-
470) y "Dominio IV" (residucs de amino acidos 471-645), donde los limites son
aproximados y pueden variar en alrededor de 1-3 amino acidos.

Las expresiones "ErbB2" y "HER2" se usan aqui en forma

intercambiable y se refieren a la proteina HER2 humana descrita, por ejemplo, en

Semba ef al, PNAS (USA) 82:6497-6501 (1985) y Yamamoto et al. Nature
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319:230-234 (1986) (numero de acceso de GenBank X03363). El término "erbB2"
se refiere al gen que codifica HER2 humano y "neu” se refiere al gen que codifica
p185™" de rata. El HER2 preferido es HER2 humano de secuencia nativa.

En la presente, "dominio extracelular de HER2" o "HER2-ECD" se
refiere a un dominio de HER2 que estd fuera de una célula, ya sea anclado a una
membrana celular o en circulacion, incluyendo fragmentos del mismo. En una
modalidad, el dominio extracelular de HER2 puede comprender cuatro dominios:
"Dominio I" (residuos de amino acidos de alrededor de 1-195, "Dominio I"
(residuos de amino acidos de alrededor de 196-319), "Dominio III" (residuocs de
amino acidos de alrededor de 320-488) y "Dominio IV" (residuos de amino acidos
de alrededor de’.489-630) (numeracion de los residuos sin péptido de seral).
Véase Garrett ef al. Mol. Cell.. 11: 495-505 (2003), Cho et al. Nature 421: 756-760
(2003), Franklin et al. Cancer Cell 5:317-328 (2004) y Plowman et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. 90:1746-1750 (1993).

"ErbB3" y "HER3" se refieren al polipéptido receptor divulgado, por
ejemplo, en las patentes norteamericanas US numeros 5.183.884 y 5.480.968 y
también en Kraus ef al. PNAS (USA) 86:9193-9197 (1989).

En la presente, "dominio extracelular de HER3"” o "HER3-ECD" se
refiere a un dominio de HER3 que esta fuera de una célula, ya sea anclado a una
membrana celular ¢ en circulacion, incluyendo fragmentos del mismo. En una
modalidad, el dominio extracelular de HER3 puede comprender cuatro dominios:
Dominio |, Dominio I, Dominio Il y Dominio IV. En una modalidad, el HER3-ECD
comprende los amino acidos 1-636 (numeracién incluyendo péptido de sefial). En
una modalidad, el dominio Il de HER3 comprende los amino acidos 328-532
(numeracion incluyendo péptido de senfial).

Los términos "ErbB4" y "HER4" se refieren aqui al polipéptido
receptor divulgado, por ejemplo, en la solicitud de patente europea EP N° 599 274;
Plowman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:1746-1750 (1993); y Plowman et
al., Nature, 366?’473-475 (1993), incluyendo isoformas del mismo, por ejemplo,
como se divulga en la patente WO 99/19488, publicada el 22 de abril de 1999.

"Ligando de HER" significa un polipéptido que se une y/o activa a un
receptor HER. El ligando de HER de particular interés aqui es un ligando de HER
humano de secuencia nativa, tal como el factor de crecimiento epidérmico (EGF)
(Savage et al, J Biol. Chem. 247:7612-7621 (1972)); factor de crecimiento
transformante alfa (TGF-a) (Marquardt et al, Science 223:1079-1082 (1984));

anfirregulina, también conocida como factor de crecimiento autocrino de
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queratinocitos o derivado de schwannoma (Shoyab et al. Science 243:1074-1076
(1989); Kimura et al. Nature 348:257-260 (1990) v Cook et al. Mol. Cell. Biol.
11:2547-2557 (1991)); betacelulina (Shing et al., Science 259:1604-1607 (1993) y
Sasada et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 190:1173 (1993)); factor de
crecimiento epidérmico que se une a heparina (HB-EGF) (Higashiyama et al,
Science 251:936-939 (1991)); epirregulina (Toyoda et al, J. Biol Chem.
270:7495-7500 (1995) y Komurasaki et al. Oncogene 15:2841-2848 (1997)); una
herregulina (vease mas abajo); neurregulina-2 (NRG-2) (Carraway et al., Nature
387:512-516 (1997)); neurregulina-3 (NRG-3) (Zhang et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
84:9562-9567 (1997)); neurregulina-4 (NRG-4) (Harari et al. Oncogene 18:2681-89
(1999)); vy cripto (CR-1} (Kannan et al. J. Biol. Chem. 272(6):3330-3335 (1997)).
Los ligandos de HER que se unen a EGFR incluyen EGF, TGF-q, anfirregulina,
betacelulina, HB-EGF y epirregulina. Los ligandos de HER que se unen a HER3
incluyen herregulinas y NRG-2. Los ligandos de HER capaces de unirse a HER4
incluyen betacelulina, epirregulina, HB-EGF, NRG-2, NRG-3, NRG4 vy
herregulinas.

"Herreguiina" (HRG), cuando se usa aqui, se refiere a un polipéptido
codificado por e’I. producto génico herregulina, como se divulga en la patente
norteamericana U.S. N° 5.641.869, o Marchionni ef al, Nature, 362:312-318
(1993). Los ejemplos de herregulinas incluyen herregulina-a, herregulina-pg1,
herregulina-B2 y herregulina-B3 (Holmes et al., Science, 256:1205-1210 (1992); vy
patente norteamericana U.S. N° 5.641.869); factor de diferenciacién neu (NDF)
(Peles et al. Cell 69: 205-216 (1992)); inductor de actividad del receptor de
acetilcolina (ARIA) (Falls et al. Cell 72:801-815 (1993)); factores de crecimiento
ghales (GGFs) (Marchionni ef al., Nature, 362:312-318 (1993)); factor derivado de
neuronas sensoriales y motoras (SMDF) (Ho ef al. J. Biol. Chem. 270:14523-
14532 (1995)); y-herregulina (Schaefer et al. Oncogene 15:1385-1394 (1997)).

Un “"dimero de HER", en la presente, es un dimero asociado en
forma no covalente que comprende al menos dos receptores HER. Estos
complejos pueden formarse cuéndo una célula que expresa dos 0 mas receptores
HER se expone a un ligando de HER, y pueden ser aislados por
inmunoprecipitacién y analizados por SDS-PAGE como se describe en Sliwkowski
et al., J. Biol. Chem., 269(20):14661-14665 (1994), por ejemplo. Otras proteinas,
tal como una subunidad de receptor de citoquina (por ejemplo gp130), pueden

asociarse con el dimero.
s’
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Un "heterodimero de HER", en la presente, es un heterodimero
asociado en forma no covalente que comprende al menos dos receptores HER
diferentes, tales como los heterodimeros EGFR-HER2, EGFR-HER3, EGFR-
HER4, HER2-HER3 o HER2-HER4 heterodimeros.

Un "inhibidor de HER" es un agente que interfiere con la activacién o
funcion de HER. Los ejemplos de inhibidores de HER incluyen anticuerpos contra
HER (por ejemplo, anticuerpos contra EGFR, HER2, HER3 o HER4): farmacos
direccionados hacia EGFR; antagonistas de HER de molécula pequena;
inhibidores tirosina quinasas de HER; inhibidores tirosina quinasas dobles de
HER2 y EGFR tal como lapatinib/GW572016; moléculas antisentido (véase, por
ejemplo, la patente WO 2004/87207); y/o agentes que se unen a, o interfieren con
la funcion de, moléculas de sefializacion aguas abajo, tales como MAPK o Akt. De
preferencia, el inhibidor de HER es un anticuerpo que se une a un receptor HER.

Un "inhibidor de la dimerizaciéon de HER" o "HDI" es un agente que
inhibe la formacion de un homodimero de HER o heterodimero de HER. De
preferencia, el fr;hibidor de la dimerizacién de HER es un anticuerpo. Sin
embargo, los inhibidores de la dimerizacion de HER también incluyen pequefas
moleculas peptidicas y no peptidicas, y otras entidades quimicas que inhiben la
formacion de homo- o heterodimeros de HER.

Un anticuerpo que "inhibe la dimerizaciéon de HER" es un anticuerpo
que inhibe, o interfiere con, la formacidn de un dimero de HER,
independientemente del mecanismo subyacente. En una modalidad, este
anticuerpo se une a HER2 en el sitio de union heterodimérico del mismo. Un
ejemplo particular de un anticuerpo que inhibe la dimerizacién es pertuzumab
(Pmab), o MAb 2C4. Otros ejemplos de inhibidores de la dimerizacion de HER
incluyen anticuerpos que se unen a EGFR e inhiben la dimerizacion del mismo con
unc 0 mas de otros receptores HER (por ejemplo, el anticuerpo monoclonai 806
contra EGFR, MADb 8086, que se une a EGFR activado o "libre de amarras"; véase
Johns et al, J. Biol. Chem. 279(29):30375-30384 (2004)); anticuerpos que se
unen a HER3 e inhiben la dimerizacién del mismo con uno o mas de otros
receptores HER; anticuerpos que se unen a HER4 e inhiben la dimerizacién del
misme con uno o mas de otros receptores HER; inhibidores de la dimerizacion de
péptidos (patenfe norteamericana US N° 6.417.168); inhibidores de Ia
dimerizacién antisentido; etc.

Como se usa aqui, "antagonista de EGFR" o "inhibidor de EGFR" se

refiere a aquelios compuestos que se unen especificamente a EGFR e impiden o
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reducen su actividad de senalizacién, y no se unen especificamente a HER2,
HERS3 ni HER4. Los ejemplos de estos agentes incluyen anticuerpos y moléculas
pequefas que se unen a EGFR. Los ejemplos de anticuerpos que se unen a
EGFR incluyen MAb 578 (ATCC CRL HB 8506), MAb 455 (ATCC CRL HB8507),
MADb 225 (ATCC CRL 8508), MAb 528 (ATCC CRL 8509) (véase la patente
norteamericana US N° 4.943.533, Mendelsohn et al) y variantes de los mismos,
tales como 225 quimerizado (C225 o Cetuximab: ERBITUX®) y 225 humano
reconformado (H225) (véase la patente WO 96/40210, Imclone Systems Inc.);
IMC-11F8, un anticuerpo totalmente humano direccionado hacia EGFR (Imclone):
anticuerpos que se unen a EGFR mutante de tipo Il (patente norteamericana US
N°® 5.212.290); anticuerpos humanizados y quiméricos que se unen a EGFR,
como se describe en la patente norteamericana US N° 5.891.996; y anticuerpos
humanos que sg-unen a EGFR, tales como ABX-EGF o Panitumumab (véase la
patente WO 98/50433, Abgenix/Amgen); EMD 55900 (Stragliotto et al. Eur. J.
Cancer 32A:636-640 (1996)); EMD7200 (matuzumab), un anticuerpo para EGFR
humanizado dirigido contra EGFR que compite tanto con EGF como con TGF-alfa
por la union a EGFR (EMD/Merck); anticuerpo contra EGFR humano, HuMax-
EGFR (GenMab); anticuerpos totalmente humanos conocidos como E1.1, E2.4,
E2.5, E6.2, E6.4, E2.11, E6. 3 y E7.6. 3 y descritos en la patente norteamericana
US 6.235.883; MDX-447 (Medarex Inc); y mAb 806 o mAb 806 humanizado
(Johns et al., J. Biol. Chem. 279(29).30375-30384 (2004)). El anticuerpo anti-
EGFR puede ser conjugado con un agente citotéxico, generando asi un
iInmunoconjugado (véase, por ejemplo, la patente europea EP 659 439 A2, Merck
Patent GmbH). Los antagonistas de EGFR incluyen moléculas pequerias tales
como los compuestos descritos en las patentes norteamericanas US n(meros:
5.616.582, 5.457.105, 5.475.001, 5.654.307, 5.679.683, 6.084.095, 6.265.410,
6.455.534, 6.521.620, 6.596.726, 6.713.484, 5.770.599, 6.140.332, 5.866.572,
6.399.602, 6.344.459, 6.602.863, 6.391.874, 6.344.455, 5.760.041, 6.002.008, y
5.747.498, y también las siguientes publicaciones PCT: WO 98/14451, WO
98/50038, WO 99/09016 y WO 99/24037. Antagonistas de EGFR de molécula
pequena particalares incluyen OSI-774 (CP-358774, erlotinib, TARCEVA®
Genentech/OS| Pharmaceuticals); PD 183805 (Cl 1033, 2-propenamida,
diclorhidrato  de  N-[4-[(3-cloro-4-fluorofenil)amino]-7-[3-(4-morfolinil)propoxil-6-
quinazotinilo], Pfizer Inc.); ZD1839, gefitinib (IRESSA®) 4-(3'-cloro-4'-fluoroanilino)-
7-metoxi-8-(3-morfolinopropoxi)quinazolina, AstraZeneca); ZM 105180 (6-amino-
4-(3-metifenil-amino)quinazolina, Zeneca); BIBX-1382 (N8-(3-cloro-4-fluorofenil)-
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N2-(1-metilpiperidin-4-il)-pirimido[5,4-d]pirimidina-2,8-diamina, Boehringer
Ingelheim), PKI-166 ((R)-4-[4-[(1-feniletil)amino]-1H-pirrolo[2, 3-d]pirimidin-6-
ilffencl); (R)-6-(4-hidroxifenit)-4-[(1-feniletil}-amino]-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina); CL-
387785 (N-[4-[(3-bromofenilyamino]-6-quinazolinil]-2-butinamida); EKB-569 (N-[4-
[(3-cloro-4-fluorofenil)amino]-3-ciano-7-etoxi-6-quinolinii]-4-(dimetilamino)-2-
butenamida) (Wyeth); AG1478 (Sugen); y AG1571 (SU 5271; Sugen).

Un "anticuerpo contra HER" es un anticuerpo que se une a un
receptor HER. Opcionalmente, el anticuerpo contra HER interfiere ademas con la
activacion o funcidn de HER. Anticuerpos particulares contra HER2 incluyen
pertuzumab y trastuzumab. Ejemplos de anticuerpos particulares contra EGFR
incluyen cetuximfab y panitumumab.

Las publicaciones de patentes relacionadas con anticuerpos contra
HER incluyen: US 5.677.171, US 5.720.937, US 5.720.954, US 5.725.856, US
5.770.195, US 5.772.997, US 6.165.464, US 6.387.371, US 6.399.063, US
2002/0192211 A1, US 6.015.567, US 6.333.169, US 4.968.603, US 5.821.337, US
6.054.297, US 6.407.213, US 6.719.971, US 6.800.738, US 2004/0236078 A1, US
5.648.237, US 6.267.958, US 6.685.940, US 6.821.515, WO 98/17797, US
6.333.398, US 6.797.814, US 6.339.142, US 6.417.335, US 6.489.447, WO
99/31140, US 2003/0147884 A1, US 2003/0170234 A1, US 2005/0002928A1, US
6.573.043, US 2003/0152987 A1, WO 99/48527, US 2002/0141993 A1, WO
01/00245, US 2003/0086924, US 2004/0013667 A1, WO 00/69460, WO 01/00238,
WO 01/15730, US 6.627.196 B1, US 6.632.979 B1, WO 01/00244, US
2002/0090662 A1, WO 01/89566, US 2002/0064785, US 2003/0134344, WO
04/24866, US 2004/0082047, US 2003/0175845 A1, WO 03/087131, US
2003/0228663, WO 2004/008099 A2, US 2004/0106161, WO 2004/048525, US
2004/0258685 A1, US 5.985.553, US 5.747.261, US 4.935.341, US 5.401.638, US
5.604.107, WO 87/07646, WO 89/10412, WO 91/05264, EP 412 116 B1, EP 494
135 B1, US 5.824.311, EP 444 181 B1, EP 1 006 194 A2, US 2002/0155527 A1,
WO 91/02062, US 5.571.894, US 5.939.531, EP 502 812 B1, WO 93/03741, EP
054 441 B1, EP 656 367 A1, US 5.288.477, US 5.514.554, US 5.587.458, WO
93/12220, WO 93/16185, US 5.877.305, WO 93/21319, WO 93/21232, US
5.856.089, WO 94/22478, US 5.910486, US 6.028.059, WO 96/07321, US
5.804.396, US 5.846.749, EP 711 565 WO 96/16673, US 5.783.404, US
5.877.322, US 6.512.097, WO 97/00271, US 6.270.765, US 6.395.272, US
5.837.243, WO 96/40789, US 5.783.186, US 6.458.356, WO 97/20858, WO
97/38731, US 6.214.388, US 5.925.519, WO 98/02463, US 5.922.845 WO
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98/18489, WO 98/33914, US 5.994.071, WO 98/45479, US 6.358.682 B1, US
2003/0059790, WO 99/55367, WO 01/20033, US 2002/0076695 A1, WO
00/78347, WO 01/09187, WO 01/21192, WO 01/32155, WO 01/53354, WO
01/56604, WO 01/76630, WO 02/05791, WO 02/11677, US 6.582.919, US
2002/0192652 A1, US 2003/0211530 A1, WO 02/44413, US 2002/0142328, US
6.602.670 B2, WO 02/45653, WO 02/055108, US 2003/0152572, US
2003/0165840, WO 02/087619, WO 03/006509, WO 03/012072, WO 03/028638,
Us 2003/00683'1’8, WO 03/041736, EP 1 357 132, US 2003/0202873, US
2004/0138160, US 5.705.157, US 6.123.939, EP 616 812 B1, US 2003/0103973,
US 2003/0108545, US 6.403.630 B1, WO 00/61145, WO 00/61185, US 6.333.348
B1, WO 01/05425, WO 01/64246, US 2003/0022918, US 2002/0051785 A1, US
6,767,541, WO 01/76586, US 2003/0144252, WO 01/87336, US 2002/0031515
A1, WO 01/87334, WO 02/05791, WO 02/09754, US 2003/0157097, US
2002/0076408, WO 02/055106, WO 02/070008, WO 02/089842 y WO 03/86467.

"Activacién de HER" se refiere a la activacién, o fosforilacién, de
cualesquier uno o0 mas receptores HER. Generalmente, la activacion de HER da
como resultado una transduccion de sefales (por ejemplo, aquella causada por un
dominio de guinasa intracelular de un receptor HER que fosforila residuos tirosina
en el receptor HER o un polipéptido sustrato). La activacién de HER puede ser
mediada por la union de un ligando de HER a un dimero de HER que comprende
el receptor HER de interés. La union de un ligando de HER a un dimero de HER
puede activar un dominio de gquinasa de uno o mas de los receptores HER en el
dimero, y asi da como resultado la fosforilacion de residuos tirosina en uno o mas
de los receptores HER y/o la fosforilacion de residuos tirosina en polipéptido(s)
sustrato adiciong)(es), tales como las quinasas intracelulares Akt o MAPK.

"Fosforilacién” se refiere a la adicion de uno o mas grupos fosfato a
una proteina, tal como un receptor HER, o sustrato.

Un "sitio de union heterodimérico” en HER2 se refiere a una regién
en el dominio extracelular de HER2 que hace contacto, o forma una interfaz, con
una region en el dominio extracelular de EGFR, HER3 o HER4 al formar un
dimero con el mismo. La regién se encuentra en el Dominio 1l de HER2. Franklin
et al. Cancer Cell 5:317-328 (2004).

Un anticuerpo contra HER2 que "se une a un sitio de unién
heterodimeérico” de HER2, se une a residuos en el dominio Il (y opcionalmente
también se une a residuos en otros de los dominios del dominio extracelular de

HER2, tales como los dominios | y Mll), y puede obstruir estéricamente, al menos

Y
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en algun grado, la formacion de un heterodimero HER2-EGFR, HER2-HERS3 o
HER2-HER4. Franklin ef al. Cancer Cell 5:317-328 (2004) caracterizan la
estructura cristalina de HER2-pertuzumab, depositado en RCSB Protein Data
Bank (Codigo ID 1S78), ilustrando un ejemplo de anticuerpo que se une al sitio de
union heterodimérico de HER2.

Un anticuerpo que "se une al Dominio II" de HERZ2, se une a residuos
en el dominio |l y opcionalmente a residuos en otro(s) dominio(s) de HER2, tales
como los dominios | y Hl.

"Aislado”, cuando se usa para describir los diversos anticuerpos
divuigados aqui, significa un anticuerpo que ha sido identificado y separado y/o
recuperado de una célula o cultivo celular desde donde fue expresado. Los
componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que tipicamente
interferirian con los usos diagndsticos o terapéuticos del polipéptido, y pueden
incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteicos o no proteicos. En
modalidades preferidas, el anticuerpo sera purificado (1) hasta un grado suficiente
para obtener al menos 15 residuos de la secuencia de amino acidos N-terminal o
interna mediante el uso de un secuenciador de vaso giratorio, o (2) hasta la
homogeneidad por SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras o reductoras
usando azul de Coomassie 0, de preferencia, tincién con plata. Anticuerpo aislado
incluye anticuerpos in sitv dentro de células recombinantes, porque al menos un
componente del entorno natural del polipéptido no estara presente. Sin embargo,
normalmente el polipéptido aisiado se preparara mediante al menos un paso de
purificacion. En’algunas modalidades, el anticuerpo anti-HER multiespecifico es
un anticuerpo aislado.

El término "secuencias de control” se refiere a secuencias de ADN
necesarias para la expresion de una secuencia de codificacién enlazada
operativamente en un organismo huésped particular. Las secuencias de control
que son adecuadas para las procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor,
opcionalmente una secuencia operadora y un sitio de unién al ribosoma. Se sabe
que las células eucariotas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacién y
potenciadores ("enhancers").

El acido nucleico estd "enlazado operativamente” cuando esta
colocado en una relacidén funcional con otra secuencia de acido nucleico. Por
ejemplo, ADN para una presecuencia o secuencia lider secretora esta enlazado
operativamente a ADN para un polipéptido, si se expresa como una preproteina
que participa en la secrecidén del polipéptido; un promotor o potenciador esta

2B
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enlazado operativamente a una secuencia de codificacién si afecta la transcripcién
de la secuencia; 0 un sitio de union al ribosoma esta enlazado operativamente a
una secuencia d‘é codificacion si esta ubicado de forma que facilite la traduccion.
En general, "enlazado operativamente" significa que las secuencias de ADN que
se estan uniendo son contiguas, y en el caso de una secuencia lider secretora,
contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen que
estar contiguos. El enlace se realiza mediante ligazén en sitios de restriccion
convenientes. Si dichos sitios no existen, se usan adaptadores o enlazadores
oligonucledtidos sintéticos de acuerdo con la practica convencional.

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de amino 4cidos", con
respecto a una secuencia de polipéptido de referencia, se define como el
porcentaje de residuos de amino acidos en una secuencia candidata que son
idénticos a los residuos de amino acidos en la secuencia de polipéptido de
referencia, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario,
para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin considerar
ninguna sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia. El
alineamiento para propositos de determinar el porcentaje de identidad de
secuencia de amino 4cidos puede efectuarse de diversas maneras que estan
dentro de la experiencia en el arte, por ejemplo, usando un software
computacional di’éponible al pablico tal como software BLAST, BLAST-2, ALIGN o
Megalign (DNASTAR). Los expertos en el arte pueden determinar los parametros
apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualesquier algoritmos necesarios
para lograr el maximo alineamiento a través de la longitud completa de las
secuencias que se estan comparando. Sin embargo, para los propositos de la
presente, los valores de porcentaje de identidad de secuencia de amino acidos se
generan usando el programa computacional de comparacién de secuencias
ALIGN-2. E! programa computacional de comparacién de secuencias ALIGN-2 fue
creado por Genentech, Inc., y el cédigo fuente ha sido presentado con
documentacion del usuaric en la oficina U.S. Copyright Office, Washington D.C.,
20559, donde esta registrado bajo el N° de Registro de U.S. Copyright
TXU510087. EIl programa ALIGN-2 esta disponible al publico de Genentech, Inc.,
South San Francisco, California, o puede ser compilado a partir del cédigo fuente.
El programa ALIGN-2 debe ser compilado para el uso en un sistema operativo
UNIX, incluyendo UNIX V4. 0D digital. Todos los parametros de comparacion de

secuencias son fijados por el programa ALIGN-2 y no varian.
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En las situaciones en que se emplea ALIGN-2 para comparaciones
de secuencias de amino acidos, el porcentaje de identidad de secuencia de amino
acidos de una secuencia de amino acidos A dada a, con o contra una secuencia
de amino acidos B dada (lo que alternativamente puede expresarse como una
secuencia de amino acidos A dada que tiene o comprende un determinado
porcentaje de identidad de secuencia de amino acidos a, con o contra una
secuencia de amino acidos B dada) se calcula como sigue:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es el numero de residuos de amino acidos calificados como
concordancias idénticas por €l programa de alineamiento de secuencias ALIGN-2
en el alineamiento de A y B hecho por ese programa, y donde Y es el numero total
de residuos de amino acidos en B. Se podra apreciar que cuando la longitud de la
secuencia de amino acidos A no es igual a la longitud de la secuencia de aminc
acidos B, el porcentaje de identidad de secuencia de amino acidos de A a B no
sera igual al porcentaje de identidad de secuencia de amino acidos de Ba A. A
menos que especificamente se declare otra cosa, todos los valores de porcentaje
de identidad de secuencia de amino &cidos usados aqui se obtienen como se
describid en el parrafo inmediatamente precedente, usando el programa
computacional ALIGN-2. |

La "rigurosidad” de las reacciones de hibridacidon es faciimente
determinable por un técnico de nivel medio en el arte, y generalmente es un
caiculo empirico dependiente de |a longitud de la sonda, la temperatura del lavado
y la concentracidn de sales. En general, [as sondas mas largas requieren
temperaturas mas altas para un alineamiento correcto, en tanto que las sondas
mas cortas requieren temperaturas mas bajas. La hibridacién generalmente
depende de la capacidad del ADN desnaturalizado para realinearse cuando las
hebras complementarias estan presentes en un ambiente por debajo de su
temperatura de fusion. Mientras mas alto es el grado de homologia deseada entre
la sonda y la secuencia hibridable, mas alta sera la temperatura relativa que puede
usarse. Como resultado, se desprende que las temperaturas relativas mas altas
tenderan a hacer mas rigurosas las condiciones de la reaccion, mientras que las
temperaturas mas bajas, menos. Para detalles y explicacion adicionales de la
rigurosidad de las reacciones de hibridacion, véase Ausubel et al, Current
Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers (1995).

’ - T " 1 Ty T H n
Las "condiciones rigurosas” o "condiciones de alta rigurosidad”,

como se definen aqui, pueden identificarse como aquélias que: (1) emplean baja

a0



fuerza i6nica y alta temperatura para el lavado, por ejemplo cloruro de sodio 0,015
M/citrato de sodio 0,0015 M/dodecilsulfato de sodio al 0,1% a 50°C; (2) emplean
durante la hibridacion un agente de desnaturalizacion tal como formamida, por
ejemplo, formamida al 50% (v/v) con 0,1% de albiimina de suero de bovino/0,1%
de Ficoll/0,1% de polivinilpirrolidona/tampén de fosfato de sodio 50 mM a pH 6,5
con 750 mM de cloruro de sodio, 75 mM citrato de sodio a 42°C; o (3) hibridacion
durante la noche en una solucién que emplea 50% de formamida, 5 x SSC (0,75 M
de NaCl, 0,075 M de citrato de sodio), fosfato de sodio 50 mM (pH 6,8), 0,1% de
pirofosfato de sodio, 5 x solucién de Denhardt, ADN de semen de salmén
sonicado (50 pg/ml), 0,17% de SDS y 10% de sulfato de dextrano a 42°C, con un
lavado de 10 minutos a 42°C en 0,2 x SSC (cloruro de sodio/citrato de sodio)
seguido por un lavado de 10 minutos con alta rigurosidad consistente en 0,1 x
SSC conteniendo EDTA a 55°C.

Las  "condiciones moderadamente rigurosas” pueden identificarse
como se descrit;e en Sambrook ef al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,

New York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluyen el uso de una solucién de
lavado y condiciones de hibridacién (por ejemplo, temperatura, fuerza i6nica y
porcentaje de SDS) menos rigurosas que las descritas mas arriba. Un ejemplo de
condiciones moderadamente rigurosas es la incubacién durante la noche a 37°C
en una solucion que comprende: 20% de formamida, 5 x SSC (150 mM de NacCl,
15 mM de citrato trisddico), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5 x solucion de
Denhardt, 10% de sulfato de dextrano, y 20 mg/m! de ADN de semen de salmon
cortado y desnaturalizado, seguido por el lavado de los filtros en 1 x SSC a
alrededor de 37-50°C. Ei experto en el arte sabra cémo ajustar la temperatura,
fuerza ionica, etc. como sea necesario para acomodar factores tales como longitud
de la sonda y similares.

Las “funciones efectoras" de un anticuerpo se refieren a aquellas
actividades bioldgicas atribuibles a la regién Fc (una regién Fc de secuencia nativa
o region Fc de secuencia de amino acidos variante) de un anticuerpo, y varian con
el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de un anticuerpo
incluyen: unién a C1q y citotoxicidad dependiente del complemento; unién al
receptor de Fc;#citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
(ADCC); fagocitosis; regulacién hacia debajo de los receptores de la superficie
celuluar (por ejemplo, receptor de células B); y activacion de céluias B.

"Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos" o
"ADCC" se refiere a una forma de citotoxicidad en la cual ia Ig secretada unida a
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receptores de Fc (FcRs) presentes en ciertas células citotoxicas (por ejemplo,
celulas asesinas naturales (NK), neutréfilos y macréfagos) permite a estas células
efectoras citotdxicas unirse especificamente a una célula blanco portadora de
antigeno y posteriormente matar a la celula blanco con citotoxinas. Los
anticuerpos "arman” a las células citotoxicas y son absolutamente necesarios para
esta matanza. lLas células primarias para mediar en la ADCC, las células NK,
expresan solamente FcyRIII, en tanto que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y
FcyRIIl. La expresion de FcRs en células hematopoyéticas se resume en la Tabla
3 en la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-92 (1991).
Para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés, puede efectuarse
un ensayo de ADCC in vitro, tal como el que se describe en las patentes
norteamericanas US N° 5.500.362 6 5.821.337. Las células efectoras Utiles para
estos ensayos incluyen ceélulas meononucleares de sangre periférica (PBMC) vy
células asesinas naturales (NK). Alternativa o adicionalmente, la actividad de
ADCC de la molecula de interés puede ser evaluada in vivo, por ejemplo, en un
modelo animal tal como el que se divulga en Clynes ef al. (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA) 95:652-656 (1998).

"Receptor de F¢" o "FcR" describe un receptor que se une a la region
Fc de un anticuerpo. El FcR preferido es un FcR humano de secuencia nativa.
Ademas, un FcR preferido es uno que se une a un anticuerpo IgG (un receptor
gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FcyRIl y FeyRIIl, incluyendo
variantes alélicas y formas empalmadas alternativamente de estos receptores.
Los receptores FcyRIl incluyen FcyRIIA (un "receptor activador”) y FcyRIIB (un
“receptor inhibidor"), que tienen secuencias de amino acidos similares que difieren
principalmente en los dominios citoplasmaticos de ios mismos. El receptor
activador FcyRIIA contiene un motivo de activacion del inmunorreceptor basado en
tirosina (ITAM) en su dominio citoplasmatico. EIl receptor inhibidor FcyRIIB
contiene un motivo de inhibicién del inmunorreceptor basado en tirosina (ITIM) en
su dominio citoplasmatico (véase una revision en M. Da&ron, Annu. Rev. Immunol.
15:203-234 (1997)). Los FcRs se revisan en Ravetch y Kinet, Annu. Rev.
Immunol. 9:457-492 (1991); Capel et al., Immunomethods 4:25-34 (1994); y de
Haas et a/, J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995). Otros FcRs, incluyendo
aquéllos que seran identificados en el futuro, estan comprendidos aqui dentro del
término "FcR". El término también incluye el receptor neonatal, FcRn, que es
responsable de la transferencia de las IgGs maternales al feto (Guyer ef al., J.
Immunol. 117:587 (1976) y Kim ef al., J. Immunol. 24:249 (1994)).
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Las "células efectoras humanas" son leucocitos que expresan unc o
mas FcRs y efecttan funciones efectoras. De preferencia, las células expresan al
menos FcyRIl y efectdan la funcién efectora ADCC. Los ejemplos de leucocitos
humanos gque median en la ADCC incluyen células mononucleares de sangre
periferica (PBMC), celulas asesinas naturales (NK), monocitos, células T
citotoxicas y neutrofilos; siendo preferidas las PBMCs y las células NK. Las
células efectoras pueden ser aisladas de una fuente nativa, por ejemplo de
sangre.

"Ci;etoxicidad dependiente del complemento” o "CDC" se refiere a la
lisis de una ceéliula blanco en presencia de complemento. La activacion de la ruta
clasica del complemento es iniciada por la unién del primer componente del
sistema de complemento (C1q) a anticuerpos (de la subclase apropiada) que
estan unidos a su antigeno cognado. Para evaluar la activacion del complemento,
puede efectuarse un ensayo de CDC, por eiemplo como se describe en Gazzano-
Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996).

Como se usa aqui, "tratamiento” (y variaciones gramaticales del
mismo, tales como "tratar” o "tratando”) se refiere a una intervencién clinica en un
intento por alterar el curso natural del individuo que esta siendo tratado, y puede
efectuarse ya sea para profilaxis o durante el curso de una patologia clinica. Los
efectos deseables del tratamiento incluyen, pero no estan limitados a, prevencion
de 1a aparicién o recurrencia de la enfermedad, alivio de los sintomas, disminucién
de cualesquier consecuencias patologicas directas o indirectas de la enfermedad,
prevencion de la metastasis, disminucién de la velocidad de progresion de la
enfermedad, mejoria o alivio del estado de enfermedad, y remision o pronostico
mejorado. En algunas modalidades, los anticuerpos de la invencién se usan para
retardar el desarrgllo de una enfermedad o para hacer mas lenta la progresién de
una enfermedad’

El téermino "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una
cantidad de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo para tratar una enfermedad o
trastorno en un sujeto. En el caso de un tumor (por ejemplo, un tumor canceroso),
la cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo o fragmento de anticuerpo
puede disminuir el nimero de células cancerosas; disminuir el tamafo del tumor
primario, inhibir (o sea, hacer mas lenta en alguna medida y de preferencia
detener) la infiltracidn de células cancerosas en 6rganos periféricos; inhibir (o sea,
hacer mas lenta en alguna medida y de preferencia detener) la metastasis del

tumor; inhibir en alguna medida el crecimiento del tumor;, y/o aliviar en alguna
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medida uno 0 mas de los sintomas asociados con el trastorno. En la medida que
el anticuerpo o fragmento de anticuerpo pueda prevenir el crecimiento y/o matar
las células cancerosas existentes, puede ser citostatico y/o citotéxico. Para la
terapia del cancer, la eficacia in vivo puede medirse, por ejemplo, evaluando Ia
duracion de la supervivencia, el tiempo para la progresion de la enfermedad (TTP),
las tasas de requesta (RRY), la duracién de la respuesta y/o la calidad de vida.

"Réducir o inhibir" significa la capacidad de provocar una disminucion
general preferentemente de un 20% o mayor, mas preferentemente de un 50% o
mayor, y mas preferentemente aun, de un 75%, 85%, 90%, 95% o mayor. Reducir
o inhibir pueden referirse a los sintomas del trastorno que esta siendo tratado, la
presencia o tamafio de las metastasis, el tamario del tumor primario, o el tamafio o
numero de los vasos sanguineos en trastornos angiogénicos.

Los términos "céncer" y "canceroso” se refieren a o describen la
condicién fisiolégica en los mamiferos que se caracteriza tipicamente por un
crecimiento celular no regulado. Incluidos en esta definicion estan los canceres
benignos y malignos. "Cancer en etapa temprana" significa un cancer que no es
invasivo ni metastasico o estéa clasificado como un cancer en Etapa 0, 1 o ll.

El término "precanceroso" se refiere a una condicidn o un
crecimiento que tipicamente precede o se desarrolla a un cancer.

"No metastasico” significa un cancer que es benigno o que
permanece en el sitio primario y no ha penetrado en el sistema de vasos linfaticos
0 sanguineos ni en tejidos distintos del sitio primario. Generalmente, un cancer no
metastasico es cualquier cancer que es un cancer en Etapa 0, | o il, y
ocasionalmente uh cancer en Etapa Ill.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un
ingrediente en una formulacién farmacéutica, distinto de un ingrediente activo, que
es no toxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye,
pero no esta limitado a, un tampén, excipiente, estabilizador o preservante,

El término "terapia anti-cancer” se refiere a una terapia Util para tratar
el cancer. Los ejemplos de agentes terapéuticos anti-cancer incluyen, pero no
estan limitados a, por ejemplo, agentes quimioterapéuticos, agentes inhibidores
del crecimiento, agentes citotoxicos, agentes usados en terapia de radiacién,
agentes anti-angiogénesis, agentes apoptoticos, agentes anti-tubulina, y otros
agentes para tratar el cancer, anticuerpos anti-CD20, inhibidores del factor de
crecimiento derivado de las plaguetas (por ejemplo, Gleevec® (mesilato de

imatinib)), un inhibidor de COX-2 (por ejemplo, celecoxib), interferones, citoquinas,
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antagonistas (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) que se unen a unc o mas
de los siguientes blancos EGFR, ErbB2, ErbB3, ErbB4, PDGFR-beta, BlyS,
APRIL, BCMA o receptor(es) de VEGF, TRAIL/Apo2, y otros agentes quimicos
bioactivos vy orgénicos, etc. Combinaciones de los mismos también estan
incluidas en la invencion.

Un "agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico Gtil en el
tratamiento del cancer. lLos ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen
agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclofosfamida (CYTOXAN®); alquil
sulfonatos tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como
benzodopa, carbocuona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilmelaminas
incluyendo  altretamina, trietilenmelamina, trietilenfosforamida, trietilen-
tiofosforamida y trimetilolmelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina y
bulatacinona); delta-9-tetrahidrocanabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-
lapachona; lapachol; colchicinas; acido betulinico; una camptotecina (incluyendo
el analogo sintético topotecan (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan,
CAMPTOSAR®), acetilcamptotecina, escopolectina y 9-amino-camptotecina);
briostatina; calistatina; CC-1065 (incluyendo sus analogos sintéticos adozelesina,
carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; tenipésido;
criptoficinas  (particularmente criptoficina 1 y criptoficina  8); dolastatina;
duccarmicina (incluyendo los analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1);
eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictiina; espongistatina; mostazas
nitrogenadas tales como clorambucil, clornafazina, clorofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, oOxido de mecloretamina clorhidrato, melfalan,
novembichina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo:
nitrosoureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,
nimustina y ranimustina; antibiéticos, tales como los antibiéticos de enediina (por
ejemplo, calicheamicina, especialmente calicheamicina gamma 1l y calicheamicina
omega |1 (véase, por ejemplo, Nicolaou et al., Angew. Chem. Intl. Ed. Engl., 33:
183-186 (1994)); CDP323, un inhibidor de alfa-4 integrina oral; dinemicina,
incluyendo dinemicina A; una esperamicina; y también croméforo de
neocarzinostatina y cromoéforos de antibidticos de enediina de cromoproteinas
relacionados), aclacinomisinas, actinomicina, antramicina, azaserina, bleomicinas,
cactinomicina,  carabicina, carminomicina,  carzinofilina, = cromomicinas,
dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
doxorrubicina (incluyendo ADRIAMYCIN®, morfolino-doxorrubicina,

cianomorfolino-doxorrubicina,  2-pirrolino-doxorrubicina,  doxorrubicina  HCI,
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inyeccion de Jiposomas (DOXIL®), doxorrubicina liposomica TLC D-99
(MYOCET®), doxorrubicina liposomica peguilada (CAELYX®) y
deoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina,
mitomicinas tal como mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina,
olivomicinas, peplomicina, perfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina;
anti-metabolitos tales como metotrexato, gemcitabina (GEMZAR®), tegafur
(UFTORAL®), capecitabina (XELODA®), una epotilona y 5-fluorouracilo (5-FU);
analogos del acido félico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina,
trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina,
tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina,
6-azauridina, carmofur, citarabina, dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina,
floxuridina; andrégenos tales como calusterona, propionato de dromostanolona,
epitiostanol, mepitiostano, testolactona; compuestos antiadrenales tales como
aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reabastecedor de acido félico tal como
acido frolinico; aceglatona; glicdsido aldofosfamida; acido aminolevulinico;
eniluracilo; amsacrina; bestrabucil;, bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diagicuona; elfornitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etogiucid;
nitrato de galio;’ hidroxiurea; lentinano; lonidamina; maitansinoides tales como
maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina;
pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxantrona; 2-etilhidrazida; procarbazina;
complejo de polisacarido PSK® (JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxano;
rizoxina; sizofirano; espirogermanio; acido tenuazodnico; triazicuona; 22'2"-
triclorotrietilamina; tricotecenos {especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina
A y anguidina); uretano; vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbazina;
manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabinosida ("Ara-
C"); tiotepa; taxoides, por ejemplo paclitaxel (TAXOL®), formulacién de
nanoparticulas de la albGmina modificada por ingenieria genética de paclitaxel
(ABRAXANE®) vy docetaxel (TAXOTERE®), clorambucil; B6-tioguanina;
mercaptopurina; metotrexato; agentes de platino tales como cisplatino, oxaliplatino
(por ejemplo, ELOXATIN®} y carboplatino; vincas, que impiden la polimerizacion
de tubulina que forma microtubulos, incluyendo vinblastina (VELBAN®), vincristina
(ONCOVIN®), vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®) y vinorelbina (NAVELBINE®):
etoposido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; leucovorin; novantrona; edatrexato:
daunomicina; amipopterina; ibandronato; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000;
difluorometilornitina (DMFQ); retinoides tal como &cido retinoico, incluyendo
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bexaroteno (TARGRETIN®); bisfosfonatos tal como clodronato (por ejemplo,
BONEFOS® u OSTAC®), etidronato (DIDROCAL®), NE-58085, acido
zoledronico/zoledronato (ZOMETA®), alendronato (FOSAMAX®), pamidronato
(AREDIA®), tiludronato (SKELID®) o risedronato (ACTONEL®); troxacitabina (un
analogo citosina de nucleésido de 1,3-dioxolano); aligonucleétidos antisentido,
particularmente aquéllos que inhiben la expresion de genes en rutas de
sefalizacién implicadas en la proliferacion celular aberrante, por ejemplo PKC-alfa,
Raf, H-Ras y receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R); vacunas tales
como la vacuna THERATOPE® y vacunas para terapia génica, por ejemplo
vacuna ALLOVECTIN®, vacuna LEUVECTIN® y vacuna VAXID®; inhibidor de
topoisomerasa 1 (por ejemplo LURTOTECAN®);, mmRH (por ejemplo
ABARELIX®); BAY439006 (sorafenib; Bayer); SU-11248 (sunitinib, SUTENT®,
Pfizer); perifosina, inhibidor de COX-2 (por ejemplo celecoxib o etoricoxib),
inhibidor del proteasoma (por ejemplo PS341); bortezomib (VELCADE®): CCI-779;
tipifarnib (R1157?); orafenib, ABT510; inhibidor de Bcl-2 tal como oblimersén
sodico (GENASENSE@); pixantrona, inhibidores de EGFR (véase definicion mas
adelante); inhibidores de tirosina quinasas (véase definicién méas adelante);
inhibidores de serina-treonina quinasas tales como rapamicina (sirolimus,
RAPAMUNE®); inhibidores de farnesiltransferasa tal como lonafarnib (SCH 6636,
SARASAR®), y sales farmacéuticamente aceptables, acidos o derivados de
cualquiera de los anteriores; y también combinaciones de dos o mas de los
anteriores tales como CHOP, una abreviatura para una terapia combinada de
ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisolona; y FOLFOX, una
abreviatura para un régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATIN®)
combinado con 5-FU y leucovorin.

Los agentes quimioterapéuticos definidos aqui incluyen "agentes
anti-hormonales” o "agentes terapéuticos endocrinos” que actuan regulando,
reduciendo, biogueando o inhibiendo los efectos de hormonas que pueden
promover el crecimiento del cancer. Pueden ser las hormonas mismas,
. incluyendo pero no limitadas a: anti-estrogenos con un perfil mixto de
agonista/antagonista, incluyendo tamoxifeno (NOLVADEX®), 4-hidroxitamoxifeno,
toremifeno (FARESTON®), idoxifeno, droloxifeno, raloxifeno (EVISTA®),
trioxifeno, keoxifeno, y moduladores selectivos de los receptores de estrogenos
(SERMs), tal como SERM3; anti-estrogenos puros sin propiedades agonistas,
tales como fulvestrant (FASLODEX®) y EMB00 (estos agentes pueden bloquear la

dimerizacion de los receptores de estrogenos (ERs), inhibir la unién al ADN,
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aumentar el recambio de ERs y/o disminuir los niveles de ERs); inhibidores de
aromatasa, incluyendo inhibidores de aromatasa esteroidales tales como
formestano y exemestano (AROMASIN®) e inhibidores de aromatasa no
esteroidales tales como anastrazol (ARIMIDEX®), letrozol (FEMARA®) vy
aminoglutetimida, y otros inhibidores de aromatasa incluyendo vorozol
(RIVISOR®), acetato de megestrol (MEGASE®), fadrozol y 4(5)-imidazoles:
agonistas de la hormona liberadora de la hormona luteinizante, incluyendo
leuprolide (LUPRON® y ELIGARD®), goserelina, buserelina y tripterelina;
esteroides sexuales, incluyendo progestinas tales como acetato de megestrol y
acetato de medroxiprogesterona, estrégenos tales como dietilestilbestrol y
“premarina, y andrégenos/retinoides tales como fluoximesterona, acido retinoico
todo trans y fenretinida; onapristona; anti-progesteronas; reguladores hacia abajo
de los receptores de estrogenos (ERDs); anti-androgenos tales como flutamida,
nilutamida y bicalutamida; y sales farmacéuticamente aceptables, acidos o
derivados de cualquiera de los anteriores; y también combinaciones de dos o mas
de los anteriores.

Un “sujeto” es un vertebrado, de preferencia un mamifero, de mayor
preferencia un ser humano. Los mamiferos incluyen, pero no estan limitados a,
seres humanos, primates superiores no humanos, primates, animales de granja
(tales como vacas), animales para deportes, mascotas (tales come gatos, perros y

caballos) y animales de laboratorio (tales como ratones y ratas).

Il Descripcion detallada

La presente invencidn proporciona anticuerpos, y fragmentos de
anticuerpos funcionales, que comprenden al menos un dominio de union al
antigeno que tiene especificidad de unién por al menos dos receptores HER
diferentes, en particular EGFR y HER2, EGFR y HER3, o0 EGFR y HER4. Estos
anticuerpos multiespecificos son distintos de los anticuerpos multiespecificos
tradicionales que tienen dominios de unidn al antigeno (habitualmente dos) con
especificidades de unién diferentes. En determinadas modalidades, los
anticuerpos mult?especificos descritos aqui tienen la estructura molecular de una
IgG (o Fab) y asi retienen atributos favorables de una IgG para el desarroilo
terapéutico, tales como propiedades farmacocinéticas predecibles, protocolos de
fabricacion bien establecidos, eleccién de funciones efectoras mediadas por Fc, y

bi- 0 mono-valencias. Estos atributos favorables frecuentemente faltan en los
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anticuerpos multiespecificos tradicionales que se derivan ensamblando dos
fragmentos de anticuerpos distintos para formar una molécula.

Los anticuerpos muitiespecificos descritos aqui, y fragmentos de
anticuerpos funcionales de los mismos, son Utiles para el tratamiento de
enfermedades o condiciones, tales como canceres, que estan asociadas con las
rutas de los receptores HER. En una modalidad particular, el dominio de unién al
antigeno del anticuerpo multiespecifico se une especificamente a ambos EGFR y
HERS. En otra modalidad, el dominic de unién al antigeno se une
especificamente a ambos EGFR y HER2. En otra modalidad, e! dominio de unién
al antigeno se une especificamente a ambos EGFR y HER4.

Un aspecto particular de la invencién proporciona anticuerpos que
comprenden dos (0 mas) dominios de unién al antigeno, cada uno de los cuales
tiene la misma especificidad de union.

Una modalidad proporciona un anticuerpo multiespecifico constituido
por dos dominios de unidn al antigeno, donde cada dominio de unién al antigeno
tiene la misma especificidad y se une especificamente a dos receptores HER
diferentes. En una modalidad particular, cada dominio de union al antigeno se une
especificamente a ambos EGFR y HER3. En otra modalidad, cada dominio de
uniéon al antigeno se une especificamente a ambos EGFR y HER2. En otra
modalidad, cada dominio de union al antigeno se une especificamente a ambos
EGFR y HER4. En otra modalidad, cada dominio de unién al antigeno se une
especificamente al Dominio |l de EGFR. En otra modalidad, cada dominio de
unién al antigeno se une especificamente al Dominio Il de HER3. En otra
modalidad, cada dominio de union al antigeno es capaz de unirse al Dominio IIl de
EGFR y al Dominio Il de HER3.

En modalidades particulares, el anticuerpo multiespecifico se une
especificamente a su o sus receptores HER bianco y no se une especificamente a
los receptores HéR no blanco. En consecuencia, en una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico se une especificamente a EGFR y a HER3 pero no se une
especificamente a HER2 ni a HER4. En otra modalidad, el anticuerpo
multiespecifico se une especificamente a EGFR y a HER2 pero no se une
especificamente a HER3 ni a HER4. En otra modalidad, el anticuerpo
multiespecifico se une especificamente a EGFR y a HER4 pero no se une
especificamente a HER2 ni a HER3.

En determinadas modalidades, cada dominio de unién al antigeno

comprende un dominio variable de cadena pesada (Vy) y un dominio variable de
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cadena liviana (V). En una modalidad, la unidad V4V se une especificamente a
dos receptores HER diferentes. En una modalidad particular, la unidad VxV, se
une especificamente a EGFR y a HER3. En otra modalidad, la unidad VuV, se
une especificamente a EGFR y a HER2. En otra modalidad, la unidad V4V, se
une especificamente a EGFR y a HERA4.

En modalidades particulares, la afinidad del anticuerpo

multiespecifico por su 0 sus receptores HER blanco esta indicada por una Kd de
menos de 10-5 M. menos de 10-6 M, menos de 10-7 M, menos de 10-8 M, menos

de 10-9 M, menos de 10-10 M, menos de 10-11 M 0 menos de 10-12 M. En una
modalidad, la Kd del anticuerpo por uno de sus receptores blanco es menos de

10-7 M, menos de 10-8 M, menos de 10-9 M, menos de 10-10 M, menos de 10-11
M o menos de 10-12 M. En otra modalidad, la Kd del anticuerpo multiespecifico
por todos sus receptores blanco es menos de 10-7 M, menos de 10-8 M, menos

de 10-9 M, menos de 10-10 M, menos de 10-11 M o menos de 10-12 M.

En algunas modalidades, la afinidad del anticuerpo multiespecifico
por uno de sus receptores HER blanco es mayor que por su(s) otro(s) receptor(es)
HER blanco. En una modalidad, la afinidad del anticuerpo multiespecifico por un
receptor HER blanco es al menos 2, 3, 4, 5, 8, 10, 12, 15, 18, 20, 22, 25, 30, 35,
40, 50, 100 veces mayor que su afinidad por otro receptor HER blanco. En una
modalidad, el anticuerpo multiespecifico se une especificamente a EGFR y a otro
receptor HER, y su afinidad de unién por el otro receptor HER es al menos 2, 3, 4,
5, 8,10, 12, 15, 18, 20, 22, 25, 30, 35, 40, 50 6 100 veces mayor que su afinidad
por EGFR. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico se une
especificamente a4 EGFR y a HER3, y su afinidad de unién por HER3 es al menos
2,3,4, 5, 8,10, 12,15, 18, 20, 22, 25, 30, 35, 40, 50 6 100 veces mayor que su
afinidad de unién por EGFR. En otra modalidad, el anticuerpo multiespecifico se
une especificamente a EGFR y a HER2, y su afinidad de unién por HER2 es al
menos 2, 3, 4, 5, 8, 10, 12, 15, 18, 20, 22, 25, 30, 35, 40, 50 6 100 veces mayor
que su afinidad de union por EGFR. En otra modalidad, el anticuerpo
multiespecifico se une especificamente a EGFR y a HER4, y su afinidad de unién
por HER4 es al menos 2, 3, 4, 5, 8, 10, 12, 15, 18, 20, 22, 25, 30, 35, 40, 50 6 100
veces mayor que su afinidad por EGFR.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos de la
presente invencion inhiben una actividad biolégica de al menos uno de los
receptores HER a los cuales se unen especificamente. En algunas modalidades,
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los anticuerpos multiespecificos de la presente invencion inhibren una actividad
biolégica de ambos receptores HER a los cuales se unen especificamente. Asi
por ejemplo, un anticuerpo multiespecifico de la invencién inhibe una actividad
bioldgica de un receptor EGFR y/o HER2 y/o HER3 y/o HER4.

En+ una modalidad, el anticuerpo multiespecifico se une
especificamente a EGFR humano y a HER3 humano, e inhibe una actividad
biolégica de al menos el EGFR. En ofra modalidad, el anticuerpo multiespecifico
se une especificamente EGFR humano y a HER3 humano, e inhibe al menos una
actividad biolégica de HER3. En otra modalidad, el anticuerpo multiespecifico se
une especificamente a EGFR humano y a HER3 humano, e inhibe una actividad
biolégica de ambos EGFR y HER3.

En oftra modalidad, el anticuerpo multiespecifico se une
especificamente a EGFR humano y a HER2 humano, e inhibe al menos una
actividad bioldgica de EGFR. En otra modalidad, el anticuerpo se une
especificamente a EGFR humanc y a HER2 humano, e inhibe al menos una
actividad biolégica de HER2. En otra modalidad, el anticuerpo se une
especificamente a EGFR humano y a HER2 humano, e inhibe una actividad
biolégica de ambos EGFR y HER2.

En otra modalidad, el anticuerpo se une especificamente a EGFR
humano y a HER4 humano, e inhibe una actividad biolégica de al menos el EGFR.
En otra modalidad, el anticuerpo se une especificamente a EGFR humano y a
HER4 humano, 8 inhibe al menos una actividad biologica de HER4. En otra
modalidad, el anticuerpo se une especificamente a EGFR humano y a HER4
humano, e inhibe una actividad bioldgica de ambos EGFR y HER4.

En determinadas modalidades, los anticuerpos de la presente
inhiben una actividad biolégica impulsada, al menos parciaimente, por un receptor
HER al cual no se unen. Por ejemplo, los anticuerpos que se unen a EGFR y a
HERS3 todavia podrian ser capaces de inhibir una actividad biolégica impulsada
por HER2.

La inhibicién de una actividad bioldgica puede medirse en ensayos
bien conocidos en el arte. Asi por ejemplo, los anticuerpos de la presente pueden
inhibir la fosforilacion de uno o mas de los receptores HER, y/o pueden inhibir la
unién de un ligando de HER a su receptor, y/o pueden inhibir la proliferacion
inducida por el ligando de células que expresan el receptor HER y/o pueden inhibir

rutas de sefializacion aguas abajo que son activadas mediante un receptor HER.
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Dos rutas de sefalizacion aguas abajo principales que son activadas
en respuesta a la fosforilacion de EGFR, son las rutas Ras/MAPK vy
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/Akt. Por lo tanto, fa capacidad de un anticuerpo
de la presente para inhibir la actividad biologica de un receptor HER puede
medirse evaluando si puede bloquear la activacion de estas rutas, por ejemplo en
celulas NR6. Asi, puede medirse la capacidad de los anticuerpos para bloquear la
fosforitacion inducida por el ligando de p44/42MAPK, pAKT u otras moléculas de
sefalizacion aguas abajo. La sefializacién de HER3 también ha sido implicada en
varias otras rutas, incluyendo c-met y FGFR. La capacidad de un anticuerpo de la
presente para inhibir la actividad biolégica de un receptor HER puede medirse
evaluando si puede bloquear la activacion de estas rutas.

Un aspecto de la invencidn proporciona anticuerpos multiespecificos
que se generan diversificando un anticuerpo con especificidad para un receptor
HER de tal manera que desarrolle especificidad para un segundo receptor HER,
reteniendo la especificidad para el primer receptor HER. En términos genéricos,
este metodo comprende los pasos de (1) diversificar la secuencia de amino acidos
de un dominio variable de cadena liviana (V) de un anticuerpo, donde antes de la
diversificacion, el anticuerpo comprendia un V, y un dominio variable de cadena
pesada (V) capaces de unirse a un epitopo en un primer receptor HER vy (2)
seleccionar un énticuerpo diversificado capaz de unirse al epitopo en el primer
receptor HER y a un epitopo en un segundo receptor HER. Estos pasos pueden
repetirse con el fin de generar anticuerpos multiespecificos.” Una descripcion
detallada de este método se proporciona en la publicacion de patente
norteamericana US N° 2008/0069820, cuyas ensefianzas completas se incorporan
aqui expresamente por referencia. Este método se ilustra adicionalmente en los
Ejemplos. En el método descrito en los Ejemplos, un anticuerpo anti-EGFR se usa
como molde para la diversificacion y, por lo tanto, para la preparacion de
anticuerpos anti-HER multiespecificos, sin embargo, otros anticuerpos anti-HER,
tales como anticuerpos anti-HERZ2, anti-HER3 o anti-HER4 también podrian servir
como molde.

La invencion proporciona ademas anticuerpos monoespecificos que
son capaces de unirse especificamente a un receptor HER, y no se unen
especificamente a los otros receptores HER. En una modalidad, el anticuerpo se
une especificamente a EGFR. En una modalidad, el anticuerpo se une
especificamente al Dominio Ill de EGFR. En algunas modalidades, el anticuerpo
se une especificamente a EGFR e inhibe una actividad biolégica de EGFR. En
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otra modalidad, el anticuerpo se une especificamente a HER3. En una modalidad,
el anticuerpo se une especificamente al Dominio 1ll de HER3. En algunas
modalidades, el anticuerpo se une especificamente a HER3 e inhibe una actividad
bioclégica de HER3.

Los anticuerpos monoespecificos pueden usarse como el anticuerpo
molde para una diversificacién adicional, para afadir especificidad de unién a

otros receptores HER o a otros antigenos blanco.

Toxicidad

La toxicidad de los antagonistas de EGFR esta bien documentada
tanto en estudios pre-clinicos como clinicos. Por ejemplo, el anticuerpo anti-EGFR
cetuximab exhibe diversas formas de toxicidad a niveles terapéuticamente
eficaces. Las reacciones adversas mas comunes con cetuximab (ERBITUX®,
Imclone) (incidencia 2 25%) son reacciones adversas cutdneas (incluyendo
sarpullido, prurito y cambios en las ufas), cefalea, diarrea e infeccién. Las
reacciones adversas mas serias asociadas con el tratamiento con cetuximab son
reacciones a las’ infusiones, paro cardiorrespiratorio, toxicidad dermatolégica vy
dermatitis por radiacion, sepsis, insuficiencia renal, enfermedad pulmonar
intersticial y embolia pulmonar. Véase, "Biologics License Agreement (BLA)" para
cetuximab (solicitud N° 125084) (incorporado aqui por referencia). Problemas de
toxicidad similares se observan con panitumumab (VECTIBIX®, Amgen), donde se
produjo toxicidad dermatologica en el 89% de los pacientes a quienes se
administro este anticuerpo. Estas toxicidades fueron severas, de grado 3 CTC y
mas alto. (etiqueta de la FDA para VECTIBIX®)

Se ha informado que el agente quimioterapéutico anti-EGFR erlotinib
provoca, en algunos casos, insuficiencia renal aguda o insuficiencia renal,
insuficiencia hepatica y/o sindrome hepatorrenal, perforaciones gastrointestinales,
trastornos cutaneos bulosos y exfoliativos, y ulceracién y perforacion de la cornea.
Véanse las etiquetas de seguridad de la FDA Warmings and Precautions para
erlotinib (TARCEVA®, Genentech, OSI| Pharmaceuticals) (2009).

"Toxico" o "toxicidad" se refiere a cualquier efecto adverso causado
por un agente cuando se administra a un sujeto. Las medidas de toxicidad
incluyen, pero no estan limitadas a, mortalidad, pérdida de peso corporal, falla
organica, funciép organica alterada, toxicidad en el sistema nervioso central,

toxicidad gastrointestinal (indicada, por ejemplo, por diarrea), toxicidad
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dermatolégica (indicada, por ejemplo, por aparicién de sarpullido, lesién cutanea,
descamacion o prurito), toxicidad cardiaca, infeccién, sepsis y citotoxicidad.

La toxicidad puede ser determinada por métodos conocidos en el
arte, tal como monitoreando observaciones clinicas desde el lado de la jaula, peso
corporal, consumo de alimentos, velocidad de respiracién, mediciones de
oximetria del pulso, examen fisico, evaluaciones oftalmicas, evaluaciones
neurologicas, parametros metabdlicos, parametros cardiovasculares, patologia
clinica (incluyendo quimica clinica, hematologia, analisis de orina y pardmetros de
coagulacion) y patologia macroscépica y microscopica.

El "Common Terminclogy Criteria for Adverse Events v3.0 (CTCAE)"
preparado por el National Cancer Institute (incorporado aqui por referencia en su
totalidad) proporciona informacién con respecto a indicadores de toxicidad
particulares aceptados en sujetos humanos. La Figura 31 proporciona
informacién con Jespecto a las toxicidades no clinicas y clinicas observadas para
terapias con antagonistas de EGFR.

La toxicidad puede medirse en términos de eventos tdxicos totales o
severidad del o de los eventos toxicos. La severidad de los eventos puede
describirse usando el sistema de calificacion establecido en e CTCAE. Los
grados se asignan a cada evento adverso usando descripciones clinicas
singulares de severidad basadas en la pauta general de que Grado 1 se refiere a
un evento leve, Grado 2 se refiere a un evento moderado, Grado 3 se refiere a un
evento severo, Grado 4 se refiere a un evento que deja discapacitado 0 amenaza
la vida, y Grado 5 se refiere a muerte relacionada con el -evento. E|l CTCAE
proporciona las descripciones clinicas especificas para los eventos téxicos. Los
descriptores para toxicidad dermatolégica se proporcionan comenzando en la
pagina 14 del CTCAE, v.3. Como un ejemplo, la Figura 32 muestra la calificacién
para sarpullido/descamacion y acné/sarpullido acneiforme. (CTCAE, v.3) Hay un
numero de modelos conocidos en el arte que se usan para monitorear indicadores
potenciales de toxicidad, incluyendo, peroc no limitados a, modelos basados en
células in vitro y modelos animales no humanos in vivo. La toxicidad también se
monitorea en sujetos humanos en estudios de ensayos clinicos.

En’ una modalidad particular, la toxicidad se mide en monos
cinomolgos. El efecto téxico de los antagonistas de EGFR en monos cinomolgos
esta bien documentado. Como se divulga en el "Biologics License Agreement
(BLA)" para cetuximab (Solicitud N° 125084) (incorporado aqui por referencia),

todos los monos que recibieron cetuximab exhibieron lesiones leves a severas en
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la piel, consistentes en formacion de escamas, enrojecimiento, eritema, dermatitis,
fisuras, heridas y exantema, y/o adeigazamiento o peérdida de! cabello. La
toxicidad dermatolégica era dependiente de la dosis tanto en severidad como en
momento de aparicion, donde la severidad para las dosis alta, media y baja fue
severa, moderada y suave, y el momento de la aparicion fue en los dias 15, 22 y
64 del estudio, respectivamente. Las complicaciones secundarias de las iesiones
cutaneas severas fueron infeccién bacteriana o sepsis, con mortalidad o eutanasia
subsiguientes del 50% de los animales en el grupo de dosis alta. Otras
toxicidades relacionadas con la dosis incluyeron cambios en ciertos parametros de
patologia clinica asociados con evidencia macroscépica y microscapica de daiio
celular y tisular en el higado, médula 6sea, bazo y drganos linfoides.

Cofmo se divulga en los Ejemplos, los monos cinomolgos tratados
con un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a EGFR y a HER3
exhibieron menos incidencias de toxicidad, indicadas por lesiones dérmicas, en
comparacion con monos cinomolgos tratados con una cantidad igual del
antagonista de EGFR cetuximab. Uno de tres monos cinomolgos tratados con 25
mg/kg del anticuerpo biespecifico desarrolld lesiones dérmicas, en tanto que 3 de
3 monos cinomolgos tratados con 25 mg/kg de cetuximab desarrollaron lesiones
dérmicas. La lesién que se produjo en el mono ftratado con el anticuerpo
biespecifico era menos severa gue las lesiones de los monos tratados con
cetuximab, y la aparicién de la lesién fue retardada. El animal tratado con el
anticuerpo biespecifico desarrollé la lesion cutdnea una semana después de la
ultima (sexta) dosis, en comparacion con los monos tratados con cetuximab donde
la aparicién de las lesiones dérmicas se produjo después de la tercera dosis en
todos los animales.

En estudios clinicos de cetuximab, se observaron toxicidades
dermatolégicas, incluyendo sarpullido acneiforme, sequedad y fisuras en la piel, y
secuelas inflamatorias e infecciosas. La incidencia informada de toxicidad
dermatoldgica fué tan alta como 89% (para los pacientes con cancer colorrectal
avanzado).

Los modelos de toxicidad cutanea son conocidos y pueden usarse
para determinar la toxicidad dermatolégica de los anticuerpos. Los ejemplos de
estos modelos incluyen queratinocitos epidérmicos humanos (NHEK (Clonetics,
San Diego, CA; Lonza Bioscience, Walkersville, MD)); HEKa (Cascade Biologics,
Portland, OR,; Invitrogen, Carlsbad, CA) y epidermis humana reconstituida (cultivos
EpiDerm® (MatTek, Ashland, MA)). Estos modelos pueden usarse para examinar
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el efecto de ios anticuerpos en la proliferacion celular, expresion génica, expresion
de proteinas, fosforilacidon de receptores, viabilidad celular y cambios en la
histopatologia. Lacouture, M.E., Nature Rev. Cancer, 6:803-812 (2006).

Es deseable proporcionar un anticuerpo menos téxico que apunte a
la ruta de EGFR. La dosificacion de los antagonistas de EGFR, tal como
cetuximab, esta limitada por la toxicidad (principalmente toxicidad dermatoldgica y
reacciones a infusiones). Un anticuerpo menos téxico podria administrarse a una
dosis mas alta que un antagonista de EGFR mas tdxico, lo que podria dar como
resultado efectos ‘antitumorales aumentados. En consecuencia, un aspecto de la
invencidn proporciona un anticuerpo multiespecifico que se une especificamente a
EGFR y a al menos un otro receptor HER (HER2, HER3 y/o HER4), donde el
anticuerpo es menos toxico que un antagonista de EGFR cuando el anticuerpo y el
antagonista de EGFR se administran en dosis equivalentes. En una modalidad, el
anticuerpo se une especificamente a EGFR y a HER3. En otra modalidad, el
anticuerpo se une especificamente a EGFR y a HER2. En otra modalidad, el
anticuerpo se une especificamente a EGFR y a HER4.

En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico induce una
menor incidencia de toxicidades, toxicidades menos severas o aparicion retardada
de las toxicidades en un modelo in vivo, comparado con un antagonista de EGFR.
Un aspecto de la invencion proporciona un anticuerpo multiespecifico que se une
especificamente a EGFR y a al menos un otro receptor HER (HER2, HER3 y/o
HER4), donde el anticuerpo induce menos incidentes de toxicidad en sujetos a
quienes se administra el anticuerpo en comparacién con los incidentes de
toxicidad en sujetos a quienes se administra un antagonista de EGFR. En
modalidades particulares, el nimero de incidentes de toxicidad en sujetos a
quienes se administra el anticuerpo es al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80% 6 90‘;’0 menor que el nimero de incidentes de toxicidad en sujetos a
quienes se administra un antagonista de EGFR.

En otras modalidades, la tasa de incidentes de toxicidad en sujetos a
quienes se administra el anticuerpo es menos de 80%, 70%, 60%, 50%, 40%,
30%, 20%, 10%, 5%, 2% 6 1%.

En modalidades particulares, el anticuerpo multiespecifico induce
una incidencia mas baja de toxicidades dermatologicas, toxicidades
dermatolégicas menos severas, 0 aparicion retardada de toxicidades
dermatolégicas en un modelo in vivo, en comparacion con un antagonista de

EGFR. Un aspecto de la invencion proporciona un anticuerpo multiespecifico que
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se une especificamente 2 EGFR y a al menos un otro receptor HER (HER2, HER3
y/o HER4), donde el anticuerpo induce menos incidentes totales de toxicidad
dermatolégica en sujetos a quienes se administra el anticuerpo en comparacién
con los incidentes totales de toxicidad dermatolégica en sujetos a quienes se
administra un antagonista de EGFR. En modalidades particulares, el nimero de
incidentes totales.de toxicidad dermatoldgica en sujetos a quienes se administra el
anticuerpo es aI’ menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% 6 90%
menor que el nimero de incidentes totales de toxicidad dermatoldgica en sujetos a
quienes se administra un antagonista de EGFR.

En otras modalidades, la tasa de incidentes totales de toxicidad
dermatolbgica en sujetos a quienes se administra el anticuerpo es menos de 80%,
70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5%, 2% 6 1%.

Otro aspecto de la invencion proporciona un anticuerpo
multiespecifico que se une especificamente a EGFR y a al menos un otro receptor
HER (HER2, HER3, y/o HER4), donde el anticuerpo induce menos incidentes de
toxicidad de grado 3 o superior en sujetos a quienes se administra el anticuerpo en
comparacién con los incidentes de toxicidad de grado 3 o superior en sujetos a
quienes se administra el antagonista de EGFR. En modalidades particulares, el
numero de incidentes de toxicidad de grado 3 o superior en sujetos a quienes se |
administra el anticuerpo es al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%
6 90% menor que el numero de incidentes de toxicidad de grado 3 o superior en
sujetos a quienes se administra un antagonista de EGFR.

En otras modalidades, la tasa de incidentes de toxicidad de grado 3
O superior en s(u:etos a quienes se administra el anticuerpo muitiespecifico es
menos de 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 15%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%,
6%, 5%, 4%, 3%, 2% 6 1%.

En modalidades particulares, el anticuerpo multiespecifico induce
menos incidentes de toxicidad dermatologica de grado 3 o superior en sujetos a
quienes se administra el anticuerpo biespecifico, en comparacién con los
incidentes de toxicidad dermatoldgica de grado 3 o superior en sujetos a quienes
se administra un antagonista de EGFR. En modalidades particulares, el nimero
de incidentes de toxicidad dermatologica de grado 3 o superior en sujetos a
quienes se administra el anticuerpo multiespecifico es al menos 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80% 6 90% menor que el nimero de incidentes de
toxicidad dermatolégica de grado 3 o superior en sujetos a quienes se administra
un antagonista de EGFR.
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En otras modalidades, la tasa de incidentes de toxicidad
dermatologica de grado 3 o superior en sujetos a quienes se administra el
anticuerpo multiespecifico es menos de 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 15%,
12%, 11%, 10%,’é%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2% 0 1%.

£n otras modalidades, el anticuerpo induce menos incidencias de
funcion organica alterada en un modelo in vivo en comparacion con un antagonista
de EGFR. En otras modalidades, el anticuerpo induce menos toxicidades
gastrointestinales, o0 menos severas, en un modelo in vivo en comparacion con un
antagonista de EGFR.

En algunas modalidades, el antagonista de EGFR es un anticuerpo
anti-EGFR. En una modalidad, el antagonista de EGFR es cetuximab. En otra
modalidad, el antagonista de EGFR es panitumumab. En otras modalidades, el
antagonista de EGFR es una molécula pequefia. En una modalidad, el
antagonista de EGFR es erlotinib. En una modalidad, el modelo in vivo es un
mono, tal como un mono cinomolgo. En otra modalidad, el modelo in vivo es un

ser humano.

Anticuerpos y variantes de anticuerpos

En algunas modalidades, la invencion proporciona un anticuerpo
multiespecifico que comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente 2 EGFR y a HER3. En algunas modalidades, el dominio de unién
al antigeno no se une especificamente a otros blancos, incluyendo otros
receptores HER.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HERS3,
donde el anticuerpo comprende un Vy (dominio variable de cadena pesada) que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25. En una modalidad,
el anticuerpc multiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un V.
(dominio variable de cadena liviana) que comprende la secuencia de amino acidos
de SEQ ID NO: 40. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende
un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende la secuencia de amino
&cidos de SEQ ID NO: 25 y un V__que comprende la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NO: 40.
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En,una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HERS3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende una, dos y/o tres de las
HVRs de la secuencia de amino 4cidos de SEQ ID NO: 25. En una modalidad, el
anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un V_ que
comprende una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NO: 40. En una modalidad, el anticuerpo muitiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HERS3,
donde el anticuerpo comprende un V4 que comprende una, dos y/o tres de las
HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25 y un V| que comprende
una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 40.
En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de union
al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo
comprende un Vy que comprende las tres HVRs de la secuencia de amino acidos
de SEQ ID NO: 25 y un V| que comprende las tres HVRs de la secuencia de
amino acidos de SEQ ID NO: 40. En algunas modalidades, las HVRs son HVRs
extendidas.

| En’una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de union a! antigenoc que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 64. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico
comprende un dominio de unién al antigenc que se une especificamente a EGFR
y a HER3, donde el anticuerpo comprende un V| que comprende la secuencia de
amino acidos de SEQ ID NO: 26. En una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 64 y un V_ que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 26.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende una, dos y/o tres de las
HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 64. En una modalidad, el
anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de unién al antigenc que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un V| que
comprende una,”dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de
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SEQ ID NO: 26. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unidn al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un V4 que comprende una, dos y/o tres de las
HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 64 y un V_ que cofnprende
una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ 1D NO: 26.
En una modalidad, el anticuerpo muiltiespecifico comprende un dominio de unién
al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo
comprende un Vy que comprende las tres HVRs de la secuencia de amino acidos
de SEQ ID NO: 64 y un V| que comprende las tres HVRs de la secuencia de
amino acidos de SEQ ID NO: 26. En algunas modalidades, las HVRs son HVRs
extendidas.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 28. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico
comprende un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR
y a HER3, donde el anticuerpo comprende un V| que comprende la secuencia de
amino acidos de SEQ ID NO: 27. En una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico comprende un dominio de uniéon al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vi que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 28 y un V_ que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 27.

En una modalidad, e! anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende una, dos y/o tres de las
HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 28. En una modalidad, el
anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un V, que
comprende una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino &cidos de
SEQ ID NO: 27. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unidén al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HERS3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende una, dos y/o tres de las
HVRs de la secugncia de amino acidos de SEQ ID NO: 28 y un V| que comprende
una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 27.
En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de union
al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo
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comprende un Vy que comprende las tres HVRs de la secuencia de amino acidos
de SEQ ID NO: 28 y un V_ que comprende las tres HVRs de la secuencia de
amino acidos de SEQ D NO: 27. En algunas modalidades, las HVRs son HVRs
extendidas. En una modalidad especifica, HVYR-H1 comprende la secuencia de
amino acidos LSGDWIH (SEQ ID NO: 48), HVR-H2 comprende la secuencia de
amino acidos LGEISAAGGYTD (SEQ ID NO: 50), HVR-H3 comprende la
secuencia de amino acidos ARESRVSFEAAMDY (SEQ ID NO: 53), HVR-L1
comprende la secuencia de amino acidos DLATDVA (SEQ ID NO: 54), HVR-L2
comprende la secuencia de amino acidos SASF (SEQ 1D NO: 56) y HVR-L3
comprende la secuencia de amino acidos SEPEPYT (SEQ ID NO: 57).

En una modalidad, el anticuerpo muitiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticugrpo comprende un V| que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 29. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico
comprende un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR
y a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende la secuencia de
amino &cidos de SEQ ID NO: 28 y un V| que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ 1D NO: 29.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde ei anticuerpo comprende un V_ que comprende una, dos y/o tres de las
HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ 1D NO: 29. En una modalidad, el
anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de union al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que
comprende una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NO: 28 y un V_ que comprende una, dos y/o tres de las HVRs de la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 29. En una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico comprende un dominio de union al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HERS3, donde el anticuerpo comprende un Vy que
comprende las trgs HVRs de 1a secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 28 y
un V_ que compFende las tres HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ 1D
NO: 29. En algunas modalidades, las HVRs son HVRs extendidas. En una
modalidad especifica, HVR-H1 comprende la secuencia de amino Acidos
LSGDWIH (SEQ ID NO: 48), HVR-H2 comprende la secuencia de amino &cidos
LGEISAAGGYTD (SEQ ID NO: 50), HVR-H3 comprende la secuencia de amino
acidos ARESRVSFEAAMDY (SEQ ID NO: 53), HVR-L1 comprende la secuencia
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de amino acidos NIATDVA (SEQ ID NO: 55), HVR-L2 comprende la secuencia de
amino acidos SASF (SEQ ID NO: 56) y HVR-L3 comprende la secuencia de amino
acidos SEPEPYT (SEQ ID NO: 57).

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 30. En una modalidad, el anticuerpo muitiespecifico
comprende un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR
y a HER3, donde el antibuerpo comprende un Vy que comprende la secuencia de
amino acidos de SEQ ID NO: 30 y un V| que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ 1D NO: 29.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unidn al antigenc que se une especificamente a EGFR y a HERS,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende una, dos y/o tres de las
HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 30. En una modalidad, el
anticuerpo muitiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que
comprende una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NO: 30 y un V_ que comprende una, dos y/o tres de las HVRs de la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 29. En una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico comprende un dominio de union al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HERS3, donde el anticuerpo comprende un Vy que
comprende las tres HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 30 y
un Vi que comprende las tres HVRs de |la secuencia de amino acidos de SEQ ID
NO: 29. En algunas modalidades, las HVRs son HVRs extendidas. En una
modalidad especifica, HVYR-H1 comprende la secuencia de amino acidos
LSGDWIH (SEQ ID NO: 48), HVR-H2 comprende la secuencia de amino acidos
VGEISAAGGYTPE (SEQ ID NO: 51), HVR-H3 comprende la secuencia de amino
acidos ARESRVSFEAAMDY (SEQ ID NO: 53), HVR-L1 comprende la secuencia
de amino acidos NIATDVA (SEQ ID NO: 55), HVR-L2 comprende la secuencia de
amino acidos SASF (SEQ ID NO: 56) y HVR-L3 comprende la secuencia de amino
acidos SEPEPYT (SEQ ID NO: 57).

En una modalidad, el anticuerpc multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un V| que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NOs: 40, 41, 42, 43, 44, 45 6 46. En una modalidad, el
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anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno gque se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25 y un V| que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ 1D NOs: 40, 41, 42,43, 44,45 ¢
48,

En una modalidad, e! anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un V_ que comprende una, dos y/o tres de las
HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NOs: 40, 41, 42, 43,44, 45 &
46. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de
union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3, donde el
anticuerpo comprende un Vy que comprende una, dos y/o tres de las HVRs de la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25 y un V_ que comprende una, dos
y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NOs: 40, 41, 42,
43, 44, 45 6 46. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unidén al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HERS3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende las tres HVRs de la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25 y un V_ que comprende las tres
HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NOs: 40, 41, 42, 43, 44, 45 6
46. En algunas modalidades, las HVRs son HVRs extendidas.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unidén al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER2,
donde el anticuerpo comprende un dominio variable de cadena liviana que
comprende la secuencia de aminc acidos de SEQ ID NOs: 36, 37 6 38. En una
modalidad, el a’nticuerpo multiespecifico comprende un dominio de unién al
antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER2, donde el anticuerpo
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de amino acidos de SEQ ID NO: 25 y un dominio variable de cadena liviana que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ 1D NOs: 36, 37 6 38,

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HERZ2,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende una, dos y/o tres de las
HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25. En una modalidad, el
anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER2, donde el anticuerpo comprende un V| que

comprende una, dos y/o tres de tas HVRs de la secuencia de amino acidos de
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SEQ ID NOs: 36, 37 6 38. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico
comprende un dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR
y a HER2, donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende una, dos y/o tres
de las HVRs de la secuencia de amino 4cidos de SEQ ID NO: 25 y un V| que
comprende una,’dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NOs: 36, 37 6 38. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico
comprende un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR
y a HER2, donde el anticuerpo comprende un V, que comprende las tres HVRs de
la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25 y un V| que comprende las tres
HVRs de la secuencia de amino &cidos de SEQ ID NOs: 36, 37 6 38. En algunas
modalidades, las HVRs son HVRs extendidas.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER4,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 25. En una modalidad, el anticuerpo muitiespecifico
comprende un dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR
y a HERA4, donde el anticuerpo comprende un V| que comprende la secuencia de
amino acidos de SEQ ID NO: 39. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico
comprende un dominio de unidén al antigeno que se une especificamente a EGFR
y a HER4, donde el anticuerpo comprende un dominio variable de cadena pesada
gue comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25 y un dominio
variable de caden_a liviana que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ
ID NO: 39, :

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER4,
donde el anticuerpo comprende un V| que comprende una, dos y/o tres de las
HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 39. En una modalidad, el
anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER4, donde el anticuerpo comprende un Vy que
comprende una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NO: 25 y un V_ que comprende una, dos y/o tres de las HVRs de la
secuencia de amino acides de SEQ ID NO: 39. En una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER4, donde el anticuerpo comprende un V4 que
comprende las tres HVRs de la secuencia de amino &cidos de SEQ ID NO: 25 y



57

un V_ que comprende las tres HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID
NO: 39. En algun.as modalidades, las HVRs son HVRs extendidas.

En‘ una modalidad, la invencion proporciona un anticuerpo
monoespecifico que comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR, donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende
la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25. En una meodalidad, el
anticuerpo monoespecifico comprende un dominio de union al antigeno que se
une especificamente a EGFR, donde el anticuerpo comprende un V| que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 58 o SEQ ID NO: 24.
En una modalidad, el anticuerpo monoespecifico comprende un dominio de union
al antigeno que se une especificamente a EGFR, donde el anticuerpo comprende
un Vy que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25 y un V.
que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 58 o SEQ [D NO:
24,

En upa modalidad, la invencién prdporciona un anticuerpo
monoespecifico que comprende un dominio de union al antigeno que se une
especificamente a EGFR, donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende
una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25.
En una modalidad, el anticuerpo monoespecifico comprende un dominio de union
al antigeno que && une especificamente a EGFR, donde el anticuerpo comprende
un V_ que comprende una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 24. En una modalidad, el anticuerpo monoespecifico
comprende un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR,
donde el anticuerpo comprende un Vi que comprende una, dos y/o tres de las
HVRs de la secuencia de amino acides de SEQ ID NO: 25 y un V| que comprende
una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 24.
En una modalidad, el anticuerpo monoespecifico comprende un dominio de unién
al antigeno que se une especificamente a EGFR, donde el anticuerpo comprende
un Vy que comprende las tres HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ 1D
NO: 25 y un V| que comprende las tres HVRs de la secuencia de amino &cidos de
SEQ ID NO: 24. En algunas modalidades, las HVRs son HVRs extendidas. En
una modalidad especifica, HVR-H1 comprende la secuencia de amino acidos
FTGNWIH (SEQ ID NO: 47), HVR-HZ comprende la secuencia de amino acidos
VGEISPSGGYTD (SEQ ID NO: 49), HVR-H3 comprende la secuencia de amino
acidos ARESRVSYEAAMDY (SEQ ID NO: 52), HVR-L1 comprende la secuencia
de amino acidos DVSTAVA (SEQ ID NO: 78), HVR-L2 comprende la secuencia
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y
de amino acidos SASF (SEQ ID NO: 56) y HVR-L3 comprende la secuencia de
amino acidos SYPTPYT (SEQ ID NO: 79).

En una modalidad, la invencidbn proporciona un anticuerpo
monoespecifico que comprende un dominio de unidén al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende |a
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 29. En una modalidad, el anticuerpo
monoespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un V| que comprende la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NOs: 33, 34 6 35. En una modalidad, el
anticuerpo monoespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 29 y un V_ que
comprende la secuencia de amino &cidos de SEQ ID NOs: 33, 34 6 35.

En una modalidad, la invencién proporciona un anticuerpo
monoespecifico que comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende
una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 29.
En una modalida;d, el anticuerpo monoespecifico comprende un dominio de unién
al antigeno que se une especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende
un Vi que comprende una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NOs: 33, 34 6 35. En una modalidad, el anticuerpo
monoespecifico comprende un dominic de uniéon al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende
una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO:; 29
y un Vi que comprende una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NOs: 33, 34 6 35. En una modalidad, el anticuerpo
monoespecifico comprende un dominioc de unidon al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende
las tres HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 29 y un V, que
comprende las tres HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NOs: 33,
34 6 35. En algunas modalidades, las HVRs son HVRs extendidas. En una
modalidad especifica, HVR-H1 comprende la secuencia de amino 4cidos
FTGDWIH (SEQ ID NO: 62), HVR-H2 comprende la secuencia de amino acidos
VGEISPAGAYTD (SEQ ID NQ: 60), HVR-H3 comprende la secuencia de amino
acidos AREAKVéFEAAMDY (SEQ ID NO: 61), HVR-L1 comprende Ila secuencia
de amino acidos NIATDVA (SEQ ID NO: 55), HVR-L2 comprende la secuencia de



amino acidos SASF (SEQ ID NO: 56) y HVR-L3 comprende la secuencia de amino
acidos SEPEPYT (SEQ ID NO: 57).

En una modalidad, la invencion proporciona un anticuerpo
monoespecifico que comprende un dominio de unidén al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un V4 que comprende la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 32. En una modalidad, el anticuerpo
monoespecifico comprende un dominio de union al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpe comprende un V| que comprende la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 31. En una modalidad, el anticuerpo
monoespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 32 y un V. que comprende la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 31.

En una modalidad, la invencién proporciona un anticuerpo
monoespecifico ’ciue comprende un dominio de unién al antigenc que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vi que comprende
una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 32.
En una modalidad, el anticuerpo monoespecifico comprende un dominio de unién
al antigeno que se une especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende
un Vi que comprende una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 31. En una modalidad, el anticuerpo monoespecifico
comprende un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vg que comprende una, dos y/o tres de las
HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 32 y un V| que comprende
una, dos y/o tres de las HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 31.
En una modalidad, el anticuerpo moncespecifico comprende un dominio de union
al antigeno que se une especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende
un V4 que comprende las tres HVRs de la secuencia de amino acidos de SEQ D
NO: 32 y un V| que comprende las tres HVRs de la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NO: 31. En algunas modalidades, las HVRs son HVRs extendidas. En
una modalidad especifica, HVR-H1 comprende la secuencia de amino &acidos
FSGDWIH (SEQ ID NO: 59), HVR-H2 comprende la secuencia de amino acidos
VGEISPAGAYTD (SEQ ID NO: 60), HVR-H3 comprende la secuencia de amino
acidos AREAKVSFEAAMDY (SEQ ID NO: 61), HVR-L1 comprende la secuencia
de amino &cidos DLATDVA (SEQ ID NO: 54), HVR-L2 comprende la secuencia de
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amino acidos SASF (SEQ ID NO: 56) y HVR-L3 comprende la secuencia de amino
acidos SEPEPYT (SEQ ID NO: 57).

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el aﬁticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia
de amino acidos de SEQ ID NOs: 2, 12 6 14. En una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico comprende un dominio de union al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende una cadena
liviana que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NOs: 4, 5, 8, 7, 8,
9, 10, 11 6 13. En una modalidad, el anticuerpo muiltiespecifico comprende un
dominio de unidn al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuespo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia
de amino acidos de SEQ ID NO: 2 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 4. En una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico comprende un dominio de unidén al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende una cadena
pesada que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ 1D NO: 12 y una
cadena liviana que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 11.
En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de union
al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NO: 12 y una cadena liviana que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 13. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico
comprende un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR
y @ HERS, donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de amino acides de SEQ ID NO: 14 y una cadena liviana que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 13.

En algunas modalidades, la invencion proporciona un anticuerpo
multiespecifico que comprende un dominio de unidn al antigeno que se une
especificamente’a EGFR y a HER2. En algunas modalidades, el dominio de unién
al antigeno no se une especificamente a otros blancos, incluyendo otros
receptores HER. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER2,
donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia
de amino acidos de SEQ ID NO: 2. En ura modalidad, el anticuerpo

multiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
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especificamente a EGFR y a HER2, donde el anticuerpo comprende una cadena
liviana que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NOs: 21, 22 6 23.

En ailgunas modalidades, la invencién proporciona un anticuerpo
multiespecifico que comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER4. En algunas modalidades, el dominio de unién
al antigeno no se une especificamente a otros blancos, incluyendo otros
receptores HER. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER4,
donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia
de amino écidgs de SEQ ID NO: 2. En una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico comprende un dominic de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER4, donde el anticuerpo comprende una cadena
liviana que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 18.

En una modalidad, la invencién proporciona un anticuerpo
monoespecifico que se une especificamente a EGFR. En algunas modalidades, el
dominio de unidon al antigeno no se une especificamente a otros blancos,
incluyendo otros receptores HER. En una modalidad, el anticuerpo
monoespecifico comprende un dominio de unidn al antigeno que se une
especificamente a EGFR, donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 2. En una modalidad, el
anticuerpo monoespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se
une especificamente a EGFR, donde el anticuerpo comprende una cadena liviana
que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NOs: 1 6 3. En una
modalidad, el anticuerpo monoespecifico comprende un dominio de union al
antigeno que se une especificamente a EGFR, donde el anticuerpe comprende
una cadena pesada que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO:
2 y una cadena fiviana que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID
NO: 1. En una modalidad, el anticuerpo monoespecifico comprende un dominio
de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR, donde el anticuerpo
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NO: 2 y una cadena liviana que comprende la secuencia de amino acidos
de SEQ ID NO: 3.

En una modalidad, la invencidon proporciona un anticuerpo
monoespecifico que se une especificamente a HER3. En algunas modalidades, el
dominio de union al antigeno no se une especificamente a otros blancos,

incluyendo otros receptores HER. En una modalidad, el anticuerpo
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monoespecifico comprende un dominio de unidn al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NOs: 16, 17, 19 6 20. En
una modalidad, el anticuerpo monoespecifico comprende un dominio de unién al
antigeno gue se une especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende
una cadena liviana que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NOs:
136 15. Enund .modalidad, el anticuerpo monoespecifico comprende un dominio
de unioén al antigeno que se une especificamente a HERS3, donde el anticuerpo
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NOs: 16, 17, 19 6 20 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
amino acidos de SEQ ID NOs: 13 6 15.

En una modalidad, el anticuerpo monocespecifico comprende un
dominio de union al antigeno que se une especificamente a HER3, donde el
anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 16 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
amino acidos de SEQ ID NO: 15. En una modalidad, el anticuerpo
monoespecifico comprende un dominio de unidn al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 17 y una cadena liviana
que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 13. En una
modalidad, el anticuerpo monoespecifico comprende un dominio de unién al
antigeno que se une especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende
una cadena pesada que comprende |a secuencia de amino acidos de SEQ 1D NO:
19 y una cadena, liviana que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID
NO: 13. En una modalidad, el anticuerpo monoespecifico comprende un dominio
de unidn al antigeno que se une especificamente a HER3, donde el anticuerpo
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NO: 20 y una cadena liviana que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ 1D NO: 13.

En algunas modalidades, se contemplan una o mas modificaciones a
la secuencia de amino acidos de los anticuerpos descritos aqui. Por ejemplo,
puede ser deseable mejorar la afinidad de union y/u otras propiedades biolodgicas
del anticuerpo. Variantes de secuencia de amino acidos del anticuerpo pueden
prepararse introduciendo cambios apropiados en la secuencia nucleotidica que
codifica el anticuerpo, o por sintesis de péptidos. Estas modificaciones incluyen,

por ejemplo, deleciones desde y/o inserciones en y/o sustituciones de, residuos
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dentro de las secuencias de amino acidos del anticuerpo. Puede hacerse
cualguier combinacién de delecion, insercidon y sustitucion para llegar a la
construccion final, siempre que la construccion final posea las caracteristicas
deseadas. Las,-alteraciones de amino acidos pueden ser introducidas en la
secuencia de amino acidos del anticuerpo sujeto en el momento en que se fabrica
esa secuencia.

En algunas modalidades, una secuencia de amino acidos que tiene
al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de
identidad de secuencia contiene sustituciones, inserciones o deleciones con
respecto a la secuencia de referencia, pero un anticuerpo que comprende esa
secuencia de amino acidos retiene la capacidad para unirse al blanco o a los
blancos originales de ia secuencia de referencia. En algunas modalidades, una
secuencia de amino acidos que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% o6 99% de identidad de secuencia contiene
sustituciones, inserciones o deleciones con respecto a la secuencia de referencia,
pero un anticuerpo que comprende esa secuencia de amino acidos retiene la
capacidad para unirse al o a los blancos originales de la secuencia de referencia y
no se une especificamente a ningun otro blanco, incluyendo otros receptores HER.
En algunas modalidades, un total de 1 a 10 amino acidos han sido sustituidos,
insertados o delecionados en la secuencia de amino acidos de una secuencia de
referencia. En algunas modalidades, las sustituciones, inserciones o deleciones
se producen en r’egiones fuera de las HVRs {0 sea, en las FRs).

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unidon al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 83%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ¢ 99% de identidad de secuencia con la
secuencia de amino acidos de SEQ 1D NO: 25.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un V| que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia con la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 40 En una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico comprende un dominio de unidn al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que
tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6
99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO:
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25 y un Vi que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NO: 40.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 64. En una modalidad, el anticuerpo
muitiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un V_ que
tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6
99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ 1D NO:
26. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de
unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HERS3, donde el
anticuerpo comprende un Vy que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% O 99% de identidad de secuencia ‘con la
secuencia de amino acidos de SEQ 1D NO: 64 y un V_ que tiene al menos 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de
secuencia con larsecuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 26.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un V. que tiene la secuencia de amino acidos de
al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 29. En una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico comprende un dominic de unidn al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que
tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6é
99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO:
28 y un V| que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NO: 29.

En una modalidad, e! anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con [a
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 30. En una modalidad, el anticuerpo

Y2



65

multiespecifico comprende un dominio de union al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HERS3, donde el anticuerpo comprende un Vy que
tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% &
899% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO:
30 y un Vi que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino 4cidos de
SEQ ID NO: 29.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unioén al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un V. que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 06 99% de identidad de secuencia con
cualquiera de las secuencias de amino acidos de SEQ ID NOs: 40, 41, 42, 43, 44,
45 6 46. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un dominio
de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3, donde el
anticuerpo comprende un Vy que tiene al menos 80%, 85%, 80%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%,{97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con ia secuencia de
amino acidos de SEQ ID NO: 25 y un V| que tiene al menos 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 83%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia con
la secuencia de amino acidos de SEQ ID NOs: 40, 41, 42, 43, 44, 45 6 46.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER2,
donde el anticuerpo comprende un Vy que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25. En una modalidad, e! anticuerpo
multiespecifico comprende un dominic de unidon al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER2, donde el anticuerpo comprende un V. que
tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6
89% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO:
36. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de
union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER2, donde el
anticuerpo comprende un Vy que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
33%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25 y un V( que tiene al menos 80%,
85%, 90%, 91% 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de
secuencia con la secuencia de amino &cidos de SEQ ID NO: 36. En una
modalidad, el anticuerpo muitiespecifico comprende un .dominio de unién al
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antigeno que se une especificamente a EGFR y HER2, donde el anticuerpo
comprende un V| que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 37. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico
comprende un dominio de unidn al antigeno que se une especificamente a EGFR
y a HER2, donde el anticuerpo comprende un dominio Vy que tiene al menos 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de
secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25 y un V_ que tiene

ta secuencia de amino &cidos de SEQ ID NO: 37. En una modalidad, el anticuerpo
- multiespecifico comprende un dominio de unidén al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HERZ2, donde el anticuerpo comprende un V, que
tiene la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 38. En una modalidad, el
anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especiﬁcamente'a EGFR y HERZ2, donde el anticuerpo comprende un Vy que tiene
al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 33%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25 y un
V_ que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 6 99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ
ID NO: 38.

En una modalidad, el anticuerpo muitiespecifico comprende un
dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER4,
donde el anticuerpo comprende un Vy que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25. En una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico comprende un dominio de unidon al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER4, donde el anticuerpo comprende un V| que
tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6
99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO:
39. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de
unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER4, donde ei
anticuerpo comprende un V4 que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% & 99% de identidad de secuencia con la secuencia de
amino acidos de SEQ D NO: 25 y un Vi que tiene al menos 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 06 99% de identidad de secuencia con
la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 39.

&
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En una modalidad, la invencién proporciona un anticuerpo
monoespecifico que comprende un dominio de unidn al antigeno que se une
especificamente a EGFR, donde el anticuerpo comprende un Vy que tiene al
menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ¢ 99% de
identidad de secuencia la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25. En una
modaiidad, e! anticuerpo monoespecifico comprende un dominio de union al
antigeno que se une especificamente a EGFR, donde el anticuerpo comprende un
VL que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 6 99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ
ID NO: 24. En una modalidad, el anticuerpo monocespecifico comprende un
dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR, donde el
anticuerpo comprende un Vy que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25 y un V| que tiene al menos 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% & 99% de identidad de
secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ 1D NO: 24.

En una modalidad, la invencidon proporciona un anticuerpo
monoespecifico que comprende un dominio de uniéon al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que tiene ali
menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 32. En
una modalidad, el anticuerpo monoespecificoc comprende un dominio de unién al
antigeno que se une especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un
Vi que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 6 99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ
ID NO: 31. En una modalidad, el anticuerpo monoespecifico comprende un
dominio de unidn al antigeno que se une especificamente a HER3, donde el
anticuerpo comgrende un Vy que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con la
secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 32 y un V_ que tiene al menos 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de
secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ 1D NO: 31.

En una modalidad, el anticuerpo monoespecifico comprende un
dominio de union al antigeno que se une especificamente a HER3, donde el
anticuerpo comprende un Vy que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
83%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con la
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secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 33. En una modalidad, el anticuerpo
monoespecifico comprende un dominio de unidn al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un V| que tiene al
menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 29. En
una modalidad, el anticuerpe monoespecifico comprende un dominio de union al
antigeno que se une especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un
Vx que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 6 99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ
ID NO: 33 y un V| que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 29. En una modalidad, el anticuerpe monoespecifico
comprende un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% © 99% de identidad de secuencia con la
secuencia de amino 4cidos de SEQ ID NO: 34. En una modalidad, el anticuerpo
monoespecifico comprende un dominio de union al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un V4 que tiene al
menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 34 y un
V. que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 6 99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ
ID NO: 29. En una modalidad, el anticuerpo monoespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a HER3, donde el
anticuerpo compr?nde un Vy que tiene al mencs 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%."97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con la secuencia de
amino acidos de SEQ ID NO: 35. En una modalidad, el anticuerpo
monoespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que tiene al
menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ¢ 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 35 y un
VL que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 6 99% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ
ID NO: 29.
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Un ejemplo de alineamiento que muestra la numeracion de Kabat
para el dominio variable de la cadena pesada y el dominio variable de la cadena
liviana de varios anticuerpos anti-HER se presenta en la Figura 33.

Otro aspecto de Ila invencién proporciona un anticuerpo
multiespecifico que comprende un dominic de unién al antigeno que se une
especificamente’a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 25, donde el V4 de SEQ
ID NO: 25 comprende una sustitucién de amino acido en F29(Vy), T30(Vw),
N32(Vh), V48(Vy), P52a(Vy), S53(Vn), T57(Vy), S96(VH) 6 Y100(Vy), numerados
de acuerdo con el sistema de numeracion de Kabat. En una modalidad, el
anticuerpo comprende mas de una de estas sustituciones. En una modalidad, el
anticuerpo comprende todas estas sustituciones. En una modalidad, el anticuerpo
multiespecifico comprende un dominio de unién al antigeno que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un Vy que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NQO: 25, donde el Vi de SEQ
ID NO: 25 comprende una o mas sustituciones de amino acidos seleccionadas del
grupo consistente en F29(Vu)L, T3Q(VW)S, N32(Vh)D, V48(VuL, P52a(Vy)A,
SE3(Vh)A, T57(VW)S, S96(VR)A e Y100(Vu)F, numerados de acuerdo con el
sistema de numeracién de Kabat. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico
comprende un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR
y a HER3, donde el anticuerpo comprende un V4 que comprende la secuencia de
amino acidos de SEQ ID NO: 25, donde el Vy de SEQ ID NO: 25 comprende las
sustituciones de” amino A&cidos F29(VW)L, T30(VW)S, N32(Vu)D, P52a(VwA,
S53(Vh)A e Y100(Vu)F, numerados de acuerdo con el sistema de numeracion de
Kabat.

Otro aspecto de I[a invencién proporciona un anticuerpo
multiespecifico que comprende un dominio de unién al antigenoc que se une
especificamente a EGFR y a HER3, donde el anticuerpo comprende un V, que
comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 58, donde el V. de SEQ
ID NO: 58 comprende una sustitucién de amino acido en D28(Vp), V29(V),
S30(VL), T31(Vy), A32(VL}, V33(VL), S50(VL), A51(VL), F53(Vy), S91(VL), YO2(VL),
T93(VL), T94(V) 6 P96(VL), numerados de acuerdo con el sistema de numeracion
de Kabat. En una modalidad, el anticuerpo comprende mas de una de estas
sustituciones. En una modalidad, el anticuerpo comprende todas estas
sustituciones. En una modalidad, el anticuerpo comprende inserciones de amino

acidos entre el amino acido 31 y el amino acido 32.
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En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unidn al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HERS3,
donde el anticuefpo comprende un V| que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 58, donde el V| de SEQ ID NO: 58 comprende una 0 mas
sustituciones de amino &cidos seleccionadas del grupo consistente en D28(V)N,
V29Vl V29(VL, S30(VL)A, A32(V)D, Y92(VE, T93(VOP, T94(V)E vy
PS6(VL)Y, numerados de acuerdo con el sistema de numeracion de Kabat. En
una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un dominio de unidn al
antigeno gue se une especificamente a EGFR y a HERS3, donde el anticuerpo
comprende un V| que comprende la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO:
58, donde el V| de SEQ ID NO: 58 comprende las sustituciones de amino acidos
D28(VUN, V28(Vy)l, S30(VA, A32(V)D, YI92(VL)E, TO93(V)P, T94(VE vy
P96(VL)Y, numerados de acuerdo con el sistema de numeracién de Kabat.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unidén al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 25 y un V| que comprende la secuencia de amino acidos
de SEQ ID NO: 58, donde el Vyde SEQ ID NO: 25 comprende una sustitucién de
amino acido en F29(Vy), T30(Vy), N32(Vy), V48(Vy), P52a(Vy), S53(VR), T57(Vh),
S96(Vy) 6 Y100(>1H), y donde el Vi de SEQ ID NO: 58 comprende una sustitucion
de amino acido en D28(Vy), V29(Vi), S30(VL), T31(VL), A32(VL), V33(VL), S50(V1),
AS51(Vy), FB3(VL), SO1(VL), YO2(Vy), T93(VL), T94(V\) 6 P86(V.), numerados de
acuerdo con el sistema de numeracion de Kabat. En una modalidad, el anticuerpo.
comprende mas de una de estas sustituciones. En una modalidad, el anticuerpo
comprende todas estas sustituciones.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un
dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 25 y un V_ que comprende la secuencia de amino Acidos
de SEQ ID NO: 58, donde el Vy de SEQ ID NO: 25 comprende una o mas
sustituciones de amino acidos seleccionadas del grupo consistente en F29(Vy)L,
T30(VH)S, N32(Vu)D, V48(Vu)L, P52a(Vy)A, SS53(VWA, TS7(VR)S, S96(VHA, e
Y100(Vu)F, y el V. de SEQ ID NO: 58 comprende una o mas sustituciones de
amino acidos seleccionadas del grupo consistente en D28(V)N, V29(V)I,
VZ29(VUL, S30(VDA, A32(V)D, Y92(VDE, T93(VOP, T94(VOE y P96(VD)Y,

numerados de acuerdo con el sistema de numeraciéon de Kabat.
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En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico comprende un

dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR y a HER3,
donde el anticuerpo comprende un Vy que comprende la secuencia de amino
acidos de SEQ ID NO: 25, donde el Vy de SEQ ID NO: 25 comprende las
sustituciones de amino &cidos F29(Vu)L, T30(VW)S, N32(Vy)D, P52a(Vh)A,
S53(Vh)A e Y100(Vw)F, y un V| que comprende la secuencia de amino acidos de
SEQ ID NO: 58, donde el V| de SEQ ID NO: 58 comprende las sustituciones de
amino acidos D28(V)N, V29(Vi)l, S30(VDA, A32(VD, Y92(V)E, T93(VL)P,
T94(V)E y P96(VL)Y, numerados de acuerdo con el sistema de numeracién de
Kabat.

Un método util para la identificacién de determinados residuos o
regiones del anticuerpo que son ubicaciones preferidas para la mutagénesis se
denomina "mutagénesis mediante barrido con alanina", como se describe en
Cunningham y Wells (1989) Science, 244:1081-1085. Aqui, un residuo o grupo de
residuos blanco son identificados (por ejemplo, residuos cargados tales como arg,
asp, his, lys y glu) y reemplazados por un amino &acido neutro o cargado
negativamente (por ejemplo, alanina o polialanina) para afectar la interaccién de
los amino écido’s' con el antigeno. Enseguida, aquellas ubicaciones de amino
acidos que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones son refinadas
introduciendo otras variantes o variantes adicionales en, o para, los sitios de
sustitucion. Asi, a pesar de que el sitio para introducir una variacién a la
secuencia de amino acidos es predeterminado, la naturaleza de la mutacion per se
no necesita ser predeterminada.  Por ejemplo, para analizar el desemperio de
una mutacion en un sitio dado, se efectia mutagénesis mediante barrido con ala o
aleatoria en el coddn o regién blanco, y las inmunoglobulinas expresadas son
sondeadas en cuanto a la actividad deseada.

Las inserciones en la secuencia de amino acidos incluyen fusiones
amino- y/o carboxilo-terminales que varian en longitud desde un residuo hasta
polipéptidos que contienen cien o mas residuos, y también inserciones
intrasecuencia de residuos de amino acidos Unicos o multiples. Los ejemplos de
inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un residuo metionilo N-terminal.
Otras variantes de insercién de la molécula de anticuerpo incluyen la fusion al
terminal N o C del anticuerpo de una enzima (por ejemplo, para ADEPT) o un
polipéptido que aumenta la vida media del anticuerpo en el suero.

»
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Variantes de glicosilacion

En determinadas modalidades, un anticuerpo de la invencién es
alterado para aumentar o disminuir la magnitud hasta la cual el anticuerpo es
glicosilado. La glicosilacidén de los polipéptidos es tipicamente ya sea enlazada a
N o enlazada a O. Enlazada a N se refiere a la adhesion de una especie
carbohidrato a la cadena lateral de un residuo asparagina. Las secuencias
tripeptidicas asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, donde X es cualquier
amino acido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento para la
adhesion enzimatica de la especie carbohidrato a la cadena lateral de asparagina.
Asi, la presencia de cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido
crea un sitio de glicosilacion potencial. La glicosilacién enlazada a O se refiere a
la adhesion de una de las azGcares N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa a un
hidroxiamino &cido, mas comunmente serina o treonina, a pesar de que también
puede usarse 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

La ,adicion o delecion de sitios de glicosilacion al anticuerpo se
efectua convenientemente alterando la secuencia de amino acidos de manera tal
que una o mas de las secuencias tripeptidicas descritas mas arriba (para sitios de
glicosilacidén enlazados a N) sea creada o removida. La alteracién también puede
efectuarse por adicién, delecidn o sustituciéon de uno o mas residuos serina o
treonina a la secuencia del anticuerpo original (para sitios de glicosilacién
enlazados a 0).

Cuando el anticuerpo comprende una regién Fc, el carbohidrato
adherido a la misma puede ser alterado. Los anticuerpos nativos producidos por
células de mamifero tipicamente comprenden un oligosacarido biantenario
ramificado que generalmente esta adherido por un enlace de N a Asn297 del
dominio CH2 de la region Fc. Véase, por ejemplo, Wright ef al. (1997) TIBTECH
156:26-32. El oligosacarido puede incluir diversos carbohidratos, por ejemplo,
manosa, N-acetilglucosamina (GIcNAc), galactosa y acido sialico, y también una
fucosa adherida a una GIcNAc en el "tallo" de la estructura del oligosacarido
biantenario. En algunas modalidades, pueden efectuarse modificaciones del
oligosacarido en un anticuerpo de la invencién, con el fin de crear variantes del
anticuerpo con cigrtas propiedades mejoradas.

En’una modalidad, se proporcionan variantes de anticuerpos que
tienen una estructura de carbohidrato que carece de fucosa adherida (directa o
indirectamente) a una region Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en este
anticuerpo puede ser de 1% a 80%, de 1% a 65%, de 5% a 65% o de 20% a 40%.
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La cantidad de fucosa se determina calculando la cantidad promedio de fucosa
dentro de |la cadena de azucar en Asn297, con respecto a la suma de todas las
glicoestructuras adheridas a Asn297 (por ejemplo, estructuras de manosa
complejas, hibridas y superiores), medida por espectrometria de masas MALDI-
TOF, como se describe en la patente WO 2008/077546, por ejemplo. Asn297 se
refiere al residuc asparagina ubicado alrededor de la posicién 297 en la region Fc
(numeracion EU de residuos de la regién Fc), sin embargo, Asn297 también
puede estar ubicado alrededor de + 3 amino acidos aguas arriba o aguas abajo de
la posicion 297, o sea, entre las posiciones 294 y 300, debido a variaciones de
secuencia menores en los anticuerpos. Estas variantes de fucosilacion pueden
tener funcion ADCC mejorada. Véanse, por ejemplo, las publicaciones de
patentes norteamericanas numeros US 2003/0157108 (Presta, L) y US
2004/0093621 (|'<yowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Los ejemplos de publicaciones
relacionadas con variantes de anticuerpos "defucosiladas" o "deficientes en
fucosa" incluyen: US 2003/0157108;, WO 2000/61738; WO 2001/29246: US
2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US
2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO
2003/084570, WO 2005/035586; WO 2005/035778; WO2005/053742:
WO02002/031140; Okazaki ef al. J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-
Ohnuki ef al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Los ejemplos de lineas celulares
capaces de producir anticuerpos defucosilados incluyen células CHO Lec13
deficientes en fucosilacién de proteinas (Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys.
249:533-545 (1986), solicitud de patente norteamericana US N° 2003/0157108 A1,
Presta, L; y patente WO 2004/056312 A1, Adams et al., especialmente en el
Ejemplo 11), y lineas celulares con genes inactivados ("knockout"), tales como
celulas CHO con el gen de alfa-1,6-fucosiltransferasa, FUTS8, inactivado (véase,
por ejemplo, Yamane-Ohnuki ef al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et
al., Biotechnol. Bioeng., 94(4):680-688 (2006); y patente WO 2003/085107).

Se proporcionan ademas variantes de anticuerpos con
oligosacaridos bfs.ectados. por ejemplo, en las cuales un oligosacarido biantenario
adherido a la regién Fc del anticuerpo es bisectado por GIcNAc. Estas variantes
de anticuerpos pueden tener fucosilacién reducida y/o funcion ADCC mejorada.
Ejemplos de estas variantes de anticuerpos se describen, por ejemplo, en la
patente WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.); la patente norteamericana US N°
6.602.684 (Umana et al), y la solicitud norteamericana US 2005/0123546 (Umana

et al). También se proporcionan variantes de anticuerpos con al menos un

&
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residuo galactosa en el oligosacarido adherido a la region Fc. Estas variantes de
anticuerpos pueden tener funcion CDC mejorada. Estas variantes de anticuerpos
se describen, por ejemplo, en las patentes WO 1997/30087 (Patel et al.), WO
1898/58964 (Raju, S.) y WO 1999/22764 (Raju, S.).

Variantes de la regién Fc

En determinadas modalidades, una o mas modificaciones de amino
acidos pueden ser introducidas en la region F¢ de un anticuerpo proporcionado en
la presente, generando asi una variante de regiéon Fc. La variante de regidén Fc
puede comprend’ér una secuencia de region F¢ humana (por ejemplo, una regién
Fc de IgG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4 humana) que comprende una modificacién de
amino acido (por ejemplo una sustitucién) en una o mas posiciones de amino
acidos.

En determinadas modalidades, Ia invencion contempla una variante
de anticuerpo que posee aigunas pero no todas las funciones efectoras, 1o que la
hace una candidata deseable para aplicaciones en las cuales la vida media del
anticuerpo in vivo es importante, y sin embargo ciertas funciones efectoras (tales
como complemento y ADCC) son innecesarias o perjudiciales. Ensayos de
citotoxicidad in vitro ylo in vivo pueden efectuarse para confirmar la
reduccidn/agotamiento de actividades de CDC y/o ADCC. Por ejemplo, pueden
efectuarse ensayos de unién al receptor de Fc (FcR) para asegurar que el
anticuerpo carece de union a FcyR (y por lo tanto probablemente carece de
actividad de ADCC), pero mantiene la capacidad de unirse a FcRn. Las células
primarias para mediar en ADCC, las células NK, expresan solamente FcyRIll, en
tanto que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y FeyRIIlL. La expresion de FeR en
células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y
Kinet, Annu. Rew."Immunol. 9:457-492 (1991). Ejemplos no limitantes de ensayos
in vitro para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés se describen
en la patente norteamericana U.S. N° 5.500.362 (véase, por ejemplo Hellstrom, |.
et al. Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 83:7059-7063 (1986)) y Hellstrom, 1. et al., Proc.
Nat'l Acad. Sci. USA 82:1499-1502 (1985); US 5.821.337 (véase Bruggemann, M.
et al., J. Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)). Alternativamente, pueden emplearse
métodos de ensayo no radioactivos (vease, por ejemplo, ensayo de citotoxicidad
no radioactivo para citometria de flujo ACTI® (CellTechnology, Inc. Mountain View,
CA), y ensayo de citotoxicidad no radicactivo CytoTox 96® (Promega, Madison,
WI)). Celulas efectoras Utiles para estos ensayos incluyen células mononucleares
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de sangre periférica (PBMC) y células asesinas naturales (NK).  Alternativa o
adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés puede ser
evaluada in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como el que se divulga en
Clynes ef al. Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 95:652-656 (1998). También pueden
efectuarse ensayos de unién a C1q para confirmar que el anticuerpo es incapaz
de unirse a C1q y, por lo tanto, carece de actividad de CDC. Véase, por ejemplo,
el ensayo ELISA de unién a C1q y C3c en las patentes WO 2006/029879 y
WO 2005/100402. Para evaluar la activacién del complemento, puede efectuarse
un ensayo de CDC (véase, por ejemplo, Gazzano-Santoro et al., J. Immunol.
Methods 202:163 (1996); Cragg, M.S. et al, Blood 101:1045-1052 (2003); vy
Cragg, M.S. y M.J. Glennie, Blood 103:2738-2743 (2004)). También pueden
efectuarse determinaciones de unién a FcRn y de eliminacion/vida media in vivo
usando meétodos conocidos en el arte (véase, por ejemplo, Petkova, S.B. ef al.,
Int'l. Immunol. 18(12):1759-1769 (2006)).

Los anticuerpos con funcién efectora reducida incluyen aquéllos con
sustitucion de uno o mas de los residuos de la region Fc, 238, 265, 269, 270, 297,
327 y 329 (patente norteamericana U.S. N° 6.737.056). Estos mutantes de Fc¢
incluyen mutantes de Fc con sustituciones en dos o mas de las posiciones de
amino acidos 265, 269, 270, 287 y 327, incluyendo el mutante de Fc¢ llamado
"DANA" con sustitucidn de los residuos 265 y 297 a alanina (patente
norteamericana US N° 7.332.581).

Se describen ciertas variantes de anticuerpos con unién aumentada
o disminuida a FcRs. (Véase, por ejemplo, patente norteamericana U.S. N°
6.737.056, patente WO 2004/056312 y Shields et al., J. Biol. Chem. 9(2). 6591-
6604 (2001).)

En determinadas modalidades, una variante de anticuerpo
comprende una regiéon Fc con una o mas sustituciones de amino acidos que
mejoran la ADCC, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334
de la region Fc (numeracion EU de los residuos).

En algunas modalidades, se efectian alteraciones en la region Fc
que dan como resultado una unién a C1q y/o citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) alterada (o sea, aumentada o disminuida), por ejemplo, como
se describe en la patente norteamericana US N° 6.194.551, la patente
WO 99/51642 e Idusogie ef al. J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

Los anticuerpos con vidas medias aumentadas y union mejorada al

receptor de Fc neonatal (FcRn), que es responsable de la transferencia de IgGs
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maternas al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J. Immunol.
24:249 (1994)), se describen en la solicitud de patente norteamericana US
2005/0014934A1 (Hinton ef al). Esos anticuerpos comprenden una regién Fc con
una o mas sustituciones que mejoran la unién de la regidon Fc a FcRn. Estas
variantes de Fc¢ i’ncluyen aquéllas con sustituciones en uno o mas de los residuos
de la region Fc: 238, 256, 265, 272, 286, 303, 305, 307, 311, 312, 317, 340, 356,
360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 6 434, por ejemplo, sustitucion del residuo
434 de la region Fc (patente norteamericana US N° 7.371.826).

Véase también Duncan & Winter, Nature 322:738-40 (1988); patente
norteamericana U.S. N° 5.648.260; patente norteamericana U.S. N° 5.624.821; y
patente WO 94/29351 referentes a otros ejemplos de variantes de |a regién Fc.

Variantes de anticuerpos modificadas genéticamente con cisteina

En determinadas modalidades, puede ser deseable crear
anticuerpos modificados genéticamente con cisteina, por ejemplo, "tioMAbs," en
los cuales uno o mas residuos de un anticuerpo son sustituidos por residuos
cisteina. En modalidades particulares, los residuos sustituidos estan en sitios
accesibles del anticuerpo. Al sustituir esos residuos por cisteina, grupos tiol
reactivos quedan ubicados en sitios accesibles del anticuerpo y pueden usarse
para conjugar el anticuerpo con ofras especies, tales como especies
farmacoldgicas o especies enlazador-farmaco, para crear un inmunoconjugado,
como se desotibe adicionalmente aqui. En determinadas modalidades,
cualesquier uno o mas de los siguientes residuos puede ser sustituido por cisteina:
V205 (numeracidén de Kabat) de la cadena liviana; A118 {(numeracion EU) de la
cadena pesada; y S400 (numeracion EU) de la region Fc de la cadena pesada.
Los anticuerpos modificados genéticamente con cisteina pueden generarse como
se describe, por ejemplo, en la patente norteamericana U.S. N° 7.521.541.

Derivados de anticuerpos

En determinadas modalidades, un anticuerpo proporcionado aqui
puede ser modificado ademas para contener especies no proteicas adicionales
que son conocidas en el arte y estan facilmente disponibles. Las especies
adecuadas para la derivatizacion del anticuerpo incluyen, pero no estan limitadas
a, polimeros solubles en agua. Los ejemplos no limitantes de polimeros solubles
en agua incluyen, pero no estan limitados a, polietilenglicol (PEG), copolimeros de

etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico,
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polivinilpirrolidona,  poli-1,3-dioxolano,  poli-1,3,6-trioxano, copolimero  de
etileno/anhidricormaleico, poliaminoacidos (ya sea homopolimeros o copolimeros
aleatorios), y dextrano o poli{(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de
propropilenglicol, co-polimeros de éxido de polipropilenc/oxido de etileno, policles
polioxietilados (por ejemplo, glicerol), alcohol polivinilico, y mezclas de los mismos.
El propionaldehido de polietilenglicol puede tener ventajas en la fabricacion debido
a su estabilidad en agua. E! polimero puede tener cualquier peso molecular y
puede ser ramificado o no ramificado. El nimero de polimeros adheridos al
anticuerpo puede variar, y si mas de un polimero esta adherido, pueden ser
moleculas iguales o diferentes. En general, el nimero y/o tipo de polimeros
usados para la derivatizacion pueden determinarse en base a consideraciones que
incluyen, pero no estan limitadas a, las propiedades o funciones particulares del
anticuerpo que seran mejoradas, si el derivado de anticuerpo sera usado en una
terapia bajo condiciones definidas, etc.

En otra modalidad, se proporcionan conjugados de un anticuerpo y
una especie no proteica que pueden ser calentados selectivamente por exposicion
a radiacién. En una modalidad, la especie no proteica es un nanctubo de carbono
(Kam et al., Proc. Nafl. Acad. Sci. USA 102: 11600-11605 (2005)). La radiacion
puede ser de cyalquier longitud de onda, e incluye, pero no esta limitada a,
longitudes de onda que no danan a las células normales, pero que calientan la
especie no proteica hasta una temperatura a la cual las células proximales al
anticuerpo-especie no proteica resultan muertas. Véase, por ejemplo, Petkova,
S.B. et al, Intl. Immunol. 18(12):1759-1769 (2006).

Se proporcionan otras variantes de anticuerpos que tienen una o
mas sustituciones de amino acidos. Los sitios de interés para la mutagénesis por
sustitucion incluyen las regiones hipervariables, pero también se contemplan
alteraciones en las FRs. Sustituciones conservadoras se muestran en la Tabla 1
bajo el encabezado "sustituciones preferidas’. Cambios mas sustanciales,
denominados "sustituciones de ejemplo” se proporcionan en la Tabla 4, o se
describen adicionalmente mas abajo en referencia a las clases de amino acidos.
Pueden introducirse sustituciones de amino 4cidos en un anticuerpo de interés y
los productos pueden ser sondeados, por ejemplo, en cuanto a una actividad
deseada, tal como unién al antigeno mejorada, inmunogenicidad disminuida,
ADCC o CDC mejoradas, etc.
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TABLA 1
Residuo original Sustituciones de | Sustituciones
ejemplo preferidas
Ala (A) Val; Ley; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) GIn; His; Asp, Lys; Arg Gin
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
GIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; GIn Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gin; Lys; Arg Arg
le (1) Leu; Val; Met; Ala; Leu
Phe; Norleucina
Leu (L) Norleucing; lle; Val; lle
Met; Ala; Phe
Lys (K) Arg; Gin; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr | Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe . Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Leu
Ala; Norleucina

Pueden lograrse modificaciones en las propiedades biologicas de un
anticuerpo seleccionando sustituciones que afectan (a) la estructura del esqueleto
del polipéptido en el area de la sustitucién, por ejemplo, como una conformacién
en laminas o helicoidal, (b) la carga o hidrofobicidad de la molécuia en el sitio
blanco, o (c) el volumen de la cadena lateral.
agrupados de acuerdo con similaridades en las propiedades de sus cadenas
laterales (en A. L. Lehninger, en Biochemistry, second ed., pp. 73-75, Worth

Publishers, New York (1975)):

(1)'r no polares: Ala (A), Val (V), Leu (L), lle (), Pro (P), Phe (F),

Trp (W), Met (M)

Los amino acidos pueden ser
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(2)  polares no cargados: Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr
(Y), Asn (N}, GIn (Q) _

(3) acidos: Asp (D), Glu (E)

(4)  basicos: Lys (K), Arg (R}, His(H)

Alternativamente, los residuos que existen en la naturaleza pueden
dividirse en grupos en base a propiedades comunes de sus cadenas laterales:

(1) hidrofobicos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidrofilicos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

(3)  acidos: Asp, Glu;

(4)  basicos: His, Lys, Arg;

(5)  residuos que influencian la orientacién de la cadena: Gly, Pro;

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

»

’

Las sustituciones no conservadoras provocaran el intercambio de un
miembro de una de estas clases por otra clase. Estos residuos sustituidos
también pueden ser intreducidos en los sitios de sustituciones conservadoras o en
los sitios (no conservados) restantes.

Un tipo de variante de sustitucion involucra sustituir uno 0 mas
residuos de las regiones hipervariables de un anticuerpo parental {por ejemplo, un
anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, la o las variantes resultantes
seleccionadas para desarrollo adicional tendran propiedades biolégicas
modificadas (por ejemplo, mejoradas) con respecto al anticuerpo parental a partir
del cual fueron generadas. Un ejemplo de variante de sustitucion es un anticuerpo
con afinidad madurada, que puede ser generado convenientemente usando
técnicas de maduracién de la afinidad basadas en exhibicién en fagos. En breve,
varios sitios de las regiones hipervariables (por ejemplo, 6-7 sitios) son mutados
para generar todas las sustituciones posibles de amino acidos en cada sitio. Los
anticuerpos asi generados son exhibidos en particulas de fagos filamentosos
como fusiones a al menos parte de una proteina de la capside del fago (por
ejemplo, el progucto gen |l de M13) empacada dentro de cada particula.
Enseguida, las variantes exhibidas en fagos son sondeadas en cuanto a su
actividad biologica (por ejemplo afinidad de unién). Con el fin de identificar sitios
de las regiones hipervariables candidatos para modificacion, puede efectuarse
mutagénesis por barrido (por ejemplo, barrido con alanina) para identificar

residuos de las regiones hipervariables que contribuyen significativamente a la
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union al antigend. Alternativa o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar
una estructura cristalina del complejo antigeno-anticuerpo para identificar puntos
de contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Estos residuos de contacto y
residuos cercanos son candidatos para sustitucion de acuerdo con técnicas
conocidas en el arte, incluyendo aquéllas detalladas aqui. Una vez que se
generan estas variantes, el panel de variantes se somete a sondeo usando
técnicas conocidas en el arte, incluyendo las descritas aqui, y las variantes con
propiedades superiores en uno o mas ensayos relevantes pueden seleccionarse
para su desarrollo posterior.

Las moléculas de &acidos nucleicos que codifican variantes de
secuencia de amino &cidos del anticuerpo se preparan por una variedad de
métodos conocidos en el arte. Estos métodos incluyen, pero no estan limitados a,
aislamiento desde una fuente natural (en el caso de variantes de secuencia de
amino acidos que existen en la naturaleza) o preparacion por mutagénesis
mediada por oligonucledtidos (o dirigida al sitio), mutagénesis por PCR y
mutagénesis de cassette de una variante preparada anteriormente o una versién
no variante del anticuerpo.

,:
Inmunoconjugados

La invencion también proporciona inmunoconjugados (mencionados
en forma intercambiable como "conjugados de anticuerpo-farmaco" o "ADCs") que
comprenden un anticuerpo conjugado con uno 0 méas agentes citotoxicos, tal como
un agente quimioterapéutico, un farmaco, un agente inhibidor del crecimiento, una
toxina (por ejemplo, una toxina proteica, una toxina enzimaticamente activa de
origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de las mismas), o un
isétopo radioactivo, tal como A", 1! 28 Y0 Re'® Re'® gm's3 g2z p32
Pb** e is6topos radioactivos de Lu (o sea, un radioconjugado).

Los inmunoconjugados han sido usados para la entrega local de
agentes citotoxicos, o sea, fArmacos que matan o inhiben el crecimiento o
proliferacion de las células, en el tratamiento del cancer (Lambert, J. (2005) Curr.
Opinion in Pharmacology 5:543-549; Wu et al. (2005) Nature Biotechnology
23(9):1137-1146; Payne, G. (2003) i 3:207-212; Syrigos y Epenetos (1999)
Anticancer Research 19:605-614; Niculescu-Duvaz y Springer (1987) Adv. Drug
Deliv. Rev. 26:151-172; patente norteamericana US N° 4.975278). Los
inmunoconjugados permiten la entrega direccionada de una especie farmacolégica

a un tumor, y la”acumulacién intracelular en el mismo, cuando la administracion
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sistémica de farmacos no conjugados podria provocar niveles de toxicidad
inaceptables para las células normales al igua! que para las células tumorales que
se busca eliminar (Baldwin et al., Lancet (Mar. 15, 1986) pp. 603-05; Thorpe
(1985) "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review," en
Monoclonal Antibodies '84. Biological And Clinical Applications (A. Pinchera et al.,
eds) pp. 475-506. Tanto los anticuerpos policlonales como los anticuerpos
monoclonales han sido informados como dtiles en estas estrategias (Rowland et
al., (1986) Cancer Immunol. Immunother. 21:183-87). Los farmacos usados en
estos metodos incluyen daunomicina, doxorrubicina, metotrexato y vindesina
(Rowland et al., (1986) supra). Las toxinas usadas en conjugados de anticuerpo-
toxina incluyen toxinas bacterianas tal como toxina de difteria, toxinas de plantas
tal como ricina, toxinas de molécula pequefia tal como geldanamicina (Mandler et
al. (2000) J. Nat. Cancer Inst. 92(19):1573-1581; Mandler et al. (2000) Bioorganic
& Med. Chem. Letters 10:1025-1028; Mandler et al. (2002) Bioconjugate Chem.
13:786-791), maitansinoides (patente europea EP 1391 213; Liu et al., (1996)
Proc. Natl. Acad.. Sci. USA 93:8618-8623) y calicheamicina (Lode et al. (1998)
Cancer Res. 58:2928; Hinman et al. (1993) Cancer Res. 53:3336-3342). Las
toxinas pueden ejercer sus efectos citotdxicos por mecanismos que incluyen unién
a tubulina, union a ADN o inhibicién de topoisomerasa. Algunos farmacos
citotoxicos tienden a ser inactivos o menos activos cuando son conjugados con
ligandos de receptores proteicos o anticuerpos grandes.

Se ha demostrado que trastuzumab-DM1 (o T-DM1) es eficaz en
modelos sensibles a trastuzumab e insensibles a trastuzumab de cancer que
sobre-expresa HER2. (Patente norteamericana US 7.097.840). ZEVALIN®
(ibritumomab tiuxetano, Biogen/ldec) es un conjugado de anticuerpo-radioisétopo
compuesto de un anticuerpo monoclonal IgG1 kappa de murino dirigido contra el
antigeno CD20 que se encuentra en la superficie de linfocitos B normales vy
malignos y un radioisotopo 111In o 90Y unidos por un enlazador de tiourea-
quelante (Wiseman ef al. (2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77; Wiseman et
al. (2002) Blood 99(12):4336-42; Witzig ef al. (2002) J. Clin. Oncol. 20(10):2453-
63, Witzig et al. (2002) J. Clin. Oncol. 20(15):3262-69). A pesar de que ZEVALIN
tiene actividad contra el linfoma no Hodgkin de células B (NHL), su administracion
provoca citopenjas severas y prolongadas en la mayoria de los pacientes.
MYLOTARG® (gemtuzumab ozogamicina, Wyeth Pharmaceuticals), un conjugado
de anticuerpo-farmaco compuesto por un anticuerpo huCD33 enlazado a
calicheamicina, fue aprobado en 2000 para el tratamiento de leucemia mieloide
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aguda por inyeccion (Drugs of the Future (2000) 25(7):686; patentes
ﬁorté“americanas US numeros 4.970.198, 5.079.233, 5.585.089, 5.606.040,
5.693.762, 5.739.116, 5.767.285, 5.773.001). Cantuzumab mertansina
(Immunogen, Inc.), un conjugado de anticuerpo-farmaco compuesto por el
anticu“érpo huC242 enlazado mediante el enlazador disulfuro SPP a la especie
farmaéolégica maitansinoide, DM1, esta avanzando a las pruebas de Fase Il para
el tratamiento de canceres que expresan CanAg, tales como canceres de colon,
pancreatico, gastrico y otros. MLN-2704 (Millennium Pharm., BZL Bioiogics,
Immunogen Inc.), un conjugado de anticuerpo-farmaco compuesto por el
antiéuerpo monoclonal anti-antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA)
enlazado a la especie farmacologica maitansinoide, DM1, esta en desarrollo para
el tratamiento potencial de tumores de prostata. Los péptidos de auristatina,
auristatina E (AE) y monometilauristatina (MMAE), analogos sintéticos de
dolastatina, fueron conjugados a los anticuerpos monoclonales guiméricos cBR96
(especifico para Lewis Y en carcinomas) y cAC10 (especifico para CD30 en
malignidades hematolégicas) (Doronina et al. (2003) Nature Biotechnol. 21(7):778-
. 784) y estan bajo desarrollo terapéutico.

En determinadas modalidades, un inmunoconjugado comprende un
anticterpe Yy un agente quimioterapéutico u ofra toxina. Agentes
quimioterapéuticos Utiles en la generacion de inmunoconjugados se describen
aqui (por ejemplo, mas arriba). Las toxinas enzimaticamente activas y fragmentos
de las mismas que pueden usarse incluyen cadena A de difteria, fragmentos
activos que no se unen de toxina de difteria, cadena A de exotoxina (de
' Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de
- modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina,
proteinas de Phytolaca americana (PAP!, PAPIl y PAP-S), inhibidor de Momordica
charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina,
restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos. Véase, por ejemplo, ia
patente WO 93/21232 publicada el 28 de octubre de 1993. Hay disponibles una
fifari.edad de radioptclidos para la produccion de anticuerpos radioconjugados. Los
Siemplos inciuye';w 212gj, ¥, ¥n, Py, y "Re. Los conjugados de anticuerpo y
ggente citotéxico se preparan usando una variedad de agentes de acoplamiento
c;e proteinas bifuncionales tales como 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo
(§RDP), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tal como
aéipimidato de dimetilo HCI), ésteres activos (tal como suberato de

dﬂ_ifé‘uccinimidilo),* aldehidos (tal como glutaraldehido), bis-azido compuestos (tal
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como bis(p-azidobenzoii)hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tal como bis-
(p-diazonicbenzoil)etilendiamina), diisocianatos (tal como 2 6-diisccianato de
tolueno) y compuestos de bis-fllor activo (tal como 1,5-difluoro-2 4-
dinitrobenceno). Por ejemplo, una inmunotoxina de ricina puede prepararse como
se describe en Vitetta ef al, Science, 238: 1098 (1987). El acido 1-
isotiocianatobencil-3-metildietilen-triaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con
carbono-14 es un ejemplo de agente quelante para la conjugacién del
radionucleétido al anticuerpo. Véase la patente WO 94/11026.

También estan contemplados aqui los conjugados de un anticuerpo y
una o mas toxinas de molécula pequefia, tales como una calicheamicina,
maitansinoides, ’dolastatinas, aurostatinas, un tricoteceno y CC1065, y los
derivados de estas toxinas que tienen actividad de toxina.

Maitansina y maitansinoides

En algunas modalidades, el inmunoconjugado comprende un
anticuerpo (de longitud completa o fragmentos) conjugado a una o mas moléculas
de maitansinoide.

Los maitansinoides son inhibidores mitdticos que actian inhibiendo
la polimerizacion de la tubulina. La maitansina fue aislada por primera vez del
arbusto de Africa oriental Maytenus serrata (patente norteamericana U.S. N°
3.896.111). Posteriormente, se descubrié que ciertos microbios también producen
maitansinoides, tales como maitansinol y ésteres de C-3 maitansinol (patente
norteamericana U.S. N° 4.151.042). El maitansinol sintético y sus derivados y
analogos se divulgan, 'por ejemplo, en las patentes norteamericanas US nimeros
4.137.230, 4.248.870, 4.256.746, 4.260.608, 4.265.814, 4.294.757, 4.307.016,
4.308.268, 4.308.269, 4.309.428, 4.313.946, 4.315.929, 4.317.821, 4.322.348,
4.331.508, 4.361.650, 4.364.866, 4.424.219, 4.450.254, 4.362.663 y 4.371.533.

Lag’ especies farmacolégicas maitansinoides son especies
farmacoidgicas atractivas en conjugados de anticuerpo-farmaco porque son: (i)
relativamente accesibles para preparar por fermentacién o modificacion quimica,
derivatizacién de productos de fermentacion, (i) se pueden derivatizar con grupos
funcionales adecuados para la conjugacion a anticuerpos mediante los
enlazadores no disulfuros, (iii) estables en el plasma, y (iv) eficaces contra una
variedad de lineas celulares tumorales.

Los inmunoconjugados que contienen maitansinoides, los métodos

para fabricarlos y su uso terapéutico se divulgan, por ejemplo, en las patentes
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norteamericanas US namero 5.208.020 y 5.416.064 y en la patente europea EP 0
425 235 B1, cuyas ensefianzas se incorporan aqui expresamente por referencia.
Liv et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996) describieron
inmunoconjugados que comprenden un maitansinoide denominado DM1 enlazado
al anticuerpo monoclonal €242 dirigido contra el cancer colorrectal humano. Se
encontré que el conjugado era altamente citotdxico para células de cancer de
colon cultivadas, y mostré actividad antitumoral en un ensayo de crecimiento
tumoral in vivo.r” Chari et al, Cancer Research 52:127-131 (1992) describen
inmunoconjugados en los cuales un maitansinoide fue conjugado mediante un
enlazador disulfuro al anticuerpo A7 de murino que se une a un antigeno en lineas
celulares de cancer de colon humano, o a otro anticuerpo monocional TA.1 de
murino que se une al oncogen HER-2/neu. La citotoxicidad del conjugado TA.1-
maitansinoide fue determinada in vitro en fa linea celular de cancer de mama
humano SK-BR-3, que expresa 3 x 10° antigenos de superficie HER-2 por célula.
El conjugado de farmaco alcanzé un grado de citotoxicidad similar al farmaco
maitansinoide libre, el que podria aumentarse incrementando el nimero de
moléculas de maitansinoide por molécula de anticuerpo. El conjugado A7-
maitansinoide mostré baja citotoxicidad sistémica en ratones.

Los conjugados de anticuerpo-maitansinoide se preparan enlazando
quimicamente un anticuerpec a una molécula de maitansinoide, sin disminuir
significativamente la actividad biologica ni del anticuerpo ni de la molécula de
maitansinoide. Véase, por ejemplo, la patente norteamericana U.S. N° 5.208.020
(cuyas enseflanzas se incorporan aqui expresamente por referencia). Un
promedio de 3-4 moléculas de maitansincide conjugadas por molécuia de
anticuerpo ha demostrado eficacia para aumentar la citotoxicidad en células
blanco, sin afectar negativamente la funcién o solubilidad del anticuerpo, a pesar
de que se esperaria que incluso una molécula de toxina/anticuerpo aumentara la
citotoxicidad por sobre el uso del anticuerpo desnudo. Los maitansinoides son
bien conocidos en el arte y pueden ser sintetizados por técnicas conocidas o
aislados de fuentes naturales. Maitansinoides adecuados se divulgan, por
ejemplo, en la patente norteamericana U.S. N° 5.208.020 y en las otras patentes y
publicaciones que no son patentes mencionadas mas arriba. Los maitansinoides
preferidos son maitansinol y analogos de maitansinol modificados en el anillo
aromatico o en otras posiciones de la molécula de maitansinol, tales como
diversos ésteres de maitansinol.
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Hay muchos grupos enlazadores conocidos en el arte para fabricar
conjugados de anticuerpo-maitansinoide, incluyendo, por ejemplo, los divulgados
en la patente norteamericana U.S. N° 5.208.020 o la patente europea EP 0 425
235 B1, Chari ef al., Cancer Research 52:127-131 (1992) y la solicitud de patente
norteamericana US N° 10/960.602, presentada el 8 de octubre de 2004, cuyas
ensefianzas se incorporan aqui expresamente por referencia. Los conjugados de
anticuerpo-maitansinoide que comprenden el componente enlazador SMCC
pueden prepararse como se divulga en la solicitud de patente norteamericana US
N° 10/960.602, presentada el 8 de octubre de 2004. Los grupos enlazadores
incluyen grupos disulfuro, grupos tioéter, grupos labiles ai acido, grupos
fotolabiles, grupos labiles a peptidasa, o grupos labiles a esterasa, como se
divulga en las patentes identificadas mas arriba, siendo preferidos los grupos
disulfuro y tioéter. Grupos enlazadores adicionales se describen y ejemplifican
aqui.

Los conjugados de anticuerpo y maitansinoide pueden fabricarse
usando una variedad de agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales tales
como  3-(Z-piridilditio)propionatc  de  N-succinimidilo  (SPDP),  4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC), iminotiolano
(IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tal como adipimidato de dimetilo
HCI), esteres activos (tal como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tal como
glutaraldehido), bis-azido compuestos (tal como bis(p-
azidobenzoil)heanodiamina), derivados de bis-diazonio (tal como bis-(p-
diazoniobenzoil)éti!endiamina), diisocianatos (tal como 2,6-diisocianato de tolueno)
y compuestos de bis-fillor activo (tal como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Los
agentes de acoplamiento particularmente  preferidos  incluyen  3-(2-
piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP) (Carlsson ef al., Biochem. J.
173:723-737 (1978)) y 4-(2-piridiltio)pentancato de N-succinimidilo (SPP) para
proporcionar un enlace disulfuro.

El enlazador puede ser adherido a la molécula de maitansinoide en
diversas posiciones, dependiendo del tipo de enlace. Por ejemplo, un enlace de
éster puede formarse por reaccion con un grupo hidroxilo usando técnicas de
acoplamiento convencionales. La reaccién puede ocurrir en la posicion C-3 que
tiene un grupo hidroxilo, la posicién C-14 modificada con hidroximetilo, la posicién
C-15 modificada con un grupo hidroxilo, y la posicién C-20 que tiene un grupo
hidroxilo. En una modalidad preferida, el enlace se forma en la posicion C-3 del
maitansinol o un analogo de maitansinol.
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Auristatinas y dolastatinas

En’ algunas modalidades, el inmunoconjugado comprende un
anticuerpo conjugado a dolastatinas o analogos peptidicos y derivados de
dolastatina, las auristatinas (patentes norteamericanas US nimeros 5635483 y
5.780.588). Se ha demostrado que las dolastatinas y auristatinas interfieren con la
dinamica de los microtubulos, la hidrolisis de GTP y la division nuclear y celular
(Woyke et al. (2001) Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12):3580-3584) y
tienen actividad anti-cancer (patente norteamericana US 5.663.149) y anti-fingica
(Pettit et al. (1998) Antimicrob. Agents Chemother. 42:2961-2965). La especie
farmacolégica dolastatina o auristatina puede ser adherida al anticuerpo a través
del terminal N (amino) o el terminal C (carboxilo) de la especie farmacoldgica
peptidica (patente WO 02/088172).

Modalidades de ejemplo de auristatina incluyen las especies
farmacoldgicas monometilauristatinas DE y DF enlazadas al terminal N,
divulgadas en "Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligands",
solicitud norteamericana US N° de serie 10/983.340, presentada el 5 de noviembre

de 2004, cuyas ensefianzas se incorporan aqui expresamente por referencia en su.

totalidad.

Tipicamente, las especies farmacologicas a base de péptidos
pueden prepararse formando un enlace peptidico entre dos o mas amino acidos
y/o fragmentos peptidicos. Estos enlaces peptidicos pueden prepararse, por
ejemplo, de acuerdo con el método de sintesis en fase liquida (véase E. Schroder
y K. Lubke, "The Peptides", volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Press) que es
bien conocido en el campo de la quimica de péptidos. Las especies
farmacolégicas auristatinas/dolastatinas pueden prepararse de acuerdo con los
metodos de: la patente norteamericana US 5.635.483; |a patente norteamericana
US 5.780.588; Pettit ef al. (1989) J. Am. Chem. Soc. 111:5463-5465: Pettit et al.
(1998) Anti-Cancer Drug Design 13:243-277; Pettit, G.R., ef al. Synthesis, 1998,
719-725; y Pettit et al. (1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863. Véase
también Doronina (2003) Nat Biotechnol 21(7):778-784; "Monomethylvaline
Compounds Capable of Conjugation to Ligands", solicitud US N° de serie
10/983.340, presentada el 5 de noviembre de 2004, que se incorpora aqui por
referencia en su totalidad (que divulga, por ejemplo, enlazadores y métodos para
preparar compuestos de monometilvalina tales como MMAE y MMAF conjugados

a enlazadores).
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Calicheamicina

En otras modalidades, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo
conjugado a una o mas moléculas de calicheamicina. Los antibidticos de la familia
de las calicheamicinas son capaces de producir rupturas de ADN de doble hebra a
concentraciones sub-picomolares. Para la preparacion de conjugados de la
familia de las calicheamicinas, véanse las patentes norteamericanas U.S.
5.712.374, 5714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001,
5.877.296 (todas de American Cyanamid Company). Los analogos estructurales
de calicheamicina que pueden usarse incluyen, pero no estén limitados a, y11, a2l,
a3l, N-acetil-y1l, PSAG y 6l1 (Hinman et al, Cancer Research 53:3336-3342
(1983), Lode et al, Cancer Research 58:2925-2928 (1998) y las patentes
norteamericanas mencionadas anteriormente de American Cyanamid). Otro
farmaco anti-tumoral al cual puede ser conjugado el anticuerpo es QFA que es un
antifolato. Tanto calicheamicina como QFA tienen sitios de accién intracelulares y
no atraviesan facilimente la membrana plasmatica. Por lo tanto, la captacién
celular de estos’.agentes por internalizacion mediada por anticuerpos aumenta
mucho sus efectos citotdxicos.

Otros agentes citotéxicos

Otros agentes antitumorales que pueden' ser conjugados a los
anticuerpos incluyen BCNU, estreptozocina, vincristina y 5-fluorouracilo, la familia
de agentes conocidos colectivamente como complejo LL-E33288 que se describe
en las patentes norteamericanas US 5.053.394 y 5.770.710, y también las
esperamicinas (patente norteamericana US 5.877.296).

Las toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas
que pueden usarse incluyen cadena A de difteria, fragmentos activos que no se
unen de toxina de difteria, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa),
cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina,
proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca
americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de Momordica charantia, curcina,
crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina, enomicina y los tricotecenos. Véase, por ejemplo, la patente WO
93/21232 publicada el 28 de octubre de 1993.

La';)resente invencion contempla ademas un inmunoconjugado

formado entre un anticuerpo y un compuesto con actividad nucleolitica (por



ejemplo, una ribonucleasa o una ADN endonucleasa tal como una
desoxirribonucleasa; DNasa).

Para la destruccion selectiva del tumor, el anticuerpo puede
comprender un atomo altamente radioactive. Una variedad de isétopos
radioactivos estan disponibles para la produccién de anticuerpos radioconjugados.
Los ejemplos incluyen A, 31 1'% y® Re'¥ Re!® gm1s3 gi212 p32 pp212 o
isGtopos radioactivos de Lu. Cuando el conjugado se usa para deteccion, puede
comprender un atomo radioactivo para estudios cintigraficos, por ejemplo tc99m o
1123, o un marcador de spin para formacién de imagenes por resonancia
magnetica nuclear (NMR) (también conocida como formacién de imagenes por
resonancia magnética, mri), tal como nuevamente yodo-123, yodo-131, indio-111,
flaor-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

Los radiomarcadores u otros marcadores pueden ser incorporados
en el conjugado de maneras conocidas. Por ejemplo, el péptido puede ser
biosintetizado o’.puede ser sintetizado por sintesis quimica de amino acidos
usando precursores de amino &cidos adecuados que involucran, por ejemplo,
flior-19 en lugar de hidrégeno. Marcadores tales como tc**m o 1'%, Re'% Re'® ¢
In""" pueden ser adheridos mediante un residuo cisteina en el péptido. Itrio-90
puede ser adherido mediante un residuo lisina. El método IODOGEN (Fraker et al.
(1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80: 49-57) puede usarse para incorporar
yodo-123.  "Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy" (Chatal,CRC Press
1989) describe otros métodos en detalle.

Los conjugados de anticuerpo y agente citotéxico pueden fabricarse
usando una variedad de agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales tales
como 3-(2-piridilditio)propionato  de N-succinimidilo (SPDP), 4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC), iminotiolano
(IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tal como adipimidato de dimetilo
HCI), ésteres activos (tal como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tal como
glutaraldehido), bis-azido compuestos (tal como bis(p-
azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tal como bis-(p-
diazoniobenzoil)etilendiamina), diisocianatos (tal como 2,6-diisocianato de tolueno)
y compuestos de bis-flior activo (tal como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por
ejemplo, una inmunotoxina de ricina puede prepararse como se describe en Vitetta
et al., Science, 238: 1098 (1987). Ei acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietilen-
triaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono-14 es un ejemplo de

agente quelante para la conjugacién del radionucledtido al anticuerpo. Véase la
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patente WO 94/11026. EI enlazador puede ser un "enlazador escindible" que
facilita la liberacién del farmaco citotoxico en la célula. Por ejemplo, puede usarse
un enlazador labil al acido, un enlazador sensible a peptidasa, un enlazador
fotolabil, un enlazador de dimetilo o un enlazador que contiene disulfuro (Chari et
al., Cancer Research 52:127-131 (1992); patente norteamericana U.S. N°
5.208.020).

Los compuestos expresamente contemplan, pero no estan limitados
a, ADC preparados con reactivos de entrecruzamiento: BMPS, EMCS, GMBS,
HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-
EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC y sulifo-
SMPB y SVSB ((4-vinilsulfona)benzoato de succinimidilo) que estan disponibles en
el comercio {pog‘ejemplo, de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.A).
Véanse las paginas 467-498, 2003-2004 Applications Handbook and Catalog.

Preparacion de conjugados de anticuerpo y farmaco

En los conjugados de anticuerpo y farmaco (ADC), un anticuerpo
(Ab) es conjugado a una o mas especies farmacolégicas (D), por ejemplo de
alrededor de 1 a alrededor de 20 especies farmacolégicas por anticuerpo,
mediante un enlazador (L). El ADC de Férmula | puede prepararse por varias
rutas, empleando reacciones de quimica organica, condiciones y reactivos
conocidos para los expertos en el arte, incluyendo: (1) reaccion de un grupo
nucleofilico de un anticuerpo con un reactivo enlazador bivalente, para formar Ab-
L, mediante un enlace covalente, seguido por la reaccidn con una especie
farmacolégica D; y (2) reaccién de un grupo nucleofilico de una especie
farmacolégica con un reactivo enlazador bivalente, para formar D-L, mediante un
enlace covalente, seguido por la reaccién con el grupo nucleofilico de un
anticuerpo. Métodos adicionales para preparar ADC se describen aqui.

Ab-(L-D), [
[

El enlazador puede estar compuesto de uno 0 mas componentes de
enlazadores. "'. Los ejemplos de componentes de enlazadores incluyen 6-
maleimidocapro\i,lo ("MC"), maleimidopropanoilo ("MP"), valina-citrulina ("val-cit"},
alanina-fenilalanina ("ala-phe™), p-aminobenciloxicarbonilo ("PAB"), 4-(2-
piridiltio)pentanoato\de N-succinimidilo ("SPP"), 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-
1-carboxilato de N-susginimidilo ("SMCC") y (4-yodoacetil)- amincbenzoato de N-
succinimidilo ("SIAB").\Somponentes de enlazadores adicionales son conocidos
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en el arte y algunos se describen aqui. Véase también "Monomethylvaline
Compounds Capable of Conjugation to Ligands”, solicitud US N° de serie
10/983.340 presentada el 5 de noviembre de 2004, cuyos contenidos se
incorporan aqui por referencia en su totalidad.

En algunas modalidades, el eniazador puede comprender residuos
de amino acidos. Los ejemplos de componentes de enlazadores amino acidos
incluyen un dipéptido, un tripéptido, un tetrapéptido o un pentapéptido. Los
ejemplos de dipéptidos incluyen: valina-citrulina (vc o val-cit), alanina-fenilalanina
(af o ala-phe). Los ejemplos de tripéptidos incluyen: glicina-valina-citrulina (gly-
val-cit) y incinafglicina-incina {(gly-gly-gly). Los residuos de amino &cidos que
constituyen un componente de enlazador amino acido incluyen aquéllos que
existen en [a naturaleza, y también amino acidos minoritarios y analogos de amino
acidos que no existen en la naturaleza, tal como c¢itrulina. Los componentes de
enlazadores amino acidos pueden ser disefiados y optimizados en su selectividad
para el corte enzimatico por una enzima particular, por ejemplo, una proteasa
asociada al tumor, catepsina B, C y D, o una proteasa plasmina.

Los grupos nucleofilicos en los anticuerpos incluyen, pero no estan
limitados a: (i) grupos amina N-terminales, (i) grupos amina en cadenas laterales,
por ejemplo lisina, (iii) grupos tiol en cadenas laterales, por ejemplo cisteina, y (iv)
grupos hidroxilo 0 amino de azGcares cuando el anticuerpo es glicosilado. Los
grupos amina, tiol e hidroxilo son nucleofilicos y capaces de reaccionar para
formar enlaces covalentes con grupos electrofilicos en especies enlazadoras y
reactivos enlazadores incluyendo: (i) ésteres activos tales como ésteres de NHS,
esteres de HOBt, haloformiatos y haluros de 4cidos; (i) haluros de alquilo y
bencilo tales como haloacetamidas; (jii) aldehidos, cetonas, carboxilo Yy grupos
maleimida. Ciertos anticuerpos tienen disulfuros intercatenarios reducibles, o sea
puentes de cistéina. Los anticuerpos pueden hacerse reactivos para la
conjugacion con reactivos enlazadores mediante tratamiento con un agente
reductor tal como DTT (ditiotreitol). Asi, cada puente de cisteina formara,
tedricamente, dos nucledfilos de tiol reactivos. Grupos nucleofilicos adicionales
puede ser introducidos en anticuerpos mediante la reaccién de lisinas con 2-
iminotiolano (reactivo de Traut), dando como resuitado Ia conversion de una amina
en un tiol. Grupos tiol reactivos pueden ser introducidos en el anticuerpo (o
fragmento del mismo) introduciendo uno, dos, tres, cuatro o mas residuos cisteina
(por ejemplo, preparando anticuerpos mutantes que comprenden uno © mas
residuos del amino dacido cisteina no nativos).
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Los conjugados de anticuerpo y farmaco también pueden ser
producidos por modificacién del anticuerpo para introducir especies electrofilicas,
que pueden reaccionar con sustituyentes nucleofilicos en el reactivo enlazador o
farmaco. Las azlcares de los anticuerpos glicosilados pueden ser oxidadas, por
ejemplo con reactivos oxidantes de peryodato, para formar grupos aldehido o
cetona que pueden reaccionar con el grupo amina de los reactivos enlazadores o
especies farmact;légicas. Los grupos base de Schiff imina resultantes pueden
formar un enlace estable, o pueden ser reducidos, por ejemplo por reactivos de
borohidruro, para formar enlaces de amina estables. En una modalidad, la
reaccion de la porcion carbohidrato de un anticuerpo glicosilado ya sea con
galactosa oxidasa o meta-peryodato de sodic puede dar grupos carbonilo
(aldehido y cetona) en la proteina, que pueden reaccionar con grupos apropiados
en el farmaco (Hermanson, Bioconjugate Techniques). En otra modalidad,
proteinas que contienen residuos serina o treonina N-terminales pueden
reaccionar con meta-peryodato de sodio, dando como resuitado la produccién de
un aldehido en lugar del primer amino acido (Geoghegan & Stroh, (1992)
Bioconjugate Chem. 3:138-146; patente norteamericana US 5.362.852). Este
aldehide puede hacerse reaccionar con una especie farmacolégica o un nucleéfilo
enlazador.

De manera similar, los grupos nucleofilicos en una especie
farmacolégica incluyen, pero no estan limitados a: amina, tiol, hidroxilo, hidrazida,
oxima, hidrazina, tiosemicarbazona, carboxilato de hidrazina, y grupos
arilhidrazida capaces de reaccionar para formar enlaces covalentes con grupos
electrofilicos en,especies enlazadoras y reactivos enlazadores incluyendo: (i)
esteres activos tales como ésteres de NHS, ésteres de HOBt, haloformiatos y
haluros de acidos; (i) haluros de alquilo y bencilo tales como haloacetamidas: (iii)
aldehidos, cetonas, carboxilo y grupos maleimida.

Alternativamente, una proteina de fusion que comprende el
anticuerpo y el agente citotoxico puede prepararse, por ejemplo, por técnicas
recombinantes o sintesis de péptidos. La longitud del ADN puede comprender
regiones respectivas que codifican las dos porciones del conjugado, ya sea
adyacentes entre si 0 separadas por una regién que codifica un péptido enlazador
que no destruye las propiedades deseadas del conjugado.

En otra modalidad, el anticuerpo puede ser conjugado a un
"receptor” (tal como estreptavidina) para su utilizacion en el pre-direccionamiento

al tumor, donde el conjugado anticuerpo-receptor es administrado al paciente,
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seguido por la remocion del conjugado no unido de la circulacién usando un
agente de eliminacion, y después se administra un "ligando" (por ejemplo avidina)

que esta conjugado con un agente citotdxico (por ejemplo un radionucledtido).

4

Composiciones y métodos recombinantes

Los anticuerpos pueden ser producidos usando composiciones y
métodos recombinantes, por ejemplo, como se describe en la patente
norteamericana U.S. N° 4.816.567. En una modalidad, se proporciona un acido
nucleico aislado que codifica un anticuerpo anti-HER descrito aqui. Este acido
nucleico puede codificar una secuencia de amino &cidos que comprende el VL y/o
una secuencia de amino &cidos que comprende el VH del anticuerpo (por ejemplo,
las cadenas liviana y/o pesada del anticuerpo). En otra modalidad, se
proporcionan uno o mas vectores (por ejemplo, vectores de expresion) que
comprenden este acido nucleico. En otra modalidad, se proporciona una célula
huésped que comprende este acido nucleico. En una de estas modalidades, una
célula huésped comprende (por ejemplo, ha sido transformada con): (1) un vector
que comprende un &cido nucleico que codifica una secuencia de amino acidos que
comprende el VL del antiéuerpo Y una secuencia de amino 4cidos que comprende
el VH del anticuerpo, o (2) un primer vector que comprende un acido nucleico que
codifica una secuencia de amino 4acidos que comprende el VL del anticuerpo y un
segundo vector que comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de
amino acidos qu;-:- comprende el VH del anticuerpo. En una modalidad, la célula
huésped es eucaridtica, por ejemplo una célula de ovario de hamster chino (CHO)
o una celula linfoide (por ejemplo, una célula YO, NSO, Sp20). En una modalidad,
se proporciona un método para fabricar un anticuerpo anti-HER, donde el método
comprende cultivar una célula huésped que comprende un 4cido nucleico que
codifica el anticuerpo, como se indicé mas arriba, bajo condiciones adecuadas
para la expresion del anticuerpo, y opcionalmente recuperar el anticuerpo desde la
celula huesped (o0 medio de cultivo de la célula huésped).

Para la produccion recombinante de un anticuerpo anti-HER, un
acido nucleico que codifica un anticuerpo, por ejemplo como se describié mas
arriba, es aislado e insertado en uno o0 mas vectores para su clonamiento posterior
y/o expresion en una célula huésped. Este acido nucleico puede ser facilmente
aislado y secuenciado usando procedimientos convencionales (por ejemplo,
usando sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse especificamente a
genes que codifican las cadenas pesada y liviana del anticuerpo).
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Las células huésped adecuadas para el clonamiento o expresion de
vectores que coc]'ifican anticuerpos incluyen las células procariéticas o eucaridticas
descritas aqui. Por ejemplo, los anticuerpos pueden ser producidos en bacterias,
en particular cuando la glicosilacién y la funcién efectora de Fc no son necesarias.
Para la expresion de fragmentos de anticuerpos y polipéptidos en bacterias,
veanse, por ejemplo, las patentes norteamericanas US numeros 5.648.237,
5.789.199 y 5.840.523. (Véase también Charlton, Methods in Molecular Biology,
Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 245-254, que
describe la expresion de fragmentos de anticuerpos en E. col). Después de la
expresion, el anticuerpo puede ser aislado de la pasta de células bacterianas en
una fraccién soluble y puede ser purificado adicionalmente.

Ademas de las procariotas, microbios eucaridticos tales como
hongos filamentosos o levaduras son huéspedes de clonamiento o expresion
adecuados para vectores que codifican anticuerpos, incluyendo cepas de hongos
y levaduras cuyas rutas de glicosilacion han sido "humanizadas”, dando como
resultado la produccidén de un anticuerpo con un patrén de glicosilacién parcial o
totalmente humano. Véase Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414 (2004), y Li et
al., Nat. Biotech. 24:210-215 (2006).

Lag células huésped adecuadas para la expresién del anticuerpo
glicosilado también son derivadas de organismos multicelulares (invertebrados y
vertebrados). Ejemplos de células de invertebrados incluyen células de plantas e
insectos. Se han identificado numerosas cepas de baculovirus que pueden usarse
en conjunto con celulas de insectos, particularmente para la transfeccién de
células de Spodoptera frugiperda.

Cultivos de células de plantas también pueden utilizarse como
huéspedes. Veanse, por ejemplo, las patentes norteamericanas US nUmeros
5.958.177, 6.040.498, 6.420.548, 7.125.978 y 6.417.429 (que describen la
tecnologia PLANTIBODIES® para producir anticuerpos en plantas transgénicas).

Celulas de vertebrados también pueden usarse como huéspedes.
Por ejemplo, pueden ser dutiles las lineas celulares de mamiferos que estan
adaptadas para crecer en suspension. Otros ejemplos de lineas de células
huésped de mamiferos Utiles son la linea de rifidon de mono CV1 transformada por
SV40 (COS-7); linea de rifion embridnico humano (293 o células 293 descritas,
por ejemplo, en Graham et al., J. Gen Virol.,, 36: 59 (1977)); células de rifidn de
cria de hamster (BHK); células de Sertoli de ratén (células TM4 descritas, por
ejemplo, en Mather, Biol. Reprod., 23: 243-251 (1980)); células de rifion de mono
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(CV1); células de rifién de mono verde africano (VERO-76); células de carcinoma
cervical humano (HELA), células de rifidn canino (MDCK); células de higado de
rata bufalo (BRL 3A); células de pulmon humano (W138); células de higado
humano (Hep G2); tumor mamario de raton (MMT 060562); células TRI descritas,
por ejemplo, en Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci., 383: 44-68 (1982); células
MRC 5 y células FS4. Otras lineas de células huésped de mamiferos Gtiles
incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), incluyendo células DHFR-
CHO (Urlaub et al,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4216 (1980)); vy lineas
celulares de mieloma tales como YO, NSO y Sp2/0. Para una revisién de ciertas
lineas de células huésped de mamiferos adecuadas para la produccién de
anticuerpos, véase por ejemplo Yazaki y Wu, Methods in Molecular Biology, Vol.
248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pp. 255-268 (2003).

Usos terapéuticos

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos descritos aqui pueden
usarse para el jratamiento del cancer, incluyendo tumores pre-cancerosos, no
metastasicos, metastasicos y cancerosos (por ejemplo, cancer en etapas
tempranas), o para el tratamiento de un sujeto en riesgo de desarrollar cancer, por
ejemplo cancer de mama. Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos también
pueden usarse para tratar o prevenir enfermedades no malignas, tales como
trastornos neurodegenerativos, trastornos psiquiatricos o enfermedades
autoinmunes.

El término cancer abarca un conjunto de trastornos proliferativos,
incluyendo pero no limitados a, crecimientos pre-cancerosos, tumores benignes y
tumores malignos. Los tumores benignos permanecen localizados en el sitio de
origen y no tienen la capacidad de infiltrar, invadir o producir metastasis en sitios
distantes. Los tumores malignos invadiran y dafaran otros tejidos a su alrededor.
También pueden adquirir la capacidad de desprenderse de donde empezaron y
esparcirse a otras partes del cuerpo (producir metastasis), habitualmente a través
del torrente sanguineo o a través del sistema linfatico donde estan ubicados los
ganglios linfaticos. Los tumores primarios se clasifican por el tipo de tejido del cual
surgen; los tumores metastasicos se clasifican por el tipo de tejido desde el cual
se derivan las células cancerosas. Con el tiempo, las células de un tumor maligno
se vuelven mas anormales y tienen menos apariencia de células normales. Este
cambio en la apariencia de las células cancerosas se denomina grado del tumor, y

las células cancerosas se describen como que son bien diferenciadas,
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moderadamente diferenciadas, mal diferenciadas o indiferenciadas. Las células
bien diferenciadas tienen una apariencia bastante normal y se asemejan a las
células normales de las cuales se originaron. Las células indiferenciadas son
celulas que se han vuelto tan anormales, que ya no es posible determinar el origen
de las células.

El tumor puede ser un tumor sélido o un tumor no sélido o de tejido
blando. Ejemplos de tumores de tejido blando incluyen leucemia (por ejemplo,
leucemia mieldégena crénica, leucemia mielégena aguda, leucemia linfoblastica
aguda del adulto, leucemia mielégena aguda, leucemia linfoblastica aguda de
células B maduras, leucemia linfocitica crdnica, leucemia prolinfocitica o leucemia
de células peludas), o linfoma (por ejemplo, infoma no Hodgkin, linfoma de células
T cutaneo o enfermedad de Hodgkin). Un tumor sélido incluye cualquier cancer de
tejidos corporales distintos de sangre, médula désea o sistema linfatico. Los
tumores  sélidos’ pueden dividirse ademas en aquéllos de origen en células
epiteliales y aquéllos de origen en células no epiteliales. Ejemplos de tumores
solidos de células epiteliales incluyen tumores del tracto gastrointestinal, colon,
mama, prostata, pulmoén, rifidn, higado, pancreas, ovario, cabeza y cuello, cavidad
oral, estomago, duodeno, intestino delgado, intestino grueso, ano, vesicula biliar,
labio, nasofaringe, piel, Utero, drgano genital masculino, drganos urinarios, vejiga y
piel {(incluyendo melanoma). Los tumores sélidos de origen no epitelial incluyen
sarcomas, tumores cerebrales y tumores éseos.

Los canceres epiteliales generalmente evolucionan desde un tumor
benigno a una etapa pre-invasiva (por ejemplo, carcinoma in situ), y a un cancer
maligno, que ha atravesado la membrana basal y ha invadido el estroma
subepitelial.

En una modalidad, los anticuerpos multiespecificos se unen
especificamente a EGFR y a al menos un otro receptor HER, tal como HER2 ©
HER3 o HER4, y son Utiles en la prevencion y/o tratamiento de tumores sélidos,
en particular tumores colorrectales, de pulmon (tal como cancer de pulmén de
celulas no pequefas y carcinoma de células escamosas), de cabeza y cuello, de
ovario, de piel, pancreatico y/o de mama.

Los anticuerpos multiespecificos también se usan para reducir o
prevenir la resistencia al tratamiento direccionado a la ruta de HER. Una limitacion
significativa al usar tratamientos que apuntan a la ruta de HER, es la resistencia
que presentan muchos pacientes con cancer a los efectos terapéuticos del

tratamiento. Algunos pacientes con cancer no muestran ninguna respuesta al
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tratamiento direccionado a la ruta de HER. Otros pacientes con cancer pueden
presentar una respuesta inicial, pero después se vuelven resistentes al
tratamiento. Un cancer es resistente a un tratamiento si el cancer ha avanzado
mientras se esta recibiendo el tratamiento (refractario), o si el cancer ha avanzado
dentro de 12 meses después de completar un régimen de tratamiento (recaida).

En una modalidad, el tratamiento direccionado a la ruta de HER
comprende un tratamiento con anticuerpos que apuntan a la ruta de HER (por
ejemplo, anticuerpos contra EGFR, anticuerpos contra HER2, anticuerpos contra
HER3 yfo anticuerpos contra HER4). En otra modalidad, el tratamiento
direccionado a la ruta de HER comprende un tratamiento con un agente
quimioterapéutico.

Dosificaciones y formulaciones

Las presentes composiciones de anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos seran formuladas, dosificadas y administradas de una manera
compatible con la buena practica médica. Los factores para considerar en este
contexto incluyen el trastorno particular que esta siendo tratado, el mamifero
particular que esta siendo tratado, la condicién clinica del paciente individual, la
causa del trastorno, el sitio de entrega del agente, el método de administracion, el
esquema de administracion, y otros factores conocidos para los profesionales
meédicos. La "cantidad terapéuticamente eficaz” del anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que sera administrada sera regida por estas consideraciones, y es la
cantidad minima necesaria para prevenir, mejorar o tratar un cancer. El
anticuerpo o fragmento de anticuerpo no necesita ser, pero opcionalmente es,
formulado con uno 0 mas agentes actualmente usados para prevenir o tratar un
cancer o un riesgo de desarrollar un cancer. La cantidad eficaz de estos otros
agentes depende de la cantidad de anticuerpo o fragmento de anticuerpo presente
en la formulacic')p, el tipo de trastorno o tratamiento, y otros factores discutidos
mas arriba. Estos generalmente se usan en las mismas dosificaciones y con vias
de administracion como las usadas anteriormente o alrededor de 1 a 99% de las
dosificaciones empleadas anteriormente. Generalmente, el alivio o tratamiento de
un cancer involucra disminuir uno o mas de los sintomas o problemas meédicos
asociados con el cancer. La cantidad terapéuticamente eficaz del farmaco puede
lograr uno o una combinacién de lo siguiente: reducir (en al menos 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% o mas) el nimero de células

cancerosas; reducir o inhibir el tamario del tumor o la carga del tumor; inhibir (0
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sea, disminuir en aiguna medida y/o detener) la infiltracidn de células cancerosas
en organos periféricos; disminuir la secrecién hormonal en el caso de adenomas;
disminuir la densidad de los vasos; inhibir la metastasis del tumor: reducir o
inhibir el crecimiento del tumor; y/o aliviar en alguna medida uno o mas de los
sintomas asociados con el cancer. En algunas modalidades, el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo se usa para prevenir la aparicion o reaparicion del cancer
en el sujeto.

En’-una modalidad, la presente invencion puede usarse para
aumentar la duracion de la supervivencia de un paciente humano susceptible a, o
diagnosticado con, un cancer. Duracidon de la supervivencia se define como el
tiempo desde la primera administracion del farmaco hasta la muerte. La duracion
de la supervivencia también puede medirse por la razén de riesgo (HR)
estratificada del grupo de tratamiento versus el grupo de control, que representa el
riesgo de muerte para un paciente durante el tratamiento.

En otra modalidad, el tratamiento de la presente invencién aumenta
significativamente la tasa de respuesta en un grupo de pacientes humanos
susceptibles a, o diagnosticados con, un cancer, que son tratados con diversas
terapias anti-cancer. Tasa de respuesta se define como el porcentaje de
pacientes tratados que respondieron al tratamiento. En un aspecto, el tratamiento
de combinacién de la invencion usando un anticuerpo o fragmento de anticuerpo y
cirugia, terapia de radiacidn o uno o mas agentes quimioterapéuticos, aumenta
significativamente la tasa de respuesta en el grupo de pacientes tratados en
comparacion con el grupo tratado con cirugia, terapia de radiacion o quimioterapia
sola, teniendo el aumento un valor p de Chi-cuadrado de menos de 0,005.

Mediciones adicionales de eficacia terapéutica en el tratamiento de
céanceres se desGriben en la publicacion de la solicitud de patente norteamericana
US N° 2005/0186208.

Las formulaciones terapéuticas se preparan usando métodos
estandar conocidos en el arte, mezclando el ingrediente activo que tiene el grado
de pureza deseado con vehiculos, excipientes o estabilizadores fisioldgicamente
aceptables opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences (20th edition), ed. A.
Gennaro, 2000, Lippincott, Williams & Wilkins, Philadelphia, Pa.). Los vehiculos
aceptables incluyen suero fisiol6gico o tampones tales como fosfato, citrato y otros
acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascorbico; polipéptidos de bajo
peso molecular (menos de alrededor de 10 residuos); proteinas, tales como

albdmina sérica, gelatina o inmunoglobulinas: polimeros hidrofilicos tal como
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polivinilpirrolidona;  amino &cidos tales como glicina, glutamina, asparaginas,
arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo
glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tal como EDTA; alcoholes de
azucares tales como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sales tal como
sodio; y/o tensoag:tivos no idnicos tales como TWEEN®, PLURONICS® o PEG.

Optionalmente pero de preferencia, la formulacién contiene una sal
farmacéuticamente aceptable, de preferencia cloruro de sodio, y de preferencia a
alrededor de las concentraciones fisiologicas. Opcionalmente, las formulaciones
de la invencion pueden contener un preservante farmacéuticamente aceptable. En
algunas modalidades, [a concentracion del preservante esta en el rango de 0,1 a
2,0%, tipicamente v/v. Los preservantes adecuados incluyen aquélios conocidos
en las artes farmacéuticas. Alcohol bencilico, fenol, m-cresol, metilparabeno y
propilparabeno son preservantes preferidos. Opcionalmente, las formulaciones de
la invencion pueden incluir un tensoactive farmacéuticamente aceptable a una
concentracion de 0,005 a 0,02%.

La presente formulacién también puede contener mas de un
compuesto activo como sea necesario para la indicacién particular que esta siendo
tratada, de preferencia aquéllos con actividades complementarias que no se
afectan adversamente entre si. Estas moléculas estdn presentes
convenientemente en combinacién en cantidades que son eficaces para el
propoésito previsto.

Los ingredientes activos también pueden estar atrapados en
microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacién o por
polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o
gelatina y microcapsulas de poli{metacrilato de metilo), respectivamente, en
sistemas de administracion de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas,
microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Estas técnicas se divulgan en Remington's Pharmaceutical
Sciences, supra.

Pueden elaborarse preparaciones de liberacién sostenida. Los
ejemplos adecuados de preparaciones de liberacién sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidrofdbicos sélidos que contienen el anticuerpo,
cuyas matrices estan en la forma de articulos conformados, por ejemplo peliculas,
o microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen
poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) o
poli(alcohol vinilico)), polilactidos (patente norteamericana US N° 3.773.919),
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copolimeros de acido L-glutamico y gamma etil-L-glutamato, etileno-acetato de
vinilo no degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicdlico degradables
tales como los ,LUPRON DEPOT® (microesferas inyectables compuestas de
copolimero de &cido lactico-acido glicdlico y acetato de leuprolide), y acido poli-D-
(-)-3-hidroxibutirico. A pesar de que polimeros tales como etileno-acetato de vinilo
y acido lactico-acido glicélico permiten la liberacién de moléculas durante mas de
100 dias, determinados hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo
mas cortos. Cuando los anticuerpos encapsulados permanecen en el cuerpo
durante mucho tiempo, ellos pueden desnaturalizarse o sufrir agregacion como
resultado de la exposicién a la humedad a 37°C, resultando una pérdida de
actividad biologica y posibles cambios en fa inmunogenicidad. Pueden disefiarse
estrategias racionales para la estabilizacion dependiendo del mecanismo
involucrado. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacién es la
formacién de enlaces S-S intermoleculares a través de intercambio tio-disulfuro, la
estabilizacién puede lograrse modificando los residuos sulfhidrilo, liofilizando a
partir de soluciones acidas, controlando el contenido de humedad, usando aditivos
apropiados y desarrollando composiciones de matrices de polimeros especificos.

lLos anticuerpos y fragmentos de anticuerpos descritos aqui son
administrados a un sujeto humano de acuerdo con métodos conocidos, tal como
administracién igtravenosa como un bolo o por infusion continua durante un
periodo de tiempo, por via intramuscular, intraperitoneal, intracerebroespinal,
subcutanea, intra-articular, intrasinovial, intratecal, oral, tépica o por inhalacién. La
administracion local puede ser particularmente deseada si hay efectos
secundarios extensos o toxicidad asociados con el antagonismo de HER (por
ejemplo EGFR, HER2, HER3, HER4, etc.). Una estrategia ex vivo también puede
usarse para aplicaciones terapéuticas. lLas estrategias ex vivo involucran
transfectar o transducir células obtenidas del sujeto con un polinucleétido que
codifica un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Después, las células
transfectadas o transducidas son devueitas al sujeto. Las células pueden ser
cualesquiera de una amplia gama de tipos incluyendo, sin limitacion, células
hematopoyéticas (por ejemplo, células de la médula 6sea, macroéfagos, monocitos,
células dendriticas, células T o células B), fibroblastos, células epiteliales, células
endoteliales, queratinocitos o células musculares.

En un ejemplo, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo es
administrado locaimente, por ejemplo por inyecciones directas, cuando el trastorno

o ubicacion del tumor lo permite, y las inyecciones pueden repetirse
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’
periddicamente.  El anticuerpo o fragmento de anticuerpo también puede ser

administrado sistémicamente al sujeto o directamente a las células tumorales, por
ejemplo a un tumor o un lecho tumoral después de una excision quirurgica del
tumor, con el fin de prevenir o reducir la recurrencia local o metastasis.

Para la prevencion o tratamiento de una enfermedad, la dosificacién
apropiada de un anticuerpo de la invencion (cuando se usa solo 0 en combinacién
con uno o mas de otros agentes terapéuticos adicionales) dependera del tipo de
enfermedad que sera tratada, el tipo de anticuerpo, ia gravedad y el curso de ia
enfermedad, si el anticuerpo se administra para propésitos preventivos o
terapéuticos, la terapia previa, la historia clinica del paciente y la respuesta al
anticuerpo, y el criterio del médico tratante. EI anticuerpo se administra
convenientemente al paciente de una vez o en una serie de tratamientos.
Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, de airededor de 1 pa/kg a 20
mg/kg (por ejemplo, 0,1 mg/kg - 15 mg/kg) de anticuerpo puede ser una
dosificacién candidata inicial para administracion al paciente, ya sea, por ejemplo,
por una o mas administraciones separadas o por infusion continua. Una
dosificacion tipica diaria puede estar en el rango de airededor de 1 pg/kg a 100
mg/kg 0 mas, ﬂ.ependiendo de los factores mencionados mas arriba. Para
administraciones repetidas por varios dias 0 mas tiempo, dependiendo de lIa
condicion, el tratamiento generalmente se mantendra hasta que se produzca una
supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. Un ejempio de dosificacion
del anticuerpo estara en el rango de alrededor de 0,05 mg/kg a alrededor de 20
mg/kg. Asi, una o0 mas dosis de alrededor de 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg, 10
mg/kg, 12 mg/kg, 15 mg/kg o 20 mg/kg (o cualquier combinacion de las mismas)
pueden administrarse al paciente. Estas dosis pueden administrarse
intermitentemente, por ejemplo todas las semanas, cada dos semanas o cada tres
semanas (por ejemplo, de manera tal que el paciente reciba de alrededor de dos a
alrededor de veinte, o por ejemplo alrededor de seis dosis del anticuerpo). Puede
administrarse una dosis de carga inicial mas alta, seguida por una o mas dosis
mas bajas. Un ejemplo de régimen de dosificacién comprende administrar una
dosis de carga inicial de alrededor de 4 mg/kg, seguida por una dosis de
mantencion semanal de alrededor de 2 mg/kg del anticuerpo. Sin embargo, otros
regimenes de dosificacion pueden ser utiles. El progreso de esta terapia es
monitoreado faciimente por técnicas y ensayos convencionales.

.
s

106



. 101

Terapia de combinacién

Un anticuerpc de la invencién puede ser combinado en una
formulacion de combinacién farmacéutica, o régimen de dosificacién como terapia
de combinacién, con un segundo compuesto que tiene propiedades anti-cancer.
El segundo compuesto de la formulacién de combinacién farmacéutica o régimen
de dosificacién puede tener actividades complementarias con el anticuerpo de la
combinacion, de manera tal que no se afecten adversamente entre si. En una
modalidad, el anticuerpo multiespecifico se usa en combinacion con otro
anticuerpo anti-HER, tal como HERCEPTIN®, pertuzumab y/o cetuximab. Los
anticuerpos de la invencion también pueden usarse en combinacién con terapia de
radiacion.

El segundo compuesto puede ser un agente guimioterapeéutico,
agente citotoxico, citoquina, agente inhibidor del crecimiento, agente anti-hormonal
y/o agente cardioprotector. Estas moléculas estan presentes adecuadamente en
combinacién en,tantidades que son eficaces para el propasito previsto. Una
composicion farmacéutica que contiene un anticuerpo de la invencion también
puede tener una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente quimioterapéutico,
tal como un inhibidor de la formacion de tubulina, un inhibidor de topoisomerasa,
un intercalador de ADN o un enlazador de ADN.

Otros regimenes terapéuticos pueden combinarse con la
administracion de un agente anti-cancer identificado de acuerdo con esta
invenciéon. La terapia de combinacion puede administrarse como un regimen
simultaneo o secuencial. Cuando se administra secuencialmente, la combinacion
puede administrarse en dos 0 mas administraciones. La administracion combinada
incluye co-administracion, usando formulaciones separadas o una sola
formulacion farmacéutica, y administracion consecutiva en cualquier orden, donde
hay un periodo de tiempo durante el cual ambos (o todos) los agentes activos
ejercen. sus actividades biolégicas simultaneamente.

Los ejemplos de esta terapia de combinacion incluyen
combinaciones con agentes quimioterapéuticos tales como erlotinib (TARCEVA®,
Genentech/OSI Pharm.), bortezomib (VELCADE®, Millennium Pharm.), fulvestrant
(FASLODEX®, AstraZeneca), sutent (SU11248, Pfizer), letrozol (FEMARA®,
Novartis), mesilato de imatinib (GLEEVEC®, Novartis), PTK787/ZK 222584
(Novartis), oxaliplatino (Eloxatin®, Sanofi), 5-FU (5-fluorouracilo), leucovorin,
rapamicina (Sirolimus, RAPAMUNE®, Wyeth), lapatinib (TYKERB®, GSK572018,
GlaxoSmithKline), lonafarnib (SCH 663386), sorafenib (BAY43-9008, Bayer Labs.) y
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gefitinib (IRESSA®, AstraZeneca), AG1478, AG1571 (SU 5271; Sugen), agentes
alquilantes tales como tiotepa y ciclofosfamida CYTOXAN®; alquil sulfonatos tales
como busulfan, improsulfan y piposulfan; antineoplasicos antifolato tal como
pemetrexed (ALIMTA®, Eli Lilly), aziridinas tales como benzodopa, carbocuona,
meturedopa y uredopa; etileniminas y metiimelaminas incluyendo altretamina,
trietilenmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y trimetilolmelamina:
acetogeninas (especialmente bulatacina y bulatacinona); una camptotecina
(incluyendo el analogo sintético topotecan): briostatina; calistatina; CC-1065
(incluyendo sus analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina);
criptoficinas  (particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina;
duocarmicina (incluyendo los andlogos sintéticos, KW-2189 y CBI-TMI):;
eleuterobina; p;:mcratistatina; una sarcodictiina; espongistatina; mostazas
nitrogenadas tales como clorambucil, clornafazina, clorofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, oOxido de mecloretamina clorhidrato, melfalan,
novembichina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo;
nitrosoureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,
nimustina y ranimustina; antibitticos, tales como los antibidticos de enediina,
calicheamicina, calicheamicina gamma 11 y calicheamicina omega [1; dinemicina,
incluyendo dinemicina A; bisfosfonatos, tal como clodronato; una esperamicina; y
tambien cromoforo de neocarzinostatina y croméforos de antibiéticos de enediina
de cromoproteinas relacionados, aclacinomisinas, actinomicina, antramicina,
azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina,
cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-
norleucina, doxorrubicina ADRIAMYCIN® (incluyendo morfolino-doxorrubicina,
cianomorfolino-doxorrubicina,  2-pirrolino-doxorrubicina y  deoxidoxorrubicina),
epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas tal como
mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina,
porfiromicina, ~ puromicina,  quelamicina,  rodorrubicina,  estreptonigrina,
estreptozocina, tl_Jbercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina; anti-metabolitos
tales como metdtrexato y S-fluorouracilo (5-FU); analogos del acido félico tales
como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina
tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de
pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina,
dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como
calusterona, propionatc de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano,

testolactona; compuestos anti-adrenales tales como aminoglutetimida, mitotano,
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trilostano; reabastecedor de &cido folico tal como &cido frolinico; aceglatona;
glicosido aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo: amsacrina; bestrabucil:
bisantreno; edatraxato; defofamina, demecolcina; diazicuona; elfornitina; acetato
de eliptinio; una epotilona; etoglucid; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano:
lonidamina; maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona;
mitoxantrona;, mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina;
losoxantrona; acido podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; complejo de
polisacarido PSK® (JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxano; rizoxina:
sizofirano;  espirogermanio;  acido  tenuazénico; triazicuona; 2,2'2"-
triclorotrietilaminé; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina
A y anguidina); uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol:
mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabinosida ("Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa;
taxoides, por ejemplo paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology,
Princeton, N.J.), ABRAXANE®, formulaciones de nanoparticulas de la albumina
de paclitaxel (libre de cremofor) (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg,
llinois) y doxetaxel TAXOTERE® (Rhéne-Poulenc Rorer, Antony, Francia):
clorambucil, gemcitabina GEMZAR®; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato:
analogos de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino;
etopésido  (VP-16);  ifosfamida; mitoxantrona:  vincristina;  vinorelbina
NAVELBINE®; novantrona; teniposido; edatrexato; daunomicina: aminopterina;
xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000;
difluorometilornitina (DMFQ); retinoides tal como acido retinoico; capecitabina; y
sales farmacéuticamente aceptables, acidos o derivados de cualquiera de los
anteriores.

Esta terapia de combinacién también incluye: (i) agentes anti-
hormonales que actian regulando o inhibiendo la accion de las hormonas sobre
los tumores, tdlles como anti-estrégenos y moduladores selectivos de los
receptores de estrégenos (SERMSs), incluyendo por ejemplo tamoxifeno
(incluyendo  tamoxifeno NOLVADEX®), raloxifeno, droloxifeno, 4-
hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY117018, onapristona y toremifeno
FARESTON®; (ii) inhibidores de aromatasa que inhiben la enzima aromatasa,
que regula la produccion de estrogenos en fas glandulas adrenales, por ejemplo
4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, acetato de megestrol MEGASE®, exemestano
AROMASIN®, formestano, fadrozol, vorozol RIVISOR®, letrozol FEMARA® y

anastrozol ARIMIDEX®; (iii) anti-androgenos tales como flutamida, nilutamida,
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bicalutamida, leuprolide y goserelina; y también troxacitabina (un analogo citosina
de nucledsido de 1,3-dioxolano); (iv) inhibidores de proteina quinasas: (v)
inhibidores de lipido quinasas; (vi) oligonucledtidos antisentido, particularmente
aquellos que inhiben la expresion de genes en rutas de sefializacién implicadas en
la proliferacion celular aberrante, por ejemplo PKC-aifa, Raf y H-Ras; (vii)
ribozimas tales como un inhibidor de la expresion de VEGF (por ejemplo, la
ribozima ANGIOZYME®) y un inhibidor de la expresion de HER2; (viii) vacunas
tales como vacunas para terapia génica, por ejemplo vacuna ALLOVECTIN®,
vacuna LEUVECTIN® y vacuna VAXID®: PROLEUKIN® rIL-2; inhibidor de
topoisomerasa LURTOTECAN®; ABARELIX® rmRH; (ix) agentes anti-
angiogénicos tales como bevacizumab (AVASTIN®, Genentech); y (x) sales
farmacéuticamente aceptables, acidos o derivados de cualquiera de los anteriores.
La preparacion y los esquemas de dosificacién para estos agentes
quimioterapéuticos pueden usarse de acuerdo con las instrucciones del fabricante
o como determine empiricamente un profesional experto. La preparacion y los
esquemas de dosificaciébn para esta quimioterapia también se describen en
Chemotherapy Service, (1992) Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, Md.
La terapia de combinacién puede proporcionar "sinergia" y demostrar
ser "sinérgica”, o sea el efecto logrado cuando los ingredientes activos se usan
juntos es mayor que la suma de los efectos que resultan de usar los compuestos
por separado. Un efecto sinérgico puede lograrse cuando los ingredientes activos
son: (1) co-formulados y administrados o entregados simultaneamente en una
formulacién de dosificacion unitaria combinada; (2) entregados por alternancia o
en paralelo comgformulaciones separadas; o (3) por algn otro régimen. Cuando

son administrados en terapia de alternancia, puede lograrse un efecto sinérgico

cuando los compuestos son administrados o entregados secuencialmente, por -

ejemplo por diferentes inyecciones en jeringas separadas. En general, durante la
terapia de alternancia, una dosificacién eficaz de cada ingrediente activo es
administrada secuenciaimente, o sea seriadamente, en tanto que en la terapia de
combinacion, dosificaciones eficaces de dos o mas ingredientes activos se
administran juntas.

Articulos de fabricacion y kits
Otra modalidad de la invencion es un articulo de fabricacién que
contiene materiales utiles para el tratamiento de canceres. El articulo de

fabricacion comprende un contenedor y una etiqueta o inserto del envase encima
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de, o asociado con, el contenedor. Los contenedores adecuados incluyen, por
ejemplo, botellas, frascos, jeringas, etc. Los contenedores pueden estar formados
de una variedad de materiales tales como vidrio o plastico. El contenedor contiene
una composicion gue es eficaz para tratar la condicion, y puede tener un orificio de
acceso estéril (Bor ejemplo, el contenedor puede ser una bolsa para solucién
intravenosa o un frasco que tiene un tapén perforable por una aguja de inyeccion
hipodérmica). Al menos un agente activo en la composicion es un anticuerpo
multiespecifico o fragmento de anticuerpo de ia invencién. La etiqueta o inserto
del envase indica que la composicion se usa para tratar la condicion patticular. La
etiqueta o inserto del envase comprendera ademas instrucciones para administrar
la composicion de anticuerpo al paciente. También se contemplan articuios de
fabricacion y kits que comprenden las terapias de combinacion descritas aqui.

Inserto del envase se refiere a las instrucciones habitualmente
incluidas en envases comerciales de productos terapeuticos, que contienen
informacién acerca de las indicaciones, uso, dosificaciébn, administracién,
contraindicaciones y/o advertencias referentes al uso de estos productos
terapéuticos. En una modalidad, el inserto del envase indica que la composicion
S€ usa para tratar un tumor sdlido, por ejemplo cancer colorrectal, de pulmén y/o
de mama.

Adicionalmente, el articulo de fabricacién puede comprender ademas
un segundo contenedor que comprende un tampon farmacéuticamente aceptable,
tal como agua pa'ra inyeccion bacteriostatica (BWF1), suero fisiologico tamponado
con fosfato, solucién de Ringer y solucion de dextrosa. Puede incluir ademas
otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario,
incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

También se proporcionan kits que son Utiles para diversos propositos, por
ejemplo para la purificacién o inmunoprecipitacion de receptores HER desde
células. Para el aislamiento y purificacion de EGFR y/o HER2 y/o HER3 y/o
HER4, el kit puede contener un anticuerpo contra EGFR/HER2 ylo EGFR/MHER3
y/o EGFR/HER4 acoplado a perlas (por ejemplo, perlas de SEPHAROSE®).
Pueden proporcionarse kits que contienen los anticuerpos para la deteccion y
cuantificacion del receptor HER deseado in vitro, por ejemplo, en un ensayo ELISA
o de inmunotransferencia "Western blot". Al igual que el articulo de fabricacion, el
kit comprende un contenedor y una etiqueta o inserto del envase encima de, o
asociado con, el contenedor. El contenedor contiene una composicion que

comprende al menos un anticuerpo multiespecifico o fragmento de anticuerpo de
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la invencion.  Pueden incluirse contenedores adicionales que contienen, por
ejemplo, diluyentes y tampones o anticuerpos de control. La etiqueta o inserto de!
envase puede proporcionar una descripcién de la composicién y también
instrucciones para el uso /n vitro o de diagnostico previsto.

La descripcidn escrita que antecede se considera suficiente para
permitir que un experto en el arte lieve a la practica la invencion. Los siguientes
Ejemplos se dan soélo para propésitos ilustrativos, y no estan destinados a limitar el
alcance de la presente invencidn de ninguna manera. De hecho, diversas
modificaciones de la invencion, ademas de las mostradas y descritas aqui, seran
evidentes para los expertos en el arte a partir de la descripcién que antecede y
caen dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Los reactivos disponibles en el comercio mencionados en los
Ejemplos se usaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante, a menos que
se indique otra cosa. La fuente de las células identificadas en los Ejemplos
siguientes, y a través de toda la memoria, por los nimeros de acceso de ATCC,
es la American Type Culture Collection, Manassas, VA. A menos que se sefiale
otra cosa, la presente invencion usa procedimientos estandar de tecnologia de
ADN recombinante, tales como los descritos mas arriba y en los siguientes textos:

Sambrook et al.,-supra; Ausubel et al, Current Protocols in Molecular Biology

(Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y., 1989); Innis ef al,
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Academic Press, Inc.: N.Y.,

1990); Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press:
Cold Spring Harbor, 1988); Gait, QOligonucleotide Synthesis (IRL Press: Oxford,
1984); Freshney, Animal Cell Culture, 1987; Coligan et al, Current Protocols in

Immunology, 1991.

EJEMPLOS

Eiemplo 1
Aislamiento y caracterizacién de anticuerpos gue se unen a EGFR humano

Materiales

Las enzimas y los fagos auxiliares M13-KO7 se compraron a New
England Biolabs. E. coli XL1-Blue era de Stratagene. Albumina de suero de
bovino (BSA), ovoalbumina y Tween 20 se compraron a Sigma. Neutravidina,

caseina y Superblock se compraron a Pierce. Peroxidasa de rabano picante
’
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(HRP) conjugada con anti-M13 se compré a Amersham Pharmacia. Las
inmunoplacas Maxisorp se compraron a NUNC (Roskilde, Dinamarca). El sustrato
tetrametilbenzidina (TMB) se compré a Kirkegaard and Perry Laboratories
(Gaithersburg, MD).

Construccion de bibliotecas

Las bibliotecas de anticuerpos exhibidos en fagos fueron generadas
en base a un armazdn de anticuerpo humano proveniente de 4D5 humanizado
(h4D5, trastuzumab), donde la diversidad de cadenas laterales y de longitud fue
incorporada en regiones determinantes de complementariedad de la cadena
pesada (CDR1, CDR2, CDR3) en la primera biblioteca (Biblioteca 1), y en CDRs
de la cadena pesada y CDR3 de la cadena liviana en la segunda biblioteca
(Biblioteca 2), siempre focalizando en la diversificacién en la cadena pesada como
se ha descrito (Lee et al,, J. Mol. Biol. 340: 1073-1093 (2004)). Las bibliotecas se
construyeron como se ha descrito (Lee et al., J. Mol. Biol. 340: 1073-1093 (2004)),

excepto que los oligonucleotidos degenerados usados fueron modificados en
forma modesta.

Clasificacion de las dos bibliotecas

La Biblioteca 1 y la Biblioteca 2 fueron sometidas directamente a
seleccidon por unién a un blanco (hREGFR-ECD-Fc (dominio extracelular de EGFR
humano fusionado a una region Fc de IgG1 humana) y EGFRUVIli-Fc). La proteina
EGFRVIII-Fc es una variante de EGFR donde falta la mayor parte del dominio Il
(E1-P353 (no incluyendo el péptido de sedal)) fusionado a una regiébn Fc de
higG1. Vease Kuan, C-T, ef al., Endocrine-Related Canc. 8: 83-96 (2001); Bigner,
S H, et al, Cancer Research, 50: 8017-8022 (1990). Placas de 96 pocillos
Maxisorp de Nunc fueron recubiertas con 100 plipocillo del antigeno blanco
(hEGFR-ECD-Fc, EGFRVIII-Fe) (5ug/ml) en PBS (tampén de carbonato de sodio
0,05 M, pH 9,6) a 4°C durante la noche o a temperatura ambiente durante 2 horas.
Las placas fueron bloqueadas con agentes bloqueadores alternados. Soluciones
de fagos de 10" fagos/ml (3-5 OD/ml) fueron incubadas con los antigenos
aplicados como recubrimiento por 18 horas en la primera ronda de seleccion. La
entrada de fagos fue disminuyendo en cada ronda de seleccidon, como sigue;
primera ronda 35 OD/ml, segunda ronda 3 OD/ml, tercera ronda 0.5~1 OD/ml y
cuarta ronda 0,1~0,5 OD/ml. Los fagos diluidos fueron incubados por 30 minutos

en higlo. Se afiadid 1 uM de una proteina de fusion a F¢ a los fagos bloqueados
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desde la tercera ronda para remover los elementos de unién ("binders") a Fc.
Después de la incubacion de las soluciones de fagos (100 ul/pocillo en 8 pocillos
recubiertos con antigeno blanco y 2 pocillos no recubiertos) en las inmunoplacas
para permitir la unién al antigeno inmovilizado (durante la noche para la primera
ronda, 2 horas para las rondas restantes), las inmunoplacas se lavaron al menos
diez veces continuamente con PBS y 0,05% de Tween 20. Los fagos unidos
fueron eluidos con 100 pl/pocillo de HCI 100 mM a temperatura ambiente por 20
minutos. Los fagos eluidos (de los pocillos recubiertos) y los fagos de fondo (de

los pocillos no recubiertos) fueron neutralizados afiadiendo 1/10 del volumen de

Tris 1M de pH 11,0 y BSA hasta un 0,1% final. Se calculd la recuperacion de
fagos por cada pocillo de inmunoplaca recubierto con antigeno y se comparé con
la de un pocillo blogueado no recubierto con antigeno, para estudiar el
enriquecimiento de clones de fagos que exhibian Fabs que se unieron
especificamente-al antigeno blanco. Los fagos eluidos fueron amplificados en E.
coli y usados para rondas de seleccion posteriores.

Caracterizacion de alto rendimiento de clones que se unen a hEGFR

Clones aleatorios de la ronda 4 fueron seleccionados para sondeo y
sometidos a un ensayo ELISA para fagos, en el cual la unién al blanco y a anti-gD
fue comparada con la unién a proteinas no relevantes (BSA, HER2, un anticuerpo
anti-EGFR, trastuzumab).

Inmunoplacas con formato de 384 pocilios fueron recubiertas con 1
ng/m! de blanco, anti-gD y proteinas no relevantes a 4°C durante la noche o a
temperatura ambiente por 2 horas, y bloqueadas por 1 hora con BSA al 1% en
PBS. Clones de fagomidios en E. coli XL1-Blue fueron cultivados en 150 pl de
caldo 2YT suplementado con carbenicilina y fagos auxiliares M13-KO7; los
cultivos crecieron con agitacion durante la noche a 37°C en un formato de 95
pocillos. Los sobrenadantes de los cultivos que contenian fagos fueron diluidos
cinco veces en PBST (PBS con 0,05% de Tween 20 y 0,5% (p/v) de BSA). Se
agregaron 30 pl de mezcla a cada cuadrante de una placa recubierta de 384
pocillos y se incybd a temperatura ambiente por 1 hora. La placa fue lavada con
PBT (PBS con 0,05% de Tween 20) e incubada por 30 minutos con un conjugado
de peroxidasa de rabano picante y anticuerpo anti-M13 diluido 5.000 veces hasta
1 nM en PBST. Las placas fueron lavadas, desarrolladas con sustrato TMB por
aproximadamente cinco minutos, extinguidas con H;PO; 10 M y leidas
espectrofotométricamente a 450 nm.
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Los clones que se unieron al anticuerpo anti-gD y al blanco, pero no
a las proteinas no especificas, fueron considerados como positivos especificos.
La biblioteca de VH permitié el aislamiento de elementos de unién ("binders")
especificos para ambos EGFR-ECD-Fc y EGFRvIII-Fc.

ELISA de competencia de union en solucién

La afinidad de unién de clones de unién seleccionados fue
determinada por un ensayo ELISA de competencia de union en solucion.

Clones de fagomidios seleccionados en E. cofi XL1-Blue fueron
cultivados en 20 ml de caldo 2YT suplementado con carbenicilina, kanamicina y
fagos auxiliares 9/113-?(07; los cultivos crecieron con agitacion durante la noche a
30°C. Los sobrenadantes de los fagos fueron purificados por doble precipitacion
en PEG al 20%/NaCl 2,5 M, resuspendidos en PBS y leidos
espectrofotométricamente a 268 nm para determinar la concentracién (en OD/ml).

Los fagos purificados fueron titulados en inmunoplacas recubiertas
con 1 pg/ml de hEGFR-ECD-Fc, para determinar la concentracion Optima para el
ensayo ELISA de competencia en solucién.

La dilucion que dio una sefial de 1 OD/ml a 450 nm fue usada en el
ensayo de union en solucion, en el cual los fagos fueron incubados primero con
concentraciones crecientes de antigeno (hEGFR-ECD) por una hora, y después
transferidos a inmunoplacas recubiertas con antigeno por 15 minutos para
capturar los fagos no unidos. La ICs, fue calculada como la concentracién de
antigeno en la etapa de unién en solucion que inhibia al 50% de los fagos de
unirse al antigeno inmovilizado. El ensayo ELISA de competencia de unién en
solucién se efectud a temperatura ambiente. Los valores de ICso para clones
seleccionados estaban en el rango de 36,2 nM a > 1.000 nM.

Conversion de fagos que exhiben F(ab)zip en lgG humana

Pafa determinar con exactitud la afinidad, especificidad y otras
propiedades, clones seleccionados fueron expresados como higG libre.

Los dominios variables de cadena liviana y cadena pesada fueron
clonados en vectores previamente disefiados para la expresién transitoria de IgG
humana en células de mamifero. (Lee et al, J. Mol. Biol. 23:340:1073-1093
(2004)).
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La region Vi del ADN fagomidial fue digerida con enzimas de
restriccion, que cortaron el ADN aguas arriba de la regién que codifica CDR L1
(EcoRV) y aguas abajo de |a region que codifica CDR L3 (Kpnl).

La regién Vy del ADN fagomidial fue digefida con enzimas de
restriccion, que cortaron el ADN aguas arriba de la regién que codifica CDR H1
(Apal) y aguas abajo de la region que codifica CDR H3 (Bsiwl).

La IgG libre secretada fue purificada por cromatografia de afinidad

con proteina A y analizada en un ensayc ELISA de unién directa en inmunoplacas
recubiertas con KEGFR.

Comparacion de epitopos anti-hEGFR

Se estudio la capacidad de los anticuerpos anti-EGFR aislados para
competir con otro anticuerpo anti-hEGFR que se sabe que se une al dominio Il de
EGFR, con el fin de determinar los epitopos reconocidos por los anticuerpos anti-
hEGFR.

Los ensayos se efectuaron en un formato de ELISA competitivo.
Para el ELISA competitivo, EGFR-ECD-F¢ fue inmovilizado en inmunoplacas
Maxisorp @ 2 pg/ml. Una concentracion fija del anticuerpo anti-EGFR (o un
anticuerpo inespecifico de control) fue capturada por el EGFR-ECD-Fc aplicado
como recubrimiento, y se agregaron los Fabs en fagos anti-EGFR seleccionados
purificados, que fueron detectados con HRP conjugada con o-M13. Es probable
que los anticuerpos que fueron bloqueados de unirse a las placas recubiertas con
EGFR-ECD-Fc compartan epitopos superpuestos.

Para el ELISA competitivo éon TGF-o, EGFR-ECD-F¢ fue capturado
primero por anticuerpo anti-Fc humano aplicado como recubrimiento, enseguida
una concentracién fiia de TGF-a fue capturada por EGFR-ECD-Fc. Se agregaron
los Fabs en fagos purificados, que fueron detectados con HRP conjugada con a-
M13.

Finalmente, se determiné la unién de clones seleccionados a
construcciones con dominios de EGFR expuestos y delecionados, para confirmar
el ELISA competitivo anterior. El clon denominado D1 compite con el anticuerpo
anti-EGFR y es probable que se una a EGFR en el dominio lll.

198



111

Ejemplo 2
Caracterizacion de anticuerpos contra el receptor del factor de crecimiento

epidérmico humano

Inhibicidn de la unién del ligando

Cor’el fin de determinar si el anticuerpo anti-EGFR seleccionado D1
inhibe la union de "°I-EGF a células H1666 (ATCC CRL-5885, Manassas, Va ), la
version de IgG purificada de D1 fue analizada en un ensayo de union del ligando,
como sigue. Células H1666 fueron sembradas en placas de 12 pocillos. Al dia
siguiente, el medio de crecimiento fue removido y las células fueron pretratadas
con anticuerpo 200 nM por 2 horas a temperatura ambiente. Se agregaron 20
ul/pocillo de EGF radiomarcado (conc. de uso por debajo de la Kd de la linea
celular} y las células fueron tratadas durante 2 horas mas a temperatura ambiente.
Las celulas fueron lavadas con tampén de unién, solubilizadas y transferidas, y las
muestras fueron contadas usando un contador iso Data y. Se us6 EGF no
marcado como competidor frio. Los resultados demuestran que D1 inhibe la union
del ligando '®I-EGF a las células H1666.

Inhibicién de la fosforilacién de EGFR inducida por TGF-« en células EGFR-NR6

transfectadas en forma estable

Para determinar si el anticuerpo anti-EGFR D1 bloguea
selectivamente la fosforilacion de EGFR inducida por TGF-a, células EGFR-NR6
transfectadas en,forma estable fueron sometidas a ayuno de suero por 2-3 horas y
pre-incubadas con diversas concentraciones de D1 por 2 horas. Las células
fueron estimuladas con TGF-a. 1 nM. Lisados de células enteras fueron sometidos
a analisis por SDS-PAGE, y las manchas de la inmunotransferencia fueron
sondeadas con anti-fosfotirosina y anti-EGFR como un control de carga. Un
anticuerpo anti-EGFR disponibie en el comercio fue usado como controi positivo.
Los datos demostraron que D1 inhibe la fosforilacién de EGFR inducida por TGF-a

en un ensayo basado en células.
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Ejemplo 3
Maduracion de la afinidad de D1

,:
Construccion de bibliotecas

Se crearon dos bibliotecas exhibidas en fagos (bibliotecas L3/H3 y
L3/H1H2) usando mutagénesis dirigida por oligonucleétidos, como se ha descrito
(Lee et al., Blood, 108, 3103-3111, 2006). Los vectores molde de las bibliotecas
contenian un codon de detencion (TAA) incorporado en CDR-L3, que fue reparado
durante la reaccién de mutagénesis usando oligonucledtidos degenerados que se
alinearon sobre las secuencias que codifican CDR-L3 (todas las bibliotecas), CDR-
H3 (biblioteca L3/H3), CDR-H2 y CDR H1 (biblioteca LL.3/H1H2). Las reacciones
de mutagénesis de las bibliotecas se efectuaron de acuerdo con el método de
Kunkel et al. (Methods Enzymol. 1987:154:367-82). Los oligonucledtidos se
combinaron en diferentes proporciones para afinar la diversidad, para reflejar la
frecuencia de los amino 4&cidos en el repertorio natural en posiciones
Seleccionadas. Los productos de la mutagénesis fueron acumulados en una
reaccion por cada biblioteca y electroporados en células E. coli $8320, y se
cultivaron suplementados con fagos auxiliares KO7 como se ha descrito (Lee et
al., 2004, supra).

Clasificacion v sér.?deo de las bibliotecas

Para la seleccion de aumento de afinidad, las bibliotecas en fagos
fueron sometidas a clasificacion en placas contra hEGFR-ECD-Fc en la primera
ronda, seguida por tres rondas de clasificacién en solucion.

Se efectuaron tres rondas de clasificacion en solucion con
rigurosidad creciente de la seleccion. Las inmunoplacas fueron recubiertas con 5
Hg/ml de neutravidina durante la noche a 4°C y blogqueadas con Superblock
(Pierce) y PBST. 3-5 OD/ml de fagos propagados fueron pre-incubados con 100
nM de EGFR-ECD biotinilado en Superblock, después diluidos 10x y agregados a
las inmunoplacas bloqueadas por 5-10 minutos. Las placas fueron lavadas 8
veces, los fagos fueron eluidos y propagados para la siguiente ronda de
clasificacion en solucion, disminuyendo la entrada de fagos (0,5 OD/ml) y la
concentracion de EGFR-ECD biotinilado hasta 1 nM.
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ELISA de sondéo de afinidad de alto rendimiento {competencia de una sola

mancha)

Se eligieron clones aleatorios de la Gltima ronda de clasificacion en
solucion para el sondeo, y se sometieron a un ensayo ELISA de competencia para
fagos de un solo punto, en el cual se compara la unidn al blanco del sobrenadante
de fagos pre-incubado (o no) con hEGFR-ECD.

Clones de fagomidios en E. coli XL1-Blue fueron cultivados en 150 i
de caldo 2YT suplementado con carbenicilina y fagos auxiliares M13-KO7; los
cultivos crecieron con agitacion durante la noche a 37°C en un formato de 96
pocillos. Los sobrenadantes de los cultivos que contenian fagos fueron diluidos
cinco veces en PBST (PBS con 0,05% de Tween 20 y 0,5% (p/v) de BSA) con o
sin EGFR-ECD 5 nM. La reduccién de OD (%) se calculd mediante la siguiente
ecuacion;

Reduccion de ODasonm (%) = (OD4sonm de pocillos con competidor) /
(OD4sonm de pocillo sin competidor)*100

Los clones con una reduccion de OD mayor que 25% fueron
seleccionados para el ensayo ELISA de competencia de unién en solucién.

y

ELISA de competencia de unién en solucion

La afinidad de unién de clones de unién seleccionados por ELISA de
una sola mancha fue determinada por un ensayo ELISA de competencia de unién
en solucién, como se describid mas arriba.

lLa IC50 en fago de un clon seleccionado de la maduracidn de la
afinidad del clon parental D1 (D1.5) se determind como se describié mas arriba.
La IC50 para D1.5 fue de 0,39 nM. D1.5 fue reformateado a mIgG2A para su
caracterizacion posterior, usando el mismo sitio de restriccion descrito mas arriba
y vectores disefiados para la expresion transitoria de IgG de murino en células de
mamifero.

Ejemplo 4
Caracterizacién de anticuerpos anti-EGFR mejorados como migG libre

Medicién por BlAcore

Se usaron ensayos de resonancia de plasmén de superficie en un

instrumento BlAcore®-2000 para determinar la afinidad de migG2A anti-EGFR.
’

migG D1.5 inmovilizado en chips CM5 a ~150 unidades de respuesta (RU) fue
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usado en los ensayos BlAcore. Concentraciones crecientes desde 12,5 nM hasta
200 nM de EGFR-ECD fueron inyectadas a 30 pl/min a 25°C. Las respuestas de
union fueron corregidas restando el RU de una celda de flujo de blanco. Para el
analisis cinético, se us6 el modelo 1:1 de Langmuir de ajuste si.multéneo de Kon ¥
Kott. La KD determinada por este método para D1.5 fue de 1,2 nM.

Mapeo de epitopos

Se evalud la unidon de clones seleccionados a construcciones con
dominios de EGFR expuestos y delecionados, para confirmar el epitopo de unién
heredado de los clones parentales. D1.5, el clon con afinidad mejorada
seleccionado de la clasificacion de D1, se une a EGFR en el dominio Il1.

Inhibicién de la fosforlacion de EGFR inducida por TGF-o en células EGFR-NR6

D1.5 fue analizado para determinar si -inhibia la fosforilacion de
EGFR inducida ,por TGF-o con mayor potencia en comparacion con el clon
parental. Los anticuerpos fueron probados en células EGFR-NRG y el ensayo se
efectué como se describié mas arriba en el Ejemplo 2. Un anticuerpo anti-EGFR
disponible en el comercio fue usado como control positivo.

Los resultados demuestran que D1.5 mostrd una mayor inhibicion de

la fosforilacion de EGFR inducida por el ligando, comparado con el clon parental
D1.

inhibicién de la proliferacion celular en células H1666

Se efectud un ensayo para determinar si D1.5 inhibe la proliferacién
celular de una linea celular de cancer NSCLC, H1666, que expresa EGFR, HER?
y HER3 a niveles moderados. Células H1666 (ATCC CRL-5885, Manassas, Va.)
fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 5.000 células. Al
dia siguiente, las células fueron tratadas simultaneamente con diversas
concentraciones de anticuerpo (hasta 50 ug/ml) en un medio que contenia 1% de
suero. Después de 3 dias, se agregd Azul Alamar y la fluorescencia se detectd
usando un fluorémetro. Los resultados se expresaron en RFUs.

Los resultados demuestran que D1.5 mostré una mayor inhibicién del
crecimiento celurar que D1.
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Estudic de xenoinjerto de A431

Un modelo de xenoinjerto de A431 fue usado para validar la eficacia
in vivo del anticuerpo anti-EGFR con afinidad madurada D1.5. Las células A431
son amplificadas en EGFR y responden muy bien a agentes anti-EGFR. EI
estudio se efectud en ratones nu/un y un anticuerpo anti-EGFR disponible en el
comercio fue usado como referencia.

En un primer paso, la reactividad cruzada de D1.5 con EGFR de
murino fue evaluada en un ensayo ELISA competitivo. Inmunoplacas fueron
recubiertas con hEGFR-ECD-F¢. Diluciones seriadas de mEGFR-ECD-Fc fueron
incubadas con una concentracion fija de D1.5. Los resultados indican que D1.5
reaccion¢ en forma cruzada con EGFR de murino. Para determinar la dosificacion
necesaria para el estudio de eficacia in vivo, D1.5 se inyecté primero en una dosis
anica (50 mglkgfi( las concentraciones de IgG en el suero se midieron por ELISA.
D1.5 fue eliminado mas rapido y se vieron concentraciones en disminucion
despues de siete dias post-inyeccion. El estudio de eficacia (modelo de
xenoinjerto de A431) reveld que D1.5 inhibidé completamente el crecimiento del
tumor. D1.5 fue tan eficaz como el anticuerpo anti-EGFR a 50 mg/kg. Su potencia
reducida en el grupo con dosis mas baja (25 mg/kg) se debié a la eliminacién mas
rapida del anticuerpo. (Figura 1).

Ejemplo 5
Diserio de bibliotecas de cadena liviana y sondeo para anticuerpos biespecificos

Disefio y construccion de las bibliotecas

Se disefaron bibliotecas basadas en un molde de D15 para
diversificar la composicién de amino acidos y la longitud de las CDRs de la cadena
liviana del anticuerpo. Un subconjunto de las posiciones aleatorizadas fueron
hechas a medida para representar amino acidos que son parte del repertorio
natural en estos sitios, en tanto que los sitios restantes fueron aleatorizados para
incluir el total dg’los 20 amino acidos que existen en la naturaleza. Ademas,
posiciones aleatorizadas en CDR L3 fueron hechas a medida y sesgadas hacia la
secuencia nativa del molde, porque esta CDR se considera importante para la
unidén de D1.5. Para CDR L1, cada longitud era una mezcla de tres
oligonucledtidos que contenian codones para las posiciones 28-33. Para una
L1 mas larga, NNK fue insertado entre las poéiciones 30y 31.
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Posiciones 28 29 30 3 32 33
CDR-L1 G70A70C76  RTT NNK NNK TAC STA
G70A70C7oc  RTT NNK NNK DGG STA
G70A70C70 RTT NNK NNK NMT STA

Para CDR L2, cuatro oligonucledtidos fueron mezclados 1:1:2:10.
50 51 52 53
CDR-L2 NKK GST TCC NNK
TGG GST TCC NNK
KG3 GST TCC TMT
NKK GST TCC TMT

N=A/C/GIT, D=AJGIT, V=A/CIG, B=CIG/T, H=A/C/T, K=G/T, M=A/C, R=A/G,
S=G/C, W=A/T, Y=C/T.

* G7oA70C70 permite que el 70% del nucledtido designado y el 10% de cada uno de
los otros tres codifiquen aproximadamente 50% de Glu y 50% de los otros amino
acidos. Véase la publicacion de patente norteamericana US N°® 2008/0069820 y
Bostrom, J. et al., Science 323:1610-1614 (2009).

La diversidad para CDR L3 es derivada de la mezcla de los
siguientes oligonucleétidos. Oligonucledtidos de CDR_L3de D1.5
F693 ACTTATTAC TGT CAG CAA 878 NNK 776 RST CCT TAC ACG TTC GGA
(SEQ ID: 70)
F694 ACTTATTAC TGT CAG CAA 878 TAC 776 RST CCT TAC ACG TTC GGA
(SEQID: 71)
F695 ACTTATTAC TGT CAG CAA DGG NNK 776 577 CCT TAC ACG TTC GGA
(SEQ ID: 72)
F696 ACTTATTAC TGT CAG CAA KMT NNK 776 577 CCT TAC ACG TTC GGA
(SEQ ID: 73)
F697 ACTTATTAC TGT CAG CAA 878 NNK 776 NNK CCT TAC ACG TTC GGA
(SEQ ID: 74)
F698 ACTTATTAC TGT CAG CAA DGG NNK NNK RST CCT TAC ACG TTC
GGA (SEQID: 75)
F699 ACTTATTAC TGT CAG CAA KMT NNK NNK RST CCT TAC ACG TTC GGA
(SEQ ID: 76)
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2=70% de A, 6=70% de G, 7=70% de C, 8=70% de T (10% para el resto de tres
nucledtidos)

En todas las bibliotecas, la cadena pesada se mantuvo constante
con la secuencia del clon parental. Todos los moldes de la biblioteca contenian un
codon de detencidn incorporado en CDR L1, impidiendo Ila presencia de la
cadena liviana dgl molde entre los miembros de la biblioteca de anticuerpos
exhibidos en fagas.

Se construyeron bibliotecas por un método de mutagénesis
(mutagénesis de Kunkel) usando el ADN molde de una sola hebra que contenia el
codon de detencion para alinear con los conjuntos de oligonucledtidos para tres
CDRs, L1, L2 y L3, simultaneamente. ADN de las bibliotecas proveniente de la
mutagénesis fue transformado en la cepa de células bacterianas SS320 por
electroporacién, y se cultivd con fagos auxiliares KO7. Colonias individuales de
las bibliotecas construidas fueron evaluadas en cuanto a niveles de exhibicién
mediante la deteccion del marcador gD en el termina! C de la cadena liviana, y en
cuanto a la retencion de la union al antigeno primario (EGFR) en un formato
ELISA de una sola mancha. Un promedio de 35% de las colonias individuales
evaluadas de las bibliotecas de D1.5 presentan un alto nivel de exhibicién y
retuvieron la propiedad de unién a EGFR.

Clasificacién y sondeo de las bibliotecas para el aislamiento de clones con

especificidad doble

Las bibliotecas fueron sometidas a una ronda inicial de seleccion por
union con anticue'rpo anti-gD como el blanco de captura, para eliminar los clones
en los cuales el gen de Fab habia sido delecionado o no estaba expresado, y
seleccion por unién con hEGFR-ECD-Fc, seguido por 4 rondas de seleccion con
antigeno en placa (HER2-ECD, HER2-ECD-Fc, HER2-IIlII-F¢, HER3-ECD-Fc,
HER4-ECD-Fc (en todos los casos, el Fc en las construcciones de fusién es el
fragmento que se une al complemento de higG1). Alternativamente, fueron
sometidas directamente a seleccion por unién al blanco sin pre-seleccion con anti-
gD y hEGFR-ECD-Fc.

Cada ronda de seleccion en placa se efectué como se describid
anteriormente en el Ejemplo 3. Clones aleatorios de las rondas 3 y 4 fueron
seleccionados para sondeo y sometidos a un ensayo ELISA para fagos, en el cual

la unidn al blanco y a anti-gD fue comparada con la unién a una proteina no
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relevante (BSA) para comprobar unién no especifica. Los clones que se unieron
al anticuerpo anti-gD y al blanco, pero no a los controles de proteinas que no eran
blanco (tales como albumina de suero de bovino, otras IgGs), fueron considerados
como positivos especificos.

Las"regiones del dominio variable de la cadena liviana de los clones
positivos fueron amplificadas por PCR y secuenciadas. El analisis de la secuencia
de ADN de los clones de union ("binders") positivos especificos reveld 1 clon de
union singular para ambos EGFR y HER2 (D1.5-201 (SEQ ID NO: 36)), 7 clones
de unidn singulares para ambos EGFR y HER3 (D1.5-100 (SEQ ID NO: 40), D1.5-
103 (SEQ ID NO: 41), D1.5-113 (SEQ ID NO: 42), D1.5-115 (SEQ ID NO: 43),
D01.5-116 (SEQ ID NO: 44), D1.5-121 (SEQ ID NO: 45), D1.5-122 (SEQ ID NO;
46)), 1 clon de unién singular para ambos EGFR y HER4 (D1.5-400, (SEQ ID NO:;
39)).

Ocho de los nueve clones biespecificos retuvieron la prolina en la
posicion 93 en HVR L3. Debido a que la adopcion de prolina en esta posicidn (con
tirosina en la posicién 96) aumenté dramaticamente la afinidad de D1.5 por EGFR
en comparacion con su clon parental D1, es probable que sea un contribuyente en
la retencién de la unién a EGFR.

Evaluacién de la especificidad de los clones en fagos hEGFR/HER?2,
hEGFR/HERS3, hEGFR/HER4 biespecificos

Pa;a determinar si los nueve clones con actividades dobles eran

especificos para sus blancos cognados, se evalud su unidn a un panei de
antigenos en un formato ELISA en placa directa.

2 ng/ml de varias proteinas fueron aplicados como recubrimiento en
inmunoplacas durante la noche a 4°C. Las placas fueron bloqueadas con BSA al
1% en PBST, y una dilucién del sobrenadante de los Fabs en fagos cultivados
como se describi6 en el Ejemplo 1 fue aplicada a la placa por 30 minutos.

Las placas se lavaron y las sefales de unién se registraron y
analizaron como se describid en el Ejemplo 1. Los resultados indican que todos
los clones con especificidades dobles eran especificos para sus blancos
cognados. El clon D1.54 y el clon parental D1.5 se usaron como controles.
(Figura 2).
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Ejemplo 6
Caracterizagion de anticuerpos con especificidad doble como migG libre

Todos los clones con especificidad doble fueron reformateados a
mIgG2A para su caracterizacién posterior, usando el mismo sitio de restriccion
descrito mas arriba y vectores disefiados previamente para la expresion transitoria
de IgG de murino en células de mamifero.

Inhibicion de la fosforilacién de EGFR inducida por TGF-a en células EGFR-NR6

Para determinar si los siete anticuerpos con especificidad doble
seleccionados bloquean la fosforilacion de EGFR inducida por TGF-a, células
EGFR-NR®S transfectadas en forma estable fueron tratadas como se describid en
el Ejemplo 2. Los datos en la Figura 3 demuestran que los anticuerpos
EGFR/HER3 y EGFR/HER?2 inhibieron la fosforilacién de EGFR inducida por TGF-
a a alta concentracion. Un anticuerpo anti-EGFR disponible en el comercio fue
usado como control positivo.

Un estudio de dosis respuesta en los clones D1.5-100 y D1.5-103
mostré que el clon D1.5-100 perdi¢ la alta potencia de su clon parental (D1 .5) para
inhibir la fosforilacion de EGFR. Sin embargo, D1.5-103 tuvo una potencia similar
a D1.5 en este e;lsayo.

Inhibicion de la unién de herregulina a HER3 por anticuerpos anti-EGFR/HER3
Para determinar si los anticuerpos anti-EGFR/HER3 seleccionados
podian inhibir la uniéon de herregulina a la proteina HER3-ECD-Fc, IgGs

purificadas fueron analizadas en un ensayo de unién con ligando radiomarcado.
Se efectuaron ensayos de unién en pocillos desmontables de Nunc.
Las placas fueron recubiertas a 4°C durante la noche con 100 Ol de 5 mg/ml de Ab
anti-humano de cabra en tampén de carbonato 50 mM (pH 9,6). Las placas fueron
enjuagadas dos veces con tampon de lavado (PBS/0,005% de Tween 20) y
bloqueadas con 100 OI de BSA al 1%/PBS por 30 minutos. El tampén fue
removido y cada pocillo fue incubado con 200 ng de HER3-ECD-Fc en BSA al
1%/PBS por 1,5 horas. Las placas fueron enjuagadas tres veces con tampoén de
lavado y los anticuerpos en BSA al 1%/PBS fueron pre-unidos a HER3-1gG a 4°C
durante la noche. Se agregd '®I-HRG vy las placas fueron incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente. Las placas fueron enjuagadas tres veces y los pocillos

individuales fueron contados usando un contador Iso Data O0Serie 100, (Figura
’
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’

4). Los resultados demuestran que los siete anticuerpos con especificidad doble
para EGFR y HER3 pueden inhibir la unién de herregulina a HER3-ECD-Fc.

Inhibicion de la unién de herrequlina a HER4 por un anticuerpo anti-EGFR/HER4

Para determinar si el anticuerpo anti-EGFR/HER4 seleccionado,
D1.5-400, podia inhibir la union de herregulina a HER4-ECD-Fc¢, se efectud un
ensayo de union al ligando como el descrito mas arriba. Se usaron 25 ng de
HER4-ECD-Fc en lugar de HER3-ECD-Fc. Los resultados demuestran que D1.5-
400 inhibi6 la union de herregulina a HERA4.

Inhibicién de la_fosforilacion de HER2/HER3 inducida por herregulina en células
MCF7

Para determinar si los siete anticuerpos seleccionados con
especificidad doble para EGFR y HER3 podian inhibir la fosforilacién de
HER2/HERS inducida por herregulina en células MCF7, ellos fueron analizados en
un ensayo de fosforilacion del receptor: células MCF7 (ATCC HTB 22, Manassas,
Va.) fueron sembradas en placas de 12 pocillos. Después de un ayuno de suero,
las células fueron incubadas con los anticuerpos indicados (75 pg/ml o 150 pg/ml)
por 2 horas. Las células fueron estimuladas con HRG 0,5 nM por 8 minutos y los
lisados celulares totales fueron corridos en SDS-PAGE, y las manchas de
inmunotransferencia "Western blot" fueron sondeadas con anti-fosfo-HER3, anti-
pTyr o anti-tubulina como control de carga. (Figura 5). Los resultados demuestran
que todos los anticuerpos anti-EGFR/HER3 inhibieron la fosforilacion de
HERZ2/HERS3 inducida por hefregulina a alta concentracion. Pertuzumab (Pmab)
fue usado como control positivo.

Inhibicién de la proliferacién de céluias MDA-175

Para determinar el potencial inhibidor del crecimiento de ios
anticuerpos anti-EGFR/HER3 en el crecimiento celular impulsado por HRG,
células MDA-175 (ATCC HTB 25, Manassas, Va.) (20.000 células/pocillo) fueron
sembradas en placas de 96 pocillos. Al dia siguiente, las células fueron tratadas
simultdneamente con diversas concentraciones de anticuerpo (hasta 50 ug/ml) en
un medio que contenia 1% de suero. Después de 4 dias o 5 dias, se agrego Azul
Alamar y la fluogescencia se detectd usando un fluorémetro. Los resultados se
expresaron en RFUs. Se eligieron células MDA-175 debido a que su crecimiento

es el resultado de una estimulacién autocrina por HRG. El anticuerpo anti-
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EGFR/HER3 D1.5-100 y el clon D1.5-122 mostraron inhibicién del crecimiento de
las células MDA-175. Pertuzumab (Pmab) fue usado como control positivo.
(Figura 6).

Ejemplo 7
Estudio de mapeo por mutagénesis de los anticuerpos biespecificos anti-

hEGFR/HER3, D1.5-100 y D1.5-103

Se efectué un analisis de barrido con alanina y homélogos por el

meétodo "shotgun” usando bibliotecas combinatorias exhibidas en fagos (Vajdos et
al., J. Biol. Biol. 320:415-28 (2002)) para investigar la interaccion entre cada
anticuerpo y sus dos antigenos, EGFR y HER3.

Las selecciones por unién en los antigenos (hEGFR y HER3) para
aislar clones funcionales, seguidas por. secuenciacién de ADN, permitieron
calcular las razones tipo silvestre/mutante en cada posicion variada. Enseguida,
estas razones fueron usadas para determinar la contribucion de cada cadena
lateral barrida a la unién a EGFR y HER3.

Los resultados permitieron el mapeo del paratopo funcional para la
unién a EGFR y HER3.

Disefio de bibliotecas "shotqun" de D1.5-100 y D1.5-103

Residuos expuestos al solvente en las CDRs fueron barridos usando

bibliotecas exhibidas en fagos, donde se permitio que los residuos de tipo silvestre
variaran ya sea como un residuo alanina o de tipo silvestre (barrido con alanina) o
como un residuo homélogo o de tipo silvestre (barrido con homélogos). La
naturaleza del cédigo genético requirid que algunas otras sustituciones fueran
incluidas en la biblioteca, ademas de los residuos Wt/Alanina o Wt/Homélogo. Se
construyeron bibliotecas de cadena pesada y cadena liviana separadas por barrido

con alanina y homélogos. La degeneracion estuvo en el rango de 1,3x10° a
7,5x107.

Construccion de bibliotecas por barrido "shotgun”

Se’ construyeron bibliotecas como se describio anteriormente,
excepto que un Fab (nico fue expresado en la superficie de bacteriéfagos
fusionados al dominio C-terminal de la proteina minoritaria de la capside, gen-3 de

M13, después de la remocién de la cremallera de leucina del plasmido original por
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mutagénesis de Kunkel (Oligo F220: TCT TGT GAC AAA ACT CAC AGT GGC
GGT GGC TCT GGT). (SEQ ID NO: 77)

La biblioteca de barrido con alanina y homélogos de la cadena
liviana tenia codones de detencion en HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, y las
bibliotecas de barrido con alanina y homélogos de la cadena pesada contenian
codones de detencion en cada HVR de la cadena pesada. Las bibliotecas se
construyeron por métodos descritos anteriormente (Sidhu ef al, J. Mol. Biol.
338:299-310 (2004)), usando mutagénesis de Kunkel (Kunkel ef al., 1987, supra)
en los moldes de detencion respectivos. Las bibliotecas de barrido con alanina
son bibliotecas exhibidas en fagos que permiten que cadenas Iaterales
seleccionadas varien como residuos de tipo silvestre o alanina. Barrido con
homologos significa que las bibliotecas exhibidas en fagos permiten que cadenas

laterales seleccionadas varien como amino acidos de tipo silvestre o simitares.

Seleccion de bibliotecas

Inmunoplacas Maxisorp de 96 pocillos de NUNC fueron recubiertas
con 5 ug/ml e blanco de captura (EGFR-ECD-F¢, HER3-ECD-Fc o Proteina L) y
bloqueadas con BSA al 1% (p/v) en PBS. Fagos de las bibliotecas descritas mas
arriba fueron propagados con fagos auxiliares KO7 (NEB), como se ha descrito
(Lee et al., 2004, supra). Soluciones de fagos de la biblioteca fueron agregadas a
las placas recubiertas a una concentracién de 10" particulas de fagos/ml y se
incubo por 1-2 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 8 veces con
PBST, seguido por ia elucion de los fagos unidos con HCI 0,1 M por 30 minutos.
El enriquecimiento después de cada ronda de seleccion fue determinado como se
describié anteriormente. Después de 2 rondas de seleccidon con blanco, se
selecciond un nimero de clones aleatorios de cada biblioteca para secuenciacién
como se ha descrito (Sidhu et al., 2004, supra).

Las secuencias de ADN de los clones que se unieron fueron usadas
para determinar fas razones tipo silvestre/mutacion en cada posicion variada. Las
razones fueron usadas para evaluar la contribucion a la unidn al antigeno de cada
cadena lateral seleccionada. Dividiendo la razdén wt/mut de la seleccién de
antigenos por la razén wt/mut de la seleccion de exhibicion, se obtiene una
estimacion cuantitativa del efecto de cada mutacion sobre la afinidad de unién al
antigeno (razon de funcién Fuume). Si 12 razén es mayor que 1, la mutacién es
perjudicial. Sila razén es menor que 1, la mutacién es beneficiosa. 2.500 clones
fueron secuenciados.
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En base a los resultados del barrido con alanina y homélogos, los
puntos calientes del anticuerpo D1.5-100 para la unién a EGFR y HER3 fueron
mapeados en la estructura del anticuerpo anti-HER2 conocido 4D5-Fv. Como se
ve en la Figura 7, el mapeo sugiere que para la unién a EGFR, la cadena pesada
domina, y las cadenas pesada y liviana trabajan juntas para la unién a HER3. Los
residuos acidos (E, D) tienen un rol importante en la union a ambos EGFR y
HERS3, y especialmente a HER3.

Maduracion de la ‘afinidad

La Figura 8 ilustra la maduracién de la afinidad de D1.5-100, usando
las bibliotecas "shotgun” descritas mas arriba. En esta estrategia de maduracion
de la afinidad, la biblioteca de homoélogos de cadena pesada D1.5-100 fue
clasificada como se describié anteriormente. Después de efectuar dos rondas de
clasificacion en placa, en placas recubiertas con HER3-ECD-Fe, y tres rondas en
solucion, blancos alternantes fueron clasificados (EGFR-ECD vy HER3-ECD-Fc)
bajo rigurosidad creciente. Se eligieron clones individuales que fueron evaluados
en un ensayo ELISA de una sola mancha para aislar clones que retuvieron la
actividad de unién doble. Entre los clones evaluados, 79 de 94 muestran union a
ambos EGFR/HERS, en tanto que 11 perdieron la unién a EGFR y muestran union
especifica a HER3.

Aislamiento de clones por competencia de una sola mancha

Se eligieron colonias individuales de la dltima ronda de clasificacion y
los fagos se cultivaron como se describié en el Ejemplo 1. 384 pocillos fueron
recubiertos con EGFR-ECD-Fc a 1 ul/ml. Para cada colonia cultivada, 25 pl de
sobrenadante de-los fagos o tampdn de ELISA fueron incubados con 25 pi de
EGFR-ECD (50 nM) y HER3-ECD-Fc (10 nM). 4 ul de la incubacion fueron
agregados a la placa recubierta con EGFR-ECD-Fc, y la placa fue lavada ocho
veces. Se agregaron 60 nl del anticuerpo conjugado anti-M13-HRP 1/5000, y la
placa fue lavada ocho veces y desarrollada con TMB + H3;PQ,.

Se seleccionaron ocho clones singulares que muestran mayor
inhibicion que D1.5-100 para EGFR y HER3, usando el siguiente protocolo de
competencia con una sola mancha:

1. Se eligieron colonias individuales de la ultima ronda de

clasificacion y los fagos se cultivaron como se describid anteriormente;
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2. Una placa de 384 pocillos fue recubierta con EGFR-ECD-F¢ a
1 pg/mil;

3. Para cada colonia cultivada, 25 pl de sobrenadante de los
fagos o tampon de ELISA fueron incubados con 25 ul de EGFR-ECD (50 nM) y
HER3-ECD-Fc (10 nM);

4. ,° 4 pl de la incubacion fueron agregados a la placa recubierta
con EGFR-ECD-Fc;

5. lLa placa fue lavada 8 veces;

6. Se agregaron 60 pl dei anticuerpo conjugado anti-M13-HRP
1/5000;

7. La placa fue lavada 8 veces;

8. La placa fue desarroliada con TMB + H;PQ,.

Se seleccionaron 8 clones singulares que muestran mayor inhibicion
que D1.5-100 para ambos EGFR y HER3 (DL6, SEQ ID NO: 63; DL7, SEQ ID NO:
64; DL8, SEQ ID NO: 65; DL9, SEQ ID NO: 86; DL10, SEQ ID NO: 67: DL11, SEQ
ID NO: 28; DL12, SEQ ID NO: 68; DL13, SEQ ID NO: 69). Para los anticuerpos
anti-HERS3, se seleccionaron 7 clones singulares que muestran mayor inhibicién
que D1.5-100 para HERS3.

Caracterizacion _de anticuerpos biespecificos y _anti-HER3 con la afinidad
madurada

La ’especificidad de unidn de anticuerpos biespecificos con la
afinidad madurada seleccionados fue evaluada por union directa a un panel de
diversas proteinas, como se describio en el Ejemplo 5. Como se ve en la Figura 9,
los anticuerpos seleccionados mostraron especificidad de uniéon para ambos
EGFR y HER3.

Se calcularon los valores de IC50 para dos anticuerpos biespecificos
seleccionados (DL7 y DL11), como se describid en el Ejemplo 1, y se compararon
con el clon parental D1.5-100. Ambos anticuerpos biespecificos seleccionados
muestran afinidad similar por HER3-ECD-Fc y afinidad aumentada por EGFR.
DL1.5-100 tuvo una IC50 de 44 nM para EGFR-ECD, 0,1 nM para HER3-FC; DL7
tuvo una IC50 de 6,1 nM para EGFR-ECD, 0,25 nM para HER3-FC: DL11 tuvo
una IC50 de 5,7 nM para EGFR-ECD, 0,43 nM para HER3-FC.

La especificidad de unién de anticuerpos anti-HER3 seleccionados
fue evaiuada por union directa a un panel de diversas proteinas, como se
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describié anteriormente. Los anticuerpos seleccionados (DL3.5, DL3.6, DL3.7)
muestran especificidad de union solamente para HER3.

Se calcularon los valores de IC50 en fagos para anticuerpos
seleccionados ’c.omo se describi6 mas arriba, y se compararon con el clon
parental D1.5-100. Todos los anticuerpos (DL3.1-3.7) muestran afinidad
aumentada por HER3-ECD-Fc, con IC50s de entre 1 y 3,8 nM. El clon parental
DL1.5-100 tuvo una IC50 de 4,6 nM.

La union de anticuerpos biespecificos y anticuerpos anti-HER3
seleccionados fue comparada con la unién de la proteina del dominio |l de HER3
(marcador His N-terminal) usando el ensayo ELISA de competencia descrito mas
arriba.  Los anticuerpos contra EGFR/HER3 y anti-HER3 monoespecifico tienen
afinidades similares por las construcciones HER3-ECD-Fc y dominio IIl de HER3
(IC50 en fagos).

Anticuerpos biespecificos y anticuerpos anti-HER3 con la afinidad
madurada seleccionados fueron reformateados a migG2A y validados en un
ensayo ELISA de competencia, como se describi6 mas arriba. Los anticuerpos
migG2A biespecificos muestran afinidad aumentada por ambos EGFR-ECD y
dominio lll de HERS3, en comparacién con el clon parental D1.5-100.

Usando BlAcore 300 para el andlisis cinético de los anticuerpos
contra EGFR/HERS3 con la afinidad madurada DL7 y DL11, y los anticuerpos
especificos anti;HER3 DL3.6 y DL3.7, mIgG2A purificada de cada anticuerpo
(DL1.5-100, DL7, DL11, DL3.6, DL3.7) fue acoplada sobre un chip CM5, y varias
diluciones del antigeno (EGFR-ECD, dominio Il de HER3, HER3-ECD) se hicieron
fluir sobre el chip recubierto bajo las condiciones descritas en el Ejemplo 4. El
chip CM5 fue regenerado entre cada inyeccién de antigeno. Finalmente, se
determiné KD usando un analisis de unién 1:1 con transferencia de masa. Los
anticuerpos contra EGFR/HERS3 con la afinidad madurada DL7 y DL11 tienen una
KD (M) mejorada para ambos blancos.

Con el fin de evaluar la funcién inhibidora de los anticuerpos DL7,
DL11 con la afinidad madurada vy el anticuerpo parental D1.5 sobre EGFR, células
EGFR-NR6 que solo expresan EGFR fueron pretratadas con diversas cantidades
de anticuerpos (hasta 20 pg/ml) por una hora y, posteriormente, la fosforilacién de
EGFR fue inducida por TGFa (5 nM). La inhibicién de la fosforilacion del receptor
por los anticuerpos fue detectada usando un anticuerpo anti-fosfotirosina.
Tambien se vio inhibicién de la activacion de MAPK de una manera dependiente
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de la dosis. EF anticuerpo DL11 fue mas potente que DL7 para inhibir la
fosforilacion de EGFR y ERK1/2. (Figura 10A).

Se compard la funcién inhibidora de DL7, DL11 y el anticuerpo anti-
HER3 monoespecifico DL3.6 sobre la transactivacién de HER3. (Figura 10B).
Células MCF-7 que expresan HER2, HER3 y EGFR fueron pretratadas con
cantidades indicadas de anticuerpo (hasta 50 pg/ml) por una hora, y la activacion
de HER3 y la transfosforilacion de HER3 fueron inducidas por HRG. La inhibicién
de la fosforilacion de HERS3 fue detectada usando un anticuerpo anti-fosfo HER3.
Se vio inhibicion de las moléculas de sefializacién aguas abajo, ERK1/2 y también
Akt, de una manera dependiente de la dosis. Nuevamente DL11 fue mas potente
que DL7.

La funcion inhibidora del crecimiento de DL11 fue comparada con la
de un anticuerpo anti-EGFR disponible en el comercio, pertuzumab y un
anticuerpo anti-HER3, o con la de DL3.6, D1.5 o la combinacién de D1.5 mas
DL3.6. Células H1666 (ATCC CRL-5885, Manassas, Va.) (una linea celular de
NSCLC que expresa HER2, HER3, EGFR y ligandos de EGFR) (6.000
celulas/pocillo) fueron estimuladas en su crecimiento con HRG (3 nM). Los
anticuerpos fueron ensayados de una manera dependiente de la dosis, y las
caracteristicas ir;hibidoras del crecimiento fueron comparadas con todos los otros
anticuerpos monoespecificos. Como se muestra en la Figura 11A, DL11 inhibié el
crecimiento celular en mayor medida que los anticuerpos monoespecificos, o
combinaciones de los mismos.

Resultados similares se obtuvieron cuando el ensayo se repitio
usando celulas H1666 estimuladas en su crecimiento con HRG (3 nM) + TGFo (6
nM). (Figura 11B).

La funcion inhibidora del crecimiento de DL11 fue comparada con
pertuzumab, un anticuerpo anti-EGFR y un anticuerpo anti-HER3, o con DL3.6,
D1.5 o la combinacién de D1.5 mas DL3.6 en células HCA-7. HCA-7 es una linea
celular colorrectal que expresa HER2, HER3 y EGFR. El crecimiento celular fue
estimulado con HRG (3 nM) en presencia de suero al 1%. Los anticuerpos fueron
ensayados de una manera dependiente de la dosis y la viabilidad celular fue
detectada después de 3 dias, usando el reactivo Azul Alamar. Como se ve en la
Figura 12A, DL11 mostr6 caracteristicas inhibidoras del crecimiento superiores en
comparacion con todos los otros tratamientos.

La inhibicion del crecimiento de las células HCA-7 fue investigada

como se describié en relacion con la Figura 12A, excepto que el crecimiento fue
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estimulado con HRG (3 nM) méas TGFa (5 nM). Como se ve en la Figura 12B,
DL11 mostré caracteristicas inhibidoras de! crecimiento superiores en
comparacién con todos los otros tratamientos.

Se investigo la inhibicion del crecimiento de Calu-3 por DL11 en
comparacion con un anticuerpo anti-EGFR, pertuzumab y un anticuerpo anti-
HER3. La linea celutar de NSCLC Calu-3 (ATCC HTB-55, Manassas, Va.) sobre-
expresa HER2 y tiene niveles normales de HER3 y EGFR. El crecimiento celular
(10.000 células/pocillo) fue estimulado con HRG (3 nM) en presencia de suero al
1%, y los anticuerpos fueron ensayados de una manera dependiente de la dosis.

Como se ve en la Figura 13, DL11 mostré una actividad superior comparado con
los anticuerpos monoespecificos.

Ejempio 8
Estudio de mapeo por mutagénesis de los anticuerpos biespecificos anti-
hEGFR/HER2, D1.5-201 v D1.5-201-2

’

Para la maduracion de la afinidad de D1.5-201, se disefi® una
biblioteca de "soft"/homélogos de cadena liviana en amino &cidos seleccionados.
Algunos residuos "soft' fueron aleatorizados "soft", donde la frecuencia de
residuos de tipo silvestre fue de 50%. Algunos residuos fueron aleatorizados
usando codones que codifican el residuo de tipo silvestre o el residuo homoélogo.
Alguna aleatorizacién de homélogos permite 1 6 2 residuos adicionales ademas
del residuo de tipo silvestre y el homélogo. Finalmente, algunos residuos no
fueron cambiados.

La Figura 14 ilustra otra estrategia de clasificacién para la
maduracién de la afinidad de D1.5-201. En esta estrategia, la biblioteca de
"soft'/homologos de la cadena liviana de D1.5-201 fue clasificada como se
describid anteriormente. Después de efectuar tres rondas de clasificacion en
placa/solucion alternadas en HER2/ECD bajo rigurosidad creciente, se eligieron
clones individuales que fueron evaluados en un ensayo ELISA de una sola
mancha, para aislar clones que retuvieron la actividad de unidn doble para EGFR

y HER2. Entre los clones evaluados, 77/192 muestran unién a ambos EGFR y
HER2. .
Se determinaron las secuencias de la regién variable de la cadena
liviana para los anticuerpos biespecificos contra EGFR/HER2 con la afinidad

madurada seleccionados (D1.5-201 (SEQ ID NO: 36), D1.5-201-2 (SEQ ID NO:
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37), D1.5-201-3 (SEQ ID NO: 38)). Se calcutaron las IC50 en fagos para dos
anticuerpos biespecificos con la afinidad madurada seleccionados (D1.5-201-2,
D1.5-201-3) como se describid anteriormente, y se compararon con el clon
parental D1.5-201. Ambos anticuerpos biespecificos con la afinidad madurada
muestran afinidad aumentada por HER2-ECD y EGFR-ECD.

Ejemplo 9

Maduracién de la afinidad de DL11

La afinidad de DL11 fue madurada adicionalmente como se describié
mas arriba, dando como resultado dos anticuerpos biespecificos adicionales con
especificidad para EGFR y HER3 (DL11b y DL11f) y dos anticuerpos especificos
para HER3 (DL3-11b y DL3-11f). Las secuencias de amino acidos de la cadena
pesada y la cadena iiviana de DL11b se muestran en SEQ ID NOs: 12 y 13,
respectivamente. Las secuencias de amino acidos de la cadena pesada y la
cadena liviana de DL11f se muestran en SEQ ID NOs: 14 y 13, respectivamente.
Las secuencias de amino acidos de la cadena pesada y la cadena liviana de DL3-
11b se muestran en SEQ ID NOs: 19 y 13, respectivamente, y las secuencias de
amino acidos de la cadena pesada y la cadena liviana de DL3-11f se muestran en
SEQ ID NOs: 20 y 13, respectivamente.

Ensayo de afinidad Biacore
Las afinidades de union de DL11b y DL11f por sus blancos EGFR y
HERS3 se determinaron en el siguiente ensayo Biacore. Tanto DL11b como DL11f

mostraron afinidad aumentada por sus blancos en comparacién con DL11.

Las mediciones se efectuaron usando resonancia de plasmoén de
superficie en un instrumento BlAcore® 2000 (GE Healthcare, BlAcore Life
Sciences, Piscataway, NJ). ADNcs que codifican los dominios extracelulares
(ECDs) de EGFR humano (amino acidos 1-637) y HER3 humano (amino acidos 1-
640) fueron clonados en un vector de expresion de mamifero que contenia
secuencias que ’codifican la region Fc de IgG1 humana, para generar proteina de
fusion con Fc humano. EGFR-IgG1 recombinante humano (2,65 mg/ml), HER3-
IgG1 humano (3,35 mg/ml) fueron producidos transfectando transitoriamente
células de ovario de hamster chino, y fueron purificados por cromatografia de
afinidad con proteina A.  ADNc que codifica el dominio extracelular de EGFR
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humano (amino acidos 1-637) fue clonado en un vector de expresion de mamifero
que contenia una secuencia Flag N-terminal.

Se determinaron las afinidades de unién de DL11f como un Fab y
como un anticuerpo IgG. Para e! ensayo de Fab, el Fab DL11f fue el analito y se
hizo fluir sobre un chip CM5 donde los diferentes ligandos, EGFR humano-Fc y
HER3 humano-Fc, fueron capturados primero usando el kit de captura de
anticuerpos humanos de BlAcore (BR-1008-39, Lote 10020611). Una serie de
diluciones dobles del Fab DL11f fueron inyectadas en un rango de 0,244-250 nM
en PBS, 0,05% de Tween 20, a una velocidad de flujo de 30 OV¥minuto a 250C.
Entre cada inyeccion de ligandos fusionados con Fc y analito, se usd cloruro de
magnesio 3M pa’ra regenerar ef chip sensor (5 0! a una velocidad de flujo de 10
Qlmin).  Para determinar las constantes de afinidad del Fab DL11f para las
proteinas de fusion de EGFR humano y HER3 humano con Fc, la sefial
proveniente de la celda de referencia fue restada del sensograma de la prueba
observado. Las constantes cinéticas se calcularon por ajuste de regresion no
lineal de los datos de acuerdo con un modelo de unién 1:1 de Langmuir, usando
software de evaluacion de BlAcore (GE Healthcare), version 4.1, suministrado por
el fabricante. Dos réplicas de una concentracion representativa del Fab DL11f (125
nM) dieron un ajuste y constantes cinéticas muy similares para todas las proteinas
de fusién con Fc. El Fab DL11f se unié a EGFR humano-Fc con un valor de KD
de 1,92 "My a HER3 humano-Fc con un valor de KD de 0,39 nM.

Una segunda condicién experimental fue explorada para obtener la
cinética de unién de DL11f como IgG. Agqui, la I9G1 humana DL11f fue
inmovilizada en el chip sensor CM5, y EGFR-ecd humano y HER3-ecd humano
monomericos fueron usados como el analito. Una serie de diluciones dobles de
EGFR-ecd humano y HER3-ecd humano fueron inyectadas en un rango de 0,244-
250 nM en PBS, 0,05% de Tween 20, a una velocidad de flujo de 30 Cl/minuto a
250C. Las cinéticas de unién se determinaron como para el Fab. DL11f se unié a
EGFR-ecd humano y a HER3 humano-Fc con valores de Kp de 199 nM y 263
nM, respectivamente. En ambos experimentos, observamos que el anticuerpo
DL11f tiene una afinidad 5-8 veces mas alta consistente por HER3 que por EGFR.
Las afinidades mas débiles encontradas en el experimento 2 para ambos
receptores, en comparacién con el experimento 1, podrian deberse a una
diferencia entre tener EGFR-ecd 0 HER3-ecd como analitos en solucién y el
receptor como fusién con F¢ inmovilizados en el chip de la celda de flujo. Es

posible que estos receptores muiti-dominios como ECD libre puedan encontrar
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mas penalizacion entropica para la energia de uniéon cuando estan en solucién,
resultando asi una afinidad mas débil.

DL11b mostro afinidades de union por EGFR y HER3 similares a
DL11f bajo condiciones similares en un analisis Biacore separado.

DL3-11b y DL3-11f perdieron la capacidad para unirse
especificamente a EGFR, pero mantuvieron la capacidad para unirse
especificamente a HER3.

»

4
Inhibicion de la proliferacién de células MDA-175
~ La inhibicion de la proliferacion de células MDA-175 por DL11b vy
DL11f fue investigada como se describié mas arriba. Tanto DL11b como DL11f

inhibieron la proliferacién de las células MDA-175 en un grado similar al anticuerpo
DL11. Figura 15. Las IC50s de DL11, DL11f y DL11b fueron todas alrededor de
0,8 — 1,0 pg/ml.

Inhibicion de la fosforilacion de HER3 inducida por herregulina en célutas MCF7
Para determinar si DL11f podia inhibir la fosforilacion de HER3
inducida por herregulina en células MCF7, se efectud un ensayo de fosforilacion

del receptor como se describid en el Ejemplo 6. Los resultados demuestran que
DL11f inhibi6 la fosforilacion de HER3 inducida por herregulina de una manera
dependiente de la dosis. Figura 16.

Inhibicion de la fosforilacion de EGFR inducida por TGF-a en células EGFR-NR6
transfectadas en forma estable

Para determinar si DL11f bloquea selectivamente la fosforilacién de
EGFR inducida por TGF-o, se efectué un ensayo de fosforilacion del receptor
como se describio en el Ejemplo 2. Los datos en la Figura 16 demuestran que
DL11f inhibe la fosforilacion de EGFR inducida por TGF-a de una manera

dependiente de la dosis en este ensayo basado en células.

Di 11 y DL 11f inhiben el crecimiento tumoral en un modelo in vivo

Un ensayo de modelo de trasplante de tumor HCA-7 se us6 para
determinar el efecto de DL11 y DL11f en el crecimiento tumoral in vivo. El ensayo
se efectud como sigue.

Ratones SCID beige (Charles River Laboratories, San Diego, CA)
fueron trasplantados por via subcutanea con trozos de tumor HCA-7. Cuando los
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tumores alcanzaron un volumen medio de 100 a 250 mm?>, ratones con tumores de
tamario similar fueron asignados aleatoriamente a cohortes de tratamiento
(n=9/grupo) como sigue: Vehiculo (PBS), Pertuzumab (10 mg/kg), D1.5 (25
mg/kg), D1.5+DL3.6 (25 mg/kg de cada uno), DL11 (25 mg/kg) o DL11f (25
mg/kg). Los ,tratamientos fueron administrados por via intraperitoneal,
comenzando con una dosis de carga 2x (20 6 50 mg/kg) el dia de Ia asignacion
aleatoria, y continuando semanalmente por un total de tres tratamientos. Los
tumores se midieron con calibres dos veces a la semana por el periodo de
duracién del estudio. Los ratones fueron alojados en jaulas microaislantes
estandar para roedores. Se fijaron controles ambientales para las habitaciones de
los animales, para mantener una temperatura de aproximadamente 700F (21°C),
una humedad relativa de aproximadamente 40% - 60%, y un ciclo aproximado de
14 horas de lz/10 horas de oscuridad. Los ratones fueron mantenidos de
acuerdo con la "ILAR Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”, y el
estudio fue revisado y aprobado por el "institutional Animal Care and Use
Committee (IACUC}" en Genentech.

DL11 y DL11f fueron igualmente eficaces para reducir el volumen
medio del tumor en este modelo de xenoinjerto. Figura 17.

DL11f es activo en un modelo de cadncer de pulmén de células no pequefias

Los anticuerpos fueron probados en ratones con fumores
establecidos deri\_rados de la linea de NSCLC humano H358 (ATCC CRL-5807,
Manassas, Va.).” 5x10° células H358 fueron inoculadas por via subcutanea con
matrigel en ratones CB17 SCID. Animales con tumores de tamafio similar fueron
asignados aleatoriamente a cohortes de tratamiento (n=8/grupc) como sigue:
Vehiculo (tampon de formulacion de DL11f), D1.5 (25 mg/kg), DL3.11b (25 mg/kg),
DL11f (30 mg/kg) o D1.5+DL3.11b (25 mg/kg de cada uno). Los tratamientos
fueron administrados por via intraperitoneal, comenzando con una dosis de carga
2x (30 6 60 mg/kg) el dia de la asignacion aleatoria, y continuando semanalmente
por un total de cuatro tratamientos. Los tumores se midieron con calibres dos
veces a la semana por el periodo de duracion del estudio.

Como se ve en la Figura 18, el anticuerpo biespecifico DL11f es
activo en este modelo de NSCLC, y es mas eficaz para inhibir el crecimiento
tumoral que una combinacion de un anticuerpo especifico anti-EGFR y un
anticuerpo especifico anti-HER3 (D1.5+DL3.11b).
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Ejemplo 10

Maduracién de 13 afinidad de DL3.6

La afinidad de DL3.6 fue madurada adicionalmente como se

describid mas arriba, dando como resultado anticuerpos anti-HER3 adicionales.
DL3.6b exhibio un aumento en la afinidad por su blanco en comparacion con el
anticuerpo parental DL3.6. Las secuencias de amino acidos de las cadenas
pesada y liviana de DL3.6b se muestran en SEQ ID NOs: 17 y 13,
respectivamente.

Como se ve en las Figuras 19 y 20, DL3-11b, DL3.6 y DL3.6b
inhibieron la fosforilacion de HER3 inducida por HRG y la proliferacion de células

MDA-175. Los ensayos se efectuaron como se describié mas arriba.

Ejemplo 11

Actividad in vivo en un modelo de xenoinjerto de Fadu, un modelo de carcinoma

de células escamosas de cabeza vy cuello

DL11f, un anticuerpo anti-EGFR disponible en el comercio y un
anticuerpo anti-HER3 fueron probados en ratones con tumores estabiecidos
derivados de céllas Fadu (ATCC HTB-43, Manassas, Va.). 5x10° células FaDu
fueron inoculadas por via subcutanea en ratones CB17 SCID. Animales con
tumores de tamafio similar fueron asignados aleatoriamente a cohortes de
tratamiento (n=9/grupo) como sigue: Vehiculo (tampon de formulacion de DL11f),
anticuerpo anti-EGFR (25 mg/kg), anticuerpo anti-HER3 (50 mg/kg) y DL11f (25
mg/kg). Los tratamientos fueron administrados por via intraperitoneal,
comenzando con una dosis de carga 2x (50 6 100 mg/kg, respectivamente) el dia
de ia asignacién aleatoria, y continuando semanalmente por un total de cuatro
tratamientos. Los tumores se midieron con calibres dos veces a la semana por el
periodo de duracion del estudio.

Como se ve en la Figura 21, DL11f es activo en el modelo de
cancer de cabeza y cuello FaDu, y es mas eficaz para inhibir el crecimiento
tumoral que un anticuerpo especifico anti-EGFR o un anticuerpo especifico anti-
HERS3.
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Ejemplo 12
Actividad in_vivo en un modelo de xenoinjerto de BxPC3, un modelo pancreético

impulsado por HER3

DL11f, un anticuerpo anti-EGFR, pertuzumab y un anticuerpo anti-
HERS3 fueron probados en ratones con tumores establecidos derivados de la linea
celular pancreatica BxPC3 (ATCC CRL-1687, Manassas, Va.). 10x10° células
BxPC3 fueron inoculadas por via subcutanea en ratones CB17 SCID. Animales
con tumores de tamafo similar fueron asignados aleatoriamente a cohortes de
tratamiento (n=8/grupo) como sigue: Vehiculo (tampén de formulacion de DL11f),
anticuerpo anti-EGFR (25 mg/kg), pertuzumab (25 mg/kg), anticuerpo anti-HER3
(50 mg/kg) y DL11f (25 mg/kg). Los tratamientos fueron administrados por via
intraperitoneal, comenzando con una dosis de carga 2x (50 6 100 mg/kg) el dia de
la asignacién aleatoria, y continuando semanaimente por un total de cuatro
tratamientos. Los tumores se midieron con calibres dos veces a la semana por el
periodo de duracién del estudio.

DL11f es activo en el modelo de cancer pancreatico BxPC3, y es
mas eficaz para retardar et crecimiento tumoral que un anticuerpo especifico anti-
EGFR o un anticuerpo especifico anti-HER3. (Figura 22).

Ejemplo 13

Actividad in vivo en un modelo de xenoinjerto de Calu-3 de NSCLC

DL11f, un anticuerpo anti-EGFR disponible en el comercio y un
anticuerpo anti-HER3 fueron probados en ratones con tumores establecidos
derivados de la linea Calu-3 de NSCLC (ATCC HTB-55, Manassas, Va.). 5x10°
células Calu-3 fueron inoculadas por via subcutanea en ratones SCID Beige.
Animaies con tumores de tamafio similar fueron asignados aleatoriamente a
cohortes de tratamiento (n=9/grupo) como sigue: Vehiculo (tampén de
formulacion de DL11f), anticuerpo anti-EGFR (25 mg/kg), anticuerpo anti-HER3
(25 mg/kg) y DL11f (25 mg/kg). Los tratamientos fueron administrados por via
intraperitoneal, comenzando con una dosis de carga 2x (50) el dia de ia
asignacion aleatoria, y continuando semanalmente (anti-HER3 bisemanalmente)
por un total de cuatro {ocho) tratamientos. Los tumores se midieron con calibres
dos veces a la semana por el periodo de duracién del estudio.

DLi1f es activo en el modelo de cancer de puimén de células no

pequenas Calu-3, y es mas eficaz para retardar el crecimiento tumoral que un
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anticuerpo especifico anti-EGFR o un anticuerpo especifico anti-HER3. (Figura
23).

Ejempio 14

Actividad in vivo en un modelo de xenoinjerto de A431 epidérmico

DL11f, un anticuerpo anti-EGFR disponible en el comercio y un
anticuerpo anti-HER3 fueron probados en ratones con tumores establecidos
derivados de la linea celular epidermoide A431 (ATCC CRL-2592, Manassas,
Va.). 5x10° células A431 fueron inoculadas por via subcutanea en ratones SCID
Beige. Animales con tumores de tamario similar fueron asignados aleatoriamente
a cohortes de tratamiento (n=8/grupo) como sigue: Vehiculo (tampdn de
formulacién de DL11f), un anticuerpo anti-EGFR (12,5 mg/kg), anti-HER3 (50
mg/kg) y DL11f (12,5 y 256 mg/kg). Los tratamientos fueron administrados una vez
por via intraperiti)neal el dia de la asignacion aleatoria. Los tumores se midieron
con calibres dos veces a la semana por el periodo de duracién del estudio.

Debido a la eliminacién mas répida de DL11f en comparacion con el
anticuerpo anti-EGFR en ratones, DL11f fue dosificado a una concentracién 2x en
comparacion con el anticuerpo anti-EGFR, con el fin de lograr niveles de
exposicion comparables. Tomado en conjunto, DL11f inhibe el crecimiento

tumoral en el modelo de cancer epidérmico A431 tan bien como el anticuerpo anti-
EGFR. (Figura 24).

Ejemplo 15

Actividad in vivo en ratones desnudos portadores de xenoinjertos de céncer de
mama MAXF449 derivados de un paciente

DL11f, un anticuerpo anti-EGFR disponible en el comercio y un
anticuerpo anti-HER3 fueron analizados en Oncotest GmbH, Freiburg, Alemania.
Oncotest traspasa tumores de pacientes, como el cancer mamario MAXF 449, como
xenoinjertos subcutaneos en ratones desnudos, después de un trasplante directo de
tumores de pac&éntes donantes . De acuerdo con los protocolos de Oncotest,
animales con tumores de tamario similar fueron asignados aleatoriamente a
cohortes de tratamiento (n=10/grupo) como sigue: DL11f (30 mg), anticuerpo anti-
EGFR (30 mg/kg), anti-HER3 (60 mg/kg) y Vehiculo (tampén de formulacién de
DL11f). Los tratamientos fueron administrados por via intraperitoneal, comenzando
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con una dosis de carga 2x (60 6 120 mg/kg, respectivamente) el dia de la
asignacion aleatoria, y continuando semanalmente por un total de cuatro
tratamientos.

DL11f y anti-HER3 inhiben el crecimiento del tumor en el modelo de
cancer de mama MAXF449, mientras que el anticuerpo anti-EGFR no tiene ningun
efecto (Figura 25).

Ejemplo 16

Actividad in vivo en el modelo de xenoinjerto de DU145 de prostata

DL11f, un anticuerpo anti-EGFR disponible en el comercio y un
anticuerpo anti-HERS3 fueron analizados en Piedmont Research Center, Morrisville,
de acuerdo con los protocolos de Piedmont. Animales con tumores de tamafio
similar fueron asignados aleatoriamente a cohortes de tratamiento (n=10/grupo)
como sigue: DL11f (256 mg), anticuerpo anti-EGFR (25 mg/kg), anti-HER3 (50
mg/kg) y Vehiculo (tampén de formulacion de DL11f). Los tratamientos fueron
administrados por via intraperitoneal, comenzando con una dosis de carga 2x (50
6 100 mg/kg, respectivamente) el dia de la asignacién aleatoria, y continuando
semanalmente por un total de cuatro tratamientos. DL11f es activo en el modelo
de cancer de prostata DU145, y es mas eficaz para inhibir el crecimiento tumoral
que un anticuerpo especifico anti-EGFR o un anticuerpo especifico anti-HER3.
(Figura 26).

Ejemplo 17

Actividad in vivo en ratones desnudos portadores de xenoinjertos de cancer de

ovario OVXF550 derivados de un paciente

DL11f, un anticuerpo anti-EGFR disponible en el comercio y un
anticuerpo anti-HER3 fueron analizados en Oncotest GmbH, Freiburg, Alemania.
Oncotest traspasa tumores de pacientes, como el cancer de ovario OVXF550, como
xenoinjertos subcutaneos en ratones desnudos, después de un trasplante directo de
tumores de pacientes donantes. De acuerdo con los protocolos de Oncotest,
animales con tumores de tamario similar fueron asignados aleatoriamente a
cohortes de tratamiento (n=10/grupo) como sigue: DL11f (30 mg), anticuerpo anti-
EGFR (30 mg/kg), anticuerpo anti-HER3 (60 mg/kg) y Vehiculo (tampdn de

formulacién de DL11f). Los tratamientos fueron administrados por via
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intraperitoneal, comenzando con una dosis de carga 2x (60 ¢ 120 mg/ikg,
respectivamente) el dia de la asignacion aleatoria, y continuando semanalmente
por un total de cinco tratamientos.

DL11f es activo en el modelo de cancer de ovario OVXF550. (Figura
27).

Ejemplo 18

DL11f media en [a citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos {ADCC} in vitro
e in vivo

DL11f media en la ADCC in vitro. Células A431, H292 (ATCC CRL-
1848, Manassas, Va.), FaDu, BxPC3 y MDA 468 (ATCC HTB-132, Manassas, Va.)
(todas de ATCC) fueron sembradas en placas de 96 pocillos en presencia de
concentraciones indicadas de anticuerpos. Después de una pre-incubacién por
30 minutos a 37°C, se afadieron células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) aisladas y la incubacion continud por 4 horas mas a 37°C. Después de 4
horas, las placas fueron centrifugadas y los sobrenadantes fueron cosechados. La
actividad de LDH en los sobrenadantes fue determinada de acuerdo con el
procedimiento homogéneo de analisis de integridad de la membrana CytoTox-One
de Promega. Para determinar el porcentaje de citotoxicidad mediada por células,
se calculé la absorbancia promedio y se le resté el fondo. Como se ve en la
Figura 28, DL11f mitiga ia ADCC en lineas ceiulares que expresan EGFR de una
manera dependiente de la dosis.

Una sustitucion de amino acido de N297A fue introducida en DL11f
para eliminar la funcion efectora. N297 es necesario para la unién a FcRy y/o al
complemento. DL11f-N297A exhibe una falta de ADCC in vitro. Como se
esperaba, la funéién inhibidora del crecimiento de DL11f in vitro no es afectada por
la mutacién. (Figura 29).

DL11f v DL11f-N297A fuerbn probados en ratones con tumores
establecidos derivados de la linea celular H292 de NSCLC (ATCC CRL-1848,
Manassas, Va.). 5x10° células A431 fueron inoculadas por via subcutanea en
ratones CB17-SCID. Animales con tumores de tamario similar fueron asignados
aleatoriamente a cohortes de tratamiento (n=10/grupo) como sigue: Vehiculo
(tampon de formulacion de DL11f), DL11f (6 mg/kg) y DL11f-N297A (6 mgrkg).
Los tratamientos fueron administrados una vez por via intraperitoneal el dia de la

asignacion aleatoria. Los tumores se midieron con calibres dos veces a la semana
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por el periodo de duracion del estudio. Inicialmente, DL11f y DL11f N297A
inhibieron el crecimiento del tumor en forma equivalente, inhibiendo la sefializacién
de la ruta de HER. Pero a medida que las dosis disminuian, DL11f exhibié una
actividad antitumoral prolongada en comparacién con DL11f N297A, debido a su
capacidad para ADCC. (Figura 30).

*

!

Eilemplo 18

DL11f es menos tdxico que cetuximab en monos cinomolgos

Se efectud un estudio para determinar la toxicidad relativa de DL11f
y cetuximab. Monos cinomolgos fueron asignados a tres grupos y tratados ya sea
con DL11f o con cetuximab (Capital Wholesale Drug, Columbus, OH) una vez a la
semana por seis semanas, como sigue:

Grupo 1: Cetuximab 25 mgfkg;

Grupo 2: DL11f 25 mg/kg;

Grupo 3: DL11f 12,5 mg/kg.

Los 3 animales tratados con cetuximab desarroliaron lesiones
cutaneas entre la tercera y la cuarta dosis, lo que indica toxicidad. Este resultado
era esperado en base a estudios previos en cinomolgos efectuados durante la
aprobacion del cetuximab por la FDA. Ninguno de los animales tratados con
DL11f mostré signos de toxicidad en este punto del estudio.

Uno de los animales que recibié la dosis de 25 mg/kg de DL11f
desarrollé una lesion cutanea una semana después de la sexta dosis. Esta lesién
media aproximad:amente 4 cm x 7 cm y era muy leve y limitada a un area mas
pequeiia, en comparacién con las lesiones observadas en los animales tratados
con cetuximab.

En base al analisis de los parametros toxicocinéticos en este estudio
toxicoldgico, las exposiciones de cetuximab y DL11f fueron similares en los
animales tratados con 25 mg/kg de cada compuesto de prueba.

Se efectud un segundo estudio a mayor escala bajo las siguientes
condiciones.

Monos cinomoigos fueron asignados a seis grupos y tratados, por
administracion intravenosa, ya sea con DL11f o con un vehiculo de control una vez
a la semana por doce semanas, como sigue:

NAD
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Grupo 1. 10 monos (5 machos/5 hembras) Vehiculo de control
Grupo 2: 10 monos (5 machos/5 hembras) DL11f 5 mg/kg
Grupo 3: 10 monos (5 machos/5 hembras) DL11f 15 mg/kg
Grupo 4: 10 fmonos (5 machos/5 hembras) DL11f 30 mg/kg
Grupo 5: 4 monos (2 machos/2 hembras) Vehicuio de control
Grupo 6: 4 monos (2 machos/2 hembras) DL11f 30 mg/kg

Ninguno de los animales exhibid toxicidades cutdneas aparentes
durante el estudio ni durante el periodo de recuperacion después de la
dosificacion finai con DL11f.

También se efectué un estudio PK de una sola dosis por
administracion IV en monos cinomolgos. En este estudio, 3 monos por grupo
fueron tratados por via intravenosa con 1, 10 6 30 mg/kg de DL11f. La PK a
traves del rango de dosis explorado fue no lineal, consistente con una eliminacién

saturable como se ha visto con otros anticuerpos direccionados hacia EGFR.

Todas las patentes, solicitudes de patentes, publicaciones de
solicitudes de patentes y otras publicaciones citadas o mencionadas en esta
memoria estan expresamente incorporadas aqui por referencia en su totalidad, en
la misma medida que si se indicara especifica e individualmente que cada patente,
solicitud de patente, publicacién de solicitud de patente o publicacion
independiente esta incorporada por referencia.

N4L
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo multiespecifico CARACTERIZADO porque
comprende un dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR
y @ HER3, donde la toxicidad del anticuerpo es menor que la toxicidad de un
antagonista de EGFR.

2. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1
CARACTERIZADO porque la toxicidad es toxicidad dermatoldgica.

]

3. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1,
CARACTERIZADO porque el antagonista de EGFR es cetuximab.

4. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1,
CARACTERIZADO porque el anticuerpo inhibe una actividad bioldgica de al
menos uno de EGFR y HER3.

5. . El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 2,
CARACTERIZAISO porque el anticuerpo inhibe la union de EGF a EGFR.

6. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 2,
CARACTERIZADO porque el anticuerpo inhibe la fosforilacion de EGFR inducida
por TGF-a.

7. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1,
CARACTERIZADO porque el anticuerpo inhibe el crecimiento de las células
tumorales.

8. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1,
CARACTERIZADO porque el anticuerpo se une al Dominio Il de EGFR.
9. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1,
CARACTERIZADO porque el anticuerpo se une a EGFR y a HER3 con una Kd de
menos de 10° M.
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10. El anticuerpo de acuerdoc con la reivindicacion g,
CARACTERIZADO porque el anticuerpo se une a EGFR con una Kd de menos de
10° My se une a HER3 con una Kd de menos de 107 M.

11.  El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1,
CARACTERIZADO porque el anticuerpo comprende:

(@  HVR-H1 que comprende la secuencia de amino acidos de
LSGDWIH (SEQ ID NO: 48);

(b)  HVR-H2 que comprende ia secuencia de amino acidos de
VGEISAAGGYTD (SEQ ID NO: 51); y

(¢) HVR-H3 que comprende la secuencia de amino acidos de
ARESRVSFEAAMDY (SEQ ID NO: 53); vy

(d) HVR-L1 que comprende la secuencia de amino acidos de
NIATDVA (SEQ ID NO: 55):

(e) HVR-L2 que comprende la secuencia de amino acidos de
SASF (SEQ ID NO: 56): y

(f HVR-L3 que comprende la secuencia de amino Acidos de
SEPEPYT (SEQ ID NO: 57).

12.  El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1,
CARACTERIZADO porque comprende:

(a) un dominio variable de cadena pesada que tiene al menos
95% de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO:
30;

(b)  un dominio variable de cadena liviana que tiene al menos 95%
de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ ID NO: 29; o

(c) un dominio variable de cadena pesada como en (a) y un
dominio variable de cadena liviana como en (b).

13.  El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 12,
CARACTERIZADO porque comprende un dominio variable de cadena pesada de
SEQ ID NO: 30.

r

14.  El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 12,
CARACTERIZADO porque comprende una secuencia de dominio variable de
cadena liviana de SEQ ID NO: 29.
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15, Un anticuerpo multiespecifico CARACTERIZADO porque
comprende una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO:
30 y una secuencia de dominio variable de cadena liviana de SEQ ID NO: 29.

16. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1,
CARACTERIZADO porque el anticuerpo es un anticuerpo 1gG1 de longitud
completa.

7. Acido nucleico aislado CARACTERIZADO porque codifica el
anticuerpo de la reivindicacion 1.

18.  Una célula huésped CARACTERIZADA porque comprende el
acido nucleico dg-la reivindicacion 17.

19.  Un anticuerpo multiespecifico CARACTERIZADO porque
comprende un dominio de unién al antigeno que se une especificamente a EGFR
y a HERS, donde el anticuerpo comprende:

(a) HVR-H1 que comprende la secuencia de amino acidos de
LSGDWIH (SEQ ID NO: 48);

(b) HVR-H2 que comprende la secuencia de amino acidos de
VGEISAAGGYTD (SEQ ID NO: 51); y

(C) HVR-H3 que comprende la secuencia de amino Acidos de
ARESRVSFEAAMDY (SEQ ID NO: 53); y

(d) HVR-L1 que comprende la secuencia de amino acidos de
NIATDVA (SEQ ID NO: 55);

(e) HVR-L2 que comprende la secuencia de amino acidos de
SASF (SEQ ID NO: 56); y

f HVR-L3 que comprende la secuencia de amino &cidos de
SEPEPYT (SEQ ID NO: 57).

20" Un anticuerpo  multiespecifico CARACTERIZADO porque
comprende un dominio de union al antigeno que se une especificamente a EGFR
y a HER3, donde el anticuerpo comprende:

(a) un dominio variable de cadena pesada gue tiene al menos
95% de identidad de secuencia con la secuencia de amino 4cidos de SEQ ID NO:
30
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(5)  undominio variable de cadena liviana que tiene al menos 95%
de identidad de secuencia con la secuencia de amino acidos de SEQ (D NO: 29; o

(c)  un dominio variable de cadena pesada como en (a} y un
dominio variable de cadena liviana como en (b).

21.  El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 20,
CARACTERIZADO porque comprende un dominio variable de cadena pesada de
SEQ ID NO: 30.

22. . El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 20,
CARACTERIZADO porque comprende una secuencia de dominio variable de
cadena liviana de SEQ ID NO: 29.

23.  Un método para producir un anticuerpo, CARACTERIZADO
porque comprende cultivar la célula huésped de la reivindicacion 18 de manera
que el anticuerpo sea producido.

24.  Un inmunoconjugado CARACTERIZADO porque comprende
el anticuerpo de la reivindicacion 1 y un agente citotoxico.

25. Una formulacion farmacéutica CARACTERIZADA porque
comprende el anticuerpo de la reivindicacion 1 y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

26.  Un método para fratar a un individuo que tiene cancer,
CARACTERIZADO porgue comprende administrar al individuo una cantidad eficaz
del anticuerpo de la reivindicacion 1.

-

27. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 26,
CARACTERIZADO porque el cancer comprende células que expresan EGFR y
HERS3.

28, El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 26,
CARACTERIZADO porque el cancer es seleccionado del grupo consistente en
cancer de mama, cancer colorrectal, cancer pancredtico, cancer de cabeza y
cuello, melanoma, cancer de ovario, cancer de préstata y cancer de pulmon de
células no pequenias.
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29.  Un método para inhibir una actividad bioldgica de un receptor
HER en un individuo, CARACTERIZADO porque comprende administrar al
individuo una cantidad eficaz del anticuerpo de la reivindicacién 1 para inhibir una
actividad biolégica de un receptor HER.

30. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1,
CARACTERIZADO porque se usa como un medicamento.
)
31. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1,
CARACTERIZADO porque se usa para tratar un cancer.

32. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 31,
CARACTERIZADO porque el cancer es cancer de mama, cancer colorrectal,
cancer pancreatico, cancer de cabeza y cuello, melanoma, cancer de ovario,

cancer de prostata o cancer de pulmén de células no pequenas.

33. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1,
CARACTERIZADO porque se usa para inhibir una actividad biologica de un
receptor HER.

34. Uso del anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1,
CARACTERIZADO porque sirve para preparar un medicamento.

35. EI uso de acuerdoc con la reivindicacion 34,

CARACTERIZADO porque el medicamento es para el tratamiento del cancer.
4

36. El uso de acuerdo con la reivindicacion 35,
CARACTERIZADO porque el cancer es cancer de mama, cancer colorrectal,
cancer pancreatico, cancer de cabeza y cuello, melanoma, cancer de ovario,
cancer de préstata o cancer de pulmoén de células no pequefias.

37. El uso de acuerdo con la reivindicacién 34,
CARACTERIZADO porque el medicamento es para inhibir la actividad bioldgica de
un receptor HER.

el
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RESUMEN

La invencién proporciona anticuerpos anti-HER, incluyendo
anticuerpos anti-HER multiespecificos, composiciones que los comprenden y
meétodos para usar estos anticuerpos. También se proporcionan aqui anticuerpos
multiespecificos ’contra EGFR/HER3 que son menos téxicos que los antagonistas
de EGFR tradicionales.
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Antagonista de EGFR Datos no clinicos Datos clinicos
ERBITUX® Estudio de toxicidad con dosis repetidas por 9 meses | El régimen de dosificacién para cetuximab fue el mismo

(cetuximab)
Imclon2.

(BLA N° 125084)

Anticuerpo monoclonal quimérico
humano/ ratén recombinante que se
une especificamente al dominio
extracelular de EGFR.

efectuado en monos cinomolgos.

Dosis y régimen: Administrado una vez a Ia semana
por 9 meses en dosis de aproximadamente 0,4-4 Xs
(7,5, 24 y 75 mg/kg/semana) por sobre la exposicion
humana semanal en base a ASC.

Tox. més importante relacionada con ¢l articulo de
prueba:

Lesiones cutdneas leves a severas (formacion de
escamas, eritema, dermatitis, fisuras, heridas,
exantema en diversas partes del cuerpo) a todos los
niveles de dosis.

La severidad y la aparicion fueron dependientes de la
dosis. La aparicion para las dosis alta, media y baja
fue en los Dias de Estudio 15, 22 y 64,
respectivamente.

La complicacion secundaria de las lesiones cutaneas
severas fue infeccion bacteriana o sepsis con eutanasia|
subsiguiente del 50% de los animales en condicién
moribunda en el grupo con alta dosis.

para todos los ensayos: El Dia 1, se dio una dosis de
prueba de 20 mg, seguida por una dosis inicial de 400
mg/m?2 y después una dosis de 250 mg/m2 por toda la
duracion de la terapia de radiacion (6-7 semanas) o
hasta la progresion de la enfermedad o toxicidades
inaceptables.

Toxicidades dermatologicas (sarpullido acneiforme,
sequedad de la piel y fisuras y secuelas inflamatorias e
infecciosas (por ejemplo blefaritis, queilitis, celulitis,
quistes)) también informadas en ensayos clinicos. Se
informaron complicaciones secundarias incluyendo
sepsis y abscesos por S. aureus que requirieron incision
y drenaje.

Resultados del ensayo clinico en carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello: se informé de sarpullido
acneiforme en el 76% de los pacientes tratados con
cetuximab solo de los cuales el 1% se consideré como
severo, vs el 10% con terapia de radiacion solamente.

Resultados del ensayo en cancer colorrectal; se informé
de sarpullido acneiforme en el 89 % de los pacientes
tratados con cetuximab, de los cuales el 11% se
considerd como severo.

FIG.31A
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Antagonista de EGFR

Datos no clinicos

Datos clinicos

TARCEVA®
(erlotinib clorhidrato)

OSI Pharms/ ™.
Genentech
(NDA N° 021743)

Pequefia molécula que inhibe la
fosforilacidn intracelular de tirosina
quinasa asociada con EGFR.

Se efectud un estudio de toxicidad oral de 6 meses en
rata Sprague-Dawley y un estudio de toxicidad oral de
12 meses en perro Beagle.

En el resumen de los NDA, se enumeraron los sitios.
blanco de toxicidad, y la dermatoldgica fue incluida
en la lista.

Hallazgos del estudio en ratas:

Dosis - 1, 5 y 10 mg/kg/dia

Hallazgos clinicos: Lesién cuténea descrita como
costras en el hocico desde el Dia 50 en adelante en el
grupo con alta dosis.

Hallazgos histopatélogicos: Degeneracién e
inflamacion de la piel en 2/15 machos y 2/15 hembras
con 5 mg/kg/dia y en 11/15 machos y 11/15 hembras
con 10 mg/kg/dia. No hubo hallazgos
histopatolégicos para la piel en los controles.

Hallazgos del estudio en perros:

Dosis - 2,5, 7,5 y 15 mg/kg/dia

Signos clinicos: Todos los grupos de dosis
incluyeron enrojecimiento de la piel (en 2/8, 3/8 y
5/8 perros, respectivamente) y enrojecimiento de la
membrana mucosa bucal (en 4/8, 6/8 y 8/8 perros,
respectivamente). El tiempo hasta la aparicion de los
hallazgos disminuy¢ con el aumento de la dosis.

El régimen de dosificacion fue de 150 mg diariamente, 2|
horas antes de la ingestion de alimentos.

Hallazgos del ensayo clinico:

Generalmente bien tolerado. Las toxicidades que se
producen con mayor frecuencia incluyen sarpullido de
la piel y diarrea. Las dltimas dos toxicidades a veces
dieron como resultado la reduccion de la dosis o la
discontinuacion del tratamiento

FIG. 31B
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Antagonista de EGFR Datos no clinicos Datos clinicos
VECTIBIX® Se efectuaron varios estudios de toxicidad con dosis | El régimen de dosificacién fue de 6 mg/kg diariamente
(panitumumab) repetidas en el mono cinomolgo. Toxicidades cada 2 semanas hasta la progresion de la enfermedad.
dermatoldgicas severas fueron informadas en estos
Amgen estudios a dosis de 7,5, 15, 30 6 60 mg/kg por 4, 13 6 | Hallazgos del ensayo ¢linico:

(BLAN° 125147)

Anticuerpo monoclonal totalmente
humanizado recombinante dirigido
contra EGFR humano

26 semanas de duracion del tratamiento.

Resultados del estudio de 26 semanas:

Dosis: 7,5, 15y 30 mg/kg/dosis, bolo [V una vez a la
semana. -

Resumen de hallazgos: Toxicidades dermatologicas
leves a severas (eritema, irritacion, costras
(frecuentemente asociadas con infecciones
secundarias), piel escamosa (de tipo caspa), pérdida de|
piel, abrasiones y/o hinchazoén de los parpados y
enrojecimiento de los 0jos), esfacelacion epidérmica,
septicemia y muerte (2, 6 y 6 en DB, DMy DA,
respectivamente) en todos los grupos de dosis.
Ademas, papulas y/o ulceracion/necrosis fueron
informadas

esporadicamente en todos los grupos de dosis.
Hallazgos histopatologicos:

Hiperqueratosis leve a marcada, acompafiada por
acantosis epidérmica, paraqueratosis en la piel de los
animales en todos los grupos de dosis. La severidad
fue la misma para los grupos de dosis 15y 30 mg/kg y
ligeramente reducida en el grupo de dosis 7,5 mg/kg.
No se determiné el NOAEL.

Las dosis fueron 1,25 a 10 veces mayores que la
dosis propuesta para humanos de 6 mg/kg cada 2
semanas, y aproximadamente 3-24 veces mas altas
que la dosis propuesta de 2,5 mg/kg/semana cuando
se ajustaron al peso corporal del ser humano.

Uno de*los eventos adversos més serios informados
fueron las toxicidades dermatolégicas complicadas por
secuelas infecciosas y muerte séptica.

Lesiones cutaneas (sarpullido acneiforme, prurito, piel
seca, exfoliacion, fisuras en la piel y paroniquia) fueron
informadas en el 90% de 789 pacientes con cancer
colorrectal metastasico. Estas eran de Grado 2 en
severidad y el 12% de los pacientes tenia Grado 3 en
severidad. En los pacientes (no observados no
clinicamente), también se informé de estomatitis y
mucositis oral de Grado 1 6 2 en el 7% de los pacientes.
El desarrollo de toxicidades dermatologicas severas
condujo a infecciones secundarias (sepsis) y en escasas
ocasiones incluso a la muerte, pero mas frecuentemente
fue necesaria una reduccién de la dosis o interrupcidn.

La revision de la etiqueta incluy6 una seccion de
advertencia resaltada para toxicidades dermatologicas.

FIG. 31C
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Evento adverso Nombre corto Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 Grado §
Sarpullido/ Sarpullido Erupcion macular o Erupcion macular | Eritroderma Dermatitis Muerte
X papular o eritema sin generalizada severao | generalizada,
descamacién sintomas asociados o papular o erupcion macular, exfoliativa, ulcerativa
. papular o vesicular; o bulosa
eritema con descamacion que
. . cubre >50% del ASC | ~»
prunto u otros
sintomas
Sarpullido: Acné Intervencion no Intervencién indicada | Asociado con dolor, - Muerte
indicada desfiguracion,
Acné/acneiforme ulceracién o

descamacion

FIG. 32
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<1i10>
<120>
<130>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Als
130

Lys Val
145

Glu Ser

LISTADO DE SECUENCIAS

Genentech, Inc. et al.

Anticuef%os anti-HER
P4203R1 WO

61/210562
2009-03-20

79
PatentIn versién 3.5

1

214

PRT

Secuencia artificial

sintético
1

Gln Met Thr Gln Ser
5

Val Thr Ile Thr Cys
20

Trp Tyr Gln Gln Lys
35

’

Ala Ser Phe Leu Tyr
55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gln Gly Thr Lys
100

Val Phe Ile Phe Pro
115

Ser Val Val Cys Leu
135

Gln Trp Lys Val Asp
150

Val Thr Glu Gln Asp

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

I2¢

Leu

Asn

Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gin

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Giu

Phe

Gln

155

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

&0

Ser

Tyr

Arg

Gin

Tyr

140

Ser

Thr

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

119

Lys

Arg

Asn

Ser

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

8%

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

182



Ser Thr Leu

165

Thr Leu
180

170

175

Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr

185

180

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

195

Phe Asn Arg
210

<210> 2

<211> 228
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 2
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Ile His
35

Gly Glu Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Gin Gly Thr
115

Val Phe Pro
130

Ala Leu Gly
145

Ser Trp Asn

Gly Glu

sintético

Leu Val

Leu Ser

20 *

Trp Val

Ser Pro

Phe Thr

Asn Ser

B5

Ser Arg

100

Leu Val

Leu Ala

Cys _Leu

Ser Gly

Cys

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Val

Thr

Pro

Val

150

Ala

Secuencia artificial

Ser

Bla

Gln

Gly

35

Ser

Arg

Ser

Val

Ser

135

Lys

Leu

200

Giy

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Tyr

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

a0

Rla

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Ser

Thr

Pro

155

Val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Thr

Ser

140

Glu

Ris

205

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Phe

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Preo

Gly

Asn

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala
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165

170

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser

180

185

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys

185

200

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu

210

Asp Lys
225

<210>
<211>
212>
<z213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

130

Lys Val

Thr His

3
214
FRT

215

Secuencia artificial

sintéti%g

3

Gln Met Thr
5

Val Thr Ile
20

Trp Tyr Gln

Ala Ser Phe

Ser Gly Thr

Phe Ala Thr
B85

Gly Gln Gly
100

Val Phe,Tle
115

Ser Val val

Gln Trp Lys

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

25

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

a0

Ile

BAsp

Asn

Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

220

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

175

Val vVal Thr Val

190

Asn Val Asn

205

Pro Lys Ser

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Prc

95

Ala

Ser

Glu

Ser

His

Cys

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln
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145

Glu Ser Val

Ser Thr Leu

Ala Cys Glu

1585

Phe Asn Arg

210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<4900>

4
214
PRT

150

Thr Glu Gln Asp Ser

165

Thr Leu Ser Lys Ala

180

Val Thr

Gly Glu

'

His

Cys

155

Lys Asp Ser Thr

Asp
185

170

Tyr

GIn Gly Leu Ser

Secuencia artificial

sintético

4

Asp Ile Gln

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pre

Thr

Lys

Arg

Ala

Ser

5C

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Met Thr
Thr Ile
29

Tyr Gln
Ser Phe
Gly Thr
Ala Thr

85

4
Gln Gly
100
Phe Ile

Val Val

Trp Lys

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

Ser

Cys

Lys

Tyr

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

200

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gin

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Glu

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Gilu

Phe

Gin

Lys

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

160

Tyr Ser Leu Ser

His

Val
205

Ala

Leu

Lys

15

Arg

Ser

Pro

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Lys
190

Thr

Ser

Ala

30

Leu

Phe

Leu

Glu

Val

110

Lys

Arg

Asn

175

Val

Lys

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

9%

Ala

Ser

Glu

Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyx

Ala

Gly

Ala

Gln

5.2
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Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Val

Leu

Glu
195

Arg

5
220
PRT

150

155

Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr

165

170

Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu

180

185

Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser

Gly Glu
s’

Cys

Secuencia artificial

sintético

5

Asp Ile Gln

1

Asp

Glu

Ala

Pro

65

Ile

Ala

Lys

Glu

Phe

Arg

Asn

Pro

50

Ser

Ser

Ala

Arg

Gln

130

Tyr

Val

Gly

Lys

Arg

Ser

Pro

Thr

115

Leu

Pro

Met Thr
5

Thr Ile
29

Tyr Ala

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

BS5

Sexr Pro

100

Val Ala

Lys Ser

Arg Glu

Gln

Thr

Asp

Ile

Gly

70

Pro

Tyr

Ala

Gly

Ala

Ser

Cys

Val

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

135

Lys

200

Pro

Arg

Ala

Yy

Glu

Gly

Asp

Fhe

Ser

120

Ala

Val

Ser

Ala

25

Trp

Gly

Sex

Phe

Gly

105

Val

Ser

Gin

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gln

Phe

Val

Trp

Leu

Gln

Gln

Ser

Thr

75

Thr

Gly

Ile

Val

Lys

Lys

Pro

Ser

Ala

Gln

Leu

60

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

140

Val

His

Val
205

Ala

Leu

Lys

45

Tyt

Phe

Tyr

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Ser

Lys

190

Thr

Ser

Gly

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

110

Pro

Leu

Asn

Leu
175

Val

Lys

Val

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Ser

Asn

Ala

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ser

Lys

Val

Thr

80

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

86
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150

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu

165

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser

180

Glu Lys His Lys;’Val Tyr Ala

195

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe

210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

His Asp

Ala Pro
50

Pro Ser
65

Ile Ser

Ser Thr

Lys Arg

Glu Gln

130

Phe Tyr

6
220
BRT

215

Secuencia artificial

sintético

6

Gin

Val

Gly

35

Lys

Arg

Ser

Phe

Thr

115

Leu

Pro

Met Thr
5

Thr Ile
20

Thr Pro

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

85

Ala Pro

100

Val Ala

Lys Ser

Arg Glu

Gln

Thr

Trp

Ile

Gly

70

Pro

Tyr

Ala

Gly

Rla

Ser

Cys

Val

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr
135

Lys

Ser

Thr

Cys
200

Asn

Pro

Arg

Ala

40

Asp

Gly

Asp

Phe

Ser

120

Ala

VVal

Val

Leu

185

Glu

Arg

Ser

ala

25

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

105

Val

Ser

Gln

Thr

170

Thr

Val

Gly

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

80

Gln

Phe

Val

Trp

155

Glu

Leu

Thr

Glu

Leu

Gln

Gin

Tyr

Thr

75

Thr

Gly

Ile

Val

Lys

Gin

Ser

His

Cys
220

Ser

Ser

Gln

Leu

60

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

140

Val

l1e0

Asp Ser Lys Asp

Lys

Gln
205

Ala

Leu

Lys

45

Tyr

Phe

Tyr

Lys

Pro

125

Leu

Asp

175

Ala Asp Tyr

120

Gly Leu Ser

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

110

Pro

Leu

Asn

Val

1%

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Ser

Asn

Ala

Ser

Lys

Val

Thr

80

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu



145

Gln

Ser

Glu

Ser

159

Ser Gly Asn Ser Gln Glu
165

’
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser

130

Lys His Lys Vval Tyr RAla
185

FPrc Val Thr Lys Ser Phe
210 215

<210> 7

<211> 214

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<Z220>
<223> sintético

<4Q0> 7

Asp

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Giu

Thr

Fro

Thr

Lys

Ile Gln Met Thr Gln Ser

Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 4

Ser Ala Ser Ser Leu Tyr
50 55

Gly Ser Gly Thr Asp Phe
70

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

Ser Val Phe Ile Phe Pro
115

Ala Ser Val Val Cys Leu
130 135

Val Gln Trp Lys Val Asp

Ser

Thr

Cys

200

Asn

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Val

Leu

185

Glu

Arg

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Thr

170

Thr

Val

Gly

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Glu

Leu

Thr

Glu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Glu

Phe

Gln

Gln

Ser

His

Cys
220

Ser

Glu

Pro

Ser

60

Ser

Ala

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

160

Asp Ser Lys Asp
175

Lys Ala Asp Tyr
130

Gln Gly Leu Ser
205

Ala Ser Val Gly
15

Ile Phe Pro Asp
30

Lys Leu Leu Ile
45

Arg Phe Ser Gly

Ser Leu Gln Pro
80

Pro Thr Pro Tyr
a5

Thr Val Ala Ala
110

Leu Lys Ser Gly
125

Pro Arg Glu Ala

Gly Asn Ser Gln

188
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Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

130

Lys Val

Val

Leu

Glu
195

Arg

8
214
PRT

’

150

Thr Giu Gin

165

Asp

Ser

Thr Leu Ser Lys Ala

180

Val Thr His

Gly Glu Cys

Lys

Asp
185

Gln Gly Leu

Secuencia artificial

sintético

8

Gin

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Met

Thr

Thry Ile

20

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Tryf Lys

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Fhe

Cys

Val

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

200

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Asp
170

Tyr

Ser

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Ser

Glu

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

Thr

Lys

Pro

Ser

Ala

Fro

Ser

60

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Tyr

His

Val
205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Ser

Lys

190

Thr

Ser

Ala

30

Leu

Phe

Leu

Glu

Val

110

Lys

Arg

Asn

Leu
175

Val

Lys

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

85

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

187



145

Glu Ser Vval

Ser Thr Leu

Ala Cys Glu

195

Phe Asn Arg

210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<4Q0>

8
214
PRT

150

Thzr Glu Gln Asp Ser

165

Thr Leu Ser Lys Ala

180

Val Thr His

Gly Glu Cys

155

Lys Asp Ser Thr

170

Asp Tyr Glu

185

Gln Gly Leu Ser Ser

Secuencia artificial

sintético

8

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

4
Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

-

Thr

5

ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pre

Leu

135

Asp

200

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

S0

Ile

Asp

Asn

Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

Lys

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Tyr

His

Val
205

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Thr

Leu

125

Pro

Gly

160

Ser Leu Ser

Lys
190

Thr

Ser

Gly

Leu

Phe

Leu

Glu

Val

110

Lys

Arg

Asn

175

Val

Lys

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Proc

95

Ala

Ser

Giu

Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

AA0
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Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

130

Lys Val

150

Val Thr Glu Gln Asp
165

Leu Thr Leu Ser Lys
180

Glu Val Thr His Gln
195

Arg Gly Glu Cys

10
214
PRT
Secuencia artificial

’

sintético
10

Gln Met Thr Gln Ser

Val Thr Ile Thr Cys
20

Trp Tyr Gln Gln Lys
35

Ala Ser Ser Leu Tyr
55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gln Gly Thr Lys
1c0

Val Phe Ile Phe Pro
115

Ser Val Val Cys Leu
135

Gln Trp Lys Val Asp

Ser

Ala

Gly
200

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

10

155

Lys Asp Ser

170

Asp Tyr Glu

185

L.eu Ser Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

30

Ile

Asp

Asn

Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

Thr

Lys

Prao

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Tyr

His

Val
205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Thr

Leu

125

Gly

Ser

Lys

190

Thr

Ser

Ala

30

Leu

Phe

Leu

Glu

Val

110

Lys

Arg

Asn

Leu
175

Val

Lys

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Fro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

e
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Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

130

Lys Val

Val

Leu

Glu
195

Arg

11
214
PRT

Thr

Thr

180

Val

Gly

'

Glu
165

150

Gln

Asp

Ser

Leu Ser Lys Ala

Thr

Glu

His

Cys

11

155

Lys Asp Ser

170

Thr

Tyr

Asp Tyr Glu Lys His

185

Gln Gly Leu Ser Ser

Secuencia artificial

sintético

11

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Met

Thx

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

5

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

;85

Gln

100

Phe

Val

Trp

Gly

Ile

Val

Lys

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

200

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Rla

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

40

Iie

Asp

Asn

Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Val
205

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Ser

Lys

130

Thr

Ser

Ala

30

Leu

Phe

Leu

Glu

Val

110

Lys

Arg

Asn

Leu
175

Val

Lys

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

192



145

Glu Ser val

Ser Thr Leu

Bla Cys Glu

195

Phe Asn Arg

210

<210>
<211>
<212>»
<213>

<220>
<223>

<400>

12
228
PRT

150

Thr Glu Gln

165

Asp

Ser

Thr Leu Ser Lys Ala

130

Val Thr His

»

’

Gly Glu Cys

Gln

Secuencia artificial

sintético

12

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Val

Ala

Leu

Ile

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr

115

Prc

Gly

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe
I

Asn

Ser

100

Leu

Leu

Cys

Val

Ser

Val

Ala

sThr

Ser

85

Arg

Val

Ala

Leu

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Val

Thr

Pro

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Val

Ser

133

Lys

Gly
200

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser

120

Ser

Asp

i2

155

Lys Asp Ser Thr Tyr

170

Asp Tyr Giu Lys

185

Leu Ser Ser

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

Lys

Tyr

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Ala

Ser

Phe

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

15

Thr

Ala

Ser

Thr

Pro

Pro

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Thr

Ser

140

Glu

His

Val
205

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Ser

Lys

150

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Leu
175

Val

Lys

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Leu

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Rla

Val
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Ser Trp

Val Leu

Pro Ser

Lys Pro
210

Asp Lys
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

13
214
PRT

150

Ser Gly Ala Leu Thr
165

Ser Ser Gly Leu Tyr
180
’

Ser Leu Gly Thr Gln
200

Asn Thr Lys Val Asp
215

His

Secuencia artificial

sintético

13

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

Val

Trp

35

Ala

Ser

Fhe

Gly

Val

115

Ser

5

Thr Ile Thr Cys Arg
20

Tyr’ Gln Gln Lys Pro
40

Ser Phe Leu Tyr Ser
55

Gly Thr Asp Phe Thr
70

Ala Thr Tyr Tyr Cys
85

Gln Gly Thr Lys Val
100

Phe Ile Phe PBro Pro
120

Val Val Cys Leu Leu

13

155

Ser Gly Val
170

Ser Leu Ser
185

Thr Tyr Ile

Lys Lys Val

Ser Ser Leu
10

Ala Ser Gln
25

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Leu Thr Ile
75

Gln Gln Ser
90

Glu Ile Lys
105

Ser Asp Glu

Asn Asn Phe

His

Ser

Cys

Glu
220

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Glu

Arg

Gin

Tyr

Thr

Val

Asn

205

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Thr

Leu

125

Pro

Phe

Val

190

Val

Lys

Ser

Ala

30

Leu

Phe

Leu

Glu

Val
110

Lys

Arg

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

160

Ala

Val

His

Cys

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Ala

4o



130

Lys Val Gin
145

Glu Ser Val

Sexr Thr Leu

Ala Cys Glu
195

Phe Asn Arg
210

<Z210> 14

<211> 228

<212> PRT

<Z213>

<220>

<223>

<4Q0> 14

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Ile His
35

Gly Glu Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Gin Gly Thr

115

Val Phe Pro

Trp Lys

Thr Glu
165

Thr Leu
180

Val Thr

Gly Glu

sintético

Leu Val
5

.

'4

Leu Ser
20

Trp Val

Ser Ala

Phe Thr

Asn Ser

85

Ser Arg
100

Leu Val

Leu Ala

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

7C

Leu

Val

Thr

Pro

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Secuencia artificial

Ser

Rla

Gln

Gly

55

Ser

Arqg

Ser

Val

Ser

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser

120

Ser

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

Lys

14

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Ala

Ala

Ser

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Ser

Thr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Thr

Ser

Gly Asn Ser

Tyr

His

Val
205

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Lys

125

Gly

Ser

Lys

190

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr

110

Gly

Gly

Leu
175

Val

Lys

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala

A0



Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Asp
225

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<z220>
<223>

<400>

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

15
214
PRT

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

His

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Val
150

Ala

Lys

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val
215

Secuencia artificial
-

sintético

15

Asp Ile Gln

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

'4

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr
85

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gln Gly Thr

100
’

Phe

Ile

Phe

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

15

Tyr Phe

Ser Gly
170

Ser Leu
185

Thr Tyr

Lys Lys

Ser Ser
10

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln
90

Glu Ile
105

Ser Asp

Pro

155

Val

Ser

Tle

Val

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Glu

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu
220

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Glu

Arg

Gln

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Thr

Leu

Val

Phe

Val

190

Val

Lys

Ser

Ala
30

Leu

Phe

Leu

Giu

Val

110

Lys

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

AN



Thx

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<21Q0>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

16
228
PRT

Val val

Trp Lys

Thr Glu
165

Thr Leu
iB0O

Val Thr

Gly Glu

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Secuencia artificial

sintético

16

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Leu

Ile

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr

Leu Val

Leu Ser
20

Trp Val

Ser Pro

Phe Thr

Asn Ser
r B5

Ala Lys
100

Leu Val

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Val

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ser

Val

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Ala

Ala

Phe

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

16

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Ala

Phe

Gln

158

Ser

Glu

Ser

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

15

Thr

Ala

Ser

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Thr

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

130

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr

110

Gly

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Trp

Pro

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Val

Val

Tyr

80

Gly

Ser

A4



Val Phe
130

Ala Leu
145

Ser Trp

Val Leu

Pro Ser

Lys Pro
210

Asp Lys
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu Val

1

Ser Leu

Trp Ile

Gly Glu
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

il5

Pro Leu Ala Pro

Gly Cys Leu Val
150

Asn Ser Gly Ala
165

Gln Ser Ser Gly
180

Ser Ser Leu Gly
193

»

4

Ser Asn Thr Lys

Thr His

17
228
PRT

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val
215

Secuencia artificial

sintético
17

Gln Leu Val Glu

Arg Leu Ser Cys
20

His Trp Val Arg
35

Ile Serr Pro Ala

Arg Phe Thr Ile
70

Met Asn Ser Leu
85

Glu Alaz Lys Val

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Ala

Ala

Fhe

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

17

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Lys

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Thr

Pro

155

Val

Ser

Ile

Val

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Ser

1490

Glu

His

Ser

Cys

Glu
220

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

125

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Gly

Val

Phe

Val

190

Val

Lys

Pra

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Gly

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

85

Trp

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Gly

Asp

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly



Gln Gly

Val Phe
130

Ala Leu
145

Ser Trp

Val Leu

Pro Ser

Lys Pro
210

Asp Lys
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Tle
1

Asp Arg

Gly Asn

Leu Ile
50

Ser Gly
65

Gln Pro

100

Thr Leu Val
115

Pro Leu Ala

Gly Cys Leu

Asn Ser Gly
1-165

Gln Ser Ser
180

Ser Ser Leu
195

Ser Asn Thr

Thr His

18
216
PRT

Thr

Pra

Val

150

Ala

Gly

Val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val
215

Secuencia artificial

sintético
18

Gln Met Thr
5

v
Val Thr Ile
20

Val Ala Tzp
35
Tyr Asp Gly

Ser Gly Ser

Glu Asp Phe

Gln

Thr

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Ser

Cys

Gln

Tvyr

55

Thr

Thr

Ser
120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Pro

Arg

Gln

40

Leu

Asp

Tyr

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Ser

Ala

25

Lys

Tyr

Phe

Tyxr

ig

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Lys

Ser

10

Ser

Pr¢

Ser

Thr

Cys

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Ile

Val

Leu

Gln

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu
220

Ser

Asp

Lys

Val

60

Thr

Gln

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Ala

Val

Ala

45

Pro

Ile

Ser

110

Gly

Gly

Val

Phe

Val

190

Val

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

ser

Tyr

Pro

Thr

Thr

Prao

175

Thr

Asn

Ser

Val

15

Phe

Lys

Arg

Ser

Pro

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Gly

Tyr

Leu

Phe

Leu

80O

Ala

A



Pro

Ala

Ser

Glu

145

Ser

Leu

Val

Lys

Tvyr

Ala

Gly

130

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<Z220>
<223>

<400>

Thr

Pro

115

Thr

Lys

Giu

Ser

Ala

195

Phe

19
228
PRT

Phe
100

Ser

85

Gly

Val

Ala Ser
’

Val

Ser

Thr

180

Cys

Asn

Gln

Val

165

Leu

Glu

Arg

Gln

Phe

Val

Trp

150

Thr

Thr

Val

Gly

Gly

Ile

Val

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

Secuencia artificial

sintético

19

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Leu

Ile

Glu

50

Gly

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Val

Ser

Val

Ala

Thr

Asn Ser

Glu

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gin

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Phe

120

Cys

Val

Gln

Ser

His

200

Cys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185

Gln

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

19

20

Val

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

Leu

FPhe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

&0

Lys

Ala

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
205

Gin

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Arg

110

Gln

Tyxr

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

95

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

175

His

Val

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

Val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thx

Giy

Asp

Leu

Val

Tyr

80

Cys



Ala

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Asp
225

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu
1

Val

Glu

Thr
115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

20
228
PRT

Ser

100

Lew

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

His

'

85

Lys

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Val

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser

Val

Ser

135

Leu

Leu

Thr

Val
215

Secuencia artificial

sintético

20

Gln

Ser Leu Arg

Trp

Ile

His
35

Gly Glu Iie

Lys

50

Gly

Arg

Leu Val Glu

5

Leu Ser Cys

20

Trp Val Arg

Ser Ala Alsa

Phe Thr Ile

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Phe

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Glu

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

20

90

Ala

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Lys

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Ala

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Ile

Val

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

Met

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu
220

Val

Thr

Gly

Tyr

€0

Lys

93

Asp Tyr Trp
110

Lys Gly Pro
125

Gly Gly Thr

Pro Val Thr

Thxr Phe Pro
175

Val val Thr
190

Asn Val Asn
205

Pro Lys Ser

Gln Pro Gly
15

Leu Ser Gly
30

Leu Glu Trp
45

Ala Asp Ser

Asn Thr Ala

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Asp

Val

Val

Tyr



65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Gin Gly Thr
115

Val Phe Pro
130

Ala Leu Gly
145

Ser Trp Asn

Val Leu Gln

Pro Ser Ser
195

Lys Pro Ser
210

Asp Lys Thr
225

<Z210> 21
<211> 218
<212> PRT
<Z213>
<220>
<223>
<400> 21

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Tyr Ile Ala
35

Lys Leu Leu

Asn Ser
85

Ser Lys
100

Leu Val

Leu Ala

Cys Leu

Ser Gly
165

Ser Ser
180

Ser Leu

’
Asn Thr

His

sintético

Met Thr
5

Thr Ile
20

Pro Val

Il%Tyr

70

Leu

Val

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Gln

Thr

Ala

Asp

Arg

Ser

Val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val
215

Secuencia artificial

Ser

Cys

Trp

Gly

Ala

Phe

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Glu

Glu

105

Ser

Lys

Tyr

sSer

Ser

185

Thr

Lys

Ser

Ala

25

Gln

Tvyr

21

Asp

90

Ala

Bla

Ser

FPhe

Gly

170

Leu

Tyr

Lys

Ser

10

Ser

Gln

Leu

75

Thr

Ala

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Ile

Val

Leu

Gln

Lys

Tyr

Ala

Met

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu
220

Ser

Ala

Val

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Tyr

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Phe

Val

130

Val

Lys

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

80

Cys

Gly

Ser

Ala

Val

160

Rla

Val

His

Cys

Ala Ser Val Gly

15

Val Trp Gly Gly

30

Pro Gly Lys BAla Pro

Ser

45

Gly Val Pro Ser



Arg

€5

Ser

Pro

Thr

Leu

Pro

145

Gly

Tyr

His

Val

50

Phe

Leu

Thr

Val

Lys

130

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<4Q00>

Ser

Gln

Pro

Ala
115

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
195

Lys

22
218
PRT

Gly

Pro

Tyzr

160

Ala

Gly

Ala

Gln

'

Ser
180

Tyr

Ser

55

Ser Gly Ser
70

Glu Asp Phe
B85

Thr Phe Gly

Pro Ser Val

Thr Ala Ser
135

Lys Val Gln
150

Glu Sexr Val

165

Ser Thr Leu

Ala Cys Glu

Phe Asn Arg
215

Secuencia artificial

sintético

22

Asp Ile Gln

1

Agp Arg Val

Tyr Tyr Ala

35

Lys Leu Leu

Metf

Thr
20

Thr Gln Ser
5

Ile Thr Cys

Prd val Ala Trp

Ile

Tyr Asp Gly

Gly

Ala

Gln

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

Tyr

Thr

Thr

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Ser

Ala

25

Gln

Fhe

22

Asp

Tyr

80

Thr

FPhe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

Ser

10

Asn

Gln

Leu

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Leu

Gln

Lys

Tyr

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

149

Asn

Ser

Ala

Gly

Ser

Ser

Pro

Ser

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Ala

Ile

Gly

45

Gly

Thr

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Ser

Ala
30

Val

Ile

Arg

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Val

15

Gly

Ala

Prec

Ser

80O

Leu

Arg

Gln

Tyr

Ser

1e0

Thr

Lys

Pro

Gly

Ala

Fro

Ser

905



50

Arg Phe Ser

Ser Leu Gln

Pro Ser Pro

Thr Val Ala
115

Leu Lys Ser
130

Pro Arg Glu
145

Gly Asn Ser

Tyr Ser Leu

His Lys Val
195

Val Thr Lys
210

<210> 23
<211> 218
<212> PRT
<213>

<220>

<223>

<400> 23

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Tyr Phe Ala
35

Lys Leu Leu

Gly Ser

FPro Glu
8%

Tyr Thr
100

Ala Prao

Gly Thr

Ala Lys

Gln Glu

165

Ser Ser
180

Tyr Ala

Ser Phe

sintético

Met Thr
5

v

Thr Ile
20

Pro Val

Ile Tyr

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Gln

Thr

Ala

Asp

55

Ser

Fhe

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Secuencia artificial

Ser

Cys

Trp

Gly

Gly

Ala

Gln

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Thr

Thr

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

i85

Thr

Glu

Ser

Ala

25

Gln

Tyr

23

Asp

Tyr

aC

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

Ser
10

Ser

Gln

Leu

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Leu

Gln

Lys

Tyr

60

Thr

Cys

Val

Prec

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Ser

Ser

Pro

Ser

Leu

Glin

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Ala

Leu

Thr Ile

Gin Arg
95

Ile Lys
110

Asp Glu

Asn Phe

Leu Gln

Asp Ser
175

Tyr Glu
190

Sef Ser

Ser Val
15

Trp Ala
30

Ser

80

Leu

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Gly

Ala

Gly Lys Ala Pro

45

Gly

Val Pro Ser



50

Arg Phe Ser
65

Ser Leu Gln

Pro Ser Prco

Thr Val Ala
115

Leu Lys Ser
130

Pro Arg Glu
145

Gly Asn Ser

Tyr Ser Leu

His Lys Val
195

Val Thr Lys
210

<210> 24

<211> 108

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 24

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Val Ala Trp
35

Tyr Ser Ala

Gly Ser

Pro Glu
85

Tyr Thr
100

Ala Pro

Gly, Thr

Ala Lys

Gln Glu
165

Ser Ser
180

Tyr Ala

Ser Phe

sintético

'4

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

55

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Secuencia artificial

Gly

Ala

Gln

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Met Thr Gln Ser Pro

Thr Ile
20

Tyr Gln

Ser Phe

Thr

Gln

Leu

Cys

Lys

Tyr

Arg

Pro
40

Ser

Thr

Thr

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

24

Asp

Tyr

90

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

Ser
10

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Leu

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Ser

Ser Gln Asp

Lys

Val

Ala

Pro

Pro

Ser

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Bsp

Leu
205

Ala

Val

Lys

45

Arg

Thr

Gln

Ile

1190

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Fhe

Ile

Arg

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Val

15

Thr

Leu

Ser

Ser

80

Leu

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Gly

Ala

Ile

Gly



50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu Val

1

Ser Leu

Ile

Trp

Glu
50

Gly

Lys
65

Leu Gln

Ala Arg

Gln Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gln Gly Thr Lys
100

25 ’

121

PRT

Secuencia artificial

sintético
25

Gln Leu Val Glu Ser

Leu Ser Ala

20

Arg Cys

His Val Gln

35

Trp Arg

Ile Ser Pro Ser Gly

Phe Thr Ile

70

Arg Ser

Met Asn Ser Leu

.85

Arg

Glu Ser Arg Val Ser

100

Thr
115

Leu Val Thr Val

26
108
PRT
Secuencia artificial

sintético

26

25

Thr Leu Thr Ile

Cys

Vai

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Tyr

Ser
120

Gln

Glu
105

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

Gln
S0

Ile

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

75

Ser

Lys

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

60

Ser Ser Leu Gln Pro
80

Tyr Pro Thr Pro Tyr
85

Arg

Val Gln Pro Gly

15

Gly

Thr Phe Thr

30

Gly Asn

Leu Glu Val

45

Gly Trp

Tyr Ala Ser val

60

Asp

Lys Asn Thr Ala Tyr

80

Ala val Tyr

95

Cys

Met Asp Tyr

110

Trp Gly



Asp Ile

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210> -
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

27
108
BRT

Met

Thr
20

Tyr

’

Ser

Gly

Ala

Gln
1G0

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

FPhe

Tyr

Lys

Secuencia artificial

sintético

27

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

’

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

5

*

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

BS

Gly

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Cys

Lys

Tyr

35

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
109

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

26

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

%0

Ile

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Iie

75

Ser

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

&0

Ser

Glu

Arg

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Giu

Aryg

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Ser

Ala

30

Leu

FPhe

Leu

Glu

Ser

Ala

30

Leu

Phe

Leu

Glu

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gin

Pro
95

Vai

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



<210>
<211i>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu Val
i

Ser Leu

Trp Ile

Gly Glu
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gln Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser

28

121

PRT

Secuencia artificial
’

sintético
28

Gln Leu Val Glu Ser

Arg Leu Ser Cys Ala
20

His Trp Val Arg Gln
35

Ile Ser Ala Rla Gly
55

Arg Phe Thr Ile Ser
70

Met Asn Ser Leu Arg
85

Glu Ser Arg Val Ser
100 .
’

Thr Leu Val Thr Val
115

29

108

PRT

Secuencia artificial
sintético

29

Gln Met Thr Gln Ser

Val Thr Ile Thr Cys
20

Trp Tyr Gln Gin Lys
35

Ala Ser Phe Leu Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser
120

Pro

Arg

Pre¢

40

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

27

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Ser

10

Ser

Lys

Val

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Leu

Gln

Ala

Pro

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Ser

Asn

Pro

Ser

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
1190

Ser

BAla
30

Leu

Phe

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tvyr

95

Trp

Vali

15

Thr

Leu

Ser

Gly

Asp

Leu

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Asp

Ile

Gly



50

55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

65

70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr

85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu val
1

Ser Leu

Trp Ile

Gly Glu
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gln Gly

<Z210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100

30
121
PRT

Secuencia artificial

sintético

30

Gin Leu Val Glu
5

Arg Leu Ser Cys
20

His Trp Val Arg
35

Ile Ser Ala Ala

Arg Phe Thr Ile
70

Met Asn Ser Leu
85

Glu Ser Arg Val
100

Thr Leu Val Thr
115

31
108
PRT

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Val

Secuencia artificial

sintétiqp

31

Thr

Cys

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser
12q

Leu

Gln

Glu
105

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

28

Thr

Gln

o0

Ile

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Ile
75

Ser

Lys

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

60

Ser Ser Leu Gln Pro

80

Glu Pro Glu Pro Tyr

Arg

Val Gln Pro

Thr Leu Ser
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala Asp
&0

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Met Asp Tyr
110

95

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Rla

Tyr

95

Trp

Asp

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly



Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Ser
50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>
<zZ212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

32
121
ERT

Met Thr

Thr Ile
20

Tyr Gln

Ser Phe

Gly Thr

Ala Thr

85

Gln Gly
100

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Secuencia artificial

sintético

32

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Ile

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

Leu Val

Leu Ser
20

Trp Val

Ser Pro

Phe Thr

Asrf Ser

85

Ala Lys
100

Glu

Cys

Arg

Ala

Iie

70

Leu

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ser

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Ala

Ala

Phe

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu
105

29

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

80

Ile

Gly

io0

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

a0

Ala

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Glu

Arg

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Bsp

Ser

Ala

30

Leu

Phe

Leu

Glu

Fro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyx

Tyr
110

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr
95

Trp

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Asp

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

290



30

Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<Z210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu val
1

Ser Leu

Trp Ile

Gly Glu

30

LyS
65

Gly

Leu Gln

Ala Arg

Gln Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu Vel
1

Ser Leu

Trp Ile

115

33
121
PRT
Secuencia artificial

sintético

33

Gln Leu Val
5

Glu Ser

Leu Ser Ala

20

Arg Cys

His Gln

35

Trp Val Arg

Ile Ser Pro Ala Gly

55

Phe Thr Ile

70

Arg Ser

Met Ser

85

Asn Leu Arg

Giu Ala

100

Lys Val Ser

Thr
115

Leu Val Thr Vval

34

121

PRT

Secuencia artificial

sintéticq
s
34

Gln Leu Val Glu Ser
5

Arg Leu Ser Cys Ala
20

His Trp Val Arg Gln

120

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Ala

Ala

Phe

Ser
120

Gly

Ala

Gly Gly Leu Val Gln

10

Ser Phe Thr Phe

25

Gly

Leu
45

Pro Gly Lys Gly

Tyr Thr Asp Tyr Ala

60

Thr Ser Asn

75

Asp Lys

Glu Asp Thr Ala Val

Glu
105

Ala Ala Met Asp

Ser

Gly Gly Leu Val Gln

10

Ser Gly Phe Thr Leu
25

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Pro

Ser
30

214

Gly
15

Gly

Gly Asp

Trp Val

Ser Val

Ala Tyr

80

Tyr
95

Trp Gly

Gly Gly
15

Gly Asp

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu



Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Gly

<210>
<21i>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr

115

35
121
PRT

Ser Ala

Phe Thr

Asn Ser
85

Ser Lys
100

Leu Val

Ala

Ile

70

Leu

Val

Thr

Gly

Ser

Arg

Ser

Val

Secuencia artificial

sintético

35

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Leu

Ile

Glu

50

Gly

Gin

Arg

Gly

<210>

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr

115

36

Leu Val

Leu Ser
20

Trp Val

Ser Ala

Phaﬁhr

Asn Ser
85

Ser Lys
100

Leu Val

Glu

Ala

Ile

70

Leu

Val

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Val

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser
120

Tyr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Tyxr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

31

Thr

Tnr

Asp

a0

Ala

Giy

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

990

Ala

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Val

Thxr

Gly

Tyr

690

Lys

Ala

Met

45

Ala

Asn

Val

Asp

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Asp

Thr

Tyr

Tyr
1106

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Ser

Ala

Tyr
85

Trp

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr
95

Trp

Val

Tyr

BO

Cys

Gly

Gly

Aszp

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

N1z



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Asp Arg

Tyr Ile

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Pro Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<4Q0>

Asp Ile
1

Asp Arg

Tyr Tyr

Lys Leu
50

Arg Phe
65

112
PRT
Secuencia artificial

sintético
36

Gln Met Thr Gln Ser
5

»

val ThY Ile Thr Cys
20

Ala Pro Val Ala Trp
35

Leu Ile Tyr Asp Giy
55

Ser Gly Ser Gly Ser
70

Gln Pro Glu Asp Phe
85

Pro Tyr Thr Phe Gly
100

37
112
PRT
Secuencia artificial

sintético

’
37

Gln Met Thr Gln Ser
5

Val Thr Ile Thr Cys
20

Ala Pro val Ala Trp
35

Leu Ile Tyr Asp Gly
55

Ser Gly Ser Gly Ser
70

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Pro

Arg

Tyr

40

Tyr

Gly

Ser

Ala

25

Gln

Tyr

Thr

Thr

Gly
105

Ser

Ala

25

Gln

Phe

Thr

32

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Ser

10

Asn

Glin

Leu

Asp

Leu

Gln

Lys

Tyr

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Gln

Lys

Tyr

Phe
75

Ser

Ala

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Ala

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

Ile

Gly

45

Gly

Leu

Ser

Trp

30

Lys

Val

Thr

Gin

Ile
110

Ser

Ala
30

Lys

Val

Thr

Val

15

Gly

Ala

Pro

Ile

Arg

85

Lys

Val

15

Gly

Ala

Pro

Ile

Gly

Gly

Pro

Ser

Ser

80

Leu

Arg

Gly

Ala

Pro

Ser

Ser
80

213



Ser Leu Gln Pre Glu Asp Phe Ala Thr

85

Pro Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly

<210> 238
<211> 112
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400>» 38

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Tyr Phe Ala
35

Lys Leu Leu
50

Rrg Phe Ser
65

Ser Leu Gln

Pro Ser Pro

<210> 39
<21i> 110
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 39

100

’

sintético

Met Thr

Thr Ile
20

Prc Val

Ile Tyr

Gly Ser

Pro’ Glu

85

Tyr Thr
100

sintético

Gln

Thr

Ala

Asp

Gly

70

Asp

Phe

Secuencia artificial

Ser

Cys

Trp

Gly

55

Ser

Phe

Gly

Secuencia artificial

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

1

5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20

Gly Asn Val Ala Trp Tyr Gln

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Pro

Arg

Gln

105

Ser

Ala

25

Gln

Tyr

Thr

Thr

Gly
105

Ser

Ala
25

Lys

33

Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Leu

90

85

Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

Ser Leu
10

Ser Gln

Gln Lys

Leu Tyr

Asp Phe
75

Tyr Tyr
90

Thr Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser Leu Ser Ala

10

Ser Gln Asp Val

110

Ser

Trp

30

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
110

Ser

Val

15

Ala

Ala

Pro

Ile

Arg

95

Lys

Val
i5

Gly

Ala

Pro

Ser

Ser

80

Leu

Arg

Gly

Leu Phe Tyr

30

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu



Leu

Ser

65

Gln

FPro

Ile

50

Gly

Pro

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

Tyr Aspr.Gly Ser Tyr
55

Ser Gly Ser Gly Thr
70

Glu Asp Phe Ala Thr
85

Thr Phe Gly Gln Gly
100

10

108

PRT

Secuencia artificial

sintético

40

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Fhe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Val Thr Ile Thr Cys
20 .
’

Trp Tyr Gln Gln Lys
35

Ala Ser Phe Leu Tyr
55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gln Gly Thr Lys
100

41

114

PRT

Secuencia artificial

sintético

11

40

Leu

Asp

Tyr

Thr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Tyr

Phe

Tyr

Lys
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

34

Ser

Thr

Cys
90

Val

Ser
10

Ser
Lys
Val
fhr
Gln

90

Ile

Gly

Leu

75

Gin

Glu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Val

60

Thr

Gln

Ile

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Glu

Arg

45

Pro

Ile

Ser

Lys

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Ser

Ser

Tyr

Arg
110

Ser

Ala

30

Leu

Phe

Leu

Glu

Arg Phe

Ser Leu
80

Pro Ala
95

Val Gly
15

Thr Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Tyr
95

240



Asp

Asp

Glu

Ala

Pro

65

Ile

Bla

Lys

Ile Gln

Arg Val

Asn Gly

35

Pro Lys

50

Ser Arg

Ser Ser

Ala Pro

Arg

<210> 42
<211> 114
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 42

Asp
1

Asp

His

Ala

Pro

65

Ile

Ile Gln

Arg Val

Asp Gly

Pro Lys

50

Ser Arg

Ser Ser

Met Thr

Thr Ile
20

Tyr Ala

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

85

Ser Pro
100

sintético

Met Thr

Thr Ile
20

Thr Pro

Leu Leu

Phe Ser

’

Leu Gln
85

Gln

Thr

Asp

Ile

Gly

70

Prc

Tyr

Gln

Thr

Trp

Ile

Gly

70

Pro

Ser

Cys

Val

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Secuencia artificial

Ser

Cys

Val

Tyr

55

Ser

Glu

Pro

Arg

Ala

40

Glu

Asp

Phe

Pro

Arg

Ala

4G

Asp

Gly

Asp

Ser

Ala

25

Trp

Gly

Ser

Phe

Gly
105

Ser

Ala

25

Trp

Ala

Ser

Phe

35

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

S0

Gln

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala
a0

Leu

Gln

Gln

Ser

Thr

75

Thr

Gly

Leu

Gln

Gln

Tyr

Thr

75

Thr

Ser

Ala

Gln

Leu

60

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ser

Gln

Leu

60

Asp

Tyr

Ala

Leu

Lys

45

Tyr

Phe

Tyr

Lys

Ala

Leu

Lys

45

Tyr

Phe

Tyr

Ser

Gly

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

13

Asp

Gly

Gly

Leu

Gln

85

Glu

Val

15

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Gly

Ser

Lys

Val

Thr

80

Gln

Ile

Gly

Ser

Val

Thr
80

Gln

M2



36

204

Ser Thr Phe Ala Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Gilu Ile

Lys

Arg

<2106>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

43
108
PRT

100

Secuencia artificial

sintético

43

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Fhe

Gly

44
108
PRT

Met Thr Gln

Thr
20
’

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

5

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Secuencia artificial

sintético

44

105

Pro Ser Ser Leu Ser Alas
10

Arg Ala Ser Gln Glu Ile
25

Pro Gly Lys Ala Pro Lys
40 45

Ser Gly Val Pro Ser Arg
60

Thxr Leu Thr Ile Ser Ser
75

Cys Gln Gln Alz Ala Pro
S0

Val Glu Ile Lys Arg
105

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser RAla

1

5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

10

Arg Ala Ser Gln Ala Ile
25

110

Ser

Phe

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser

Ala
30

Val Gly
15

Pro Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Tyr
95

Val Gly
15

Ser Asp

Pro Gly Lys Ala Prc Lys Leu Leu Ile



Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

Ala Ser Phe Leu Tyr
55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gln Gly Thr Lys
100

45

108 P

PRT

Secuencia artificial

sintético
45

Gln Met Thr Gln Ser

Val Thr Ile Thr Cys
20

Trp Tyr Gln Gln Lys
35

Ala Ser Tyr Leu Tyr
55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gln Gly Thr Lys
100

46
108
PRT
Secuencia artificial

sintético

46

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

37

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

45

Ser Arg Phe

60

Ser

Glu

Arg

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Arg

Ser

Pro

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Leu

Glu

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Glu

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Tyr
95

Val Gly
15

Ser Asp

Leu Tle

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Tyr
95

216



Asp Ile

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Phe Thr
1

<210>
<Z211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Leu Ser

1

<210>
<211>
<zZ1l2>
<213>

<220>
223>

<400>

Gln Met Thr Gln Ser

Val Thr Ile Thr Cys
20

Trp Tyr Gln Gln Lys

Ala Ser Ser Leu Tyr
55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gln Gly Thr Lys
100

47

-

PRT

Secuencia artificial

sintético
47

Gly Asn Trp Ile His
5

48

7

PRT

Secuenciq artificial
’

sintético
48
Gly Asp Trp Ile His

5

49
iz
PRT
Secuencia artificial

sintético

49

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
10%

38

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Arg

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Ser

Ala

30

Leu

Phe

Leu

Glu

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
85

Gly

2sp

Ile

Gly

Pro
80

219



39

Val Gly Glu Ile Ser Pro Ser Gly Gly Tyr Thr Asp

1 5 10
<210> 50

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> .
<223> sintétido

<400> 50

Leu Gly Glu Ile Ser Ala Ala Gly Gly Tyr Thr Asp

i 5 10
<210> 51

<211> 12

<212» PRT

<213> BSecuencia artificial

<220>
<223> sintético

<400> 51

Val Gly Glu Ile Ser Ala Ala Gly Gly Tyr Thr Asp

1 5 10
<210> 5’2

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintético

<400> 52

’
Ala Arg Glu Ser Arg Val Ser Tyr Glu Ala Ala Met Asp Tyr

1 5 10
<210> 53

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintético

<400> 53

Ala Arg Glu Ser Arg Val Ser Phe Glu Ala Ala Met Asp Tyr

1 5 10
<210> 54

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



40

<220>
<223> sintético

<40C> 54

Asp Leu Ala Thr Asp Val 2la
1 75

<210> 5”5

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintético

<4Q0> 55

Asn Ile Ala Thr Asp Val Ala
1 5

<210> 56

<21i> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético
<400> 56

Ser Ala Ser Fhe

1

<210> 57 .
<211> 7 d
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintético

<400> 57

Ser Glu Pro Glu Pro Tyr Thr

i 5
<210> 58

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintético

<400> 58
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala



Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Phe Ser
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Val Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Axg
1

<210>

20

Trp Tyr Gl Gln Lys
35

Ala Ser Phe Leu Tyr
55

Ser Gly Thr Asp Fhe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly GIn Gly Thr Lys
100

59

7

PRT

Secuencia artificial

sintético
59

Gly Asgf Trp Ile His
5

60

12

PRT

Secuencia artificial

sintético
60
Glu Ile Ser Pro Ala

5

61

14

PRT

Secuencia artificial

sintéticoe
61

Glu Ala Lys val Ser
5

62

41

25

Pro Gly Lys Ala Pro
40

Ser Gly Val Pro Ser
60

Thr Leu Thr Ile Ser
75

Cys Gln Gln Ser Tyr
90

Val Glu Ile Lys Arg
105

Gly Bla Tyr Thr Asp
10

30

Lys Leu

45

Arg Phe

Ser Leu

Thr Thr

FPhe Glu Ala Ala Met Asp Tyr

10

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile

Pro
80

Pro

902



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Phe Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu val
1

Ser Leu

Trp Ile

Gly Glu
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gln Gly

<210>
<21i>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu Vval

7
PRT
Secuencia artificial

sintético
62

Gly Asp Trp Ile His
S

63
121
PRT
Secuencia artificial

sintético
63

Gln Leu Val Glu Ser
5

Arg Leu Ser Cys Ala
207

His Trp Val Arg Gln
35

Ile Ser Pro Ala Gly
5%

Arg Phe Thr Ile Ser
70

Met Asn Ser Leu Arg
85

Glu Ala Arg Val Ser
100

Thr Leu Val Thr Val
115

64

121

PRT

Secuencia artificial

’

sintético
64

Gln Leu Val Glu Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

42

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Ala

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

85

Trp

Gly

Asp

Val

Val

Tyr

g0

Cys

Gly

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly



Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Leu

Ile

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

His
35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr
115

65
121
PRT

Lgu Ser
20.

Trp Val

Ser Ala

Phe Thr

Asn Ser
85

Ala .Arg
100

Leu Val

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Val

Thr

Ala

Gin

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Val

Secuencia artificial

sintético

65

Glu val Gin

1

Ser

Trp

Gly

Lys

63

Leu

Ala

Leu

Ile

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

Leu Val
5

Leu Ser
20

Trp Val

Ser Pro

s

Phe Thr

Asn Ser
85

Ser Arg

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Ala

Ala

40

Gly

Bla

Ala

Tyr

Ser
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser
25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

43

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Phe

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Leu

Fhe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Mat

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Trp

Gly

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Trp

Asp

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Asp

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly



Gin Gly

<210>
<Z211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu Vval
1

Ser Leu

Trp Ile

Gly Glu
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gln Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu Val
1

Ser Leu

100

Thr Leu Val Thr Val
115

66
121
PRT
Secuencia artificial

sintético
66
Gln Leu Val Glu Ser

s5

Arg Leu Ser Cys Ala
20

His Trp Val Arg Gln
35

Ile Ser Pro Ala Gly

Arg Phe Thr Ile Ser
70

Met Asn Ser Leu Arg
85

Glu Ala Arg Val Ser
100

Thr Leu Val Thr Val
115

67

121 ’

PRT

Secuencia artificial

sintético
67

Gln Leu Val Glu Ser
5

Arg Leu Ser Cys Ala
20

Ser
120

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Tyr

Ser
120

105

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

44

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr
110

Gly

15

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Trp

Gly

Asn

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10

15

Ala Ser Gly Phe Thr Leu Ser Gly Asp

25

30



Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Tle

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

His
35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr

115

68
121
PRT

Trp Val

Ser Ala

Phe Thr

ASn,'Ser
85

Ala Arg
100

Leu Val

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Val

Thr

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Val

Secuencia artificial

sintéticeo

68

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Leu

Tle

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr
115

Leu Val
)

Leu Ser
20

Trp Val

»

s

Ser Ala

Phe Thr

Asn Ser
85

Ala Arg
100

Leu Val

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Val

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Val

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Tyr

Ser
129

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser
120

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Glu

105

Ser

45

Gly

Ser

Thr

Asp

Ala

CGly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Gin

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Glu

Asp

Thr

Tyr
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
1106

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Trp

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr
95

Trp

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Asp

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu Val
1

Ser Leu

Trp Ile

Gly Glu
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gln Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>»
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

69

121

PRT

Secuencia artificial

sintético
»

69 ’

Gln Leu Val Glu Ser

Arg Leu Ser Cys Ala
20

His Trp val Arg Gln
35

Ile Ser Pro ARla Gly
55

Arg Phe Thr Ile Ser
70

Met Asn Ser Leu Arg
85

Glu Ala Arg Val Ser
100

Thr Leu Val Thr Val

15,

70

45

DNA

Secuencia artificial

sintético

caracteristica misc.
(19)..123)
nesA C, G, of

caracteristica misc.
{(24)..(24)
Nes GoT

caracteristica misc,
{25)..(27)
nesaAai C, G, oT

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Tyr

Ser
120

Ser

25

Pro

Tyr

ASp

Glu

Glu

105

Ser

46

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

1y

Ala

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Pro

Thr

30

Giu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr
95

Gly

Asp

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly



47

<220>

<221> caracteristica misc.
<222> {2B)..(28)

<223> N es A oG

<220>

<221> caracteristica misc.
<222> (28)..(28)

<223> nes A oG

<4Q00> 70

acttattact gtcagcaann nnnnnnnnst ccttacacgt tcgga
45

<210> 71
<211> 45
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintético

<220>

<221> caracteristica misc.
<222>  (19)..(21)

<223> nes?h, C, G, oT

<220>

<221> caracteristica misc.
<222>  {25)..(27)

<223> nes A, C, G, 0oT

<220> ’v
<221> caracteristica misc.
<222>  (28)..(28)
<223> nes A o G

<220>

<221> caracteristica misc.
<222>  (29)..1{29)

<223> nes G o C

<400> 71

acttattact gtcagcaann ntacnnnnnt ccttacacgt tegga
45

<210> 72
<211> 45
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintético

<220>

<221> caracteristica misc.
<222>  (19)..1(19)

<223> nes &, G, o T

<220>
<221> caracteristica misc.

»
4



222>
<223>

<400>

48

F
(22)..(30)
nesaia, C, G, o T

12

acttattact gtcagcaang gnnnnnnnnn ccttacacgt tegga

45

<210>
<21ll>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

73

45

DNA

Secuencia artificial

sintético

caracteristica misc.
{19)..{19)}
nesGoT T

caracteristica misc.
(20)..(20)
nesAouocCC

caracteristica misc.
(22)..(23)
n es A, fh G, oT

caracteristica misc,
{24)..(24)
nesGolTl

caracteristica misc.
(25)..{(39)
nesa4a, C, G, oT

73

acttattact gtcagcaann tnnnnnnnnn ccttacacgt tecgga

45

<210>
<211>
<212>
<21i3>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>»

<220>
<221>
222>
<223>

74

45

DNA

Secuencia artificial

sintético

caracteristica misc.
(19)..(23)
nesaA 3 C, Go T

caracteri’stica misec.
(24)..(24)
nesGoT
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222>
<223>

<220>
<221>
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o Brigard &« Castro

BOGOTA - COLOMBIA

- PODER

Yo {rosotros)

domicilado(s) en

Nombro(amas) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
y/o BEATRIZ -JARAMILLOD y/o- CARLOS H, PALACIO
EASTMAN yo HECTOR GOMEZ MEJA, do Boysts,
Colorribla, apoderados verdadsros legales "con poder

as gcid, 'mmplio y suficiénts, pérd. racabsr de. las olicinas v
iitoridades -colofnbidnas adinisirativas, judiclales: v -t

pdrcfa, én cudldiler instancia o recurso; la- oblehcion de

patentes de invencidn, registros de. marcas, diseiios

industrigies, modelos de utlidad, depssitos de nombres
comiercidles y ensenids, registros de dertichos de autor ¥

cortratos -sobre log mistrios, ohtendish do. carlificados de.

abteritor de vansdades vegetalss, asi como sus prértogas,

Wo. demigilio; éldborar; tramitar y Fégisivar contratos de
lichricia v Ticehcias: de. cualesqiiisra ¢lases; intérvenir COrFg

{ © Boursoante cualqmer juez, corporacia; funcionario piblic

g autoridad en acciones. Judiciales, admm:sfratwas y ds
policfa tafes comoi:  oposicionies: al’ regnstro da: marcas.
acciohes de cadudidad, cancelagién Y hulidad;. accionss:
reivindicatarias; atclones deriveidas de la obiencisn .6
axplotacién de: lichriclas: acdiohes de- compelendla dedlealy
demandas pendles; =meciones de TRdemnizacioh  de
per;ulcios reclamos y observaciones .a sahcitudes der
patentes, disefios industriales, modslos: de utiidad, en el
egerdclo .de medidas cautelares: Y -en oiras actiones o
madidas similares.

A asté efecto, lo(s) faculto{amos) para élevar sohcnudes.
fofmuiar dasciipciones, enmiandas, protestas,
declaraciores, oposiciones, cancelaciones, nulidades,
-apelaciones y reclamos; pagar rmpuestos cuctas vy
gravimenes predcriios por Ta lay;. renuniciar . desistic a
“derechos’ concedidos o en curso-de ¢oncasiéh; recibir toda
~-clase de documsntos 'y valotes, dando &l descaigo
. <Gepecdtivo, ¥, ah general, para der ahle dichas -altoridades
. - +fodos los pacos raceiaros al efécts indicado y fomar todas
las medidas que.creyeren.conducentes al rasguardo de mis
{nuestros intereses); con todas las dermde facultades lsgales
necesarias.

| . - R

--Este poder comprénde la facultad de ratifisar o confirma an
'mi {nuested) nombre lo actiads asl como lg‘iécun_ad de

v desistir; t(anslglr cammiprometar, v la de sustittiio en todo, o

én parte *y’ revocar Sustitucionss.  Asimising nombro{afho '

a; JUAN FABLO CADENA SARMIENTO. ylo' BEA
JARAMILLO: vio CARLOS H. PALACIO EASTMA

vio

HECTOR 'GOMEZ MEJIA,, domiciiadofs) enla. o rara_?

No. 16-56 Pist:9; mis: (nuestros) apoderades eng
con facultades Bara recibir notificaciones. g
dpoderadésjudiciales o extrajudiciales.

Otargaido y fimmado an
3 oy = g~ e g
. Firma-
Nombre
Gargo.

renovaciones, ahotacithiss d& traspase, caribios de hormhre:

~demandante -0 coino, demandado en cudlquier insténtia y'

hecessaiy

:ndtlflcattons and to d

POWER OF ATTORNEY
' (We') Genentich, Tbe,
1DNA Way
_domicilegin  South San Francisco, California 040804990
USA

Hersby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO. .
and/or BEATRIZ JARAMILLO -andor GARLOS. H;
PALACIO EASTMAN andfor HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bdgotd, Colombia, my {our) true and Jawful attorneys with
special, émple :and sufficielt power to oblain from the
Colombisn administiative, judicial and police offices and
authortties, in any instance, privileges of patents of
invention, regisiration of trademarks, industrial designs. and
utitty  models; registration” of commercial names and
amblems, ragistration of copyrighf and contracts related
thereto, cettificaies: of gbiathers of vegetables vanetles,

‘well 8. extensions, refiewals and recordal of ass:gnments

and chahges of nama arid dohilaile related to the above: to
pfepare prosecute arid register licenses of any. kind; to act
&8, plaintfi or -defandant in any instdnce or. recdirse, and -
béfore-ahy judge, Sorporation, public cfiicial or authoitty in
judicial, administrative ard police -actions, -sUéh &8
oppositions o the regisiration of -trademarks; caducity,
canceliztion and nuility actlons; clafim actions derived from
the -obtaining or explotation. of ficenses; aclion: of unfalr
comipatition; criminal proceedings;. actions for paymerit of
damages: laims or. obsetvations o patem appllcahons,
modsly, indostiial designs abd Utility micdels; in.ihe éxercisa
of praventive. measuies afd. i othér actiohs o stillar
proceedings.

To that ¢ffsct they hereby emipowered 1o file appfications,
formitidte descriptions, amendments, protests, declaratioris,
oppositiens, cahcellations, nullities; appedls and cidims; to
pay taxes, quotas -and assessments ‘prescribed by faw,
rehounce or waive the nghts granted of in the process of
granting; to receive all Kinds of documaents: and valuables
giving the respactive release of raceipt, and; in:gereral, to
take before said authoritles the netessary steps to such

eftadt, and afiy measures that they may deem pdrtinent to

the sateguapd of fy (our) Interéstis) wilh all the othet

&) powers.

This' power Includes the. facolty to ratify or confirm -desist,
settie-and compromise-oh my {our} behalf, and to substitirte

fs-power In whdle or In part and-to revoke subsiltunons Al

o same time 1 (Wa) hereby appoints. JUAN PABLO .
AHENA SARMIENTO “afydfor éEATR;Z’ RAMILLO |
ARL ' rHEC-.TOR

OMEZ MEJIA, domiciled in g
{oun) attorney(s} in J

itqot‘hy K. /Schwartz) Bh, ib'
eetion "Patént Counsel
Authorized Corporate § (%

Gpnﬁnt/fh’ fne.

.

e B
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AUTHORIZATION

Genentech, Inc. hereby authorizes any of Janet B. Hasak, Mark T. Kresnak, J effiey'S.
Kubinec and Timothy R. Schwartz, for so-long as they rémain employees of Geneuntech,
Inc., to execute, on its behalf, any submissions associated with the filing, prosecution,
granting, and extension and maintenarice of grant.of patent and trademark applications in
the U.S. and foreign countries, contracts relating to biological depasits with the American
Type Culture Collection, and assignments to publishers of copyrights covering works
authored by Genentech employees. )

August 27. 2002 Aeor. Yoot
Dated Scan A. Johnston
Vice President, Intellectual Property
Genentech, Inc.
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APOSTILLE

{Convenition de i.a Haye du 5-actobre 1967)

1. -Country. United States of America
This public doctimenit

2. .has been signed by AIDA MICLAT GUIAM
3. -acting inthe: capacity ol Notary.Public; -Sta?éegdf California

.. bears.the seallstamp of AIDA MICLAT GUIAM:-Notary PUbHE,
State of California

3
R

CERTIFIED

8. At:Sacramento; Galiforiiia
6 l
7.
8
9

. Seal/Stamp:

. the 75th-day-of Devember 2005
. by Deputy Secretary-of-State, State 6f Califcriita
' No, 267083

10. Sighatufe

o

%

M [
UIAHR T T
ol

AFiary of State

Al vrormomingeed, o L




CALIFORNIA ALL-PURPOSE ACKNOWLEDGMENT

L o R e L A T O s ey 0 -;f-:é.e’_o-9;.1:-‘_.‘«_5«5»\«._‘;_,‘,e—,__.o._e:\.-,&;-.-', i » b

State of California
- 85,
County of, gc:m M‘Jto
on Dec i, L. 2605 bafore me, &‘(‘L Midded _Crag o
Pale - 5 m-_mmumu..'mm.mw_
personally appeared Tomofi, A Sehea- Fe .
’ Fara{s] of Shgraeis) ry
] parsonally known to me
IZ proved to me on the basis of safistaclory
evidonce

to be the person{sy whose namefs} isfare
Subseribed 0 tha wihthin Iystrument and
ackriowladged 10 i ihiat Hiedskettey-esecuted
‘the same W ‘Thisthertheic  mahotizad
capacityflesy, .and 1that by hisfherheie
slgriaturaiey oo the instrument the personis},or
‘the antity upon behalf of which the personésy
agled, exeouted the Instrument,

WITNESS hand and dfficial seal.
Cl-f. Hund R

wghf!w

+ PR YN

OPTIONAL -
Thougt tha infomiation bilow ls-nol Tquired by lew ¥ may prove yaiuatla o parsons roiing o 48 dact o AnT 0ol prevnd
fruchtent manoval and reditachment of this doam by another docurmert.

Descr %th Document
Title o Type of ment ’
Docurnent Date: . Numbsr of Pages:

Signer{s) Other Than Named @

Capacity(les) Claimed by Signer

Sigrer's Name:

O individual \
[ Comporate Oflcer — Tite{s}:

O Partnar — O Limited 1] Genaral
[ Attomey-in-Fact

0 Trustee

£1 Guandian or Conservator

{1 Other:

Signer Is Representing:

5 A G BT A A B A L AT T o i T e B B B s AT P, T AR e Wt a8 B B £

2 o 40,

© 1500 Hetion Hotwy Agsectiton » 1350 D1 3ok Auk.. PID. Ao MA2 » CHAIWOHN, CA 113130607 » wiwiwionairasy b Prod. Mo, Frecrtor: Dl Tot-Fome. 140-0T8-102>
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ST G 2>
TRADUCCION AL ESPANOL dél Documento de. Poder otorgado por Genentech,
livc. domiciliada eni 1 DNA Way, South San Francisce, California 94080-4990,
Estidos Unidos de: América. '
ESTADO DE CALIFORNIA
SECRETARIA DE ESTADO
APOSTILLA
(Convencidi de La Haya dél 5 de Octubre de 1961)
1 Pals: Estadds Unidos de América
Esta documento piiblico
2. hasidofimado por AIBAMIGLAT GUIAN,
3. .actuando en capacidad de Notario: Public; Estado de:Balifornia
R 4. llevael selloftimbre de AIDA MICLAT GUIAM, Notario Piiblico
Estado de Caiffornia
CERTIFICADO
5. enSacraments, Califorhia
6. &l 15 de:diciembre.de 2005
7. pore! Secretario de Estado Delegado, Estado de California
8. No: 267083 . '
9.  Seiloffimbre :
‘ 10.  Firma




RECONOCIMIENTO TODO-PROPQSITO DE CALIFORNIA

Estado de Californta )
}ss,
Condado de San Mateo )

El 6 de diciembre de 2005, ante mi, AIDA MICLAT GUIAM, aparecié personalments
Thimoty R. Schwartz

{1 a quien conozco personalmerite

& quien dermostté ante mi en base a

. evidencia satisfactoria ser 1a persona cuyo
Hay un sello que dice: )

nombre- esta suscrito en &l instrumanto v
é‘gﬁlgg}ﬁrﬁgégyu quien reconocit ante mi que ejecutd el
Notario Piblico-Callfornia mistmo en su capacidad autorizada, y que
Condado de San Mateo por su firma en el instrumenta la persona o
Mi comision expira Dic. 9 de 2007 la entidad a nombre de la cual Ja persona

sctud, ejecuts el instrumento,
Atestigua mi firma y sello oficial,
AIDA MIGLAT GUIAM

o o - OPCIONA) , e : .

'Amzhhhuﬁd&jmmmmﬂmnﬁwhhy.mmf:;:;m o, 148 porsonas que s basan en.dl documento y pusde
presanin.la minotion y tadhesion fraugddésia do esta fima a ptw documanio

Descripcion adicional de cualquisr documento anexo

Titulo o tipo de documento; ,

Fecha de! Documénto:; ‘ MNimero de paginas:

Firmante(s) diferente(s} a (los) 'nomb.rado(s) ariba:

Capacidad(es) Relvindicada(s) por el {los) firmantefs)
Nombre de! frmante:
Individuo

Funclorarlo Corporativh - Titulofs):

aag

Socio - I Umitado 1 General ‘ Hueka Indice
Abogade de hecho derecho dal fymante

Guardlan o conservador
Otro:

W]

a

{1 Fidsicomisario Parte sifa dal dedo aqul
O

=}

El.

firmante representa;




e

.r\]. Ay

AUTORIZACION

Gehentech, Inc. pof la presente auloriza a cualquiera de Janet E. Hasak, Mark T.
Krestiak, Jeffrey .. Kubinec y Thomity R. Schwartz, mientras permanezcan como
empleados de Genentech, Inc 4. ejecitar, & $ii nombre, cualquier -soficitud
asociada eon presentatién, protesariafit, consecucidn, y extensidn
smantenimiento de concesién de solicitlides-de: patente ¥ marca re"glstrada eniltos
Estadog Unidos v palses extranjeros, contratos relacionados cof depbsitos
bislogicos con 1a Coleccién Americara-de Tipo de Cuitive, v cesiores: 4 gublicistay

de dereéhos de autor gle: cubran Ios trahajos de -autoria de los empleados de
Genentech.

27 de Agosto de 2002 —_ {Fiemay

Fechado : Sean A. Johristan.
Vicepresidente, Propledad intelectual
Genentach, Tnc.




(?\_pnﬁ-ﬁﬂp,

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public documant:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears tha seal/stamp of Office of Secretary of State

Qertified

at Dover, Delawara

the twenty-fourth day of May, A.D. 2005

by Secretary of State; Delaware D’epai*tment- of State
No_. 0254030

Seal/Stamp: 180. Signature:

Smarstary of Stoate
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The Tirst State

I, RARRIET SHTTH WINDSOR, 9ECRETARY OF STATE OF THE -STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "CENENTECH, INC. », FILED IN
THIS OFFICE ON THE TWENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1999, AT 9
O 'CLOCR A.H.

2117549
050426506

gt




AMENDED AND RESTATED

CERTIFICATE OF INCORPORATION -
GENENTECH, INC.

Genenteeh, Inc. (the “Corporution™, a corporstion orgenized and existiag .
under and by virtue of the General Corporation Law-of tho Stats of Delawme,

. dees hersby amend the Centificate of Incorporation of the Corporation, which was

originally filed on December 23, 1986 under the name “Qenentech Delawsre,

ne.”, and-yuhseq uently amended,

" The Centificars of Incorporation of the Cotporntion i bereby restatest and
further atnended tb read in its entirety as followes:

ARTICLB 1

The bame of the Corportion is: Genenitech, Ine,

ARTICLHZ

The address of the registered offics oF the Corportition jn the State of
Delaware js Corporation Service Company, 1013 Centre Rosd, Clty.of
Wilmington, County of New Castle, Delaware 19805, The pame of its registered
agent at such sddress is Corporation Service Coropany.

ARTICLE3

The mupmcofﬂ:ecmomﬁoniqmgngagcinauy l!wﬁilmnl:ucﬁﬁty
for which corporations may be orgemizéd under the General Corporation Law pf

the State of Delaware as the same
Law™,

exists or idy hereaftar be amended ("Delaware

STATE OF DELAWARE
SECRETARY OF STAPE

DIVISTON GF CORDORATIONS |

FILED 00:00 AN O07/22/1599
991302331 ~ F11254%8
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. ARTICLEG

 SECTONG.01, Capital Stock. (4) The Corporation is authorized to isuge
‘two classes of slock to e desipriated, rospectjvely, proforred stuck-and comingn
stock. The total mimber of shares which the Corportion is suthorized to issue is
four hundred miltion (400,000,000) shares. Ono hundred miflfion (100,600,000)
hares shall be designated preferred stock, par-value $0:02 per share (“Proferred
Stoek”). Three handred million (360,000;000) shareyshall be desipnaned

common stock, par valie $0.02 per share (“Conmon Stvesc™ The Comtion

Stock.of the Corporation shall bis all of oné cliss,

() Thenumber of aiithorissd shares of any class.or clagses of stock may
be incieased or decreased (nst ot belosw the diursbér of shares théreof then
outstanding) by the affirmative véts of s majorityin vocinig power of ihe ,
outstatiding stock of die Corporation ititléd to Voté thereon irrespeciive of the:
provisiong of Sestion 242(b)(2) of Delaware Lsw.

§E¢’ﬁ0ﬂ'—4502;_ Common Stack.. () kmeandCone{mm -Any.
unisyoed or ireusury shakes of the Comman Siock may bedssiied for such,
‘consideration 45 tiay be Sixed dn accordanics with i dpplicable law fronyiime to

time by the Board of Direevors.

(8). Dividends. Subject it the'vights of Fiolders of thé Preferred Siock,
theholders of the Comirion $158K shall borenfitied by receive wheit and ds
doclaréd by thie Board o Diretors, sut of theésbets of the Corporaion-whlch are
by Jaw availahle thersfor, dividends paysble wither i ¢ash, i propecty, orin
ShAISY of stockand the'bioldecs:of the Prefired Stock shall not b exitled 1o
Ditectors iy any resoluifor providirig for fhe issusof a sezied of Praforséd Stock).

SECTION 4103, Prefirred Shock.

@) Series cond Limits:of Vaviaons betveen Seriés, hiy wissued or
weasury shares of the Preferrd Stock may be issued from thue t6 time & oné or ,
moTe saries for such consideration simiay be fixed Bom:time o time by ths Board
of Directors. Biefore-ary shiares of Preferred Susck of sty particilar sirfes shiall bs
1ssued, a-centificste shalt be filéd wiih:the Secretary of State of Delawire satting

forth'the designation; righis, privileges, restiictions, ns, dnd conditions tobe aitached

o the Preferred Stock ofnich serics and sk vther muitteds ds Tudy b required,

4ad'thé Board of Directors shall fix and 4 gyayiac, and is hersby expressly |,

emporered to fixiand detérma ine; in this pfarm, ‘pppvided """-b'iwf.lﬂﬁ,ﬂiﬂ ars of

43
F Iy
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the sharcs of such-serles (50 fir.as not incorislstant with the provisions of g 2 ~
Asticle 4 applicablc o all serfes of Praferred Stock), including; bt not Jimited to,
the following: .

(i) the distinctive designation of such series and the omber of
shares which shall constitite such sories, which number ihay be increared
{except Where otherwise provided by the Board of Ditector in creating
such serfes) or decreased (but oot below the nttmber of shares therenf they
outstanding) from time to time by like action of the Board of Directors:

(if} the anaual rase of dividands puyable on shares of auch secies,
the conditions upon which such dividends shall be payable and the datp
from which dividends shall be.cunulative in the event the Board of
Directors determines thar dividends shall be cutinletive;

(i) whether such series hall have voting rights, in addition to thé
voting rights provided by law and. 1f so, the terms of sizch voting rights:

(iv) whether such ssrles shall havé conversion privileges and, if
50, the terms and conditions of suéh conversion; inéluding, but not limined

to, provision for adfustment of the canversion rate upon auch events and in
such mansicr &5 the Board of Directors shall deterinine;

(v) swhetherornot the shares 6fsuch serjes ahall be redeemable
and, if 50, the terms and conditions of such redemption, including the date
or dates upon or aftet which they shall be redeemable, and the smount per
share payable in cass of redemyrion, which amount may-vary under
different conditions and st different redemption dates:

(vi)  whether such serics shall have & sinking fund for the
redexaption or purchase of shares of that seriss and, if 8o, the terms and

(vil) the rights of the shares of such series in the event of
* voluntary or involuntary liquidation, divsolution ot winding up of the
Cotporation, and ths relativa Tights of prievity, if any, of payment of thares
of that series; and

(vii) eny other relative Tights, preferences and limitations of such
series.




=
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ARTICLES

SECTION:S.01. Auseindnient of Bylaws by Direciors, (ayTi fiithérince and
rétin limitalion of the powers canfeinéd by witis, 06 Board of Directors s
exproaly authortzd 1o ake; aher, amiend, repeal andtescind the bylaws oFthe
Carporarion, subfect 1o Seétions 5:01(byand 3.01(c) hereof,

(b} Sections 2:02,3.02; 3.03(3), 3.03¢Y, 3.04, 3.05, 314, and 5:06:0f thie
oytaws may only bsaltered, ameaded, repealed, f rescinded by the iffimitive

(£} Sectlons 3:03(c) anid 3.15.-0f the bylaws may only be afiered,
amended, repealed, or rascindet ‘by e uffiomative vate of lislders of capital stock _
entitled o vote thereon representing more:than 90% of the shares entitled fo be
Yored thercon, ’ ) .

. SECTION5.02; Amesdnisnt of Certificate:of Incorporation. Section
3-01(8).of this Certiicate oF Loorporation may 6aly be alterod, arended, :
repealod, or rescinded by tié affirmative vote ol holders of capital stock entifled
"to Vote therddn répresentig more than 60%-of tie thares entitled t5 be vorsd
thereon. Seoiion $.01(¢) ind Asticles § and 9:of this Certificate of Tocorpotation
ay-onlybe altered, smended; repealed, of tsssindad by the affliystive vote of

ARTICLE

. SSCTION 6.01. Election of Difectors by Holdérs.of BhéférreidSiock

Dutag any peiod whon thé oldersofany Prefomed Sock or any one o risrs

Seslos iereof, Vot ds & class, shall be enitied t5:sl6ct s spécified mumber of

i Y veasan of iidénd watugis or otber provisions glving thes e

Fight to do'ao, theii 85 diring such 8o subh Tight eontinues (i)r}mm
e oFdirocors, ol the fsldersof sk Preferred Stock or suck serl,
thereof, votiagdsiaclass, shall-be entitlad 15 electthe additiolidl directorsso
proyided for, putsoaiit to'the frovisions of such Brefired Bek orscries; (M) cach

sueh addlticial Birootor hall serve:fo iich tirn, and Biave such voiitig powers, ds

shall be gtated i the provisions 13 pértaining to whch Prefermed Stock ek or series; and’
(if):wheaéter the holdmofmy Sich Préferred S0 or serias thersof aje




I
b

divestsd of suchvights to.elect a specified number of dlrectors, voling us & class,

pursuent to the provisions of such Prefennd Stock or series, the terins of office of

all directors elected by the halders of such Preferred Stock or serles, voting as.a

-class pursuant fo'such provisious o sletted to fill any vacancies resulfing from the

death, resighation or reméval of directors 5o tlected by the bolders of quch
Preferred Stock o serles, shall forthwith terminate znd the authorized sumber.of

‘directory shall be reduced accardingly.

SECTION 6.02, Ballots, Elections of directors ot azt anus] or-special

meetingof stockholders hesd ndt bé by written ballot unless the bylawsof the
Corporation shall provids otherwise. :

SECTION 6,03, Elimination of Cirtatn Personal Liability of Directors. (a}
A director of the Corporation shall not be fisble to the Corporation or ifs
stockholders for monetary damages for breach: of Gduciary duty as a director to
the fullest extint permiited by Delavware Law,

{b) Each person (and the helrs, executors or administrators of such

Ferson) who was o is 4 party or is-thremeped to be gude a pirfy. to, or is involved

Corporation as a director of mother cotporation, partnership, joint venturs, trust,
or other enteiprise, shall be indemified and hetd harmless by the Corporation to
the fullest extent permitted by Delsoare Law. The right to indemnification
conferred in this Section 6.03 shall also Inclode the right to be paid by the
Cotporation the ekpenses incurred in conneetion with any such proceeding in
edvarice of ts final disposition to the fullest extent authorized by Delaware Law,
The right 10 indeninification coniferred in this Section 6.03 shall be a contract
right

€) The Corporation may, by action of its Bosrd of Directors, provide
indemnification to such of the officers, employees and agents of the Corporation
1o such extent and to much et ac the Board of Directors shall determrine to ba-
appropriate and authorized by Deliware Law.

(&) The Corporation shall have posver to purchase and mafntzin
insurance on behalf of any person who Is or was & director, offfcer, employes or
egent of the Corporation, ot {s or was serving at the requast 6F the Cotporation as
a director, officer, employes or sgent of another cotporation, partership, jolit
veature, trust ot other enterprise against sny expease, finbiYity or loss incurred by
such persun:in any such capacity-or arising ont of his Status ps such, whether or

or was:a director of the Corporstion or s or wa setving at the réquest of the




Corporation will seases'to bic s Wholly owuedsuhsldiaxynfnnchenotdmgs. Inz,

notthe Gy sordlion Would bave e power to ndsinnify him agsinst such lisbility

simdor Dilawars Law;

©): Theiighe and sutbiosity confstved ih dile $6ction’6.03 shill got be
exclusive of amy oilier-ﬁg‘hf“mﬁéﬁ-.ahy'pu@wmgybﬂiwﬁoﬂiave % hercafter

{) Neither ihealweration, amendment; tepeal or ¥esisston of this Section
6.03, nor the adoption of sy frovision of this Certificats of nconporition or the
bylaws of ths Corpiration, nor, to the Fullest extent peanitted by Delaware Law,
eny modification of jav, shall elimiinate or reduce:the effect of this Saction 6,03 in
respiect of any acis or omissions occurring prior to siuch alteration, amendment,
repeal, recission, adoption of modification.

ARTICLE7

SECTIONT01. Secilon: 305 of Delirivs Law. The Corporation by
elec&mtobe‘govmbysmﬂnzosofmawmw '

3
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ARTICLES

Secro a1, Relatarshiy Fith Roch. I axtipaion e




of the Corporation and-its officers, directors-and stockbolders in connection therewith,

Secnion 8.02. Stimilar Business Activitles. Except as Roche Holdings,
Inc. may otherwise agres in-writing, : ’

(&) Rocheshallnot haviea duty 1o refiain from engaging directly or
i:\direcﬂy)in.me'suge o similar business activities or lines of business as tha
Corporetion, end

{b). neither Roche noc any officer ot director thersof shall be Jiable to the

Corporation or its stockholders for breach of any fiduetary duty by reason-of any.
soch activities of Roche or of sich person’s participation thersin,

in the event that Roche acquires knowiedge of a potential trarisaction or
thettcr-that may be.a cotporats opportanity, for b6th Roche and the Corporation,
Roche shall hite o duty to communicate-or offer such corporsite opportunity to
the Corporation and shall not be lisble to o Corporation.or ifs stockholders fir
‘breach of any fiducimy duty as a stockholder of the Corporation or controtling
‘pezson of a stockholdér by reason of thie fact that Rochs pursiies or scquires such
‘corpotate opportmity for itsel, directs such corparate oppartanity to-another
persen or entity, or does pot communicate information regarding, or offer, such
corpovate opportunity to the Corporation.

_ Secmion 8.3, Corporate Opportuniiies. In the eveat that  diredtor,
officer or employee of the Corporation wha is also a directar, offiver ar employss
of Roche acquires knowledge of a potential transaction or matter that may be a
somporate opportmmity for the Corporation and Roche (whether such potential
transaction or matter is proposed by a third-party ar is conceived of by such
director, otticer or employas of the Carporation), such director, officer or
employes shall be entitled to offer such corporate opportunity to the Corporation’
orkm“nnhdimm,_olﬁmwmplomdmapmpﬁmmmme
circumstences i his sol¢ discretion, and no such director, officer or employee
shall be Liable 1o the Corporation cr dts stockholders for breach of any fiduciory
duty ot duty of loyalty or Siilure lo act in (or not opposed 10) the best interests of
the Corporation or the derivation of any improper perseral benefit by reason of
the fact that (f) such director, officer or employee offered sush corporate
opportanity to Roche (rather than the Corporation) or did not commumicate
iformation regarding such-corporate opportuniity & the Corpotation of (i)} Roche
pursues or scquires Fisch corporate opportumity for itself or directs such ooTpUTate
oppottunity to another person or docs nét commonicate Information regerding
suckl corporate opportumity to the Corporation.

*
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SecTION 8.04. Deemed Consent of Stockkioliers, Any pezeor ot entity

purchising or otheiwiss acquiitiig any interest in‘any shares-of capital stock of e

Cotporati ion shall bp‘deemeﬂ’to‘.hav'e:no‘d'c_euf and W bave Gonsented o the
provisions of this Article . :

_SECTION 8.05.. Deflilrions. For purposes 6fiis Aricle § and-Arlicle
w'wfi)'fhé"ﬁfffl’“ﬁbmra'tiﬁ’*M’rﬁeénﬂié‘ﬁmmﬁm-mdﬂlﬁcwp'&aﬂonﬁ;
‘parinerships, joint ventires, associativus and ollier ennitles ify which the-
Corpogation benefi ctelly swns {divectly o indirectly) fily pesosic or mére of the:
‘outsinding Votisig gtock, voting powr "o sitniler Yoting interests; and (i) thic
term “Rocbe” shall ieari Riiie Holdings, Tnc: and all Qirporations, parinerships,
Joisit Ventures, associations and other enities (other than the Corporatioh, defined.
:ii't-giccordmicé-mtbﬁIa't;aq:{l)}dfﬁis:-Sec‘tioﬂ'&GS)jﬁ)aim“iﬁiﬁum”fﬁideﬁﬁed
in-Rule 125-2.wider the Seuritios Exchanigé At of 1934, as amended} of Roche

1 s ETONB.06: Terilnctton; Binding ffct, Notoithbiding iy in
misCmﬁﬁcawofInﬂmmﬁoh to-ihe cortrery, the fi regoing provisiony of this
Arti ‘ CEas to' oW beneflcially Common

veduoe the'elféct of this Axiicle Rdnesséct 6t OT4n.mater oesurFing. of any eiiss,
Ofation, suif or clajin that, but For iy Article 8, would doénicor arise, prior to
such-explrution; alteration, aifiendinent, repeal lor adoption..

SECTION 807, Arttclé-9. Ths provisions of vhis Asticie's ats i addition to
‘the-provisions of Atticle's, .

ARTICLEY

SkCiton 9.01. Contraits NovVoid, No contrast; agidemeit, arrangement
or eansadtion (or any amesnidinent, niodification or tenination thtesf) batween
the Corporation id Roche ghall be void or voidable solely Tor the reason gt
Roche ts a party.thereto, or scloly beoduse any iifectors sroffioecs of the
Corporarion who are attifiatsd with Boa arsfrasent at or participate in the
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mezting of the Board of Directors or committes thefeof which authofizes the
Contract, agiesment, arrangement, transaction, amendment, modification or -
termination or solely boesuse bis or thelr votes are counmed for such purpose, but
any such contract, agreement, arrsngernent ot transaction (or any amendment,
modification or termination thereof) shall be.governed by the provislons of this
Amended and Restated Cortifieats of Incorporation, the Corpomtion’s Bylaws,
Delawiare Law and other applicable law, For piisposes of this Article 9, the tarma
the “Corporstion™ and “Roche” have the meantngs st forth in Section 8.05.

BacTIoOn 9402, Duorim. Dhisctors of the Corpotation who are alys
diroctors.or officets of Roche may be cougtisd in delermining the presence of a.
quorum al -« meetinig of the Board of Diréctors or of a committes that authorizes
or#pproves any such contract, agreenicnt, airangement or transaction {or
amendmient, modification or termination thereof). Outeranding shares of Commen -
Stock owned by Roche may be-coimted in Qetermining the presence.ofa quorum
ata meeting of stockholders that authorizes Or Approves any such contract,
Sgreement, arangement or trensattion (or-sroendinent, modification or
termination thercof).

SECION 9.03. No Linbility For Good Faith Actions, Neiber Roche nor
any offlcer or directos thereof shall be fiable to the Corporation. or. its stockholders.
for breach of eny Rduciary duty or duty of loyalty or failure to act in (or not
opposed 1) the best interests of the Corporation or the derivation of any improper
personal benefit by reason of the fuct that Roche of s officer of divector thereof”
In good faith takes any action or exarcises any Hphts or gives or withholds any
consent in conneetion with any Apreemnent or contract between, Roche and-the
Corporation. No vots cast or other action wmken by any person who Is sn officer,
director or cther representative of Roche, which vote is cast or action is taken by
such personin his capacity as.a director of this Corporation, shiall constinate an
action of or the exercise of a right by or & consent of Roche for the purpose of aty
such agreeinent or'contract. ‘

SECTION 9.04. .Deemed Consent-by Stockholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiring any interest n any sharea of capits] stock of the
Corporation shalj be deemed to have notice of and to have consented to the
provisions of this Article 9.

SecTiGn 9.05. Contracts Covered, For parposes of this Articls 9, any
contract, agreement, arangement ot transaction with the Corporation or any-
corporation, partnership, jolnt vetiture, assoclation or other entity in which the
Corporation beneficlally owns (directly or indirectly) fifty percent er mive of the
outstanding voting stock, voting power or simmilar voling interests shall be deomed
to be a contrect, agreement, amangement or transsetion with the Cogporation,




B2
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_ SECTION9.06. Binding Effect.. Neither the alterasion, amendm cit, change
orirepeal of ainy provision of this Article'd nor thé adoption-of any provision
inconsistent with any provision of this Article 9 shall elimindis or reduce ihe
eftoct 6F this Article § i tespect oF siny malter ooctiring, or diy caitie-of tiion,
suit ot eladiy (hat, bt for tis Articls $, wiiuld accriw or arise, prior 1o sich
alteration, amendriént, changa, repeal oradoption.

SECTION 9.07, Artkle 8, The providlons of this Article 9 are iz addltion to
the:pmvisidﬁ':s_of Article 8. ‘ ‘
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220d day of July, 1999,

7H, INC,

By: il Stephon G,
Nare: Stephen Q.

Senfor Vice Prosident,

Tide:

General Coimsel and Secretary
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' T%'RKBUCCION AL--EﬁP_)"\'SIO‘L ::i,e! Certificado de Incorporacién de Genentéch, Inc.
APOSTILLA
{Convencién de La Haya del 5 de-Octubre.de 1961)
1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento piblico
2. ha sito firmado por Marriet Strith Windsor
actuando eri capatidad de Secrataria de Estado de.Delaware
4, lleva el selloftimbre de ta Oficina del Secretario de Estado
Certificado
5. enDover, Delaware.
8. ol veirificuatrs de mayo, A, D. 2005
N 7. porel Secretario & Estad, Departaménto de Estade de Delawars
"A“\.: " . exes o e '
\ 8.  No. 0254030

©

Sefloftimbre : 10. Firma

Harriet Sriith Windsor {Firma)
Seécretaiia de Estado

i
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DELAWARE
. EL PRIMER ESTAGO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADOC DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO. VUELTO A
REDACTAR DE “GENENTECH, INC”, PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL
VIGESIMO SEGUNDO DIA DE JULIO, A. D, 1998, A LAS 9 EN PUNTO DE LA
MARANA.

Harriet Smith Windsor (Firma)

Harriet Smith-Windsor, Secretaria-de Estado
AUTENTICACION: 3900384
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‘CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR
CERTIFICADO DE INCORPORACIGN
GENENTECH, INC.

Génentech, Ine-{la “Corporacién” }, ina corporacién brganizada y existente
bajo y: por virtud de-a Ley General de Corporacion del | Estado-de Delawars; porla
presente corrige-ef Cerfificads de Incorporacion, el fue presentado-originalmerite el

23 da diciembre-de 1988, baje el nombre *Genentech ;Delaware_, ey corrégido
subsnguientemente.

Por la presente se vuelve a redactar el tertificade de incorporacion. de fa.
Corporasion y s& cotrige-aun mas para dque diga en su totalidad lo que sigue:

ARTICULO %
El némbie-de la Comoracidnes: Geneiitech, Inc.
ARTICULO 2
La direccith de la of‘cana registrada de Ja Corporacién én &l Estado de
Delawire: es Gorporation Senﬂce Company, 1613 Centra Road, Ciudad de
Wilmington, Gondado -de New castie, Delaware 19805. El nombre de. su agente
registrado en tal direccidn.es Cotporation Setvice Company.
ARTIGULD 8
El propssito de a ‘Corporacitn: es. el de participar éh cusiquier acto o

actividad tegal para, las- cua?es lasg
Ley General de. Ccsrporacié‘n 4 ,"

pRporaciones pueden ser organizadas bajo ix

do de Delaware como existe o. puede s&

:i'}S"Eé'C{GN."‘d'O‘i : { :de Capital. (a) | f‘- D esté autonZada’é
emlt’ r dos clases de o --- due deben designise, res cflva?hen‘te accae‘:"ufes
.preferenmales ¥ écc:one Fcomuns.  El nifhero tot de acc:ones 4que la
o Corporacuﬁn esta autonz ¥ s es do latrocieribs i offe) (406/000,600)-

: %3 i @
de acciones. Ciep i @g@mb 0) acmon' %&é@gﬂ%s acmones

\5 1 Q\Q




preferenciales, por uh valor de $0.02 por .accién (*Accién Prefetenclal™.
Trecientos millones (300,000,000) de acciones serén designadas acclones
comunes, por un valor de $0,02 poraccidén ("Accidn ComaGn™. La aceién comin

de la Corporacién seré toda de una misma clase.

(b) El nimero de acclones autorizadas de cualquier clase o clases de

acciones puede incrementarse o disminuirse (pero no por debaijo. del numero del

namero de acciones de Jas mismas que en su momento estan vigentes) por el voto
afirmative de Una mayoria con poder de votacidn de las acciones vigentes de ia
Corporacién con derecho a votar por la misma independiente de las
consideraciones de la Seccién 242(b)(2) de la Ley de Defaware.

SECCION 4.02. Accidn Combn. (a) Emisién y Consideracién. Cualquier
accion sin emitir o del tesoro del las Acclones Comunes puede emitirse para tal
consideracidn como pueda fijarse de acuetdo con 1a ley aplicable cada cierto
tiempo por ia Junta Directiva.

{b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los accionistas de las Acciohes
Preferenciales, los accionistas de Acciones CGomunes deberan tener el derecho a
recibir, cuando y ¢como se declare por 1a Junta Directiva, de los activos de la
Corporacién los cuales estan disponibles para ello por ley, dividendos pagables ya
sea en dinero, propiedad, o acciones y los accionistas de la Accidn Preferencial no
tendran derecho a parti¢ipar en tales dividendos (@ menos que la Junta Directiva
determine lo contrario en cualquler-resolucidn que condiciona la emisién de una
serie de Acciones Preferenclales).

SECCION 4.03. Accién Preferencial

(a) Series y Limites de Variaciones entre Serfes. Cualquier accién no
emitida o del tesoro de las Acciones Preferanciales puede emitirse cada cierto
tiempo en una o mas series para tal consideracién como pueda ser fijada cada
cierto tiempo por la Junta Directiva. Antes de que se emita cualquier accién de las
Acciones Preferenciales de cualquier serie particular, se deberd presentar un
certificado ante el Secretarlo de Estado de Delaware estableciendo las
designaciones, derechos, privilegios, restricciones, y condiciones que irdn anexas

a las Acciones Preferenciales de tal serie vy tales otras cuestiones como puedgd
requerirsa, y la Junta Directiva deberéa fijar y determinar, y por ta presente ¢




paricllares de fas actiones détal-serie {slempre.y- cuando: no' sean inconsistentes
con las candiciciies de este Aitlculo 4 aplicables a todas las series de Adciories
Preferenciales), inclilyendo, pero sin limiitarse 4, la$ siguientis:

)  la designacién distintiva de tal serie. y el namero de las
acciohes que hah de constitiir ta] serie, numero que pueds Incremeritarse
(excepto cuando Io détermine de oiro modo la Junta Directiva ai creaf tal
serie} o. redicida {pero no por debdjo del nimers de dccighes de fas
mismas que estén:vigentes) cada cierto tiempo por Una acciéh semejante
de la. Junta Directiva;

(i)  latdéa afiual de dividendos a ‘pagar sobre- las. scciorigs-de tal
serie, las condicidfies §6bre lag cuales se pagaran tales divideridos y le

fecha a partir de 1a: cuallos dividendos serén acumulstives er el évento que
- la Jtirita Directiva: detemmne querlos divideridos seréiv acumiliativos::

(i) si la serie tendid o ho derechos de voto, ademis de los
derechos. de voto provistos por la ley, y de ser asl, los términos de: fales
derechos de voto;

{iv) sifal sefietendra o no privilsglos de conversion y, de ser asi,
los: t&rminos y condiciches dé tal ednversion, incluyendo, pero sin estar
limitado 4, fa condicish Para ajuste de la tasa de conversitn en taiss
eventosy detal fofina ¢omo la Junta Directiva fo-detemilrie;

\- ;‘ . H Lo . -
- los téminos y condiciones de tal redencién, incluyendo Ia fecha ofechas en
)

& las cuales o déspués de 1as cualés pueden ser redimibles, ¥ la: cantidad a

pagar por dccion efi casoM®redencion, cantidad queé Vagiara bajo diferenites

L

; sefie y,.de ser it 4 mighs v la canhda;al

* Uumpm ‘;.
seho.\"“"e“' ol

2. Nﬁ.

(V) silascacciones de tal serie‘seran o rio redimibles . de ser as,

dr4 o Ho un fhdo dé i /"-Ia‘ pa 2l redencuén

¥

e

e e M — e e —— e e e —— e

280



“ los derechos telativos de prictidad, de haber, de pago de acciones de esa
serle; y

{viiiy  cualquier ofro derecho relativo; preferencia y limitacién de tal
serie,

ARTICULG 5

SECCION 5.01. Enmiendas a fos estatutos por los Directores. (a) En
adicion y no limitando los poderes conferidos por estatufos, la Junta Directiva esta
expresamente autorizada para hacer, alterar, enmendar, rechazar y rescindir los

estatutos de la Cormporacitn, sujetos a las secclones 5.01(h) y 6.01(c) a
continuacién,

(b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.04, 3.05, 3.14 y 5.06 de los
estatutos solo pueden -alferarse, enmendarse, repelerse, o rescindirse por ] volo.
afirmativo de los accionistas de capital con derecho a votar las mismas que-
representen mas del 60% de las acciones con derecha a votar las mismas.

(c) Las secciones 3.03(c} y 3.15.de los estatutos solo pueden ser alteradas,
enmendadas, repelidas, o rescindidas por 12 voto afirmativo de los ‘acclonistas de
capital con derecho & votar las iismas que representen mas del 90% de [as
acciones con derecho a votar las mismas.

Le ]

SECCION 5.02. Enmienda dai Certificado de Incorporacién. La seccién
5.01 (b} de este Certificado de Incorporacién solo puede ser alterada, enmendada,
repelida, o rescindida por el voto afimiative de los accionistas de capital con
derecho. a voto sobre la misma que representen a mas del 60% de las acciones
con derecho a votar la misma. La seccién 5.01(c) y los Articulos 8 y 9 de este
Certificado de Incorporacién  svlo pueden alterarse, enmendarse, repelerse, o
rescindirse por el voto afimativo de los accionistas de capital con derecho a votar
la misma que representen mas del 90% de las acciones con derecho a votar |4
misma.

ARTICULO &

SECCION 6.01. Eleccién de! Directorio por los Accionistas de Acci
Preferencial. Durante cualquier periodo cuando los accionistas de al /




accion preferencial cuslquiera de una o mas saties de Jas mismas, que voten
oo una clase, ‘tengan derecho & elegir.un ntimero especifico de: difectores, por

Fazdn a atrasos en Jos dividendos i oiras condicionss que les daii -l derecho a

Hacerlo; entonces y durante el tiempo guie contintie gl derecho {i) el nlimere. de
directores auiorizado-de-otro modo.sark iticrementado:por tal nlimera de. directores
especificado, y ios' accionistas dé tales Acclones Preferenciales o tales saries de
las mismas, que votan como una clase, fendran derecho a elegir los difectores
adicionales: pata lo. que se provee, de acuerdo con lag condiciones  de tales
Acciones Preferenciales o series: (n) cada unio de tales directores adicionales
servirg durante tal termino, y tendra tales péderes de voto, como'se han de oforgar
en 1as provisiones peitinentes a tales Acélones Prefersnciales o series; y (i)
siempre. que los -dccionistas de: cualquiera de- tales Acciones Prefereniciales. o
sefies de lds mismas estan desprovistos de tales derethos & glegir Un niimefo

eéspecifico de- directores, votando comio, clase; ‘de @cusrdo: cor las tondiciones: de:
talés Accidhes preferencidles o- series, los. férmirios da oficié de todos: los
directores elegidos por los. eccionistas de tafes Accioneés preferenciales o series,.

que votan como clase, de acuerdo ton. las tohdiciones o elegidos para llenar
cualquier vacante résuitante. db fa miiérte, renuncia o remocidn de directores ast
elegidos por los accionistas de tales Acciones Preferenciales o séries, términaran
en adelante y &l nimero autorizado de’ directores sera rediicids en cancordancia.

SECCION 6.02. Votacionas. Las elécciones.de directores en una reunién
anual o especial de accionistas necesarla no seran por volos escritus a mends gue
los estatutos.de la Corporacion-digan lo contrario.

SECCION 6.03; Eliminacion do clefta responsabilidad personal de los
dirgctorés:  {a) Wn director de @ Corporacién no serd responsable arte la
Corporacién: o sus dcclonistas. pot -danos monetarios por violacion dei debet
fiducfario corfio director hiasta don e perpita la Ley de Delaware:

?

involucrado ‘en. cuaiquierft emanda. o pmceso """
completado, ya sea ciy
techo' de qtie esa perfon

sirdiends por solicitud j ;

-fue um dlrectOr d y/

a gorporacién cormiofh 'd‘r‘""‘é de otfa: corpcracuén

. Sociedad, socledad de:’ ~- Compairtida, elcomlso* u offa empresa;. . seth

‘ Y
indemnizado 'y co"'ﬂ \"do or 1a: Co oracnbn hasta donde o
(, ot 0 \\“’\e“ \ 7
\\u\ﬁ“ \3\0\0{' oS

‘. \ \0?‘3 Q.“’“ \\
ety SR
e o\
oA

. adminjstrativo o 'es'iiga’i:fb' por razon déi:
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pemita la Ley de Delaivate. ' E} derecho a fa indemnizacién concedido en esta
seccldn 8.03 también debe incluir el derecho & que la Corporacitn le pague Jos
gastos incurfidos en conexion cuna cuaiquiera de tales procésos por édelantado
ds su decisién final hasta donde los. autoriza la Ley de Delaware. El derecho a.
indemnizacidn conferido en esta seccitin 6.03 serd un derecho contractual.

{¢) La Corporacién puede, por accidn de-su Junta Directiva, .proporcionar
indemnizacion a tales funcionarios, empleados y agentes de la Corporacién hasta
tal punto y a tal efecto como 1o determine apropiado ia Junta Directiva y lo autorice
la Ley de Delaware.

(d) La Corporacion tendra el poder de comprar y maritener un seguro a
nombre de cualquier persona quien es o fue director, funcionario, empleado o
agente de la corporacién, o esta o estuvo en servigio por pedido de la Corporacién
como director, funcionario, empleado o agente de dtra cofporacién, sociedad,
sociedad de riesgo compartido, fideicomiso u otra empresa contra cuzlquier gasto,
responsabilidad o pérdida incurrida por tal persona en cualquier capacidad o que
surge de su estado como tal, ya sea si la Corporacién tiene o no el poder de
indemnizarlo contta tal responsabilidad bajo la ley de Delaware. '

{e} Los derechos y autoridad conferidss en esta Seccién 6.03 no seran
exclusivos de ningun otro derecho el cual cualquier otra persona pueda tener o
adquirir de aqui en adelante.

(f) Ni la alteracién, enmienda, rechazo o rescisidn de esta Seceién 6.03, ni
fa adopcién de ninguna condicién de este Certificado de Incorporacidn o de los
Estatutos de la Comoracién, ni, hasta donde lo permite 1a Ley de Delaware,
ninguna modificacién de la ley, debe eliminar o reducir e efecto de esta Seccién
6.03 respecto a ninguno de los actos u omisiones que ocurran antes de tal
alteracitn, enmienda, rechazo, rescisién, adopcién .o miodificacién.

ARTICULD 7

SECCION 7.01, Seccién 203 de la Ley de Defaware. Por la presente la
Corporacién elige no ser gobernada, por la Seccién 203 de 1a Ley de:Delaware.
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ARTICULO 8

SECCION 8.01. Relacion con Roche. Anticipandose & que la Corporacién:

cess de ser un subsidiaria completamente de propiedad de Roche Holdings, inc.,

pero que Roche (como. se define en la seccién 8.05) permanezca siendo un.
accionista de la Gorporacién, y aiticipahdose a que la Corporacion {como se
define en la Seccibn 8.05) y. Roche puede entrar en actividades o lineas de
negotios semejarites o sifmilares y tener un interés en Jas mismas #reas de

oportunidades’ cofporativas, y en teconocimients de (i} los beneficios a ser
defivadds por la Corporacién a fravés de sus relaciones contractuales,
corporativas y de negocios coni ‘Roche. (incluyends el servicio de funcionarios y
directores de Roche como diiectotes de la. Corporacion) y (i} las dificultades
conconiitantés a cualquier director, quien desea: ¥y ‘se propone salisfater

cofmipletamente: tales deberes Tiduciarios: del director, al. determindr ei alcance-
cofipléto de tales deberes. en cualquier situacion particular, fas condiciones de.

este arficulos 8 se establecen para regular, definir ¥ guiar 1a éonducta de: ciertas
«cestiones de la Corporaciénya que’pueden invotiiciat a Roche y sus funcionaros
y directores, y los. poderss, deréthos, deberes ‘y responsabilidades de Ia
‘Comoracién y sus-fundionafios, directores y-acclonistas en coneXién con 8sie.

SECCION 8.02. Actividades en Negovios Similares. Excepto que Roche
Holdings, Inc. pueda de otra forma: acordaric por escrito,

(a) Roche no tendrz el déber de abstenerse de ertrar dirgctamente o

indirectamente en actividades de negocnos o lineas de negocios gemejantes o

‘simiifares a- -{as dé I3 Corporadisn, Y

(b) ni Roche i ninguno de ‘sis furicioriarios o director de la misma serd
responsable a la Corporacidn o sus aeclomstas por violar cualquier deber figuciario
por razén de- diguna de: tales actrv:d
persona-en las misras. '

esle. oche. ode la participacion e tal
g '] . 7
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" que Roche prosigue o adquiefe tal oportunidad corporativa para si misma, dirige

tal oportunidad corporativa a otra persoha o entidad, o no comunica informacion
respecto, u ofrece, tal oportunidad corporativa a la Corporacitn,

SECCION 8.03. Oportunidades Corporativas, En el evento que un director,
funcionatio o.empleado de Ja Gorporacién quien tambign es direstor, funcionario o
empleado de Roche adguiera conocimiento de una tranisaccién o materia potencial
fue pueda ser una oportunidad corporativa para la Comporacién y Roche (ya sé si
esta transaccién o materia potencial e$ propuesta por un tercerg o es. concebida
por fal director, funcionafio o empleado de ta Corporacion o nd), tat ditector,
funcionario 0 empleado debe tener el derecho a ofrecer tal opoitusidad corporativa
& la Corporacion o Roche come tal director, funcionario o empleado los considere:
aptopiada bajo fas clrcunstancias. de su discrécion, y tal direttor, funcionario o
empleade no -serd responsable ‘& la Corporacién o sus accionistas por violar
ningtin deber fiduciario o deber de lealtad o faitar en actuar en {c no oponerse a)
los ‘mejores intereses de la -Gorporacién o fa derivacién de nihgtin beneficio
personal inapropiado por razon del hecho que. (i) tal director, funcidnario o
empleado ofrecié tal oportunidad corporativa a Roche {en lugar de a la
Corporacién} o no comunicéd informacién respecto a tal oportunidad corporativa a
la Corporacion o (i} Roche busca o adquiere tal oportunidad corporativa para si
misma o dirige tal oportunidad corporativa a ofra persona o no comunica
informacidn respecto a tal oportunidad corporativa a la Corporacidn.

SECCION 8.04. Consentimiento estimado de los accionistas. Se
considerara que. cualquier persona & entidad que compre o de otro modo adquiera
algun interés. en cualiquiera de las acciones de capital de la Corporacion ha. tenide
noticia o ha estado de acuerdo con las condiciones de este Articulo 8.

SECCION 8.05, Definiciones. Pata propositos de. este Articulo 8 y el
Articulo:8 solamente, (i) el términe “Corporacién” debe significar la Corporacion y
todas las corporaciones, sociedades, sociedades de riesgo compartido y otras
entidades en las cuales la Corporacién posee con beneficio {directa o
indirectamente) cincuehta por clento o més de las acclones con voto, poder de
voto o intereses de voto similares, 'y (i) el término. “Roche” debe significar Roche
Holdings, inc 'y todas las corporaciones, sociedades, sociedades de riesgo
compartido, asadaci_ones y otras entidades {diferentes a la Corpora




Seccién 05,

" define -en fa Regla 1252 bajo-él Acta de Intercambio de Valores' de 1834, tomo

s&:enmands)de Rache Holdings, inc.

SECCION 8.08, Finalizacién: Efecto Obligante. S6n consideracidn con

nada en este Certificado de Incorporacion que lo contradiga, las condiciohes

anteriores ‘de este Articilo 8 deberan expirar en la fecha que Roche cess de

poseer con beneficios Acciories Comunes que- representen al mefos 5% del
niimero de actiones vigentes de las Accdiones Comunes de la Cotporacitn y nadie
que se director o funcionario de ia Corporacién sea también director o-funcionario
dée Roche. NI tal vencimiento, ni la alteragion, - enmignda; cambio o rechazo de
algunaide las coridiciones de este Articulo 8 asi como tampoco ninguna condicish
de' este Cerlificado da Incofporatidn - ‘Enmendado y WViello a Redactar
inconsistente con alguna de las:condiciones de este Articulo 8 elimirars o reducira
@l efecto de ‘este Articmo 8 respectfo a coalquier materia, o, cualuier caiisa de
accmn demanda o reclamo: que; exceplo por este Articuld 8, plitda acaetero
surgir, antes de tal vencimiento, alteracién, enmienda 0:adopcion,

SECCION 8:07. Articuls 9. Las condiclones ds este Arficiic son

adicionaies a jas cofidiciones del Arficulo 9.

ARTICULG9

SECCION 8.61. Cortratos 16 nilds:  Ninglin .contrato, dcuerdo, arredlo o

transaccion (o cuaiquisr enriienda; modificacion o finalizacion de Tos. Mismog)

entre ia COrporacivn. y Roche serd nulo v anilable. sofarmiants por taxén de que

Rochie es parte del mismo, o solamente Pporque Cuslguiera de los directores o

fincionarios de la Corporacisn quieries estén.aflizdos 8 Roche estén presentss sn

o participan en la reunidn dé 1 JUAts Dirge
el cantrato, acuerds, arreglo, transacgfn,

- .. enda, modn"oaoré 'o Fnahzacuéh o

térmlnos’ "‘Corpora ”'6n" W

iva o comité-de la misma ttie attoriza
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" SECCION 9.02." Quéfum. Los Directores -de Ia Corporacién que son
también directores o funcionarios de Roche pueden tontarse al determinar Ia
presencia de un quérum en una reunién de la Junta Directiva o de un comiité que

autorizal o aprueba cualquiera de tal contrato, acuerdo, ameglo ¢ transaccisn (o
cualquier enmienda, modificacion o finalizacion del mismo). Las acciones vigentes
de las Accitnes Comunes de propiedad de Reche pueden-¢ontarse &l determinar

la presencia de un qudrum en una reunién de accionistas que autorice o apruebe
tal contrato, acuerdo, arreglo o transactiah (o cualquier enmienda, modificacin o
finalizacion del mismo).,

'SECCION 9.03. No responsabilidad por acciones. dg buena fe. Ni Roche ni,
ningdn funcionario o director de la misma ser4 responsable anté la Corporacién o
sus acclonistas por violar cualquiera de los deberes fiduciarios o deberes da
lealtad o por fallar en actuar en {0 no oponerse a) los mejores. Intereses de: la
Corporacién o por derivacién de cualquier beneficio personal por razén del hechs:
que Roche o un furicidnario ¢ director de la misma de buena fe tome cualquier
accion o ejerza cualquier derecho 0 de o retenga cualquier consentimiento ‘en
conexién con cualqguier acuerdo o contrato entre Roche y la Corporacién. Ningtin
voto dado u otra accibén tomada por cualquier persona que es un funcionario,
director o representante de Roche, donde el voto 0. accién es tomado por tai
perscna en su capacidad como director de esta Corporacidn, constituird una
accidn de o el ejercicio de un derecho o. un consentimiento de- Roche: para los
propdsitos de cualquiera de tal acuerdo o contrato.

SECCION 9.04. Consentimiento estimado de los eccionistas. Se )
considerard que cualquier persona o entidad que compre o de ofro modo adquiera
algun interés en cualquieta de Jas acciones de capital de la Corporacién ha tenido
noticia.o ha estado de acuerdo con las tondiciones de aste Articulo 9.

SECCION 8.05, Contratos cubiertos. Pdra propdsitos de este Articulo 8,
cualquier contrato, acuerdo, arreglo o transaccién con la Comoracién o, cualquier
corporacion, sociedad, sociedad de riesgo conjunto, asociacién u ofra entidad en
la cual la ‘Corporacién posee con beneficio (directa o indirectamente) el cincuenta
por ciento o mas de las acciones con-voto, poderes de voto o interesgs de voto.
simflares vigentes se considerard un contrato, acwerdo o transag] --

Comporacion.




.!.

' SECCION 9.06, Efectd’ obfigante. Ni la alteracion, enmienda, carbic o
rechazo 4 de dlguna de las condiciones de este Atficiilo 9 rii la -adopeidn de alguna
eondicién inconsistente con cualquier cohdicion de ‘esté Articulo- 9 eliminar o
reducird. el efecto de este Arficilo 9 raspecto a cualquier materiz que oclird,. o

cualquier causa de accién, demianda o reclamo que; a no ser por este Ariiculs 9

pueda acaecer o surgir, antes de tal alteracion, enmierida, cambio, fechazo o

adopcién,

SECCION 9.07. Arffeulo 8 Las condiciones de este- Ariculo 9 son
adicionales a las condiciohes del Articulo 8.

EN TESTIMONIO DE O CUAL, este Certificads de In¢omoracion.

Enméndado y vuglto -a Redactar, el cual ha sido adoptado: 4 acierdo con las

secciones 242 y 245 ds o Ley General de Cotparacion . del Estado de Delaware y

por -consentimiento esciifo de eI inico ccivhiista de 1a Corporacién de acuerds
cort la seccitn 228 de. Tey. General dé Corporacién: del Estado de Delaware, tia

sido ejecutado esfe 22 de:Julio de 1999,

GENENTEGH, INC.

Por: /s7 Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Thtule: Vicepresidente

Lorisejo General y Secietaria
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Apostille
(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961
Country: United States of Ameftca
This public document:
his been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the ¢apacity’' of Secretary of State of Dalawarc

baars the seal/stamp. of Offica of Secretary of Stata

Tertified

at Dover, Delawareé

the twenty-fourth day of May, A.D. 2005

by Secretary of State, Delawaie Department pf State
Ne. 0254031

Seal/Stamp: 10. Signature!

Swearotary of Stotae
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I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF

DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS. A TRUE AND ‘CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT ‘0F rGENENTECH, INC.", FILED
IN THIS OFFFCE ON THE FIFTEENTH DAY OF MAY¥, A.D. 2000, AT
O'CLOCK P .M,
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T CERTIFICATE OF AMENDMENT

| 001285251 - 2112549
_QF AMENDED AND RESTATED.
.CERTIFfCATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc. a corporation organized .and. existing under and by virtue of. the General
Corporation Law of the Stafe of Delaware, ‘

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Directors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted seiting forth & proposed emendment of the Amended and. Restated Certificate of
Incorporation of said corporation, ‘declaring said dmendinent to be advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the. proposed amendment i3 as follgws:

RESOLVED; that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01{a}* of the Asticle thereof nucnbered “4” 5o that, as amended,
said Section of said Article shail be-and read as follows:

“Section 4,01.. Capitai Stock. (a) The Corporabion is authorized to issue
two classes of stock to be designated, respectively, preferred stock and commeon
stock. The total anmber of shares which the Corporation is authorized to issue is
seven hundred million (700,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preforred stock, par value §$0.02 per share (“Preferred
Stoek™).  Six hundred miltion (600,000,000) shares shall be designated common
stock, par value §0.02 per share (“Common Stock™). The Common Stock of the
Corporation shall be al] 6f one clase™ -

SECOND: That thereafler, pursuant i Tesotution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stackholders of said corporation was duly called and hetd upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of tho State of Delaware at which meeting the
necessary numbet of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was Auly adopled in accordance with fhe provisions of Section
242 of the General Corporation Law of the-State of Delaware,

FOURTH: That the capital of said corporation shall not be reduced under or by reasan of seid
amendment.

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Ing. hay causcd this Cerlificate of Amendment io be
signed by Stephen (3. Juelsgasrd; an Authorized Officer, this 15th day of May, 2000.

GENENTECH, INC.

ry: JRarle, D oelnoe O

Mamé: Stéphien G, Juelsganrd
Title: Senior Vice President, General Counset
end-Seerctary

75841
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" TRADUCCION AL ESPAROL def Gerlificado de Incorporacih e Getigntesh; fnc.

APOSTILLA
(Conveintidn de:La Haya del 5da Otfubre de 1961)

1. Pals: Estados Unidos de América
Este-documento’piblico.
ha sido firmado por Harriet Sriith: Windsor

3. acfuandoen capacidad da Secretaria da Estado de Dealaware

4,  lleva el selloftimbre.de la Oficina del Secrstario de Estade

Certificado:

5. en Dover, Delaware
8. el veinticuatro de mayo, A, . 2005
7. por &f Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
& No. 0254031
8. Selioftimbre 10.  Fima
Haifiet Smith Windsor (Firma)
Secretaria-deEstado
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DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO. DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA CCOPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO VUELTO A
REDACTAR DE "GENENTECH, INC*, PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL
DECIMOQUINTO DIA DE MAYQ, A. D. 2000, A LAS 5 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet Smith Windsor (Firma)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900385
4
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CERTIFICADO DE ENMIENDA, DEL
CERTIFICADO:DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDAGTAR

Gertentech; Inc. uha toiporacion organizada v existente-bajo y porvirtud de la Ley
General de Corporaciéh del Estado-de-Delaware.

CERTIEICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una relitiish de la Jinta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidaiiente. resolucionss ‘que éstablecen una-enmienda propuesta del
certificado dé Incorporacidn Corregido.y -vﬂ_e‘!tb: ‘a Redactar de dickia: corporacion,
declarando: dicha -enmienda ¢como aconsejable y llamando a uha. réuMien de
actionistas de dicha cqr;p-qracﬁn \pard consideracidn de. la. misma. La resolugion
establece la enmienda propuestadea siguferite: manara:

RESUELVE, que el Cetificado de Indorporadion Corvegido y vuelfo a Redactat de
€sta corporacion se -ehmiefide cambiando “la Seccidn: 4.01{a)" de! Ariculo alll
numerado “4” tal que, como se enmienda, dicha Seccién de dicho Articulo se lea
de la siguiente manera;

SECCION 4.01. Acciones de Capital, {a) la Comoracién esta
autofizada a emitit dos clases de acciones que’ deben designarse,
réspectivamerite; acciones. preferenciales y acciones comunies. Ei
niamero-total de acciones que la Corporscin esta autorizada a amitir
es«de setecientos miiliones. (700,000,000) de aésiorigs., Cien millones
_{100000,000) -de: :aiccibﬁe‘s: Befén  desighadas  acciones
preferenciales, por UR Vaiot de $0.02 por accibn (Accidh:
Praferencial”y.  Seisciéhigs i ones (600,000,000 de actiones
geran. designadas -acgjd
accidn {*Accién Coph
{oda de una mismiglclase §

e oot unes por ‘un valor é $0.02 per
1 [y
h"), / accuﬁn Comilin de la GF oraqnén serd
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TERCERO: Que dicha enmienda 'se adoptd debidaments de aduerdo con lo
previsto en la Seccidn 242 de 1a Ley Geneéral de Comoracién del Estado de
Delawara,

CUARTO: Que el capital de dicha corporacién no sers reducido bajo o por razén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, inc. ha causado este
Certificado de Ermlenda para que sea firmado por Stephen G, Juelsgagrd, un
Funcionatio Autorizado, este 15 de Mayo de.2000.

GENENTECH, INC.
Por: (Firm4)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Tituto: Vicepresidente, Cansejo

y Secretarfa General.
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Apostille

" (Convéntion de bLa Haye du 5 Octobre 1961)

Country: Unibted States of Amerida
This' pebilic document ; -
hag baan zigned by HAexiat Smith Windeor

' ai:t.i_ngr' 1h the capacity of Secrétity of State of Delswsre

bears the seal/etdmp of Office of Feordtaty of Stite

Uprtified

&t Dover, Datawsra

the twanty-fousel day of May, A.D: 2005
. »
by Secratery of State Delawire Department of Stata

No. 0254033

Seal/stanp 1D. Signatore:
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The Fivst State

1, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY ‘THE. ATTACHED IS A TRUE AND CORRECYT
COPY OF THE CERTIFICATE oF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.*, FILED

IN THIS QFFICE ON THE SIXTEENTH DAY OF APRIL, A.D. 2004, AT 7:39
" O'CLOCK P.M. :
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2132549
050426506

Harriet Smith Windsor Secretary of Starg
AUTHENTICATION: 3380357
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IR s ’ ’ ’ : " , State of Dalzwmire
KPS ' B . Secretary of State-
R i C . DMvision of Corfocations
) ) ] Deliverad 07:d4 P 04/16/2004
) o . .. . FIIED 07:39 #M 0471672004
CERTIFICATE GF'T’H]:R_D.AMENI?MEN'&RV..OHOZ&I_QGQ- - 2119%49: Frre -
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

CGenentedh, Tuc., n worporation organized and existing vider and by virve of the General
Corporation Law of the Stato of Delaware,

DOES HEREBY CERTTFY:

FIRST: That ata Foeetihg of the Board: of Directors of Generilech, ne. tesclifiong Were diity
adopted selting forttr 2 proposed amendrient of the Amehded asd Restatéd. Certificate of
tacorporation, of said corpomtion, declaring said amendmient to be sdvisable snd eafling &
meetirig of 1he stockbioldors oF said corporition for consideration theteof. Thie feedlutiot SELIIE
forth th¢ Propastd anendment is ‘a5 Tollows: .

RESOLVED;ntidhie Aswented and Restated Cerificate, 6F Tncorporation of Wil corporution bs
amended by chasigiog ~3telion- 401043 of the ‘Arficls hereof nuimbersd 4™ 5o that, sy oimended,
- e Sectivn of seld Aftitle shall be and-read-as folisws; :

Beett 4,01, CapiatiStack. (o) The'Corporailin i atilioezs d 16 3gb0e b oltivgls BERock foibe.
designated, vespeciively, peaferred utk-aiil Soaimin kogk. Tho.foml aurnberof shireg v chethe
s Corpordiign. 2 Biiorized (o tesug is.ires lilfliomone hy rt-a-fmy_ibﬁ_its;rga,j%ﬁ(!ﬁ)-shd@:,b:,wﬁu@d
P niiflioss {1 00,000,000) shisres shall: b desighdied prefermed siock, par vales.$0,02 Por share (Pretairad:
oL Stoek™). Thresbillion 1,000;600:000) chazas sheti bie SekTaAbted Soniini stbak, par-viline SU02 per chare
AN . ¢ Common Stock"): 1¥6 Somirion stock &f ihe-Corporgtion-shiali:be a1l ok one chiss,

SECOND: Tha thereafiar, pitistignt (o (E0IINBHO ils Board of Plrectors, it regular miedag

% ol the stockholders of sain Corpatitioh was duly calicd and field wpon, noties T fctorddios: wikh
Sectipr 227 of the General Gorporation’ Law af fiie State 8f DilaWare m witich meeting-the

needesary number.of shares asretyui ved:by stanite ense woled.in favor-of ihe ancnment;

THIRD: Thatsaid snseridinient was dul y ‘adopled’ in aeoidance Wit the: frovisians of Serfion

242 6f tife General Cotporation Lauw-of ¢ié State-0L.Déldware. -

FOURTH: That tie capital of sdid corporation-shall et be fEduced wider or by redsow-of sdid

IN'WITNESS WHEREOF, said Gegéntech, Ine has caused:ihis ThiidCertifioas of Amendmént
Aerbe signed by Steplieii Q. Joelsgiard, an Authorized. O Fieer, s ol dayStApISL 2004,

GENENTECH. INC.

i

_ , l.\_i‘a-m'c.: Stephen G. Juclsganrd
[N itle:  Exoculive Vibg'-l:?'rcsjdenb, General Counsel
‘ and Secretary.*-

By: LS

¥i53007
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" TRADUCCION AL ESPAROL del Certificado de Enmienda de Genentech, Inc.

© @ e o

APOSTILLA
(Convencitn de La Haya.de! 5 de Octubre de 1961)

Pals: Estados Unidos de América
Este’'documento publico

ha sido firmado por Hamiet Smith Windsor

-actuando en capacidad de Secretarla de Estado de Delaware

lleva el selloftithbre de la Oficina def Secretario de Estado
Cettificads: = -

en Dover, Delaware
el valnficuatro de: mayo, A. D. 2005

por el Secretario de Esfado, Departamento de Estado de Delaware
No. 0254033

Selloftimbre 10.  Firma

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secrstatia de Estado




DELAWARE )
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL

ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE ELANEXO ES - -

UNA COPIA AUTENTICA Y GORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE
“GENENTECH; INC", PRESENTADQ EN ESTA OFIGINA EL DECIMOSEXTO DiA
DE ABRIL, A, D. 2004, A LAS 7:39 EN PUNTO DELATARDE. *

e’

.J: e e 2 . ;‘J;‘
Hagiet Smith Windssr (Firma)

JFfinar Sacratifia dgFstadn

200
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‘CERTIFIGADO DETERCERA ENMIENDA fDE_L
CERTIFICADOC DE INCORPORAGION
CORREGIDO Y VUELTO.A REDACTAR

Genentech inc.. una cofpotacion organizada y existents ba]o v por virtud de la Ley
General de Corporacién del Estado da Delawars.

CERTIFICA POR LA PRESENTE: _;

PRIMERO: Que en una feunitn de la. Junta Direcliva de Genentech, Inc. sa

adoptaron debittamente resoluciohes que establecen una efmienda propuesta det
cartificady de Incorporacién Corregido, v vuelto & Redactar de dicha comporacion,

declarando dicha enmienda como aconsejable y flamands a una reunion de

'acclomstas de dicha corporacién para congkieracion de la misma, L4 resaiticlon

estabiece la enmienda propuesta dé la sigulente manera;

RESUELVE, que el Ceriificado de tncorporacién Corregido'y vuelto a Redactar de
esta. corporacién se enmiende cambiando “la Secclén 4,01(a)" de! Artfculo .allf

numerado "4"tal que, como se enmienda, dicha Seccitn de d:cho Articulo se lea
de la siguiente manera: B

SECCION 4.1, Acc:ones de Capltal. (a3} la Corporacién estd
autorizada a emitir dos clases de acciones qua deben designarse,
respectivamiente, acciones p[eferenciales y acciones comunes, El
namero total de actiones que la Corpora_di;ﬁﬁ asta autorizada a emitir
es de tres mil cien millones (3,100,000,000) de accldnes Cien
miflones (100, 000 ,000) de Aacciones , seran desngnadas acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accién {"Acc:én
Prefarenclal”). Tres mil millones {3,000,000,000) de acclones seran
designiadds acciones comunes, por un valor de $0.02 por acclan
{"Acelbén Com(n™}. La accibn comun defa Corporacion seré toda de
unia misma tlase.

SEGUNDO: Qué por lo tanto, de acuerdo con la resolucién de su Juhta D|rectwa.

s




N et s ‘ :
TERCERD: Que ditha enmlenda & adoptd. debrdamente de atuerdo cop Io
previsto en la Seccisn. 242 de ia Ley General do Corporacibn dil Estado de
Delaware,
CUARTO: Que el capital de dicha corporamén no sera reducido bajo O por razon
de dicha enmienda: -
EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Gensnitech, Ific. ha causado este
Certificado de Enmienda para que sea firmado por Stsphen G.. Juetsgaard ut
Funicionario Adtorizado, este 16 da Absll de 2004,
-G‘ENENTE'C‘H .ING.
e : ‘ -
AL , _ Por. {Firma) o
' . Nombre::Stephen G, Juelsgaard
Titulo: Vicepresidents, Consejo -
Y Secrétarla General:.




Apastille

{Convantion de La Haye du 5 Octobre 1961}
Country: Unitad States of Amerids
This public document:
has. bean signed by Harriet Smith Windgor

acti;hgf -in the _capaci_-_tj of Secratary of State of Dalaware

bogars the seal/stamp of Office of Secretary of State

ertitied

at Dover, Delawara

the twenty-fourth day of May, A.D. 2005

by Secraetary of State, Delaware Departmant of State
No. 0254032

Seal/Stamp: 10. Signature:

ot Inith Woraon

Sworatiry ofifStote

s
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‘The First State

1, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE oF
DELAWARE; DG HEREBY CERTIFY ‘THE' ATTACHED IS A TRUE AND ‘CORRECT
IN THIS OFFICE ON THE TENTH DAY OF MAY, 2.D. 2001, AT 2:05
0" CLOCK P .#.
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' CERTIFICATE OF AMENDMENT -
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPOR ATION

Genentech, Int. a cofporation organized and. existing ;under 2nd By Vinuz of the General
Corporation Law of the $este of Duliware,

DOES HEREBY CERYIEY: .

FIRST: That & & miccting of the Boatd of Dirediors of Genentech, Inc. resclutions were duly
wdopted seuing forth a propased amendment of the. Amended and Restmed Cenificste of.
Incotporation of said .corporation, declating. said umendmant o bk advitable and caliing a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The msolition setting
forth the proposéd amendment is as follaws:

RESOLVED, that the Amended and. Restatod Certificate: of Incorporation of this corporation bé
amended by chianging “Section 4.01(2)" of the Artiele thereof putnbered 4" o that,:as amended,
3itld Section of auid Article shall be atid wad-as follows: .

“Section4.0). Capital Stock. (3) The Corparation iz authoriz2d (o issue
two classes of stock ro be designated, respeetively, prefered stock and common
stock. The total number of shates which the Carporation is authorized 16 issue-is
one billion theee huadred raillion (1,300,000,000) shares. One hundred mitlion
(100,000,000 shares shall bs desipnaced preferred. stock, par value $0.02 pér
shage (“Preferred S10ck™). One billion two hundred million {1,200,000,000)
" shares shall be designated common stock, par value $0.02 per share {“Common
S10¢k”). The Common Stock of the Corporation shall be all of orie class.”

SECOND: Thar thereafter, pursuant 1o resolution of its Board of Directory, the repular meeting
of the stockhalders of said corporation was duly called and held upon aotice in accordinee with
Section 221 of the Genetal Corporution Law of the State of Deluware at which meeting the
fhelessary number of shares 25 required by statute wers voied in favor of the amendment,

THIRD: Thut suid smendment was doly adepred in acvordance with the provisions of Seetion
242 of the General Corporation Law of the Stute-of Deluware,

FOURTH: ‘That the cuplial 6f 2did Etwporaiion shail not be reduced uhder br by reason of said
sarhendment.

-~ IN WITNESS WHEREQF, said Genzntech, 1ht. has caused: this. Centificate of Amendinent 16 he
. signed by Stephen G. Juclagaard, an Antharized Officer, this: 10th day of May. 2001,

GENENTECH, INC.

By: m\*&mm&

Name: Siephen Q. Juelspaard
Tile: Senior Vice President, General Couitsel
shd Secretary

27T
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" TRADUCCION AL ESPARDL del Certificado de Enmienda de Gerentech, Iric:

APESTILLA
{Convericién de LaHaya del § de-Octiibre de 1961)

1. Pals; Estados Uhidos de América
Ests docuinehts piblics.
fia sido firiado por Harriat Snifith Wiridsor
actuando-encapacidad de-Secretarlads Estado.deDetawares
lleva el selloiftimbre de' ld Oficina.del Secrétario de Estado

‘Céttificado

5. en Dover, Delaware
C 6. elvsinticvatro de mayo, A. B, 2005
7. por el Secretario de Estado, Departamento: de Estado de Delaware
8. No. 8254032
g Selloftimbre 10.  Firma
Harriet-Sriith Windsor (Firfia)
-Secretdriade. Estado
.""“x..
P




DELAWARE
EL PRIMER ESTADQ

YO, HARRIET SMITH WINDSQR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO. POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE
“GENENTECH, INC", PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL DECIMO DIA DE
MAYQ, A. D. 2001, A LAS 2:05 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet Smith Windsgr, Secretaria o
AUTENTICACION//38

FECHA‘;\ ( /




LR

CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corporacion organizada y-existente bajo y porvidud 'de la Ley-

General de Corporacicn dal Estado:-de Delaware:,
CERTIFICA PORLA PRESENTE:

PRIMER®: Que ‘en una. reunién de la Juiita Direcliva: de: Ganentech, Inc. se

adoptaron debidametite résoludionss que: establecen una: enmiends- propussta:del

ceitificado dé. Irichrgoracisn Corregido. y vuetto-a Redactar de dicha corporagion,

detlarando dicha enmiends .como aconsejable y flamarido a uida reunion de-

accionistas de dicha. corporaciti para consideracion: de 14 rilsma, La resolucitin
establece la enmisnda propuests de'la siguiente marisra;

RESUELVE, que el Ceftificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacion se. enifiende cambiando “la. Seccion 4.01(a)" del Arilcilo alll
numerado “4"tal que, como se enmienda,. dicha Seccivi de diché-Articulo se Jea
de la siguiente manera:

SECCION 4.01. .A‘c‘éidhbs' de Capital. (a) la Corporacioh esta
sutorizada & emitir dos clases. de acciones que deben designarse,
réspectivamente; acciones' preferenciales y actionés Somuhes. £l
himero t'qtaf}de':'acc'loneé que'la Corpdracion esta-dlitorizada a emitir
es- de ‘mil tresdientos millories: :‘(:1';300;{)00,-‘000) de acciones. Cieh
millones (100,000,000): de accigries .serdn desighadas adcéiones.
-preferenciales, por Y, ,1o"»‘e $0.02, por sccibn (“Acciti
Preferericial®).. ‘Mil gBscightol

j de acuerdo con Ia, regff]# ibn gh*su Junta Dirsctiva;
i réunion ordinar dg¥:

A0S ,rO' necesario ide: dccijfies
QR Sﬁuszi\vtam
S ' ‘\_
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TERCERO: Que dicha enmienda se adoptt debidamente de acuerdo con lo.
previsto en la Seccibén 242 de la Ley General de Corporacién del Estado de

Delaware,

CUARTO: Que el capital de dicha corporacion no sers reducido bajo o por razbn
de dicha enmianda

EN TESTIMONIO DE (Q CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este-

Certificado de Enmienda para que sea fimado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionarlo Autorizado, este 10 de Mayo de 2001,

GENENTECH, INC.

Pot: {Firma)
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Thule: Vicepresidente, Consejo

y Secretarfa Geheral.

4 »v &




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMER

5 URINA R

Eve: 3
Act. 411 PRESENTACION  Folias, 22 A CIONALI

PATENTE DE INVENCION [ ] MODELO DE U~ Act 411 PRESENTACIGN  Foliog. 288 T

e o

Indicacién que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcidn de 1a invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

HNNNE

Comprobante de pago de las tasas establecidas {De ser el caso formato de descuento)
Completa D ' tncompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

Indicacién que se solicita una PCT

,{ Copia de la solicitud en espafiol, tal como .fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,

reivindicatorio, resumen)
Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de paggAie las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Cormyfleta : ‘ Incompleta I___l
DISENO INDUSTRIAL [ ] (Art. 119 Decision 486/00)
D Indicacion que se solicita Disefio industrial
[:l Datos de identificacién del solicitante o de Ia persona que presenta la solicitud
D Representacion grafica y fotografica del Diseiio industrial 0 muestra del material que incorpora el
disefio

D Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D incompleta D

ESQUEWA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de-identificacion del solicitante o de Ia perscna que presenta la solicitud-
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

HIRREIN

PI02-F08 {2009-11-18)



