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ANEXOS \

Comprobante de pago de ia tasa de presentacion de la solicitud.
Documento que acredita 1a existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal.

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

Declaraciones.
Capia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)

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

Copia del reporte pretiminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccion del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

Arte Final 12X12.

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

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

Otros: reporte de busqueda internacional, publicacion, opinidn escrita de la autoridad de busqueda internacional
y dibujos.
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Solicito la concesion de la patente,
NOMBRE: ALICIA LLOREDA RICAURTE

FIR
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ANEXO

Los documentos que acreditan la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de las
sociedades peticionarias, que facultan a cada uno de dichos
abogados para actuar individualmente, se estin presentando con
esta solicitud. En consecuencia, ruego a usted reconocer la
personerfa de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que cualquiera de
ellos pueda intervenir en cualquier tiempo respecto de la solicitud en

é] contenida.

A REDA RICAURTE

T.P.No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL No. 2008-05-16-324
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

l.os abajo firmados, ABBOTT LABORATORIES, una sociedad organizada y
existente de conformidad con las leyes del Estado de lilinois, Estados Unidos de
América, cc).n domicilioc en 100 Abbott Park Road, Abbolt Paﬂ<, IL 60064 USA
nombramos por. ef presente a ALICIA LLOREDA yfo GUSTAVO TAMAYO vylo
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con-oﬁcinas en dicha ciudad, Calle 72 No. 5-83, piso 60., nuestros
representantes legales y verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciaies, con el fin de dar

cumplimiento al paragrafo 10. del arliculo 543 del decreto 410 de 1971.

Los doclores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
‘designe,- quedan especialmente facultados para representarnos ante las
autoridades colombianas, adminisirativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industiial, a cuyo efecto les facultamos para dar
anle dichas autoridades lodos los pasos necesalios al objeto indicado; elevar
solicitudes, declaraciones, reclamos, recursos y presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de lds solicitudes y los registros,
presentar opasiciones y apelaciones; instaurar cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todos los impuestos y cuotas y efectuar todo
atro pago determinado por la ley; recibir lodos los documentos y valores, dando el
descargo respectivo; llenar cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas las

medidas que creyeren conducentas al resguardo de nuestros intereses; vy

adicionalmenle quedan facultados para tomar intervencion como demandantes o
e SN ) ‘
oty




demandados anle los jueces que sean Competentea, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir, conciliar y apelar, con todas las demas facultades que
resulten necesarias, y por el presente declaramos desde ahcra vélido y bueno

cuanto dichos representantes y/o-los apoderados que cualquiera de ellos nombre

hicieren en nuestro beneficio.

Asimismo, facultamos a los doclores ALICIA LLOREDA yfo GUSTAVO
TAMAYQ y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para solicitar en
la Oficina de Propiedad Industrial la protocolizacion de este documento y de:

cualquier poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre nuestro.

Dado y firmado el 12 de julio de 2004
(firma: ilegible)
Laura J. Schumacher

Vicepresidente, Secretaria y Asesor Legal General Asistente
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Estados Unidos de América )
Estadode , ) 8S:
Condado de ’ )

En este dia 12 de julio de 2004, comparecié Laura J. Schumacher, a quien
conozco y de quien me consta que firmo el anterior documento, y quien
debidamente juramentado declard y dijo que ella es | Vicepresidenta, Secretaria y
Asesora de ABBOTT LABORATORIES, la compania nombrada en el documenio
que antecede, una sociedad debidamente organizada y existente conforme a las
“leyes del Estado de lllinois, Estados Unidos de Ameérica, domiciliada en la ciudad
de Abbott Park, Condado de Lake, Estado de lllinois, Estados Unidos de America,
legalmente consﬂtuida para un periodo de duracién que aun no ha terminado, que
ejerce su objeto social conforme a las leyes del Estado de lllinois, Estados Unidos
de América; que el declarante esta autorizado por dicha Compafiia para cohferir
esle poder; que el sello estampado por éf al pie de tal poder, en nombre y en
representacion de ta expresada Compariia es el sello oficial de ella; y que el objeto

para el cual se confiere este instrurpento esta comprendido dentro del de la
sociedad.

+

El suscrito Notario ha visto los Estatutos de incorporacion firmados en Chicago,

Estado de lllinois, con fecha 12 de sepliembre de 2003, y certifica que'de'

conformidad con la legislacién de dicho Estado fa anterior declaracion juramentada

es prueba suficiente de que los hechos sobre que ella versa son ciertos o
verdaderos, de lo cual da fe.

L]

SELLO OFICIAL
Trina LLee Ruiz
Notario Publico, Estado de lllinois
Mi Comision Expira el 6-11-2007

(firma: ilegible)

Notario Puablico




Estado de lilincis
Secretario de Estado
Springfield, lllinois
Apostitla
(Convencion de La Haya del 5 de oc.tubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de America
Este documento publico

ha sido firmado por Trina Lee Ruiz

3. actuando como Notario Pablico, Condado de Lake
4. lieva el sellofestampilla del Estado de lllinois e
Certificado | ' 'wm -
5. en Springfield, lllinois 6. eldia 20 de julio di:"bOOtin
7. por el Secretario de Estado, Estado de lllinois
8. No. S04vB11001
9. Sello/Estampilla | 10.  Firma (ilegible) yp -
Sello del Estado de lilinois Jesse White rﬁ:r
‘Secretario deiﬁgh%@% ‘.Mj
B )
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Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 16 de mayo de 2008,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,

Res. 2177 del 15 de agoslo de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de
Colombia.

THADUCTORA OFICYAT,
5. rrr-rl g MINJUFEICEA
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SERINGRHIELD, Tk INOLS,

i vt i " it

ARPQOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

Country: United States of America
This public document
has been signed by TRINA LEE RUIZ
acting in the capacity of NOTARY PUBLIC, LAKE COUNTY
hears the seal/stamp of STATE OF ILLINOIS
Cerlified
Springfield, illinois

JULY 20, 2004
by the Secretary of State, State of lllinois

No. S04VB11001

Seal/Stamp: 10.  Signature:

(Q}f’ Al e ’WM@

JESSE WHITE
SECRETARY OF STATE
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Los abajo firmados, ABBOTT LABORATORIES, una sociedad organizada y existente
de conformidad con las leyes del Estade de Illinois, Estados Unidos de América,

con domicilio en 100 Abbott Park Road, Abbott Park, IL 60064 USA

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO y/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No. 5-83, piso 60., nuestros
representantes legales y verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales, con el fin de dar
cumplimiento al paragrafo 10. del articulo 543 de! decreto 410 de 1971.

Los doctares ALICIA LLOREDA y/io GUSTAVO TAMAYQO vy/o {GNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, o los apederados que cualquiera de
ellos designe, quedan especialmente facultados para representarnos ante las
autoridades colombianas, administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo efecto les facultamos para dar
anle dichas autoridades todos los pasos necesarios al objeto indicado; elevar
solicitudes, declaraciones, reclamos, recursos y presentar desistimientos;
formular descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las solicitudes y los
regislros, preseniar oposiciones y apelaciones; instaurar cancelaciones,
renunciar total o parcialmente a los registros, ahonar todos los impuestos vy
cuotas y efectuar todo ofro pago delerminado por la ley; recibir todos los
documentos y valores, dando el descargo respectivo; llenar cualesquiera otros
requisitos y tomar, en fin, todas las medidas que creyeren conducentes al
resguardo de nuestros intereses; y adicionalmente quedan facultados para tomar
intervencién como demandantes o demandados ante los jueces que sean
competentes, pudiendo transar, someter a arbitros, desistir, percibir, conciliar y
apelar, con todas las demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora vdlido y bueno cuanto dichos representantes

y/o los apoderados que cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYQ y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para solicitar
en {a Oficina de Propiedad Industrial la protocolizacidn de este documento y de
cualquier poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre nuestro.

Dado y firmado el 12 de Jolio de 2004

P A
s PR e C
T

1{"‘"' [#2) wave @ i

[ )



‘. GERTIFICADG NOTARIAL (SOGIEDAD)

Estados Unidos de Ameérica
Estado de {ss
Condado de
Hoy 12 de Juldio de 2004, comparecio
Laura J. Schumacher , aquien conozco y
de quien me consta que firmé el anlerior documento,
y quien debidamente juramentado declaro y dijo que
éles yice Presidenta, Secretaria y Asesora
de ABBOTT
LABORATORIES, fa compania nombrada en el
documento que antecede, una sociedad
debidamente organizada y existenle conforme a las
leyes del Estado de 1lliunois , Estados
Unidos de América, domiciliada en la ciudad de
Abbott Pdark ,Condadode Lake .
Esiado de Illinois , Estados Unidos de
América, legalmente constituida para un periodo de
duracién que ain no ha terminado, que ejerce su
objeto social conforme a las -leyes del Estado de
Tliinois , Estados Unidos de America,
que el declarante estd autorizado por dicha
Compadia para conferir este poder; que el sello
estampado por él al pie de tal poder, en nombre y en
representacion de ta expresada Compania, es el
sello oficial de ella; y que el objeto para el cual se
confiere este instrumento estd comprendido dentro
del de la sociedad.

£l suscrito Notaric ha visto los Estatutos de
incarporaciaon firmados en  Chicago ,

Estado delllinols |, confecha Sep. 12,2003,
y certifica que de conformidad con la legislacion de
dicho Estado la anterior declaracién juramentada es
prugba suficiente de que los hechos sobre que ella
versa son cierlos o verdaderas, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Publico).

e
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NOTARIAL CERTIFICATE {CORPORATION)

United States of America

Slate of {ss

Counly of

On this 12thday of July . 2004,
personally :

came

to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say thashe is the Vice President

Secretary and Jeput.
Gen ,rari}dmu S5 of ABBOTT

LABORATORIES, , the company named within, a

Carporatidn organized and existing under the laws of
the State of 111inois .United
States of America, domiciled at the City of Abhott Park
. County of Lake
State of 111in0is . United States of America,
legatly constituted for a period of tenure not yet
expired, which exercises its corporate ptrposes
according to the laws of the State of  T1linois
United States of America; that the deponent is
aulhorized by said Company to confer this power of
attorney; that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said
Corporation is the corporate seal thereof; and that the -
purpose for which this instrument is granted is
included within the carporate purposes of the
Company.

The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporalion executed at
Chicago _State of [11inois , under date of
September 12, 2003 , and hereby
certifies that under the laws of said State the
foregaing acknowledgment is sufficient proof that the
facts therein contained are true, which he attgsts.

' OFFICIAL SEAL H
i TAINA LEE RUIZ 3
} NOTARY PUBLIC, STATE OF ILLINOIS
{ Y COMMISSION EXPIRES 6112007 §
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The undersigned, ABBOTT LABORATORIES, a corporation organieed and existing

under the laws of the State of Xllinois, United States of America,

domiciled at 100 Abbott Park Road, Abboit Park, IL 60064 USA

hereby appoint, ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia, with offices in
said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth Fioor, our true and legal representatives in
Bogota, with power to receive notifications and to appoint judicial or extrajudicial
agents, so as to camply with paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA yfo GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO

SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of them

appointed, are especially empowered to represent us before the administrative,
judicial or police authorities of Colombia, in all proceedings pertaining to
industrial property, for which purpose we authorize them to take before the said
authorities all the necessary steps for the said end; 1o file petitions, declarations,
claims, recourses and withdrawals, to draw up specifications; to file
amendments, to limit the scope of applications and registrations, file oppositions;
file cancellations total or parlially waive registrations, to pay all instaliments and
effect all other payments prescribed by law; to receive proper receipts, to comply
with all other requirements and, in short, to take all those measures which they
may deem fit for the protection of our interests; and additionally we authorize said
agents to act on our behalf, as complainants as well as defendants, before the
competent judges, with full powers to make arrangements, to submit to
arbitrators, to desist, to collect, ta conciliate, to appeal and, in short, with all such
further powers as may be required, and we hereby declare from now on as valid

and good ali that said representatives and/or the ‘agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o

IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, to apply for protocolization of

tihis document and of any power of attorney by any one of them conferred in our
name, before the Office of Industrial Property.

Given and signed this 12" day of July, 2004 0 A

o ol

Laura J. Schumacher

Vice President, Secretary and Deputy General
Counsel

R




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: {(51) int Cl: C12P 21/08
(22) Fecha de solicitud; 24-11-11 (71) Solicitante(s): ABBOTT LABORATORIES
{30) Prigridad ~ (31) No. Prioridad (32) Fecha {33) Pais
611474,711 01-05-09 us
{72) Inventor(es):  GHAYUR, Tarig; LIJ, Junjian; KINGSBURY,
Gilian, A.; REILLY, Edward, B. vy
MORGAN-LAPPE, Susan, E.
{74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
{85) Fecha limile inicio fase nacional: 01-12-11 (87)  Publicacion intemacional
(86) Datos relafivos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha: 04-11-10
Fecha de presentacién de la solicitud: 30-04-10 N° publicacion: WO 2010/127284 A3
No, de solicitud: PCT/US2010/033231
{54) Titulo: INMUNOGLOBULINAS DE DOMINIO VARIABLE DUAL Y USOS DE LAS MISMAS
. Resumen - Reivindicacién(es);
Resumen:

La presente invencion se relaciona con las proteinas de unién polivalentes y multiespecificas disefiadas, métodos de

fabricacion, y especificamente a sus usos en la prevencion, diagnostice, yfo tratamiento de la enfermedad.

Sector: Proteinas de union, preparacion de péptides o proteinas, particularmente anticuerpos monaclonales y preparaciones

medicinales que contienen diches antigenos o anficuerpos.



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS ]
SUPERINTENDENCIA  PATENTEDEINVENCION __ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL _
(21) N° de solicitug; {22) Fecha de salicitud: 24-11-11

{51) Clasificacion internacional: C12P 21/08

(71) Salicitarte(s): ABBOTT LABORATORIES

(72) Inventor({es): GHAYUR, Tariq; LIU, Junjian; KINGSBURY, Gillian, A.; REILLY, Edward, B. ¥y MORGAN-LAPPE, Susan, E.

{74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31) No, Prioridad  (32) Fecha  (33) Pais

61/174,711 01-05-09 us
{85) Fecha limite inicio fase nacional: 01-12-11 {87) Publicacién internacional
{86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 04-11-10
Fecha de presentacién de la solicitud: 30-04-10 N° publicacién: WO 2010/127284 A3

No. de solicitud: PCT/US2010/033231

{54) Titulo; INMUNOGLOBULINAS DE DOMINIO VARIABLE DUAL Y USOS DE LAS MISMAS




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO ]
SUPERINTENDENCIA  PATENTE DE INVENCION PCT _X_ MODELO OE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __
{21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 24-11-11

(51) Clasificacién Interacional: C12P 21/08
{71) Solicitante(s): ABBOTT LABORATORIES

{72) Inventor{es): GHAYUR, Tarig; LiU, Junjian; KINGSBURY, Gillian, A.; REILLY, Edward, B. y
MORGAN-LAPPE, Susan, E.

{74} Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

FIGURA CARACTERISTICA
{30) Prioridad (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais 6x6cm
61/174,711 01-05-09 us

{85) Fecha limite inicio fase nacional; 01-12-11 (87) Publicacion internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 04-11-10
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PCT/US2010/033231 22.11.2010

PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER see Forrm PCTASA220

770WOtH ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
[nternational application No. International filing dute (day/monthivear) (Earliest) Prigrity Date (day/month/year)
PCT/US 10/33231 30 April 2010 (30.04.2010) 01 May 2003 (01.05.2009}

Applicamt

ABBOTT LABORATORIES

This international search report has been prepared by this Intemational Searching Authority and is transmitted to the applicant
sccording to Arlicle 18. A copy is being transmitted to the Ig_xzmational Burcau.

sheets.
D It is also accompanied by a copy of cach prior an document cited in this report.

This international search report consists of s total of

|. Basls of the report
a. With regard to the langusge, the international search was carried out on the basis of:

IX] the intemations! application in the language in which it was filed.

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

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

[ @ With regerd to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. L.

2. D Certain claims were found unsearchable (sec Box No. IT).
3. E Unity of invention is lacking (sec Box No. 11t).

4. With regard 1o the title,
[Z] the text is approved as submitied by the applicant.
D the text has been established by this Authority to read as follows:

§. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant.

D the text has been established, according to Rule 38.2, by this Authority us it appears in Box No. IV. The applicant
fnay, within one month from the date of mailing of this international scarch report, submit comments to this Authority.

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. 1
8s suggested by the applicant.
D as selected by this Authority, because the applicant failed to supgest o figure.
D as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention.
b. D none of the figures is to be published with the sbstract,

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (July 2009)
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PCT/US2010/033231 22.11.2010

INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
PCT/US 10733201

Box No. J Nucleotide snd/or amino acid sequence(s) (Continuation of item L.c of the first sheet)

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the isternational search was
carried out on the basis of a sequence listing filed or furnished:

4.  (means)

D on paper

Kl in elecironic form

b, (time)
in the internationai epplication as filed
E together with the international application in electronic form
D subscquently to this Authority for the purposes of search
2 D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, the required

statements that the information in the subsequent or additional copies is identical 1o that in the application as filed or dees
not go beyend the application as filed, as eppropriate, were furnished.

3, Additional comments:
GonCore 6.3: SEQ ID NOs: 27, 28-30

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (fuly 2009)
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PCT/US2010/033231 22,11.2010

INTERNATIONAL SEARCH REFORT International application No.
PCTAUS 10/33231

Box No. il Observations where certain claims were feund unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a} for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Autherity, namely:

2 D Claims Nos.:
because they relate to paris of the intemational application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningfu! international search can be carried out, specifically:

3 D Claims Nos.:

because they arc dependent claims and are not drafted m accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. I} Obgervations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This Internationa) Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:
This appiication contalns the following inventions ar groups of inventions which are nol 5o linkad as 1o lorm a single general inventive
concepl under PCT Rule 13.1.

Group l+: claims 1-24, drawn 1o & binding protaln comprising a potypeplide chain that comprisas VD 1-(X1)n-VD2-C<{X2}n. The first
inventlan is resificled to a binding protein comprising a potypeplide chain VO1-(X1)n-VD2-G-(X2)n , wherein VD1 and VD2 comprise an
amino acld sequance SEG 1D NOs: 27 and 28, respeciively. Should an additional fea(s) be paid, Applicant is Invited to elect an
additional SEQ 1D NO{s) to be searched. The exact claims searched will depand on the specifically elected SEQ 1D NO(s).

[NOTE: Claims 4-24 wore excluded {rom the search, bacause they ara drawn 10 & non-elected subjact matter.]

—Conlinued on Extra Sheat-——

1. D As all required additional scarch foes were timely paid by the pplicant, this internatienal search report covers all searchable
claims.

2, D As all searchable claims tould be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additiona! fecs.

3. E As only some of the required additional search fees were timely paid by the appli}:anz, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:
Claims 1-3, Emited to SEQ 1D NOs 27 and 29, and claimg 25-38

4. D No requited additional search fees were timely paid by the applicant, Consequently, this intemational search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.
D The additional search fees were accompanicd by the appliéant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

E No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/1SAZ210 {continuation of first sheet (2)) {July 2005)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

PCT/US2010/033231 22.11.2010

International application No,
PCTAUS 10/33231

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC(8) - C12P 21/08; AG1K 39/00 (2010.01)
USPC - 530/387.3; 424/136.1;

According to International Patent Classification (IPC) or to both national ¢lassification and 1PC

B. FIELDS SEARCHED

USPC- 530/387.3; 424/136.1;

Minimum documentation searched {classification sysiem followed by classiftcation symbols)

Documentation scarched other than minimum documentation to the extent that such documents ere included in the fields searched
USPC- 530/388.1 530/301.3 530/391,7; 530/387.1; 424/178.1; 435/328; 536/23.53

GenCora 6.3: SEQ 1D NOs: 27, 28, 30

Electronic dats base consulted during the intermationsl search (name of data basc and, where practicable, search terms used)
PubWEST, Google Scholar: dual variable domain, heavy chain, light chain, diabody, bivalant antibody, constant domain, constant
region, alfinity, polency, second antibody, same, ditterent, IgG1, IgG2, IgG3, 19G4, IgGA, IgGM, IgGE, lgGD, parert antibody, Ic, linker

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

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

Relevant to claim No.

X US 2007/0071675 At (Wu of al.), 25 Mar. 2007 {29.03.2007) Claims 11, 14-15, 21-22, Tabla 1, | 38

— Fig. 1B, para (0012), [0014)40016], [0053), {00670068), (0073}, (0098], [0105], [0113), [0118], | ~~—sm-
Y [0233], (0239], [0240}{0245], [0252) 1-3, 26-37
¥ WO 20051120557 A1 {Peroira el al.), 22 Dec. 2005 (22,12.2005} SEQ IDNO' 7 1-3,25-37
¥ US 2003/0039645 A1 (Adair et a1)27 Feb, 2003 (27.02.2003) SEQ 1D NO 30 1-3, 25-37

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

|

v Special categories of citcd documents:

“A* document defining the general state of the anl which is not considered
to be of particular relevance

“E" earlicr npplication or patent but published on or afier the intermational
filing dale

“L"  document which mpy throw doubts on priotity elaim(s) or which is
cited to establish the publication date of another cilation or other
special reason (as specified)

“0* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other
means

“P*  document published prior 1o the international filing date but later than
the priority date claimed

“I"  |ater document published ufier the international filing date or priority
date and not in conflict with the application b ¢hed 10 unde
the principle or theory underlying the invention

“X"  document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document s taken alane

“Y"  document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with ant or more other such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the ant

“&™ document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

13 Nov, 2010 (12.11.2010)

Date of mailing of the international search report

22 NOV 2010

Name and mailing address of the ISA/US

Mall Stop PCY, Aftn: [SAUS, Commisstoner lor Palenis
P.0, Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450

Facsimile No. §71-273-3201

PCT Hatpdesk: 571-2724300
PCT OSP: 571-272-TTT4

Authorized officer:
Loe W, Young

Form PCTASA/210 (second sheet) (July 2009)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCTAUS 1053321

Supplemeantal Box
Continued from Box [Nl

Group I, cl|alms 25-38, drawn to a mathod for generating a Dual Variable Domain Immunogiobulin that can bind two antigens comprising
tha steps of:

{a) obtaining a first parent antibody, or antigen binding portion thereol, thal can bind a first antigen;

{b) obtalning a second paran! antibody, or antigen binding portion thareof, that can bind a second antigen;

(c) constructing first and third potypaptide chains comprising VOI-(Xfin-VD2-C{X2)n.

The inventions listed as Groups I+ threugh 1i do not relate 1o 8 single general inventive concept under PCT Rule 13.1 because, under
PCT Rule 13.2, they lack the same or corresponding spacial technical laatures for the following reasons:

The inventions of Group I+ do not include the inventive concept o! a method for generating a Dual Variable Domain Immunoglobulin VDI
-{XDn-VD2-C-(X2)n 1hat can bind two antigens, as required by Group (1.

The Inventions of Grotups I+ and Il shara the technical feature of a binding protein comprising a polypeptide chain, wherein said
polypeptide chain comprises VD1-(X1)n-vD2-C-(X2)n, However, this sharad technical feature does not represent a contritiion over
prior an. Specifically, US 2007/0071675 A1 to Wu et al. (herelnalier "Wu', discloses binding protein comprising & polypaplide chain,
wherain sald polypeplide chain comprises VD 1-(X )n -VD2-C-(X2 Jn (para [0012), {0098Y), wherein;

VOl'is a lirst heavy chain variable domain oblained from a first parent antibody or antigen binding partion thereel (claims 11, 21, para
(0012), (0016}, (0098), Fig. 1);

VD2 is & second heavy chain variable domain oblained from a second parent antibady or antigen binding portion thereo! {clalms 11, 21,
para [0012], [0016], [0088), Fig. 1)

C I3 a heavy chain canstant domain (clalms 11, 21, para {0012], {0016}, [0098), Fig. 1)

{X N is & finker with the proviso that it is nat CH 1, wherein said (X tin is either presont or absent (para [0012], [0016), [0098], Fig- 1)
and

(X2)n is an Fc region, whereln said {X2)n is aither presant or absent (para [0012], [0016], (0008],

wherein VDI and VD2 comprise an amine acld sequence that is identical to the claimed SEQ ID NO 27 (Example 4; SEQ ID NO 100).
As said binding protein comprising VT1-(X1)n-VD2.C{X2}n was known &l Ihe time of the invention, this cannol be considered a speclal
technical leature that would otharwise unily the groups.

Anothar fechnical feature of tha Invantions listed as Group b+ is tha specific amino acid sequence recited tharein. The invenlions do nol
share a special technical feature, because 1) no signilicant structural similarities can readily be ascertalned among the amino acid
sequencas, and 2) Wu el al discloses the claimed SEQ 1D NO:27 (Example 4; SEQ 1D NO 100). Without a shared special technical
teature, the inventions lack unity with one another.

Groups I+ and 1l therafore lack unity under PCT Rule 13 because they do not share a same or cofresponding special tachnical feature,

Clalms 4-24 were excluded from the search, bacausa they are drawn lo a nan-elecied sublect mattar.

Form PCTASAS210 (extra sheet) (July 2009)
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[Continued on next page]

(54) Title: DUAL VARIABLE DOMATN IMMUNOGLOBULINS AND USES THEREQF

(57) Abstract: The present invention relates to engineered multivalent and
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PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To: DIANA M. STEEL
ABBOTT BIORESEARCH CENTER
100 RESEARCH DRIVE
WORCESTER, MA 01605

PCT

WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(PCT Rulc 43bis.1)

Date of mailing

(day/month/vear) 2 2 NOV 2010

Applicant’s or agent’s file reference FOR FURTHER ACTION

g770WOo01 Sec paragraph 2 below
Intemnational application No. Intemational filing date {day/monthivear) Priority date {day/monthfyear)
PCT/JS 10/33231 30 April 2010 (30.04.2010) 01 May 2009 (01.05.2009)

IPC(8) - C12P 21/08; A61K 39/00 (2010.01)
USPC - 530/387.3; 424/136.1;

International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

Applicant ABBOTT LABORATORIES

}I‘ BoxNo. |  Basis of the opinion

Box No, Il Priority

Box No. IV Lack of unity of invention

Box No. V1 Certain documents cited

OO0 XXOO

2. FURTHER ACTION

For further options, sec Form PCT/ISA/220.

3. For further details, see notes to Form PCT/ASAS220.

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

Box No. 111 Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

BoxNo.V  Reasoned statement under Rule 43 bis. 1 (8)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

Box No. VIl Certain defects in the international epplication

Box No. VIll Certain observations on the international application

If & demend for intemational preliminary examination is made, this opinion will be considered to be a writien opinion of the
international Preliminary Examining Authority (“IPEA") except that this does not apply where the applicant chooses an Authority
other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notified the International Buresu under Rule 66.15i5(b) that wrinen
cpinions of this Internetional Searching Authority will not be so considered.

1£ this opinion is, as provided above, considered to be 2 written opinion of the IPEA, the applicant is invited to submit to the IPEA
& written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months from the date of mailing of Form
PCT/1SA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date, whichever expires later.

MaBk Stop PCT, Attn: ISAAUS

P.Q, Box 1450, Aloxandrla, Virghia 22313-1450
Facsimile No. 571-273-3201

Name and mailing address of the ISA/US | Date of completion of this opinion Authorized officer:

Cammissioner for Patents 13 November 2010 (13.11,2010)

Lee W. Young

PCT Heipdesic 571-272-4300
PCT OSP; STI-31-TT74

Form PCT/ISAJ237 (cover sheet) {July 2009)
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PCT/US2010/033231 22.11.2010

WRITTEN QPINION OF THE International application Mo.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY FCTAUS 1033231

Box No. | Basis of this opinion

1. With regard 1o the language, this opinion has been established on the basis of:
E the international application in the fanguage in which it was filed.

D a translation of the international application into which is the langusge of a
translation furnished for the purposes of international search {Rules 12.3(a) and 23.1(b)).

2 D This opinion has bren established taking into account the rectificatlon of an obvieus mistake authorized by or notified
. tothis Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1{a)}

3. With repard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this opinion has been
" established on the basis of a sequence listing filed or furnished:

a. (means)
D on paper
in electronic form

b, (time)
D in the intcimational application as filed
E] together with the international application in electronic form

D subsequently to this Authority for the purposes of scarch

4. D In addition, in the case that more than one version or copy of 3 sequence listing has been filed or fumi.shc:.i. the required
statements that the information in the subscquent or additionnl copies is identical to that in the application as filed or
dacs not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:
GenCore 6.3 SEQ 1D NOs: 27, 26-30

Form PCT/ISAR237 (Box No. 1) (July 2009)
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WRITTEN OPINION OF THE intemational application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTIUS 1033231

BoxNe. 1V Lack of unity of invention

B & In response to the invitation (Form PCT/ISA/206} to pay additional fees the applicant has, within the appicable time limit:
E paid additional fees
D paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee
D paid additiona] fees under protest but the applicab]e protest fee was not paid
D not paid additiona! fees

2. D This Authority found that the requirement of unity of invention is not complicd with and chose not to invite the applicant to
pay additional fees.

3. This Authority considers that the requircment of unity of invention in pccordance with Rule 13.1,13.2 and 3.3 is

D complied with

E not complicd with for the following reasons:
This application cdntaing tha following inventions or groups of inventions which are not so linked as to form a singte general invantive
concept undar PCT Rule 13.1,

Group b+: claims 1-24, drawn to a binding protein comprising & polypeptide chain that comprises VD1(X1)n-VD2Z-C{X2)n. The first
inverition Is restricted 1o a binding protain comprising & polypeptide chain VD1-{X1n-VOZ-C-(X2}n , wherein VD1 and VD2 comprise an
amino acid sequenica SEQ ID NOs: 27 and 29, respectively. Should an additional tee(s) be paid, Applicant Is inviled to elect an additional
SEQ ID NO{s) fo be searched. The exact claims searched will depend on the specifically electad SEQ 1D NO(s).

[NOTE: Claims 4-24 were excluded Irom the search, because lhay are drawn to a non-elected subject maiter.)

Group il claims £5-38, drawn to 2 method for generating a Dual Variable Domain Immunoglobulin that can bind fwo anligens comprising
the steps of:

{2) oblalning a first parent antibody, or antigen binding portion thareof, that can bind a flrst antigen;

(b) obtaining a second parent antibody, or antigen binding portion thereof, ihat can bind a second antigen;

(¢} constructing first and third polypeplide chains comprising VDIH{XDn-vD2-C-(X2)n.

The inventlons listed as Groups 1+ through 11 do not relate 16 a single general inventive concept under PCT Rule 13.1 because, under
PCT Rule 13.2, they tack the same or canresponding special technical features for the following reasans:

Tha inventions of Group I+ do not Include the inventive concept of a method lor gensraling & Duai Variatla Domaln Immunoglobulin VOI-
{XI}n-VD2-C-{X2)n that can bind twa antigens, as required by Group It. ' :

The inventions of Groups I+ and 1l share the technical leature of a binding protein comprising & polypeptide chain, wherein sald
polypeptide chain comprises VD1-(X1)n-VD2-C-{(X2}n. Howaver, this shared lechnical feature does nol represent a contribution over
prior arl, Specificatly, US 2007/0071875 A1 to Wu el al. (hareinalier "Wy}, discloses binding proteln comprising a polypeptide chain,
whereln said polypeptide chain comprises VD 1-(X )n VD2-C-(X2 in {para [0012], [0098]), wherein; .
VDI is a first heavy chaln variabla domain obtained from a first parent antibody or antigen binding portion thereof (claims 11, 21, para
[0012), {0016}, (COS8), Fig. 1);

VD2 Is a second heavy chain variable domain obtained from a secand parent antibody or antigen binding portion thereof {claims 11, 21,
para [0012], [0018), [0098], Fig. 1);

C Is a heavy chain constant domain (claims 11, 21, para [0012), {0016], [0093], Fig. 1}

(% 0 Is a linkar with tha proviso that it is hot CH 1, whereln said (X hn is elther presant or absent (para [0012], [0016], [0098), Fig. 1}
and

(X2)n is an Fc region, wherein sald (X2)n is either prasent or absent (para [0012], [0016), [0098],

wherein VOI and VD2 comprise an amino acid sequence that is identical to tha claimed SEQ ID NO 27 (Example 4; SEQ 1D NC 100). As
said binding proteln comprising VO 1-{X1)n-VD2-C-(X2)n was known at tha time of the Invention, this cannol be considered a special
technical feature that would otherwise unify the groups.

Another technical feature of tha inventions listed as Group i+ is the specific amino acld sequanca recited tharain, Tha inventions do not
sharo a special tachnical feature, because 1} no significant structural similarities can readily be ascenained among the amino acid
sequences, and 2) Wu et al discloses the claimed SEQ 1D NO:27 (Example 4; SEQ 1D NO 100). Without a shared special tachnical
feature, the inventions tack unity with one another,

Groups b+ and |l theratora lack unity under PCT Rule 13 because they do not share a same or correspending special technical tealure.

4. Consequently, this opinion has been established in respect of the following parts of the international application:

E] all parts

@ the parts relating to claims Nos. 1-3, 25-38

Form PCT/tSA/237 (Box No. 1V) (July 2009)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHIN
C G AUTHORITY PETIUS 10133231

Box No, V Reasoncd statement under Rule d3bis.1(a){i) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

[. Statement
Novelty (N) Claims 1-3, 25-37 YES
- Claims 38 NO
Inventive step {IS) Claims None YES
Claims 1-3, 25-38 NO
Industrial applicability (TA) Claims 1-3, 2538 YES
Claims Nene NO

2. Citatjons end cxplanations:
Clalm 38 lacks novalty under PCT Articte 23(2) as being anticipated by US 2007/0071675 A1 to Wu et al. (herainattar Wu').

As to claim 38, Wu teaches a method for gengrating a Dual Variabte Domain Immuneglobulin capable of binding two antigens with desired
properties comprising the steps of: .

{2) oblalning a lirst parent antibody, or antigen binding portion thereof, capable of binding a first antigan and possessing al least one
desired property exhibitad by 1he Dual Variable Domain immunoglebulin {para [0239], [0252), Table 1);

(b) obtaining a second parent antibody or antigen binding portion \hereol, capable of binding a second antigen and possessing at least
one desired property exhibited by the Duat Variable Domain immunoglobulin (para [0239), [0252]. Table 1);

(¢} constnucting first and third polypeplide chains comprising VOI-{XI)n-VD2-C-(X2)n (Claim 22, Fig. 1B, para [0098], {0238]), wherein:
VD 1 Is a first hoavy chain varable domain obtained from said first parent antibody or antigen binding portion thereo! {Clatm 22, para
[0012), [0016), {0098], [0239), Fig. 18);

VD2 is a second heavy chain variable domain obtained from sald second parent eniibody or antigen binding portion thereol {Claim 22,
para [0012), (0016), [0098), [0238}, Fig. 1B};

C is a heavy chaln constant domain (Claim 22, [0012], (0098], [0239]);

() Is a linker with the proviso that itIs not CH 1, wherain said (X )n Is either present or absent (Claim 22, [0042), [0098), (0239], Fig.
1B}, and

{X2)n is an Fe region, whereln said (X2)n s either present or absent {clalm 22, [0012), {0088], {0238), Fig. 18);

{d) constructing second and fourth polypeptide chains comprising VDI{Xn-VD2-C-{X2)n (Claim 22, para (0038], [0239), Fig. 18), wherein:

VOl is a first light chain variable domaln obtained from said first parent antibody of antigen binding portion thereof (¢laim 22, para [0014)-
[0015), (0113], [0239], Fig. 1B);

VD2 is a second light chain variable domain obtalned from said second parent antibody or antigen binding thereot (claim 22, {0014]-
{0015}, [0113], [0239], Fig. 1B);

C is a tight chaln canstant domain (claim 21, [0015), (0098}, (0239], Fig. 1B);

{X )n I3 a linker with the proviso that it is not CH 1, wharein said (X Nn is gither prasent ar absent (claim 22, [0G185], jo0as), [0239], Fig-
18); and . : :

{X2)n does not camprise an Fe region, wherein said (X2)n 5 sither present or absent (claim 22, [0113), Fig. 1B}; and

{#) expressing said first, second, third and fourth polypeptide chalns: such thal a Dual Variable Domain Immunoglobulin capable of binding
said first and said second antigen with desirod properties is (para {02401{0245]).

Clalms 1-3, 25-37, lack inventiva step under PCT Articte 33(3) as being cbvlous over Wy, as above, in view of US 2003/0038645 Al to
Adair et &), (hereinafter ‘Adair} and further in view of WO 2005/120557 A2to Parelra el a!. (hereinafter ‘Pereira’).

As par claim 1, Wu disclases binding protein comprising a potypeptide chain, wharein said polypaptide chain comprises VD 1-(X Hn -vD2:
C-{X2 )n (para [0012], (0098]), wharein; ’

VO Is 2 first heavy chaln variable domain obtalned {rom & first parent anlibody or antigen binding ponlon thereof {claims 11, 21, para
100123, {0016), [0088), Fig. 1);

VD2 Is a second heavy chain variable domain oblalned fram a second parent antibody or antigen binding pertion thereo! {claims 11, 21,
para [0012), [0016), {0058), Fig. 1);

C is a heavy chaln constant domain (claims 11, 21, para [0012], (0016}, [0098], Fig. 1);

(X n is & linker with tha provise that it Is not CH 1, wharein sald (X )n is either present or absen! (para {0012}, (o016}, [0098], Fig. 1); and
{X2)n is an Fe reglon, wherein said (X2}n is either present o absent (para [0012], (0016], [00SB]},

wherein VDI and VD2 comprise an amino acld sequence that Is 98.3% homologous 1o SEQ 1D NO 27, but fails lo teach 100% homology
10 SEQ 1D NO 27 or 29. Adair does disclose a variable domnain that is 100% homologous to SEQ 1D NO 27 (SEQ D NO 30).
Furthermore, Peraira does teach a variable domain that Is 100% homologous (o SEQ ID NO 29 (SEQ 1D NG 7). I wau'd have been
abvious to one skilled in the an 1o utilize the VD of Adair and Pereira in the Dual Variable domaln immunoglobuilin of Wu in order to obtain
an antibody that binds the desired larget.

As per claim 2, Wu further toaches that the binding protein is capable of binding a pair selected from the group consisting of EGFR and
C0-3; EGFR and IGFIR; EGFR and RON; EGFR and HGF, VEGF and EGFR; EGFR and ErbB3, EGFR and DLL-4, EGFR and PLGF,
EGFR and EGFR, EGFR and RGMa, EGFR and talanus toxold; VEGF and tetanus toxoid, and tetanus toxoid and lelanus loxoid {para
[0040]).

«—eContinued in Supplomental Box——
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As par clalm 3, Wu furiher teaches wherein {X2)n |s absent (para (0012} is 0).

As per claim 25, Wu teaches a method for generating a Dual Variable Domain immunogiobulin capable of binding two anligens comprising
the steps of .

{a) cbtalning a first parent anlibody, or antigan binding portion thereot, that can bind a first antigen (para [0238]):

{b) obtalning a second parant antibody, or anligen binding portion thereol, that can bind a second antigen (para [0239]);

{c} constructing first and third polypeptide chains comprising VOR{X(in-VD2-C-{X2)n (Caim 22, Fip. 18, para [0088), [0239]), wherein:

VD 1is a first heavy chain variable domain cbtained from said first parent antibody or antigen binding portion thareof (Claim 22, para
[0012), [0016), [0098], [0239], Fig. 18);

VD2 is a second heavy chain variabie domaln abtalned from said second parent antibody or antigen binding portion thereo! (Claim 22,
para [0012), {0016], (0098], [0239), Fig. 1B);

C is a heavy chain constant domain {Claim 22, [0012], [00398], [0239]);

(X 1hn Is & linker with the proviso that it is nol CH 1, wherein sald (X n is efther present or absent (Claim 22, [0012], [0098], {0239), Fig.
18); and

(X23n is an Fc regiaon, wherein said {X2)n Is elther prasent or absent (claim 22, [0012], (0098], (0228), Fig. 1B);

{d) consiructing second and fourth pelypeptide ehains comprising YOI-{XIjn-vD2-C-(X2)n (Claim 22, para [0098), (0233], Fig. 18), wharein:
VDl is a first light chain variable domain obtained from said first parent antibody or antigen binding portian thoreof (ctaim 22, para [0014)
{0018], [0113], (0239), Fig. 1B);

VD2 Is a second light chain varlable domain obtained Irom said second parent antibody or antigen binding thereof {claim 22, [0014){0015),
[0113], [0239). Fig. 1B);

Cis a light chain constant domain {etaim 21, [0015]. (0098), [0239], Fig. 1B);

(X ) Is & linker with the proviso that it is not CH 1, wherein satd (X 1)n is elther present or absent (claim 22, (0015), [0098), [0239], Fig.
1B); and

(x2)n does not comprise an F¢ region, wherein said (X2)n is efther presani or absent (claim 22, [0113), Fig. 1B); and

(e) exprassing said firs!, second, third and fourth polypeplide chains (para [0240H0245].

Wu falls lo specifically disclose that Ihe VDI and VD2 hoavy chain vasiabla domains comprise &n amino acid sequences 27 and 29 and
wherein the VD! and VD2 light chaln varable domaina comprise an amino acid sequence SEQ 1D NG 30,

Adair does disclose a variable domain that is 100% homelogous to SEQ 1D NO 27 (SEQ ID NO 30).

Adar also fails 10 teach SEQ 1D NOs 29 and 30.

Pereira does teach a variable domaln that ks 100% homalogous to SEQ ID NO 29 (SEQ ID NO 7) and SEQ 1D NO 30 (SEQIDNO18). K
wauld have been obvious to ane skllled n the art 1o utillza the VD of Adair and Pareira in the Dual Variable domain immunoglobullin ol Wu
in order to obtain an antibody that binds the desired larget.

As per claim 26, Wu further teach wherein sald first parent antibody or antigen binding portion thereo!, and sald second parent antibody or
antigan binding portion theren!, are selected irom the group consisting of, human antibody, COR grafted anlibody, and humarized
anlibody (para {0012}, [0067}-[0068), [0073]).

As per clalm 27, Wu further teaches wherein said first parant antibody or antigen binding portion thereof, and said second parent antibody
or anligen binding portion thereod, are selected from the group consisting of a Fab fragment, a F( ab’h Iragment, a bivalen fragment
comprising two Fab fragments finked by a disu!lide bridge at the hinge reglon; a Fd fragment consisting of the VH and CHI domains; a Fv
{ragment consisting of the VL and VH domains ofa single arm of an antibody, & dAb fragment, an isolaled complementarity determining
region {CDR), a single chain antibody, and diabodies (para [0054), (0073], [0105)).

As per clalm 28, Wu further teaches wharein said first parent antibody or antigen binding portion thereol possessas al least one desired
property exhibitad by the Dual Variable Domain Immunoglobulin (para [0238}, [0252]).

As per claim 28, Wu further teaches wherein sald second parent antlbody or antigen binding portion thoreof possesses al laas! one
desired propsrty exhibited by tha Dual Variahte Domain immunoglebulin (para [0239], [0252)).

As per claim 30, Wu further discloses that the Fc region is setecled from the group consisting of a native sequenca Fc region and a variant
saquenca F¢ reglon (para [0053]).

As per claim 31, Wu further disclosas thal the Fc region is selected from the group consisting of an Fc regien Irom an IgGl, lgG2, IgG3,
IgG4, IgA, IgM, IgE, and IgD (para {0118]).

As per ciaims 32-35, Wu further teachas that said desired property is selected from one or mor antibody paramelers, such as affinity to
antigen {para [02521)

As per claim 38, Wy lunhar teaches that said first parent antibody or antigen binding portion thereof, binds said first antigen with a different
affinity than the afiinity with which sald second parent aniibody or antigen binding portion thersof, binds said sacond antigen {para [0233],
Table 1),

As per claim 37, Wu fusther teaches wherein said first parant antibody or antigen binding portion thereo, binds said first antigen with a

different potency than the potency with which said second parent antibody ¢or antigen binding portion thoraol, binds said second antigen
(para [0233], Table 1).

Clalms 1-3, 25-38 have industrial applicability as delined by PCT Articte 33{4) because the subject mater can be mada or used in industry.
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Box No.I Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on:

the international application in the Janguage in which it was filed.

D a transtation of the international application into English , which is the language of a translation furnished for the
purposes of:

D intemational search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b))
D publication of the international application (under Rule 12.4(2))
D international preliminary examination (under Rules 55.2(a} and/or 55.3(a))

2. With regard to the elements of the international application, this report is based on (replacement sheets which have been furnished
10 the receiving Office in response 10 an invitation under Article 14 are referred to in this report as "originally filed™ and are not
annexed 10 this report):

the international application as originally filed/furnished
@ the description:
pages 1-232 as originally filed/furnished
pages* NONE received by this Authority on
pages* NONE ____ received by this Authority on

& the claims:

pages 233:240 as originally filed/furnished
pages* NONE as amended (together with any statement} under Article 19
pages* NONE received by this Authority on
pages* NONE reccived by this Authority on

@ the drawings:’
pages ! as originally filed/fumnished
pages* NONE received by this Authority on
pages* NONE received by this Authority on

D a sequence listing and/or any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing,

3 D The amendments have resulted in the cancellation of:
D the description, pages
D the claims, Nos.
D the drawings, shects/figs
D the sequence listing (specify):
D any table(s) rclated to the sequence listing (specify):

4. D This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below had not been made,
since they have been considered 1o go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

D the description, pages
D the claims, Nos.
[___] the drawings, sheets/figs
D the sequence listing {specify):
D any table(s) related to the sequence listing (specify):

5. D This report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified to this
Authority under Rule 91 (Rule 70.2{c)}.

* |f item 4 applies, some or all of those sheets may be marked “superseded.”

Form PCT/IPEA/409 (Box No. ) (April 2007)




PCT/US2010/033231 02.05.2011

International application No.
INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY

PCT/US10/33231 ' Vs

Box No. IV Lack of unity of invention

1. @ In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has, within the applicable time limit:

D restricted the claims.

X]  paid additional fees.

D paid additicnal fecs under protest, and, where applicable, the protest fee
D paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid

D neither restricted the claims nor paid additional fees

2, D This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose. according to Rule
68.1, not to invite the applicant to restrict or pay additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is:

D complied with,
& not complied with for the following reasons:

Please See Continuation Sheet

4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:

[ ] anpans

@ the parts relating to claims Nos, 1-3 and 25-38

Form PCT/IPEA/409 (Box No. IV) (April 2007)
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Box No. V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Claims 1-3,25-37 YES
Claims 28 NO
Inventive Step (IS) Claims NONE YES
Claims §-3,25.38 NO
Industrial Applicability (IA) Claims 1:3,25-38 YES
Claims NONE NO

2. Citations and Explanations (Rule 70.7)
Please See Continuation Sheet
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Supplemerital Box Relating to Sequence Listing

Continuation of Box No. 1, item 2:

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and necessary 10 the claimed
invention, this report was established on the basis of:

a. type of material

@ a sequence listing
D 1able(s) related to the sequence listing

b. format of material

D on paper

v I .
X! in electranic form

¢. time of filing/furnishing
D contained in the international application as filed
)x‘ filed 1ogether with the international application in electronic form
D furnished subsequently to this Authority for the purposes of scarcﬁ and/or examination

D received by this Authority as an amendment® on

2. D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table(s) relating thereto has been
filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is idemtical to that in
the application as filed or does not go beyond the application as filed. as appropriate, were furnished.

3. Additiona! comments:

GenCore 6.3: SEQ ID NOs: 27, 29-30

*  [fitem 4 in Bax No. | applies, the listing and/or table(s) related thereto, which form part of the basis of the report, may be marked
“superseded.”

Form PCTAPEA/409 (Supplemental Box Relating to Sequence Listing) (April 2007)
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Continuation of:

IV. 3. This Anthority considers that the requirement of unity of invention is accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is not
complied with for the following reasons:

This application contains the following inventions or groups of inventions which are not so linked as to form a single general
inventive concept under PCT Rule 13.1.

Group I+: claims 1-24, drawn to a binding protein comprising a polypeptide chain that comprises VDI-(XIin-VD2-C-(X2)n.
The first invention is restricted to a binding protein comprising a polypeptide chain VDI-{X1)n-VD2-C-(X2)n, whesein VD1
and VD2 comprise an amino acid sequence SEQ ID NOs: 27 and 29, respectively. Should an additional fee(s) be paid,
Applicant is invited to elect an additional SEQ ID NO(s) to be searched. The exact claims searched will depend on the
specifically elected SEQ ID NO(s). [NOTE: Claims 4-24 were exciuded from the search, because they are drawn to a non-
clected subject matter.]

Group 11, ctaims 25-38, drawn to a method for generating a Dual Variable Domain Immunoglobulin that can bind two
antigens comprising the steps of:

(a) obtaining a first parent antibody, or antigen binding portion thereof, that can bind a first antigen;

(b) obtaining a second parent antibody, or antigen binding portion thereof, that can bind a second antigen;

{¢) constructing first and third polypeptide chains comprising VDI-(XI)n-VD2-C-(X2)n.

The inventions listed as Groups [+ through I1 do not relate to a single general inventive concept under PCT Rule 13.1
because, under PCT Rule 13.2, they fack the same or corresponding special technical features for the following reasons:

The inventions of Group I+ do not include the inventive concept of a method for gencrating a Dual Variable Domain
Immunoglobulin VDI-(XDn-VD2-C-(X2)n that can bind two antigens, as required by Group 11

The inventions of Groups I+ and Il share the technical feature of a binding protein comprising a polypeptide chain, wherein
said polypeptide chain comprises VDI-(X1)n-VD2-C-(X2)n. However, this shared technical feature does not represent a
contribution over prior art. Specifically, US 2007/0071675 Al to Wu et al, (hereinafter ‘W), discloses binding protein
comprising a pulypeptide chain, wherein said polypeptide chain comprises VD 1-(X I)n VD2-C-(X2 )n (pare [0012],
[0098]), wherein;

Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (April 2007)
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VDI is a first heavy chain variable domain obtained from a first parent antibody or antigen binding portion thereof (claims
11, 21, para [Q012], {0016], (0098], Fig. 1);

VD2 is a second heavy chain variable domain obtained from a second parent antibody or antigen binding portion thereof
{(claims 11, 21, para [0012], [0016), [0098], Fig. 1):

C is a heavy chain constant domain (claims 11, 21, para [0012], (0016], {0098], Fig. 1}; (X I)n is a linker with the proviso
that it is not CH 1, wherein said (X )n is either present or absent (para [0012}, [0016], [0098), Fig. 1); and

(X2)n is an Fc region, wherein said (X2)n is either present or absent (pare [0012], [00186], [0098],

wherein VDI and VD2 comprise an amino acid sequence that is identical to the claimed SEQ ID NO 27 (Example 4; SEQ [
NO 100j. As said binding protein comprising VDI-(X1)n-VD2-C-(X2)n was known at the time of the invention, this cannot
be considered a special technical feature that would otherwise unify the groups. .

Another technical feature of the inventions listed as Group I+ is the specific amino acid sequence recited therein. The
inventions do not share a special technical feature, because 1) no significant structural similarities can readily be ascertained
among the amino acid sequences, and 2) Wu et al discloses the claimed SEQ ID NO:27 (Example 4; SEQ D NO 100).
Without a shared special technical feature, the inventions lack unity with one another.

Groups I+ and I therefore lack unity under PCT Rule 13 becausc-they do not share a same or corresponding special
technical feature.

V. 2. Citations and Explanations:

Claim 38 lacks noveity under PCT Article 33{2) as being anticipated by US 2007/0071675 At toWu et al,
(hereinafter 'Wu'").

As to claim 38, Wu teaches a method for generating a Dual Variable Domain Immunoglobulin capable of
binding two antigens with desired properties comprising the steps of:

(a) obtaining a first parent antibody, or antigen binding portion thereof, capable of binding a first antigen and
possessing at least one desired property exhibited by the Dual Variable Domain immunogiobulin (pare [0238],
[0252], Table 1);

{b) cbtaining a second parent antibedy or antigen binding portion thereof, capable of binding a second antigen
and possessing at least one desired property exhibited by the Dual Variable Domain immunoglobulin (para.
[0239], [0252], Table 1);

{c) constructing first and third polypeptide chains comprising VDI-{X)n-VD2-C-(X2)n (Claim 22, Fig. 1 B, para
{0098), [0238]), whergin:

VD 1 Is a first heavy chain variable domain obtained from said first parent antibody or antigen binding portion
theraof (Claim 22, para {0012], [0016), [0038], [0238), Fig. 1B);

VD2 is a second heavy chain variable domain obtained from said second parent antibody or antigen binding
portion thereof (Claim 22, para [0012), (0016), [0098), {0238), Fig. 1B);

C is a heavy chain constant domain (Claim 22, [0012], [0098], [0239_]);

(X 1in Is a linker with the proviso that it is not CH 1, wharein said (X I)n is either present or absent (Claim 22,
[0012), [0068], [0239], Fig. 1B); and

{(X2)n is an Fe region, wherein said (X2)n is either presant or absent (claim 22, [0012), [0098], [023%), Fig. 18);

Form PCTAPEA/M09 (Supplemental Box) (April 2007)
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{d) constructing second and fourth polypeptide chains comprising VDI-(Xin-VD2-C-{X2)n (Claim 22, para
[00_98], (0239], Fig. 1B), wherein: VDI is a first light chain variable domain obtained trom said first parant
antibody or antigen binding portion thereof (claim 22, para [0014]-{0015], (0113], [0239)], Fig. 1B},

VD2 Is a second light chain variable domain obtained from said second parent antibedy or antigen binding
thereof {claim 22, [0014]-[0015], [0113], [0239), Fig. 1 B);

C is a light chaln constant domain {claim 21, [0015], {0098}, [0238], Fig. 1B);

(X n is a linker with the proviso that it is not CH 1, wherein said (X I)n is either prasent or absent {claim 22,
[0015], [0098], [0239], Fig. 1B); and

(X2)n doas not comprise an Fc region, wherein said (X2)n is either present or absent (claim 22, [0113}, Fig. 1B);
and

(e) expressing said first, second, third and fourth polypeplide chains; such that a Dual Variable Domain
immunoglobulin capable of binding said first and said second antigen with dasired propaerties is (para [0240)-
[0245)).

Claims 1-3, 25-37, lack inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over Wu, as abova, in view of
US 2003/0039645 A1 to Adair et al. (hereinafter ‘Adair’) and further in view of WO 2005/120557 AZ to Pereira ot
al. {hereinafter 'Pereira’),

As per claim 1, Wu discloses binding protein comprising a polypeptide chain, wherein said polypeptide chain
comprises VD 1-(X I)n -VD2-C-(X2 )n (para [0012], {0098]), wherein;

VDI Is a first heavy chain variable domain obtained from a first parent antibody or antigen binding portion
thereof {claims 11, 21, para [0012], [0016}, [0098}, Fig. 1);

VD2 is a second heavy chain variable domain obtained from a second parent antibody or antigen binding
portion thereof (claims 11, 21, para [0012], [0016], [o098), Fig. 1),

C is a heavy chain constant domain (claims 11, 21, para [0012], [0018), [0098), Fig. 1};

(X )n is a linker with the proviso that it is not CH 1, wherein said (X I)n is either present or absent {para [0012],
(0016], [0098], Fig. 1); and

(X2)n is an Fc region, wherein said (X2)n is either present or absent (para [0012], [0016], [0088]), wherein VDI
and VD2 comprise an amino acid sequence that is 98.3% homologous to SEQ 1D NO 27, but fails to teach
100% homology to SEQ 1D NO 27 or 28. Adair does disclose a variable domain that is 100% homologous to
SEQID NO 27 (SEQ ID NO 30).

Furthermore, Pereira does teach a variable domain that is 100% homologous to SEQ ID NO 29 (SEQ ID NO 7).
It would have been abvious to one skilled in the art to utilize the VD of Adair and Pereira in the Dual Variable
domain immuncglobullin of Wu in order to obtain an antibody that binds the desired target.

As per claim 2, Wu further teaches that the binding protein is capable of binding a pair selected from the group
consisting of EGFR and CD-3; EGFR and IGFIR; EGFR and RON: EGFR and HGF; VEGF and EGFR; EGFR
and ErbB3, EGFR and DLL-4, EGFR and PLGF, EGFR and EGFR, EGFR and RGMa, EGFR and tetanus
toxoid; VEGF and tetanus toxoid; and tetanus toxoid and tetanus toxoid (para 10040}).

As per ¢laim 3, Wu further teaches wherein (X2}n is absent {para [0012]--n is O}.

As per claim 25, Wu teaches a method for generating a Dual Variable Domain Immuneglobulin capable of
binding two antigans comprising the steps of

(a) obtaining a first parent antibody, or anligen binding portion thereof, that can bind a first antigen (para [0239]);
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{b) oblaining a sacond parant antibody, or antigen binding portion thareof, that can bind a second antigen (para
[0239));

(c) constructing first and third polypeptide chains comprising VDI-(X1)n-VD2-C-(X2)n (Claim 22, Fig. 1B, para
[0098], [0239]), wherein:

VD 1 is a first heavy chain variable domain obtained from said first parent antibody or antigen binding portion
thereot (Ctaim 22, para [0012], [0016], [0098), (0239), Fig. 1 B);

VD2 is a second heavy chain variable domain obtained from said second parent antibody or antigen binding
portion thereof (Claim 22, para [0012], [0016], [0098], {0238), Fig. 1B);

C Is' a heavy chain constant domain (Claim 22, [0012], [0098], [0239));

{X Yn is a linker with the proviso that it is not CH 1, wherein said (X Ijn is gither present or absent (Claim 22,
[0012j, [0098], [0239], Fig. 1B); and

(X2)n Is an Fc reglon, wherein sald (X2)n is sither presant or absent (claim 22, [0012], [0098], [0239], Fig. 1B);

{d) constructing second and fourth polypeptida chalns comprising VRI-(XDn-vD2-C-(X2)n (Claim 22, para
[0098), (0239], Fig. 1B), wherein: VDI is a first light chain variable domain obtained trom said first parent
antibody or antigen binding portion thereof (claim 22, para {0014)-[0015], [0113], [0239), Fig. i8);

VD2 is a sacond light chain variable domain obtained from said second parent antibody or antigen binding
thareof (claim 22, [0014]-[0015), [0113}, [0238), Fig. 18);

C is a light chaln constant domain {claim 21, {0015), (0098], [0238], Fig. 1B},

(X h)n is a linker with the proviso that It is not CH 1, wherein said (X 1)n is elther present or absent (claim 22,
[0015), [0098), [0239], Fig. 1B}, and

(X2in does not comprise an Fc region, wherein said (X2)n Is either present or absent {claim 22, [0113], Fig. 1B);
and

(e} expressing said first, second, third and fourth polypeptide chains (para [0240]-[0245].

Wu fails to specifically disclose that the VD1 and VD2 heavy chain variable domains comprise an amino acid
sequences 27 and 29 and wherain the VD1 and VD2 light chaln variable domains comprise an amino acid
sequence SEQ ID NO 30.

Adair does disclose a variable domain that is 100% homologous to SEQ 1D NO 27 (SEQ 1D NO 30).
Adar also fails 10 taach SEQ ID NOs 28 and 30.

Perelra doas teach a variable domain that Is 100% homologous to SEQ 1D NO 29 (SEQ ID NO 7) and SEQ ID
NO 30 {SEQ 1D NO 18). It would have baen obvicus to one skillad in the art to utilize the VD of Adair and
Pereira in the Dual Variable domain immunoglobullin of Wu in order to obtain an antibody that binds the desired
target.

As per claim 26, Wu further teach wherein said first parent antibody or antigen binding portion thereof, and said
second parent antibody or antigen binding portion thereof, are selscted from the group consisting of, human
antibody, CDR grafted antibody, and humanized antibody {para (0012}, [0067]-{0068], [0073)).

As per claim 27, Wu further teaches wharein sald first parent antibedy or antigen binding portion thereof, and
said sacond parent antibody or antigen binding portion thereof, are selected from the group consisting of a Fab
fragment, a F( ab'h fragment, a bivalent fragment comprising two Fab fragments linked by a disulfide bridge at
the hinge region; a Fd fragment consisting of the VH and CHI domains; a Fv fragment consisting of the VL and
VH domains of a single arm of an antibody, a dAb fragment, an isolated complementarity determining region
(CDR), a single chain antibody, and diabodies (para [0054), [0073], [0105)}.

Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (April 2007)
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As per claim 28, Wu further teaches wherein said first parent antibody or antigen binding portion theraof
possessas at least one desired property exhibited by the Dual Variable Domain Immunoglobulin (para [0239],
{0252]).

As per claim 29, Wu further teachas wherein said second parent antibody or antigen binding portion thereof
possesses at least one desired property exhibited by the Dual Variable Domain Immunoglobulin (para [0239],
[0252)).

As per claim 30, Wu further discloses that the Fc region is selected from the group consisting of a native
sequence Fc region and a variant sequence Fc region (para [0053]).

As per claim 31, Wu further discloses that the Fc region is selected from the group consisting of an F¢ reglon
from an IgG!, 19G2, 1gG3, 1gG4, I9A, Igh, IgE, and IgD (para [0118)). :

As per claims 32-35, Wu further teaches that sald desired property is selected from oneg or more antibody
parameters, such as affinity to antigen {para [0252])

As per claim 36, Wu further teaches that said first parent anlibody or antigen binding portion thereof, binds said
first antigen with a ditferent affinity than the affinity with which said sacond parent antibody or antigen binding
. portion thereot, binds said second antigen {para (0233}, Table 1).

As per claim 37, Wu further teaches wherain sald first parent antibody or antigen binding portion tharecf, binds
said first antigen with a different potency than the potency with which said second parent anttbody or antigen
binding portion thereof, binds said second antigen (para [0233), Table 1).

Claims 1-3, 25-38 have industrial applicability as defined by PCT Articta 33(4) because the subject matter can
be made or used in industry.

Form PCTAPEA/409 (Supplemental Box) (April 2007}
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INMUNOGLOBULINAS DE DOMINIO VARIABLE DUAL Y USOS

DE LAS MISMAS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con las proteinas de
union polivalentes y multiespecificas disefiadas, métodos de
fabricacion, y especificamente a sus usos en la prevencion,

diagnostico, y/o tratamiento de ia enfermedad.

SECTOR: proteinas de wunién, preparacion de péptidos o
proteinas, particularmente anticuerpos monoclonales y
preparaciones medicinales que contienen dichos antigenos o

anticuerpos.
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INMUNOGLOBULINAS DE DOMINIO VARIABLE DUAL Y USOS

DE LAS MISMAS

Referencia Cruzada a la Solicitud Relacionada

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud de
Patente Provisional Norteamericana No. 61/174,711 que es
incorporada expresamente en la presente por referencia en su
totalidad para cualquier propédsito.

Campo de la Invencién

La presente descripcién se relaciona con las proteinas de
union multivalentes y multiespecificas, métodos de fabricacién, y
especificamente con sus aplicaciones en el diagnéstico, profilaxis
y/o tratamiento de las enfermedades inflamatorias agudas vy
cronicas, cancer y otras enfermedades.

Antecedentes de la Invencién

L.as proteinas disenadas, tal como anticuerpos
multiespecificos que puedan unir a dos © mas antigenos se
conoccen en la técnica. Tales proteinas de unidén multiespecificas
se pueden generar usando la fusion celular, conjugacidn quimica,
o técnicas de ADN recombinantes.

Los anticuerpos biespecificos se han producido usando la
tecnologia de cuadroma (ver Milstein, C. and A.C. Cuello, (1983}
Nature 305 (5934); 537-40) basada en la fusion soméatica de dos
diferentes lineas de céluias de hibridoma que expresan los

anticuerpos monoclonaies de murino (mAbs por sus siglas en

Jt
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inglés), con las caracteristicas deseadas del anticuerpo
biespecifico. Debido al apareamiento aleatorio de dos diferentes
cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobuiina (Ig) dentro de Ia
linea de células resultante del hibridoma hibrido (0 cuadroma), se
generan hasta diez diferentes especies de Ilg, de las cuales
solamente una es el anticuerpo biespecifico funcional. La
presencia de subproductes apareados incorrectamente, vy
rendimientos de produccidén significativamente reducidos, significa
que son requeridos los procedimientos de purificacién
sofisticados.

Los anticuerpos biespecificos también se pueden producir
por la conjugacién quimica de dos diferentes mAbs (ver Staerz,
U.D. y colaboradores (1985) Nature 314(6012): 628-31). Este
método no produce la preparacién homogénea. Otros metodos han
utilizado la conjugacién gquimica de dos diferentes mAbs o
fragmentos mas pequefios de anticuerpo (ver Brennan, M vy
colaboradores {(1985) Science 229(4708): 81-3).

Otro método usado para producir los anticuerpos biespecificos
es el acoplamiento de dos anticuerpos madre con un reticulador
hetero-bifuncional, pero los anticuerpos biespecificos resultantes
sufren de heterogeneidad molecuiar significativa debido a que la
reaccion del reticulador con los anticuerpos rﬁadre no se dirige al
sitio. Para obtener preparaciones mas homogéneas de Ilos
anticuerpos biespecificos, dos diferentes fragmentos Fab se han

reticulado quimicamente en sus residuos de cisteina bisagra de una
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manera dirigida al sitio (ver Glennie, M.J. y colaboradores (1987)
Immunol. 139(7):2367-75) Pero este método da lugar a los
fragmentos Fab'2, no una molécula de 1gG completa.

Una gran variedad de otros formatos de anticuerpo
biespecificos recombinantes se han desarrollado (ver Kriangkum,
J. y colaboradores (2001) Biomol. Engin. 18{2): 31-40). Entre
ellas, las moléculas y diacuerpos Fv de cadena simple en tandem,
y varios derivados de los mismos, son los mas ampliamente
utilizados. Comunmente, la construccién de estas moléculas
empieza con dos fragmentos Fv de cadena simple (scFv por sus
siglas en inlgés), que reconocen diferentes antigenos (ver
Economides, A.N. y colaboradores (2003) Nat. Med. 9(1): 47-52).
Las moléculas scFv en tandem (taFv por sus siglas en inglés),
representan un formato directo que conecta simpliemente las dos
moléculas scFv con un enlace de péptido adicional. Los dos
fragmentos scFv presentes en estas moléculas scFv en tandem
forman entidades plegables separadas. Varios enlaces se pueden
utilizar para conectar los dos fragmentos scFv y enlaces con una
longitud de hasta 63 residuos (ver Nakanishi, K. y colaboradores
(2001) Ann. Rev. Immunol. 19: 423-74). Aunque los fragmentos
scFv madre se puedan expresar normalmente en forma soluble en
las bacterias, sin embargo, se observa frecuentemente que las
moléculas scFv en tandem forman los agregados insolubles en las
bacterias. Por lo tanto, los protocolos de replegado o uso de los

sistemas de expresiéon mamiferos se aplican comUnmente para
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producir las moléculas scFv en tandem solubles. En un estudio
reciente, fue descrita la expresidén in vivo por los conejos y
ganado transgénicos de un scFv en tdndem dirigido contra CD28 ¥y
un proteoglicano asociado a melanoma (ver Gracie, J.A. y
colaboradores {1999) J. Clin. Invest. 104(10): 1393-401). En este
constructo, las dos moléculas scFv fueron conectadas por un
enlace de CH1 y fueron encontradas las concentraciones en suero
de hasta 100 mg/l del anticuerpo biespecifico. Varias estrategias
que incluyen las variaciones del orden de dominic o usando
enlaces medios con longitud o flexibilidad variable fueron
utilizados para permitir la expresién soluble en las bacterias.
Algunos estudios ahora han reportado la expresién de las
molé&éculas scFv en tandem solubles en las bacterias (ver Leung,
B.P. y colaboradores (2000) J. Immunol. 164(12): 6495-502; lto,
A. y colaboradores (2003) J. Immunol. 170(9): 4802-9; Kami, A. ¥y
colaboradores (2002) J. Neurcimmunol. 125(1-2): 134-40) usando
un enlace Ala3 muy corto o enlaces largos ricos en glicina/serina.
En un estudio reciente, la expresion en fago de un repertorio de
scFv en tandem que contiene enlaces medios seleccionados de
manera aleatoria con una longitud de 3 6 6 residuos fue utilizada
para enriquecer aquellas moléculas que se producen en forma
soluble y activa en las bacterias. Este método dio lugar al
aislamiento de una molécula scFv en tandem con un enlace de 6
residuos de aminoacido (ver Arndt, M. and Krauss, J. (2003)

Methods Mol. Biol. 207: 305-21). Es confuso si esta secuencia de
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enlace representa una solucion general a la expresién soluble de
las moléculas scFv en tandem. 8in embargo, este estudio
demostré que la expresién en fago de las moléculas scFv en
tAndem en combinacidn con la mutagénesis dirigida es una
herramienta pofente para enriquecer estas moléculas, que se
pueden expresar en las bacterias en una forma activa.

Los diacuerpos biespecificos (Db por sus siglas en inglés),
utilizan el formato de diacuerpo para la expresion. Los diacuerpos
son producidos a partir de los fragmentos scFv reduciendo la
longitud del enlace que conecta el dominio de VH y VL con
aproximadamente 5 residuos (ver Peipp, M. and Valerius, T.
(2002} Biochem. Soc. Trans. 30(4): 507-11). Esta reduccion del
tamafio de enlace facilita la dimerizacion de dos cadenas de
polipéptido mediante apareamiento cruzado de los dominios de
VH y VL. Los diacuerpos biespecificos son producidos
expresando, dos cadenas de polipéptido con la estructura VHA-
VLB y VHB-VLA (configuracién de VH-VL), o VLA-VHB y VLB-VHA
(configuracidon de VL-VH) dentro de 1a misma célula. Una variedad
grande de diferentes diacuerpos biespecificos se ha producido en
el pasado y la mayoria de ellos se puede expresar en forma
soluble en las bacterias. Sin embargo, un estudio comparativo
reciente demuestra que fa orientacion de los dominios variables
puede afectar la expresiéon y formacion de sitios de unidén activos
(ver Mack, M. y colaboradores (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA

92(15): 7021-5). Sin embargo, !a expresiéon soluble en bacterias

#
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representa una ventaja importante sobre [as moléculas scFv en
tandem. Sin embargo, puesto que dos diferentes cadenas de
polipéptido se expresan dentro de una célula, los homodimeros
inactivos se pueden producir junto con los heterodimeros activos.
Esto hace necesaria la implementacion de las etapas de
purificacion adicionales para obtener las preparaciones
homogéneas de los diacuerpos biespecificos. Un método para
forzar la generacién de los diacuerpos biespecificos es la
producciéon de diacuerpos de mutacién de acoplamiento (ver
Holliger, P., y colaboradores (1993) Proc. Nati. Acad. Sci. USA
90(14): 6444-8.18). Esto fue demostrado para un diacuerpo
biespecifico dirigido contra HER2 y CD3. Un acoplamiento grande
fue introducido en e! dominio de VH intercambiando Val37 por
Phe y Leud45 por Trp y una mutacién complementaria fue
producida en el dominio de VL mutando Phe®8 a Met y Tyr87 a
Ala, en los dominios variables anti-HER2 o anti-CD3. Usando este
método la produccion de diacuerpos biespecificos se pudo
aumentar de 72% por el diacuerpo madre a mas de 90% por el
diacuerpo de mutacion de acoplamiento. Notablemente, los
rendimientos de produccidn disminuyeron sélo ligeramente como
resultado de estas mutaciones. Sin embargo, una reduccion de la
actividad de unién a antigeno fue observada para varios
constructos analizados. Asi, este método preferiblemente
elaborado requiere el analisis de varios constructos para

identificar aquellas mutaciones que producen Ila molécula

(7
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heterodimérica con actividad de unién inalterada. Ademas, tal
metodo requiere la modificacion de mutaciéon de !'a secuencia de
inmunoglobulina en la regién constante, creando asi la forma no
nativa y no natural de la secuencia de anticuerpo, que puede dar
lugar a la inmunogenicidad aumentada, estabilidad in vivo
insuficiente, asi como farmacocinética indeseable.

Los diacuerpos de cadena simple (scDb por sus siglas en
inglés}, representan una estrategia alternativa para mejorar la
formacién de las moléculas de tipo diacuerpo biespecifico (ver
Holliger, P. and Winter, G. (1997) Cancer Immunol. Immunother.
45(3-4): 128-30; Wu, A.M. y colaboradores (1996)
Immunotechnology 2(1): p. 21-36). Los diacuerpos biespecificoss
de cadena simple son producidos conectando las dos cadenas de
polipéptide de formacién de diacuerpo con un enlace medio
adicional con una longitud de aproximadamente 15 residuos de
aminoacido. Por lo tanto, todas 'as moléculas c¢on un peso
molecular que corresponde a los diacuerpos de cadena simple
monomeéricos {(50-60 kDa) son biespecificas. Varios estudios han
demostrado que los diacuerpos biespecificos de cadena simple
son expresados en las bacterias en forma soluble y activa con la
mayoria de moléculas purificadas presentes como mondémeros
(ver Holliger, P. and Winter, G. (1997} Cancer Immunol.
Immunother. 45(3-4): 128-30; Wu, A.M. y colaboradores (1996)
Immunotechnol. 2(1): 21-36, Pluckthun, A. and Pack, P. (1997)

immunotechnol. 3(2): 83-105; Ridgway, J.B. y colaboradores

¥
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(1996) Protein Engin. 9(7): 617-21). Asi, los diacuerpos de
cadena simple combinan las ventajas de scFvs en tadndem (todos
los mondmeros son biespecifico) v de los diacuerpos (expresion
soluble en las bacterias).

Mas recientemente, los diacuerpos han sido fusionados a Fc
para generar mas moléculas similares a I|g, nombradas di-
diacuerpos (ver Lu, D. y colaboradores (2004) J. Biol. Chem.
279(4): 2856-65). Ademas, se ha descrito el constructo de
anticuerpo multivalente que comprende dos repeticiones Fab en la
cadena pesada de un IgG y que puede unir a cuatro moléculas de
antigeno (ver la Publicacion PCT No. WO 0177342A1, y Miller, K.
y colaboradores (2003) J. Immunol. 170(9): 4854-61).

Existe una necesidad en la técnica de las proteinas de unién
multivalentes mejoradas que puedan unir dos o mas antigenos. La
Patente Norteamericana No. 7,612,181 proporciona una nueva
familia de proteinas de unidén, que pueden unir dos o mas
antigenos con alta afinidad y que se llaman inmunoglobulinas de
dominioc variable dual (DVD-1g™). La presente descripcion
proporciona otras nuevas proteinas de unién que pueden unir a
dos o mas antigenos.

Breve Descripcidn de la Invencidn

La presente descripcién pertenece a las proteinas de union
multivalentes que pueden unir a dos o mas antigenos. La
presente descripcién proporciona una nueva familia de proteinas

de union que puede unir dos o més antigenos con alta afinidad.

44
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En una modalidad, la presente descripcién proporciona una
proteina de unién que comprende una cadena de polipéptido, en
donde la cadena de polipéptido comprende VD1-(X1)n-VD2-C-
{(X2)n, en donde VD1 es un primer dominio variable, VD2 es un
segundo dominio variable, C es un dominio constante, X1
representa un aminoacido o polipéptido, X2 representa una regién
Fc, ynes 0 6 1. En una modalidad VD1 y VD2 en la proteina de
unién son dominios variables de cadena pesada. En otra
modalidad, el dominio variable de cadena pesada se selecciona
del grupo que consiste de un dominio variable de cadena pesada
de murino, un dominio variable de cadena pesada humano, un
dominio variable de cadena pesada injertado en CDR, y un
dominio variable de cadena pesada humanizado. En aun otra
modalidad, VD1 y VD2 pueden unir al mismo antigeno. En otra
modalidad, VD1 y VD2 pueden unir a diferentes antigenos. En adn
otra modalidad, C es un dominio constante de cadena pesada. Por
ejemplo, X1 es un enlace con la condiciéon de que X1 no sea CH1.
Por ejemplo, X1 es un enlace seleccionado del grupo que consiste
de AKTTPKLEEGEFSEAR (SEC 1D NO: 1)
AKTTPKLEEGEFSEARV (SEC ID NO: 2); AKTTPKLGG (SEC ID
NO: 3); SAKTTPKLGG (SEC ID NO: 4); SAKTTP (SEC ID NO: 5);
RADAAP (SEC ID NO: 6); RADAAPTVS (SEC ID NO: 7);
RADAAAAGGPGS (SEC ID NO: 8); RADAAAA(G,S); (SEC ID NO:
9), SAKTTPKLEEGEFSEARV (SEC ID NQ: 10); ADAAP (SEC ID

NO: 11);, ADAAPTVSIFPP (SEC ID NO: 12); TVAAP (SEC ID NO:

75
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13); TVAAPSVFIFPP (SEC ID NO: 14); QPKAAP (SEC ID NO: 15);
QPKAAPSVTLFPP (SEC ID NO: 16); AKTTPP (SEC ID NO: 17);
AKTTPPSVTPLAP (SEC 1D NO: 18); AKTTAP (SEC ID NO: 19);
AKTTAPSVYPLAP (SEC ID NO: 20); ASTKGP (SEC ID NO: 21);
ASTKGPSVFPLAP (SEC ID NO: 22), GGGGSGGGEGSGGEGGES (SEC
1D NC: 23); GENKVEYAPALMALS (SEC ID NO: 24y;
GPAKELTPLKEAKVS (SEC 1D NO: 25); GHEAAAVMQVQYPAS
(SEC ID NO: 26). En una modalidad, X2 es una region Fc. En otra
modalidad, X2 es una regién Fc variable.

En una mcodalidad la protelna de unién descrita en la
presente comprende una cadena de polipéptido, en donde Ila
cadena de polipéptido comprende VD1-{X1)n-VD2-C-(X2)n, en
donde VD1 es un primer dominio variable de cadena pesada, VD2
es un segundo dominio variable de cadena pesada, C es un
dominio constante de cadena pesada, X1 es un enlace con la
condicidén de que no sea CH1, y X2 es una regién Fc.

En una modalidad VD1 y VD2 en la proteina de unién son
los dominios variables de la cadena ligera. En una modalidad, el
dominio variable de cadena ligera se selecciona del grupo que
consiste de un dominio variable de cadena ligera de murino, un
dominio variable de cadena ligera de humano, un dominio variable
de cadena ligera injertado en CDR, y un dominio variable de
cadena ligera humanizado. En una modalidad VD1 y VD2 pueden
unir al mismo antigeno. En otra modalidad VD1 y VD2 pueden unir

a diferentes antigenos. En una modalidad C es un dominio
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constante de cadena ligera. En otra modalidad, X1 es un enlace
con la condicion de que X1 no sea CL1. En una modalidad X1 es
un enlace seleccionado del grupo que consiste de
AKTTPKLEEGEFSEAR (SEC ID NO: 1); AKTTPKLEEGEFSEARY
(SEC ID NO: 2); AKTTPKLGG (SEC ID NO: 3); SAKTTPKLGG
(SEC ID NO: 4); SAKTTP (SEC !D NO: 5); RADAAP (SEC ID NO:
6); RADAAPTVS (SEC ID NO: 7); RADAAAAGGPGS (SEC ID NO:
8); RADAAAA(G,S), (SECVID NO: 9), SAKTTPKLEEGEFSEARYV
(SEC ID NO: 10); ADAAP (SEC ID NO: 11); ADAAPTVSIFPP (SEC
iD NO: 12); TVAAP (SEC ID NO: 13); TVAAPSVFIFPP (SEC ID
NO: 14); QPKAAP (SEC ID NO: 15); QPKAAPSVTLFPP (SEC ID
NO: 16); AKTTPP (SEC ID NO: 17); AKTTPPSVTPLAP (SEC ID
NO: 18); AKTTAP (SEC ID NO: 19); AKTTAPSVYPLAP (SEC ID
NO: 20); ASTKGP (SEC ID NO: 21); ASTKGPSVFPLAP (SEC ID
NO: 22); GGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO: 23); GENKVEYAP
ALMALS (SEC ID NO: 24); GPAKELTPLKEAKVS (SEC ID NO: 25);
GHEAAAVMQVQYPAS (SEC ID NO: 26). En una modalidad, la
proteina de unién no comprende X2.

En una modalidad, la cadena pesada variable y cadena
ligera variable comprenden el mismo enlace. En otra modalidad,
la cadena pesada variable y la cadena ligera variable comprenden
diferentes enlaces. En otra modalidad, |la cadena pesada variable
y la cadena ligera variable comprenden un enlace corto (de
aproximadamente 6 aminoacidos). En otra modalidad, la cadena

pesada variable y la cadena ligera variable comprenden un enlace
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largo (de més de 6 aminoacidos). En otra modalidad, Ila cadena
pesada variable comprende un enlace corto y la cadena ligera
variable comprende un enlace largo. En otra modalidad, la cadena
pesada variable comprende un enlace largo y la cadena ligera
variable comprende un enlace corto.

En una modalidad, la proteina de unién descrita en la
presente comprende una cadena de polipéptido, en donde la
cadena de polipéptido comprende VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, en
donde VD1 es un primer dominio variable de cadena ligera, VD2
es un segundo dominio variable de cadena ligera, C es un
dominio constante de cadena ligera, X1 es un enlace con la
condicién de que no sea CH1, y X2 no comprende una region Fc.

En otra modalidad, la presente descripcién proporciona una
proteina de unién que comprende dos cadenas de polipéptido, en
donde la primera cadena de polipéptido comprende VD1-(X1)n-
VD2-C-(X2)n, en donde VD1 es un primer dominio variable de
cadena pesada, VD2 es un segundo dominio variable de cadena
pesada, C es un dominio constante de cadena pesada, X1 es un
enlace con la condicién de que no sea CH1, y X2 es una region
Fc; y la segunda cadena de polipéptido comprende VD1-(X1)n-
VD2-C-(X2)n, en donde VD1 es un primer dominio variable de
cadena ligera, VD2 es un segundo dominio variable de cadena
ligera, C es un dominio constante de cadena ligera, X1 es un
enlace con la condicién de que no sea CH1, y X2 no comprende

una regién Fc, En una modalidad particular, la proteina de union
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de Dominio Variable Dual (DVD, por sus siglas en inglés)
comprende cuatro cadenas de polipéptido, en donde cada una de
las primeras dos cadenas de polipéptido comprende VD1-(X1)n-
VD2-C-(X2)n, en donde VD1 es un primer dominio variable de
cadena pesada, VD2 es un segundo dominio variable de cadena
pesada, C es un dominio constante de cadena pesada, X1 es un
enlace con 'a condicion de que no sea CH1, y X2 es una region
Fc; y cada una de las dos segundas cadenas de polipéptido
comprende VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, en donde VD1 es un primer
dominio variable de cadena ligera, VD2 es un segundo dominio
variable de cadena ligera, C es un dominio constante de cadena
ligera, X1 es un enlace con la condicidén de que no sea CH1, y X2
no comprende una regiéon Fc. Tal proteina de Dominio Variable
Dual (DVD) tiene cuatro sitios de union a antigeno.

En otra modalidad, ias proteinas de unidén descritas en la
presente pueden unir a uno o mas objetivos. En una modalidad, el
objetivo se selecciona del grupo que consiste de citosinas,
proteinas de superficie celular, enzimas, y receptores. En otra
modalidad, la proteina de unidon puede modular una funcién
biolégica de uno o mas objetivos. En otra modalidad, la proteina
de unién puede neutralizar uno o mas objetivos. La proteina de
unién de la presente descripcion puede unir a las citosinas
seleccionadas del grupo que consiste de linfocinas, monocinas,
hormonas de polipéptido, receptores, y marcadores tumorales,

Por ejemplo, el DVD-lg de |a presente descripcién puede unir dos
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o mas de los siguientes: CD-3, RON, IGFIR, HGF, VEGF,DLL-4,
EGFR, PLGF, ErbB3 RGMa, y tetano toxoide (ver también la tabla
2). En una modalidad especifica, 1a proteina de unién puede unir
a los pares de objetivos seleccionados del grupo que consiste de.

En una modalidad la proteina de unién capaz de unir a
EGFR (sec. 2) vy EGFR (sec. 1) comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo
que consiste de SEC. ID NOS: 59, y SEC. IiD No. 61; una
secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada
del grupo que consiste de SEC ID NO.: 60 y SEC. ID. NO. 62. En
una modalidad la proteina de unién que puede unir a EGFR (sec.
2) y EGFR (sec. 1) comprende una secuencia de aminoacido de la
SEC ID NO. 59 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera
de DVD de la SEC ID NO: 60. En otra modalidad, la proteina de
unién capaz de unir a EFGR (sec. 2) y EGFR (sec. 1) tiene una
orientacion inversa y comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 61 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 62.

En una segunda modalidad, |la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y EGFR (sec. 1) comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste
de la SEC ID NO: 63 y SEC ID NO. 65; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD del grupo que consiste de la
de la SEC ID NO: 64 y SEC !D NO. 66. En una modalidad la

proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 1} y EGFR (sec. 3)
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comprende una secuencia de aminodcido de cadena pesada de
DVD de la SEC D NOS: 63 y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de la SEC ID NO: 64. En otra una modalidad la
proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y EGFR (sec. 1)
tiene una orientacién inversa y comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 65 y una
secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC 1D
NO: 66.

En una tercera modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 1) y EGFR (sec. 1) comprende una secuencia
de aminodacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste
de la SEC ID NO: 87 y SEC ID NO. 69; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera seleccionada del grupo de la SEC ID
NO: 68. y SEC ID NO. 70. En una modalidad, la proteina de union
capaz de unir a EGFR (sec. 2) y EGFR (sec. 1) comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NOS: 67 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
SEC ID NOS: 68. En otra modalidad, la proteina de unidn capaz
de unir a EGFR (sec. 2) y EGFR (sec. 1) tiene una orientacidn
inversa y comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 69 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 70.

En una cuarta modalidad, la proteina de union capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y EGFR (sec. 1) comprende una secuencia de

aminoacido de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo



15

20

25

17

que consiste de las SEC ID NOS: 71 y SEC ID NO. 73; y una
secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada
del grupo que consiste de las SEC ID NOS. 72 y SEC ID NO. 74.
En una modalidad la proteina de union capaz de unir a EGFR
(sec. 2) y EGFR (sec. 1) comprende una secuencia de aminoéacido
de cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 71 y una secuencia
de aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 72, En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
1) y EGFR (sec. 1) tiene una orientacién inversa y comprende una

secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC |D

7 NO: 73 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD

de la SEC ID NO: 74.

En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a
EGFR (sec. 2) y RON comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo que consiste
de las SEC ID NOS: 75 y SEC D NO 77 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 76 y SEC ID NO 78. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y
RON comprende una secuencia de aminoacido de cadena pesada
de DVD de la SEC ID NO: 75 y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 76. En otra modalidad la
proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y RON tiene una
orientaciéon inversa y comprende una secuencia de aminoécido de

cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 77 y una secuencia de
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aminoacido de cadena ligera de DVD de ia SEC ID NO: 78.

En una segunda modalidad, |la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y RON comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo
que consiste de las SEC ID NO: 79 y SEC ID NO. 81 y una
secuencia de amino4cido de cadena ligera de DVD seleccionada
del grupo que consiste de las SEC ID NO: 80 y SEC ID NQ 82. En
una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y RON comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 79 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 80. En
otra modalidad |la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y RON tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 891 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 82.

En una tercera modalidad la proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y RON comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo que consiste
de las SEC ID NO: 83 y SEC ID NO: 85 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 84 y SEC ID NO: 86. En otra
modalidad, la protelna de unién que puede unir a EGFR (sec. 1) vy
RON comprende una secuencia de amincéacido de cadena pesada

de DVD de la SEC ID NO: 83 y una secuencia de aminoacido de

SO
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cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 84. En otra modalidad, la
proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 1) y RON tiene una
orientacién inversa y comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 85 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de 1a SEC ID NO: 86.

En una cuarta modalidad, la proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y RON comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo que consiste
de las SEC D NO: 87, y SEC ID NO: 89 y una secuencia de
aminoéacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 88, y SEC ID NO: 90. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) ¥
RON comprende una secuencia de aminoacido de cadena pesada
de DVD de la SEC ID NOQ: 87 y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 88. En otra modalidad, la
proteina de unién que puede unir a EGFR (sec. 2) y RON tiene
una orientacion inversa y comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 89 y una
secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD de ta SEC ID
NO: 90.

En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a
EGFR (sec. 1) y ErbB3 (sec.1) comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo
que consiste de las SEC ID NO: 91, y SEC ID NO: 93; y una

secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada
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de! grupo que consiste de las SEC ID NO: 92, y SEC ID NO: 94.
En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR
(sec. 2) e ErbB3 (sec. 1) comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 91 y una secuencia
de aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 92. En
otra modalidad, la proteina de unidén capaz de unir a EGFR (sec.
2) y ErbB3 (sec. 1) tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC |ID
NO: 93 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 94.

En una segunda modalidad la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y ErbB3 (sec. 1) comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD de fa SEC ID NO: 95 y
una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC
ID NO: 97; v una secuencia de amincacido de cadena ligera de
DVD seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NO: 96 y
SEC ID NO. 98. En una modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y ErbB3 (sec. 1) comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD de ia SEC ID NO: 95 y
unha secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC
ID NO: 96. En otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y ErbB3 (sec. 1) tiene una orientacidén inversa y
comprende una secuencia de aminoacido de cadena pesada de
DVD de la SEC ID NO: 97 y una secuencia de aminoacido de

cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 98.
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En una tercera modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y ErbB3 (sec. 1) comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo
que consiste de las SEC ID NOS: 29 y 101 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NOS: 100 y 102. En una modalidad, la
proteina de unién que capaz de unir a EGFR (sec. 2) y ErbB3
(sec. 1) comprende una secuencia de aminocacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 99 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de |la SEC ID NO: 100. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y ErbB3 (sec. 1) tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 101 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 102.

En una cuarta modalidad, |la proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y ErbB3 (sec. 1) comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo
que consiste de las SEC ID NOS: 103 y SEC ID NO. 105; y una
secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada
del grupo que consiste de las SEC ID NOS: 104 y SEC |ID NO.
106. En una modalidad, ia proteina de unién capaz de unir a
EGFR (sec. 2) y ErbB3 (sec. 1) comprende una secuencia de
aminoéacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 103 y

una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC
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ID NO: 104. En otra modalidad, la protelna de unidén capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y ErbB3 (sec. 1) tiene una orientacion inversa y
comprende una secuencia de aminoacido de cadena pesada de
DVD de la SEC ID NO: 105 y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD de la SEC ID NOG: 106.

En una modalidad, [a proteina de unién capaz de unir a
EGFR (sec. 2) y ErbB3 (sec. 2) comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo
que consiste de las SEC |ID NO: 107 y la SEC ID NO. 109; y una
secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada
del grupo que consiste de las SEC ID NO. 108 y SEC ID NO. 110.
En una modatidad, la proteina de union capaz de unir a EGFR
{seq. 2) y ErbB3 (sec. 2) comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 107 y una secuencia
de aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 108.
En otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR
(seq. 2) y ErbB3 (sec. 2) tiene una orientacién inversa vy
comprende una secuencia de aminoacido de cadena pesada de
DVD de |la SEC ID NO: 109 y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 110.

En una segunda modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y ErbB3 (sec. 2) comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo
gue consiste de las SEC ID NO: 111; ¥ SEC ID NO: 113 y una

secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada
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del grupo que consiste de las SEC iD NOS: 112 y 114, En una
modalidad la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y
ErbB3 (sec. 2) comprende una secuencia de amincacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 111 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 112. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y ErbB3 (sec. 2) tiene una orientacién inversa comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 113 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 114.

En una tercera modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) vy ErbB3 (sec. 1) comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo
que consiste de las SEC ID NO: 115 y SEC ID NO: 117; y una
secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada
del grupo que consiste de las SEC ID NO: 116 y SEC ID NO: 118.
En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR
(sec. 2) y ErbB3 (sec. 1) comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 115 y una secuencia
de aminocacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 116.
En otra modalidad la proteina de unién capaz de unir a EGFR
(sec. 2) y ErbB3 (sec. 1) tiene una orientacion inversa y
comprende una secuencia de aminoacido de cadena pesada de
DVD de la SEC ID NO: 117 y una secuencia de aminoacido de

cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 118,
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En una cuarta modalidad, la proteina de unidn capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y ErbB3 (sec. 1) comprende una secuencia de
aminocacido de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo
que consiste de las SEC ID NO: 119 y SEC ID NO. 121; y una
secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada
del grupo que consiste de las SEC ID NO: 120 y SEC ID NO. 122,
En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR
(sec. 2) y ErbB3 (sec. 1) comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 119 y una secuencia
de aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 120.
En otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR
(sec. 2) y ErbB3 (sec. 1)} tiene una orientacion inversa Yy
comprende una secuencia de aminoacido de cadena pesada de
DVD de la SEC ID NO: 121 y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 122,

En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a
EGFR (sec. 2) y CD3 comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD seleccionada del grupo gque consiste de
las SEC ID NO: 123 y SEC ID NO. 125; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 124 y SEC ID NO. 126. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2} y
CD3 comprende una secuencia de aminoacido de cadena pesada
de DVD de la SEC ID NO: 123 vy una secuencia de aminoacido de

cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 124. En otra modalidad,
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la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y CD3 tiene
una orientacién inversa y comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 125 ¥y
una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC
ID NO: 126.

En una segunda modalidad, la proteina de unign capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y CD3 comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo
gue consiste de las SEC ID NO: 127 y SEC ID NO. 129] y una
secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada
del grupo que consiste de las SEC ID NO: 128 y SEC ID NO. 130.
En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR
(sec. 2) y CD3 comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC 1D NO: 127 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 128. En
otra modalidad, la proteina de uni6on capaz de unir a EGFR (sec.
2) y CD3 tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 128 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 130.

En una tercera modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y CD3 comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD seleccionada del grupo
que consiste de las SEC ID NO: 131 y SEC ID NO. 133; y una

secuencia de aminocacido de cadena ligera de DVD seleccionada
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del grupo que consiste de las SEC ID NO: 132 y SEC ID NO. 134,
En una modalidad, |la proteina de unidén capaz de unir a EGFR
(sec. 2) y CD3 comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 131 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 132. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y CD3 tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC |ID
NO: 133 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 134.

En una cuarta modalidad, la proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y CD3 comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de las SEC ID
NO: 135 y SEC ID NO. 137; v una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que consiste de las
SEC ID NO: 136 y SEC ID NO. 138. En una modalidad, la proteina
de unidén capaz de unir a EGFR (sec. 2} y CD3 comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 135 y una secuencia de aminoéacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 136. En otra modalidad, la proteina de unién
capaz de unir a EGFR {(sec. 2) y CD3 tiene una orientacion
inversa y comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 137 y una secuencia de
amino4cido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 138.

En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a
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EGFR (sec. 2) e IGF1R comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de las SEC ID
NO: 139 y SEC ID NO. 141; y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que consiste de las
SEC ID NO: 140 y SEC ID NO. 142. En una modalidad, la proteina
de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) e IGF1R comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC |D
NO: 139 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 140. En otra modalidad, la proteina de unioén
capaz de unir a EGFR (sec. 2) e IGF1R tiene una orientacion
inversa y comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 141 y una secuencia de
aminoécido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 142.

En una segunda modalidad, la proteina de unidon capaz de
unir a EGFR (sec. 2) e IGF1R comprende una secuencia de
aminocacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 143 y SEC ID NQO. 145; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 144 y SEC ID NO. 146. En una
modalidad, |la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) e
IGF1IR comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 143 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 144, En
otra modalidad, la proteina de unidén capaz de unir a EGFR (sec.

2) e IGF1R tiene una orientacién inversa y comprende una
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secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 145 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 146.

En una tercera modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) e IGF1R comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 147 y SEC ID NO. 149; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 148 y SEC ID NO. 150. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) e
IGF1R comprende una secuencia de amincacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 147 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 148, En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) e IGF1R tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 149 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 150.

En una cuarta modalidad, la proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 2) e IGF1R comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 151 y SEC ID NO. 153; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada de¢l grupo que
consiste de las SEC ID NQO: 152 y SEC ID NO. 154. En una

modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) e
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IGF1R comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 151 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC D NO: 152. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) e IGF1R tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 153 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 154.

En una modalidad, la proteina de uniéon capaz de unir a
EGFR (sec. 2) y HGF comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD del grupo que consiste de las SEC ID NO:
155 y SEC ID NO. 157; y una secuencia de aminoacido de cadena
ligera de DVD seleccionada del grupo que consiste de las SEC |ID
NO: 156 y SEC ID NO. 158. En una modalidad, la proteina de
unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) e HGF comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de |la SEC ID
NO: 155 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 156. En otra modalidad, la proteina de unidn
capaz de unir a EGFR (sec. 2) e HGF tiene una orientacidn
inversa y comprende una secuencia de aminocacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 157 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 158.

En una segunda modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2} y HGF comprende una secuencia de

aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de



20

25

30

las SEC ID NO: 158 y SEC ID NO. 161; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 160 y SEC ID NO. 162. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y
HGF comprende una secuencia de aminoacido de cadena pesada
de DVD de la SEC ID NO: 159 y una secuencia de amincacido de
cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 160. En otra modalidad,
la proteina de union capaz de unir a EGFR (sec. 2) y HGF tiene
una orientacién inversa y comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 161 y
una secuencia de amino4cido de cadena ligera de DVD de la SEC
ID NO: 162.

En una tercera modalidad, la proteina de unidén capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y HGF comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que coensiste de
las SEC ID NO: 163 y SEC ID NO. 165; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada de!l grupo que
consiste de las SEC ID NO: 164 y SEC ID NO. 166. En una
modalidad, la proteina de unidn capaz de unir a EGFR (sec. 2) ¥y
HGF comprende‘una secuencia de aminoacido de cadena pesada
de DVD de la SEC ID NO: 163 y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 164. En otra modalidad,
la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y HGF tiene
una orientacién inversa y comprende una secuencia de

aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 165 y
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una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD de !'a SEC
ID NO: 166.

En una cuarta modalidad, la proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y HGF comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de las SEC ID
NQ: 167 y SEC ID NO. 169; y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que consiste de las
SEC ID NO: 168 y SEC ID NO. 170. En una modalidad, la proteina
de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y HGF comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 167 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de ta SEC ID NO: 168. En otra modalidad, la proteina de unién
capaz de unir a EGFR (sec. 2) y HGF tiene una orientacidn
inversa y comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 169 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 170.

En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a
EGFR (sec. 2) y VEGF (sec. 1) comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 171 y SEC ID NO. 173; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seileccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 172 y SEC ID NO. 174. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) vy
VEGF (sec. 1) comprende una secuencia de aminoacido de

cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 171 y una secuencia de
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aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 172. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2} y VEGF (sec. 1) tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 173 y una secuencia de aminoacido de cadena tigera de DVD
de la SEC ID NO: 174.

En una segunda modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) v VEGF (sec. 1) comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo gque consiste
de las SEC ID NO: 175 y SEC ID NO. 177, y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 176 y SEC ID NO. 178. En una
modalidad, 1a proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y
VEGF (sec. 1) comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 175 ¥y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 176. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y VEGF (sec. 1) tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 177 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 178.

En una tercera modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y VEGF (sec. 1) comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste

de las SEC ID NO: 179 y SEC ID NO. 181; y una secuencia de
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amingacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 180 y SEC ID NO. 182. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2} vy
VEGF - (sec. 1) comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 179 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 180. En
otra modalidad, la protefna de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y VEGF (sec. 1) tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 181 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 182.

En una cuarta modalidad, |la proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y VEGF (sec. 1) comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 183 y SEC ID NO. 185; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 184 y SEC ID NO. 186. En una
modalidad, la proteina de union capaz de unir a EGFR (sec. 2) y
VEGF (sec. 1) comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC 1D NO: 183 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de |la SEC ID NO: 184. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y VEGF (sec. 1) tiene una orientacion inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID

NO: 185 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
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de la SEC ID NO: 1886.

En una modalidad, |la proteina de union capaz de unir a
EGFR (sec. 2) y DLL-4 comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de las SEC ID
NO: 187 yv SEC ID NO. 189; y una secuencia de aminoéacido de
cadena ligera de DVD seleccionada de! grupo que consiste de las
SEC ID NO: 188 y SEC D NO. 190. En una modalidad, la proteina
de union capaz de unir a EGFR (sec. 2) y DLL-4 comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de Ila SEC ID
NO: 187 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 188. En otra modalidad, la proteina de unidn
capaz de unir a EGFR (sec. 2) y DLL-4 tiene una orientacidn
inversa y comprende una secuencia de aminoéacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 189 y una secuencia de
aminoéacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 190.

En una segunda modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y DLL-4 comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 191 y SEC ID NO. 193; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 192 y SEC ID NO. 194. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2} ¥y
DLL-4 comprende una secuencia de amingcacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 191 y una secuencia de

aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 192, En
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otra modalidad, 'a proteina de unidn capaz de unir a EGFR (sec.
2) y DLL-4 tiene una orientacion inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NQO: 193 y una secuencia de aminocacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 194,

En una tercera modalidad, |la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y DLL-4 comprende una secuencia de
aminoéacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 195 y SEC ID NO. 197; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de tas SEC ID NO: 196 y SEC D NO. 198. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) ¥y
DLL-4 comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 195 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 196. En
otra modalidad, |la proteina de union capaz de unir a EGFR (sec.
2) y DLL-4 tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 197 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 198.

En una cuarta modalidad, la proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y DLL-4 comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de las SEC ID
NO: 1899 y SEC ID NO.201; v una secuencia de aminoacido de

cadena ligera de DVD seleccionada del grupo gque consiste de las
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SEC ID NO: 200 y SEC ID NO. 202. En una modalidad, la proteina
de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y DLL-4 comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de |la SEC ID
NO: 199 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 200. En otra modalidad, |la proteina de union
capaz de unir a EGFR (sec. 2) y DLL-4 tiene una orientacion
inversa y comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 201 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 202.

En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a
EGFR (sec. 2) y PLGF comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD de! grupo que consiste de las SEC ID
NO: 203 y SEC ID NO. 205; y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que consiste de las
SEC ID NO: 204 y SEC 1D NO. 206. En una modalidad, la proteina
de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y PLGF comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 203 y una secuencia de aminodcido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 204. En otra modalidad, la proteina de union
capaz de unir a EGFR (sec. 2) y PLGF tiene una orientacion
inversa y comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 205 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 206.

En una segunda modalidad, la proteina de unidén capaz de

unir a EGFR (sec. 2) y PLGF comprende una secuencia de
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aminoacido de cadena pesada de DVD de! grupo que consiste de
las SEC ID NO: 207 y SEC 1D NO. 209; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 208 y SEC ID NO. 210. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y
PLGF comprende una secuencia de aminoacido de cadena pesada
de DVD de la SEC ID NO: 207 y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 208. En otra modalidad,
la proteina de uniébn capaz de unir a EGFR (sec. 2) y PLGF tiene
una orientaciéon inversa y comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 209 vy
una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD de |la SEC
ID NO: 210.

En una tercera modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y PLGF comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 211 y SEC ID NO. 213; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 212 y SEC ID NO. 214. En una
modalidad, la proteina de unidn capaz de unir a EGFR (sec. 2) ¥y
PLGF comprende una secuencia de aminoacido de cadena pesada
de DVD de la SEC ID NO: 211 y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 212. En otra modalidad,
la proteina de unidn capaz de unir a EGFR (sec. 2) y PLGF tiene

una orientacién inversa y comprende una secuencia de
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aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 213 y
una secuencia de amino&cido de cadena ligera de DVD de ia SEC
1D NO: 214.

En una cuarta modalidad, la proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y PLGF comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de las SEC |ID
NO: 215 y SEC ID NO. 217; y una secuencia de aminocacido de
cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que consiste de las
SEC ID NO: 216 y SEC ID NO. 218. En una modalidad, la proteina
de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2} y PLGF comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 215 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 216. En otra modalidad, la proteina de unidn
capaz de unir a EGFR (sec. 2) y PLGF tiene una orientacion
inversa y comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 217 y una secuencia de
aminoéacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 218.

En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a
EGFR (sec. 2) vy ErbB3 (sec. 3) comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 219 y SEC ID NO. 221; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 220 y SEC ID NO. 222. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) vy

ErbB3 (sec. 3) comprende una secuencia de aminoacido de
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cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 219 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 220. En
otra modalidad, la proteina de unidén capaz de unir a EGFR (sec.
2) y ErbB3 (sec. 3) tiene una orientacion inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 221 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 222.

En una segunda modalidad, 'a proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y ErbB3 (sec. 3) comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste
de las SEC ID NO: 223 y SEC ID NO. 225; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 224 y SEC ID NO. 226. En una
modalidad, la proteina de uniéon capaz de unir a EGFR (sec. 2) vy
ErbB3 (sec. 3) comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 223 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 224. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y ErbB3 (sec. 3) tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC |ID
NO: 225 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 2286,

En una tercera modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y ErbB3 (sec. 3) comprende una secuencia

de aminoéacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste
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de las SEC ID NQ: 227 y SEC ID NO. 229; y una secuencia de
aminodcido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC !D NO: 228 y SEC 1D NO. 230. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y
ErbB3 (sec. 3) comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 227 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 228. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y ErbB3 (sec. 3) tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 229 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 230.

En una cuarta modalidad, la proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y ErbB3 (sec. 3) comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
jas SEC ID NO: 231 y SEC ID NO. 233; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 232 y SEC ID NO. 234. En una
modalidad, la proteina de union capaz de unir a EGFR (sec. 2) y
ErbB3 (sec. 3) comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 231 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC 1D NO: 232. En
otra modalidad, la proteina de union capaz de unir a EGFR (sec.
2) y ErbB3 (sec. 3) tiene una orientacién inversa y comprende una

secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC 1D
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NO: 233 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 234.

En una modalidad, la proteina de uniéon capaz de unir a
EGFR (sec. 2) y VEGF (sec. 2) comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 235 y SEC ID NO. 237; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 236 y SEC ID NO. 238. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y
VEGF (sec. 2) comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC |ID NO: 235 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 236. En
otra modalidad, |la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y VEGF (sec. 2) tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 237 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 238.

En una segunda modalidad, la proteina de union capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y VEGF (sec. 2) comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste
de las SEC ID NO: 239 y SEC ID NO. 241; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NQO: 240 y SEC ID NO. 242. En una
modalidad, la proteina de union capaz de unir 2a EGFR (sec. 2) y

VEGF (sec. 2) comprende una secuencia de aminoacido de
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cadena pesada de DVD de 1la SEC ID NO: 239 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 240. En
otra modalidad, |la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y VEGF (sec. 2) tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 241 y una secuencia de aminodcido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 242.

En una tercera modalidad, la proteina de unioén capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y VEGF (sec. 2) comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste
de las SEC ID NO: 243 y SEC ID NO. 245; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 244 y SEC ID NO. 246. En una
modalidad, la proteina de unidén capaz de unir a EGFR (sec. 2) y
VEGF (sec. 2) comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de |la SEC ID NO: 243 y una secuencia de
aminocacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 244, En
otra modalidad, la protelna de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y VEGF (sec. 2) tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 245 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 246.

En una cuarta modalidad, 1a proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y VEGF {sec. 2) comprende una secuencia de
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las SEC ID NO: 247 y SEC ID NO. 249; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 248 y SEC ID NO. 250. En una
modalidad, la proteina de union capaz de unir a EGFR (sec. 2) vy
VEGF (sec. 2) comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 247 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 248. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y VEGF (sec. 2) tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC |D
NO: 249 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 250.

En una modalidad, la proteina de union capaz de unir a
EGFR (sec. 2) y VEGF (sec. 3} comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo gue consiste de
las SEC ID NO: 251 y SEC ID NO. 253; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 252 y SEC ID NO. 254. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y
VEGF (sec. 3) comprende una secuencia de aminocacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 251 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 252. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y VEGF (sec. 3} tiene una orientacién inversa y comprende una

secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
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NO: 253 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 254.

En una segunda modalidad, la proteina de unidn capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y VEGF (sec. 3) comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD del grupc que consiste
de las SEC D NO: 255 y SEC ID NO. 257; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 256 y SEC ID NO. 258. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2) y
VEGF (sec. 3) comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 255 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 256. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2} y VEGF (sec. 3) tiene una orientacidén inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 257 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 258.

En una tercera modalidad, la proteina de unidén capaz de
unir a EGFR (sec. 2) y VEGF (sec. 3) comprende una secuencia
de aminoéacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste
de las SEC ID NO: 259 y SEC ID NO. 261; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo gue
consiste de las SEC ID NO: 260 y SEC ID NO. 262. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 2} vy

VEGF (sec. 3) comprende una secuencia de aminoacido de
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cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 259 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de [a SEC ID NO: 260. En
otra modalidad, |la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
2) y VEGF (sec. 3) tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 261 y una secuencia de amincacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 262.

En una cuarta modalidad, la proteina de unidon capaz de unir
a EGFR (sec. 2) y VEGF (sec. 3) comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 263 y SEC ID NO. 265; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 264 y SEC ID NO. 266. En una
modalidad, la proteina de unidén capaz de unir a EGFR (sec. 2) vy
VEGF (sec. 3) comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 263 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 264. En
otra modalidad, la proteina de unidon capaz de unir a EGFR (sec.
2) y VEGF (sec. 3) tiene una orientacidén inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NO: 265 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 266.

En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a
EGFR (sec. 1) y RGMa comprende una secuencia de aminoacido

de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de las SEC ID
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NO: 267 y SEC ID NO. 269; y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que consiste de las
SEC ID NO: 268 y SEC ID NO. 270. En una modalidad, la proteina
de union capaz de unir a EGFR (sec. 1) y RGMa comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de ta SEC ID
NO: 267 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 268. En otra modalidad, la proteina de unién
capaz de unir a EGFR (sec. 1) y RGMa tiene una orientacién
inversa y comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 269 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de ta SEC ID NO: 270.

En una segunda modalidad, la proteina de uniéon capaz de
unir a EGFR (sec. 1) y RGMa comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo gue consiste de
las SEC ID NO: 271 y SEC ID NQO. 273; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo gue
consiste de las SEC ID NQO: 272 y SEC ID NO. 274. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 1) y
RGMa comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 271 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 272. En
otra modalidad, ia proteina de unidén capaz de unir a EGFR (sec.
1) vy RGMa tiene una orientacién inversa y comprende una
secuencia de aminocacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID

NO: 273 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
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de la SEC ID NO: 274.

En una tercera modalidad, la proteina de union capaz de
unir a EGFR (sec. 1) y RGMa comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 275 y SEC ID NO. 277; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 276 y SEC ID NO. 278. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 1) ¥y
RGMa comprende una secuencia de aminoacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 275 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 276. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
1) vy RGMa tiene una orientacion inversa y comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID
NQO: 277 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
de la SEC ID NO: 278.

En una cuarta modalidad, la proteina de unidén capaz de unir
a EGFR (sec. 1) y RGMa comprende una secuencia de aminoacido
de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de las SEC ID
NO: 279 y SEC ID NO. 281; y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que consiste de las
SEC ID NO: 280 y SEC ID NO. 282. En una modalidad, la proteina
de unién capaz de unir a EGFR (sec. 1) y RGMa comprende una
secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la SEC ID

NO: 279 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera de DVD
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de la SEC ID NQO: 280. En otra modalidad, la proteina de unién
capaz de unir a EGFR (sec. 1) y RGMa tiene una orientacién
inversa y comprende una secuencia de aminoéacido de cadena
pesada de DVD de la SEC ID NO: 281 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 282

En una cuarta modalidad, la proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 1) y tétanos toxoide comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 283 y SEC ID NO. 285; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 284 y SEC ID NO. 286. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 1) ¥y
tétanos toxoide comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 283 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 284. En
otra modalidad, |la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
1) y tétanos toxoide tiene una orientacién inversa y comprende
una secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la
SEC ID NO: 285 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera
de DVD de la SEC ID NO: 286

En una segunda modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 1) y tétanos toxoide comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste
de las SEC ID NO: 287 y SEC ID NO. 289; y una secuencia de

aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
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consiste de las SEC ID NO: 288 y SEC ID NO. 290. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 1) y
tétanos toxoide comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 287 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 288. En
otra modalidad, la proteina de union capaz de unir a EGFR (sec.
1) y tétanos toxoide tiene una orientacion inversa y comprende
una secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la
SEC ID NO: 289 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera
de DVD de 'a SEC ID NO: 290.

En una tercera modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a EGFR (sec. 1) y tétanos toxoide comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste
de las SEC ID NO: 291 y SEC ID NO. 293; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 282 y SEC ID NO. 294. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec. 1) y
tétanos toxoide comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 291 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 282. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
1) y tétanos toxoide tiene una orientacién inversa y comprende
una secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la
SEC ID NO: 293 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera

de DVD de la SEC ID NO: 294.
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En una cuarta modalidad, la proteina de unién capaz de unir
a EGFR (sec. 1) y tétanos toxoide comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC 1D NO: 295 y SEC ID NO. 297; y una se;:uencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 296 y SEC |ID NO. 298. En una
modalidad, la proteina de unidn capaz de unir a EGFR (sec. 1) y
tétanos toxoide comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 295 y una secuencia de
amincacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 296. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a EGFR (sec.
1)} y tétanos toxoide tiene una orientacién inversa y comprende
una secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la
SEC ID NO: 297 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera
de DVD de la SEC ID NO: 288

En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a
VEGF (sec. 1) y tétanos toxoide comprende una secuencia de
aminoéacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 299 y SEC ID NO. 301; y una secuencia de
amincacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 300 y SEC ID NO. 302. En una
modalidad, la proteina de unidén capaz de unir a VEGF (sec. 1) y
tétanos toxoide comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 299 y una secuencia de

aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 300. En
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otra modalidad, la proteina de union capaz de unir a VEGF (sec.
1) y tétanos toxoide tiene una orientacion inversa y comprende
una secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la
SEC ID NO: 301 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera
de DVD de la SEC ID NO: 302

En una seqgqunda modalidad, ia proteina de union capaz de
unir a VEGF (sec. 1) y tétanos toxoide comprende una secuencia
de aminoéacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste
de las SEC ID NO: 303 y SEC ID NO. 305; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de ias SEC ID NO: 304 y SEC ID NO. 306. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a VEGF (sec. 1} vy
tétanos toxoide comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 305 y una secuencia de
aminoéacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 304. En
otra modalidad, |la proteina de uniéon capaz de unir a VEGF (sec.
1) y tétanos toxoide tiene una orientacion inversa y comprende
una secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la
SEC ID NO: 305 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera
de DVD de la SEC ID NO: 306

En una tercera modalidad, la proteina de unién capaz de
unir a VEGF (sec. 1) y tétanos toxoide comprende una secuencia
de aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste
de las SEC ID NO: 307 y SEC ID NO. 309; y una secuencia de

aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada de! grupo que
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consiste de las SEC ID NO: 308 y SEC |ID NO. 310. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a VEGF (sec. 1)y
tétanos toxoide comprende una secuencia de aminodacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 307 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 308. En
otra modalidad, la proteina de unidén capaz de unir a VEGF (sec.
1} y tétanos toxoide tiene una orientacion inversa y comprende
una secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la
SEC ID NO: 309 y una secuencia de aminoacido de cadena ligera
de DVD de la SEC ID NO: 310.

En una cuarta modalidad, la proteina de unién capaz de unir
a VEGF (sec. 1) y tétanos toxoide comprende una secuencia de
aminoécido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC 1D NO: 311 y SEC ID NO. 313; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 312 y SEC ID NO. 314. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir a VEGF (sec. 1} ¥y
tétanos toxcide comprende una secuencia de aminocacido de
cadena pesada de DVD de 1a SEC ID NO: 311 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC |ID NO: 312. En
otra modalidad, la proteina de unidén capaz de unir a VEGF (sec.
1) y tétanos toxoide tiene una orientacion inversa y comprende
una secuencia de aminoacido de cadena pesada de DVD de la
SEC ID NO: 313 ¥y una secuencia de aminoacido de cadena ligera

de DVD de la SEC ID NO: 314
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En una modalidad, la proteina de unién capaz de unir a
tétanos toxoide y tétanos toxoide comprende una secuencia de
aminoacido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste de
las SEC ID NO: 315 y SEC ID NO. 317; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 316 vy SEC ID NO. 318. En una
modalidad, la proteina de unién capaz de unir tétanos toxoide y
tétanos toxoide comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 315 y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 316. En
otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a tétanos
toxoide y tétanos toxoide tiene una orientacién inversa vy
comprende una secuencia de aminoacido de cadena pesada de
DVD de la SEC ID NO: 317 y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD de la SEC 1D NO: 318.

En una segunda modalidad, la proteina de unién capaz de
unir tétanos toxoide y tétanos toxoide comprende una secuencia
de aminoécido de cadena pesada de DVD del grupo que consiste
de las SEC ID NO: 319 y SEC ID NO. 321; y una secuencia de
aminoacido de cadena ligera de DVD seleccionada de! grupo que
consiste de las SEC ID NO: 320 y SEC ID NO. 322. En una
modalidad, la proteina de unidon capaz de unir tétanos toxoide y
tétanos toxoide comprende una secuencia de aminoacido de
cadena pesada de DVD de la SEC ID NO: 319 y una secuencia de

aminoacido de cadena ligera de BDVD de la SEC ID NO: 320. En
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otra modalidad, la proteina de unién capaz de unir a tetanos
toxoide y tétanos toxoide tiene wuna orientacidon inversa Yy
comprende una secuencia de aminodcido de cadena pesada de
DVD de la SEC ID NO: 321 y una secuencia de aminoacido de
cadena ligera de DVD de la SEC ID NO: 322.

En una modalidad, la secuencia EGFR VH de cualquiera de
DVD-lg descrito anteriormente comprende la secuencia de
aminoacido de cualquiera de las SEC ID NOs: 323 o 327. En otra
modalidad la secuencia EGFR VL de cualquiera de DVD-lg
descrito anteriormente comprende la secuencia de aminoacido de
cualquiera de las SEC ID NOs. 324, 326, 6 328.

En otra modalidad la invencién proporciona una proteina de
unién que comprende una cadena de polipéptido, en donde la
cadena de polipéptido comprende VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, en
donde; VD1 es un primer dominio variable de cadena pesada
obtenido de un primer anticuerpo madre (o porcién de union a
antigeno del mismo); VD2 es un segundo dominio variable de
cadena pesada obtenido de un segundo anticuerpo madre (0
porcién de unién a antigeno del mismo); C es un dominio
constante de cadena pesada; (X1)n es un enlace con la condicidn
de gue no sea CH1, en donde (X1)n esta presente o ausente; y
(X2)n es una region Fc¢, en donde (X2)n esta presente o ausente.
En una modalidad, ia regién Fc estd ausente en la protelna de
union,

En otra modalidad, la invencidén proporciona una proteina de
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unién que comprende una cadena de polipéptido, en donde la
cadena de polipéptido comprende VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, en
donde VD1 es un primer dominio variable de cadena ligera
obtenido de un primer anticuerpo madre (o porcidon de unidén a
antigeno del mismo); VD2 es un segundo dominio variable de
cadena ligera obtenido de un segundo anticuerpo madre (o0
porcién de wunién a antigeno del mismo), C es un dominio
constante de cadena ligera; (X1)n es un enlace con la condicion
de que no sea CH1, en donde {X1)n esta presente o ausente; y
{X2)n no comprende una regiéon Fc, en donde (X2)n esta presente
o ausente. En una modalidad, (X2)n esta ausente en la proteina
de unién.

En otra modalidad, la proteina de unién de la presente
descripcién comprende !as primeras y segundas cadenas de
polipéptido, en donde la primera cadena de polipéptido
comprende un primer VD1-(X1}n-VD2-C-(X2)n, en donde VD1 es
un primer dominio variable de cadena pesada obtenido de un
primer anticuerpo madre (o porcién de uniéon a antigeno del
mismo); VD2 es un segundo dominio variable de cadena pesada
obtenido de un segundo anticuerpo madre o porcion de unidén a
antigeno del mismo; C es un dominio constante de cadena
pesada; (X1)}n es un enlace con la condicién de que no sea CH1,
en donde (X1)n esta presente o ausente; y (X2)n es una region
Fc, en donde (X2)n esta presente o ausente; y en donde la

segunda cadena de polipéptido comprende un segundo VD1-
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(X1)n-VD2-C-(X2)n, en donde VD1 es un primer dominio variable
de cadena ligera obtenido de un primer anticuerpo madre o
porcion de unién a antigeno del mismo; VD2 es un segundo
dominio variable de cadena ligera obtenido de un segundo
anticuerpo madre o porcion de unién a antigeno del mismo; C es
un dominio constante de cadena ligera; (X1)n es un enlace con la
condicién de que no sea CH1, en donde (X1)n estd presente o
ausente; y (X2)n no comprende una regién Fc, en donde (X2)n
esti presente o ausente. En otra modalidad, la proteina de unién
comprende dos primeras cadenas de polipéptido y dos segundas
cadenas de polipéptido. En adn otra modalidad (X2)n esta
ausente en el segundo polipéptido. En aun otra modalidad, la
region Fc, si esta presente en el primer polipéptido, seleccionada
del grupo que consiste de una regiéon Fc de secuencia nativa y
una regién Fc de secuencia variable. En aln otra modalidad, la
regiéon Fc se selecciona del grupo que consiste de una regién Fc
de un lgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgM, IgE, e IgD.

En otra modalidad, la proteina de unién de la presente
descripcién es una DVD-lg capaz de unir a dos antigenos que
comprenden cuatro cadenas de polipéptido, en donde cada una de
las primeras y terceras cadenas de polipéptido comprende VD1-
(X1}n-VD2-C-(X2)n, en donde VD1 es un primer dominio variable
de cadena pesada obtenido de un primer anticuerpo madre o
porcién de unién a antigeno del mismo; VD2 es un segundo

dominio variable de cadena pesada obtenido de un segundo
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anticuerpo madre o porcién de union a antigeno del mismo; C es
un dominio constante de cadena pesada; (X1)n es un enlace con
la condicién de que no sea CH1, en donde (X1)}n esta presente o
ausente; y (X2)n es una regidén Fc, en donde (X2)n estd presente
0 ausente; y en donde cada una de las segundas y cuartas
cadenas de polipéptido comprenden VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, en
donde VD1 es un primer dominio variable de cadena ligera
obtenido de un primer anticuerpo madre o porcién de unidn a
antigeno del mismo; VD2 es un segundo dominio variable de
cadena ligera obtenido de un segundo anticuerpo madre o porcién
de unidn a antigeno del mismo; C es un dominio constante de
cadena ligera; (X1)n es un enlace con |a condicién de que no sea
CH1, en donde (X1)n esta presente o ausente; y (X2)n no
comprende una regién Fc, en donde (X2)n esta presente o
ausente.

La invencién proporciona un método para hacer una proteina
de unién de DVD-Ig seleccionandoc previamente ios anticuerpos
madre. En una modalidad el método para hacer una Inmonoglubila
de Dominio Variable Dual capaz de unir a dos antigenos que
comprende las etapas de a) obtener un primer anticuerpo madre o
porcion de unidén a antigeno del mismo, capaz de unir a un primer
antigeno; b) obtener un segundo anticuerpo madre o porcidén de
unién a antigeno del mismo, capaz de unir a un segundo
antigeno; <c¢) construir las primeras y terceras cadenas de

polipéptido, que comprenden VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, en donde
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VD1 es un primer dominio variable de cadena pesada obtenido del
primer anticuerpo madre o porcidén de unidon a antigeno del mismo;
VD2 es un segundo dominio variable de cadena pesada obtenido
del segundo anticuerpo madre o porcidén de unién a antigeno del
mismo; C es un dominio constante de cadena pesada; (X1)n es un
enlace con ia condicidén de que no sea CH1, en donde (X1)n esta
presente o0 ausente; y (X2)n es una regiéon Fc, en donde (X2)n
esta presente o ausente; d) construir las segundas y cuartas
cadenas de polipéptido, que comprenden VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n,
en donde VD1 es un primer dominio variable de cadena ligera
obtenido del primer anticuerpo madre o porciéon de unién a
antigeno del mismo; VD2 es un segundo dominio variable de
cadena ligera obtenido del segundo anticuerpo madre o porcién
de unién a antigeno del mismo; C es un dominio constante de
cadena ligera; (X1)n es un enlace con la condicién de que no sea
CH1, en donde (X1)n estad presente o ausente; y (X2)n no
comprende una regiéon Fc, en donde (X2)n estad presente o
ausente; y e} expresar las primeras, segundas, terceras y cuartas
cadenas de polipéptido; tal que se genere una Inmonoglobulina de
Dominio Viarable Dual capaz de unir el primer antigeno y el
segundo antigeno.

En aun otra modalidad, la invencién proporciona un método
para generar una inmonoglobulina de Dominio Viarable Dual que
pueda unir a dos antigenos con las caracteristicas deseadas, que

comprende las etapas de a) obtener un primer anticuerpo madre o
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porcion de unioéon a antigeno del mismo, capaz de unir a un primer
antigeno y que posee por lo menos una de las caracteristicas
deseadas exhibidas por la inmunoglobulina de Dominio Variable
Dual; b) obtener un segundo anticuerpo madre o porcidén de unién
a antigeno del mismo, capaz de unir a un segundo antigeno, y
posee por lo menos una de las caracteristicas deseadas exhibidas
por la inmunoglobulina de Dominio Variable Dual; c) construir las
primeras y terceras cadenas de polipéptido que comprenden VD1-
(X1)n-vD2-C-(X2)n, en donde; VD1 es un primer dominio variable
de cadena pesada obtenido del primer anticuerpo madre o porcidn
de unién a antigeno del mismo; VD2 es un segundo dominio
variable de cadena pesada obtenido del segundo anticuerpo
madre o porcion de unién a antigeno del mismo; C es un dominio
constante de cadena pesada; {X1)n es un enlace con la condicion
de que no sea CH1, en donde (X1)n estd presente o ausente; y
(X2)n es una region Fc, en donde (X2)n esta presente o ausente;
d} construir las segundas y cuartas cadenas de polipéptido que
comprenden VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, en donde; VD1 es un primer
dominio variable de cadena ligera obtenido del primer anticuerpo
madre o porcién de uniéon a antigeno del mismo; VD2 es un
sequndo dominio variable de cadena ligera obtenido del segundo
anticuerpo madre o porcién de unidén a antigeno del mismo; C es
un dominio constante de cadena ligera; (X1)n es un enlace con la
condicién de que no sea CH1, en donde (X1)n estid presente ©

ausente;, y (X2)n no comprende una region Fc¢, en donde (X2)n
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estd presente o ausente; e} expresar las primeras, segundas,
terceras y cuartas cadenas de polipéptido; tal que se genere una
inmunoglobulina de dominio variable dual que pueda unir los
primeros y segundos antigenos con [as caracteristicas deseadas.

En una modalidad, el VD1 de las primeras y segundas
cadenas de polipéptido descritas en la presente se obtienen del
mismo anticuerpo madre o porcién de unién a antigeno del mismo.
En otra modalidad, el VD1 de las primeras y segundas cadenas de
polipéptido descritas en la presente se obtiene de diferentes
anticuerpos madre o porciones de unién a antigeno de los
mismos. En otra modalidad, el VD2 de las primeras y segundas
cadenas de polipéptido descritas en la presente se obtiene del
anticuerpo madre o porcién de unién a antigeno del mismo. En
otra modalidad, el VD2 de las primeras y segundas cadenas de
polipéptido descritas en la presente se obtienen de diferentes
anticuerpos madre o porciones de unién a antigeno de los
mismos.

En una modalidad, el primer anticuerpo madre, o porciéon de
union a antigenc del mismo, y el segundo anticuerpo madrel, 0
porcién de unién a antigeno del mismo, son el mismo anticuerpo.
En otra modalidad, el primer anticuerpo madre, o porcidén de unidn
a antigeno del mismo, y el segundo anticuerpo madre, o porcién
de unién a antigeno del mismo, son diferentes anticuerpos.

En una modalidad, el primer anticuerpo madre, o porcién de

unién a antigeno del mismo, une un primer antigeno y un segundo



10

15

20

25

61

anticuerpo madre, o porcion de unién a antigeno del mismo, une
un segundo antigeno. En una modalidad particular, los primeros y
segundos antigenos son ei mismo antigeno. En otra modalidad,
los anticuerpos madre unen diferentes epitopos en el mismo
antigeno. En otra modalidad, los primeros y segundos antigenos
son diferentes antigenos. En otra modalidad, el primer anticuerpo
madre, o porcién de unién a antigeno del mismo, une el primer
antigeno con una potencia diferente de la potencia con la cual el
segundo anticuerpo madre, o porcién de unién a antigeno del
mismo, une el segundo antigeno. En aun otra modalidad, el
primer anticuerpo madre, o porcion de uniéon a antigeno del
mismo, une el primer antigeno con una afinidad diferente de la
afinidad con la cual el segundo anticuerpo madre, o porcién de
unién a antigeno del mismo, une el segundo antigeno.

En otra modalidad, el primer anticuerpo madre, o porcién de
unién a antigeno del mismo, y el segundo anticuerpo madre, ©
porcién de unién a antigeno del mismo, se seleccionan del grupo
gue consiste del anticuerpo humano, anticuerpo injertado en CDR,
y anticuerpo humanizado. En una modalidad, las porciones de
unién a antigeno se seleccionan del grupo que consiste de un
fragmento Fab; fragmento F{ab'),; fragmento bivalente que
comprende dos fragmentos Fab unidos por un enlace de disulfuro
en la regién bisagra; un fragmento Fd que consiste de los
dominios de VH y CH1; un fragmento Fv que consiste de los

dominios VL y VH de una sola ramificacién de un anticuerpo; un
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fragmento dAb; una region de determinacién de
complementariedad (CDR) aislada; un anticuerpo'de cadena
simple; y diacuerpos.

En otra modalidad, !'a proteina de unién de la presente
descripcién posee por lo menos una de las caracteristicas
deseadas exhibidas por el primer anticuerpo madre, ¢ porcién de
unién a antigeno del mismo, o segundo anticuerpo madre, o
porcién de unién a antigeno del mismo. Alternativamente, el
primer anticuerpo madre, o porcion de unién a antigeno del
mismo, y el segundo anticuerpo madre, o porcién de uniéon a
antigeno de! mismo, poseen por lo menos una de las
caracteristicas deseadas exhibidas por la Inmonoglobulina de
Domino Variable Dual. En una modalidad, la caracteristica
deseada se selecciona de uno o0 mas parametros del anticuerpo.
En otra modalidad, los parametros del anticuerpo se seleccionan
del grupo que consiste de especificidad de antigeno, afinidad a
antigeno, potencia, funcién biologica, reconocimiento de epitopo,
estabilidad, solubilidad, eficacia de produccién, inmunogenicidad,
farmacocinética, biodisponibilidad, reactividad cruzada de tejido,
y unién a antigeno ortélogo. En una modalidad, la proteina de
unién es multivalente, En otra modalidad, la proteina de unién es
multiespecifica. Las proteinas de unién muitivalentes y/o
multiespecificas descritas en la presente tienen las
caracteristicas deseables particularmente desde un punto de vista

terapéutico. Por ejemplo, la proteina de unidén multivalente y/o

A
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multiespecifiéas puede se (1) internalizada (y/o catabolizada) mas
rapidamente que un anticuerpo bivalente por una célula que
expresa un antigeno al cual los anticuerpos se unen,; (2) un
anticuerpo agonista; y/o (3) induce la muerte celular y/o apoptosis
de una célula que expresa un antigeno al cual el anticuerpo
multivalente se puede unir. El “anticuerpo madre”, que
proporciona por lo menos una especificidad de unién a antigeno
de las proteinas de uniéon multivalentes y/o muliiespecificas,
puede ser uno que es internalizado (y/o catabolizado) por una
célula que expresa un antigeno al cual el anticuerpo se une y/o
pueda ser un agonista, anticuerpo que induce la muerte celular
célula y/o que induce la apoptosis, y la proteina de union
muitivalente y/o multiespecifica segun lo descrito en la presente
puede exhibir mejoras en uno o mas de estas caracteristicas. Por
otra parte, el anticuerpo madre puede carecer de cualquiera de
una o mas de estas caracteristicas, pero se puede dotar con ellas
cuando se construye como proteina de unidon multivalente segln
lo descrito en la presente.

En otra modalidad la proteina de unién de la presente
descripcion tiene una constante de indice de unién (K,,) a uno o
mas objetivos seleccionados del grupo que consiste de: por lo
menos aproximadamente 102M's™"; por lo menos
aproximadamente 10°M™'s™"; por lo menos aproximadamente 10‘M"
's"’: por lo menos aproximadamente 10°M's™'; y por loc menos

aproximadamente 10°M 's™', segin lo medido por la resonancia de

gE
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plasmén superficial. En una modalidad, la proteina de unién de la
invencion tiene una constante de indice (Kg,} a uno o mas
objetivos de entre 102M's”' y 10°M™'s""; entre 10°M's™" y 10*MM~
's'': entre 10*M's" y 10°M 's""; o entre 10°M's”' y 10°M7'sT,
segun lo medido por la resonancia de piasmoén superficial.

En otra modalidad, la proteina de uniéon tiene una constante
de indice de desunién (Ko} para uno o mas objetivos

seleccionados de!l grupo que consiste de: a [o sumo

1 1

aproximadamente 1073s'; a lo sumo aproximadamente de 107*s™;
a lo sumo aproximadamente 10°s"": y a lo sumo aproximadamente
10", segun lo medido por |la resonancia de plasmén superficial.
En una modalidad, la proteina de unién de la invencion tiene una
constante de indice de desunién (Ky,4) a uno o méas objetivos de
aproximadamente 103s™ a 10%s™"; 107*s"' a 10°s™"; 0 10°%s"" a 10°
657!, segun lo medido por la resonancia de plasmon superficial.

En otra modalidad, la proteina de unién tiene una constante
de disociacién (Kp) a uno o mas objetivos seleccionados del
grupo que consiste de: a lo sumo aproximadamente de 10°'M; a lo
sumo aproximadamente 10°®M; a lo sumo aproximadamente 107°M;
a lo sumo aproximadamente 10°'°M; a lo sumo aproximadamente
10°''"M; a lo sumo aproximadamente 10°**M; y a lo mas
aproximadamente 10°'*M. En una modalidad, la proteina de unién
de la invencion tiene una constante de disociacién Ky a sus

objetivos de 10M a 10°*M; de 10°°M a 10°°M; de 10°M a 107'°M;

de 10°'°M a 10°"'M; de 10°''"M a 10"'*M; o de 10°'2M a 10" 13M.
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En otra modalidad, la proteina de unioan descrita en la
presente es un conjugado que adicionalmente comprende un
agente seleccionado del grupo que consiste de una molécula de
inmunoadhesién, un agente de visualizacién, wun agente
terapéutico, y un agente citotdxico. En una modalidad el agente
de visualizacidon se selecciona del grupo que consiste de una
radioetiqueta, enzima, etiqueta fluorescente, etigueta
luminescente, etiqueta bioluminiscente, etiqueta magnética, vy
biotina. En otra modalidad, el agente de visualizacién es una
radioetiqueta seleccionada del grupo que consiste de: *H, '“C,
358, QDY, BQTC, 111In, 125|' 131|, 177Lu, 166H0, y 153gm. En adn otra
modalidad, el agente terapéutico o citotéxico se selecciona del
grupo que consiste de un anti-metabolito, agente alquilizante,
antibiotico, factor de crecimiento, citosina, agente anti-
angiogénico, agente antimitotico, antraciclina, toxina, y un agente
apoptdtico.

En otra modalidad, la proteina de unién descrita en la
presente es una proteina de unidén cristalizada y existe como
cristal. En una modalidad, el cristal es un cristai de liberacion
controlada de farmacéutico libre de portador. En otra mas
modalidad, la proteina de unién cristalizada tiene una mayor vida
media in vivo que las contrapartes solubles de la proteina de
unién. En aun otra modalidad, la proteina de unién cristalizada
conserva una actividad biolégica.

En otra modalidad, la protefina de unién descrita en la
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presente es glicosilada. Por ejemplo, la glicosilacion es un patrédn
de glicosilacién humana.

Un aspecto de la invencion pertenece a un acido nucleico
aislado que codifica cualquiera de las proteinas de union
descritas en la presente. Otra modalidad proporciona un vector
que comprende el acido nucleico aislado descrito en la presente,
en donde el vector se selecciona del grupo que consiste de
pcADN; pTT (Durocher y colaboradores Nucleic Acids Research
2002 Vol. 30: No.2); pTT3 (pTT con el sitio de clonacién mualtiple
adicional; pEFBOS (Mizushima, S. and Nagata, S. (1990) Nucleic
Acids Research Vol. 18: No. 17); pBV; pJV; pcADN3.1 TOPO;
pEF6 TOPO; y pBJ. En una modalidad, el vector es un vector

descrito en la Solicitud de Patente Norteamericana No.

61/021,282.

En otro aspecto, una célula hospedadora se transforma con
el vector descrito en la presente. En una modalidad, la célula
hospedadora es una célula procariota. En otra modalidad la célula
hospedadora es £. coli. En una modalidad relacionada, la célula
hospedadora es una célula eucariota. En otra modalidad, la célula
eucariota se selecciona del grupo que consiste de una célula
protista, célula animal, célula vegetal y célula fungica. En aun
otra modalidad, la célula hospedadora es una célula mamifera
que incluye, pero no se limita a, CHO, COS, N80, SP2, PER.CS6,
célula fungica, tal como Saccharomyces cerevisiae, o una celula

de insecto, tal como Sf9.

AA



15

20

25

67

Otro aspecto de la invencién proporciona un método de
producciéon de ia proteina de union descrita en la presente, que
comprende cultivar cualquiera de las células hospedadoras
también descritas en la presente en un medio de cultivo bajo
condiciones suficientes para producir la proteina de unién. En una
modalidad, 50%-75% de la proteina de unién producida con este
método es una proteina de unién tetravalente especifica dual. En
una modalidad particular, 75%-90% de la proteina de wunion
producida con este método es una proteina de union tetravalente
especifica dual. En una modalidad particular, 80%-95% de la
proteina de unién producida es una proteina de union tetravalente
especifica dual.

Una modalidad proporciona una composicion para la
liberacion de una proteina de unién en donde la composicion
comprende una formulacidn que a su vez comprende una proteina
de uniéon cristalizada, segun lo descrito en la presente, y un
ingrediente, y por lo menos un portador polimérico. Por ejemplo,
el portador polimérico comprende wune o© mas polimeros
seleccionados del grupo que consiste de: poli(acido de acrilico),
poli{cianoacrilatos), poli{faminoacidos}, poli(anhidridos}),

poli(depsipéptido), poli(ésteres), poli(acido lactico), poli(acido

iactico-co-glicolico) o} PLGA, poli(b-hidroxibutirato},
poli(caprolactona), poli(dioxanona), poli(etilenglicol},
poli({hidroxipropil)metacrilamida), poli[{organo)fosfaceno],

poli{orto-ésteres), poli{alcohol de vinilo), poli(vinilpirrolidona),

AOL
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copolimeros de anhidrido maleico-alquilviniléter, poliolies
plurénicos, albimina, alginato, celulosa y derivados de celulosa,
colageno, fibrina, gelatina, acido hialurénico, oligosacaridos,
glicaminoglicanos, polisacaridos sulfatados, mezclas y
copolimeros de los mismos. Por ejemplo, el ingrediente se puede
seleccionar del grupo que consiste de albdmina, sucrosa,
trehalosa, lactitol, gelatina, hidroxipropil-B-ciclodextrina,
metoxipolietilenglicol y polietilenglicol. Otra modalidad
proporciona un método para tratar un mamifero que comprende la
etapa de administracién al mamifero de una cantidad eficaz de la
composicion descrita en la presente.

La invenciéon también proporciona una composicion
farmacéutica que comprende una proteina de unidon, segun lo
descrito en la presente y un portador farmacéuticamente
aceptable. En otra modalidad la composicion farmacéutica
comprende por o menos un agente terapéutico adicional para
tratar un trastorno. Por ejemplo, el agente adicional se selecciona
de! grupo que consiste de: un agente terapéutico, agente de
visualizacidn, agente citotéxico, inhibidor de angiogenesis
(incluyendo, pero sin limitarse a, un anticuerpo anti-VEGF o
VEGF-trap), inhibidor de cinasa (incluyendo, pero sin limitarse a,
un inhibidor de KDR y TIE-2), un blogueador de molécula de co-
estimulo (incluyendo, pero sin limitarse a, anti-B7.1, anti-B7.2,
CTLA4-1g, anti-CD20), un bloqueador de molécula de adherencia

(incluyendo, pero sin limitarse a, un anticuerpo anti-LFA-1, un

%)
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anticuerpo de anti-selectina E/L, un inhibidor de molécula
pequefia), un anticuerpo anti-citosina o un fragmento funcional
del mismo (incluyendo, pero sin limitarse a, un anticuerpo del
receptor anti-IL-18, anti-TNF, y anti-IL-6/citosina), metotrexato,
ciclosporina, rapamicina, FK506, una etiqueta o reportero
detectable, antagonista de TNF, antirreumatico, relajante
muscular, narcético, farmaco antiinflamatorio no esteroideo
{NSAID), anailgésico, anestésico, sedante, anestésico local,
blogueador neuromuscular, antimicrobiano, antipsoriasico,
corticosteroide, esteroide anabdlico, eritropoyetina, inmunizacién,
inmunoglobulina, inmunosupresivo, hormona de crecimiento,
farmaco de reemplazo de hormona, radiofarmacéutico, un
antidepresivo, antipsicético, estimulante, medicacién de asma,
agonista beta, esteroide inhalado, epinefrina o analogo, citosina,
y un antagonista de citosina.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para
tratar un sujeto humano que sufre de un trastorno en el cual e
objetivo, u objetivos, que se pueden unir por la proteina de unién
descrita en la presente son perjudiciales, comprende la
administracion al sujeto humano una proteina de unién descrito
en la presente tal que la actividad del objetivo, u objetivos, en el
sujeto humano sean inhibidos y uno de mas de los sintomas sean
aliviados o se alcance el tratamiento. Por ejemplo, el trastorno
puede ser artritis, osteoartritis, artritis cronica juvenil, artritis

seéptica, artritis de Lime, artritis psoriatica, artritis reactiva,

NOG
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espondiloartropatia, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa, enfermedad de intestino inflamatorio,
diabetes mellitus dependiente de insulina, tiroiditis, asma,
enfermedades alérgicas, psoriasis, escleroderma por dermatitis,
infjerto contra enfermedad de anfitrién, rechazo de trasplante de
érgano, enfermedad inmune aguda o crénica asociada al
trasplante de organo, sarcoidosis, ateroesclerosis, coagulacion
intravascular diseminada, enfermedad de Kawasaki, enfermedad
de Grave, sindrome nefrbdtico, sindrome de fatiga cronica,
granulomatosis de Wegener, purpurea de Henoch-Schoenlein,
vasculitis microscépica de los rifiones, hepatitis activa crénica,
uveitis, choque séptico, sindrome de choque téxico, sindrome de
sépsis. caquexia, enfermedades infecciosas, enfermedades
parasitarias, sindrome de inmunodeficiencia adquirida, mielitis
transversal aguda, corea de Huntington, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer, accidente cerebrovascular,

cirrosis biliar primaria, anemia hemolitica, malignidades, paro

cardiaco, infarto del miocardio, enfermedad de Addison,
deficiencia poliglandular esporadica tipo | vy deficiencia
poliglandular esporadica tipo Il, sindrome de Schmidt, sindrome

de dificultad respiratoria (aguda) en adultos, alopecia, alopecia
areata, artropatia seronegativa, artropatia, enfermedad de Reiter,
artropatia psoriatica, artropatia colitica wulcerosa, sinovitis
enteropatica, clamidia, vyersinia y artropatia asociada a

salmonela, espondiloartropatia, enfermedad
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ateromatosa/arterioesclerosis, alergia atépica, enfermedad bulosa
autoinmune, peénfigo vulgaris, pénfigo folidceo, enfermedad
penfigoide, enfermedad de IgA lineal, anemia hemolitica
autoinmune, anemia hemolitica positiva de Coombs, anemia
perniciosa adquirida, anemia perniciosa juvenil, encefalitis
mialgica/enfermedad Royal Free, candidiasis mucocutanea
cronica, arteritis de célula gigante, hepatitis esclerdtica primaria,
hepatitis autoinmune criptogénica, sindrome de enfermedad de
inmunodeficiencia adquirida, enfermedades relacionadas con la
inmunodeficiencia adquirida, hepatitis B, hepatitis C,
inmunodeficiencia variada comun (hipogammaglobulinemia
variable comin), cardiomiopatia dilatada, infertilidad femenina,
falla ovarica, falla ovarica prematura, enfermedad pulmonar
fibrética, alveolitis fibrosa criptogénica, enfermedad pulmonar
intersticial post-inflamatoria, neumonitis intersticial, enfermedad
pulmonar intersticial asociada a la enfermedad de tejido
conectivo, enfermedad pulmonar asociada a la enfermedad de
tejido conective mezclada, enfermedad pulmonar intersticial
asociada a la esclerosis sistémica, enfermedad pulmonar
intersticial asociada a la artritis reumatoide, enfermedad
pulmonar asociada al lupus sistémico eritematoso, enfermedad
pulmonar asociada a dermatomiositis/polimiositis, enfermedad
pulmonar asociada a la enfermedad de Sjoégren, enfermedad
pulmonar asociada a la espondilitis anquilosante, enfermedad

pulmonar difusa vasculitica, enfermedad pulmonar asociada a la
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hemosiderosis, enfermedad pulmonar intersticial inducida por
farmaco, fibrosis, fibrosis por radiacidén, bronquiolitis obliterante,
pulmonia eosinéfila créonica, enfermedad pulmonar infiltrativa
linfocitica, enfermedad pulmonar intersticial post-infeccion,
artritis gotosa, hepatitis autoinmune, hepatitis autoinmune tipo 1
(hepatitis autoinmune o lupoide clasica), hepatitis autoinmune
tipo 2 (hepatitis de anticuerpo anti-LKM), hipoglucemia mediada
autoinmune, resistencia a insulina tipo B con acantosis nigricans,
hipoparatiroidismo, enfermedad inmune aguda asociada al
trasplante de érgano, enfermedad inmune crénica asociada al
trasplante de o6rgano, osteoartrosis, colangitis esclerética
primaria, psoriasis tipo 2, psoriasis tipo 2, leucopenia idiopatica,
neutropenia autoinmune, enfermedad renal NQOS,
glomerulonefritis, vasulitis microscopica de los rifiones,
enfermedad de Lyme, lupus eritematoso discoide, masculina
infertilidad idiopatica o NOS, autoinmunidad de esperma,
esclerosis multiple (todos los subtipos), oftaimia simpatica,
hipertension pulmonar secundaria a la enfermedad de tejido
conectivo, sindrome de Goodpasture, manifestacién pulmonar de
poliarteritis nodosa, fiebre reumatica aguda, espondilitis
reumatoide, enfermedad de Still, esclerosis sistémica, sindrome
de Sjérgren, enfermedad de Takayasu/arteritis, trombocitopenia
autoinmune, trombocitopenia idiopatica, enfermedad de tiroides
auvtoinmune, hipertiroidismo, hipotiroidismo autoinmune con bocio

{(enfermedad de Hashimoto), hipotiroidismo autoinmune atréfico,
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mixocedema primario, uveitis facogénica, vasculitis primaria,
enfermedad hepatica aguda con vitiligo, enfermedad hepatica
cronica, cirrosis alcohélica, lesion hepatica inducida por alcohol,
coleosatatis, laenfermedad hepatica idiosincrasica, hepatitis
inducida por farmaco, esteatohepatitis sin alcoho!, alergia vy
asma, infeccidén por estreptococos del grupo B (GBS), trastornos
mentales (por ejemplo, depresidn y esquizofrenia), enfermedades
mediadas por la especie Th2 y Th1, dolor agudo y cronico
(diferentes formas de dolor), y canceres tal como de pulmén,
pecho, estomago, vejiga, colon, pancreas, ovarico, cancer de
préstata y rectal y malignidades hematopoyéticas (leucemia y
linfoma), abetalipoprotemia, acrocianosis, procesos parasitarios o
infecciosos agudos y crénicos, leucemia aguda, leucemia
linfoblastica aguda (ALL), leucemia mieloide aguda (AML),
infeccién bacteriana aguda o crénica, pancreatitis aguda, falla
renal aguda, adenocarcinomas, latidos ectopicos aereos,
complejo de demencia por SIDA, hepatitis inducida por alcohol,
conjuntivitis alérgica, dermatitis de contacto alérgica, rinitis
alérgica, rechazo de aloingerto, deficiencia de alfa-1-antitripsina,
esclerosis lateral amiotréfica, anemia, angina de pecho,
degeneracidén de células de cuerno anterior, terapia anti-cd3,
sindrome de antifosfolipido, reacciones de hipersensibilidad anti-
receptor, aneurismas adrticas y periféricas, diseccidén abrtica,
hipertensién arterial, arteriosclerosis, fistula arteriovenosa,

ataxia, fibrilacién atrial (continua o paroxismal), agitacién atrial,

06



10

15

20

25

74

blogueo auriculoventricutar, linfoma de células B, rechazo de
injerto de hueso, rechazo de trasplante médula (BMT), bloqueo de
ramificaciéon de conjunto, linfoma de Burkitt, gquemaduras,
arritmias cardiacas, sindrome de paralisis cardiaco, tumores
cardiacos, cardiomiopatia, respuesta inflamatoria a derivacion
cardiopuimonar, rechazo de trasplante de cartilago,
degeneraciones corticales cerebelosas, trastornos cerebelosos,
taquicardia atrial cadtica o muitifocal, trastornos asociados a la
quimioterapia, leucemia mielocitic cronica (CML), alcoholismo
crénico, patologias inflamatorias cronicas, leucemia linfocitica
cronica (CLL), enfermedad pulmonar obstructora cronica (COPD)},
intoxicacién crénica por salicilato, carcinoma colorrectal, paro
cardiaco congestivo, conjuntivitis, dermatitis de contacto, cor
pulmonale, enfermedad de la arteria coronaria, enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, sepsis negativa de cultivo, fibrosis enquistada,
trastornos asociados a la terapia con citosina, demencia
pugilistica, enfermedades desmielinizantes, fiebre hemorragica
por dengue, dermatitis, condiciones dermatolégicas, diabetes,
diabetes metlitus, enfermedad aterosclerodtica diabética,
enfermedad corporal difusa de Lewy, cardiomiopatia congestiva
dilatada, trastornos de ganglios basicos, sindrome de Down a
mediana edad, trastornos de movimiento inducidos por farmacos
que bloquean los receptores de dopamina de CNS, sensibilidad a
farmaco, eczema, encefalomielitis, endocarditis, endocrinopatia,

epiglotitis, infeccién con virus de epstein-barr, eritromelalgia,
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trastornos extrapiramidales y cerebelosos, limfohistiocitosis
hematofagocitica familiar, rechazo fetal de implante de timo,
ataxia de Friedreich, trastornos arteriales periféricos funcionales,
sepsis fangica, gangrena por gas, uUlcera gastrica, nefritis
glomerular, rechazo de injerto de cualquier 6rgano o tejido,
sepsis gram-negativa, sepsis gram-positiva, granulomas debido a
los organismos int'racelulares. leucemia de células capilares,
enfermedad de Hallerrorden-Spatz, tiroiditis de Hashimoto, fiebre
de heno, rechazo de trasplante de corazdén, hemacromatosis,
hemodialisis, sindrome urémico hemolitico/purpura
trombocitopénica trombolitica, hemorragia, hepatitis (A), arritmias
por haz de His, infeccién de VIH/neuropatia por VIH, enfermedad
de Hodgkin, trastornos de movimiento hipercinéticos, reacciones
de hipersensibilidad, neumaonitis por hipersensibilidad,
hipertension, trastornos de movimiento hipocinéticos, evaluacion
del eje hipotalamico-pituitario-suprarrenal, enfermedad de
Addison id'iopética, fibrosis pulmonar idiopatica, citotoxicidad
mediada por anticuerpo, astenia, atrofia muscular espinal infantil,
inflamacion de la aorta, influenza a, exposicion a radiacién por
ionizacion, iridociclitis/uveitis/neuritis 6ptica, lesién por squemia-
reperfusion, infarto isquémico, artritis reumatoide juvenil, atrofia
muscular espinal juvenil, sarcoma de Kaposi, rechazo de
trasplante de rifndn, legionelosis, leishmaniasis, lepra, lesiones de
sistema corticospital, lipedema, rechazo de trasplante de higado,

linfedema, malaria, linfoma maligno, histiocitosis maligno,
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melanoma maligno, meningitis, meningococcemia, enfermedades
metabdlicas/idiopaticas, dolor de cabeza por migrafia, trastorno
mitocondrial de mdiltiples sistemas, enfermedad mezclada de
tejido conectivo, gammopatia monoclonal, mieloma multiple,
degeneraciones de mdltiples sistemas (Mencel Dejerine-Thomas
Shi-Drager y Machado-Joseph), miastenia grave, mycobacterium
avium intracellulare, tuberculosis por micobacteria, sindrome
mielodiplasico, infarto del miocardio, trastornos isquémicos del
miocardio, carcinoma nasofaringeo, enfermedad pulmonar crénica
neonatal, nefritis, nefrosis, enfermedades neurodegenerativas,
atrofias musculares neurogénicas |, fiebre neutropénica, linfoma
no Hodgkins, obstruccién de la aorta abdominal y sus
ramificaciones, trastornos arteriales oclusivos, terapia de okt3,
orquitis/fepididimitis, procedimientos de revocacion de
orquitis/vasectomfa, organomegalia, osteoporosis, rechazo de
trasplante de pancreas, carcinoma pancreatico, sindrome
paraneoplasico/hipercalcemia de malignidad, rechazo de
trasplante de paratiroides, enfermedad inflamatoria pélvica, rinitis
perenne, enfermedad pericardial, enfermedad aterosclero¢tica
periférica, trastornos vasculares periféricos, peritonitis, anemia
perniciosa, neumonia de pneumocistis carinii, neumonia,
sindrome de POEMS (polineuropatia, organomegalia,
endocrinopatia, gammopatia monoclonal, y sindrome de cambios
de piel), sindrome post-perfusién, complicacién de derivacion

cardiopulmonar, sindrome de cardiotomia post-M!, pre-eclampsia,
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paralisis supranuclear progresiva, hipertensién pulmonar primaria,
radioterapia, fendmeno y enfermedad Raynoud, enfermedad de
Raynoud, enfermedad de Refsum, taquicardias regulares de QRS
estrecho, hipertensién renovascular, lesién por reperfusion,
cardiomiopatia restrictiva, sarcomas, escleroderma, corea senil,
demencia seni! del tipo corporal de Lewy, artropatias
seronegativas, choque, anemia falciforme, rechazo de aloinjerto
de piel, sindrome de cambios de piel, rechazo de trasplante de
intestino delgado, tumores soélidos, arritmias especificas, ataxia
espinal, degeneracicnes espinocerebelosas, miositis
estreptocécica, lesiones estructurales del cerebelo, panencefalitis
esclerética subaguda, sincope, sifilis del sistema cardiovascular,
anafilaxia sistémica, sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica, artritis reumatoide juvenil de inicio sistémico, ALL de
células T o FAB, telangiectasia, tromboangeitis obliterante,
trombocitopenia, toxicidad, trasplantes, trauma/hemorragia,
reacciones de hipersensibilidad tipo Ill, hipersensibilidad tipo 1V,
angina inestable, uremia, urosepsis, urticaria, enfermedades
cardiacas valvulares, varices, vasculitis, enfermedades venosas,
trombosis venosa, fibritacibn ventricular, infecciones virales vy
fungicas, encefalitis vital/meningitis aséptica, sindrome
hemafagocitico asociado vital, sindrome de Wernicke- Korsakoff,
enfermedad de Wilson, o rechazo de xenoinjerto de cualquier
organo o tejido.

En una modalidad, las enfermedades capaces de ser
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tratadas o diagnosticadas con las composiciones y métodos de la
invencién incluyen, pero no se limitan a, canceres primarios y
metastasicos, incluyendo carcinomas de mama, colon, recto,
pulmén, orofaringe, hipofaringe, esofago, estémago, pancreas,
higado, vesicula biliar y conductos biliares, intestino delgado,
tracto urinario (incluyendo rifdn, vejiga y urotelio), tracto genital
femenino (incluyendo cerviz, datero, y ovarios asi como
coriocarcinoma y enfermedad trofoblastica gestacional), tracto
genital masculino (inciuyendo tumores de prostata, vesiculas
seminales, testiculos y células germinales), glandulas endocrinas
(incluyendo tiroides, suprarrenal, y glandulas pituitarias}), y piel,
asi como hemangiomas, melanomas, sarcomas (incluyendo
aquellos que se presentan en hueso y tejidos suaves asi como
sarcoma de Kaposi), tumores de cerebro, nervios, 0jos, ¥y
meninges (incluyendo astrocitomas, gliomas, glioblastomas,
retinoblastomas, neuromas, neuroblastomas, schwanomas, Yy
meningiomas), tumores solidos que se presentan a partir de
malignidades hematopoyéticas tal como leucemias, y linformas
(linfomas de Hodgkin y no Hodgkin).

En una modalidad, los anticuerpos de la invencién o
porciones de union a antigeno de los mismos se utilizan para
tratar el cancer o inhibir la metastasis de los tumores descritos en
la presente, cuando se utilizan solos o en combinacién con
radioterapia y/u otros agentes quimioterapeéuticos.

En otro aspecto la invencién proporciona un método para
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tratar a un paciente que sufre de un trastorno que comprende la
etapa de administrar las proteinas de union descritas en la
presente antes, concurreniemente, o despueés de la
administracion de un segundo agente, segln lo discutido en la
presente. En una modalidad particular, el segundo agente se
selecciona de! grupo que consiste budesénida, factor de
crecimiento epidérmico, corticoesteroides, ciclosporina,
sulfasalazina, aminosalicilatos, 6-mercaptopurina, azatioprina,
metronidazol, inhibidores de lipooxigenasa, mesalamina,
olsalazina, balsalazida, antioxidantes, inhibidores de tromboxano,
antagonistas del receptor IL-1, mAbs anti-IL-1B, mAbs anti-IL-6 o
del receptor IL-6, factores de crecimiento, inhibidores de
elastasa, compuestos de piridinil-imidazol, anticuerpos o0
agonistas de TNF, LT, IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, IL-13, IL-
15, IL-16, 1L-18, IL-23, EMAP-lIl, GM-CSF, FGF, y PDGF,
anticuerpos de CD2, CD3, CD4, CD8, CD 19, CD25, CD28, CD30,
CD40, CD45, CD69, CD90 o sus ligandos, metotrexato,
ciclosporina, FK506, rapamicina, mofetilo de micofenolato,
leflunomida, NSAIDs, ibuprofeno, corticoesteroides, prednisolona,
inhibidores de fosfodiesterasa, agonistas de adensosina, agentes
antitrombéticos, inhibidores de complemento, agentes
adrenérgicos, IRAK, NIK, KK, p38, inhibidores de cinasa MAP,
inhibidores de enzima de conversion de {L-1B, inhibidores de
enzima de conversion de TNFa, inhibidores de sefializacién de

células T, inhibidores de metaloproteinasa, sulfasalazina,
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azatioprina, 6-mercaptopurinas, inhibidores de enzima de
conversion deangiotensina, receptores de <citosina solubles,
receptor soluble de p55 TNF, receptor soluble de p75 TNF, slL-
1R!, slL-1RII, sIL-6R, citosinas antiinflamatorias, IL-4, IL-10, IL-
11, IL-13 y TGFB.

En una modalidad particular, las composiciones
farmacéuticas descritas en la presente son administradas al
paciente mediante por lo menos un modo seleccionado de
parenteral, subcutaneo, intramuscular, intravenoso, intrarticular,
intrabronquial, intrabdominal, intracapsular, intracartilago,

intracavidad, intracelial, intracerebelar, intracerebroventricular,

intracoélico, intracervical, intragastrico, intrahepatico,
intramiocardico, intraosteal, intrapélvico, intrapericardico,
intraperitoneal, intrapleural, intraprostatico, infrapulmonar,

intrarectal, intrarenal, intrarretiniano, intraspinal, intrasinovial,
intratoracico, intrauterino, intravesical, bole, vaginal, rectatl,
bucal, sublingual, intranasal, y transdérmico.

Un aspecto de la invencién proporciona por lo menos un
anticuerpo anti-idiotipico a por lo menos una proteina de unién de
la invencion. ElI anticuerpo anti-idiotipico incluye cualquier
proteina o péptido que contenga la molécuia que comprende por
lo menos una porcién de una molécula de inmunoglobulina, tal
como, pero sin limitarse a, por lo menos una regién de
determinacion complementariedad (CDR) de una cadena pesada o

ligera o una porcion de union de ligando de 'a misma, una region
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variable de cadena pesada o cadena ligera, una regién constante
de cadena pesada o cadena ligera, una regidn estructural, o
cualquier porcién de la misma, que se pueda incorporar en una
proteina de unidn de la presente invencién.

Breve Descripcién de los Dibujos

La figura 1A es una representacion esquematica de los
constructos de dominio variable dual (DVD)-lg y muestra Ia
estrategia para la generacién de wun DVD-lg de los dos
anticuerpos madre.

La figura 1B es una representaciéon esquematica de los
constructos de DVD1-lg, DVD2-lg, y dos anticuerpos
monoespecificos quiméricos de los clones de hibridoma 2D13.E3
{(anti-IL-1a) y 13F5.G5 (anti-IL-1 B).

Descripcion Detallada de la Invencién

La invencién pertenece a las proteinas de unién
multivalentes y/o multiespecificas capaces de unir a dos 0o maéas
antigenos. Especificamente, la invencién se relaciona con las
inmunoglobulinas de dominio variable dual (DVD-lg}), y las
composiciones farmacéuticas de las mismas, asi como acidos
nucleicos, vectores de expresién recombinantes y células
hospedadoras para hacer tales DVD-lgs. Los métodos para usar
los DVD-lgs de la invencién para detectar los antigenos
especlficos, in vitro o in vivo también son comprendidos por la

invencion.

A menos que se defina lo contrario en la presente, los
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términos cientificos y técnicos usados con respecto a la invencion
tienen los significados gue son entendidos comunmente por |os
expertos en la técnica. El significado y alcance de los términos
deben ser ciaros; sin embargo, en caso de cualquier ambigledad
latente, las definiciones proporcionadas en la presente toman
precedente sobre cualquier diccionario o definicion extrinseca.
Ademas, a menos que sea requerido lo contrario por el contexto,
los términos singulares incluirdn los términos plurales y los
términos plurales incluirdn los términos singulares. En esta
solicitud, e! uso de “o” significa “y/0” a menos que se indique lo
contrario. Ademas, el uso del término “incluir”, asi como otras
formas, por ejemplo “incluye” y “incluido” no esta limitando.
También, los términos tal como ‘“elemento” o “componente”
comprenden los elementos y componentes que comprenden una
unidad y los elementos y componentes que comprenden mas de
una subunidad a menos que se indique especificamente lo
contrario.

Generalmente, !las nomenclaturas usadas con respecto a, ¥y
a técnicas de, cultive celular y tisular, biologia molecular,
inmunologia, microbiologia, genética v quimica e hibridacion de
proteina y acido nucleico, descritas en la presente son aquellas
bien conocidas y usadas comuinmente en la técnica. Los métodos
y técnicas de |la presente invencién se realizan generalmente de
acuerdo con los métodos convencionales bien conocidos en la

técnica y segin lo descrito en varias referencias generales y mas
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especificas que se citan y discuten a través de la presente
especificacion a menos que se indique Ilo contrario. Las
reacciones enzimaticas y técnicas de purificacién se realizan de
acuerdo con las especificaciones del fabricante, segin lo logrado
comunmente en !a técnica o segun lo descrito en la presente. Las
nomenclaturas usadas con respecto a, y los procedimientos vy
técnicas de laboratorio de, la quimica analitica, quimica organica
sintética, y quimica medicinal y farmacéutica, descritas en la
presente son aquellas bien conocidas y usadas comunmente en la
técnica. Las técnicas estandar se utilizan para las sintesis
qguimicas, analisis quimicos, preparacion farmacéutica,
formuiacion, y suministro, y tratamiento de pacientes.

Para que la invencidén se pueda entender mas facilmente, se
seleccionan los términos definidos a continuvacidn.

El término “polipéptido”, segln lo utilizado en la presente,
se refiere a cualquier cadena polimérica de aminoacidos. Los
términos “péptido” y “proteina” se utilizan alternativamente con el
término polipéptido y también se refieren a una cadena polimerica
de amincacidos. El término “polipéptido” comprende las proteinas,
fragmentos de proteina, y analogos de polipeptido de una
secuencia de proteina. Un polipéptido puede ser monomerico o
polimérico.

El término “proteina aislada" o “polipéptido aislado” es una
proteina o polipéptido que en virtud de su origen o fuente de

derivacién no se asocia a los componentes asociados
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naturalmente que la acompafian en su estado nativo; esta
sustancialmente libre de otras proteinas de la misma especie, es
expresado por una céluia de una diferente especie; 0 no se
encuentra en la naturaleza. Asi, un polipéptido que se sintetiza
guimicamente o que estad sintetizado en un sistema celular
diferente de la célula de la cual se origina naturalmente sera
“aislado” de sus componentes naturalmente asociados. Una
proteina se puede también hacer sustancialmente libre de
componentes naturalmente asociados por el aislamiento, usando
las técnicas de purificacién de proteina bien conocidas en la
técnica.

El término “recuperacién®, segun lo utilizado en |la presente,
se refiere al proceso de producir una especie quimica, tal como
un polipéptido, sustancialmente Ilibre de los componentes
naturalmente asociados por aislamiento, por ejemplo, usando las
técnicas de purificacién de proteina bien conocidas en la técnica.

La “actividad biolégica”, segun lo utilizado en la presente,
se refiere a cualquiera de una o mas caracteristicas
bioldgicamente inherentes de una molécula. Las caracteristicas
biolégicas incluyen pero no se limitan a la unién de un receptor,
induccion de la proliferaciéon celular, inhibicion del crecimiento
celular, induccién de otras citosinas, induccion de apoptosis, y
actividad enzimatica.

Los términos “unién especifica” o “unir especificamente”,

segun lo utilizado en la presente, en referencia a la interaccion
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de un anticuerpo, proteina, o péptido con una segunda especie
quimica, significan que la interaccién es dependiente de la
presencia de una estructura particular (por ejemplo, un
determinante o epitopo antigénico) en la especie quimica; por
ejemplo, un anticuerpo reconoce y une a una estructura de
proteina especifica, en lugar de a las proteinas generales. Si un
anticuerpo es especifico para el epitopo "A”, la presencia de una
molécula que contiene el epitopo A (0 A libre sin etiquetar) en
una reaccién que contiene “A” etiquetado y el anticuerpo reducira
la cantidad de A etiguetado unido al anticuerpo.

El término “anticuerpo”, segun lo utilizado en la presente, se
refiere ampliamente a cualquier molécula de inmunoglobulina (1g)
compuesta por cuatro cadenas de polipéptido, dos cadenas
pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L), o cualquier fragmento,
mutante, variante, o derivacién funcional de las mismas, que
conserve las caracteristicas de uni6én a epitopo esenciales de una
molécula de Ig. Tales formatos de anticuerpo mutantes, variantes,
o derivados se conocen en la técnica, y los ejemplos no limitantes
de los mismos se discuten posteriormente en la presente.

En un anticuerpo integral, cada cadena pesada esta
compuesta por una regién variable de cadena pesada (abreviada
en la presente comoe HCVR o VH) y una regién constante de
cadena pesada. La regidén constante de cadena pesada esta
compuesta por tres dominios, CH1, CH2 y CH3, Cada cadena

ligera estd compuesta por una regidén variable de cadena ligera
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(abreviada en la presente como LCVR o VL) y una region
constante de cadena ligera. La regién constante de cadena ligera
esta compuesta por un dominio, CL. Las regiones de VH y VL se
pueden subdividir adicionalmente en las regiones de
hipervariabilidad, I|lamadas regiones de determinacion de
complementariedad (CDR), entremezcladas con las regiones que
son conservadas, llamadas regiones estructurales. Cada VH y VL
se compone de tres CDRs y cuatro FRs, ubicadas desde la
terminal amino a la terminal carboxi en el siguiente orden: FR1,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, y FR4. Las moléculas de
inmunoglobulina pueden ser de cualquier tipo {(por ejemplo, 1gG,
igE, IgM, IgD, IgA e lgY), clase (por ejemplo, [gG1, IgG2, 1gG3,
IgG4, IgA1 e IgA2), o subclase.

E! término “regién Fc¢” se utiliza para definir la region de
terminal C de una cadena pesada de inmunoglobulina, que se
puede generar por la digestion de papaina de un anticuerpo
intacto. La region Fc puede ser una regién Fc nativa de la
secuencia o una regién Fc variable. La regién Fc de una
inmunoglobulina comprende generalmente dos dominios
constantes, un dominio CH2 y un dominio CH3, y comprende
opcionalmente un dominio CH4. Los reemplazos de los residuocs
de aminodacido en la porcién Fc para alterar la funcion efectora
del anticuerpo, se conocen en la técnica (Patentes
Norteamericanas Nos. 5,648,260 y 5,624,821). La porcién Fc de

un anticuerpo media varias funciones efectoras importantes, por
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ejemplo, la induccion de citosina, ADCC, fagocitosis, citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC, por sus siglas en inglés), y
vida media/indice de eliminacién del anticuerpo y complejos de
antigeno-anticuerpo. Estas funciones efectoras son en algunos
casos deseables para un anticuerpo terapéutico pero en otros
casos pueden ser innecesarias o incluso dafinas, dependiendo de
los objetivos terapéuticos. Ciertos isotipos de 1gG humano,
particularmente IgG1 e {gG3, ADCC mediado y CDC via unidén a
FcyRs y complemento C1q, respectivamente. Los receptores Fc
neonatales (FcRn) son los componentes criticos que determinan
la vida media de circulacion de los anticuerpos. En ain otra
modalidad, por lo menos un residuo de aminoacido se sustituye
en la regién constante del anticuerpo, por ejemplo, la region Fc
del anticuerpo, tal que las funciones efectoras del anticuerpo
sean alteradas. La dimerizacion de dos cadenas pesadas
idénticas de una inmunoglobulina es mediada por la dimerizacion
de ios dominios CH3 y estabilizada por los enlaces de disulfuro
dentro de la regién bisagra (Huber y colaboradores (1976) Nature
264: 415-20; Thies y colaboradores (1999) J. Mol. Biol. 293: 67-
79). La mutacion de los residuos de cisteina dentro de las
regiones bisagra para prevenir que los enlaces de disulfuro de
cadena pesada-cadena pesada desestabilicen la dimeracion de
los dominios CH3. Los residuos responsables de ia dimerizacién
de CH3 se han identificado (Dall’ Acqua (1998) Biochem. 37:

9266-73). Por lo tanto, es posible generar una mitad
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monovalente-lg. Notablemente, estas moiéculas de mitad
monovalente-lg se han encontrado en la naturaleza para las
subclases 1gG e IgA (Seligman (1978) Ann. Immunol. 129: 855-70;
Biewenga y colaboradores, (1983) Clin. Exp. Immunol. 51: 395-
400). La estequiometria de la region FcRnilg Fc se ha
determinado como 2:1 (West y colaboradores (2000) Biochem. 39:
96908-708) y la mitad Fc es suficiente para mediar la union de
FcRn (Kim y cotaboradores (1994) Eur. J. Immunol. 24: 542-548).
Las mutaciones para interrumpir la dimerizacién del dominio CH3
nueden no tener mayor efecto nocivo en su unién de FcRn
mientras que los residuos importantes para la dimerizacién de
CH3 estan ubicados en la interfaz interna de la estructura de hoja
de CH3 b, mientras que la regién responsable de la unién de
FcRn esté ubicada en la interfaz exterior de los dominios CH2-
CH3. Sin embargo, la meolécula de la mitad-lg puede tener ciertas
ventajas sobre la penetracion del tejido debido a su tamarfio mas
pequefio con respecto al de un anticuerpo regular. En una
modalidad, por lo menos un residuo de aminoéacido se sustituye
en la regidn constante de la proteina de unién de la invencion,
por ejemplo la regidn Fc, tal que la dimerizacion de las cadenas
pesadas sea interrumpida, dando por resultado las moléculas de
mitad-DVD-lg.

El término “porcién de uniéon a antigeno” de un anticuerpo (o
simplemente "porcién de anticuerpo”), segun lo utilizado en la

presente, se refiere a unc o mas fragmentos de un anticuerpo que
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conservan la capacidad de unir especificamente a un antigeno.
Se ha mostrado que la funcion de unién a antigeno de un
anticuerpo se puede realizar por los fragmentos de un anticuerpo
integral. Tales modalidades del anticuerpo pueden tambien ser
formatos biespecificos, especificos duales, o multiespecificos —
que unen especificamente a dos o mas diferentes antigenos. Los
ejemplos de los fragmentos de unién comprendidos dentro del
término “porcidn de unién a antigeno” de un anticuerpo incluyen
(i) un fragmento Fab, fragmento monovalente que consiste de los
dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab'),, fragmento
bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un
enlace de disulfuro en la regiéon bisagra; (iii) un fragmento Fd que
consiste de los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que
consiste de los dominios VL y VH de una sola ramificacién de un
anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward (1989) Nature 341 : 544-
546; y al Publicacion PCT No. WO 80/05144 A1), que comprende
un solo dominio variable; y (vi) una regién de determinacién de
complementariedad (CDR) aislada. Ademas, aunque los dos
dominios del fragmento Fv, VL y VH, son codificados por los
genes separados, se pueden acoplar, usando los métodos
recombinantes, por un enlace sintético que les permite ser una
cadena de proteina simple en donde las regiones VL y VH se
aparean para formar las moléculas monovalentes (conocidas
como Fv de cadena simple (scFv); ver por ejemplo, Bird vy

colaboradores (1988) Science 242; 423-426; y Huston vy
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colaboradores (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883).
Tales anticuerpos de cadena simple también se piensan para ser
comprendidos dentro del término “porcién de unién a antigeno” de
un anticuerpo. Otras formas de anticuerpos de cadena simple, tal
como diacuerpos, también son comprendidos. Los diacuerpos son
los anticuerpos bivalentes y biespecificos en los cuales los
dominios VH y VL se expresan en una cadena simple de
polipéptido, solamente usando un enlace que es demasiado corta
para permitir que se apareen entre los dos dominios en la misma
cadena, para de tal modo forzar les dominios a que se apareen
con los dominios complementarios de otra cadena y creen dos
sitiocs de unién a antigeno {ver, por ejemplo, Holliger, P. y
colaboradores (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448;
Poljak, RJ. y colaboradores (1994) Structure 2:_1 121-1123).
Tales porciones de unién del anticuerpo se conocen en la técnica
(Kontermann and Dubei eds., Antibody Engineering (2001)
Springer-Verlag. New York, pp.790 (ISBN 3-540-41354-5)).
Ademas los anticuerpos de cadena simple también incluyen los
“anticuerpos lineales” que comprenden un par de segmentos Fv
en tandem (VH-CH1-VH-CH1) que, junto con los polipéptidos
complementarios de cadena ligera, forman un par de regiones de
unién a antigeno (Zapata y colaboradores (1995) Protein Eng.
8(10): 1057-1062 y la Patente Norteamericana No. 5,641,870).

El término “proteina de unién multivalente” se utiliza a

través de esta especificacion para denotar una proteina de unién
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que comprende dos o mas sitios de unién a antigeno. En una
modalidad la proteina de union multivalente se disefia para tener
tres o mas sitios de unién a antigeno y no es generalmente un
anticuerpo natural. El término “proteina de uniéon multiespecifica”
se refiere a una protefna de unidén capaz unir dos o mas objetivos
relacionados o sin relacién. Las proteinas de unién de dominio
variable dual (DVD) de la invencién comprenden dos o mas sitios
de unién a antigeno y son las proteinas de unién tetravalentes o
multivalentes. Los DVDs pueden ser monoespecificos, es decir,
unir a un antigeno, o multiespecificas, es decir unir a dos 0 mas
antigenos. Las proteinas de unién de DVD que comprenden dos
polipéptidos de DVD de cadena pesada y dos polipéptidos de DVD
de cadena ligera son referidos como DVD-Ilg. Cada mitad de DVD-
lg comprende un polipéptido de DVD de cadena pesada, y un
polipéptido de DVD de cadena ligera, y dos sitios de unién a
antigeno, Cada sitio de unién comprende un dominio variable de
cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera con un
total de 6 CDRs implicadas en la uniéon a antigeno por sitio de
union a antigeno.

El término "anticuerpo biespecifico”, segun 1o utilizado en la
presente, se refiere a los anticuerpos integrales que son
generados por la tecnologia de cuadroma {ver Milstein, C. and
Cuello, A.C. (1983) Nature 305(5834): p. 537-540), por la
conjugacién quimica de dos diferentes anticuerpos monoclonales

(ver Staerz, U.D. y colaboradores (1985) Nature 314(6012): 628-
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31), o por la mutacion de acoplamiento o métodos similares, que
introducen las mutaciones en la region Fc (ver Holliger, P. y
colaboradores (1993) Proc. Natl. Acad. Sci USA 90(14): 6444-
8.18), dando por resultado multiples diferentes especies de
inmunoglobulina de la cuales solamente una es el anticuerpo
biespecifico funcional. Por la funcion molecular, un anticuerpo
biespecifico une un antigeno (o epitopo) en una de sus dos
ramificaciones de unién (un par de HC/LC), y une un diferente
antigeno (o epitopo) en su segunda ramificaciéon (un diferente par
de HC/LC). Por esta definicion, un anticuerpo biespecifico tiene
dos distintas ramificaciones de unién a antigeno (en las
secuencias de especificidad y CDR), vy es monovalente para cada
antigeno que une.

El término “anticuerpo especifico dual”, segun lo utilizado
en la presente, se refiere a los anticuerpos integrales que pueden
unir dos diferentes antigenos (o epitopos) en cada una de sus dos
ramificaciones de uniéon (un par de HC/LC) (ver la Publicacion
PCT No. WO 02/02773). Una proteina de union especifica dual
tiene; por consiguiente dos ramificaciones de unién a antigeno
idénticas, con especificidad idéntica y secuencias de CDR
idénticas, y es bivalente para cada antigeno al cual une.

Un “sitio de unién a antigeno funcional” de una proteina de
unién es uno que es capaz de unir a un antigeno del objetivo, La
afinidad de unién a antigeno del sitio de unién a antigeno no es

necesaria tan notablemente como el anticuerpo madre del cual se
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deriva el sitio de union a antigeno, solamente |la capacidad de
unién a antigeno debe ser mensurable usando cuaiquiera de una
variedad de métodos conocidos para evaluar el anticuerpo que
une un antigeno. Por otra parte, la afinidad de unién a antigeno
de cada uno de los sitios de union a antigeno de un anticuerpo
multivalente en |la presente no necesita ser cuantitativamente
igual.

El término “citosina” es un término genérico para las
proteinas liberadas por una poblacién celular, que actlan en otra
poblacién celular como mediadores intercelulares. Los ejemplos
de tales citosinas son linfocinas, monocinas, y hormonas de
polipéptido tradicionales. Se incluye entre las citosinas la
hormona de crecimiento, tal como la hormona de crecimiento
humano, hormona de crecimiento humana de N-metionilo, y la
hormona de crecimiento bovina; hormona paratiroides; tiroxina;
insulina; proinsulina; relaxina; prorelaxina; hormonas de
glicoproteina, tal como la hormona de estimulacién de foliculo
(FSH), hormona estimulante de tiroides (TSH), y hormona
luteinizante (LH); factor de crecimiento hepatico;, factor de
crecimiento de fibroblasto; prolactina; lactogeno placentario;
factor de necrosis tumoral aifa y beta; sustancia de inhibicion
muileriana; péptido asociado a gonadotropina de ratén; inhibina;
activina;, factor de crecimiento endotelial vascular; integrina;
trombopoyetina (TPQ); factores de crecimiento de nervio, tal

como NGF-alfa; factor de crecimiento de plaqueta; factor de
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crecimiento placentario, factores de crecimiento de
transformacion (TGF), tal como TGF-alfa y TGF-beta; factor de
crecimiento similar a insuiina 1 y 11; eritropoyetina (EPO);
factores osteoinductivos; interferones, tal como interferon-alfa, -
beta y -gamma; factores de estimulacién de colonia (CSF), tal
como CFS de macrofago (M-CSF), CFS de macréfago de
granulocito (GM-CSF), y CFS de granulocito (G-CSF),;
interleucinas, tal como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-18, IL-21, IL-22, IL-23, e
IL-33; un factor de necrosis tumoral, tal como TNF-aifa o TNF-
beta; y otros factores de polipéptido que incluyen LIF y el ligando
de kit (LK). Segun lo utilizado en la presente, el término citosina
incluye las proteinas de fuentes naturales o del cultive celular
recombinante y de equivalentes biolégicamente activos de las
citosinas de secuencia nativa.

El término “enlace” se utiliza para denotar los polipéptidos
que comprenden dos 0 mas residuos de aminoacido unidos por jos
enlaces de péptido y se utilizan para unir una o mas porciones de
unién a antigeno. Tales polipéptidos de enlace son bien
conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Holliger, P. y
colaboradores (19293) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-64438;
Poljak, RJ. y colaboradores (1994) Structure 2:_| 121-1123). Los
enlaces ejemplares incluyen, pero no se limitan a,
AKTTPKLEEGEFSEAR (SEC ID NO: 1); AKTTPKLEEGEFSEARY

(SEC ID NO: 2); AKTTPKLGG (SEC ID NO: 3); SAKTTPKLGG
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(SEC ID NO: 4); SAKTTP (SEC ID NO: 5); RADAAP (SEC ID NO:
6)}); RADAAPTVS (SEC ID NO: 7); RADAAAAGGPGS (SEC ID NO:
8); RADAAAA(G.S)s (SEC ID NO: 8), SAKTTPKLEEGEFSEARY
(SEC ID NO: 10); ADAAP (SEC D NO: 11}; ADAAPTVSIFPP (SEC
ID NO: 12); TVAAP (SEC ID NO: 13); TVAAPSVFIFPP (SEC ID
NO: 14); QPKAAP (SEC ID NO: 15); QPKAAPSVTLFPP (SEC ID
NO: 16); AKTTPP (SEC ID NO: 17); AKTTPPSVTPLAP (SEC ID
NO: 18), AKTTAP (SEC ID NO: 19); AKTTAPSVYPLAP (SEC ID
NO: 20); ASTKGP (SEC ID NO: 21); ASTKGPSVFPLAP (SEC ID
NO: 22), GGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO: 23);
GENKVEYAPALMALS (SEC ID NO: 24); GPAKELTPLKEAKVS
(SEC ID NO: 25); GHEAAAVMQVQYPAS (SEC ID NO: 26).

Un dominio constante de inmunoglobulina se refiere a un
dominio constante de cadena pesada o ligera. Las secuencias de
aminoacido de dominio constante de cadena pesada y cadena
ligera de IgG humano se conocen en la técnica.

E! término “anticuerpo monoclonal” o “mAb” segin lo
utilizado en la presente se refiere a un anticuerpo obtenido de
una poblacidon de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es
decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacion
son idénticos a excepcidon de las mutaciones naturales posibles
que pueden estar presentes en cantidades menores. Los
anticuerpos monoclonales son muy especificos, son dirigidos
contra un solo antigeno. Ademas, en contraste con las

preparaciones de anticuerpo policlonal que incluyen cominmente
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diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes
(epitopos), cada mAb se dirige contra un solo determinante en el
antigeno. El modificador “monoclonal” no debe ser interpretado
como que requiere la produccién de! anticuerpo por cualquier
metodo particular.

El término “anticuerpo humano”, segun lo utilizado en la
presente, se piensa para incluir los anticuerpos que tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana. Los anticuerpos
humanos de la invencion pueden incluir los residuos de
aminodacido no codificados por las secuencias de inmunoglobulina
de linea germinal humana (por ejempio, las mutaciones
introducidas por la mutagénesis aleatoria o de sitio especifico in
vitro o por mutacién somatica in vivo), por ejemplo en las CDRs y
particularmente !a CDR3. Sin embargo, el término “anticuerpo
humano”, segun lo utilizado en la presente, no se piensa para
incluir los anticuerpos en los cuales las secuencias de CDR
derivadas de la linea germinal de otra especie mamifera, tal como
un ratdén, se ha injertado en las secuencias estructurales
humanas.

El término *anticuerpo humano recombinante”, segun lo
utilizado en la presente, se piensa para incluir todos Ilos
anticuerpos humanos que son preparados, expresados, creados o
aislados con medios recombinantes, tal como anticuerpos

expresados usando un vector de expresién recombinante
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transfectado en una célula hospedadora (descrita posteriormente
en la seccidn Il C), anticuerpos aislados de una biblioteca de
anticuerpo recombinante humano combinatoria (Hoogenboom,
H.R. (1997) TIB Tech. 15: 62-70, Azzazy, H. and Highsmith, W.E.
{2002) Clin, Biochem. 35: 425-445; Gavilondo, J. V. and Larrick,
J.W. (2002) BioTechniques 29: 128-145; Hoogenboom, H. and
Chames, P. (2000) immunol. Today 21:_371-378), los anticuerpos
aislados de un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico
para los genes de inmunoglobulina humana (ver, Taylor, L. D. vy
colaboradores (1992) Nucl. Acids Res. 20: 6287-6295;
Kellermann, §-A. and Green, L.L. (2002) Cur. Opin. in Biotechnol.
13: 593-597; Little, M. y colaboradores (2000) Immunol. Today 21.
364-370) o los anticuerpos preparados, expresados, creados o
aislados con cualquier otro medio que implique acoplar las
secuencias del gen de inmunoglobulina humana a otras
secuencias de ADN. Tales anticuerpos humanos recombinantes
tienen regiones variables y constantes derivadas de Ilas
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. En
ciertas modalidades, sin embargo, tales anticuerpos humanos
recombinantes se someten a la mutagénesis in vitro (o, cuando se
usa un animal transgénico para las secuencias de Ig humana, la
mutagénesis somatica in vive) y asl las secuencias de aminoacido
de las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes son las
secuencias de las cuales, mientras que se deriven y relacionen

con las secuencias de VH y VL de linea germinal humana, no
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pueden existir naturalmente dentro del repertorio de linea
germinal de anticuerpo humano in vivo.

Un anticuerpo de "afinidad madura” es un anticuerpo con
una o mas alteraciones en una o mas CDRs de las mismas, que
da lugar a una mejora de la afinidad del anticuerpo para el
antigeno comparado con un anticuerpo madre, que no posee tales
alteraciones. Los anticuerpos de afinidad madura ejemplares
tendran afinidades nanomolares o incluso picomolares para el
antigeno objetivo. Los anticuerpos de afinidad madura son
producidos por los procedimientos conocidos en la técnica. Marks
y colaboradores (1992) Bio/Technology 10: 779-783 describe la
maduracion de la afinidad por transposiciéon del dominio VH v VL.
La mutagénesis aleatoria de los residuos de CDR y/o estructura
es descrita por Barbas, y colaboradores (1994) Proc Nat. Acad.
Sci. USA 91: 3809-3813 (1994); Schier y colaboradores (19895)
Gene 169: 147-155; Yelton y colaboradores, (1995) J. Immunol.
155: 1994-2004; Jackson y colaboradores (19895) J. Immunol.
154(7): 3310-9; y Hawkins y colaboradores (1992} J. Mol. Biol.
226: 889-896; y la mutacién selectiva en las posiciones de
mutagénesis, posiciones de contacto o hipermutacion con un
residuo de aminoacido de aumento de actividad se describe en la
Patente Norteamericana US 6914128B1.

El término “anticuerpo quimérico” se refiere a los
anticuerpos, que comprenden las secuencias de regién variable

de cadena pesada y ligera de una especie y las secuencias de
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regién constante de otras especies, tal como anticuerpos que
tienen regiones variables de cadena pesada y ligera de murino
unidas a las regiones constantes humanas.

El término “anticuerpo injertadoc en CDR" se refiere a los
anticuerpos, que comprenden las secuencias de regién variable
de cadena pesada y ligera de una especie pero en donde se
sustituyen las secuencias de una o méas de {as regiones CDR de
VH y/o VL por las secuencias de CDR de otras especies, tal como
anticuerpos que tienen regiones variables de cadena pesada y
ligera de murino en donde una o mas de las CDRs de murino (por
ejemplo, CDR3) se han sustituido por las secuencias de CDR
humanas.

El término “anticuerpo humanizado” se refiere a los
anticuerpos, que comprenden las secuencias de region variable
de cadena pesada y ligera de una especie no humana (por
ejemplo, un ratén) pero en donde por lo menos una porcidn de ta
secuencia de VH y/o VL se ha alterado para ser mas “de tipo
humana”, es decir, mas similar a las secuencias variables de
iinea germinal humana. Un tipo de anticuerpo humanizado es un
anticuerpo injertado en CDR, en donde las secuencias de CDR
humanas se introducen en las secuencias de VH y VL no humanas
para sustituir las secuencias de CDR no humanas
correspondientes. El “anticuerpo humanizado” también es un
anticuerpo, o una variante, derivado, analogo o fragmento del

mismo, que une de manera inmunoespécifica a un antigeno de
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interés y que comprende una regioén estructural (FR) que tiene
sustancialmente la secuencia de aminodcido de un anticuerpo
humano y una regién (CDR) que tiene sustancialmente la
secuencia de aminoacido de un anticuerpo no humano. Segun lo
utilizado en la presente, el término “sustancialmente” en el
contexto de una CDR se refiere a una CDR que tiene una
secuencia de aminoacido por lo menos 80%, por lo menos 85%,
por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98% o por lo
menos 99% idéntica a la secuencia de aminoacido de una CDR de
anticuerpoc no humano. Un anticuerpo humanizado comprende
sustancialmente todos de por lo menos uno, y comunmente dos,
dominios variables (Fab, Fab', F{ab'),, FabC, Fv) en donde todas
o sustancialmente todas !as regiones CDR corresponden a las de
una inmunoglobulina no humana (es decir, el anticuerpo donador)
y todas o sustancialmente todas las regiones estructurales son
las de una secuencia de consensc de inmunoglobulina humana.
En una modalidad, un anticuerpo humanizado también comprende
por lo menos una porcion de una regién Fc de inmunoglobulina,
cominmente de una inmunoglobulina humana. En aigunas
modalidades, un anticuerpo humanizado contiene la cadena ligera
asi como por lo menos el dominio variable de una cadena pesada.
El anticuerpo también puede incluir las regiones CH1, bisagra,
CH2, CH3, y CH4 de cadena pesada. En algunas modalidades, un
anticuerpo humanizado contiene solamente una cadena ligera

humanizada. En algunas modalidades, un anticuerpo humanizado

)



10

15

20

25

101

contiene solamente una cadena pesada humanizada. En
modalidades especificas, un anticuerpo humanizado contiene
solamente un dominio variable humanizado de una cadena ligera
y/fo cadena pesada humanizada.

Los términos “numeracion Kabat”, “definiciones Kabat”, y
“etiquetado Kabat” se utilizan alternativamente en la presente.
Estos términos, que se reconocen en ia técnica, se refieren a un
sistema de enumeracién de residuos de aminoacido, que son mas
variables (es decir, hipervariables) que otros residuos de
aminoacido en las regiones variables de cadena pesada y ligera
de un anticuerpo, o una porcidén de unién a antigeno de! mismo
(Kabat y colaboradores (1971) Ann. NY Acad, Sci. 190: 382-391;
y, Kabat, E.A. y colaboradores {1981) Sequences of Proteins of
immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health
and Human Services, NIH Publication NIH No. 91-3242) Para la
regién variable de cadena pesada, la regién hiper-variable oscila
de las posiciones de aminoacido 31 a 35 para CDR1, posiciones
de aminoéacido 50 a 65 para CDR2, y posiciones de aminoacido 95
a 102 para CDR3. Para la region variable de cadena ligera, la
regién hipervariable oscila de las posiciones de aminoacido 24 a
34 para CDR1, posiciones de aminoacido 50 a 56 para CDR2, y
posiciones de aminocdcido 89 a 97 para CDR3.

Segun lo utilizado en la presente, el término “CDR" se
refiere a la regién de determinacion de complementariedad dentro

de secuencias variables de anticuerpo. Existen tres CDRs en
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cada una de las regiones variables de cadena pesada y cadena
ligera, que se deéignan CDR1, CDR2 y CDR3, para cada una de
las regiones variables. El término “conjunto de CDRs” segin lo
utilizado en la presente se refiere a un grupo de tres CDRs que
se encuentran en una sola regién variable capaz unir el antigeno.
Los limites exactos de estas CDRs se han definido diferentemente
de acuerdo con diferentes sistemas. El sistema descrito por Kabat
(Kabat y colaboradores (1987; 1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda,
Md.} no sélo proporciona un sistema de numeracidén de residuo
inequivocamente aplicable a cualquier regién variable de un
anticuerpo, sino también proporciona los limites de residuo
exactos que definen las tres CDRs. Estas CDRs pueden ser
referidas como CDRs de Kabat. Chothia y colaboradores (Chothia
& Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901-917; y Chothia vy
colaboradores (1989) Nature 342: 877-883) encontraron que
ciertas porciones secundarias dentro de las CDRs de Kabat
adoptan las configuraciones estructurales de péptido casi
idénticas, a pesar de tener gran diversidad en el nivel de la
secuencia de aminoacido. Estas porciones secundarias fueron
designadas como L1, L2 y L3 o h1, H2 y H3, donde “L" y “H”"
designan las regiones de cadena ligera y cadena pesada,
respectivamente. Estas regiones pueden ser referidas como CDRs
de Chothia, que tienen limites que se trasfapan con las CDRs de

Kabat. Otros limites que definen las CDRs que se traslapaba con

AH-



10

20

25

103

las CDRs de Kabat han sido descritos por Padlan (1995) FASEB
J. 9: 133-139 y MacCallum (1996) J. Mol. Biol. 262(5): 732-45.
Aun otras definiciones del limite de las CDR pueden no seguir
terminantemente uno de los sistemas en la presente, pero; no
obstante se traslaparan con las CDRs de Kabat, aunque puedan
ser acortadas o ser alargadas a la luz de la prediccion o
hallazgos experimentales de que los residuos o0 grupos de
residuos particulares o incluso CDRs enteras no afectan
significativamente la unién a antigeno. Los métodos usados en la
presente pueden utilizar las CDRs definidas de acuerdo con
cualquiera de estos sistemas, aunque ciertas modalidades utilicen
las CDRs definidas por Kabat o Chothia.

Segun lo utilizado en la presente, el término "estructura” o
“secuencia estructural” se refiere a las secuencias restantes de
una regiéon variable menos las CDRs. Debido a que la definicion
exacta de una secuencia de CDR se puede determinar por
diferentes sistemas, el significado de una secuencia estructural
es de acuerdo con las diferentes interpretaciones
correspondientemente. Las seis CDRs (CDR-L1, -L2, y -L3 de
cadena ligera y CDR-H1, -H2, y -H3 de cadena pesada) también
dividen las regiones estructurales en la cadena ligera y cadena
pesada en cuatro subregiones (FR1, FR2, FR3 y FR4) en cada
cadena, en donde CDR1 se ubica entre FR1 y FR2, CDR2 entre
FR2 y FR3, y CDR3 entre FR3 y FR4. Sin especificar las

subregiones particulares como FR1, FR2, FR3 o FR4, una regidn
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estructural, segin lo referido por otras, representa las FRs
combinadas dentro de la regién variable de una cadena simple de
inmunoglobulina que se encuentra en la naturaleza. Segun lo
utilizado en la presente, un FR representa una de las cuatro
subregiones, y FRs representa dos o mas de las cuatro
subregiones que constituyen una region estructural.

Segln lo utilizado en la presente, el término “gen de
anticuerpo de linea germinal®” o “fragmento de gen” se refiere a
una secuencia de inmunoglobulina codificada por las células no
linfoides que no han experimentado el proceso de maduracidén que
conduce a la reorganizacion y mutacién genéticas para la
expresion de una inmunoglobulina particular (ver, por ejemplo,
Shapiro y colaboradores (2002) Crit. Rev. Immunol. 22(3): 183-
200: Marchalonis y colaboradores (2001} Adv. Exp. Med. Biol.
484 13-30). Una de las ventajas proporcionadas por varias
modalidades de la invencién proviene del reconocimiento que es
méas probable que los genes de anticuerpo de linea germinal que
los genes de anticuerpo maduros, conserven la caracteristica de
las estructuras de secuencia de aminoacido esenciales de los
individuos en la especie, por lo tanto, se reconocera menos
probablemente como una fuente externa cuando se utiliza
terapéuticamente en esa especie.

Segun lo utilizado en la presente, el término "neutralizacion”
se refiere a lo contrario de la actividad biologica de un antigeno

cuando una protefna de unién une especificamente al antigeno.
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En una modalidad, la proteina de unién neutralizante une a la
citosina y reduce su actividad biolégica por Ilo menos
aproximadamente 20%, 40%, 60%, 80%, 85% o mas.

El término "actividad” incluye las actividades tal como la
especificidad de unidén y afinidad de una DVD-lg para dos o mas
antigenos.

El término “epitopo” incluye cualquier determinante de
polipéptido que pueda unir especificamente a una
inmunoglobulina o receptor de célutas T. En ciertas modalidades,
los determinantes de epitopo incluyen las agrupaciones
superficiales quimicamente activas de las moléculas, tal como
aminoacidos, cadenas laterales de azUcar, fosforilo, o sulfonilo,
y, en ciertas modalidades, puede tener caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas, y/o caracteristicas de
carga especifica. Un epitopo es una region de un antigeno que es
unido por un anticuerpo. En ciertas modalidades, un anticuerpo
une especificamente un antigeno cuando reconoce su antigeno
objetivo en wuna mezcla de complejo de proteinas y/o
macromoléculas. Se dice que los anticuerpos “unen al mismo
epitopo” si los anticuerpos compiten de manera cruzada (uno
previene el efecto de union o modulacién de! otro). Ademas, las
definiciones estructurales de los epitopos (traslapo, similar,
idéntico) son definiciones informativas, pero funcionales y son
frecuentemente mas relevantes ya que comprenden |os

parametros estructurales (union) y funcionales (modulacion,
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competencia).

E! término “resonancia superficial de plasmén”, seguin lo
utilizado en la presente, se refiere a un fenomeno Optico que
permite el analisis de las interacciones bioespecificas en tiempo
real por la deteccidén de alteraciones en concentraciones de
proteina dentro de una matriz de biosensor, por ejemplo, usando
el sistema BlAcore® (BlAcore International AB, a GE Healthcare
company, Uppsala, Suecia y Piscataway, NJ). Para otras
descripciones, ver Joénsson, U. y colaboradores (1993) Ann. Biol.
Clin. 51: 19-26; Jonsson, u. y colaboradores (1991)
Biotechniques 11: 620-627; Johnsson, B. y colaboradores (1995)
J. Mol. Recognit. 8: 125-131; y Johnnson, B. y colaboradores
(1991) Anal. Biochem. 198: 268-277.

El término “K,,", segun lo utilizado en la presente, se piensa
para referirse a la constante de indice para la asociacién de una
proteina de unién (por ejemplo, un anticuerpo} al antigeno para
formar el, por ejemplo de! complejo de anticuerpo/antigeno como
es conocido en la técnica.

El término “K.¢", segln lo utilizado en la presente, se
piensa para referirse a la constante de indice para disociacidén de
una proteina de unién (por ejemplo, un anticuerpo), por ejempio,
del complejo de anticuerpo/antigeno como se conoce en la
técnica.

La “K,” como es conocida en la presente, se desea para

referirse a la constante disociacion de una proteina de unién
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particular de la interaccién de (por ejemplo, un anticuerpo)-
antigeno como se conoce en la técnica.

El término “proteina de unién etiquetada” como se utiliza en
la presente, se refiere a una proteina c¢on wuna etiqueta
incorporada que se proporciona para la identificacion de la
proteina de uniéon. En una modalidad, la etiqueta es un marcador
detectable, por ejemplo incorporacion de un aminoécido
radioetiquetado o unién a un polipétido de fracciones de biotinilo
detectar por |la avidina marcada (por ejemplo, estreptavidina gue
contiene un marcador fluorescente o una actividad enzimatica que
se pueden detectar por los métodos Opticos o colorimétricos). Los
ejemplos de etiquetas para los polipéptidos incluyen, pero no se
limitan a, los siguientes: radiois6topos o radionlclidos (por
ejemplo, 3H, 140. 358. QOY, 99-|-c' ”1In, 125|' 131!' WTLU, 166H0! y
'538m}); etiquetas fluorescentes (por ejemplo, FITC, rodamina, y
fésforos de lantanido); etiquetas enzimaticas (por ejemplo,
peroxidasa de rabano picante, luciferasa, y fosfatasa alcalina),
marcadores quimioluminescentes; grupos de biotinilo; epitopos de
polipéptido predeterminados reconocidos por un reportero
secundario (por ejemplo, secuencias de par de cremallera de
leucina, sitios de unién para los anticuerpos secundarios,
dominios de unién de metal, y etiquetas de epitopo); y agentes
magnéticos, tal como quelatos de gadolinio.

El término “conjugado” se refiere a una proteina de unién,

tal como un anticuerpo, quimicamente ligado a una segunda
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porcidn quimica, tal como un agente terapéutico o citotoxico. EI
término “agente” se utiliza en l|la presente para denotar un
compuesto quimico, una mezcla de compuestos quimicos, una
macromolécula biolégica, o un extracto hecho de los materiales
biolégicos. En una modalidad, los agentes terapéuticos o
citotoxicos incluyen, pero no se limitan a, toxina de tosferina,
taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina,
mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vingcristina, vinblastina,
colchicina, doxorubicina, daunorubicina, dihidroxi-antracin-diona,
mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-dehidrotestosterona,
glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y
puromicina y los anadlogos o homd¢logos de los mismos.

Los términos “cristal™ y “cristalizado” segun lo utilizado en la
presente, se refieren a una proteina de union (por ejemplo, un
anticuerpo), o porcién de unidén a antigeno del mismo, que existe
en forma de cristal. Los cristales son una forma en estado sdélido
de la materia, que es distinta de otras formas tal como el estado
s6lido amorfo o estado cristalino liquido. Los cristales se
componen de conjuntos regulares, repetidos, tridimensionales, de
atomos, iones, moléculas (por ejemplo, proteinas tal como
anticuerpos), o montajes moleculares (por ejemplo, complejos de
antigeno/anticuerpo). Estos conjuntos tridimensionales se
organizan segin las relaciones matemaéaticas especificas que se
entienden bien en el campo. La unidad fundamental, o unidad

estructural, que se repite en un cristal es !lamada unidad
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asimétrica. La repeticioén de la unidad asimétrica en una
organizacion que se conforma para dar, una simetria
cristalografica bien definida que proporciona la “célula de unidad”
del cristal. La repeticién de la célula de unidad por traslaciones
regulares en las tres dimensiones proporciona el cristal. Ver
Giege, R. and Ducruix, A. Barrett, Crystallization of Nucleic Acids
and Proteins, a Practical Approach, 2nd ea., pp. 201-16, Oxford
University Press, New York, New York, (1999).

El término “polinucledtido” significa una forma polimérica de
dos o mas nucleétidos, ribonucledtidos o desoxinucleotidos o una
forma modificada de cualquier tipo de nucledtido. EI término
incluye las formas mono- y bicatenarias de ADN.

El término “polinucleétido aislado” significara un
polinucleétide (por ejemplo, de origen gendmico, cADN, o
sintético, o una cierta combinacién de los mismos) que, en virtud
de su origen, el “polinucledtido aislado” no se asocia a todos o
una porcion de un polinucledtido con el cual el “polinucledtido
aislado” se encuentra en la naturaleza; se liga operativamente a
un polinucleétido que no estd ligado en la naturaleza; o no se
encuentra en la naturaleza como parte de una secuencia mas
grande.

El término “vector” se piensa para referirse a una molécula
de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al cual
se ha ligado. Un tipo de vector es un "plasmido”, que se refiere a

un bucle de ADN bicatenario circular en donde los segmentos de
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ADN adicionales puedan ser ligados. Otro tipo de vector es un
vector viral, en donde los segmentos de ADN adicionales se
pueden ligar en el genoma viral. Ciertos vectores son capaces de
la réplica auténoma en una célula hospedadora en donde se
introducen (por ejemplo, los vectores bacterianos que tienen un
origen bacteriano de los vectores mamiferos de replica y
episomales). Otros vectores (por ejemplo, vectores mamiferos no
episomal) pueden ser integrados en el genoma de una célula
hospedadora durante la introduccién en la célula hospedadora, y
de tal modo se repliegan junto con el genoma hospedador. Por
otra parte, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de
los genes a los cuales se ligan operativamente. Tales vectores
son referidos en la presente como “vectores de expresion
recombinante” (o simplemente, “vectores de expresién”). Los
vectores de expresion de utilidad en las técnicas de ADN
recombinante frecuentemente estan generalmente en forma de
plasmidos. En la presente especificacién, el “plasmido” y “vector”
pueden ser utilizados alternativamente como el plasmido en la
forma mas usada comtnmente del vector. Sin embargo, la
invencion se piensa para incluir tales otras formas de vectores de
expresion, tal como vectores virales (por ejemplo, retrovirus
defectuosos de réplica, adenovirus y virus asociados a adeno),
gque proporcionan funciones equivalentes.

El término “ligado operativamente” se refiere a una

yuxtaposicién en donde los componentes descritos estan en una
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reiacion que permite que funcionen de su manera prevista. Una
secuencia de control “ligada operativamente” a una secuencia de
codificacién se liga de una manera tal que la expresion de la
secuencia de codificacion se alcance bajo condiciones
compatibles con las secuencias de control. Las secuencias
“ligadas operativamente” incluye las secuencias de control de
expresiéon que son contiguas con el gen de las secuencias de
control de interés y expresion que actuan en tfrans 0 a una
distancia para controlar el gen de interés.

El término “secuencia de control de expresiéon” segun lo
utilizado en la presente se refiere a las secuencias de
polinuclebdtido, que son necesarias para efectuar la expresién y el
proceso de las secuencias de codificacién a las cuales se ligan.
Las secuencias de control de expresion incluyen las secuencias
promotoras y reforzadoras de inicio, terminacién apropiadas de la
transcripcién; las sefaies de procesamiento de ARN eficientes,
tal como senales de division y poliadenilacién; secuencias que
estabilizan el ARNm citoplasmico; secuencias que mejoran la
eficacia de la traduccion (es decir, la secuencia de consenso
Kozak); secuencias que mejoran l|la estabilidad de protelna; y
cuando se desea, las secuencias que mejoran la secrecidon de
proteina. La naturaleza de tales secuencias de control es
diferente, dependiendo del organismo anfitrion; en procariotas,
tales secuencias de control incluyen generaimente un promotor,

un sitio de union ribosomal, y una secuencia de terminacién de
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transcripcién; en eucariotas, generalmente, tales secuencias de
control incluyen un promotor y una secuencia de terminacion de
transcripcién. El término “secuencias de control” se piensa para
incluir los componentes cuya presencia es esencial para la
expresién y procesamiento, y puede también incluir los
componentes adicionales cuya presencia es ventajosa, por
ejemplo, l'as secuencias lideres y secuencias de asociado de
fusion.

“Transformacion” se refiere a cualquier proceso por el cual
el ADN exdgeno incorpore una célula hospedadora. La
transformacién puede ocurrir bajo condiciones naturales o
artificiales usando varios métodos bien conocidos en la técnica.
La transformacién puede basarse en cualquier método conocido
para la inserciéon de las secuencias de acido nucleico externas en
una célula hospedadora procariota o eucariota., Se selecciona el
método basado en la célula hospedadora que es transformada y
puede incluir, pero sin limitarse a, infeccién viral,
electroporacidn, lipofection, y bombardeo de particula. Tales
células “transformadas” incluyen las células transformadas
establemente en las cuales el ADN insertado es capaz de la
réplica, como plasmido de réplica auténomo o como parte del
gromosoma anfitrién. También incluyen las células, que expresan
temporalmente el ADN o ARN insertado por periodos de tiempo
limitados.

El término “célula hospedadora recombinante” (o
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simplemente “célula hospedadora”) se piensa para referirse a una
céluia en la cual se ha introducido el ADN exdgeno. Debe ser
entendido que tales términos estan pensados para referirse no
solo a la célula objeto particular sino a la progenie de tal celula.
Debido a que ciertas modificaciones pueden ocurrir en las
generaciones sucesivas debido a la mutaciéon o influencias
ambientales, tal progenie puede, de hecho, no ser idéntica a la
célula madre, pero aun se incluye dentro del alcance del término
“célula hospedadora” segun lo utilizado en fa presente. En una
modalidad, las células hospedadoras incluyen las células
procariotas y eucariotas seleccionadas de cualquiera de los
reinos de la vida. En otra modalidad, las células eucariotas
incluyen las células protistas, fungicas, vegetales y animales. En
otra modalidad, las células hospedadoras incluyen, pero no se
limitan a, la linea de células procariotas E. coli; lineas de células
mamiferas CHO, HEK 283, COS, NSO, SP2 y PER.C6; linea de
células de insecto Sf9; y la célula fungica Saccharomyces
cerevisiae.

Las técnicas estandar se pueden utilizar para el ADN
recombinante, sintesis de oligonuciebétido, y cultivo vy
transformacién de tejido (por ejemplio, electroporacion,
lipofection). Las reacciones enzimaticas y técnicas de purificacién
se pueden realizar de acuerdo con las especificaciones del
fabricante o seguin lo logrado comunmente en la técnica o segln

lo descrito en la presente. Las técnicas y procedimientos
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anteriores se pueden realizar generalmente de acuerdo con los
métodos convencionales bien conocidos en la técnica y segtn lo
descrito en varias referencias generales y mas especificas que se
citan y discuten a través de la presente especificacion. Ver, por
ejemplo, Sambrook y colaboradores (1989) Molecuiar Cloning: A
Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Coid Spring Harbor, N.Y. (1989)), ia cual se incorpora en la
presente por referencia para cualquier proposito.

El “organismo transgénico”, segun lo conocido en la técnica,
se refiere a un organismec que tiene células que contienen un
transgén, en donde el transgén introducido en el organismo (o un
antepasado del organismo) expresa un polipéptido expresado no
naturaimente en el organismo. Un “transgén” es un constructo de
ADN, que se integra de manera estable y operativa en el genoma
de una célula de la cual un organismo transgénico se desarrolla,
que dirige la expresion de un producto de gen codificado en uno o
mas tipos de célula o tejidos del organismo transgeénico.

E! término “regula” y “modula” se utilizan alternativamente,
y, segun lo utilizado en la presente, se refiere a un cambio o
alteracién en la actividad de una molécula de interés (por
ejemplo, la actividad bioldégica de una citosina). La modulacion
puede ser un aumento o una disminuciéon de la magnitud de una
cierta actividad o funcion de 1a molécula de interés. Las
actividades y funciones ejemplares de una molécula incluyen,

pero no se limitan a, las caracteristicas de unidén, actividad
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enzimatica, activacion de receptor de célula, y transduccién de
sefal.

Correspondientemente, el término “modulador” es un
compuesto capaz de cambiar o alterar una actividad o funcion de
una molécula de interés (por ejempio, |la actividad biol6gica de
una citosina). Por ejemplo, un modulador puede causar un
aumento o disminucién de la magnitud de una cierta actividad o
funcién de una molécula comparada a la magnitud de la actividad
o funcién observada de la ausencia del modulador. En ciertas
modalidades, un modulador es un inhibidor, que disminuye la
magnitud por lo menos de una actividad o funcién de una
molécula. Los inhibidores ejemplares incluyen, pero no se limitan
a, proteinas, péptidos, anticuerpos, pepticuerpos, carbohidratos o
pequefias moléculas organicas. Los pepticuerpos se describen,
por ejemplo, en el documento WO 01/83525.

El término “agonista” se refiere a un modulador que, cuando
entra en contacto con una molécula de interés, causa un aumento
en la magnitud de una cierta actividad o funcién de la molécula
comparada a la magnitud de la actividad o funcién observada en
ausencia del agonista. Los agonistas particulares de interés
pueden incluir, pero sin limitarse a, los polipéptidos, acidos
nucleicos, carbohidratos, y cualquier otra molécula que une al
antigeno.

El término “antagonista” o ‘“inhibidor” se refiere a un

modulador que, cuando entra en contacto con una molécula de
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interés, causa una disminucién de !a magnitud de una cierta
actividad o funcién de !a molécula comparada a la magnitud de la
actividad o funcién observada en ausencia del antagonista. Los
antagonistas particulares de interés incluyen los que blogquean o
modulan la actividad biol6gica o inmunolégica del antigeno. Los
antagonistas e inhibidores de antigenos pueden incluir, pero sin
limitarse a, proteinas, 4acidos nucleicos, carbohidratos, ¥y
cualquier otra molécuia, que une al antigeno.

Segun lo utilizado en la presente, el termino "cantidad
eficaz” se refiere a la cantidad de una terapia, que es suficiente
para reducir o mejorar la severidad y/o duracién de un trastorno o
uno o mas sintomas del mismo, inhibir o prevenir el avance de un
trastorno, causar el retroceso de un trastorno, inhibir o prevenir
la recurrencia, desarrollo, inicio o progresién de uno o mas
sintomas asociados a un trastorno, detectar un trastorno, o
reforzar o mejorar los efectos profilacticos o terapéuticos de otra
terapia (por ejemplo, agente profilactico o terapéutico).

El término “muestra”, segUn lo utilizado en la presente, se
utiliza en su sentido mas amplio. Una “muestra biologica”, segun
lo utilizado en la presente, incluye, pero no se limita a, cualquier
cantidad de una sustancia de una cosa viva o cosa previamente
viva. Tales cosas vivas incluyen, pero no se limitan a, humanos,
ratones, ratas, monos, perros, conejos y otros animales. Tales
sustancias incluyen, pero no se limitan a, sangre, (por ejemplo,

sangre entera), plasma, suero, orina, liquido amniético, liquido
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sinovial, células endoteliales, leucocitos, monocitos, otras
células, é6rganos, tejidos, médula, nodos linfaticos y bazo.
I. Generacién de la proteina de union de DVD

La invencion pertenece a las proteinas de unién de Dominio
Variabie Dual capaces de unir uno o mas objetivos vy métodos que
hacen lo mismo. En una modalidad, la proteina de unién
comprende una cadena de polipétido, cuando la c¢adena de
polipétido comprende VD1-(X1)n-VD2-C(X")n, en donde VD1 es un
primer dominio variable, VD2 es un segundo dominio variable, C
es un dominio constante, X1 representa un amincacide o
polipéptido, X2 representa una regién Fcy n es 0 o 1. La proteina
de unidon de la invencién puede generarse usando varias técnicas.
La invencién proporciona vectores de expresién, células
hospedadoras y métodos de generacién de la proteina de unién.
A, Generacion de anticuerpos monoclonales madre

Los dominios variables de la proteina de unién de DVD se
pueden obtener de los anticuerpos madre, incluyendo Ilos
policlonales y mAbs que puedan unir los antigenos de interés.
Estos anticuerpos pueden ser naturales o se pueden generar por
tecnologia recombinante.

Los mAbs se pueden preparar usando una gran variedad de
procedimientos conocidos en la técnica incluyendo el uso de las
tecnologias de hibridoma, recombinantes, y expresién de fagos, o
una combinacion de las mismas. Por ejemplo, los mAbs se pueden

producir usando las técnicas de hibridoma que incluyen las
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conocidas en la técnica y ensefiados, por ejemplo, en Harlow y
colaboradores (1988) Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed.); Hammerling, vy
colaboradores (1981) en: Monoclonal Antibodies and T-Cell
Hybridomas 563-681 (Elsevier, N.Y.). El término “anticuerpo
monaoclonal” segun lo utilizado en la presente no se limita a los
anticuerpos producidos a través de la tecnologia de hibridoma. El
término “anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo que se
deriva de un solo clon, incluyendo cualquier clon eucariota,
procariota, o fagocitico, y no al método por el cual es producido.
Los hibridomas se seleccionan, clonan y ademas analizan para
determinar |as caracteristicas deseables, incluyendo el
crecimiento de hibridoma robusto, alta producciéon de anticuerpo y
caracteristicas de anticuerpo deseables, segdn lo discutido en el
siguiente ejemplo 1. Los hibridomas se pueden cultivar y ampliar
in vivo en animales singénicos, en los animales que carecen de
un sistema inmunolégico, por ejemplo, ratones desnudos, o0 en
cultive celular in vitro. Los métodos de hibridomas de seleccion,
clonacion y expansién son bien conocidos por los expertos en la
técnica. En una modalidad particular, los hibridomas son
hibridomas de ratén. En otra modalidad, los hibridomas se
producen en una especie no humana, no ratén tal como ratas,
ovejas, cerdos, cabras, ganado o caballos. En otra modalidad, los
hibridomas son los hibridomas humanos, en donde un mieloma no

secretor humano esta fusionado con una célula humana que
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expresa un anticuerpo capaz unir un antigeno especifico.

Los mAbs recombinantes también se generan de los
linfocitos aislados simples usando un procedimiento designado en
la técnica como el método de anticuerpo de linfocito
seleccionado, descrito en fa Patente Norteamericana No.
5,627,052; Publicacion PCT No. WO 82/02551, y Babcock, J.S. ¥y
col.aboradores (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 7843-7848.
En este método, las células que secretan los anticuerpos de
interés, por ejemplo, linfocitos derivados de un animal
inmunizado, se identifican, y los ¢cADNs de regiéon variable de
cadena pesada y cadena ligera son rescatados de las células por
PCR de transcriptasa inversa. Estas regiones variables se pueden
entonces expresar, en el contexto de las regiones constantes de
inmunoglobulina apropiadas (por ejemplo, regiones constantes
humanas), en las células hospedadoras mamiferas, tal como
células COS o CHO. Las células hospedadoras transfectadas con
las secuencias de inmunoglobulina amplificadas, derivadas de los
iinfocitos seleccionados in vivo, pueden entonces experimentar el
andlisis adicional y seleccidon in vitro, por ejemplo, filtrando las
células transfectadas para aislar las células que expresan los
anticuerpos para el antigeno de interés., Las secuencias de
inmunoglobulina amplificadas se pueden manipular
adicionalmente in vitro, tal como por métodos de maduracién de
afinidad in vitro, tal como los descritos en las Publicaciones PCT

Nos. WO 97/29131 y WO 00/56772.
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Los anticuerpos monoclonales también son producidos
inmunizando un animal no humano que comprende alguno, ©
todos los, locus de inmunoglobulina humana con un antigeno de
interés. En una modalidad, el animal no humano es un ratén
transgénico XENOMOUSE, una cepa de raton disefiada que
comprende los fragmentos grandes de los locus de
inmunoglobulina humana y es deficiente en la produccion del
anticuerpo de ratén. Ver, por ejemplo, Green y colaboradores
(1994) Nature Genetics. 7: 13-21 y las Patentes Norteamericanas
Nos. 5,916,771; 5,939,598, 5,985,615; 5,998,209; 6,075,181;
6,091,001; 6,114,598, vy 6,130,364. Ver también las Publicaciones
PCT Nos. WO 91/10741; WO 94/02602; WO 96/34096; WO
96/33735;, WO 98/16654; WO 98/24893; WO 98/50433;, WO
99/45031; WO 99/53049; WO 00/ 09560; y WO 00/037504. ElI
ratén transgénico XENOMOUSE produce un repertorio humano de
tipo adulto de los anticuerpos completamente humanos, y genera
los anticuerpos monoclonales humanos especificos a antigeno. El
ratéon transgénico XENOMOUSE contiene aproximadamente 80%
del repertorio de anticuerpo humano a través de la introduccién
de YAC de configuracion de linea germinal con tamafo de
megabase de los locus de cadena pesada humana y locus de
cadena ligera x. Ver Mendez y colaboradores (1997) Nature
Genet. 15: 146-156, Green and Jakobovits (1998) J. Exp. Med.
188: 483-495.

Los métodos in vitro también se pueden utilizar para hacer
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los anticuerpos madre, en donde una biblioteca de anticuerpo se
analiza para identificar un anticuerpo que tiene la especificidad
de unién deseada. Los métodos para tal analisis de las
bibliotecas de anticuerpo recombinante son bien conocide en la
técnica e incluyen los métodos descritos en, por ejemplo, Ladner
y colaboradores, Patentes MNorteamericanas Nos. 5,223,409;
Publicaciones PCT Nos. WO 92/18619; WO 91/17271; WO
92/20791; WO 92/15679; WO 93/01288; WO 92/01047; WO
92/09690 y WO 97/29131; Fuchs y colaboradores (1991)
Bio/Technology 9: 1370-1372; Hay y colaboradores (1992) Hum.
Antibod. Hybridomas 3: 81-85; Huse y colaboradores (1989)
Science 246: 1275-1281; McCafferty y colaboradores (1990)
Nature 348: 552-554; Griffiths y colaboradores (1993) EMBO J.
12: 725-734; Hawkins y colaboradores (1992) J. Mol. Biol. 226:
889-896; Clackson y colaboradores (1991) Nature 352: 624-628;
Gram y colaboradores (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:
3576-3580; Garrad y colaboradores (1991) Bio/Technology 9:
1373-1377, Hoogenboom y colaboradores (1981) Nucl. Acid Res.
19: 4133-4137; and Barbas y colaboradores (1991) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88: 7978-7982, y la Publicacion de Patente,
Norteamericana No. 2003/018637, y Publicacién de PCT No WO
87/29131, los contenidos de cada una de las cuales esta
incorporado por referencia en |la presente.

Los anticuerpos madre de la presente invencion también se

pueden generar usando varios métodos de expresion en fago
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conocidos en la técnica. En los métodos de expresion en fago, los
dominios de anticuerpo funcionales se exhiben en la superficie de
las particulas de fago que llevan las secuencias de polinucledtido
que las codifican. Particularmente, tal fago se puede utilizar para
exhibir los dominios de unién a antigeno expresados de un
repertorio o una biblioteca de anticuerpo combinatoria (por
ejemplo, humana o murino). El fago que expresa un dominio de
unién a antigeno que une el antigeno de interés se puede
seleccionar o identificar con el antigeno, por ejemplo, usando el
antigeno etiquetado o el antigeno unido o capturado en una
superficie s6lida o granulo. El fago usado en estos métodos es un
fago cominmente filamentoso que incluye los dominios de unién
fd y M13 expresados del fago con dominios de anticuerpo Fv
estabilizados Fab, Fv o disulfuro fusionados de manera
recombinante a la proteina del gen Ill o gen VIIl de fago. Los
ejemplos de los métodos de expresién en fago gque se pueden
utilizar para hacer los anticuerpos de la invencién incluyen los
descritos en Brinkman y colaboradores (1995) J. Immunol.
Methods 182: 41-50; Ames y colaboradores (1995) J. Immunol.
Methods 184: 177-186; Kettleborough y colaboradores (1994) Eur.
J. Immunol. 24: 952-958; Persic y colaboradores (1997) Gene
187: 9-18; Burton y colaboradores (1994) Advances in Immunol.
57: 191-280; Solicitud PCT No. PCT/GB91/01134; Publicaciones
PCT Nos. WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO

92/18619; WO 93/11236; WO 95/15982; y WO 95/20401; y las
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Patentes Norteamericanas Nos. 5,698,426; 5,223,409; 5,403,484;
5,5680,717; 5,427,908; 5,750,753; 5,821,047; 5,571,698,
5,427,908; 5,516,637; 5,780,225; 65,658,727, 5,733,743 vy
5,969,108: cada una de las cuales esta incorporada en la
presente por referencia en esta totalidad.

Seqgun lo descrito en las referencias en |la presente, despues

de la seleccién de fago, las regiones de codificacion de

anticuerpo del fago se pueden aislar y utilizarse para generar |os
anticuerpos enteros incluyendo los anticuerpos humanos ©
cuaiquier otro fragmento de unién a antigeno deseado, Yy
expresarse en cualquier anfitrién deseado, incluyendo las celulas
mamiferas, céluias de insecto, células vegetales, levadura, y
bacterias, por ejemplo, segin lo descrito detalladamente mas
adelante. Por ejemplo, las técnicas para producir de manera
recombinante los fragmentos Fab, Fab’ y F(ab'); también se
pueden utilizar usando los métodos conocidos en la técnica tal
como los descritos en la Publicacién PCT No. WO 92/22324;
Mullinax y colaboradores (1992) BioTechniques 12(6): 864-869;
Sawai y colaboradores (1995} AJRI 34; 26-34; y Better vy
colaboradores (1988) Science 240: 1041-1043. Los ejemplos de
las técnicas, que se pueden utilizar para producir los Fvs de
cadena simpl'e y anticuerpos, incluyen los descritos en las
Patentes Norteamericanas Nos. 4,946,778 y 5,258, 498; Huston y
colaboradores (1991), Methods Enzymol. 203:46-88; Shu vy

colaboradores (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 7995-7999, y
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Skerra y colaboradores (1988) Science 240: 1038-1040.

La alternativa al andlisis de las bibliotecas de anticuerpo
recombinantes por 1a expresion en fago, otras metodologias
conocidas en la técnica para en andlisis de las bibliotecas
combinatorias grandes se pueden aplicar a la identificacion de los
anticuerpos madre. Un tipo de sistema de expresidn alternativo es
uno en el cual la biblioteca de anticuerpo recombinante se
expresa como fusiones de ARN-proteina, segun lo descrito en la
Publicaciéan PCT No. WO 98/31700, y en Roberts, R. W. and
Szostak, J. W. (1997) Proé. Natl. Acad. Sci. USA 94: 12297-
12302. En este sistema, una fusion covalente se crea entre un
ARNm vy el péptido o la proteina que lo codifica por la traduccién
in vitro de los ARNms sintéticos que llevan la puromicina,
antibiético aceptador de peptidilo, en su extremo 3'. Asi, un
ARNmM especifico se puede enriguecer de una mezcla de complejo
de ARNms (por ejemplo, una biblioteca combinatoria) basado en
las caracteristicas del péptido o proteina codificada, por ejemplo,
anticuerpo, o porcién del mismo, tal como la unién del anticuerpo,
o porcién del mismo, al antigeno de especificidad dual. Los
anticuerpos que codifican las secuencias de acido nucleico, ©
porciones de los mismos, recuperados del analisis de tales
bibliotecas, se pueden expresar por medios recombinantes segun
lo descrito en lia presente (por ejemplo, en las ceélulas
hospedadoras mamiferas) y, por otra parte, se pueden someter a

la maduracion de afinidad adicional por cualquier ciclo adicional
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de analisis de las fusiones de ARNm-péptido en donde las
mutaciones se han introducido en las secuencias seleccionadas
originalmente, © por otros métodos para la maduracion de
afinidad in vitro de los anticuerpos recombinantes, segun lo
descrito en la presente.

En otro método, los anticuerpos madre también se pueden
generar usando los métodos de expresioéon en levadura conocidos
en la técnica. En los métodos de expresién en levadura, los
métodos genéticos se utilizan para unir los dominios de
anticuerpo a la pared celular de levadura y para expresarlos en la
superficie de levadura. Particularmente, tal levadura se puede
utilizar para exhibir los dominios de unién a antigeno expresados
de un repertorio o una biblioteca de anticuerpo combinatoria (por
ejempio, humana o murino). Los ejemplos de los meétodos de
expresion en levadura que se pueden utilizar para hacer los
anticuerpos madre incluyen los descritos en la Patente
Norteamericana No. 6,699,658.

Los anticuerpos descritos en la presente se pueden
modificar adicionalmente para generar los anticuerpos madre
injertados en CDR y humanizados. Los anticuerpos madre
injertados en CDRs comprenden las secuencias de region variable
de cadena pesada y ligera de un anticuerpo humano en donde una
o mas de las regiones de CDR de Vy y/o V_ se sustituyen por las
secuencias de CDR de los anticuerpos de murino capaces de unir

el antigeno de interés. Una secuencia estructural de cualquier
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anticuerpo humano puede servir como molde para el injerto en
CDR. Sin embargo, el reemplazo de la cadena recta en tal
estructura lleva frecuentemente a una cierta pérdida de afinidad
de unién a antigeno. Cuanto mas homdlogo un anticuerpo humano
sea al anticuerpo de murino original, menor es la posibilidad de
que al combinar las CDRs de murino con la estructura humano se
introduzcan las distorsiones en las CDRs que podrian reducir la
afinidad. Por lo tanto, en una modalidad, la estructura variable
humana que se elige para sustituir la estructura variable de
murino ademas de las CDRs, tiene por lo menos una identidad de
secuencia del 65% con la estructura de regién variable de
anticuerpo de murino. En una modalidad, las regiones variables
humanas y de murino ademas de las CDRs, tienen por lo menos
una identidad de secuencia de 70%. En una modalidad particular,
las regiones variables humanas y de murino ademas de las CDRs,
tienen por lo menos una identidad de secuencia de 75%. En otra
modalidad, las regiones variables humanas y de murino ademas
de las CDRs, tienen por lo menos una identidad de secuencia del
80%. Los métodos para producir tales anticuerpos se conocen en
la técnica (ver EP 239,400; Publicacion PCT No. WO 91/09967; vy
las Patentes Norteamericanas Nos. 5,225,539; 5.,530,101; vy
5,585,089), recubrimiento o revestimiento (EP 592,106; EP
519,596; Padlan (1991) Mol. Immunol. 28(4/5): 489-498,
Studnicka y colaboradores (1994) Prot. Engineer. 7(6): 805-814; y

Roguska y colaboradores (1994) Proc. Acad. Sci. USA 91: 969-
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873), transposicion de cadena (Patente Norteamericana No.
5,565,352), y anticuerpos anti-idiotipicos.

Los anticuerpos humanizados son moléculas de anticuerpo
de las especies n¢ humanas que une el antigeno deseado vy
tienen una o mas CDRs de las especies no humanas y regiones
estructurales de una molécula de inmunoglobulina humana. Se
divulgan las secuencias de |g humanas conocidas, por ejemplo,
www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez-fquery.fcgi;
www.atcc.org/phage/hdb.html; www.sciquest.com;
www . abcam.com; www.antibodyresource.com/onlinecomp.html;
www.public.iastate.edu/.about.pedrofresearch_tgols.html;
www.mgen.uni-heidelberq.de/SD/ATHT.html;
www.whfreeman.com/immunology/CH-05/kuby05.htm;
www.library.thinkquest.org/12429/Immune/Antibody.html;
www.hhmi.org/grants/lectures/1996/viab;
www.path.cam.ac.uk/.about.mrc7/m-ikeimages.html;
www.antibodyresource.com; mcb.harvard.edu/BiolLinks/Immuno-
logy.html.; www.immunologylink.com;
pathbox.wustl.edu/.about.hcenter/index.-html;
www.biotech.ufl.edu/.about.hcl;
www.pebio.com/pa/340913/340913.html-;
www.nal.usda.gov/awic/pubs/antibody; www.m.ehime-
u.acjp/.about.yasuhito-/Elisa.html; www.biodesign.com/table.asp;
www.icnet.uk/axp/facs/davies/links.html; www.biotech, ufl,

edu/.about.fccl/protocol.html: www.isac-net.org/sites_geo.html;
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aximtl.imt.uni-marburg.de/.about.rek/AEP-Stari . htmi;

baserv.uci.kun.ni/.about.jraats/linksl.html; www.recab.uni-
hd.de/immuno.bme.nwu.edu/; www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-
doc/public/INTRO . htmi; www.ibt.unam.mx/vir/V_mice. htmi;

imgt.cnusc.fr:8104/;
www.biochem.ucl.ac.uk/.about.martinfabs/index.html;
antibody.bath.ac.uk/; abgen.cvm.tamu.edu/lab/wwwabgen.html;
www.unizh.ch/.about.honegger/AHOsem-inar/Slide01.html;
www.cryst.bbk.ac.Uk/.about.ubcg07s/;
www.nimr.mrc.ac.uk/CC/ccaewg/ccaswg.htm;
www.path.cam.ac.uk/.about.mrc7/humanisation/TAHHP .html;
www.ibt.unam.mx/vir/structure/stat_aim.htmi;
www.biosci.missouri.edu/smithgp/index.html;
www.cryst.bioc.cam.ac.uk/.about.fmolina/Web-
pages/Pept/spottech.html; www.jerini.de/frroducts.htm;
www . patents.ibm.com/ibm.html; y Kabat y colaboradores,
Sequences of Proteins of Immunologica! !Interest, U.S. Dept.
Health (1983). Tales secuencias importadas se pueden utilizar
para reducir la inmunogenicidad o reducir, mejorar o modificar la
unién, afinidad, indice de unién, indice de desunién, avidez,
especificidad, vida media, o cualquier otra caracteristica
conveniente, segun lo conocido en la técnica.

Los residuos estructurales en las regiones estructurales

humanas se pueden sustituir con el residuo correspondiente del

anticuerpo donador de CDR para alterar, por ejemplo, mejorar, la
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unién a antigeno. Estas sustituciones estructurales son
identificadas por los métodos bien conocidos en la tecnica, por
ejemplo, por modelado de las interacciones de los residuos de
CDR vy estructurales para identificar los residuos estructurales
importantes para la unidén a antigeno y comparacion de la
secuencia para identificar los residuos estructurales inusuales en
las posiciones particulares (ver, por ejemplo, Patente
Norteamericana No. §,585,089; Riechmann vy colaboradores
(1988) Nature 332: 323). Los modelos de inmunoglobulina
tridimensionales estdn cominmente disponibles y son conocidos
para los expertos en la técnica. Los programas de computadora
estan disponibles lo cuales ilustran y exhiben las estructuras de
conformacién tridimensionales probables de las secuencias de
inmunoglobulina candidato seleccionadas. La inspeccién de estas
exhibiciones permite el analisis de la funcién probable de los
residuos en el funcionamiento de 1a secuencia de inmunoglobulina
candidato, es decir, el analisis de los residuos gue afectan la
capacidad de la inmunoglobulina candidato de unir su antigeno.
De esta manera, los residuos FR se pueden seieccionar y
combinar de las secuencias de consenso e importacién para
alcanzar la caracteristica de anticuerpo deseadas, tal como
afinidad creciente para los antigenos objeto. Los residuos de CDR
estan por lo general directamente y muy sustancialmente
implicados en |a alteracién de la wunidon a antigeno. Los

anticuerpos se pueden humanizar usando una variedad de
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procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, pero sin
limitarse a, los descritos en Jones y colaboradores (1986) Nature
321: 522; Verhoeyen y colaboradores (1988) Science 239: 1534,
Sims y colaboradores (1993) J. Immunol. 151: 2296, Chothia and
Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901, Carter y colaboradores (1992)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285; Presta y colaboradores
(1993) J. Immunol. 151: 2623; Padian (1991) Mol. Immunol.
28(4/5): 489-498; Studnicka y colaboradores (1994) Prot.
Engineer. 7(6): 805-814; Roguska y colaboradores, (1994) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 91: 969-973; Publicaciones PCT Nos. WO
91/09967: US98/16280; US96/18978; USS1/09630; US91/05939;
US94/01234; GB89/01334; GB91/01134; GB92/01755;
WO090/14443; W090/14424; y WO090/14430; Publicaciones de
Patente Europea Nos. EP 229246; EP 592,106; EP 519,596, y EP
2390,400; y las Patentes Norteamericanas Nos. 5,565,332;
5,723,323; 5,976,862; 5,824,514, 5,817,483; 5,814,476;
5,763,192; 5,723,323; 5,766,886; 5,714,352, 6,204,023;
6,180,370; 5,693,762; 5,530,101, 5,585,089; 5,225,539, vy
4,816,567, cada una de las cuales estd incorporada en la
presente por referencia, incluyendo las referencias citadas en la
presente.
B. Criterios para seleccionar los anticuerpos monoclonales
madre

Una modalidad de la invencién pertenece a seleccionar los

anticuerpos madre con por lo menos una o mas caracteristicas
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deseadas en la molécula de DVD-lg. En una modalidad la
caracteristica deseada se selecciona de uno o més parametros de
anticuerpo. En otra modalidad los pardmetros de anticuerpo se
seleccionan del grupo que consiste de especificidad de antigeno,
afinidad a antigeno, potencia, funcién biolégica, reconocimiento
de epitopo, estabilidad, solubilidad, eficacia de produccion,
inmunogenicidad, farmacocinética, biodisponibilidad, reactividad
cruzada de tejido, y unién a antigeno ortélogo.
B1. Afinidad a antigeno

La afinidad deseada de un mAb terapéutico puede depender
de la naturaleza del antigeno y del punto final terapéutico
deseada. En una modalidad, los anticuerpos monoclonales tienen
afinidades mas altas (Kd = 0.01-0.50 pM} al bloquear una
interaccion del receptor de citosina-citosina puesto que tales
interacciones son generalmente interacciones de alta afinidad
(por ejemplo, intervalos de <pM-<nM). En tales casos, la afinidad
de mAb para su objetivo debe ser igual a o mejor que la afinidad
de la citosina (ligando) para su receptor. Por otra parte, el mAb
con menos afinidad (intervalo de >nM) podria ser
terapéuticamente eficaz, por ejemplo, en la eliminacion de las
proteinas patégenas potencialmente circulantes, por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales a los cuales se une, secuestro, y
eliminacién de la especie circulante del amiloide AB. En otros
casos, la reduccién de la afinidad de un mAb de alta afinidad

existente por mutagénesis dirigida al sitio o0 usando un mAb con
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una afinidad mas baja para su objetivo se podria utilizar para
evitar los efectos secundarios potenciales, por ejemplo, un mAb
de alta afinidad puede secuestrar/neutralizar todo su objetivo
previsto, para de tal modo agotar/eliminar completamente las
funciones de la proteina objeto. En este panorama, un mAb de
afinidad baja puede secuestrarlnéutralizar una fraccién del
objetivo capaz ser responsable de los sintomas de enfermedad
(niveles patolégicos o sobre-producidos), permitiendo asi que una
fraccion del objetivo continde realizando sus funciones
fisiologicas normales. Por lo tanto, puede ser posible reducir la
Kd para ajustar la dosis y/o reducir los efectos secundarios. La
afinidad del mAb madre puede desempefiar una funcion sobre las
moléculas superficiales de célula de localizacién apropiada para
alcanzar el resultado terapéutico deseado. Por ejemplo, si un
objetivo se expresa en las células cancerosas con alta densidad vy
en las células normales con baja densidad, un mAb de afinidad
mas baja unird un mayor nimero de objetivos en las celulas
tumorales que las células normales, dando por resultado la
eliminacién de la célula tumoral via ADCC o CDC, y por lo tanto
puede tener efectos terapéuticos deseables. Asl, |la seleccion de
un mAb con afinidad deseada puede ser relevante para los
objetivos solubles y superficiales.

La sefnalizaciéon a través de un receptor durante la
interacciéon con su ligando puede depender de la afinidad de

interaccion del receptor-ligando. Similarmente, es concebible que
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la afinidad de un mAb para un receptor superficial podria
determinar la naturaieza de la sefalizacién intracelular y si el
mAb puede suministrar un agonista o una sefal antagonista. La
naturaleza basada en la afinidad de la sefalizacion mediada por
mAb puede tener un impacto de su perfil de efecte secundario.
Por lo tanto, la afinidad deseada y las funciones deseadas de los
anticuerpos monoclonales terapéuticos necesitan ser
determinadas cuidadosamente por la experimentacidon in vitro e in
vivo,

La Kd deseada de una proteina de unién (por ejempio, un
anticuerpo) se puede determinar experimentalmente dependiendo del
resultado terapéutico deseado. En una modalidad, se seleccionan los
anticuerpos madre con la afinidad (Kd) para un antigeno particular igual,
o mejor que, la afinidad deseada de DVD-Ig para el mismo antigeno. Los
anticuerpos madre para una molécula de DVD-Ilg dada pueden ser el
mismo anticuerpo o diferentes anticuerpos. La afinidad de union a
antigeno y la cinélica son determinadas por Biacore u otra técnica
similar. En una modalidad cada anticuerpo madre tiene una constante
disociacion (Kd) a su antigeno seleccionado del grupo que consiste de:
a lo sumo aproximadamente 107"M; a lo sumo aproximadamente 10°M; a
lo sumo aproximadamente 10°°M; a lo sumo aproximadamente 10'°M; a
lo sumo aproximadamente 10°''M; a lo sumo aproximadamente 10°"*M; y
a lo sumo 10°"*M. El primer anticuerpo madre, del cual se obtiene VD1, y
el segundo anticuerpo madre, del cual se obtiene VD2, puede tener una

afinidad similar o diferente (Kp) para el antigeno respectivo. Cada
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anticuerpo madre tiene una constante de indice de unién (K,.) para el
antigeno seleccionado de! grupo que consiste de: por lo menos
aproximadamente 102M's™"; por lo menos aproximadamente 10°M™'s™";
por lo menos aproximadamente 10*M''s™"; por lo menos
aproximadamente 10°M's’"; y por lo menos aproximadamente 10°M™'s™",
segun lo medido por la resonancia de plasmén superficial. El primer
anticuerpo madre, del cua! se obtiene VD1, y el segundo anticuerpo
madre, del cual VD2 se obtiene, puede tener una constante de indice de
union (K.,) similar o diferente para el antigeno respectivo. En una
modalidad, cada anticuerpo madre tiene una constante de indice de
desunién (K,i) para el antigeno seleccionado del grupo que consiste de:
a lo sumo aproximadamente 10°%s"": a lo sumo aproximadamente 107*s™";
a lo sumo aproximadamente 10°s™"; y a lo sumo aproximadamente 10°s’
', seglin lo medido por la resonancia de plasmoén superficial. E! primer
anticuerpo madre, del cual se obtiene VD1, y el segundo anticuerpo
madre, del cual se obtiene VD2, pueden tener una constante de indice
de desunidén (K.} simiiar o diferente para el antigeno respectivo.
B2, Potencia

La afinidad/potencia deseada de los anticuerpos monoclonales
madre dependerd de! resultado terapéutico deseado. Por ejemplo, para
las interacciones del receptor-ligando (R-L) la afinidad (kd) es igual o
mejor que la kd de R-L (intervalo de pM). Para la eliminacion simple de
una proteina circulante patolégica, la kd podia estar en el intervalo baja
de nM, por ejemplo, la eliminacién de varias especies del péptido A-B

circulante. Ademas, la kd también dependera de si el objetivo expresa
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multiples copias del mismo epitopo, por ejempio, un mAb dirigido a un
epitopo de conformacién en los cligémeros AB.

Donde VD1 y VD2 unen el mismo antigeno, pero diferentes
epitopos, la DVD-lg contendra cuatro sitios de uniéon para el mismo
antigeno, aumentando asi ta avidez y de tal modo la kd evidente de la
DVD-1g. En una modalidad, se eligen los anticuerpos madre con una kd
igual o mas baja que la deseada en la DVD-Ilg. Las consideraciones de
afinidad de un mAb madre pueden también depender sobre si la DVD-Ig
contiene cuatro o mas sitios de unién a antigeno idénticos {es decir, una
DVD-lg de un solo mAb). En este caso, la kd evidente seria mayor que
el mAb debido a la avidez. Tales DVD-lgs se pueden utilizar para
reticular el receptor superficial, aumentar la potencia de neutralizacion,
mejorar la eliminacion de las proteinas patologicas, etc.

En una modalidad, se seleccionan los anticuerpos madre con la
potencia de neutralizacidon para el antigeno especifico igual o mejor que
el potencial de neutralizacion deseado de la DVD-lg para el mismo
antigeno. La potencia de neutralizacién se puede determinar por un
analisis biologico dependiente de objetivo donde las ceélulas del tipo
apropiado producen una sefial mensurable (es decir, la proliferacion o
produccion de citosina) en respuesta al estimulo de objetivo, y la
neutralizacién de objetivo por el mAb puede reducir la sefial de una
manera dependiente de dosis.

B3. Funciones biolbgicas
Los anticuerpos monoclonales pueden realizar potencialmente varias

funciones. Algunas de estas funciones se enumeran en ia tabla 1. Estas
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funciones se pueden determinar por los analisis in vitro (por ejemplo,

analisis basado en células y bioquimicos) y los modelos animales in vivo.

Tabla 1. Algunas

anticuerpos terapéuticos

aplicaciones

potenciales para los

Objetivo (Clase)

Mecanismo de accidon

(objetivo)

Soluble (citosinas, otros)

Neutralizacidén de la actividad
(por ejemplo, una citosina),
Mejorar eliminacién (por
ejemplo, oligdmeros AR},
Aumentar ta vida media (por

ejemplo, GLP1)

Superficie celular (receptores,

otros)

Agonista (por ejemplo, GLP1 R;
EPQO R, etc.}, Antagonista (por
ejemplo, integrinas, etc.),

Citotéxico (CD 20; etc.)

Depbsitos de proteina

Mejorar la
eliminacién/degradacién (por
ejempio, placas AB, depdsitos

amiloides)

Los mAbs con distintas funciones descritas en los ejemplos

en la presente en la tabla 1 se pueden seleccionar para alcanzar

los resultados terapéuticos deseados. Dos o mas anticuerpos
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madre monoclonales seleccionados se pueden entonces utilizar
en el formato de DVD-Ilg para alcanzar dos funciones distintas en
una sola molécula de DVD-Ig. Por ejemplo, una DVD-Ig puede ser
generada seleccionando un mAb madre que neutraliza fa funcién
de una citosina especifica, y seleccionando un mAb madre que
mejore la eliminacién de una proteina patolégica. Similarmente,
dos anticuerpos madre monoclonales que reconocen dos
diferentes receptores de superficie celular se pueden seleccionar,
por ejemplo, un mAb con una funcién agonista en un receptor y el
otro mAb con una funcidon antagonista en un diferente receptor.
Estos dos anticuerpos monoclonales seleccionados, cada uno con
una funciéon distinta, se pueden utilizar para construir una sola
molécula de DVD-lg que poseerd las dos distintas funciones
(agonista y antagonista) de los anticuerpos monoclonales
seleccionados en una sola molécula. Similarmente, dos
anticuerpos monoclonales antagénicos a los receptores de
superficie celular, cada uno que bloquea la unién de los ligandos
de receptor respectivos (por ejemplo, EGF e IGF), se pueden
utilizar en un formato de DVD-Ig. Inversamente, un mAb anti-
receptor antagdnico (por ejemplo, anti-EGFR) y un mediador anti-
soluble neutralizante (por ejemplo, anti-IGFI/2)mAb se puede
seleccionar para hacer una DVD-Ig.
B4. Reconocimiento epitopo

Diferentes regiones de Ilas proteinas pueden realizar

diferentes funciones. Por ejemplo, las regiones especificas de
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una citosina interactuan con el receptor de citosina para causar la
activacion del receptor, mientras que otras regiones de la
proteina se pueden requerir para estabilizar la citosina. En este
caso se puede seleccionar un mAb que une especificamente a las
regiones de interaccién de receptor en la citosina y de tal modo
bloguear la interacciéon de citosina-receptor. En algunos casos,
por- ejemplo, pueden ser seleccionados ciertos receptores de
quimiocina que unen multiples ligandos, un mAb que une al
epitopo (regiéon en el receptor de quimiocina) que interactiua con
solamente un ligando. En otros c¢asos, los anticuerpos
monoclonales pueden unir a los epitopos en un objetivo que no
son directamente responsables de las funciones fisiolégicas de la
proteina, pero la unién de un mAb a estas regiones podria
interferir con las funciones fisioidégicas (obstaculo estérico) o
alterar |la conformacion de la proteina tal que la proteina no
pueda funcionar {mAb para los receptores con multiples ligandos
que alteran la conformacidon del receptor tal que ningun ligando
pueda unirse). Los anticuerpos monoclonales anti-citosina que no
bloquean la unién de citosina a su receptor, pero blogquean la
transduccion de sefal, también se han identificado (por ejemplo,
125-2H, un mAb anti-I1L-18).

Los ejemplos de funciones epitopos y mAb incluyen, pero no
se limitan a, bloquear la interaccién del receptor-ligando (R-L)
(mAb de neutralizacion que une el sitio de interacciéon R); por

ejemplo, obstaculo estérico que da por resultado la disminuido o
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ninguna unién a R. Un Ab puede unir el objetivo en un sitio
distinto de un sitio de unién a receptor, pero todavia interfiere
con la unién a receptor y las funciones del objetivo induciendo el
cambio de conformacién y funcién de eliminaciéon (por ejemplo,
Xolair), por ejemplo, unir a R pero bloquear de sefializacién (125-
2H).

En una modalidad, el mAb madre necesita dirigirse al
epitopo apropiado para una eficacia maxima. Tal epitopo se debe
conservar en la DVD-ig. El epitopo de uniéon de un mAb se puede
determinar por varios métodos, incluyendo la co-cristalografia,
protedlisis limitada del complejo de mAb-antigeno mas el trazado
de péptido espectrométrico de masa (Legros, V. y colaboradores
(2000) Protein Sci. 9: 1002-10), phage displayed peptide libraries
(O'Connor, K.H. y colaboradores {2005) J. Immuno!. Methods 299:
21-35), as well as mutagenesis (Wu C. y colaboradores (2003) J.
Immunol. 170:5571-7).

B5. Caracteristicas fisicoquimicas y farmacéuticas

El tratamiento terapéuticc con los anticuerpos requiere
frecuentemente la administracién de altas dosis, frecuentemente
varios mg/kg (debido a una potencia baja en una base de masa
como consecuencia de un peso molecular comunmente grande).
Para adaptar la conformidad del paciente y tratar adecuadamente
las terapias de enfermedad crénica y el tratamiento de paciente
no internado, es deseable la administracién subcutanea (s.c.) o

intramuscular {(i.m.) de los mAbs terapéuticos. Por ejemplo, el
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volumen deseable maximo para la administracién s.c. es de ~1.0
mi, y por lo tanto, las concentraciones de >100 mg/ml son
deseables para limitar el numero de inyecciones por dosis. En
una modalidad, el anticuerpo terapéutico se administra en una
dosis. El desarrollo de tales formulaciones es limitado, sin
embargo, por las interacciones de proteina-proteina {(por ejemplo,
la agregacién, que potencialmente aumenta los riesgos de
inmunogenicidad) y por limitaciones durante el procesamiento vy
suministro (por ejemplo, viscosidad)}. Por lo tanto, las grandes
cantidades requeridas para la eficacia <clinica y las
preocupaciones de desarrcllo asociadas limitan la explotacion
completa del potencial de la formulacién de anticuerpo y la
administracién s.c. en regimenes de dosis alta. Es evidente que
las caracteristicas fisicoquimicas y farmacéuticas de wuna
molécula de proteina y la solucion de protelna son de importancia
extrema, por ejemplo, las caracteristicas de estabilidad,
solubilidad y viscasidad.
B5.1 Estabilidad

Una formulacion de anticuerpo “estable™ es una en la cual el
anticuerpo en la misma conserva esencialmente su estabilidad
fisica y/o estabilidad quimica y/o actividad biclégica durante el
almacenamiento. La estabilidad se puede medir a una
temperatura seleccionada durante un periodo seleccionado. En
una modalidad, el anticuerpo en la formulacion es estable a

temperatura ambiente (aproximadamente 30°C) o a 40°C durante
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por lo menos 1 mes y/o estable a aproximadamente 2-8°C durante
por lo menos 1 afio, tal como durante por lo menos 2 afos.
Ademas, en una modalidad, la formulacién es estable después de
congelamiento (a, por ejemplo, -70°C) y descongelamiento de la
formulacién, mas abajo referide como un “ciclo de
congelamiento/descaongelamiento”. En otro ejemplo, una
formulacion “estable” puede ser una en donde menos de
aproximadamente 10% y menos de aproximadamente 5% de la
proteina esta presente como agregado en la formulacion.

Es deseable una DVD-Ig que es estable in vitro a varias
temperaturas durante un periodo proiongado. Se puede alcanzar
esto por el analisis rapido de los mAbs madre que son estables in
vitro a temperatura elevada, por ejemplo, a 40°C durante 2-4
semanas, y después determinando la estabilidad. Durante
almacenamiento a 2-8°C, la proteina revela la estabilidad durante
por lo menos 12 meses, por ejemplo, durante por lo menos 24
meses. La estabilidad (% de molécula monomérica intacta) se
puede determinar usando varias técnicas, tal como cromatografia
de intercambio catiénico, cromatografia de exclusién de tamaifo,
SDS-PAGE, asi como la prueba de bioactividad. Para una lista
mas comprensiva de las técnicas analiticas que se pueden utilizar
para analizar las modificaciones covalentes y de conformacion
favor de ver Jones, A. J. 8. (1993) Analytical methods for the
assessment of protein formulations and delivery systems. En:

Formulation and delivery of peptides and proteins, Cleland and
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Langer, eds. 1st edition, ACS, Washington, pg. 22-45; y
Pearlman, R, and Nguyen, T. H. (1990) Analysis of protein drugs.
En: Peptide and protein drug delivery, Lee, ed. 1st edition, Marcel
Dekker, Inc., New York, pg. 247-301.

Heterogeneidad y formacién de agregado: La estabilidad
del anticuerpo puede ser tal que la formulacion pueda revelar
menos que aproximadamente 10%, tal como menos de
aproximadamente 5%, tal como menos de aproximadamente 2%, o
dentro del intervalo de 0.5% a 1.5% o menos en el material del
anticuerpo de GMP que estid presente como agregado. La
cromatografia de exciusién de tamafio es un método que es
sensible, reproductivo, y muy robusto en la deteccion de
agregados de proteina.

Ademas de niveles bajos de agregado, el anticuerpo debe,
en ung mod_alidad. ser quimicamente estable. La estabilidad
quimica se puede determinar por la cromatografia de intercambio
iénico (por ejemplo cromatografia de intercambio catibénico o
aniénico), la cromatografifa de interaccion hidrofébica, u otros
métodos, tal como concentracién isoeléctrica o electroforesis
capilar. Por ejemplo, la estabilidad quimica del anticuerpo puede
ser tal que después de almacenamiento durante por lo menos 12
meses a 2-8°C el pico que representa el anticuerpo sin modificar
en una cromatografia de intercambio catiénico puede aumentar no
mas de 20%, tal como no mas de 10%, o no mas de 5% con

respecto a la solucion de anticuerpo antes de la prueba de
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almacenamiento.

En una modalidad, los anticuerpos madre exhiben una
integridad estructural; formacioén correcta del enlace de disulfuro,
y plegamiento correcto. La inestabilidad quimica debido a los
cambios de la estructura secundaria o terciaria de un anticuerpo
puede afectar la actividad del anticuerpo. Por ejemplo, la
estabilidad, segun lo indicado por !a actividad del anticuerpo,
puede ser tal que, después de almacenamiento durante por lo
menos 12 meses a 2-8°C, la actividad del anticuerpo puede
disminuir no mas de 50%, tal como no mas de 30%, no mas de
10%, o no mas de 5% o 1% con respecto a la solucién de
anticuerpo antes de la prueba de almacenamiento. Los analisis de
unién a antigeno convenientes se pueden utilizar para determinar
ia actividad de anticuerpo.

B5.2, Solubilidad

La “solubilidad” de un mAb se correlaciona con la
produccién de 1gG monomérico plegado correctamente. La
solubilidad de 1gG se puede, por lo tanto, determinar por HPLC.
Por ejemplo, el 1gG (monomérico) soluble darad lugar a un solo
pico en el cromatégrafo de HPLC, mientras que es insoluble (por
ejemplo, multimérico y agregado) dara lugar a una pluralidad de
picos. Un experto en la técnica, por lo tanto, podra detectar un
aumento o disminucion de la solubilidad de un 1gG usando las
técnicas de HPLC rutinarias. Para una lista mas comprensiva de

técnicas analiticas que se pueden'utilizar para analizar la
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solubilidad, ver Jones, A. G. Dep. Chem. Biochem. Eng., Univ.
Coll. London, London, UK. Editores: Shamlou, P. Ayazi. Process.
Solid-Lig. Suspensions (1993), 93-117. Casa editora: Butterworth-
Heinemann, Oxford, UK; y Pearlman and Nguyen (1990) Advances
in Parenteral Sciences, 4 (Pept. Protein Drug Delivery), 247-301).
La solubilidad de un mAb terapéutico es critica para formular a la
alta concentracién requerida frecuentemente para la dosificacion
adecuada. Segun lo descrito en la presente, las solubilidades de
>100 mg/ml se pueden requerir para adaptar la dosificacion
eficiente del anticuerpo. Por ejemplo, la solubilidad de anticuerpo
puede ser de no menos de aproximadamente 5 mg/ml en la fase
de investigacién temprana, tal como no menos de
aproximadamente 25 mg/ml en etapas de ciencia de proceso
avanzadas, tal como no menos de aproximadamente 100 mg/ml, o
no menos de aproximadamente 150 mg/ml. Es obvio para un
experto en la técnica que las caracteristicas intrinsecas de una
moiécula de proteina son importantes, las caracteristicas
fisicoquimicas de la solucién de proteina, por ejemplo,
estabilidad, solubilidad, viscosidad. Sin embargo, un experto en
la técnica apreciara que exista una variedad amplia de
excipientes que se pueden utilizar como aditivos para afectar
benéficamente las caracteristicas de la formulacién de proteina
final. Estos excipientes pueden incluir: (i) solventes liquidos,
cosolventes (por ejemplo, alcoholes, tal como etanol); (ii)

neutralizantes (por ejemplo, fosfato, acetato, citrato, vy
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amortiguadores de aminocacido); (iii}) azucares o alcoholes de
azucar (por ejemplo, sucrosa, trehalosa, fructosa, rafinosa,
manitol, sorbitol, y dextranos); (iv}) tensioactivos (por ejemplo,
polisorbato 20, 40, 60, y 80, y poloxameros); (v) modificadores de
isotonicidad (por ejemplo, sales, tal como NaCl, azucares, ¥
alcoholes de azucar); y (vi} otros (por ejemplo, conservadores,
agentes quelantes, antioxidantes, sustar:lcias quelatantes (por
ejemplo, EDTA), polimeros biodegradables, y moléculas
portadoras (por ejemplo, HAS, y PEG).

La viscosidad es un parametro de la alta importancia con
respecto a la fabricaciéon del anticuerpo y procesamiento de
anticuerpo (por ejemplo, diafiltracion/ultrafiltracién), procesos de
acabado de relleno (aspectos de bombeo, aspectos de filtracion} y
aspectos de suministro (capacidad de inyeccién, suministro de
dispositivo sofisticado). Las viscosidades bajas permiten Ila
soluciéon liquida del anticuerpo que tiene una concentracion mas
alta. Esto permite que la misma dosis se pueda administrar en
volaimenes mas pequefios. Los peguefios volimenes de inyeccién
son inherentes para la ventaja de un dolor mas bajo sobre las
sensaciones de inyeccién, y las soluciones no necesariamente
tienen que ser isoténicas para reducir dolor durante la inyeccién
en el paciente. La viscosidad de la solucién de anticuerpo puede
ser tal que, a las velocidades de corte de 100 (1/s), la viscosidad
de la solucion de anticuerpo esta por debajo de 200 mPaQOs, tal

como por de bajo de 125 mPalls, tal como por debajo de 70
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mPaOs, tal como por debajo de 25 mPals, o incluso por debajo
de 10 mPaCs.
B5.3. Eficacia de produccibn

La generaciéon de una DVD-lg que se expresa eficientemente
en las células mamiferas, tal como células ovaricas de hamster
chino (CHOQO), en una modalidad requerira dos anticuerpos madre
monoclonales, que son, por sl mismos, expresados eficientemente
en las células mamiferas. El rendimiento de producciéon de una
linea mamifera estable (es decir, CHO) debe estar por encima de
aproximadamente 0.5 a/l, tal como por encima de
aproximadamente 1 g/l, por ejemplo en el intervalo de
aproximadamente 2-5 g/l o méas (Kipriyanov, S. M and Little M.
(1999) Mol. Biotechno!. 12: 173-201; Carroll, S. and Al-Rubeai, M.
(2004) Expert. Opin. Biol. Ther. 4. 1821-9).

La produccion de los anticuerpos y proteinas de fusién de g
en las células mamiferas es afectada por varios factores. EI
disefio del vector de expresién via la incorporacion de
promotores, reforzadores y marcadores de seleccion potentes
puede maximizar |la transcripcién del gen de interés de una copia
de vector integrada. La identificacion de los sitios de integracion
de vector que son permisivos para los niveles altos de
transcripcién de gene puede aumentar la expresién de proteina de
un vector (Wurm y colaboradores (2004) Nature Biotechnol.
22(11): 1393-1398). Ademas, los niveles de produccion son

afectados por la relacién de las cadenas pesadas y ligeras del

18|



15

20

25

147

anticuerpo y varias etapas en el proceso de montaje y secrecion
de proteina (Jiang y colaboradores (2006) Biotechnol. Prog.
22(1): 313-8).
B6. Inmunogenicidad

La administracién de un mAb terapéutico puede dar lugar a
cierta incidencia de una inmunorespuesta (es decir, la formacion
de anticuerpos enddégenos dirigidos contra el mAb terapéutico).
Los elementos potenciales que pudieron inducir la
inmunogenicidad se deben analizar durante la seleccion de los
anticuerpos monoclonales madre, y las etapas para reducir tal
riesgo se pueden realizar para optimizar los anticuerpos
monoclonales madre antes de la construccién de DVD-lg. Los
anticuerpos derivados de raton se han encontrado como muy
inmunogénicos en los pacientes. La generacion de anticuerpos
quiméricos compuestos de las regiones variables de raton y
regiones constantes humanas, presenta una siguiente etapa
l6gica para reducir la inmunogenicidad de los anticuerpos
terapéuticos. Alternativamente, la inmunogenicidad se puede
reducir transfiriendo las secuencias de CDR de murino a una
estructura de anticuerpo humana (remodelado/injerto a
CDR/humanizacion), segun lo descrito para un anticuerpo
terapéutico por Riechmann y colaboradores (1988) Nature 332:
323-327. Otro método es referido como “revestimiento” o
“recubrimiento”, comenzando con los dominios de cadena ligera y

cadena pesada, s6lo los aminoacidos de estructura accesibles por
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superficie se alteran para los humanos, mientras que las CDR vy
aminoacidos insertados permanecen en el anticuerpo madre de
roedor (Roguska y colaboradores (1996) Prot. Engineer 9: 895-
904). En otro tipo de humanizacion, en lugar de injertar las CDRs
enteras, una técnica injerta solamente las ‘“region de
determinacion de especificidad” {(SDR, por sus siglas en inglés),
definidas como el subconjunto de residuos de CDR gue estan
implicados en la uniéon del anticuerpo a su objetivo (Kashmiri y
colaboradores (2005) Methods 36(1): 25-34). Esto hace necesaria
la identificacion de las SDRs a través del andalisis de las
estructuras tridimensionales disponibles de los complejos de
anticuerpo-objetivo o analisis de mutacién de los residuos de
CDR de anticuerpo para determinar cuales interactian con el
objetivo. Alternativamente, los anticuerpos completamente
humanos pudieroﬁ haber reducido la inmunogenicidad comparada
a los anticuerpos de murino, quiméricos o humanizados.

Otro método para reducir la inmunogenicidad de los
anticuerpos terapéuticos es la eliminacién de ciertas secuencias
especificas que se predicen como inmunogenéticas. En wun
método, después de que una primera generacion biologica se
haya probado en humanos y se haya encontrado como inaceptable
de manera inmunogenética, los epitopos de células B se pueden
trazar y después alterar para evitar la deteccién inmune. Otro
método utiliza fos métodos para predecir y eliminar los epitopos

de c¢élulas T potenciales. Los métodos de cémputo se han
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desarrollado para explorar e identificar las secuencias de péptido
de terapéuticos bioldgicos con el potencial de unir a las proteinas
de MHC (Desmet y colaboradores (2005) Proteins 58: 53-69).
Alternativamente, un método basado en células dendriticas
humanas se puede utilizar para identificar los epitopos de células
T de CD4' en los alérgenos de proteina potenciales (Stickler y
colaboradores (2005); S.L. Morrison and J. Schlom, Important
Adv. Oncol. (1990), pp. 3-18; Riechaman, L., Clark, M. Waldmann,
H. and Winter, G. “Reshaping human antibodies for therapy".
Nature Nature 332: 323-327; Roguska y colaboradores (1996).
Una comparacion de dos mAbs murinos humanizados por el
injerto de CDR vy recubrimiento de dominio variable. Protein
Engineer. 9: 895-904; Kashmiri y colaboradores (2005) Methods
36(1): 25-34; Desmet y colaboradores (2005) Proteins 58: 53-69;
y Stickler y colaboradores (2000) J. Immunatherapy 23: 654-60.)
B7. Eficacia in vivo

Para generar una molécula de DVD-Ig con eficacia in vivo
deseada, es importante generar y seleccionar los mAbs con la
eficacia in vivo similarmente deseada cuando se dan en
combinacién. Sin embargo, ocasionalmente la DVD-lg puede
exhibir la eficacia in vivoe que no se puede alcanzar con la
combinacién de dos mAbs separados. Por ejemplo, una DVD-Ig
puede llevar dos objetivos en gran proximidad lo cual conduce a
una actividad que no se puede alcanzar con la combinacion de

dos mAbs separados. Las funciones bioldgicas deseables
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adicionales se describen en |la presente en la seccidn B3. Los
anticuerpos madre con las caracteristicas deseables en la
molécula de DVD-Ig se pueden seleccionar basada en los factores
tal como farmacocinética t1/2; distribucién de tejido; solubilidad
contra objetivos de superficie de célula; y concentraciéon de
objetivo-solubilidad/densidad-superficie.
B8. Distribucién de tejido in vivo

Para generar una molécula de DVD-lg con la distribucion de
tejido in vivo deseada, en una modalidad, deben ser
seleccionados los m_Abs madre con el perfil de distribucion de
tejido in vivo deseado similar. A este respecto, los mAbs madre
pueden ser el mismo anticuerpo o diferentes anticuerpos.
Alternativamente, basado en el mecanismo de estrategia de
localizacién especifica dual, en otras ocasiones no puede ser
requerido para seleccionar los mAbs madre con la distribucién de
tejido in  vivo similarmente deseada cuando se dan en
combinacién (por ejemplo, en el caso de una DVD-Ig en donde el
componente de unién dirige la DVD-Ig a un sitio especifico para
de tal modo llevar el segundo componente de unién al mismo sitio
objetivo). Por ejemplo, una especificidad de unién de una DVD-Ig
podria dirigirse al pancreas (células islote) y la otra especificidad
podria llevar a GLP1 al pancreas para inducir la insulfina.
BY9. Isotipo

Para generar una molécula de DVD-lg con las

caracteristicas deseadas que incluyen, pero sin limitarse a,
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isotipo, funciones efectoras, y la vida media de circulaciéon, en
una modalidad, se seleccionan los mAbs madre con las funciones
efectoras de Fc apropiadas dependiendo de la utilidad terapéutica
y el punto final terapéutico deseado. Los mAbs madre pueden ser
el mismo anticuerpo o diferentes anticuerpos. Existen cinco
clases o isotipos principales de cadena pesada, algunas de las
cuales tienen varios subtipos, y éstos determinan las funciones
efectoras de una molécula de anticuerpo. Estas funciones
efectoras residen en la regién bisagra, los dominios CH2 y CH3
de la molécula de anticuerpo. Sin embargo, los residuos en otras
partes de una molécula de anticuerpo pueden también tener
efectos sobre las funciones efectoras. Las funciones efectoras de
Fc de la regién bisagra incluyen: (i) la citotoxicidad celular con
dependencia de los anticuerpos, (ii) unién de complemento (C1q),
activacién y citotoxicidad dependiente de complemento, (iii)
fagocitosis/eliminacion de los complejos de antigeno-anticuerpo,
y (iv) liberacién de citosina en algunos casos. Estas funciones
efectoras de Fc de una molécula de anticuerpo se median a
través de la interaccién de la regién Fc con un conjunto de
receptores de superficie de célula especificos a la clase. Los
anticuerpos del isotipo de |lgG1 son los mas activos, mientras que
igG2 e I1gG4 tienen una funcién minima o ninguna funcién
efectora. Las funciones efectoras de los anticuerpos IgG se
median a través de las interacciones con tres tipos (y subtipos)

de receptor Fc celulares estructuralmente homélogos (FcgRI,
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FegRIl y FcgRIIlIY. E.stas funciones efectoras de un IgG1 pueden
ser eliminadas mutando los residuos de aminoacido especificos
en la regién bisagra mas baja (por ejemplo, L234A, L235A) que se
requieren para la unién de Fe¢gR y C1g. Los residuos de
aminoacido en la region Fc¢, particularmente los dominios CH2-
CH3, también determinan la vida media en circulacion de la
molécula de anticuerpo. Esta funcién de Fc se media a través de
la union de la reqgién Fc al receptor Fc neonatal (FcRn), que es
responsable de reciclar las moléculas de anticuerpo de los
lisosomas acidos de regreso a la circulacion general.

Si un mAb debe tener un isotipo activo o inactivo dependera
del punto final terapéutico deseada para un anticuerpo. Algunos
ejemplos del uso de los isotipos y resultado terapéutico deseado
son mencionados a continuacion:

a) si el punto final deseado es la neutralizacién funcional
de una citosina soluble, entonces un isotipo inactivo puede ser
utilizado;

b) si el resultado deseado es la efiminacién de una
proteina patolégica, un isotipo activo puede ser utilizado;

c) si el resultado deseado es la eliminacion de los
agregados de proteina, un isotipo activo puede ser utilizado;

d) si el resultado deseado es antagonizar un receptor
superficial, se utiliza un isotipo inactivo (Tysabri, 1gG4; OKT3,
lgG1 mutado);

e) si el resultado deseado es eliminar las células de
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objetivo, se utiliza un isotipo activo (Herceptina, 19G1 (y con las
funciones efectoras mejoradas); y

f) si el resultado deseado es eliminar las proteinas de [a
circulacién sin ingresar al CNS, un isotipo de IgM puede ser
utilizado (por ejemplo, eliminando la especie de péptido Ab de la
circulacidn).

Las funciones efectoras de Fc de un mAb madre se pueden
determinar por varios métodos in vitro bien conocidos en la
técnica.

Segin lo discutido, la seleccion del isotipo, y de tal modo
las funciones efectoras dependeran del punto final terapéutico
deseado. En casos donde se desee la neutralizacién simple de un
objetivo circulante, por ejemplo, bloqueando las interacciones de
receptor-ligando, las funciones efectoras pueden no ser
requeridas. En tales casos, son deseables los isotipos o
mutaciones en la regiéon Fc de un anticuerpo que eliminan las
funciones efectoras. En otros casos, donde la eliminacién de las
células objetivo es el punto final terapéutico, por ejemplo, la
eliminacion de las células tumorales, son deseables los isotipos o
mutaciones o desfucosilacién en la regién Fc que mejoran las
funciones efectoras (Presta, G. L. (2006) Adv. Drug Deliv. Rev.
58:640-656 y Satoh, M. y colaboradores {2008) Expert Opin. Biol.
Ther. 6: 1161-1173). Similarmente, dependiendo de la utilidad
terapéutica, la vida media en circulacién de una molécula de

anticuerpo puede ser reducida/prolongada modulande las
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interacciones del anticuerpo-FcRn introduciendo las mutaciones
especificas en la regiédn Fc (Dall' Acqua, W.F. y colaboradores
(2006) J. Biol. Chem. 281: 23514-23524; Petkova, S.B. (2006) y
colaboradores, Internal immunol. 18:1759-1769; Vaccaro, C. ¥y
colaboradores (2007) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103:. 18709-
18714).

La informacién publicada con respecto a varios residuos que
afectan las diferentes funciones efectoras de un mAb terapéutico
normal puede necesitar ser confirmada para DVD-lg. Puede ser
posible que en un formato de DVD-lg adicional los residuos de
regién Fc del (diferentes), distintos de los identificados para la
modulacién de las funciones efectoras del anticuerpo monoclonal,
puedan ser importantes.

En conclusion, la decisién en cuanto a cuales funciones
efectoras de Fc (isotipo) son criticas en el formato final de DVD-
lg dependerd de la indicacion de enfermedad, objetivo
terapéutico, y punto final terapéutico deseado y consideraciones
de seguridad. A continuacién se enumeran Jlas regiones
constantes de cadena pesada y cadena ligera apropiadas

ejemplares que incluyen, pero no se limitan a:

0 1gG1 - alotipo: Gimz
o IgG1 mutante - A234, A23
o lgG2 - alotipo: G2m(n-)

a Kappa - Km3

o Lambda

%
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Estudios de receptor de Fc y C1q: La posibilidad de la
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
indeseada (ADCC, por sus siglas en inglés) y la citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC) por la formacién de complejo
del anticuerpo con cualquier objetivo sobre-expresado en las
membranas celulares se puede abrogar mediante |las mutaciones
de region bisagra (por ejemplo, L234A, L235A). Se espera que
estos aminoacidos sustituidos, presentes en la regién bisagra
lgG1 de mADb, den lugar a la union disminuida del mAb a los
receptores de Fc humanos (pero no a FcRn), puesto que ia union
de FcgR se piensa que ocurra dentro de los sitios traslapados en
la region bisagra de IgG1. Esta caracteristica del mAb puede
llevar a un perfil de seguridad mejorado con respecto a los
anticuerpos que contienen un IgG de tipo natural. La unién del
mAb a los receptores de Fc humanos se puede determinar por los
experimentos de citometria de flujo usando las lineas de células
(por ejemplo, THP-1, K562) y una linea de células CHO disefiada
que exprese el FcgRIIb (u otro FcgRs). Comparado con los
anticuerpos monoclonales de control de IgG1, mAb mostré reducir
la union a FcgRI y FcgRlila, mientras que la unién a FcgRIIb esta
sin afectar. La unién y activacien de C1qg por los complejos
inmunes de antigeno/lgG acciona la cascada de complemento
clasica con respuestas inflamatorias e inmunoreguladoras
consiguientes. El sitio de unién de C1g en |gGs se ha localizado

en los residuos dentro de la regioén bisagra de IgG. La unién a
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C1q a concentraciones cada vez mayores de mAb fue determinada
por ELISA de C1q. Los resultados muestran que el mAb no puede
unir a C1q, segln lo esperado cuando fue comparado con la unién
de un |gG1 natural. En conclusiéon, la mutacién de region bisagra
L234A, L235A suprime la union del mAb a FcgRI, FcgRlila y Cig
pero no afecta la interaccion del mAb con FcgRIIb. Estos datos
sugieren que el mAb in vivo con Fc¢ mutante interactua
normalmente con FegRIlb inhibitorio pero probablemente no podra
interactuar con los receptores de activacién FcgRIl y FcgRlla o
C1q.

Unién de FcRn humano: E| receptor neonatal (FcRn) es
responsable de! transporte de IgG a través de la placenta y del
control de la vida media catabdlica de las moléculas de IgG.
Puede ser que sea deseable aumentar la vida media terminal de
un anticuerpo para mejorar la eficacia, reducir la dosis o
frecuencia de la administracién, o mejorar la localizacion en el
objetivo. Alternativamente, puede ser que sea ventajoso hacer lo
contrario, que es disminuir la vida media terminal de un
anticuerpo para reducir la exposicion del cuerpo entero o mejorar
las relaciones de unién del objetivo a no objetivo. Adapta la
interaccion entre 1IgG vy su receptor de recuperacién, FcRn, ofrece
una manera de aumentar o disminuir la vida media terminal de
IlgG. Las proteinas en la circulacién, que incluyen IgG, son
tomadas en la fase fluida a través de la macropinocitosis por

ciertas células, tal como las del endotelio vascular. 1gG puede
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unir FcRn en los endosomas bajo condiciones ligeramente acidas
(pH 6.0-6.5) v puede reciclar a la superficie celular, donde se
libera bajo condiciones casi neutrales (pH 7.0-7.4). El trazado del
sitio de unién de regién Fc en FcRn80, 16, 17 mostré que dos
residuos de histidina que se conservan a través de la especie,
His310 e His435, son responsables de |la dependencia de! pH de
esta interaccién. Usando la tecnologia de expresién en fago, fue
identificada una mutacién de la regién Fc de ratdén que aumenta la
unién a FcRn y prolonga la vida media de 1gG de ratén (ver
Victor, G. y colaboradores {(1997) Nature Bicotechnol, 15(7): 637-
640). Las mutaciones de |la region Fc que aumentan la afinidad de
uniéon de IgG humano para FcRn a pH 6.0, pero no a pH 7.4,
también se han identificado (ver Dall' Acqua, William F., vy
colaboradores (2002) J. Immunol. 169(9): 5171-80). Por otra
parte, en un caso, un aumento dependiente de pH similar en la
unién (hasta 27 veces) también fue observado para el FcRn de
mono Rhesus, y éste dio lugar a un aumento de dos veces de la
vida media del suero en los monos Rhesus comparado con IgG
madre (ver Hinton, Paul R. y colaboradores (2004) J. Biol. Chem.
279(8): 6213-6216). Estos resultados indican que es factible
prolongar la vida media del plasma de los terapéuticos de
anticuerpo adaptando la interaccién de la regién Fc con FcRn. Por
el contrario, las mutaciones de la regién Fc que atenudan la
interaccién con FcRn pueden reducir la vida media del anticuerpo.

B10. Farmacocinética (PK):

AT~
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Para generar una molécula de DVD-lg con el perfil
farmacocinético deseado, en una modalidad, se seleccionan los
mAbs madre con el perfil farmacocinético similarmente deseado.
Una consideracién es que la respuesta inmunogénica a los
anticuerpos monoclonales (es decir, HAHA, respuesta de
anticuerpo anti-humano humano; HACA, respuesta de anticuerpo
anti-quimérico humano) complica adicionalmente la
farmacocinética de estos agentes terapéuticos. En una modalidad,
los anticuerpos monoclonales con minima 0 ninguna
inmunogenicidad se utilizan para construir las moléculas de DVD-
lg, tal que las DVD-Igs resultantes también tengan minima o
ninguna inmunogenicidad. Algunos de los factores que determinan
la PK de un mAb incluyen, pero no se limitan a, caracteristicas
intrinsecas del mAb (secuencia de aminoédcido de VH),
inmunogenicidad, unién de FcRn, y funciones de Fc.

El perfil de PK de los anticuerpos monoclonales madre
seleccionados se puede determinar fécilmente en los roedores
mientras que el perfil de PK en los roedores se correlaciona bien
con (o predice estrechamente) el perfil de PK de los anticuerpos
monoclonales en monos Cinomolgus y humanos. El perfil de PK
se determina segin lo descrito en la seccion 1.2.2.3.A. del
ejemplo.

Después de que se seleccionen los anticuerpos
monoclonales madre con las caracteristicas de PK deseadas (y

otras caracteristicas funcionales deseadas segun lo discutido en
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la presente), se construye la DVD-lg. Puesto que las moléculas
de DVD-lg contienen dos dominios de unién a antigeno de dos
anticuerpos monoclonales madre, las caracteristicas de PK de la
DVD-lg también se determinan. Por lo tanto, mientras se
determinan las caracteristicas de PK de la DVD-Ilg, los analisis de
PK pueden ser utilizados para determinar el perfil de PK basado
en la funcionalidad de ambos dominios de unién a antigeno
derivados de los dos anticuerpos monoclonaies madre. El perfil
de PK de una DVD-Ig se puede determinar segn lo descrito en el
ejemplo 1.2.2.3.A. Los factores adicionales capaz de afectar el
perfil de PK de DVD-Ilg incluyen la orientacién del dominio (CDR),
tamafo de enlace, e interacciones de unién a antigeno de
Fc/FeRn. Las caracteristicas de PK de los anticuerpos madre
pueden ser evaluadas determinando los siguientes parametros:
absorcion, distribucidn, metabolismo, y excrecién.

Absorcién: Hasta la fecha, la administracion de anticuerpos
monocionales terapéuticos es via las rutas parenterales (por
ejemplo, intravenosa (1V), subcutanea (SC), o intramuscular (IM)).
La absorcién de un mAb en la circulacién sistéemica después de |la
administracion SC o IM del espacio intersticial es principalmente
a través de la ruta linfatica. La degradaciéon saturable,
presistémica, proteolitica puede dar lugar a la biodisponibilidad
absoluta variable después de la administracién extravascular.
Generalmente, los aumentos de la biodisponibilidad absoluta con

el aumento de las dosis de anticuerpos monoclonales pueden ser
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observados debido a la capacidad proteolitica saturada a dosis
mas altas. El proceso de absorciéon para un mAb es por 1o general
absolutamente lento puesto que el fluido linfatico se drena
lentamente en el sistema vascular, y la vida media de Ila
absorcién puede ocurrir durante horas a varios dias. La
biodisponibilidad absoluta de Ios anticuerpos monocionales
después de la administraciéon SC oscila generalmente de 50% a
100%.

Distribucién: Después de la administracion IV, los
anticuerpos monoclonales siguen generalmente un perfil de
concentracién-tiempo en suero (o plasma) bifasico, comenzando
con una fase de distribuciéon rapida, seguida por una fase de
eliminacién lenta. Un mejor modelo farmacocinético biexponencial
describe generalmente esta clase de perfil farmacocinético. El
volumen de distribucion en el compartimiento central (Vc¢) para un
mAb es generalmente igual o ligeramente mas grande que el
volumen de plasma (2-3 litros). Un patrén bifasico distinto en el
perfil de concentracién en suero (plasma) contra el tiempo puede
no ser evidente a través de otras rutas de administracion
parenterales, tal como IM o SC, debido a que la fase de
distribucion de la curva de concentracion en suero (plasma)-
tiempo es enmascarada por la porciéon de absorcién larga. Muchos
factores, incluyendo las caracteristicas fisicoquimicas, absorcion
mediada por el receptor especifico a sitio y orientado al objetivo,

capacidad de union de tejido, y la dosis de mAb puede afectar la
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biodistribucion de un mAb. Aigunos de estos factores pueden
contribuir a 1a ausencia de linealidad en la biodistribucién para un
mADb.

Metabolismo y excrecion: Debido al tamafio molecular, los
anticuerpos monoclonales intactos no se excretan en [a orina via
el rifidn. Son desactivados principalmente por el metabolismo (por
ejemplo, catabolismo). Para los anticuerpos monoclonales
terapéuticos basados en IgG, la vida media oscila comunmente de
algunas horas o 1-2 dias a 20 dias. La eliminacion de un mAb se
puede afectar por muchos factores, que incluyen, pero sin
limitarse a, afinidad para el receptor FcRn, inmunogenicidad de
mAb, grado de glicosilacién de mAb, susceptibilidad de mAb a la
protedlisis, y eliminacion mediada por receptor.

B11. Patrén de reactividad cruzada de tejido en especies
humanas y tox

Et patrén de coloracion idéntico sugiere que la toxicidad
humana potencial se puede evaluar en especie tox. Las especies
tox son aquellos animales en donde se estudia [a toxicidad sin
relacion.

Los anticuerpos individuales se seleccionan para cumplir
dos criterios: (1) coloracién de tejido apropiada para la expresidn
conocida del objetivo de anticuerpo y (2) patréon de coloracion
similar entre los tejidos de las especies humanas y tox del mismo

érgano.

Criterio 1: Las inmunizaciones y/o selecciones de
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anticuerpo utilizan comunmente los antigenos recombinantes o
sintetizados (proteinas, carbohidratos u otras moléculas). La
unién a la contraparte natural y el analisis contrario contra los
antigenos sin relacion es frecuentemente parte del enfoque de
analisis de los anticuerpos terapéuticos. Sin embargo, el analisis
contra una pluralidad de antigenos es frecuentemente poco
practico. Por lo tanto, los estudios de reactividad cruzada de
tejido con los tejidos humanos de todos los 6rganos importantes
sirven para eliminar la uniéon indeseada del anticuerpo a cualquier
antigeno sin relaciéon.

Criterio 2: Los estudios comparativos de la reactividad
cruzada de tejido con los tejidos de la especie humana y tox
(mono Cinomolgus, perro, posiblemente roedores y otros, los
mismos 36 o 37 tejidos son probados como en el estudio humano}
ayudan a validar la seleccién de una especie tox. En la
reactividad cruzada de tejido comun, los estudios en los
anticuerpos terapéuticos de secciones de tejido congeladas
pueden demostrar la unién prevista al antigeno conocido y/o una
unién de menor grado a los tejidos basado en las interacciones de
nivel bajo (unién no especifica, unién de nivel bajo a los
antigenos similares, interacciones basadas en la carga de bajo
nivel, etc.). En cualquier caso, la especie animal de toxicologia
mas relevante es aquella con el grado mas alto de coincidencia
de unién al tejide humano y animal.

Los estudios de reactividad cruzada de tejido siguen las
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pautas reguladoras apropiadas incluyendo la EC CPMP Guideline
111/5271/94 "Production and quality control of mAbs" y la 1897
U.S. FDA/CBER "Points to Consider in the Manufacture and
Testing of Monoclonal Antibody Products for Human Use". Las
criosecciones (5 pm) de los tejidos humanos obtenidos en la
autopsia o biopsia fueron fijadas y secadas sobre el lente de
objeto. La coloracién con peroxidasa de las secciones de tejido
fue realizada, usando el sistema de avidina-biotina (FDA's
Guidance "Points to Consider in the Manufacture and Testing of
Monoclonal Antibody Products for Human Use.) La referencias
relevantes incluyen Clarke J 2004, Boon L. 2002%,, Boon L 2002b,
Ryan A. 1998

Los estudios de reactividad cruzada de tejido se hacen
frecuentemente en dos etapas, en donde la primera fase incluye
las criosecciones de 32 tejidos (comdnmente: glandula
suprarrenal, tracto gastrointestinal, prostata, vejiga, corazdn,
musculo esquelético, glébulos, rifién, piel, médula, higado,
médula espinal, mama, pulmén, bazo, cerebelo, nodo linfatico,
testiculos, corteza cerebral, ovario, timo, colon, pancreas,
tiroides, endotelio, paratiroides, uréter, ojo, pituitaria, Otero, tubo
de falopio y placenta) de un donante humano. En la segunda fase
un estudio completo de la reactividad cruzada se realiza con
hasta 38 tejidos (incluyendo suprarrenal, sangre, vaso sanguineo,
médula, cerebelo, cerebro, cerviz, esdfago, ojo, corazén, rifion,

intestino grande, higado, pulmén, nodo linfatico, glandula
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mamaria del seno, ovario, oviducto, pancreas, paratircides, nervio
periférico, pituitaria, placenta, prostata, glandula salival, piel,
intestino delgado, médula espinal, bazo, estémago, musculo
estriado, testiculo, timo, tiroides, amigdala, uréter, vejiga
urinaria, y Gtero) de 3 adultos sin relaciéon. Los estudics se hacen
comunmente a un minimo de dos niveies de dosis.

El anticuerpo terapéutico (es decir, articulo de prueba) y el
anticuerpo de control del mismo isotipo se pueden biotinilar para
la deteccion del complejo de avidina-biotina (ABC); otros métodos
de deteccion pueden incluir la deteccién del anticuerpo terciario
para un articulo de prueba etiquetado con FITC (o de otra
manera), o formando previamente un complejo con un IgG anti-
humano etiquetado para un articulo de prueba sin etiquetar.

Brevemente, las criosecciones (aproximadamente 5 um) de
los tejidos humanos obtenidos en la autopsia o biopsia son fijados
y secados sobre la lente de objeto. La coloracion con peroxidasa
de las secciones de tejido se realiza, usando el sistema de
avidina-biotina. Primero {en el caso de un sistema de deteccion
de formacién previa de complejo), el articulo de prueba se incuba
con el IgG anti-humano biotinilado secundario y se desarrolla en
un complejo inmune. El complejo inmune a las concentraciones
finales de 2 y 10 pg/mi del articulo de prueba se agrega sobre las
secciones de tejido en la lente de objeto y entonces las secciones
de tejido se hacen reaccionar durante 30 minutos con un kit de

avidina-biotina-peroxidasa. Posteriormente, DAB (3,3'-
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diaminobencidina), un sustrato para la reacciéon de peroxidasa, es
aplicado durante 4 minutos para la coloracién de tejido. Los
granulos de antigeno-sefarosa se utilizan como secciones de
tejido de control positivas.

Cuaiquier coloracion especifica se juzga como una
reactividad esperada (por ejemplo, de acuerdo con la expresién
de antigeno) o inesperada basado en la expresion de antigeno de
objetivo conocida en cuestiéon. Cualquier coloracion juzgada
especifica se registra para determinar la intensidad y frecuencia.
La competencia del antigeno o suero o los estudios de bloqueo
pueden ayudar adicionalmente a determinar si la coloracion
observada es especifica o no especifica.

Si se encuentra que dos anticuerpos seleccionados cumplen
los criterios de seleccién — la coloracidn de tejido y la coloracidn
de igualacién apropiadas entre el tejido animal especifico humano
y de toxicologia — pueden ser seleccionados para la generacién
de DVD-ig.

El estudio de reactividad cruzada de tejido tiene que ser
repetido con el constructo final de DVD-lg pero, mientras que
estos estudios siguen el mismo protocolo segin lo descrito en la
presente, son mas complejos de evaluar debido a que cualquier
union puede provenir de cualquiera de los dos anticuerpos madre,
y cualquier unién inexplicable necesita ser confirmada con los
estudios de competencia de antigeno de complejo.

Es facilmente evidente que la labor compleja de los estudios
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de reactividad cruzada de tejido con una molécuia multiespecifica
como una DVD-lg, es simplificada ampliamente si los dos
anticuerpos madre se seleccionan para (1) la carencia de {os
hallazgos inesperados de la reactividad cruzada de tejido y (2)
para la semejanza apropiada de los resultados de la reactividad
cruzada de tejido entre los tejidos humanos y de especie animal
de toxicologia correspondientes.

B12. Especificidad y selectividad

Para generar una molécuta de DVD-Ig con especificidad y
selectividad deseadas, se hecesita generar y seleccionar los
mAbs madre con el perfil de especificidad y selectividad
similarmente deseado. A este respecto, los mAbs madre pueden
ser el mismo anticuerpo o diferentes anticuerpos.

Los estudios de union para determinar la especificidad vy
selectividad con una DVD-lg pueden ser complejos debido a
cuatro o méas sitios de unién, dos de cada uno para cada
antigeno. Brevemente, los estudios de unién usando ELISA
(analisis inmunosorbente ligado a enzimas), BlAcore, CinaxA u
otros estudios de interaccién c¢on una DVD-lg, necesitan
supervisar la unién de uno, dos 0 mas antigenos a la moiécula de
DVD-ig. Mientras que la tecnoiogia de BlAcore puede resolver la
unién secuencial independiente de los antigenos mlltiples,
métodos mas tradicionales, incluyendo ELISA, o técnicas mas
modernas, como CinaxA, no lo pueden hacer. Por lo tanto, la

caracterizacién cuidadosa de cada anticuerpo madre es critica.
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Después de que cada anticuerpo individual se haya caracterizado
para determinar la especificidad, la confirmacién de la retencion
de especificidad de los sitios de unién individuales en la molecula
de DVD-Ig se simplifica ampliamente.

Es facilmente evidente que la labor compleja de Ia
determinacion de la especificidad de una DVD-lg es simplificada
ampliamente si los dos anticuerpos madre se seleccionan para
determinar la especificidad antes de combinarse en una DVD-Ig.
Los anticuerpos madre pueden ser el mismo anticuerpo o
diferentes anticuerpos.

Los estudios de interaccién de antigeno-anticuerpo pueden
tomar muchas formas, incluyendo muchos estudios clasicos de
interaccién de protelna-proteina, ELISA, espectrometria de masa,
reticulaciéon gquimica, SEC con [a dispersiéon de luz, diadlisis de
equilibrio, impregnacién de gel, ultrafiltraciéon, cromatografia en
gel, SEC analitico de =zona grande, ultracentrifugacion
micropreparaiiva {equilibrio de sedimentacidn), métodos
espectroscopicos, microcalorimetria de titulacidén, equilibrio de
sedimentaciéon (en ultracentrifugadora analitica), velocidad de
sedimentacion (en centrifugadora analitica), y resonancia
superficial de plasmén (incluyendo BlAcore). Las referencias
relevantes incluyen "Current Protocols in Protein Science,”
Coligan, J.E. y colaboradores (eds.) volumen 3, capitulos 19 y 20,
publicado por John Wiley & Sons Inc., y "Current Protocols in

Immunology”, Coligan, J.E. y colaboradores (eds.) publicado por
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John Wiley & Sons Inc¢., y las referencias relevantes incluidas en
los mismos.

Liberacién de citosina en sangre entera: La interaccion
del mAb con los glébulos humanos se puede investigar por un
analisis de liberacion de citosina (Wing, M. G. (1995) Therapeut.
immuno!. 2(4). 183-180; "Current Protocols in Pharmacology”,
Enna, SJ. y colaboradores (eds.) publicado por John Wiley & Sons
Inc; Madhusudan, S. (2004) Clin. Cancer Res. 10{(19): 6528-6534,
Cox, J. {(2006) Methods 38(4): 274-282; Choi, |. (2001) Eur. J.
Immunol. 31(1): 94-106). Brevemente, varias concentraciones de
mAb se incuban con la sangre entera humana durante 24 horas.
La concentracion probada debe cubrir un intervalo amplio que
incluye las concentraciones finales que imitan los niveles de
sangre comunes en los pacientes (incluyendo, pero sin limitarse
a, 100 ng/mi-100 pg/ml). Después de la incubacién, Ilos
sobrenadantes vy lisados celulares fueron analizados para
determinar la presencia de IL-1Ra, TNF-a, IL-1b, IL-6 y IL-8. Los
perfiles de concentracién de citosina generados para el mAb
fueron comparados con los perfiles producidos por un control de
IgG humano negativo y un control positivo de LPS o PHA, E| perfil
de citosina exhibido por el mAb de sobrenadantes celulares y
lisados celulares fue comparable al control de IgG humano. En
una modalidad, el anticuerpo monoclonal no interactia con los

globulos humanos para liberar espontadneamente las citosinas

inflamatorias.
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Los estudios de liberaciéon de Citosina para una DVD-lg son
complejos debido a cuatro o mas sitios de union, dos de cada uno
para cada antigeno. Brevemente, la liberaciéon de citosina estudia
segin lo descrito en la presente la medicion del efecto de la
molécula entera de DVD-Ig en sangre entera u otros sistemas de
células, pero puede resolver qué porcién de la molécula causa la
liberacién de citosina. Una vez que se ha detectado la liberacion
de citosina, la pureza de la preparacion de DVD-Ig tiene que ser
comprobada, debido a que algunos componentes celulares de co-
purificacion pueden causar la liberacién de citosina por si
mismos. Si la pureza no es el problema, la fragmentacién de
DVD-Ig (incluyendo, pero sin limitarse a, eliminacién de la porcion
de Fc, separaciéon de los sitios de unién, etc.), la mutagénesis de
sitio de unién u otros métodos pueden necesitar ser utilizados
para deconvolucionar cualquier observacion. Es facilmente
evidente que esta labor compleja es simplificada ampliamente si
los dos anticuerpos madre se seleccionan para la carencia de
liberacidén de citosina antes de combinarse en una DVD-Ig.

B13. Reactividad cruzada con otra especie para los estudios
toxicologicos

En una modalidad, las anticuerpos individuales se
seleccionan con suficiente reactividad cruzada para apropiarse de
la especie tox, por ejemplo, mono Cinomolgus. Los anticuerpos
madre necesitan unir al objetivo de especie ortélogo (es decir,

mono Cinomolgus) y producir la respuesta apropiada (modulacion,

204-
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neutralizacién, activacién). En una modalidad, la reactividad
cruzada (afinidad/potencia) con el objetivo de especie ortélogo
debe estar dentro de diez veces del objetivo humano. En la
practica, los anticuerpos madre se evaluén para multiples
especies, incluyendo raton, rata, perro, mono (y otros primates no
humanos), asi como ia especie modelo de la enfermedad (es
decir, ovejas para el modelo de asma). La reactividad cruzada
aceptable con la especie tox de los anticuerpos monoclonales
madre permite los estudios futuros de la toxicologia de DVD-Ig en
la misma especie. Por esa razén, los dos anticuerpos
monoclonales madre deben tener una reactividad cruzada
aceptable para una especie tox comun, para de tal modo permitir
los estudios de toxicologia de DVD-Ig en la misma especie.

Los mAbs madre se pueden seleccionar de varios mAbDs
capaz de unir objetivos especificos y son bien conocidos en la
técnica. Los anticuerpos madre pueden ser el mismo anticuerpo o
diferentes anticuerpos. Estos incluyen, pero no se limitan al
anticuerpo anti-TNF (Patente Norteamericana No. 6,258,562),
anticuerpo anti-lIL-12 y/o anti-IL-12p40 (Patente Norteamericana
No. 6,914,128); anticuerpo anti-iL-18 (Publicacion de Patente
Norteamericana No. 2005/0147610), anti-C5, anti-CBL, anti-
CD147, anti-gp120, anti-VLA-4, anti-CD11a, anti-CD18, anti-
VEGF, anti-CD40L, anti-CD-40 (por ejemplo, ver la Publicacion
PCT No. WO 2007/124299) anti-ld, anti-ICAM-1, anti-CXCL13,

anti-CD2, anti-EGFR, anti-TGF-beta 2, anti-HGF, anti-cMet, anti-
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DLL-4, anti-NPR1, anti-PLGF, anti-ErbB3, anti-E-selectina, anti-
Fact VII, anti-Her2/neu, anti-F gp, anti-CD11/18, anti-CD14, anti-
ICAM-3, anti-RON, anti-SOST, anti-CD-19, anti-CD80 (por
ejemplo, ver la Publicacién PCT No. WO 2003/039486, anti-CD4,
anti-CD3, anti-CD23, anti-beta2-integrina, anti-alfadbeta7, anti-
CcD&2, anti-HLA DR, anti-CD22 (por ejemplo, ver la Patente
Norteamericana No. 5,789,554), anti-CD20, anti-MIF, anti-CD64
(FcR}, anti-TCR alfa beta, anti-CD2, anti-Hep B, anti-CA 125,
anti-EpCAM, anti-gp120, anti-CMV, anti-gplibllla, anti-IgE, anti-
CD25, anti-CD33, anti-HLA, anti-IGF1,2, anti-IGFR, anti-
VNRintegrina, anti-lL-1 alfa, anti-IL-lbeta, receptor anti-IL-1,
receptor anti-1L-2, anti-IL-4, receptor anti-lIL-4, anti-IL5, receptor
anti-IL-5, anti-lIL-6, anti-IL-8, anti-IL-9, anti-IL-13, receptor anti-
IL-13, anti-IL-17, y anti-IL-23 (ver Presta, L.G. (2005) J. Allergy
Clin. Immunol. 116: 731-6 y
www.path.cam.ac.uk/~mrc7/humanisation/antibodies.html).

Los mAbs madre también se pueden seleccionar de varios
anticuerpos terapéuticos aprobados para el uso, en ensayos
clinicos, o en el desarrcllo para uso clinico. Tales anticuerpos
terapéuticoslincluyen, pero no se limitan a, rituximab (Rituxan®,
IDEC/Genentech/Roche) (ver, por ejemplo, la Patente
Norteamericana No. 5,736,137), un anticuerpo anti-CD20
quimérico aprobado para tratar el linfoma No Hodgkin; HuMax-
CD20, anti-CD20 que es desarrollado actualmente por Genmab,

un anticuerpo anti-CD20 descrito en la Patente Norteamericana
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No. 5,500,362, AME-133 (Applied Molecular Evolution), hA20
(Immunomedics, Inc.), HumaLiM (Intracel), y PRO70769 (Solicitud
PCT No. PCT/US2003/040426), trastuzumab (Herceptin®,
Genentech) (ver, por ejemplo, la Patente Norteamericana No.
5,677,171), un anticuerpo anti-Her2/neu humanizado aprobado
para tratar el cancer de mama; pertuzumab (rhuMab-2C4,
Omnitarg®), actualmente es desarrollado por Genentech; un
anticuerpo anti-Her2 (Patente Norteamericana No. 4,753,894
cetuximab (Erbitux®, Imclone) (Patente Norteamericana No.
4,943,533; Publicacién PCT No. WO 96/40210), un anticuerpo
anti-EGFR quimérico en los ensayos clinicos para una variedad
de canceres; ABX-EGF (Patente Norteamericana No. 6,235,883),
actualmente es desarrollado por Abgenix-lmmunex-Amgen;
HuMax- EGFr (Patente Norteamericana No. 7.,247,301),
actualmente es desarrollade por Genmab; 425, EMDS5%00,
EMD62000, y EMD72000 (Merck KGaA) (Patente Norteamericana
No. 5,558,864; Murthy, y colaboradores (1987) Arch. Biochem.
Biophys. 252(2): 549-60; Rodeck, y colaboradores (1987) J. Cell.
Biochem. 35(4): 315-20; Kettleborough, y colaboradores (1991)
Protein Eng. 4(7): 773-83); ICR62 (Institute of Cancer Research)
(Publicacion PCT No. WO 95/20045; Modjtahedi, y colaboradores
(1993) J. Cell. Biophys. 22(1-3): 129-46; Modjtahedi, y
colaboradores (1993) Br. J. Cancer 67(2): 247-53; Modjtahedi, y
colaboradores (1996) Br. J. Cancer 73(2): 228-35; Modjtahedi, y

colaboradores (2003) Int. J. Cancer 105(2): 273-80), TheraCIM
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hR3 (YM Biosciences, Canada and Centra de Immunologia
Molecular, Cuba (Patente Norteamericana No. 5,891,996, Patente
Norteamericana No. 6,506,883; Mateo, y colaboradores (1997)
Immunotechnol. 3(1): 71-81); mAb-806 (Ludwig Institue for Cancer
Research, Memorial Sloan-Kettering) (Jungbluth, y colaboradores
(2003) Proc. Nat!l. Acad. Sci. USA. 100(2): 639-44); KSB-102 (KS
Biomedix); MRI-1 (IVAX, National Cancer Institute) (Publicacion
PCT No. WO 01/62931A2); y SC100 (Scancell) (Publicacién PCT
No. WO 01/88138); alemtuzumab (Campath®, Millenium), un mAb
humanizado actualmente aprovado para el tratamiento de
leucemia linfatica crénica de céiulas B; muromonab-CD3
(Orthoclone OKT3®), un anticuerpo anti-CD3 desarrollado por
Ortho Biotech/Johnson & Johnson, ibritumomab tiuxetan
(Zevalin®), un anticuerpo anti-CD20 desarrollado por
IDEC/Schering AG, gemtuzumab ozogamicin (Mylotarg®), un
anticuerpo anti-CD33 (protelina p67} desarrollado por
Celltech/Wyeth, alefacept (Amevive®), una fusién de Fc anti-LFA-
3 desarrollada por Biogen), abciximab (ReoPro®), desarroilado
por Centocor/Lilly, basiliximab (Simulect®), desarroilado por
Novartis, palivizumab (Synagis®), desarrollado por Medimmune,
infliximab (Remicade®), un anticuerpo anti-TNFalfa desarrollado
por Centocor, adalimumab (Humira®), un anticuerpo anti-TNFalfa
desarrollado por Abbott, Humicade®, un anticuerpo anti-TNFalpha
desarrollado por Celltech, golimumab (CNTO- 148), un anticuerpo

de TNF completamente humano desarrollado por Centocor,
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etanercept (Enbrel®), una fusion de Fc del receptor p75TNF
desarrollada por Immunex/Amgen, lenercept, una fusion de Fc del
receptor p55TNF previamente desarrollado por Roche, ABX-CBL,
un anticuerpo anti-CD147 que es desarrollado por Abgenix, ABX- .
IL8, un anticuerpo anti-IL8 que es desarrollado por Abgenix, ABX-
MAI, un anticuerpo anti-MUC 18 que es desarrollado por Abgenix,
Pemtumomab (R1549, 90Y-muHMFGI), un anticuerpo anti-MUCI en
desarrollo por Antisoma, Therex (R1550), un anticuerpo anti-MUCI
que es desarrollado por Antisoma, AngioMab (AS1405), que es
desarrollado por Antisoma, HuBC-l que es desarrollado por
Antisoma, Thioplatin (AS 1407) que es desarrollado por Antisoma,
Antegren® (natalizumab), un anticuerpo anti-alfa-4-beta-1 (VLA-4)
y alfa-4-beta-7 que es desarrollado por Biogen, mAb VLA-1, un
anticuerpo de integrina anti-VLA-1 que es desarroliado por
Biogen, LTBR mAb, un anticuerpo del receptor anti-linfotoxina
beta (LTBR) que es desarrollado por Biogen, CAT-152, un
anticuerpo anti-TGF-B2 que es desarrollado por Cambridge
Antibody Technology, ABT 874 (J695), un anticuerpo anti- 1L-12
p40 que es desarrollado por Abbott, CAT-192, un anticuerpo anti-
TGFB1 que es desarrollado por Cambridge Antibody Technology
and Genzyme, CAT-213, un anticuerpo anti-Eotaxin1 que es
desarrollado por Cambridge Antibody Technology, LymphoStat-B®@
un anticuerpo anti-Blys que es desarrollado por Cambridge
Antibody Technology and Human Genome Sciences Inc., TRAIL-

RImAb, un anticuerpo anti-TRAIL-R1 que es desarrollado por
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Cambridge Antibody Technology and Human Genome Sciences,
Inc., Avastin® bevacizumab, rhuMAb-VEGF), un anticuerpo anti-
VEGF que es desarrollado por Genentech, un anticuerpo de la
familia de receptor anti-HER que es desarrollado por Genentech,
factor anti-tejido (ATF), un anticuerpo de factor anti-tejido que es
desarrollado por Genentech, Xolair® (Omalizumab}, factor anti-
tejido un anticuerpo anti-IgE que es desarrollado por Genentech,
Raptiva® (Efalizumab), wun anticuerpo anti- CD1 que es
desarrollado por Genentech and Xoma, anticuerpc MLN-02
(anteriormente LDP-02), que es desarrollado por Genentech and
Millenium Pharmaceuticals, HuMax CD4, un anticuerpo anti-CD4

que es desarrollado por Genmab, HuMax-IL15, un anticuerpo anti-

- IL15 que es desarroliado por Genmab and Amgen, HuMax-Infiam,

que es desarrollado por Genmab and Medarex, HuMax-Cancer, un
anticuerpo anti-Heparanasa 1 que es desarrollado por Genmab
and Medarex and Oxford GcoSciences, HuMax-Linfoma, que es
desarrollado por Genmab and Amgen, HuMax-TAC, que es
desarrollado por Genmab, IDEC-131, y un anticuerpoanti-CD40L
que es desarrollado por IDEC Pharmaceuticals, IDEC-151
(Clenoliximab), un anticuerpo anti-CD4 que es desarroilado por
IDEC Pharmaceuticals, IDEC-114, wun anticuerpo anti-CD80
antibody que es desarrollado por IDEC Pharmaceuticals, IDEC-
152, un anticuerpo anti-CD23 que es desarrollado por IDEC
Pharmaceuticals, anticuerpos de factor de migracion anti-

macrofago (MIF} que son desarrollados por IDEC

0
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Pharmaceuticals, BEC2, un anticuerpo anti-idiotipico que es
desarrollado por Imclone, IMC-ICl 1, un anticuerpo anti-KDR que
es desarrollado por Imclone, DCIOI, un anticuerpo anti-flk-1 que
es desarroliado por Imclone, anticuerpos de cadherina anti-VE
que son desarrollados por Imclone, CEA-Cide® (labetuzumab), un
anticuerpo de antigeno anti-carcinoembriénico (CEA) que es
desarrollado por Immunomedics, LymphoCide® (Epratuzumab), un
anticuerpo anti-CD22 que es desarrollado por Iimmunomedics,
AFP-Cide, que es desarrollado por Immunomedics, MyelomaCide,
que es desarrollado por Immunomedics, LkoCide, que es
desarrollado por Immunomedics, ProstaCide, que es desarrollado
por Immunomedics, MDX-010, un anticuerpo anti-CTLA4 que es
desarroliado por Medarex, MDX-060, un anticuerpo anti-CD30 que
es desarrollado por Medarex, MDX-070 que es desarrollado por
Medarex, MDX-018 que es desarrollado por Medarex, Osidem®
(IDM-1), y un anticuerpo anti-Her2 que es desarrollado por
Medarex and Immuno-Designed Molecules, HuMax®-CD4, un
anticuerpo anti-CD4 antibody que es desarrollado por Medarex
and Genmab, HuMax-IL15, un anticuerpo anti-lL15 que es
desarrollado por Medarex and Genmab, CNTO 148, un anticuerpo
anti-TNFa que es desarroilado por Medarex and Centocor/J&J,
CNTO 1275, un anticuerpo anti-citosina que es desarrollado por
Centocor/J&J, MOR101 y MOR102, anticuerpos anti-molécula de
adhesion intercelular-1 (ICAM-1) (CD54) que son desarrollados

por MorphoSys, MOR201, an anticuerpo anti-receptor del factor
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de crecimiento de fibroblasto 3 (FGFR-3) que es desarrollado por
MorphoSys, Nuvion® (visilizumab), un anticuerpo anti-CD3 que es
desarrollade por Protein Design Labs, HuZAF®, un anticuerpo
anti-interferén gamma que es desarrollado por Protein Design
Labs, anti-integrina a5B1, que es desarrollado por Protein Design
Labs, anti-IL-12, que es desarrollado por Protein Design Labs,
ING-I, un anticuerpo anti-Ep-CAM que es desarrollado por Xoma,
Xolair® (Omalizumab) un anticuerpo anti-IgE humanizado
desarrollado por Genentech and Novartis, y MLNQG1, un anticuerpo
anti-integrina Beta2 que es desarrollado por Xoma. En otra
modalidad, los terapéuticos incluyen KRN330 (Kirin);, anticuerpo
huA33 (A33, Ludwig Institute for Cancer Research), CNTO 95
(integrinas alfa V, Centocor); MEDI-522 (integrina alfa VB3,
Medimmune); volociximab (integrina alfa V1, Biogen/PDL); mAb
216 humano (epitope glicosilado de células B, NCI}; BiTE MT103
(CD19 x CD3 biespecificos, Medimmune); 4G7xH22 (Bispecific
BeellxFcgammaRi, Medarex/Merck KGa); rM28 (CD28 x MAPG
biespecificos, Patente EP No. EP1444268); MDX447 (EMD 82633)
(CD64 x EGFR biespecificos, Medarex); Catumaxomab (removab)
(EpCAM x anti-CD3 biespecificos, Trion/Fres); Ertumaxomab
(HER2/CD3 biespecificos, Fresenius Biotech); oregovomab
{OvaRex) (CA-125, ViRexx); Rencarex® (WX G250) {anhidrasa
carbdnica 1X, Wilex); CNTO 888 (CCL2, Centocor); TRC105
(CD105 (endoglina), Tracon); BMS-663513 (agonista de CD137,

Brystol Myers Squibb); MDX-1342 (CD19, Medarex); Siplizumab

-
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(MEDI-507) (CD2, Medimmune); Ofatumumab (Humax-CD20)
(CD20, Genmab); Rituximab (Rituxan) (CD20, Genentech);
veltuzumab (hA20) (CD20, Immuncmedics); Epratuzumab (CD22,
Amgen); lumiliximab (IDEC 152) {CD23, Biogen); muromonab-CD3
(CD3, Ortho); HuM291 (receptor de Fc CD3, PDL Biopharma);
HeFi-1, CD30, NCI); MDX-060 (CD30, Medarex),; MDX-1401
(CD30, Medarex); SGN-30 (CD30, Seattle Genentics), SGN-33
(Lintuzumab) (CD33, Seattle Genentics); Zanoclimumab (HuMax-
CD4) (CD4, Genmab); HCD122 (CD40, Novartis); SGN-40 (CD40,
Seattle Genentics); Campathlh {Alemtuzumab) (CD52, Genzyme),
MDX-1411 (CD70, Medarex); hLLI (EPB-1) (CD74.38,
Immunomedics); Galiximab (IDEC-144) (CD80, Biogen); MT293
(TRC093/D93) (colageno dividido, Tracon); HulLucé3 (CSI, PDL
Pharma); ipilimumab (MDX-010) (CTLA4, Brysto!l Myers Squibb);
Tremelimumab (Ticilimumab, CP-675,2) (CTLA4, Pfizer); HGS-
ETR1 (Mapatumumah) (agonista DR4 TRAIL-R1, Human Genome
Science/Glaxo Smith Kline); AMG-655 (DR5, Amgen); Apomab
(DR5, Genentech); CS$-1008 (DR5, Daiichi Sankyo); HGS-ETR2
{lexatumumab) (agonista DRS TRAIL-R2, HGS); Cetuximab
(Erbitux) (EGFR, Imclone);, IMC-11 F8, (EGFR, Imclone);
Nimotuzumab (EGFR, YM Bio); Panitumumab (Vectabix) (EGFR,
Amgen); Zalutumumab (HuMaxEGFr) (EGFR, Genmab); CDX-110
{(EGFRvIII, AVANT Immunotherapeutics); adecatumumab (MT201)
(Epcam, Merck); edrecolomab (Panorex, 17-1A) (Epcam,

Glaxo/Centocor); MORAbL-003 (receptor de folato a, Morphotech);

Z13
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KW-2871 (ganglioside GD3, Kyowa); MORADbL-009 (GP-89,
Morphotech); CDX-1307 (MDX-1307) {(hCGb, Celldex);
Trastuzumab (Herceptin) (HER2, Celldex); Pertuzumab (rhuMAb
2C4) (HER2 (D1), Genentech); apolizumab (cadena de HLA-DR
beta, PDL Pharma); AMG-479 (IGF-IR, Amgen); anti-IGF-IR R1507
(IGFI-R, Roche); CP 751871 (KTFI-R, Pfizer); IMC-A12 (IGFI-R,
Imclone); BIIB022 (IGF-IR, Biogen); Mik-beta-1 (IL-2Rb (CD122),
Hoffman LaRoche); CNTO 328 (IL6, Centocor); Anti-KIR (1-7F9)
(receptor similar a Ig de eliminacién celular (KIR), Novo};
Hu3S193 (Lewis (y). Wyeth, Ludwig Institute of Cancer Research);
hCBE-11 (LTBR, Biogen); HuHMFGI (MUCI, Antisoma/NCI);
RAV12 (epitopo de carbohidrato ligado a N, Raven); CAL
(proteina relacionda con la hormona paratiroides (PTH-rP),
University of California); CT-011 (PDI, CureTech). MDX-1106
(ono-4538) (PDI, Medarex/Ono); MAb CT-011 (PDI, Curetech);
IMC-3G3 (PDGFRa, Imclone); bavituximab (fosfatidilserina,
Peregrine); huJ591 (PSMA, Cornell Research Foundation);
muJ591 (PSMA, Cornell Research Foundation); GC 1008
(inhibidor (IgG4) de TGFb (pan}, Genzyme); Infliximab (Remicade)
(TNFa, Centocor); A27.15 (receptor de transferrina, Salk Institute,
INSERN WO 2005/111082); E2.3 (receptor de transferrina, Salk
Institute): Bevacizumab (Avastin) (VEGF, Genentech), HuMV833
(VEGF, Tsukuba Research Lab, Publicacién PCT No.
WO0/2000/034337, University of Texas); IMC- 18F1 (VEGFR1,

Imclone); IMC-1121 (VEGFR2, Imclone).
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C. Construccién de fas moléculas de DVD

La molécula de inmunoglobulina de dominio variable dual
(DVD-lg) se disefia tal que dos diferentes dominios variables de
cadena ligera (VL) de los dos anticuerpos monoclonales madre,
capaz de ser iguales o diferentes, sean ligadas en tandem
directamente o via un enlace corto por las técnicas de ADN
recombinante, seguido por el dominio constante de cadena ligera,
y opcionalmente, una region Fc. Similarmente, la cadena pesada
comprende dos diferentes dominios variables de cadena pesada
(VH) ligados en tandem, seguido por el dominio constante CH1 vy
la regién Fc (figura 1A).

Los dominios variables se pueden obtener usando Ias
técnicas de ADN recombinante de un anticuerpo madre generado
por cualquiera de los métodos descritos en [a presente. En una
modalidad, el dominio variable es un dominio variable de cadena
pesada o ligera de murino. En otra modalidad, el dominio variable
es una CDR injertada o un dominio variable de cadena pesada o
ligera humanizado. En una modalidad, el dominio variable es un
dominio variable de cadena pesada o ligera humano.

En una modalidad, los primeros y segundos dominios
variables se ligan directamente entre si usando las técnicas de
ADN recombinante. En otra modalidad, los dominios variables se
ligan via una secuencia de enlace. En una modalidad, los dos
dominios variables se ligan. Tres o mas dominios variables

también se pueden ligar directamente o via una secuencia de
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eniace. Los dominios variables pueden unir el mismo antigeno o
pueden unir diferentes antigenos. Las moléculas de DVD de la
invencién pueden incluir un dominio variable de inmunoglobulina y
un dominioc variable distinto de inmunoglobulina, tal como un
dominio de unién de ligando de un receptor o un dominio activo
de una enzima. Las moléculas de DVD pueden también
comprender dos o0 mas dominios distintos de Ig.

La secuencia de enlace puede ser una cadena simple de
aminoacido o polipéptido. En una modalidad, las secuencias de
enlace se seleccionan del grupo que consiste de
AKTTPKLEEGEFSEAR (SEC ID NO: 1); AKTTPKLEEGEFSEARV
(SEC ID NO: 2); AKTTPKLGG (SEC ID NO: 3); SAKTTPKLGG
(SEC ID NO: 4); SAKTTP (SEC ID NO: 5); RADAAP (SEC ID NO:
6); RADAAPTVS (SEC ID NO: 7); RADAAAAGGPGS (SEC ID NO.
8); RADAAAA(G.S)s (SEC ID NO: 9), S AKTTPKLEEGEFSEARV
(SEC ID NO: 10); ADAAP (SEC ID NO: 11); ADAAPTVSIFPP (SEC
ID NO: 12); TVAAP (SEC ID NO: 13); TVAAPSVFIFPP (SEC ID
NO: 14); QPKAAP (SEC ID NO: 15); QPKAAPSVTLFPP (SEC ID
NO: 16); AKTTPP (SEC ID NO: 17); AKTTPPSVTPLAP (SEC ID
NO: 18); AKTTAP (SEC ID NO: 19); AKTTAPSVYPLAP (SEC ID
NO: 20); ASTKGP (SEC ID NO: 21); ASTKGPSVFPLAP (SEC ID
NO: 22}, GGGGSGGGGSGGGGS (SEC iD NO: 23);
GENKVEYAPALMALS (SEC ID NO: 24); GPAKELTPLKEAKVS
(SEC ID NO: 25); GHEAAAVMQVQYPAS (SEC |D NO: 26);. La

eleccion de las secuencias de eniace se basa en el analisis de la
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estructura cristalina de varias moléculas Fab. Existe un enlace
flexible natural entre el dominio variable y el dominio constante
de CH1/CL en Fab o en la estructura de anticuerpo molecular.
Este enléce natural comprende aproximadamente 10-12 residuos
de aminoacido, compuestos por 4-86 residuos de la terminal C del
dominio V y 4-6 residuos de la terminal N del dominio CL/CH1.
Las DVD-Igs de la invencién fueron generadas usando 5-6
residuos de aminoacido de la terminal N, o 11-12 residuos de
aminoacido de CL o CH1 como enlace en la cadena ligera y
cadena pesada de DVD-lg, respectivamente. Los residuos de
terminal N del dominio CL o CH1, particularmente [os primeros 5-
6 residuos de aminoacido, adoptan una configuracién de bucle sin
estructura secundaria fuerte, y por lo tanto, pueden actuar como
enlace flexible entre los dos dominios variables. Los residuos de
terminal N del dominio CL o CH1 son una extension natural de los
dominios variables, puesto que son parte de las secuencias de g,
y, por lo tanto, minimizan en gran partie cualquier
inmunogenicidad potencial que se presenta de los enlaces y
empalmes.

Otras secuencias de enlace pueden incluir cualquier secuencia de
cualquier longitud del dominio CL/CH1 pero no todos los residuos del
dominio CL/CH1 (por ejemplo, los primeros 5-12 residuos de aminoacido
de los dominios CL/CH1); los enlaces de cadena ligera pueden ser de
Ck o CA; y los enlaces de cadena pesada se pueden derivar de CH1 de

cualquier isotipo, incluyendo Cy1, Cy2, Cy3, Cy4, Cal, Ca2, C§, Ce, ¥y
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Cu. Las secuencias de enlace también se pueden derivar de otras
proteinas, por ejemplo, proteihas similares a Ig (por ejemplo, TCR, F¢cR,
KIR); secuencias basadas en G/S (por ejemplo, repeticiones de G4S);
secuencias derivadas de la region bisagra; y otras secuencias naturales
de otras protelnas.

En una modalidad, un dominio constante se liga a los dos
dominios variables ligados usando las técnicas de ADN recombinante.
En una modalidad, la secuencia que comprende los dominios variables
de cadena pesada ligados se liga a un dominio constante de cadena
pesada y la secuencia que comprende los dominios variables ligados se
liga a un dominio constante de cadena ligera. En una modalidad, los
dominios constantes son el dominio constante de cadena pesada
humano y el dominio constante de cadena ligera humano,
respectivamente. En una modalidad, la cadena pesada de DVD se liga
adicionalmente a una regién Fc. La region Fc puede ser una regién Fc
de secuencia nativa, o una region Fc variable. En otra modalidad, la
region Fc es una regién Fc humana. En otra modalidad, la region Fc
incluye la regién Fc de IgG1, 19G2, IgG3, 1gG4, IgA, IgM, IgE, o IgD.

En otra modalidad, dos polipéptidos de DVD de cadena pesada y
dos polipéptidos de DVD de cadena ligera se combinan para formar una
molécula de DVD-1g. La tabla 2 enumera las secuencias de aminoacido
de las regiones de VH y VL de los anticuerpos ejemplares para los
objetivos atiles para tratar la enfermedad, por ejemplo, para tratar el
cancer. En una modalidad, la invencién proporciona un DVD que

comprende por lo menos dos de las regiones de VH y/o VL enumeradas
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en la tabla 2, en cualquier orientacién.

Tabla 2:

Lista de secuencias de aminodcido de las regiones de

VH y VL de los anticuerpos para generar las DVD-lgs

SEC ID'I Regién de Secuencia

n] UNICA Proteina :

NO. ABT 1234567890123456759012345678901234567890
27 ABOO2VH VH CD3

OVOLOQSGAELARPGASVEMSCKASGYTETRY TMHWVEKQR
PGOGLEWIGY INPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTILTVSE

2M
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D.
UNICA
ABT

Regidn de
Proteina

Secuencia

1234567890123456789012345€78901234567880

28

ABGO2VL

VL

conl

OIVLTOSPAIMSASPGEKVIMICRASSSVSYMNRYQOQRSEG
TSPKRWIYDTSKVASCVEYRFSGSGEGTSYSLTISSMEAE
DAATYYCQOWSSNPLTFGSGTKLEINR

29

ABOQOVH

VH

RON

EVQLVQSGEGLVEPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMEWVROA
PEKGLEWVAVISYDGSNKY YADSVKGRF TISRDNSKNTLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARFSGRENNYYY YCMDVRGQGTTV
TVSS

30

ABOOSVL

VL

RON

DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLESNGFNYVDR
YLOKPGQSERLLIYFCSYRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKI
SRVEAEDVGVY YCMOALQTPPRTFGOQGTKVELRR

31

BEOL11VH

VEH

IGF1R

EVQLLESGGGLVQPGESLRLSCTASGETFSSYAMNRVROA
PCKGLEWVSAISGSGETTFYADSVKGRFTISRONSRTITLY
LOMNSLRAEDTAVYYCAKDLGWSDSYYYYYGMDVWGOGTT
VIVSS

32

ABOI1VL

Vi

IGF1R

DIOMTQFPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNOLGWY QOKP
GKAPKRLIYAASRLHRGVPSRFSGSGSGIEFTLTISSLOP
BDFATYYCLOHNSYPCSFGOGTKLEIKR

ABQ12VH

VH

HGF

QVQLVESGGGLVKPGGESLRLSCAASCFTFSDYYMSKRIRQA
PCKCLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARDEYNSCWYVLFDYWGOGTILVTV
88

34

ABO12VL

VL

HGF

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKP
GKAPNLLIYEASSLOSGVPSRFGESGSGTDFTLTISSLOP
EDFATYYCQOANGFPRTEGOGTRVEIKR

35

ABQ14VH

VH VEGE
(sec. 1)

EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCARSGYTFTNYGMNKVRORA
PCEKGLEWYGWINTYTGEPTYARDFRRRFTFSLDTSKSTAY
LOMNSLRAEDTAVY YCAKYPHY YGSSHRYFDVWGRGTLVT

VES

36

ABO14VL

Vi, VEGF
(sec. 1)

DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQOXP
GKAPKVLIYVFTSSLHSGYPSRFSCSGSGTDFTLTISSLOP
EDFATYYCQQYSTVPATFGOGTKVEIKR
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SEC ID. Region de Secuencia
1D UNICA Proteina
NO. ABT 1234567890123456789012345678901234567890
37 ABQ15VH VH DLL-4 EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGETFTDNWI SWVROA
PGKGLEWVGY I SPNSGETYYADSVKGRFTISACTSENTAY
LOMNSLRAEDTAVY YCARDNFGGYFDYWGQGTLVTVSS
38 BBO1SVL VL DLL-4 DIOMTCSPSSLSASVGDRVT ITCRASQOVS TAVARY QQKD
CKAPKLLIYSASELYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOP
EDFATTYYCOOSYTGTVIFGQGTKVEIKR
39 ABG3I3VE VH EGFR QVOLKQSGPGLVOPSOSLSITCTVSGES LTNYGVERVROS
(sec. 1} POKGLEWLGVIWSGONTDYNTPFTSRLS INKDNSKSQVEF
KMNSLOSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGOGTLVTVSA
{sec. 1)
40 ABQ33VL RN PILLTOSPYILSVSPCERVSFSCRASQSIGTN IHWY QORT
{seq. 1) NGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTOFTLS INSVES
EDIADY YCOONNNWPTTFGAGTKLELKR
41 ABO4TVL VH PLGT OVGLOQSGATLVKPGASVKI SCKASGYTETDY Y INWVKLA
PGOGLEWIGWI Y PGSGNTKYNEKFKGKATLTIDTSSSTAY
MOLSSLTSEDTAVYFCYRDSPFEDYWGOGTLLIVSS
42 ABA4TVH VL PLGF DIVLTOSPDSLAVSLGERVIMNCKSSQSLLNSGMRKSFLA
WYQOK PGOSPKLLIYWASTRESGVPDRETGSGSGTNFTLT
1SSVDARDVAVYYCKQS YHLFTFGSGTKLEIKR
43 ABOSIVH VH~RGMa EVOLVESGGGLVOPGS5LKLSCVASGFTESNYGMIW IROA
PKKGLEWIGMI YYDSSEKHYADSVRGRIT ISRDNSKNTLY
LEMNSLRSEDTAIYYCAKGTTPDYRCQGVMVIVSS
14 ABOSOVL VL-RGMa BVVLTQTPVSLSVTLGDOASMSCRSSOSLE YSDGY TFLER
FLOKPGOSEOLLIYEVSNRFSGVPDRFIGSGSGTDFTLKI
SRVEPEDLGVYYCFQATHDPLT FGSGTKLEIKR
(sec. 1) OVOLOOWGAGLLEPSETLSLICAVYGGS FSGY YHSWIRQE
45 | ABGS2VH VE ErbB3 PGKGLEWIGEINHSGSTNYNPSLKSRVTISVETSKNQFSL
{sec. 1) KLSSVTAADTAVY YCARDEWTWY FDLWGRGTLVTVSS
DIEMTOSPDSLAVSLGERATINCRSSOSVLYSSSNRNYLA
P ABOEAVL TL Erb?? WYOQONPGQOPPXLLIYWASTRESGVPDRF SGSGSGTDFTLT
seq,

ISSLOABDVAVYYCOQYYSTPRTFGRGTRVEIKR
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SEC D, Regién de Secuencia
b UNICA Proteina
NO. ABT 1234567690123456789012345678901234567890
EVOLVESGGGLVOPGGELRLSCARSGFTFSTYSMNWVROA
¢7 | ARos3vH VH £rbB3 PGKGLEWYSYIS5S5STIY YADSVKGRFTISRDNAKNSLY

(sec. 2) LOMNSLRDEDTAVYYCARDRGDFDAFDIRGQGTMVTVES

DICMTOSPSSLSASVGDRVTITCCASQUITNY LNWYQOKP
48 | ABDS3VL VL ErbB3 GXAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFIISSLOP

(sec. 2) E3IATYNCQUCENFPITFGOGTRLEIKR

OVOLOESGPGLVXPSOTLSLICTVSGYSISSDFAWNWIRG
49 | ABOGAVE VH EGFR PPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFF

(sec. 2) LXLNSVTARDTATYYCVTAGRGFPYWGOGTLVIVSS

DIQMTOSPSSMSVSVGDRVTTTCHSSODINSNIGWLOOKP

50 | ARDGAVL VL EGFR GXSFKGLIYHGTNLDDGVRSRF5GSGSGTDY TLTZSSLOP
(sec. 2) EDFATYYCVOYAQFPWTFGGETKLEIKR

EVQOLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSHYVMAWVROA

si | ABO6TVE VH ErbB3 PGKGLEWVSSISSSGGWTLYADSVKGRFTISRONSKNTLY

(SEC.3) LOMNSLRAEDTAVYYCTRGLEMATIFDYWGOGTLVIVSES
QSALTOPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGSYNVVSRY(Q

52 | ABOGTVL (VL E;;B3 EPGXAPKL1IYEVSORPSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGL
sac.
QTEDEADYYCCSYAGSSIFVIFGGGTKVTVLG
EVQLVESGGGLVOPGGSLALSCAASGFTISDYWIHNVROA
53 | angrovE VH VEGF PGKGLEWVAGI TPAGGYTYYADSVKGRFTISADTSKNTAY

(sec. 2) LOMNSLRAEDTAVYYCARFVFFLPYAMDYWGQGTLYTVSS

DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWY QUK
54 | ABOTOVL b VESF GXAPKLLIYSASFLYSGVPSAFSGSGSGTDFTLTISSLOP

SecC.

( ec ) EDFATYYCQQOSYTTPPTFGOGTKVELKR
EVQLVESGGGLVOPGGELRLSCARSGET INASWI HWVROA
PGKGLEWYGAIYPYSCYTNYADSVKGRFTISADTSKNTAY

ss | aso7ive | VR VEGF

(sec. 3) LOMNSLRAEDTAVY YCARWGHS TSPWAMDYWGOGTLVTVS
3
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQVIRRSLAWY GOKP

56 | ABDTIVL VL VEGF GXAPKLLIYAASNLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTZSSLOP

(sec. 3)

EDFATYYCQOSNTSPLTFGQGCTXVEIKR
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SEC ID. Region de Secuencia
1D UNICA Proteina
NO. ABT 1234567890123456789012345675901234567890
57 | ABD59VH VH-RGMa EVOLVESGGGLVOPGSSLXLSCVASGFTFSNYGMNWIRGA
PXKGLEWIGMIYYDSSEKEYADSVKGRETISRONSKNTLY
LEMNSLRSEDTATYYCAKGTTPDYWGQGVMVTVSS
58 | ABOSOVL VL~RGMa DVVLTOTPVSLSVTLGDOASMSCRSSQSLEY SRGY TFLEW
FLOKPGOSPOLLIYEVSNRFSGVPDRFIGSGSGTDETLKI
SRVEPEDLGVYYCFQATHDPLTFGSGTKLEIKR
QVOLOESGEGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIRY
323 | AR122VH éicﬂng FPGKGLEWMGY TSYSGNTRYNBSLKSRITISRDT SKNQFF
) LELNSVTRADTATYYCATAGRGFPYWGQGTLVTIVSS
DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHISODINSNIGWLOQKP
324 | AR122VL :LCESFR GKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQP
S8cC.
EDFATYYCVQYGOFPWTFGGGTKLEIKR
QVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGY SITSDYAWNWIRG
325 | AB123VH égcﬁffR PPGKGLEWMGY I SYSANTRYNPSLKSRITISRDTSKNQEF
' LKLNSVTAADTATYYCATAGRGFPYWGQOGTLVTVSS
DIQMTOSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDISSNIGWLQQKP
326 | AR123VL éECEEfR GKSFKGLIYHGTNLEDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOP
’ EDFATYYCVQYGQFPWTFGGGTKLEIKR
OVQLOESGPGLVKESQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIRD
927 | aR124vH éZCngR PPGKGLEWMGY ISYSGNTRYNPSLESRITISRDTSKNQFF
' LKLNSVTAADTATYYCATAGRGFPYWGOGTLVTVSS
DICMTOSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGWLQOKP
328 | ap124vL (g:cngR GKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOP
EDFATYYCVQYGQFPWTFGGGTKLEIKR

La descripciéon detallada de las moléculas de DVD-Ig
especificas capaz de unir objetivos especificos, y los métodos
para hacer las mismas, se proporciona en la seccién posterior de

los ejemplos.
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D. Produccién de proteinas de DVD

Las protefnas de unién de la invenciéon se pueden producir
por cualquiera de un nimero de métodos conocidos en la técnica.
Por ejemplo, la expresién de las células hospedadoras, en donde
el vector de expresiéon que codifica las cadenas pesadas y ligeras
de DVD es transfectado en una célula hospedadora por técnicas
estandar. Varias formas del! término “transfeccion” se piensan
para comprender una gran variedad de técnicas usas comunmente
para la introduccion de ADN exdgeno en una célula hospedadora
procariota o eucariota, por ejemplo, electroporacién, precipitacion
de calcio-fosfato, transfeccion de DEAE-dextrano y similares.
Aungue es posible expresar las proteinas de DVD de la invencion
en las células hospedadoras procariotas o eucariotas, las
proteinas de DVD se expresan en las células eucariotas, por
ejemplo, céluias hospedadoras mamiferas, debido a que tales
células eucariotas (y particularmente las células mamiferas)
tienen mas posibilidad que las células procariotas de montar y
secretar una proteina de DVD inmunolégicamente activa
correctamente plegada.

Las células hospedadoras mamiferas ejemplares para
expresar los anticuerpos recombinantes de la invencidén incluyen
las células ovaricas de hamster chino (células CHO) (incluyendo
las células dhfr-CHO, descritas en Urlaub and Chasin (1980)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216-4220, utilizadas con un

marcador elegible de DHFR, por ejemplo, segun lo descrito en
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Kaufman, RJ. and Sharp, P.A. (1982) Mol. Biol. 159: 601-621),
células de mieloma NSO, células COS, células SP2 y PER.C6.
Cuando los vectores de expresién recombinantes que codifican
las proteinas de DVD se introducen en 'as células hospedadoras
mamiferas, las proteinas de DVD son producidas cultivando las
células hospedadoras durante un periodo de tiempo suficiente
para permitir la expresién de las proteinas de DVD en las celulas
hospedadoras o la secrecidén de las proteinas de DVD en el medio
de cultivo en donde se desarroillan las células hospedadoras. Las
proteinas de DVD se pueden recuperar de! medio de cultivo
usando los métodos de purificacién de proteina estandar.

En un sistema ejemplar para la expresién recombinante de
las proteinas de DVD de la invencién, un vector de expresién
recombinante que codifica ia cadena pesada de DVD y la cadena
ligera de DVD es introducido en las células dhfr-CHO por la
transfeccion mediada por fosfato-calcio. Dentro del vector de
expresiéon recombinante, los genes de DVD de cadena pesada y
ligera estdn cada uno ligado operativamente a los elementos
reguladores del reforzador de CMV/promotor de AdMLP para
conducir los niveles de transcripcién de los genes. E! vector de
expresion recombinante también lleva un gen de DHFR, que
permite la seleccién de las células CHO que son transfectadas
con el vector usando- la seleccion/amplificacién de metotrexato.
Las células hospedadoras transformantes seleccionadas se

cultivan para permitir la expresion de las cadenas pesadas y
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ligeras de DVD y la proteina intacta de DVD se recupera del
medio de cultivo. Las técnicas de biologia molecular estandar se
utilizan para preparar el vector de expresién recombinante,
transfectar las células hospedadoras, seleccionar los
transformantes, cultivar las células hospedadoras y recuperar la
proteina de DVD del medio de cultivo. La invencién proporciona
aun otro método para sintetizar una proteina de DVD de Ia
invencion cultivando una célula hospedadora de la invencién en
un medio de cultivo conveniente hasta que se sintetice una
proteina de DVD de la invencion. Ei método puede comprender
adicionalmente el aislamiento de |la proteina de DVD del medio de
cultivo.

Una caracteristica importante de DVD-lIg es que se puede
producir y purificarse de una manera similar como anticuerpo
convencional. La produccién de DVD-lg da lugar a un producto
importante homogéneo simple con la actividad especifica dual
deseada, sin ninguna modificacion de la secuencia de la regidn
constanie o modificaciones quimicas de la clase. Otros meétodos
previamente descritos para generar las proteinas de unidn
integrales ‘“biespecificas”, “multiespecificas”, y “multivalentes
multiespecificas” no conducen a un solo producto primario sino,
en su lugar, conducen a la produccion intracelular o secretada de
una mezcla de proteinas de unién integrales inactivas,
monoespecificas, multiespecificas, multivalentes, integrales

montadas, y de las proteinas de unién integrales multivalentes
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con la combinacion de diferentes sitios de uniéon. Como ejempio,
basado en el disefio descrito por Miller and Presta (Publicacion
PCT No. WO 2001/077342), existen 16 combinaciones posibles de
cadenas pesadas y ligeras. Por lo tanto, solamente el 6.25% de la
proteina es probable que esté en la forma activa deseada, y no
como un solo producto importante o como un solo producto
primario en comparacion con las otras 15 combinaciones posibles.
La separacion de las formas completamente activas deseadas de
la proteina de las formas inactivas y parciaimente activas de la
proteina usando las técnicas de cromatografia estandar, usadas
comunmente en la fabricacion a gran escala, debe aun ser
demostrada.

Asombrosamente, el disefio de las “proteinas de unién
integrales multivalentes especifica duales”™ de la invencién
conduce a una cadena ligera de dominio variable dual y a una
cadena pesada de dominio variable dual, que se montan
principalmente a las “proteinas de union integrales multivalentes
especificas duales” deseadas.

Por lo menos 50%, por lo menos 75% y por lo menos 80% de
las moléculas de inmunoglobulina de dominio variable dual
montadas, y expresadas son la proteina tetravalente especifica
dual deseada. Este aspecto mejora particularmente la utilidad
comercial de la invencién. Por o tanto, la invencion incluye un
método para expresar una cadena ligera de dominio variable dual

y una cadena pesada de dominio variable dual en una céluia que
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conduce a un solo producto primario de una “proteina de unidn
integral tetravalente especifica dual”.

La invencién proporciona un método para expresar una
cadena ligera de dominio variable dual y una cadena pesada de
dominio variable dual en una célula que conduce a un “producto
primario” de una “proteina de wunién integral tetravalente
especifica dual”, donde el “producto primario” es mas del 50% de
toda la proteina montada, que comprende una cadena ligera de
dominio variable dual y una cadena pesada de dominio variable
dual.

La invencion proporciona un método para expresar una
cadena ligera de dominio variable dual y una cadena pesada de
dominio variable dual en una célula que conduce a un solo
“producto primario” de una “proteina de unién integral
tetravalente especifica dual”, donde el “producto primario” es mas
del 75% de toda la proteina montada, que comprende Una cadena
ligera de dominio variable dual y una cadena pesada de dominio
variable dual.

La invencién proporciona un metodo para expresar una
cadena ligera de dominio variable dual y una cadena pesada de
dominio variable dual en una célula que conduce a un solo
“producto primaric” de una “proteina de unién integral
tetravalente especifica dual”, donde el “producto primario” es mas
del 90% de toda la proteina montada, que comprende una cadena

ligera de dominio variable dual y una cadena pesada de dominio
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variable dual.
i, Proteinas de union derivadas de DVD

Una modalidad proporciona una protelna de unién
etiquetada en donde la proteina de unién de la invencidén se
deriva o liga a otra molécula funcional (por ejemplo, otro péptido
o proteina). Por ejemplo, una proteina de unién etiquetada de la
invencién puede ser derivada ligando funcionalmente una proteina
de unién de la invencién (por acoplamiento quimico, fusion
genética, asociacion no covalente o de otra manera) a una o mas
de otras entidades moleculares, tal como otro anticuerpo (por
ejemplo, un anticuerpo biespecifico o un diacuerpo), un agente
detectable, un agente citotdoxico, un agente farmaceéutico, y/o una
proteina o péptido capaz de mediar la asociacion de la proteina
de unién con otra molécula (tal como una regién central de
estreptavidina o una etiqueta de polihistidina).

Los agentes detectables utiles de los cuales una proteina de
unién de la invencién puede ser derivada incluyen compuestos
fluorescentes. Los agentes detectables fluorescentes ejemplares
incluyen la fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
cloruro de 5-dimetilamina-1-naftalensulfonilo, ficoeritrina, vy
similares. Una proteina de unién se puede también derivar con las
enzimas detectables, tal como fosfatasa alcalina, peroxidasa de
rabano picante, oxidasa de glucosa y similares. Cuando una
proteina de unién se deriva con una enzima detectable, es

detectada agregando los reactivo adicionales cuya enzima se
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utiliza para producir un producto de reaccion detectable. Por
ejemplo, cuando el agente detectable, peroxidasa de rabano
picante, esta presente, la adicién de perdxido de hidrégeno y
diaminobencidina conduce a un producto de coloracién, que es
detectable. Una proteina de unién se puede también derivar con
biotina, y detectar con la mediciéon indirecta de la uni6n de
avidina ¢ estreptavidina.

Otra modalidad de la invencién proporciona una proteina de
unién cristalizada y las formulaciones y composiciones que
comprenden tales cristales. En una modalidad, la proteina de
unién cristalizada tiene un mayor periodo in vivo que las
contrapartes solubles de la proteina de unidén. En otra modélidad,
la proteina de unién conserva la actividad biolégica después de la
cristalizacion.

La proteina de union cristalizada de la invencién se puede
producir de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica y
segun lo descrito en la Publicaciéon PCT No. WO 02/072636.

Otra modalidad de la invencién proporciona una proteina de
unién glicosilada en donde el anticuerpo o porcion de union a
antigeno del mismo comprende uno o mas residuos de
carbohidrato. La produccién de proteina in vivo naciente puede
experimentar la transformacién adicional, <conocida como
modificacién post-traduccién. Particularmente, los residuos de
azucar (glicosilo) se pueden agregar de manera enzimatica, un

proceso conocido como glicosilaciéon. Las proteinas resultantes
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que llevan cadenas laterales de oligosacarido covalentes ligadas
se conocen como las proteinas glicosiladas o glicoproteinas. Los
anticuerpos son glicoproteinas con uno o mas residuos de
carbohidrato en el dominio Fc, asi como el dominio variable. Los
residuos de carbohidrato en el dominio Fc tienen un efecto
importante sobre la funcion efectora del dominio F¢, con un efecto
minimo sobre la unién a antfgeno o vida media del anticuerpo
(Jefferis, R. (2005) Biotechnol. Prog. 21: 11-16). En contraste, fa
glicosilacion del dominio variable puede tener un efecto sobre la
actividad de unién a antigeno del anticuerpo. La glicosilacién en
el dominio variable puede tener un efecto negativo sobre la
afinidad de unién del anticuerpo, probablemente debido al
obstaculo estérico (Co, M.S. y colaboradores (1993} Mol.
Immuno!. 30: 1361-1367), o da lugar a una afinidad aumentada
para el antigeno (Wallick, S.C. y colaboradores (1988) Exp. Med.
168: 1099-1109; Wright, A. y colaboradores (1991) EMBO J. 10:
2717 2723).

Un aspecto de la invencién se dirige a generar los mutantes
de sitioc de glicosilacion en los cuales el sitio de glicosilacidn
ligado a O o N de la proteina de unidén se ha transformado. El
experto puede generar tales mutantes usando las tecnologias
estandar bien conocidas. Los mutantes de sitio de glicosilacion
que conservan la actividad bioclégica pero tiene una han actividad
de unidn aumentada o disminuida son otro objeto de la invencién.

En aun otra modalidad, se modifica la glicosilacién del
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anticuerpo o porcién de uniéon a antigeno de la invencion. Por
ejemplo, un anticuerpo no glicosilado puede ser hecho (es decir,
el anticuerpo carece de glicosilacién). La giicosilacién se puede
alterar para, por ejemplo, aumentar la afinidad del anticuerpo
para el antigeno. Tales modificaciones de carbohidrato se pueden
lograr mediante, por ejemplo, la alteracion de uno o mas sitios de
glicosilacién dentro de la secuencia de anticuerpo. Por ejemplo,
una o mas sustituciones de aminoacido se pueden hacer para dar
lugar a la eliminacién de uno o mas sitios de glicosilacion de
region variables para de tal modo eliminar la glicosilacion en ese
sitio. Tal ausencia de glicosilacién puede aumentar |la afinidad de!
anticuerpo para el antigeno. Tal método se describe en detalle
adicional en la Publicacién PCT No. WO 2003/016466, y en las
Patentes Norteamericanas Nos. 5,714,350 y 6,350,861, cada una
de las cuales esta incorporada en la presente por referencia en
su totalidad.

Adicional o alternativamente, una proteina de union
modificada de la invencién se puede hacer la cual tiene un tipo
alterado de glicosilacion, tal como un anticuerpo hipofucosilado
que tiene cantidades reducidas de residuos de fucosilo {ver
Kanda y colaboradores (2007) J. Biotechnol. 130(3): 300-310.) o
un anticuerpo que tiene estructuras de GlcNAc de biseccidon
aumentadas. Tales patrones de glicosilacion alterados han
demostrado aumentar la capacidad de ADCC de los anticuerpos.

Tales modificaciones de carbohidrato se pueden lograr mediante,
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por ejemplo, la expresién del anticuerpo en wuna célula
hospedadora con la magquinaria de glicosilacion alterada. Las
células con la magquinaria de glicosilacion alterada se han
descrito en la técnica y se pueden utilizar como células
hospedadoras en las cuales se expresan los anticuerpos
recombinantes de la invencién para de tal modo producir un
anticuerpo con glicosilaciéon alterada. Ver, por ejemplo, Shields,
R.L. y colaboradores (2002) J. Biol. Chem. 277: 26733-26740;
Umana y colaboradores (1999) Nat. Biotech. 17: 176-1, asi como,
Patente Eurpea No. EP 1,176,195; Publicaciones PCT Nos. wo
03/035835 y WO 99/54342 80, cada una de las cuales esta
incorporada en la presente por referencia en su totalidad.

La glicosilacion de la proteina depende de la secuencia de
aminoacido de la proteina de interés, asi como la célula
hospedadora en la cual se expresa la proteina. Diferentes
organismos pueden producir diferentes enzimas de glicosilacion
(por ejemplo, las glicosiitransferasas y glicosidasas), y tienen
diferentes sustratos (azlicares de nucledtido) disponibles. Debido
a tales factores, el patrén de glicosilacion de proteina, y la
composicién de los residuos de glicosilo, pueden se diferentes
dependiendo del sistema anfitrién en el cual se expresa la
proteina particular. Los residuos de glicosilo uatiles en la
invencién pueden incluir, pero sin limitarse a, glucosa, galactosa,
manosa, fucosa, n-acetilglucosamina y acido sialico. En una

modalidad, la proteina de uniétn glicosilada comprende los
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residuos de glicosilo tal que el patrén de glicosilacién sea
humano.

Es conocido por los expertos en la técnica gque |la
glicosilacion de proteina de diferenciacion puede dar lugar a las
caracteristicas de proteina diferenciaciéon. Por ejemplo, la
eficacia de una proteina terapéutica producida en un
microorganismo anfitrion, tal como levadura, y glicosilada
utilizando 1a ruta endégena de levadura, puede ser reducida en
comparacion con la de la misma proteina expresada en una célula
mamifera, tal como wuna linea de células CHO. Tales
glicoproteinas pueden también ser inmunogénicas en humanos y
mostrar una vida media in vivo reducido después de la
administracién. Los receptores especificos en humanos y ofros
animales pueden reconocer los residuos de glicosilo especificos y
promover la eliminacion rapida de la proteina de la circulacion
sanguinea. Otros efectos nocivos pueden incluir cambios en el
plegamiento de proteina, solubilidad, susceptibiliidad a las
proteasas, trafico, transporte, compartimentalizacion, secrecion,
reconocimiento por otras proteinas o factores, antigenicidad, o
alergenicidad. Por consiguiente, un médico puede elegir una
proteina terapéutica con una composicion especifica y un patrén
de glicosilacién, por ejemplo, composicién y patron de
glicosilacién idénticos, o por lo menos similares, a los producidos
en las células humanas o en las células especificas a la especie

del sujeto animal previsto.
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La expresion de las proteinas glicosilada diferentes de la de
una célula hospedadora puede ser lograda modificando de manera
genética !a célula hospedadora para expresar las enzimas de
glicosilacién heterdlogas. Usando los métodos conocidos en la
técnica un médico puede generar los anticuerpos o porciones de
unién a antigeno de los mismos, que exhiben la glicosilacion de
proteina humana. Por ejemplo, las cepas de levadura se han
modificado de manera genética para expresar las enzimas de
glicosilacién no naturales tal que las protefnas glicosiladas
(glicoproteinas) producidas en estas cepas de levadura exhiban la
glicosilacién de proteina idéntica a la de las células animales,
especialmente c¢élulas humanas (Solicitudes de Patentes
Norteamericanas 20040018590 y 20020137134 y Publicacion de
Patente W02005100584 A2).

Ademas de las proteinas de union, la invencion tambien se
dirige a los anticuerpos anti-idiotipicos (anti-1d) especificos para
tales proteinas de uniéon de la invencién. Un anticuerpo anti-ld es
un anticuerpo, que reconoce los determinantes Unicos asociados
generalmente a la region de unién a antigeno de otro anticuerpo.
E! anticuerpo anti-ld puede ser preparado inmunizando un animal
con la proteina de unién o una regiéon que contienen la CDR del
mismo. EI animal inmunizado reconocerd y respondera a |los
determinantes idiotipicos del anticuerpo de inmunizacién vy
producira un anticuerpo anti-1d. Es facilmente evidente capaz ser

mas facil generar los anticuerpos anti-idiotipico para dos o mas
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anticuerpos madre incorporados en una molécula de DVD-Ig; vy
confirmar ios estudios de unién por los métodos bien reconocidos
en la técnica (por ejemplo, BlAcore, ELISA) para verificar gque los
anticuerpos anti-idiotipicos especificos para el idiotipo de cada
anticuerpo madre también reconocen el idiotipo (por ejemplo, sitio
de unién a antigeno) en e! contexto de la DVD-Ig. Los anticuerpos
anti—idiotipicos especificos para cada uno de dos o més sitios de
unién a antigeno de una DVD-Ilg proporcionan los reactivo ideales
para medir las concentraciones de DVD-lg de una DVD-lg humana
en suero madre; los analisis de concentracién de DVD-lg se
pueden establecer usando un “formato de analisis ELISA de tipo
emparedado” con un anticuerpo para una primera region de unién
a antigeno recubierta en la fase sélida (por ejempio, chip de
BlAcore, placa de ELISA, etc.), enjuague con amortiguador de
enjuague, incubacién con la muestra de suero, nuevamente
enjuague, y finalmente la incubacién con otro anticuerpo anti-
idiotipico para otro sitio de unién a antigeno, si mismo etiquetado
con una enzima para la cuantificacion de la reaccidén de unién. En
una modalidad, para una DVD-lg con méas de dos diferentes sitios
de union, los anticuerpos anti-idiotipicos para los dos sitios de
unién exteriores (el mas distal y préximo de la region constante)
no sélo ayudaran a la determinacién de la concentraciéon de DVD-
lg en suero humano sino también documentaran la integridad de
la molécula in vivo. Cada anticuerpo anti-ld se puede también

utilizar como “inmunégeno” para inducir una inmunorespuesta en
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aun otro animal, produciendo un llamado anticuerpo anti-anti-Id.

Ademads, sera apreciado por el experto que una proteina de
interés se pueda expresar usando una biblioteca de células
hospedadoras disefiadas de manera genética para expresar varias
enzimas de glicosilacién, tal que las células hospedadoras que
son miembros de la biblioteca produzcan la proteina de interés
con los patrones de glicosilacién variables. Un medico puede
entonces seleccionar y aislar la proteina de interés con los
nuevos patrones particulares de glicosilacién. En una modalidad,
la proteina que tiene un nuevo patrén de glicosilacién
particularmente seleccionado exhibe las caracteristicas bioldgicas
mejoradas o alteradas.
li. Usos de DVD-Ig

Debido a su capacidad de unir a dos o mas antigenos las
proteinas de unién de la invencion se pueden utitizar para
detectar los antigenos (por ejemplo, en una muestra biologica, tal
como suero o plasma), usando un inmunoensayo convencional, tal
como un ELISA, radioinmunoanalisis (RIA, por sus siglas en
inglés), o inmunohistoquimica de tejido. La DVD-lg se etiqueta
directa o indirectamente con una sustancia detectable para
facilitar la deteccién del anticuerpo unido o no unido. Las
sustancias detectables convenientes incluyen varias enzimas,
grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales
luminescentes, y materiales radioactivos. Los ejemplos de

enzimas convenientes incluyen peroxidasa de rabano picante,
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fosfatasa alcalina, PB-galactosidasa, y acetilcolinesterasa; los
ejemplos de los complejos de grupo prostético convenientes
incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; los ejemplos de
materiales fluorescentes convenientes incluyen umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
fluoresceina de diclorotriazinilamina, cloruro de dansilo vy
ficoeritrina; un ejemplo de un material luminescente incluye
luminol; y los ejemplos de los materiales radioactivos
convenientes incluyen °H, ™C, %5, %y, ®%T¢, '"'Yin, %1, 3TN,
177Lu, 155H0, y ‘53Sm.

En una modalidad las proteinas de unién de la invencion
pueden neutralizar la actividad de los antigenos in vitro e in vivo.
Por consiguiente, tales DVD-Igs se pueden utilizar para inhibir la
actividad del antigeno, por ejemplo, en un cultivo ceiular que
contiene los antigenos, en sujetos humanos o en otros sujetos
mamiferos que tienen los antigenos con los cuales una proteina
de unién de la invencién reacciona de manera cruzada. En otra
modalidad, la invencién proporciona un método para reducir la
actividad de antigeno en un sujeto que sufre de una enfermedad o
trastorno en donde la actividad de antigeno sea perjudicial. Una
proteina de unién de la invencién se puede administrar a un
sujeto humano para los propésitos terapéuticos.

Segun lo utilizado en la presente, el término “un trastorno
en el cual la actividad de antigeno sea perjudicial” se piensa para

incluir las enfermedades y otros trastornos en los cuales la
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presencia del antigeno en un sujeto que sufre del trastorno ha
mostrado ser o se sospecha que sea responsable de |la
patofisiologia del trastorno o un factor que contribuye a un
empeoramiento del trastorno. Por consiguiente, un trastorno en el
cual la actividad de antigeno es perjudicial es un trastorno en el
cual se espera que la reduccion de la actividad de antigeno alivie
los sintomas y/o la progresion del trastorno. Tales trastornos se
pueden evidenciar, por ejemplo, por un aumento de la
concentracién de antigeno en un fluido bioldgico de un sujeto que
sufre del trastorno (por ejempio, un aumento de la concentracion
de antigeno en suero, plasma, fluido sinovial, etc., del tema). Los
egjemplos no limitantes de los trastornos que se pueden tratar con
las proteinas de unién de la invenciéon incluyen aquellos
trastornos discutidos posteriormlente y en la seccion referente a
las composiciones farmacéuticas de los anticuerpos de la
invencion,

Las DVD-lgs de la invencién pueden unir un antigeno o
multiples antigenos. Tales antigenos incluyen, pero no se limitan
a, los objetivos enumerados en ias siguientes bases de datos.
Estas bases de datos de objetivo incluyen los listados:

Objetivos terapéuticos
(xin.cz3.nus.edu.sg/group/cjttd/ttd.asp);

Citosinas y receptores de citosina
(www citosinawebfacts.com, www.copewithcitosinas.de/cope.cgi, y

cmbi.bjmu.edu.cn/cmbidata/cgf/CGF_Database/citosina.medic.kum
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amoto-u.ac.jp/CFC/indexR.htmi};

Quimiocinas (citokine.medic.kumamoto-
u.ac.jp/CFC/CK/Chemocine.html);

Receptores de quimiocina y GPCRs (csp.medic.kumamoto-
J.ac.jp/CSP/Receptor.htm!, y www.gpcr.org/7tm/);

Receptores oifativos
(senselab.med.yale.edulsenselab/ORDB/defauIt.asp);

Receptores {(www.iuphar-db.org/iuphar-rd/list/index.htm);

Ohjetivos de céncer (cged.hgc.jp/cgi-bin/input.cgi);

Proteinas secretadas como objetivos de anticuerpo
potenciales (spd.cbi.pku.edu.cn/);

Cinasas de proteina (spd.cbi.pku.edu.cn/), y

Marcadores CcD humanos
(content.labvelocitv.eom/tools/6/1226/CD table_final_locked.pdf) y
(Zola H (2005) Blood 106: 3123-6).

Las DVD-igs son uatiles como agentes terapéuticos para
bloquear simultaneamente dos diferentes objetivos para mejorar
la eficacia/seguridad y/o aumentar la cobertura del paciente.
Tales objetivos pueden incluir los objetivos solubles {por ejemplo,
TNF) y los objetivos de receptor de superficie de célula (por
ejemplo, VEGFR y EGFR). Pueden también ser utilizados para
inducir la citotoxicidad dirigida nuevamente entre las células
tumorales y células T (por ejemplo, Her2 y CD3) para la terapia
del cancer, o entre la célula autoreactiva y las celulas efectoras

para la enfermedad autoinmune o trasplante, o entre cualquier
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célula objetivo y la células efectoras que eliminan las células
causantes de enférmedad en cualquier enfermedad dada.

Ademas, la DVD-lg se puede utilizar para accionar el
agrupamiento y activacién del receptor cuando se disefia para
dirigirse a dos diferentes epitopos en el mismo receptor. Esto
puede tener ventaja en la fabricacién de los terapéuticos anti-
GPCR agonistas y antagonistas. En este caso, la DVD-Ig se
puede utilizar para dirigirse a dos diferentes epitopos (incluyendo
los epitopos en las regiones de bucle y el dominio extracelular)
en una céluta para el agrupamiento/sefializacién (dos moléculas
de superficie de célula} o sefializacién (en una molécula).
Similarmente, una molécula de DVD-lg se puede disefiar para
accionar la union de CTLA-4, y una sefial negativa localizando
dos diferentes epitopos (0o 2 copias del mismo epitopo) del
dominio extracelular CTLA-4, lo cual conduce a la regulacién de
la inmunorespuesta. CTLA-4 es un objetivo clinicamente validado
para el tratamiento terapéutico de un numero de trastornos
inmunol6égicos. Las interacciones de CTLA-4/B7 regulan
negativamente l|la activacién de las células T atenuando la
progresion del ciclo celular, la produccién de IL-2, y la
proliferacién de las células deT después de la activacion, y el
acoplamientoc de CTLA-4 (CD152) puede infra-regular |Ia
activacion de las células T y promover la induccién de la
tolerancia inmune. Sin embargo, la estrategia de atenuar la

activacién de las células T por el acoplamiento de anticuerpo
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agonista de CTLA-4 ha fracasado puesto que la activacion de
CTLA-4 requiere la union. La interaccién molecular de CTLA-4/B7
esta en las matrices de “cremallera sesgada”, segun lo
demostrado por el analisis estructural cristalino (Stamper (2001)
Nature 410: 608). Sin embargo, ningunos de los reactivo de union
a CTLA-4 actuaimente disponibles tienen las caracteristicas de
union, que incluyen los mAbs anti-CTLA-4. Ha habido varios
intentos de abordar este problema. En un caso, un anticuerpo de
cadena simple de unién de miembro fue generado, e inhibid
perceptibiemente el rechazo alogénico en los ratones (Hwang
(2002) J. Immunol. 169: 633). En un caso separado, el anticuerpo
de cadena simple ligado a superficie de APC artificial para CTLA-
4 fue generado y demostrd atenuar las respuestas de las células
T (Griffin (2000) J. Immunol. 164: 4433). En ambos casos, la
unién a CTLA-4 fue alcanzada por los anticuerpos de unién a
miembro localizado estrechamente en los sistemas artificiales.
Mientras que estos experimentos proporcionan la prueba de
concepto para la infra-regulacién inmunolégica accionando la
sefalizacién negativa de CTLA-4, los reactivo usados en estos
reportes no son convenientes para el uso terapéutico. Para esté
proposito, la union a CTLA-4 puede ser alcanzada usando una
molécula de DVD-lg, que localiza dos diferentes epitopos (o 2
copias del mismo epitopo) del dominio extracelular de CTLA-4. EI
analisis razonado es que la distancia que atraviesan dos sitios de

unién de un IgG, aproximadamente 150-170A, es demasiado
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grande para {a unidén activa de CTLA-4 (30-50A entre el
homodimero 2 CTLA-4). Sin embargo, la distancia entre los dos
sitios de unién en DVD-Ig {(una ramificacion) es mucho mas corta,
también en el intervalo de 30-50A, permitiendo la union apropiada
de CTLA-4.

Similarmente, DVD-lg puede localizar dos diferentes
miembros de un complejo del receptor de superficie de célula (por
ejemplo, IL-12R alfa y beta). Ademdas, DVD-lg puede localizar
CR1 y una proteina/patégeno soluble para conducir la eliminacion
rapida de la proteina/patégeno solubie objetivo.

Ademas, las DVD-Igs de la invenciéon se pueden utilizar para
el suministro especifico a tejido (localizar un marcador de tejido y
un mediador de enfermedad para mejorar la PK local, asl se eleva
la eficacia y/o disminuye la toxicidad), incluyendo el suministro
intracelular (localizar un receptor de internalizacion y wuna
molécula intracelular) y suministro dentro del cerebro (localizar el
receptor de transferrina y un mediador de enfermedad del CNS§S
para cruzar la barrera de sangre-cerebro}. La DVD-Ig puede
también servir como proteina portadora para suministrar un
antigeno a una localizacion especifica via la unién a un epitopo
no neutralizante de ese antigeno y también aumentar la vida
media del antigeno. Ademas, la DVD-Iig puede ser disefiada para
ligar fisicamente los dispositivos médicos implantados en los
pacientes o localizar estos dispositivos médicos (ver Burke, S. E.

y colaboradores (2006) Adv. Drug Deliv. Rev. 58(3): 437-446;
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Hildebrand, H. F. y colaboradores (2006) Surface and Coatings
Technol. 200(22-23): 6318-6324; Wu, P. vy colaboradores (2006)
Biomaterials 27(11): 2450-2467; Marques, A. P. y colaboradores
(2005) Biodegrad. Syst. Tissue Eng .and Regen. Med. 377-397).
Brevemente, la direccidn de los tipos apropiados de célula al sitio
del implante médico puede promover la cura y restauracién de la
funcion normal del tejido. Alternativamente, también se
proporciona la inhibicién de los mediadores (incluyendo, pero sin
limitarse a, citosinas), liberados durante la implantacién del
dispositivo por un DVD acoplado-o localizado en un dispositivo.
Por ejemplo, los stents se han utilizado por afios en la cardiologia
de intervencion para despejar las arterias bloqueadas y mejorar el
flujo de sangre hacia el musculo del corazén. Sin embargo, los
stents de metal descubiertos tradicionales se han conocido por
causar la restenosis (angostamiento repetido de la arteria en un
area tratada) en algunos pacientes y pueden conducir a los
coagulos de sangre. Recientemente, se ha descrito un stent
recubierta con anticuerpo anti-CD34 que reduce la restenosis vy
evita que ocurran los coagulos de sangre capturando las células
progenitoras endoteliales (EPC) que circulan a través de la
sangre. Las células endoteliales son las células que alinean los
vasos sanguineos, permitiendo que la sangre fluya sin
obstaculos. Las EPCs se adhieren a la superficie dura del stent
formando una capa lisa que no sdélo promueve la curacidén sino

previene la restenosis y coagulos de sangre, complicaciones
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asociadas previamente al uso de los stents (Aoji, y colaboradores
(2005) J. Am. Coll. Cardiol. 45(10). 1574-9). Ademéas de mejorar
los resultados para los pacientes que reguieren los stents,
existen también las implicaciones para los pacientes gque
requieren la cirugia de derivacién cardiovascular. Por ejemplo, un
conducto vascular prostético (arteria artificial) recubierto con los
anticuerpos anti-EPC eliminaria |la necesidad de utilizar las
arterias de las piernas o brazos de los pacientes para los injertos
de la cirugia de derivacién. Esto reduciria la duracién de la
cirugia y anestesia, que, a su vez, reducira las muertes por
cirugia coronaria. La DVD-Ig se disefia de una manera tal que una
a un marcador de superficie de célula (tal como CD34) asi como
una proteina (o a un epitopo de |la clase que incluye, pero sin
limitarse a, proteinas, lipidos y polisacaridos) que ha estado
recubierta en el dispositive implantado para facilitar el
reclutamiento celular. Tales métodos también se pueden aplicar a
otros implantes médicos en general. Alternativamente, las DVD-
lgs pueden es-tar recubiertas en los dispositivos médicos vy,
durante la implantacién y liberacién de todas los DVDs del
dispositivo (o cualquier otra necesidad, que pueda requerir las
DVD-lgs frescas adicionales, que incluye el envejecimiento y
desnaturalizacion de |la DVD-Ig ya cargado), el dispositivo se
podria recargar por la administracion sistémica de DVD-Ig fresca
al paciente, donde la DVD-Ig se disefia para unir a un objetivo de

interés (una citosina, marcador de superficie de célula (tal como
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CD34), etc.) con un conjunto de sitios de unién y a un objetivo
recubierto en el dispositivo (incluyendo una proteina y un epitopo
de la clase que incluye, pero no se limita a, lipidos, polisacaridos
y polimeros) con el otro. Esta tecnologia tiene ia ventaja de
ampliar |la utilidad de los implantes recubiertos.
A, Uso de DVD-lgs en varias enfermedades

Las moléculas de DVD-lg de la invencidén son también ultiles
como moléculas terapéuticas para tratar varias enfermedades.
Tales moléculas de DVD pueden unir uno o mas objetivos
implicados en una enfermedad especifica. Los ejemplos de tales
objetivos en varias enfermedades son descritos posteriormente.
1. Respuesta humana autoinmune e inflamatoria

Muchas proteinas se han implicado en las respuestas
autoinmunes e inflamatorias generales, que incluyen C5, CCL1 (I-
309), CCL11 (eotaxin), CCL13 (mcp-4), CCL15 (MIP-Id), CCL16
(HCC-4), CCL17 (TARC), CCL18 (PARC), CCL19, CCL2 (mcp-1),
CCL20 {MIP-3a), CCL21 (MIP-2), CCL23 (MPIF-1), CCL24 (MPIF-
2/eotaxin-2), CCL25 (TECK), CCL26, CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-
1b), CCL5 (RANTES), CCL7 {mcp-3), CCL8 (mcp-2), CXCLI1,
CXCL10 (IP-10), CXCL11 (I-TAC/IP-9), CXCL12 {(SDF1), CXCL13,
CXCL14, CXCL2, CXCL3, CXCLS5 (ENA-78/LIX), CXCL6 (GCP-2),
CXCL9, IL13, IL8, CCL13 (mcp-4), CCR1, CCR2, CCR3, CCRA4,
CCR5, CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, CX3CR1, ILBRA, XCR1
(CCXCR1), IFNA2, IL10, IL13, IL17C, IL1A, IL1B, ILIF10, iL1F5,

IL1F6, IL1F7, IL1F8, IL1F9, 1L22, IL5, IL8, IL9, LTA, LTB, MIF,
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SCYE1 {(citosina de activacién de monocito endotelial), SPP1,
TNF, TNFSF5, IFNAZ, IL10RA, IL10RB, iL13, IL13RA1, ILSRA,
IL9, IL9R, ABCFI|, BCL6&, C3, C4A, CEBPB, CRP, ICEBERG,
IL1R1, IL1RN, IL8RB, LTB4R, TOLLIP, FADD, IRAK1, IRAKZ,
MYD88, NCK2, TNFAIP3, TRADD, TRAF1, TRAF2, TRAF3, TRAF4,
TRAFS5, TRAFB6, ACVRI1 ACVRIB, ACVR2, ACVR2B, ACVRL1,
CcDh28, CD3E, CD3G, CDh3Zz, CD69, CD80, CD86, CNR1, CTLA4,
CYSLTR1, FCER1A, FCER2, FCGR3A, GPR44, HAVCR2, OPRD1,
P2RX7, TLR2, TLR3, TLR4, TLRS5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9,
TLR10, BLR1, CCL1, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCLS,
CCL11, CCL13, CCL15, CCL16, CCL17, CCL18, CCL19, CCL20,
CCL21, CCL22, CCL23, CCL24, CCL25, CCR1, CCR2, CCR3,
CCR4, CCRS5, CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, CX3CL1, CX3CR1,
CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL10, CXCL11,
CXCL12, CXCL13, CXCR4, GPR2, SCYE1, SDF2, XCL1, XCL2,
XCR1, AMH, AMHR2, BMPR1A, BMPR1B, BMPR2, C190rf10
(IL27w), CER1, CSF1, CSF2, CSF3, DKFZp451J0118, FGF2,
GFI1, IFNA1, IFNB1, IFNG, IGF1, IL1A, iL1B, IL1R1, IL1R2, IL2,
ILZRA, IL2RB, IL2RG, IL3, (L4, IL4R, IL5, IL5RA, IL6, IL6R,
IL6ST, IL7, IL8, IL8BRA, IL8RB, IL9, IL9R, IL10, IL10RA, IL10RB,
IL11, IL11RA, IL12A, I1L12B, IL12RB1, IL12RB2, IL13, IL13RA1,
IL13RA2, IL15, IL15RA, IL16, I1L17, IL17R, I1L18, IL18R1, IL19,
IL20, KITLG, LEP, LTA, LTB, LTB4R, LTB4R2, LTBR, MIF, NPPB,
PDGFB, TBX21, TDGF1, TGFA, TGFB1, TGFBIIl, TGFB2, TGFB3,

TGFB1, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, THIL, TNF, TNFRSF1A,
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TNFRSF1B, TNFRSF7, TNFRSF8, TNFRSF9, TNFRSF1I1A,
TNFRSF21, TNFSF4, TNFSF5, TNFSF6, TNFSF11, VEGF, ZFPM2,
y RNF110 (ZNF144). En un aspecto, se proporciona las DVD-Igs
capaz de unir uno o mas de las objetivos enumerados en la
presente.
2. Asma

El asma alérgico es caracterizado por la presencia de
eosinofilia, metaplasia de células caliciformes, alteraciones de
células epiteliales, hiperreactividad de las vias aéreas (AHR}, ¥y
expresion de citosina Th2 y Thl, asi como niveles elevados de IgE
en suero. Ahora se acepta ampliamente que ia inflamacién de las
vias aéreas es el factor clave que es la base de la patogénesis
del asma, que implica una interaccidén compleja de las células
inflamatorias tal como <células T, células B, eosindéfilos,
mastocitos y macréfagos, y sus mediadores secretados que
incluyen citosinas y quimiocinas. Los corticoesteroides son el
tratamiento antiinflamatorio mas importante para el asma en la
actualidad; sin embargo, su mecanismo de accién es no
especifico y las preocupaciones de seguridad existen,
especialmente en la poblacion juvenil de pacientes. El desarrollo
de terapias mas especificas y dirigidas, por lo tanto, se autoriza.
Existe un aumento de la evidencia de que IL-13 en ratones imita
muchas de las caracteristicas de! asma, incluyendo la AHR,
hipersecrecién de moco y fibrosis de las vias aéreas,

independientemente de la inflamacion eosinofila (Finotto, vy
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colaboradores (2005) Internal Immunol. 17(8): 993-1007; Padilla,
y colaboradores (2005) J. Immunol, 174(12): 8097-8105).

iL-13 ha mostrado tener como una funcion fundamental en
causar las respuestas patoldgicas asociadas al asma. EI
desarrollo de la terapia de mAb anti-IL-13 para reducir los efectos
de IL-13 en el pulmén es un nuevo método emocionante que
ofrece una promesa considerable como nuevo tratamiento para el
asma. Sin embargo, otros mediadores de las rutas inmunoclogicas
diferenciadas también estan implicados en la patogénesis del
asma, y bloguean estos mediadores, ademas IL-13, puede ofrecer
la ventaja terapéutica adicional. Tales pares de objetivos
incluyen, pero no se limitan a, IL-13 y una citosina pro-
inflamatoria, tal como el factor a de necrosis tumoral (TNF-a).
TNF-a puede amplificar |la respuesta inflamatoria en el asma y se
puede ligar a la severidad de la enfermedad (McDonnell, vy
colaboradores (2001) Progr. Respir. Res. 31: 247-250). Esto
sugiere que el bloqueo de IL-13 y TNF-a puede tener efectos
beneficiosos, particularmente en enfermedades severas de las
vias aéreas. En otra modalidad, la DVD-Ilg de la invencidn une las
objetivos IL-13 y TNFa y se utiliza para tratar el asma.

Los modelos animaies tal como el modelo ratéon de asma
inducido por OVA, donde la inflamaciéon y AHR pueden ser
determinadas, se conocen en la técnica y se pueden utilizar para
determinar la capacidad de varias moléculas de DVD-Ig para

tratar el asma. Los modelos animales para estudiar e! asma se
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describen en Coffman, y colaboradores (2005) J. Exp. Med.
201(12);: 1875-1879; Lloyd y colaboradores (2001) Adv. Immunol.
77: 263-295; Boyce y colaboradores (2005) J. Exp. Med. 201(12):
1869-1873; v Snibson y colaboradores (2005) J. Brit. Soc. Allerg.
Clin. Immunol. 35(2): 146-52. Ademéas de las valoraciones de
seguridad rutinarias de este par de objetivos, las pruebas
especificas para determinar el grado de inmunosupresién pueden
ser autorizadas y provechosas en la seleccion del mejor par de
objetivos (ver Luster y colaboradores (1994) Toxicology 82(1-3):
229-43; Descotes, vy colaboradores {1992) Devel. Biol. Stand. 77:
99-102: Hart y colaboradores (2001) J. Allerg. Clin. Immunol.
108(2): 250-257).

De acuerdo con el analisis razonado descrito en la presente,
y con el mismo modelo de evaluacion para la eficacia y seguridad,
otros pares de objetivos cuyas moléculas de DVD-lg se pueden
unir y capaz de ser Gtiles para tratar el asma, pueden ser
determinados. En una modalidad, tales objetivos incluyen, pero
no se limitan a, IL-13 e IL-1beta, puesto que implican a IL-1beta
también en la respuesta inflamatoria en el asma; IL-13 y citosinas
y quimiocinas estan implicadas en ia inflamacién, tal como IL-13 e
{L-9; IL-13 e }L-4; IL-13 e IL-5; IL-13 e IL-25; IL-13 y TARC; IL-13
y MDC; IL-13 y FIM; IL-13 y TGF-B; agonista de IL-13 y LHR; IL-
13 y CL25; IL-13 y SPRR2a; IL-13 y SPRR2b; IL-13 y ADAMS8. La
invencién también proporciona las DVD-lgs capaz de unir uno o

mas objetivos implicados en el asma seleccionadas del grupo que

-
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consiste de CSF1 (MCSF), CSF2 (GM-CSF), CSF3 (GCSF), FGF2,
IFNA1, IFNB1, IFNG, receptores de histamina y histamina, IL1A,
IL1B, IL2, IL3, [L4, IL5, L6, L7, IL8, 1L9, 1L10, IL11, IL12A,
IL128, IL13, IL14, IL15, IL16, IL17, 1L18, IL19, KITLG, PDGFB,
IL2ZRA, IL4R, ILSRA, IL8RA, IL8RB, IL12RB1, IL12RB2, IL13RA1,
IL13RA2, IL18R1, TSLP, CCL1, CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5, CCL7,
ccL8, c¢€cL13, CccL17, cCcCL18, CCL19, CCL20, CCL22,
CCL24,CX3CL1, CXCL1, CXCL2, CXCL3, XCL1, CCR2, CCR3,
CCR4, CCR5, CCR8, CCR7, CCR8, CX3CR1, GPR2, XCRI, FOS,
GATA3, JAKI, JAK3, STAT6, TBX21, TGFBI, TNF, TNFSF6, YY1,
CYSLTR1, FCER!A, FCER2, LTB4R, TB4R2, LTBR, y Chitinasa.
3. Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (RA por sus siglas en ingiés), una
enfermedad sistémica, es caracterizada por una reaccién
inflamatoria crénica en el sinovio de las articulaciones y esta
asociada a la degeneraciéon del cartilago y erosion del hueso
yuxta-articular. Muchas citosinas pro-inflamatorias que incluyen
TNF, quimiocinas, y factores de crecimiento, se expresan en las
articulaciones enfermas. La administracién sistemica del
anticuerpo anti-TNF o proteina de fusion de sTNFR a los modelos
raton de la RA mostréo ser antiinflamatoria y protectora de
articulaciones. Las investigaciones clinicas en las cuales la
actividad de TNF en los pacientes con RA fue blogqueada con
infliximab administrada de manera intravenosa {Harriman, G. y

colaboradores (1999) Ann. Rheum. Dis. 58 (Supp! 1): 161-4), un
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mAb anti-TNF quimérico, ha proporcionado la evidencia que TNF
reguia la produccién de IL-6, IL-8, MCP-1, y VEGF, reclutamiento
de células inmunes e inflamatorias en las articulaciones,
angiogénesis, y reduccidén de los niveles en sangre de las
metaloproteinasas-1 y -3. Una mejor comprensién de la ruta
inflamatoria en la artritis reumatoide ha conducida a la
identificacién de otros objetivos terapéuticos implicados en la
artritis reumatoide. Los tratamientos prometedores, tal como
antagonistas de interleucina-6 (anticuerpo MRA del receptor IL-6,
desarrollado por Chugai, Roche (ver Nishimoto, N. vy
colaboradores {(2004) Arthrit. Rheum. 50(6): 1761-1769), CTLA4Ig
(abatacept, Genovese, M. y colaboradores (2005) N. Engl. J. Med.
353: 1114-23.), y terapia anti-células B (rituximab; Okamoto, H.

and Kamatani, N. (2004) N. Engl. J. Med. 351: 1809), se han

probado ya en ensayos controlados aleatorios durante el ultimo

afio. Otras citosinas se han identificado y mostradec para ser
benéficos en los modelos animales, que incluyen interleucina-15
{anticuerpo terapéutico HuMax-IL_15, AMG 714 (ver Baslund, B. y
colaboradores (2005) Arthrit. Rheum. 52(9): 2686-2692)),
interleucina-17, e interleucina-18, y los ensayos clinicos de estos
agentes estan actualmente en ejecucién. La terapia especifica

dual del anticuerpo, combinando anti-TNF y otro mediador, tiene

- gran potencial en el aumento de la eficacia clinica y/o cobertura

del paciente. Por ejemplo, el bloqueo de TNF y VEGF puede

suprimir potencialmente la inflamacién y angiogénesis, que estan

2N
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implicadas en la patofisiclogia de RA. También se contempla
bloquear otros pares de objetivos implicados en la RA que
incluyen, pero no se limitan a, TNF e I1L-18; TNF e IL-12; TNF e
IL-23; TNF e IL-1beta; TNF y FIM; TNF e IL-17; TNF e IL-15, TNF
y SOST con las DVD-Igs especificas. Ademas de las valoraciones
de seguridad rutinarias de estos pares de objetivos, las pruebas
especificas para determinar el grado de inmunosupresion pueden
ser autorizadas y provechosas en la seleccion de los mejores
pares de objetivos (ver Luster y colaboradores (1994) Toxicol.
92(1-3): 229-43; Descotes y colaboradores (1982) Devel. Biol.
Stand. 77: 99-102; Hart y colaboradores (2001) J. Allerg. Clin.
immunol. 108(2): 250-257). Si una molécula de DVD-Ig sera util
para el tratamiento de la artritis reumatoide se puede determinar
usando los modelos animales preclinicos de la RA tal como el
modelo ratéon de la artritis inducida por colageno. Otros modelos
Utiles son también bien conocidos en la técnica {(ver Brand, D.D.
(2005) Comp. Med. 55(2): 114-22). De acuerdo con la reactividad
cruzada de los anticuerpos madre para los estudios de validacion
de los ortélogos humanos y de ratéon (por ejemplo, reactividad
para TNF humano y de ratén, |IL-15 humana y de ratén, etc.} en el
modelo ratén de CIA pueden ser conducidos con las moléculas de
DVD-lg derivadas del “anticuerpo sustituto igualado”; brevemente,
una DVD-lg basada en dos (o mas) anticuerpos especificos al
objetivo de ratén se puede igualar a medida de lo posible a las

caracteristicas de los anticuerpos madre humanos o humanizados
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usados para la construccion de DVD-Ig humana (afinidad similar,
potencia de neutralizacion similar, vida media similar, etc.).
4. SLE

La caracteristica inmunopatogénica de SLE es la activacion
de las células B policlonales, que conduce a la hiperglobulinemia,
produccién de autoanticuerpo y formacién del complejo
inmunoldgico. La anormalidad fundamental parece ser la
incapacidad de las células T de suprimir los clones de celulas B
prohibidos debido a la alteracion generalizada de las células T.
Ademas, la interaccion de las células B y T es facilitada por
varias citosinas, tal como IL-10, asi como ias moléculas co-
estimulantes, tal como CD40, CD40L, B7, CD28, y CTLA-4, que
inician la segunda sefial. Estas interacciones, junto con la
separacion fagocitaria deteriorada de los complejos
inmunoldgicos y material apoptdtico, perpetuan la
inmunorespuesta con lesiéon de tejido resultante. Las siguientes
objetivos se pueden implicar en la SLE y se pueden
potenciaimente utilizar para un método de DVD-lg para Ia
intervencién terapéutica: las terapias dirigidas a las células B:
CcD-20, CD-22, CD-19, CD28, CD4, CD80, HLA-DRA, 1L10, IL2Z,
IL4, TNFRSF5, TNFRSF6, TNFSFS5, TNFSF6, BLR1, HDACA4,
HDACS5, HDAC7A, HDACS, ICOSL, IGBP1, MS4A1, RGS1, SLAZ,
CD81, IFNB1, IL10, TNFRSF5, TNFRSF7, TNFSF5, AICDA, BLNK,
GALNAC4S-68T, HDAC4, HDACS5, HDAC7A, HDACY9, IL10, IL11,

IL4, INHA, INHBA, KLF6, TNFRSF7, CD28, CD38, CD69, CD8O,
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CcD83, CDh86, DPP4, FCER2, [L2RA, TNFRSF8, TNFSF7, CD24,
CD37, CD40, CD72, CD74, CD79A, CD79B, CR2, IL1R2, ITGAZ,
ITGA3, MS4A1, ST6GAL1, CDIC, CHSTIO, HLA-A, HLA-DRA, y
NTSE; sefiales co-estimulantes: CTLA4 o B7.1/B7.2; inhibicion de
ia supervivencia de las células B: BlyS o BAFF; desactivacién del
complemento: C5; modulacién de citosina: el principio esencial es
que la respuesta biolégica neta en cualquier tejido es el resultado
de un equilibrio entre los niveles locales de citosinas pro-
inflamatorias o  antiinflamatorias (ver  Sfikakis, P.P. vy
colaboradores (2005) Curr. Opin. Rheumatol. 17: 550-7). La SLE
se considera una enfermedad conducida por Th-2 con elevaciones
documentadas en suero de 1L-4, [L-6, e IL-10. Las DVD-Igs capaz
unir uno o mas objetivos seleccionados de! grupo que consiste de
IL-4, IL-6, IL-10, IFN-a, y TNF-a también se contemplan. La
combinacién de los objetivos discutidos en la presente mejorara
la eficacia terapéutica para SLE, que se puede probar en un
nimero de modelos preclinicos de lupus (ver a Peng, S.L. (2004)
Methods Mol. Med. 102: 227-72). De acuerdo con la reactividad
cruzada de los anticuerpos madre para los estudios de validacion
de los ortélogos humanos y de ratén (por ejemplo, la reactividad
para CD20 humano y de ratén, interferén aifa humano y de raton,
etc.) en un modelo ratén del lupus, puede ser conducido con las
moléculas de DVD-lg derivadas del “anticuerpo sustituto

igualado”. Brevemente, una DVD-lg basada en dos (o mas)

anticuerpos especificos al objetivo de ratén se pueden igualar en
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la medida de lo posible a las caracteristicas de los anticuerpos
madre humanos o humanizados usados para la construccién de
DVD-Ig humana (afinidad similar, potencia de neutralizacion
similar, vida media similar, etc.).
5. Esclerosis maltiple

La esclerosis mualtiple (MS, por sus sigtas en ingles) es una
enfermedad de tipo autoinmune humana compleja con una
etiologia predominantemente desconocida. La destruccion
inmunoldgica de la proteina béasica de mielina (MBP por sus
siglas en inglés), a través del sistema nervioso es la patologia
principal de la esclerosis muitiple. MS es una enfermedad de
patologias complejas, que implica la infiltracién por las células T
CD4+ y de CDB8+ y responde de dentro del sistema nervioso
central. La expresion en el CNS de las citosinas, las especies de
nitrégeno reactivas y las moléculas co-estimuiantes, todos se ha
reportado en la MS. De consideracion. importante son Jos
mecanismos inmunoldégicos que contribuyen al desarrollo de la
autoinmunidad. Particularmente, !a expresion de antigeno, las
interacciones de citosina y leucocito, y células T reguiadoras, que
ayudan a equilibrar/modular otras células T, tal como las células
Th1 y Th2, son partes importantes para la identificacion
terapéutica del objetivo.

tIL-12 es una citosina pro-inflamatoria que es producida por
la APC y promueve la diferenciacion de las células efectoras Thi.

IL-12 se produce en las lesiones en desarrollo de los pacientes
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con EM asi como en animales afectados con EAE. Fue mostrado
previamente que la interferencia en las rutas de IL-12 previene
con eficacia la EAE en roedores, y que la neutralizaciéon in vivo
de IL-12p40 usando un mAb anti-IL-12 tiene efectos beneficiosos
en el modelo de EAE inducida por mielina en monos titi comunes,

TWEAK es un miembro de la familia de TNF, expresado de
manera constitutiva en el sistema nervioso central (CNS), con
efectos pro-inflamatorios, proliferativos 0 apoptoéticos
dependiendo de los tipos de célula. Su receptor, Fnl4, es
exprelsado en el CNS por las células endoteliales, astrocitos
reactivos y neuronas. TWEAK y la expresion de Fn14 ARNmM
aumentaron en la médula espinal durante la encefalomielitis
autoinmune experimental. E! tratamiento con anticuerpo anti-
TWEAK en EAE inducida por ta glicoproteina de oligodendrocito
de mielina (MOG, por sus siglas en inglés) en los ratones
C57BL/6, dio lugar a una reduccién de la severidad de Ila
enfermedad y a una infiltracion de leucocito cuando los ratones
fueron tratados después de la fase de acondicionamiento.

Un aspecto de la invencién pertenece a las moléculas de
DVD-lg capaz de unir uno o mas, por ejemplo dos, objetivos
seleccionados de! grupo que consiste de |L-12, TWEAK, [L-23,
CXCL13, CD40, CD40L, IL-18, VEGF, VLA-4, TNF, CD45RB,
CD200, IFNgamma, GM-CSF, FGF, C5, CD52, y CCR2. Una
modalidad incluye una DVD-lg anti-IL-12/TWEAK especifica dual

como agente terapéutico beneficioso para el tratamiento de la
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EM.

Varios modelos animales para determinar la utilidad de las
moléculas de DVD para tratar la EM se conocen en la técnica (ver
Steinman. L. y colaboradores (2005) Trends Immunol. 26(11):
565-71; Lublin, F.D. y colaboradores (1985) Springer Semin.
Immunopathol. 8(3): 197-208; Genain, CP. y colaboradores (19897)
J. Mol. Med. 75(3): 187-97; Tuohy, V.K. y colaboradores (1999) J.
Exp. Med. 189(7): 1033-42; Owens, T. y colaboradores (1993}
Neurol. Clin.13(1): 51-73; y Hart, B.A. y colaboradores (2005) J.
Immunol. 175(7): 4761-8. De acuerdo con la reactividad cruzada
de los anticuerpos madre para los ortdélogos de la especie humana
y animal (por ejemplo, reactividad para IL-12 humana y de ratén,
TWEAK humano y de ratén, etc.), los estudios de validacion en el
modelo ratén de EAE se pueden conducir con las moléculas de
DVD-lg derivadas del “anticuerpo sustituto igualado”. Brevemente,
una DVD-lg basada en dos (0 mas) anticuerpos especificos a
objetivo de ratén se puede igualar en la medida de lo posible a
las caracteristicas de los anticuerpos madre humanos o
humanizados usados para la construccién humana de DVD-lg
(afinidad similar, potencia de neutralizacién similar, vida media
similar, etc.). El mismo concepto se aplica a los modelos
animales en otras especies distintas a roedor, donde DVD-Ilg
derivada del “anticuerpo sustituto igualado” seria seleccionada
para los estudios anticipados de farmacologia y posiblemente de

seguridad. Ademas de las valoraciones de seguridad rutinarias de

A
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estos pares de objetivos, las pruebas especificas para determinar
el grado de inmunosupresién pueden ser autorizadas y
provechosas en ia seleccién de los mejores pares de objetivos
(ver Luster y colaboradores (1994) Toxicol. 92(1-3): 229-43;
Descotes y colaboradores {(1992) Devel. Biol. Stand. 77: 99-102;
Jones, R, (2000) IDrugs 3(4): 442-6).
6. Sepsis

La patofisiologia de la sepsis es iniciada por los
componentes de membrana externa de los organismos gram-
negativos (lipopolisacarido, lipido A, endotoxina) y de los
organismos gram-positivos (acido lipoteicoico, peptidoglicano).
Estos componentes de membrana externa pueden unir al receptor
CD14 en la superficie de los monocitos. En virtud de lo descrito
recientemente ios receptores similares a toll, una sefial entonces
se transmite a la célula, conduciendo a la produccién eventual de
las citosinas pro-inflamatorias, factor alfa de necrosis tumoral
(TNF-alfa) e interleucina-1 (IL-1). Las excesivas respuestas
inflamatorias e inmunologicas son caracterfsticas esenciales del
choque séptico y desempefian una funcidén central en la
patogénesis del dafio de tejido, falla de muitiples o6rganos, ¥y
muerte inducida por sepsis. Las citosinas, especialmente el factor
de necrosis tumoral y la interleucina (IL-1), han mostrado ser
mediadores criticos del chogque séptico. Estas citosinés tienen un
efecto toxico directamente en los tejidos; también activan la

fosfolipasa A2. Estos y otros efectos conducen a las



20

25

225

concentraciones aumentadas del factor de activacion de plaqueta,
promocion de la actividad de sintasa de oxido nitrico, promocion
de infiltraciéon de tejido por los neutrdéfilos, y promociéon de la
actividad de neutrdfilo,

El tratamiento de Ia sepsis y choque séptico sigue siendo un
enigma clinico, y los ensayos anticipados recientes con
modificadores de respuesta bioldgica (es decir, anti-TNF y anti-
FIM)} que tuvieron como objetivo la respuesta inflamatoria, han
mostrado sclamente una ventaja clinica modesta. Recientemente,
el interés ha cambiado hacia las terapias dirigidas invirtiendo los
periodos de acompafiamiento de la supresiéon inmunoldgica. Los
estudios en animales de experimento y pacientes criticamente
enfermos han demostrado que la apoptosis aumentada de los
organos linfoides y algunos tejidos parenquimales contribuyen a
esta supresién inmunolégica, anergia, y disfuncion del sistema de
6rganos. Durante los sindromes de sepsis, la apoptosis de
linfocito se puede accionar por la ausencia de |L-2 o0 por la
liberacion de glucocorticoides, granzimas, o las llamadas
citosinas de "muerte”. factor alfa de necrosis tumoral o ligando
Fas. La apoptosis procede via la auto-activacién de las caspasas
citosdlicas y/o mitocondriales, que se pueden influenciar por los
miembros pro- y anti-apoptéticos de la familia Bel-2. En animales
de experimento, no sélo el tratamiento con los inhibidores de
apoptosis puede prevenir la apoptosis de células linfoides; sino

puede también mejorar el resultado. Aungque los ensayos cllnicos



15

20

25

226

con los agentes anti-apoptéticos sigan permanezcan distantes
debido en parte grande a las dificultades técnicas asociadas a su
administracion y localizaciéon de tejido, la inhibicion de la
apoptosis de linfocito representa un objetivo terapéutico atractivo
para el paciente séptico. Asimismo, un agente especifico dual que
se dirige al mediador inflamatorio y a un mediador apoptdtico,
puede agregar un beneficio. Un aspecto de la invencidn pertenece
a las DVD-lgs capaz de unir uno o mas objetivos implicados en la
sepsis, en una modalidad dos objetivos, seleccionados del grupo
que consiste de TNF, IL-1, FIM, IL-6, IL-8, IL-18, IL-12, IL-23,
FasL, LPS, receptores similares a toll, TLR-4, factor de tejido,
MIP-2, ADORA2A, CASP1, CASP4, IL-10, iL-1B, NFKB1, PROC,
TNFRSFIA, CSF3, CCR3, ILIRN, FIM, NFKB1, PTAFR, TLR2,
TLR4, GPR44, HMOX1, midcina, IRAK1, NFKB2, SERPINA1,
SERPINE1, y TREM1. La eficacia de tales DVD-Igs para la sepsis
se puede determinar en los modelos animales preclinicos
conocidos en la técnica (ver Buras, J.A. y colaboradores (2005)
Nat. Rev. Drug Discov. 4(10): 854-65; and Calandra, T. y
colaboradores (2000) Nat. Med. 6(2): 164-70).
7. Trastornos neurolégicos
7.1 Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas crbnicas son
generaimente enfermedades depe_:ndientes de la edad
caracterizadas por la pérdida progresiva de las funciones

neuronales (muerte celular neuronal, desmielinizacién), perdida
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de la movilidad y pérdida de l|la memoria. El conocimiento
emergente de los mecanismos subyacentes de las enfermedades
neurodegenerativas crénicas (por ejemplo, enfermedad de
Alzheimer) muestran una etiologia compleja, y se han reconocido
una variedad de factores que contribuyen a su desarrollo vy
progresién por ejemplo, edad, estado glucémico, produccion
amiloidea y multimerizacion, acumulacion de productos finales de
glicacién avanzada (AGE), que unen a su receptor RAGE
(receptor para AGE), tensién oxidativa de cerebro aumentada,
flujo de sangre cerebral disminuide, neuroinflamacion incluyendo
la liberacién de citosinas y quimiocinas inflamatorias, disfuncion
neuronal y activacién microglial. Asi, estas enfermedades
neurodegenerativas cronicas representan upa interaccion
compleja entre los multiples tipos de células y mediadores. Las
estrategias de tratamiento para tales enfermedades son limitadas
y constituyen principalmente el bloqueo de procesos inflamatorios
con los agentes antiinflamatorios no especificos (por ejemplo,
corticosteroides, inhibidores de COX) o agentes para prevenir la
pérdida de neuronas y/o funciones sinapticas. Estos tratamientos
no pueden detener la progresidén de la enfermedad. Los estudios
recientes sugieren que las terapias dirigidas, tal como
anticuerpos al péptido A-b soluble (incluyendo las formas
oligoméricas A-b) pueden no sbélo ayudar a detener la progresion
de la enfermedad sino también pueden ayudar a mantener la

memoria. Estas observaciones preliminares sugieren que las
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terapias especificas que se dirigen a mas de un mediador de la
enfermedad (por ejemplo, A-b y una citosina pro-inflamatoria, tal
como TNF) pueden proporcionar incluso una mejor eficacia
terapéutica para las enfermedades neurodegenerativas cronicas
que las observadas con la localizacion de un solo mecanismo de
enfermedad (por ejemplo, solamente AR soluble) (ver Nelson, R.B.
(2005) Curr. Pharm. Des. 11: 3335; Klein. W. (2002) Neurochem.
Int. 41: 345; Janelsins, M.C. y colaboradores (2005) J.
Neuroinflamm. 2: 23; Soloman, B. (2004) Curr. Alzheimer Res. 1
149; Klyubin, |. y colaboradores (2005) Nat. Med. 11. 556-61;
Bornemann, K.D y colaboradores (2001) Am. J. Patho!l. 158: 63;
Deane, R. y colaboradores (2003) Nat. Med. 9: 907-13; y Masliah,
E. y colaboradores (2005) Neuron. 46: 857).

Las moléculas de DVD-lg de la invencién pueden unir uno o
mas objetivos implicados en las enfermedades
neurodegenerativas cronicas, tal como Alzheimer. Tales objetivos
incluyen, pero no se limitan a, cualquier mediador, soluble o de
superficie celuiar, implicado en la patogénesis de AD, por
ejemplo, AGE (S100 A, amfoterina), citosinas pro-inflamatorias
(por ejemplo, IL-1), quimiocinas (por ejemplo, MCP-1), las
moléculas que inhiben la regeneracién del nervio (por ejempio,
Nogo, RGM A), y las moléculas que mejoran el crecimiento del
neurito (neurotrofinas). La eficacia de las moléculas de DVD-Ig se
puede validar en los modeios animales preclinicos, tal como los

ratones transgénicos que sobre-expresan la proteina de precursor
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amiloide o RAGE y que desarrollan sintomas similares a la
enfermedad de Alzheimer. Ademas, las moléculas de DVD-ig se
pueden construir y probar para determinar la eficacia en los
modelos animales, y la mejo'r DVD-lg terapéutica se puede
seleccionar para el analisis en los pacientes humanos. Las
moléculas de DVD-lg también se pueden utilizar para el
tratamiento de otras enfermedades neurodegenerativas, tal como
enfermedad de Parkinson. La alfa-sinucleina esta implicada en la
patologia del Parkinson. Una DVD-ig capaz dirigirse a la alfa-
sinucleina y a los mediadores inflamatorios, tal como TNF, IL-1,
MCP-1, puede probar ser una terapia eficaz para la enfermedad
de Parkinson y se contempla en la invencion.
7.2 Regeneracién neuronal y lesiéon de médula espinal

A pesar de un aumento en el conocimiento de los
mecanismos patologicos, la lesién de médula espinal sigue siendo
una condicién devastadora y representa una indicacion medica
caracterizada por una alta necesidad médica. La mayoria de las
lesiones de médula espinal son lesiones de contusiéon o
compresién, y ia lesién primaria es seguida generalmente por [os
mecanismos secundarios de lesién (mediadores inflamatorios, por
ejemplo, citosinas y quimiocinas) que empeoran lesion inicial y
dan lugar a la ampliacién significativa del area de lesion, a veces
mas de diez veces. Estos mecanismos primarios y secundarios en
SCI son muy similares a aquellos en la lesiéon de cerebro causada

por otros medios, por ejemplo, accidente cerebrovascular. Ningdn
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tratamiento satisfactorio existe y la inyecciéon de! bolo de alta
dosis de metilprednisolona (MP) es la Unica terapia usada dentro
de un periodo de tiempo estrecho de la lesion después de 8 h.
Este tratamiento, sin embargo, se piensa solamente para evitar la
lesion secundaria sin causar ninguna recuperacion funcional
significativa. Se critica fuertemente la carencia de la eficacia
inequivoca y efectos nocivos severos, como la inmunosupresion
con infecciones subsecuentes y alteraciones musculares
histopatolégicas severas. No existen otros farmacos, compuestos
biolégicos © molécuias pequefias, que estimulen el potencial
regenerador endégeno que sean aprobados, pero los principios
prometedores del tratamiento y candidatos de farmaco han
mostrado eficacia en los modelos animales de SCI estos ultimos
afios. La carencia de la recuperacion funcional en la SCI humana
es causada en gran parte por los factores que inhiben el
crecimiento de neurito, en los sitios de lesion, en el tejido de
cicatriz, en mielina asi como en las células asociadas a la lesion.
Tales factores son las proteinas asociadas a la mielina NogoA,
OMgp vy MAG, RGM A, los CSPG (proteoglicanos de sulfato de
condroitina) asociados con la cicatriz y factores inhibitorios en los
astrocitos reactivos (algunas semaforinas y efrinas). Sin embargo,
en sitio de lesion no so6lo se encuentran ias moléculas inhibitorias
de crecimiento sino también los factores estimulantes de
crecimiento de neurito tal como neurotrofinas, laminina, L1 vy

otros. Este conjunto de moléculas inhibitorias de crecimiento de
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neurito y estimulantes de crecimiento de neurito capaz explicar el
bloqueo de los factores simples, tal como NogoA o RGM A, dio
lugar a la recuperacion funcional significativa en modelos roedor
de SCI, debido a que una reduccién de las influencias inhibitorias
podria cambiar el equilibrio de la inhibicién de crecimiento y la
promocién de crecimiento. Sin embargo, las recuperaciones
observadas con el blogueo de una sola molécula inhibitoria de
crecimiento de neurito no fueron completas. Para alcanzar las
recuperaciones mas rapidas y méas pronunciadas puede ser
deseable bloquear dos moléculas inhibitorias de crecimiento de
neurito, por ejemplo, NogoA y RGM A, o bloquear una moléecula
inhibitoria de crecimiento de neurito y mejorar las funciones de
una molécula de aumento de crecimiento de neurito, por ejemplo,
Nogo, y neurotrofinas, o biogquear una molécula inhibitoria de
crecimiento de neurito, por ejemplo, Nogo, y una molécula pro-
inflamatoria, por ejemplo, TNF, (ver McGee, A. W. y
colaboradores (2003) Trends Neurosci. 26: 193; Domeniconi, M. y
colaboradores (2005) J. Neurol. Sci. 233: 43; Makwanal, M. y
colaboradores (2005) FEBS J. 272: 2628; Dickson, BJ. (2002)
Science 298: 1959; Yu, F. and Teng, H. y colaboradores (2005) J.
Neurosci. Res. 79: 273; Karnezis, T. y colaboradores (2004)
Nature Neurosci. 7: 736; Xu, G. y colaboradores (2004) J.
Neurochem. 91: 1018).

En un aspecto, se proporcionan las DVD-lgs capaz de unir

los pares de objetivos, tal como NgR y RGM A; NogoA y RGM A;
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MAG y RGM A; OMGp y RGM A; RGM Ay RGM B; CSPGs y RGM
A, aggrecan, midcina, neurocan, versican, fosfacan, Te38 y TNF-
a; y los anticuerpos especificos al globulémero AR combinados
con los anticuerpos que promueven la renovaciéon de dendrita y
axén. La patologia de dendrita es un signo muy temprano de AD,
y se conoce que NOGO A restringe el crecimiento de dendrita. Se
puede combinar tal tipo de Ab con cualquiera Abs (proteinas de
mielina) candidatos para SCI|. Otros objetivos de DVD-ig pueden
incluir cualquier combinacion de NgR-p75, NgR-Troy, NgR-
Nogo66 (Nogo), NgR-Lingo, de Lingo-Troy, Lingo-p75, MAG vy
Omgp. Ademas, los objetivos pueden también incluir cualquier
mediador, soluble o de superficie de célula, implicado en la
inhibicién de neurito, por ejemplo, Nogo, Ompg, MAG, RGM A,
semaforinas, efrinas, A-b soluble, citosinas pro-inflamatorias (por
ejemplo, IL-1), quimiocinas (por ejemplo, MIP 13a), y las moléculas
que inhiben la regeneracién de nervio. La eficacia de las
moléculas de DVD-Ig anti-nogo/anti-RGM A o similares se puede
validar en los modelos animales preclinicos de la lesidn de
médula espinal. Ademas, estas moléculas de DVD-Ig se pueden
construir y probar para determinar la eficacia en los modelos
animales, y la mejor DVD-lg terapéutica se puede seleccionar
para analizar en los pacientes humanos. Ademas, las moléculas
de DVD-Ig se pueden construir para que se dirijan a dos sitios de
unién de ligando distintos en un solo receptor, por ejemplo, el

receptor Nogo, que une los tres ligandos Nogo, Ompg, v MAG, ¥y
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RAGE que une A-b y 8100 A. Ademas, los inhibidores de
crecimiento de neurito, por ejemplo, el receptor Nogo-Nogo,
también desempefian una funcién en la prevencién de la
regeneracién de nervio en las enfermedades inmunolégicas tal
como esclerosis multiple. La inhibicién de la interaccién del
receptor Nogo-Nogo ha mostrado mejorar la recuperacion en los
modelos animales de la esclerosis multiple. Por lo tanto, las
moléculas de DVD-lIg capaz de bloquear la funcién de un
mediador inmunolégico, por ejemplo, una citosina, tal como IL-12,
y una molécula inhibidora de crecimiento de neurito, por ejemplo,
Nogo o RGM, pueden ofrecer una eficacia mas rapida y mayor que
bloqueando una sola molécula inmune o una sola molécula
inhibidora de crecimiento de neurito.
8. Trastornos oncolégicos

La terapia de anticuerpo monoclonal ha emergido como una
modalidad terapéutica importante para el cancer (von Mehren M, vy
colaboradores (2003) Annu. Rev. Med. 54; 343-89). Los
anticuerpos pueden ejercer efectos antitumorales induciendo la
apoptosis, dirigiendo nuevamente la citotoxicidad, interfiriendo
con las interacciones de ligando-receptor, o previniendo Ila
expresion de las proteinas que son criticas para el fenotipo
neoplasico. Ademas, los anticuerpos pueden dirigirse a los
componentes del microambiente tumoral, alterar las estructuras
vitales, tal como la formacién de la vasculatura asociada al tumor,

Los anticuerpos pueden también dirigirse a los receptores cuyos
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ligandos son factores de crecimiento, tal como el receptor de
factor de crecimiento epidérmico. El anticuerpo inhibe asi los
ligandos naturales que estimulan e! crecimiento celular a partir de
la unidén a las células tumorales objetivo. Alternativamente, los
anticuerpos pueden inducir una red anti-idiotipo, citotoxicidad
mediada por complemento, © una citotoxicidad celular con
dependencia de los anticuerpos {ADCC por sus siglas en inglés).
El uso del anticuerpo especifico dual que se dirige a dos
mediadores tumorales separados dara probablemente la ventaja
adicional en comparacidon con una terapia monoespecifica. Las
DVD-lgs capaz de unir los siguientes pares de objetivos para
tratar la enfermedad oncolégica también se contemplan: IGF1 e
IGF2; IGF1/2 y HER-2; VEGFR y EGFR; CD20 y CD3; CD138 vy
CD20; CD38 y CD20; CD38 y CD138; CD40 y CD20; CD138 vy
CD40; CD38 y CD40; CD-20 y CD-19; CD-20 y EGFR; CD-20 vy
CD-80; CD-20 y CD-22; CD-3 y HER-2; CD-3 y CD-19; EGFR y
HER-2; EGFR y CD-3; EGFR e IGF1.2; EGFR e IGFIR; EGFR vy
RON; EGFR y HGF; EGFR y c¢-MET; HER-2 e IGF1,2; HER-2 e
IGF1R; RON y HGF; VEGF y EGFR; VEGF y HER-2; VEGF y CD-
20; VEGF e IGF1,2; VEGF y DLL4; VEGF y HGF; VEGF y RON;
VEGF y NRP1; CD20 y CD3; VEGF y PLGF; DLL4 y PLGF; ErbB3
y EGFR; HGF y ErbB3, HER-2 y ErbB3; c-Met y ErbB3; HER-2 y
PLGF; HER-2 y HER-2; EGFR y EGFR; EGFR y DLL-4; EGFR vy
PLGF; EGFR y RGMa; EGFR y tetadnos toxoide; VEGF y tetatnos

toxoide; tetatnos toxoide y tetatnos toxoide.
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En otra modalidad, un DVD de la invencién es capaz de unir
VEGF y fosfatidilserina; VEGF y ErbB3; VEGF y PLGF; VEGF y
ROBO4; VEGF y BSG2; VEGF y CDCPI ; VEGF y ANPEP; VEGF ¥y
c-MET; HER-2 y ERB3;, HER-2 y BSG2; HER-2 y CDCPI; HER-2 vy
ANPEP; EGFR y CD64; EGFR y BSG2; EGFR y CDCPI ; EGFR y
ANPEP; IGFIR y PDGFR; IGFIR y VEGF; IGFIR y CD20; CD20 y
CD74; CD20 y CD30; CD20 y DR4; CD20 y VEGFR2;, CD20 vy
CD52; CD20 y CD4; HGF y c¢-MET; HGF y NRPI; HGF vy
fosfatidilserina; ErbB3 v IGFIR,; ErbB3 vy IGF 1 ,2 ; c-Met y Her-2 ;
c-Met y NRP 1 ; ¢c-Met vy IGF 1 R; IGF 1 ;2 y PDGFR; IGF 1 ,2 y
CD20; IGF1,2 vy IGFIR; IGF2 y EGFR; IGF2 y HER2; IGF2 y CD20;
IGF2 y VEGF; IGF2 y IGFIR; IGF! y IGF2; PDGFRa y VEGFR2Z,
PDGFRa y PLGF; PDGFRa y VEGF; PDGFRa y c-Met; PDGFRa y
EGFR; PDGFRb y VEGFR2; PDGFRb y c-Met; PDGFRb y EGFR;
RON y ¢-Met; RON y MTSP! ; RON y MSP; RON y CDCPI ; VGFRI
y PLGF; VGFRI y RON; VGFRI y EGFR; VEGFR2 y PLGF; VEGFR2
y NRPI ; VEGFR2 y RON; VEGFR2 y DLL4; VEGFR2 y EGFR;
VEGFR2 y ROBO4; VEGFR2 y CD55; LPA y SIP; EPHB2 y RON;
CTLA4 y VEGF; CD3 y EPCAM; CD40 y IL6; CD40 vy IGF; CD40 vy
CD56; CD40 y CD70; CD40 y VEGFRI; CD40 y DR5; CD40 y DR4;
CD40 y APRIL; CD40 y BCMA; CD40 y RANKL; CD28 y MAPG;
CD80 y CD40; CD80 y CD30; CD80 y CD33; CD80 y CD74; CD80
y CD2; CD80 y CD3; CD80 y CD! 9, CD80 y CD4; CD80 y CD52;
CD80 y VEGF; CD80 y DR5; CD80 y VEGFR2; CD22 y CD20;

CD22 y CD80, CD22 y CD40; CD22 y CD23; CD22 y CD33; CD22
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y CD74; CD22 y CD19; CD22 y DRS5; CD22 y DR4; CD22 y VEGF;
CD22 y CD52;, CD30 y CD20; CD30 y CD22; CD30 y CD23, CD30
y CD40; CD30 y VEGF; CD30 y CD74; CD30y CD19; CD30 y DRS;
CD30 y DR4,; CD30 y VEGFR2; CD30 y CD52; CD30 y CD4; CDI
38 y RANKL; CD33 y FTL3; CD33 y VEGF; CD33 y VEGFR2; CD33
y CD44; CD33 y DR4; CD33 y DR5; DR4 y CD137; DR4 y IGF1,2;
DR4 y IGFIR; DR4 y DR5;, DR5 y CD40; DR5 y CD137; DRS5 y
CD20; DR5 y EGFR; DR5 y IGF1,2; DR5 y IGFR, DR5 y HER-2,
EGFR y DLL4. Otras combinaciones de objetivos incluyen a uno o
mas miembros de la familia EGF/erb-2/erb-3. Otros (uno o mas)
objetivos implicados en las enfermedades oncolbgicas que las
DvD-lgs puede wunir incluyen, pero no se Ilimitan a, las
seleccionadas del grupo que consiste de: CD52, CD20, CD19,
CD3, CD4, CD8, BMP6, IL12A, IL1A, [L1B, IL2, IL24, INHA, TNF,
TNFSF10, BMP8, EGF, FGF1, FGF10, FGF11, FGF12, FGF13,
FGF14, FGF16, FGF17, FGF18, FGF19, FGF2, FGF20, FGF21,
FGF22, FGF23, FGF3, FGF4, FGF5, FGFe, FGF7, FGF8, FGF9,
GRP, IGFI, IGF2, IL12A, IL1A, IL1B, IL2, INHA, TGFA, TGFB1,
TGFB2, TGFB3, VEGF, CDK2, FGF10, FGF18, FGF2, FGF4,
FGF7, IGFIR, IL2, BCL2, CD164, CDKN1A, CDKN1B, CDKN1C,
CDKNZ2A, CDKN2B, CDKN2C, CDKN3, GNRH1, IGFBP6, IL1A,
IL18, ODZ1, PAWR, PLG, TGFBIlI, AR, BRCA1, CDK3, CDK4,
CDK5, CDK6, CDK7, CDK9, E2F1, EGFR, EN0O1, ERBB2, ESR1,
ESR2, IGFBP3, IGFBP6, IL2, INSL4, MYC, NOXS5, NR6A1, PAP,

PCNA, PRKCQ, PRKD1, PRL, TPS53, FGF22, FGF23, FGFS,

2
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IGFBP3, IL2, INHA, KLK6, TP53, CHGB, GNRHI, IGF1, IGF2,
INHA, INSL3, INSL4, PRL, KLK6, SHBG, NR1D1, NR1H3, NR1D,
NR2F6, NR4A3, ESR1, ESR2, NROB1, NR0OB2, NR1D2, NR1H2Z,
NR1H4, NR112, NR2C1, NR2C2, NR2E1, NR2E3, NR2F1, NR2F2,
NR3C1, NR3C2, NR4A1, NR4A2, NR5A1, NREA2, NR6A1, PGR,
RARB, FGFiI1 FGF2, FGF6, KLK3, KRTI, APOCI, BRCAI, CHGA,
CHGB, CLU, COL1A1, COL6A1, EGF, ERBB2, ERKS8, FGF1,
FGFIO, FGF1, FGF13, FGF14, FGF16, FGF17, FGF18, FGF2,
FGF20, FGF21, FGF22, FGF23, FGF3, FGF4, FGF5, FGF6, FGF7,
FGF8, FGF9, GNRH1, IGF1, IGF2, iGFBP3, IGFBPG6, IL12A, IL1A,
IL1B, L2, 1L24, INHA, INSL3, iINSL4, KLK10, KLK12, KLK13,
KLK14, KLK15, KLK3, KLK4, KLKS5, KLK6&, KLK9, MMP2, MMFg,
MSMB, NTN4, ODZ1, PAP, PLAU, PRL, PSAP, SERPINA3, SHBG,
TGFA, TIMP3, CD44, CDH1, CDH10, CDH19, CDH20, CDH7,
CDH9, CDH1, CDH10, CDH13, CDH18, CDH19, CDH20, CDH7,
CDH8, CDHY9, ROBO2, CD44, ILK, ITGA1, APC, CD164, COLB6A1,
MTSS1, PAP, TGFB1I1, AGR2, AIG1, AKAP1, AKAP2, CANT1,
CAV1, CDH12, CLDN3, CLN3, CYBS5, CYC1, DABZ2IP, DES,
DNCL1, ELAC2, ENO2, ENO3, FASN, FLJ12584, FLJ25530,
GAGEB1, GAGEC1t, GGT1, GSTP1, HIP1, HUMCYTZ2A, 1L29,
K6HF, KAI1, KRT2A, MIB1, PART1, PATE, PCA3, PIAS2, PIK3CG,
PPID, PR1, PSCA, SLC2A2, SLC33A1, SLC43A1, STEAP,
STEAP2, TPM1, TPM2, TRPC6, ANGPT1, ANGPT2, ANPEP,
ECGF1, EREG, FGF1, FGF2, FIGF, FLT1, JAG1, KDR, LAMAS,

NRP1, NRP2, PGF, PLXDC1, STAB1, VEGF, VEGFC, ANGPTL3,

212
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BAI1, COL4A3, IL8, LAMAS5, NRP1, NRP2, STAB1, ANGPTL4,
PECAM1T, PF4, PROKZ2, SERPINF1, TNFAIP2, CCL11, CCL2,
CXCL1, CXCL10, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL9, IFNA1, IFNB1,
IFNG, IL1B, IL6, MDK, EDG1, EFNA1, EFNA3, EFNB2, EGF,
EPHB4, FGFR3, HGF, IGF1, ITGB3, PDGFA, TEK, TGFA, TGFB1,
TGFB2, TGFBR1, CCL2, CDH5, COLI8A1, EDG1, ENG, ITGAV,
ITGB3, THBS1, THBS2, BAD, BAG1, BCL2, CCNA1, CCNAZ,
CCND1, CCNE1, CCNE2, CDH1 (E-cadherina), CODKN1B (p27Kipl},
CDKN2A (p16INK4a), COLBA1, CTNNB1 (b-catenina), CTSB
(catepsina B), ERBB2 (Her-2}, ESR1, ESR2, F3 (TF), FOSL1
{(FRA-1), GATA3, GSN (Gelsolina), IGFBP2, IL2RA, IL6, IL6R,
IL6BST (glicoproteina 130), ITGA6 (a6 integral), JUN, KLKS,
KRT19, MAP2K7 (c-Jun), MKIB7 (Ki-67), NGFB (NGF), NGFR,
NME1 (NM23A), PGR, PLAU (uPA), PTEN, SERPINB5 (maspina),
SERPINE1 (PAI-1), TGFA, THBS1 (trombospondina-1}, TIE (Tie-
1), TNFRSF6 (Fas), TNFSF6 (FasL), TOP2A (topoisomerasa lia),
TP53, AZGPI (zinc-a-glicoproteina), BPAG1 (plectina), CDKN1A
(p21Wap1/Cip1), CLDN7 (claudin-7), CLU (clusterina), ERBB2
(Her-2), FGF1, FLRT1 (fibronectina), GABRP (GABAa), GNAS1,
ID2, ITGA6 (ab integria), ITGB4 (integrina b 4), KLF5 (GC Box
BP), KRT19 {Keratina 19), KRTHB6 (ketarina tipo Il especifica al
cabello), MACMARCKS, MT3 {(metalotionectina-iil}, MUCI
(mucina), PTGS2 (COX-2), RAC2 (p21Rac2), S100A2, SCGB1D2
(lipofilina B), SCGB2A1 (mamaglobina 2), SCGB2A2

(mamaglobina 1), SPRR1B (Sprl), THBS1, THBSZ, THBS4, vy
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TNFAIP2 (B94), RON, c-Met, CD64, DLL4, PLGF, CTLA4,
fosfatidilserina, ROB04, CD80, CD22, CD40, CD23, CD28, CD80,
CD55, CD38, CD70, CD74, CD30, CD138, CD56, CD33, CD2,
CD137, DR4, DR5, RANKL, VEGFR2, PDGFR, VEGFR1, MTSPI,
MSP, EPHB2, EPHA1, EPHAZ, EpCAM, PGE2, NKG2D, LPA, SIP,
APRIL, BCMA, MAPG, FLT3, PDGFR alfa, PDGFR beta, ROR1,
PSMA, PSCA, SCD1, y CD59.
V. Composicién farmacéutica

La invencién también proporciona las composiciones
farmacéuticas que comprenden una proteina de unién de la
invencién y un portador farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones farmacéuticas que comprenden las proteinas de
unién de la invencién para el uso en, pero sin limitarse a,
diagnostico, deteccion, o supervisién de un trastorno, en la
prevenciéon (por ejemplo, inhibicién o retraso del inicio de la
enfermedad, trastorno u otra condicion), tratamiento, control, o
mejoramiento de un trastorno o uno o mas sintomas del mismo,
y/fo en la investigacion. En una modalidad especifica, una
composicion comprende una o mas proteinas de uniéon de la
invencion. En otra modalidad, |la composicion farmaceutica
comprende una o0 mas proteinas de unién de la invencién y uno o
mas agentes profilacticos o terapéuticos distintos de ias proteinas
de union de la invencidon para tratar un trastorno. En una
modalidad, los agentes profildcticos o terapéuticos son aquellos

gue son conocidos como Utiles o que se han utilizado o utilizan
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actualmente en ia prevencidén (por ejemplo, inhibicién o retraso
de! inicio de la enfermedad, trastorno u otra condicion),
tratamiento, control, o mejoramiento de un trastorno 0 uno o méas
sintomas del mismo. De acuerdo con estas modalidades, la
composicion puede comprender adicionalmente un portador,
diluyente o excipiente.

Las proteinas de unién de la invencién se pueden incorporar
en las composiciones farmacéuticas convenientes para la
administracion a un sujeto. ComulUnmente, la composicién
farmacéutica comprende una proteina de union de la invencién y
un portador farmacéuticamente aceptable. Segun lo utilizado en la
presente, el “portador farmacéuticamente aceptable” incluye
cualquiera y todos los solventes, medios de dispersiéon, capas,
agentes antibacterianos y antihongos, agentes isotoénicos y de
retraso de absorcién, y similares que son fisiologicamente
compatibles. Los ejemplos de portadores farmacéuticamente
aceptables incluyen uno o méas de agua, solucién salina, solucidon
salina amortiguada con fosfato, dextrosa, glicerol, etano! vy
similares, asi como combinaciones de los mismos. En algunas
modalidades, los agentes isoténicos, por ejemplo, azicares,
polialcoholes tal como manitol, sorbitol, o cloruro de sodio, se
incluyen en la composicién. Los portadores farmacéuticamente
aceptables pueden comprender adicionalmente cantidades
menores de las sustancias auxiliares, tal como agentes

humectantes o emulsificantes, conservadores o amortiguadores,
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que mejoran la vida util o eficacia del anticuerpo o porcion de
anticuerpo.

Varios sistemas de suministro se conocen y se pueden
utitizar para administrar uno o mas anticuerpos de la invencién o
combinacién de uno o mas anticuerpos de la invencién y un
agente profilactico o agente terapéutico atil para prevenir (por
ejemplo, inhibir o retrasar el inicio de Ia enfermedad, trastorno u
otra condicidn), controlar, tratar, o mejorar un trastorno o uno o
mas sintomas del mismo, por ejemplo, encapsulacién en
liposomas, microparticulas, microcapsulas, celulas recombinantes
capaz de expresar el anticuerpo o fragmento de anticuerpo,
endocitosis mediada por receptor (ver, por ejemplo, Wu y Wu
(1987) J. Biol. Chem. 262:4429-4432), y construccidon de un acido
nucleico como parte de un vector retroviral u otro vector, etc. Los
métodos para administrar un agente profilactico o terapéutico de
la invencidén incluyen, pero no se limitan a, la administracion
parenteral {por ejemplo, intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa y subcutanea), administracion
epidural, administracion intratumoral, y adminsitracién en la
mucosa (por ejemplo, rutas intranasales y orales). Ademas, la
administracién pulmonar puede ser utilizada, por ejemplo, por
medio de un inhalador o nebulizador y una formulacién con un
agente aerosolizante. Ver, por ejemplo, las Patentes
Norteamericanas Nos. 6,019,968; 5,985,320, 5,985,309;

5,934,272; 5,874,064; 5,855,913, 5,290,540; y 4,880,078; y las
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Publicaciones PCT Nos. WO 92/19244; WO 97/32572;, WO
97/44013; WO 98/31346; y WO 99/66903. En una modalidad una
proteina de unién de la invencién, terapia de combinacion, ¢ una
composicién de la invencion se administra usyo la tecnologia de
suministro de farmaco pulmonar de Alkermes AIR® (Alkermes,
Inc., Cambridge, MA). En una modalidad especifica, los agentes
profilacticos o terapéuticos de la invenciéon se administran de
manera intramuscuiar, intravenosa, intratumoral, oral, intranasal,
pulmonar, o subcutanea. Los agentes profilacticos o terapéuticos
se pueden administrar por cualquier ruta conveniente, por ejempio
por infusién o inyeccion de bolo, absorcién a través de los
revestimientos epiteliales o mucocutaneos (por ejemplo, mucosa
oral, mucosa rectal e intestinal, etc.) y se pueden administrar
junto con otros agentes bioclégicamente activos. La administracion
puede ser sistémica o local.

En una modalidad especifica, puede ser deseable
administrar los agentes profilacticos o terapéuticos de |la
invencion localmente al area que necesita el tratamiento, esto se
puede lograr mediante, por ejemplo, y sin limitarse a, infusién
local, inyeccién, o por medio de un implante, el implante es de un
material poroso o no poroso, que incluye membranas y matrices,
tal como membranas silasticas, polimeros, matrices fibrosas (por
ejemplo, Tissuel®), o matrices de coldgeno. En una modalidad,
una cantidad eficaz de uno o mas anticuerpos antagonistas de la

invencion se administra localmente al area afectada de un sujeto
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para prevenir, tratar, controlar, y/o mejorar un trastorno o sintoma
del mismo. En otra modalidad, una cantidad eficaz de uno o mas
anticuerpos de la invencién se adminisira localmente al area
afectada en combinacién con una cantidad eficaz de una o mas
terapias (por ejemplo, uno o mas agentes profilacticos o
terapéuticos) distintas de una proteina de unién de la invencion
en un sujeto para prevenir, tratar, controlar, y/o mejorar un
trastorno o uno o mas sintomas del mismo.

En otra modalidad, el agente profilactico o terapeutico se
puede suministrar en un sistema de liberacidn controlada o
continua. En una modalidad, una bomba se puede utilizar para
lograr la liberacién controiada o continua (ver Langer, supra;
Sefton (1987) CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14: 20; Buchwald y
colaboradores (1980) Surgery 88: 507; Saudek y colaboradores
(1989) N. Engl. J. Med. 321: 574). En otra modalidad, los
materiales poliméricos se pueden utilizar para lograr la liberacion
controlada o continua de las terapias de la invencion (ver por
ejemplo, Medical Applications of Controlled Release, Langer y
Wise (eds.), CRC Pres., Boca Raton, Fla. (1974); Controlled Drug
Bioavailability, Drug Product Design y Performance, Smolen y Ball
(eds.), Wiley, New York (1984); Ranger y Peppas (1983) J.,
Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61; ver también Levy y
coiaboradores (1985) Science 228: 190; During y colaboradores
(1989) Ann. Neurol. 25: 351; Howard y colaboradores (1989) J.

Neurosurg. 71: 105); las Patentes Norteamericanas Nos.
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5,679,377: 5, 916,597; 5,912,015; 5,989,463; y 5,128,326; y las
Publicaciones PCT Nos. WO 99/15154; WO 99/20253. Los
ejemplos de los polimeros usados en las formulaciones de
liberacicon continua incluyen, pero no se limitan a,
poli(methacrilato de 2-hidroxietilo), poli(metacrilato de metilo),
poli(acido acrilico), poli(acetato de etilen-co-vinilo), poli{acido
metacrilico), poliglicolidos (PLG), polianhidridos, poli(N-
vinalpirrolidona), poli(aicohol de vinilo), poliacrilamida,
poli(etilenglicol), polilactidos (PLA), poli{lactido-co-glicolidos)
(PLGA), y poliortoésteres. En una modalidad, el polimero usado
en una formulacién de liberacion continua es inerte, libre de
impurezas susceptibles a lixiviacién, estable en almacenamiento,
estéril, y biodegradable. En atn otra modalidad, un sistema de
liberacion controlada o continua se puede poner en la proximidad
del objetivo profilactico o terapéutico, requiriendo ast solamente
una fraccién de dosis sistémica {(ver, por ejemplo, Goodson, in
Medical Applications of Controlied Release, supra, vol. 2, pp.
115-138 (1984)).

Los sistemas de liberacion controlada son discutidos en la
revision de Langer (1990) Science 249: 1527-1533). Cualquier
técnica conocida por un experto en ta técnica se puede utilizar
para producir las formulaciones de liberacién continua que
comprenden uno o mas agentes terapéuticos de la invencion. Ver,
por ejemplo, la Patente Norteamericana No. 4,526, 938;

Publicaciones PCT Nos. WO 91/05548; WO 96/20698, Ning vy
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colaboradores (1996) Radiotherap. Oncol. 39: 179-189; Song y
colaboradores (1995) PDA J. Pharma. Sci. Tech. 50:372-387;
Cleek y colaboradores (1997) Pro. inti. Symp. Control. Rel.
Bioact. Matter. 24; 853-854, y Lam y colaboradores (1987) Proc.
Intl. Symp. Control Rel. Bioact. Matter. 24:759-760, cada una de
las cuales esta incorporada por referencia en la presente en su
totalidad.

En una modalidad especifica, donde ia composicion de la
invencién es un acido nucleico que codifica un agente profilactico
o terapéutico, el acido nucieico se puede administrar in vivo para
promover la expresion de su agente profilactico o terapéutico
codificado, construyéndocla como parte de un vector de expresion
de 4&cido nucleico apropiado y administrandola de modo que
flegue a ser intracelular, por ejemplo, por medio de un vector
retroviral (ver Patente Norteamericana No. 4,980,286), o por
inyeccion directa, o por medio de bombardeo de microparticulas
(por ejemplo, una pistola de genes; Biolistic, Du Pont), o
recubrimiento con lipidos o receptores de superficie de célula o
agentes de transfeccion, o administrandose ligado al péptido de
tipo homeosecuencia, que se conoce por ingresar al nucleo (ver,
por ejemplo, Joliot y colaboradores (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88: 1864-1868). Alternativo, un acido nucleico‘ se puede
introducir de manera intracelular e incorporar dentro del ADN de
célula hospedadora para la expresion por recombinacidn

homologa.
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Una composicion farmacéutica de la invencién se formula
para ser compatible con su ruta de administracion prevista. Los
ejemplos de rutas de administracién inciuyen, peroc no se limitan
a, administracién parenterat, por ejemplo, intravenosa,
intradérmica, subcutanea, oral, intranasal (por ejemplo,
inhalacién), transdérmica (por ejemplo, tépica}, transmucosica, y
rectal. En una modalidad especifica, la composicién se formula de
acuerdo con los procedimientos rutinarios como composicidn
farmacéutica adaptada para [a administracién intravenosa,
subcutdnea, intramuscular, oral, intranasal, o tépica a los
humanos. Comunmente, las composiciones para la administracion
intravenosa son soluciones en amortiguador acuoso isotdnico
estéril. En caso necesario, la composicién puede también incluir
un agente de solubilizacién y un anestésico local, tal como
lidocaina, para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccién.

Si las composiciones de la invencién son las que se
administraran de manera topica, las composiciones se pueden
formular en forma de ungliento, crema, parche transdérmico,
locion, gel, champid, rocio, aerosol, solucidn, emulsién, u otra
forma bien conocida por un experto en la técnica. Ver, por
ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences y Introduction to
Pharmaceutical Dosage Forms, 19th ed., Mack Pub. Co., Easton,
Pa. (1995). En una modalidad para las formas de dosificacion
tépicas no rociables, se utilizan las formas vicosas a semisdélidas

o solidas que comprenden un portador o uno o mas excipientes
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compatibles con la aplicaciéon topica y que tienen una viscosidad
dinamica mayor que el agua. Las formulaciones convenientes
incluyen, sin limitacion, soluciones, suspensiones, emulsiones,
cremas, ungientos, polvos, linimentos, pomadas, y similares, tal
como los que son, si se deseada, esterilizados o mezclados con
los agentes auxiliares (por ejemplo, conservadores,
estabilizadores, humectantes, amortiguadores, o sales) para
afectar varias caracteristicas, por ejemplo, presién osmotica.
Otras formas de dosificacién tépicas convenientes incluyen
preparaciones en aerosol rociables en donde el ingrediente
activo, en una modalidad, en combinacién con un portador inerte
sélido o liquido, se empaqueta en una mezcla con un compuesto
volatil presurizado (por ejemplo, un propulsor gaseoso, tal como
freéon) o en una botella comprimible. Las cremas hidratantes o
humectantes también se pueden agregar a las composiciones y
formas de dosificacion farmacéuticas si se desea. Los ejemplos
de tales ingredientes adicionales son bien conocidos en la
técnica.

Si el método de la invencién comprende la administracion
intranasal de una composicion, la composicién se puede formular
en una forma de aerosol, rocié, niebla o en forma de gotas.
Particularmente, los agentes profilacticos o terapéuticos para el
uso de acuerdo con la invencion se pueden suministrar
convenientemente en forma de presentacion de rocic en aeroso!

de los paquetes presurizados o de un nebulizador, con el uso de
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un propulsor conveniente (por ejemplo, diclorodifluorometano,
tricloroffuorometano, diclorotetrafiuoroetano, didxido de carbono u
otro gas conveniente). En el caso de un aerosol presurizado la
unidad de dosificacion puede ser determinada proporcionyo una
valvula para suministrar una cantidad medida. Las capsulas y
cartuchos (integrados mediante, por ejemplo, gelatina) para el
uso en un inhalador o insuflador se pueden formular para
contener una mezcla de polvo del compuesto y una base de poivo
conveniente, tal como lactosa o almidén.

Si el método de la invencién comprende la administracion
oral, las composiciones se pueden formular oralmente en forma
de tabletas, capsulas, prestigios, obleas, soluciones,
suspensiones, y similares. Las tabletas o capsulas se pueden
prep.arar por medios convencionales con los excipientes
farmacéuticamente aceptables, tal como agentes astringentes
(por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polividona, o
hidroxipropilmetilcelulosa); rellenos (por ejempio, lactosa,
celulosa microcristalina, o calcio-hidrégeno-fosfato); lubricantes
(por ejemplo, estearato de magnesio, talco, o silice);
desintegrantes (por ejemplo, almidén de papa o glicolato de
almidon de sodio); o agentes humectantes (por ejempilo, sodio-
lauril-suifato). Las tabletas se pueden recubrir por los meétodos
bien conocidos en ia técnica. Las preparaciones liquidas para la
administracién oral pueden llevar la forma de, pero sin limitarse,

soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden ser presentadas
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como producto seco para [a constitucion con agua u otro vehiculo
conveniente antes de usarse. Tales preparaciones liquidas se
pueden preparar por medios convencionales con los aditivos
farmacéuticamente aceptables, tal como agentes de suspensién
(por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de celulosa, o grasas
comestibles hidrogenadas); agentes emulsificantes (por ejemplo,
lecitina o acacia); vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de
almendra, ésteres aceitosos, alcohol etilico, o aceites vegetales
fraccionados); y conservadores (por ejemplo, metilo o propol-p-
hidroxibenzoatos ¢ acido soérbico). Las preparaciones pueden
también contener sales amortiguadoras, saborizantes, colorantes,
y edulcorantes segun sea apropiado. Las preparaciones para la
administracion oral se pueden formular convenientemente para la
liberacidn lenta, liberacidén controiada, o liberacion continua de un
agente profilactico o terapéutico.

El' método de la invenciéon puede comprender Ila
administracion pulmonar, por ejemplo, por medio de un inhalador
o nebulizador, de una composicién formulada con un agente
aerosolizante. Ver, por ejemplo, |las Patentes Norteamericanas
Nos. 6,019,968; 5,885,320; 5,985,309; 5,934,272, 5,874,064,
5,855,913; 5,290,540; y 4,880,078, y las Publicaciones PCT Nos.
WO 92/19244; WO 97/32572; WO 97/44013; WO 98/31346; y WO
99/66903. En una modalidad especifica, una proteina de unidén de
la invencién, terapia de combinacion, y/o composicién de la

invencion se administra usyo la tecnologia de suministro de
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farmaco pulmonar de Alkermes AIR® (Alkermes, Inc., Cambridge,
MA).

Ei método de la invencion puede comprender |la
administracion de una composicién formulada para la
administracién parenteral por inyeccién (por ejemplo, por
inyeccion de bolo o infusién continua). Las formulaciones para la
inyeccion se pueden presentar en forma de dosificacién unitaria
(por ejemplo, en ampollas o envases de multipies dosis) con un
conservador agregado. Las composiciones pueden tomar las
formas tal como suspensiones, soluciones o emulsiones en
vehiculos aceitosos o0 acuosos, y pueden contener a agentes de
formulacién, tal como agentes de suspension, estabilizacién y/o
dispersién. Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en
forma de polvo para la constitucién con un vehiculo conveniente
(por ejemplo, agua libre de pirégenos estériles) antes de usarse.

Los métodos de la invencién pueden comprender ademas la

administracion de las composiciones formuladas como

preparaciones de deposito. Tales formulaciones de accidén
proiongada se pueden administrar por implantacion (por ejemplo,
subcutanea o intramuscular) o por inyeccién intramuscular. Asi,
por ejemplo, las composiciones se pueden formular con [0S
materiales poliméricos o hidrofébicos convenientes (por ejemplo,
como emulsién en un aceite aceptable) o resinas de intercambio
ibnico, o como derivados poco solubles {por ejemplo, como sal

poco soluble).
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Los métodos de la invencién comprenden la administracion
de las composiciones formuladas como formas neutrales o de sal.
Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las formadas
con los aniones, tal como los derivados de los acidos
clorhidricos, fosféricos, acéticos, oxalicos, y tartaricos, etc., y los
formados con los cationes, tal como los derivados de sodio,
potasio.' amonio, calcio, hidréoxidos férricos, isopropilamina,
trietilamina, etanol de 2-etilamino, histidina, y procaina, etc.

Generalmente, los ingredientes de las composiciones se
suministran por separado o se mezclan juntos en forma de
dosificacién unitaria, por ejemplo, como un pdlvo liofilizado seco
o concentrado sin agua en un envase sellado herméticamente, tal
como una ampolla o sobre que indica la cantidad de agente
activo. Donde el modo de administracién es infusiéon, la
composiciéon se puede distribuir con una botella de infusidn que
contiene agua o solucion salina de grado farmacéutico esteril.
Donde e! modo de administracién es por inyecciéon, una ampolla
de agua estéril para la inyeccién o solucién salina se puede
proporcionar de modo que los ingredientes puedan ser mezclados
antes de ta administracion.

Particularmente, la invencion también proporciona L.an o]
mas de los agentes profildcticos o terapéuticos, o una
composicion farmacéutica de la invencidon, que son empaquetados
en un envase sellado herméticamente, tal como una ampolla o un

sobre que indica la cantidad de agente. En una modalidad, uno o
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mas de los agentes profilacticos o terapéuticos, © una
composiciéon farmacéutica de la invenciédn, se suministran como
un polve liofilizado seco esterilizado o concentrado sin agua en
un envase sellado herméticamente y se pueden reconstituir (por
ejemplo, con agua o sclucién salina) a la concentracién apropiada
para la administracién a un sujeto. En una modalidad, unoc o mas
de los agentes profildcticos o terapéuticos © composiciones
farmacéuticas de la invencién se suministran como polvo
liofilizado estéril seco en un envase sellado herméticamente en
una dosificacion unitaria de por lo menos 5 mg, por lo menos 10
mg, por lo menos 15 mg, por lo menos 25 mg, por lo menos 35
mg, por lo menos 45 mg, por lo menos 50 mg, por lo menos 75
mg, o por lo menos 100 mg. Los agentes profilacticos o
terapéuticos liofilizados, o composiciones farmacéuticas de la
invencién, de deben almacenar a entre 2°C y 8°C en sus envases
originales y los agentes profilacticos o© terapéuticos,
composiciones farmacéuticas de la invenciéon, se deben
administrar en un periocdo de 1 semana, por ejemplo, en un
periodo de 5 dias, en un periodo de 72 horas, en un periodo de 48
horas, en un periodo de 24 horas, en un periodo de 12 horas, en
un periodo de 6 horas, en un periodo de 5 horas, en un periodo
de 3 horas o en un periodo de 1 hora después de reconstituirse.
En una modalidad alternativa, uno o mas de Jlos agentes
profilacticos o terapéuticos o composiciones farmacéuticas de la

invencién se suministran en forma liquida en un envase sellado
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herméticamente que indica la cantidad y concentraciéon del
agente. En una modalidad la forma liquida de la composicidn
administrada se suministra en un envase sellado herméticamente
a una concentracion de por lo menos 0.25 mg/ml, por [0 menos
0.5 rn_glml, por lo menos 1 mg/ml, por lo menos 2.5 mg/ml, por lo
menos 5 mg/ml, por lo menos 8 mg/ml, por lo menos 10 mg/ml,
por lo menos 15 mg/kg, por lo menos 25 mg/ml, por lo menos 50
mg/ml, por lo menos 75 mg/ml o por lo menos 100 mg/ml. La
forma liquida se debe almacenar a entre 2°C. y 8°C. en su envase
original.

Las proteinas de unién de la invencién se pueden incorporar
en una composicién farmacéutica conveniente para la
administracion parenteral. En una modalidad, el anticuerpo o
porciones de anticuerpo, sera preparado como solucidon inyectable
que contiene 0.1-250 mg/m| de proteina de unién. La solucién
inyectable se puede componer de un liguido o forma de
dosificacién liofilizada en un frasco del pedernal o ambar, ampolla
o jeringa llenada previamente. El amortiguador puede L-histidina
(1-50 mM), 6ptimamente 5-10 mM, a pH 5.0 a 7.0 (6ptimamente
pH 6.0). Otros amortiguadores convenientes incluyen, pero no se
limitan a, succcinato de sodio, citrato de sodio, fosfato de sodio o
fosfato de potasio. El cloruro de sodio se puede utilizar para
modificar la toxicidad de la solucién a una concentracién de 0-300
mM (é6ptimamente 150 mM para una forma de dosificacién

liquida). Los crioprotectores pueden ser incluidos para una forma
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de dosificacién liofilizada, principalmente 0-10% de
sucrosa(dptimamente 0.5-1.0%). Otros crioprotectores
convenientes incluyen trehalosa y lactosa. Los agentes
volumeétricos pueden ser incluides para una forma de dosificacién
liofilizada, principalmente 1-10% de manitol (éptimamente 2-4%).
Los estabilizadores se pueden utilizar en las formas de
dosificacion liquidas y liofilizadas, principalmente 1-50 mM de L-
Metionina (6ptimamente 5-10 mM). Otros agentes volumeétricos
convenientes incluyen glicina y arginina, cualquiera de los cuales
puede ser incluido a una concentracion de 0-0.05%, y polisorbato-
80 (incluido 6ptimamente a una concentraciéon de 0.005-0.01%).
Los tensioactivos adicionales incluyen, pero no se limitan a, los
tensioactivos polisorbato 20 y BRIJ. La composicién farmacéutica
que comprende las proteinas de union de la invencién preparada
como solucion inyectable para la administracion parenteral puede
comprender adicionalmente un agente Gtil como coadyuvante, tal
como los usados para aumentar la absorcion, o dispersién de una
proteina terapéutica (por ejemplo, anticuerpo). Un adyuvante
particularmente atil es hialuronidasa, tal como Hilenex®
{hialuronidasa humana recombinante). La adicidén de
hialuronidasa en la solucién inyectable mejora !a biodisponibilidad
humana después de la administracion parenteral, particularmente
administraciéon subcutdnea. También permite mayores volumenes
de sitio de inyeccién (es decir, mayor de 1 mi) con menos dolor y

malestar, y la incidencia minima de las reacciones del sitio de
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inyecciéon (ver la Publicacion PCT No. WO 2004/078140, y la
Publicacién de Patente Norteamericana No. 2006/104968
incorporada en la presente por referencia).

Las composiciones de esta invencién pueden estar en una
variedad de formas. Estas incluyen, por ejemplo, las formas de
dosificacién liquidas, semisdlidas y sélidas, tal como soluciones
liguidas {por ejemplo, soluciones inyectables e infusibles),
dispersiones o suspensiones, tabletas, pildoras, polvos,
liposomas y supositorios. La forma elegida depende del modo de
administracién y uso terapéutico previstos. Las composiciones
comunes estan en forma de soluciones inyectables o infusibles,
tal como composiciones similares a las wusadas para la
inmunizacion pasiva de humanos con otros anticuerpos. El modo
de administracién elegido es parenteral (por ejemplo, intravenoso,
subcuténeo, intraperitoneal, intramuscular). En una modalidad, el
anticuerpo es administrado por infusién o inyeccién intravenosa.
En otra modalidad, el anticuerpc es administrado por la inyeccion
intramuscular o0 subcutanea.

Las composiciones terapéuticas comunmente deben ser
estériles y estables bajo las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. La composicién se puede formuiar como
solucion, microemuléién, dispersidon, liposoma, u otra estructura
solicitada conveniente a alta concentracién de farmaco. Las
soluciones inyectables pueden ser preparadas incorporyo el

compuesto activo (es decir, anticuerpo o porcidéon de anticuerpo)
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en la cantidad requerida en un solvente apropiado con uno o0 una
combinacién de los ingredientes enumerados en la presente,
seglin sea necesario, seguido por la esterilizacion filtrada.
Generalmente, las dispersiones son preparadas incorporyo el
compuesto activo en un vehiculo estéril que contenga un medio
de dispersién basico y los otros ingredientes requeridos de
aquellos enumerados en la presente. En el caso de los polvos
estériles liofilizados para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos de preparacion son secado al
vacio y secado por aspersion que producen un polvo del
ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de
una solucién estéril previamente filtrada del mismo. La fluidez
apropiada de una solucién se puede mantener, por ejemplo, por el
uso de un recubrimiento tal como lecitina, por el mantenimiento
del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersién y
por el uso de tensioactivos. La absorcién prolongada de
composiciones inyectables puede ser causada incluyendo, en la
composicién, un agente que retrase la absorcion, por ejemplo,
sales de monoestearato y gelatina.

Las protefnas de unién de la invencién se pueden administrar
por una variedad de métodos conocidos en la técnica, aunque para
muchas aplicaciones terapéuticas, en una modalidad, la ruta/modo
de administracién son inyeccién subcutanea, inyeccién intravenosa o
infusién. Como serd apreciado por el experto en la técnica, la ruta

y/o modo de administracion variardn dependiendo de los resuitados
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deseados. En ciertas modalidades, el compuesto activo se puede
preparar con un portador que proteja el compuesto contra la
liberacién rapida, tal como una formulacion de liberacion controlada,
incluyendo implantes, parches transdérmicos, y sistemas de
suministro microcapsulados. Los polimeros biodegradables,
biocompatibles se pueden utilizar, tal como acetato de etilenvinila,
polianhidridos, acido poliglicélico, coladgeno, poliortogsteres, y acido
polilactico. Muchos métodos para |a preparaciéon de tales
formulaciones se patentan o conocen generalmente por ios expertos.
Ver, por ejemplo, Sustained y Controlled Release Drug Delivery
Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.
En ciertas modalidades, una proteina de unién de la invencion
se puede administrar oralmente, por ejempio, con un diluyente inerte
o un portador comestible asimilable. EI compuesto (y otros
ingredientes, si se deseado) también se puede incluir en una capsuia
de gelatina de cubierta dura o blya, comprimido en tabletas, o
incorporarse directamente en la dieta del sujeto. Para la
administracion terapéutica oral, los compuestos se pueden
incorporar con los excipientes y utilizar en forma de tabletas
ingeribles, tabletas bucales, pastillas, capsulas, elixires,
suspensiones, jarabes, obleas, y similares. Para administrar un
compuesto de la invencion una administracion distinta a la
administracién parenteral, puede ser necesario recubrir el compuesto
con, o coadministrar el compuesto con, un material para prevenir su

desactivacion.
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Los compuestos activos complementarios también se pueden
incorporar en las composiciones. En ciertas modalidades, una
proteina de wunién de la invencién es coformulada con y/o
coadministrada con uno o mas agentes terapéuticos adicionales que
son Utiles para tratar los trastornos con una proteina de unién de la
invencién. Por ejemplo, una proteina de unién de la invencién se
puede coformular y/o coadministrar con uno o mas anticuerpos
adicionales que unen otros objetivos (por ejemplo, los anticuerpos
que unen otras citosinas o que unen las moléculas de superficie de
célula). Ademas, uno o mas anticuerpos de la invencién se pueden
utilizar en combinacién con dos o mas de los agentes terapéuticos
anteriores. Tales terapias de combinacion pueden utilizar
ventajosamente dosificaciones mas bajas de los agentes terapéuticos
administrados, evityo asi las toxicidades o complicaciones posibles
asociadas a varias monoterapias.

En ciertas modalidades, una proteina de unién se liga a un
vehiculo de extension de vida media conocido en la técnica. Tales
vehiculos incluyen, pero no se limitan a, el dominio Fec,
polietilenglicol, y dextrano. Tales vehiculos se describen, por
ejemplo, en Patente Norteamericana No. 6,660,843 y Publicacidn
PCT Publicada No. WO 99/25044, las cuales estan incorporadas en
la presente por referencia para cualquier propésito.

En una modalidad especifica, las secuencias de 4cido nucleico
que codifican una proteina de unién de la invencién u otro agente

profildctico o terapéutico de la invencién se administran para tratar,
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prevenir, controlar, o mejorar un trastorno o uno o mas sintomas del
mismo por terapia genética. La terapia genética se refiere a la
terapia realizada por la administracién a un sujeto de un acido
nucleico expresado o expresable. En esta modalidad de la invencion,
los acidos nucleicos producen su anticuerpo codificado o agente
profilactico o terapéutico de la invencidn que media un efecto
profilactico o terapéutico.

Cualquiera de los métodos para la terapia genetica
disponibles en la técnica se pueden utilizar de acuerdo con la
invencién. Para las revisiones generales de los métodos de terapia
genética, ver Goldspiel y colaboradores (1993) Clin. Pharm. 12:
488-505; Wu y Wu (1991) Biotherapy 3: 87-95; Tolstoshev (1993)
Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32: 573-596; Mulligan (1993) Science
260: 926-932; y Morgan y Yerson (1993) Ann. Rev. Biochem. 62:
191-217; mayo (1993) TIBTECH 11(5): 155-215. Los métodos
conocidos cominmente en la técnica de la tecnologia de ADN
recombinante que se pueden utilizar se describen en Ausubel y
colaboradores (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley &Sons, NY (1983); y Kriegler, Gene Transfer y Expression, A
Laboratory Manual, Stockton Press, NY (1980). Las descripciones
detalladas de varios métodos de terapia genética se describen en la
Publicacién de Patente Norteamericana No. 20090297514, la cual
estad incorporada en la presente por referencia.

Las proteinas de unién de la presente invencion son utiles

para tratar varias enfermedades en donde los objetivos que son
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reconocidos por las proteinas de uni6on son nocivos. Tales
enfermedades incluyen, pero no se limitan a, artritis reumatoide,
osteoartritis, artritis crénica juvenil, artritis séptica, artritis de
Lyme, artritis psoriatica, artritis reactiva, espondiloartropatia
eritematosis sistémica de lupus, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, enfermedad de intestino inflamatoria, diabetes mellitus
dependiente de insulina, tiroiditis, asma, enfermedades alérgicas,
psoriasis, escleroderma de dermatitis, enfermedad del injerto contra
el huésped, rechazo de trasplante de dérgano, enfermedad inmuno
cronica o aguda asociada al trasplante de o6rgano, sarcoidosis,
ateroesclerosis, coagulacién intravascular diseminada, enfermedad
de Kawasaki, enfermedad de Grave, sindrome nefrético, sindrome
cronico de fatiga, granulomatosis de Wegener, purpurea de Henoch-
Schoenlein, vasculitis microscodpica de los rifones, hepatitis activa
cronica, uveitis, shock séptico, sindrome de shock tdxico, sindrome
de sepsia, caquexia, enfermedades infecciosas, enfermedades
parasitas, sindrome de inmunodeficiencia adquirida, mielitis
transversal aguda, corea de Huntington, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, infarto, cirrosis biliar primaria, anemia
hemeolitica, malignidades, paro cardiaco, infarto del miocardio,
enfermedad de Addison, deficiencia poliglyular tipo | y deficiencia
poliglyular tipo Il, esporadica, sindrome de Schmidt, sindrome de
dif'icultad respiratoria (aguda) adulto, alopecia, areata, artropatia
seronegativo, artropatia, enfermedad de Reiter, artropatia

psoriatica, artropatia colitica ulcerosa, sinovitis enteropatica,
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clamidia, artropatia asociada a la salmonella y vyersinia,
espondiloartopatia, enfermedad alteromatosa/arteriosclerasis,
alergia atépica, enfermedad bullar autoinmune, pénfigo vulgaris,
pénfigo folidceo, penfigoide, enfermedad linea! de IgA, anemia
hemolitica autoinmune, anemia hemolitica positiva de Coombs,
anemia perniciosa adquirida, anemia perniciosa juvenil, encefalitis
mialgicafenfermedad de Royal Free, cyidiasis mucocutanea cronica,
arteritis gigante de la célula, hepatitis esclerdtica primaria,
hepatitis autoinmune criptogénica, Sindrome de la Enfermedad de
Inmunodeficiencia Adquirida, Enfermedades Relacionadas con la
Inmunodeficiencia Adquirida, Hepatitié B, Hepatitis C,
inmunodeficiencia variada comun (hipogammglobulinemia variable
comin), cardiomiopatia dilatada, infertilidad femenina, falla ovarica,
falla ovarica prematura, enfermedad pulmonar fibrotica, alveolitis
fibrosis criptogénica, enfermedad pulmonar intersticial poste-
inflamatoria, neumonitis intersticial, enfermedad pulmonar
intersticial asociada a la enfermedad del tejido conectivo,
enfermedad pulmonar asociada con la enfermedad del tejido
conectivo mezclado, enfermedad pulmonar intersticial asociada
esclerosis sistémica, enfermedad pulmonar intersticial asociada a la
artritis reumatoide, enfermedad pulmonar asociada eritematosa de
lupus  sistémico, enfermedad pulmeonar asociada con la
dermatomiositis/ polimiositis, enfermedad pulmonar asociada con la
enfermedad de Sjogren, enfermedad pulmonar asociada con

espondilitis anquilosante, enfermedad pulmonar difusa vasculitica,
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enfermedad pulmonar asocciada con hemosiderosis, enfermedad
pulmonar intersticial farmaco-inducida, fibrosis, fibrosis de
radiacién, bronquilitis obliterante, pulmonia eosinoéfila cronica,
enfermedad pulmonar infiltrativa linfocitica, enfermedad pulmonar
intersticial post-infecciosa, artritis gotosa, hepatitis autoinmune,
hepatitis autoinmune tipo 1 (hepatitis lupoide o autoinmune clasica),
hepatitis autoinmune tipo-2 (hepatitis del anticuerpo anti-LKM),
hipoglucemia mediada autoinmune, resistencia a la insulina tipo B
con acantosis nigricans, hipoparatiroidismo, enfermedad inmune
aguda asociada con el trasplante de organo, enfermedad inmune
cronica asociada con el trasplante de o6rgano, osteoartrosis,
colangitis esclerdtica primaria, psoriasis tipo 1, psoriasis tipo 2,
leucopaenia idiopatico, neutropaenia autoinmune, enfermedad renal
NOS, glomerulonefritis, vasculitis microscépica de los rifiches,
enfermedad de lyme, eritematosa de lupus discoide, infertilidad
idiopatica masculina o NOS, autoinmunidad del esperma, esclerosis
multiple (todos los subtipos), oftaimia simpatética, hipertension
pulmonar secundaria a la enfermedad del tejido conectivo, sindrome
de Goodpasture, manifestacion pulmonar de poliarteritis nodosa,
fiebre reumatica aguda, espondilitis reumatoide, enfermedad de
Still, esclerosis sistémica, sindrome de Sjorgren, enfermedad de
Takayasu/ arteritis, trombocitopenia autocinmune, trombocitopenia
idiopatico, enfermedad de tiroides autoinmune, hipertiroidismo,
hipotiroidismo autoinmune bocioso (enfermedad de Hashimoto),

hipotiroidismo autoinmune atroéfico, mixoedema primario, uveitis
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facogénica, vasculitis primaria, enfermedad del higado aguda de
vitiligo, enfermedades de! higado crénicas, cirrosis alcohdlica,
lesion del higado inducida por alcohol, coleosatatis, enfermedad del
higado idiosincrasica, hepatitis farmaco-inducida, Esteatohepatitis
sin alcohol, alergia y asma, infeccion por estreptococos grupo B
(GBS), trastornos mentales {por ejemplo, depresion Y
esquizofrenia), enfermedades mediantes tipo Th2 y tipo Th1, dolor
crénico y agudo (diferentes formas de dolor), y canceres tales como
pulmonar, mama, estémago, vejiga, biliar, pancreas, ovarica, cancer
de prostata y rectal y malignidades hematopoyéticas (leucemia y
linfoma), Abetalipoprotemia, Acrocianosis, procesos parasito o
infecciosos agudos y crénicos, leucemia aguda, leucemia
linfoblastica aguda (ALL), leucemia mieloide aguda (AML}, infeccién
bacteriana aguda o crénica, pancreatitis aguda, deficiencia renal
aguda, adenocarcinomas, ritmos ectépico acrial, demencia compleja
por SIDA, hepatitis inducida por alcohol, conjuntivitis alérgica,
dermatitis por contacto alérgico, rinitis alérgica, rechazo aloinjerto,
deficiencia antitripsina alfa-1, esclerosis lateral amiotroéfica,
anemia, angina de pecho, degeneracion de la célula del cuerno
anterior de la médula, terapia anti cd3, sindrome antifosfolipido,
reacciones de hipersensibilidad anti-receptor, ancurismas
periféricos, deseccion adrtica, hipertensién arterial,
arteriosclerosis, fistula arteriovenosa, ataxia, fibrilacion atrial
{continua o paroxismai), aleteo atrial, bloqueo auriculoventricular,

linfoma de la célula B, rechazo de injerto de hueso, rechazo de
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trasplante de médula (BMT), bloqueo de rama, linfoma de Burkitt,
quemaduras, arritmias cardiacas, sindrome de paralisis cardiaco,
tumores cardiacos, cardiomiopatia, respuesta por inflamacion de
bypass cardiopulmonar, rechazo al trasplante de cartilago,
degeneraciones corticales cerebelosas, trastornos cerebelosos,
L]
taquicardia atrial multifocal o cadtica, trastornos asociados con la
quimioterapia, leucemia mielocitica crémica (CML), aicoholismo
cronico, patologias inflamatorias cronicas, leucemia linfocitica
créonica (CLL), enfermedad pulmonar obstructora crénica (COPD),
intoxicacion crénica de salicilato, carcinoma colorrectal, paro
cardiaco congestivo, conjuntivitis, dermatitis de contacto, cor
pulmonale, enfermedad de la arteria coronaria, enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, cultivo de sepsia negativo, fibrosis cistica,
trastornos asociados con la terapia de citocinas, Demencia
pugilistica, enfermedades desmielizantes, fiebre hemorragica de
dengue, dermatitis, condiciones dermatoldgicas, diabetes, diabetes
meliitus, enfermedad aterosclerosis diabética, enfermedad difusa
corporal de Lewy, cardiomiopatia congestiva dilatada, trastornos de
los ganglios basicos, Sindrome Down en edad media, trastornos de
movimiento inducidos por farmacos que blogquean los receptores de
dopamina CNS, sensibilidad al farmaco, eczema, encefalomielitis,
endocarditis, endocrinopatia, epiglotitis, infeccion del virus Epstein-
Barr, eritromelalgia, trastornos extrapiramidales y cerebelosos,
limfohistiocitosis hematofagocitica familiar, rechazo al implante

timo fetal, ataxia de Friedreich, trastornos arteriales periféricos

i



20

25

265

funcionales, sepsia fungicida, gangrena de gas, Ulcera gastrica,
nefritis glomerular, rechazo de injerto de cualquier organo o tejido,
sepsia gramneéativa, sepsia grampositiva, granulomas debido a los
organismos  intracelulares, leucemia de célula melenuda,
enfermedad de Hallerrorden-Spatz, tiroiditis de Hashimoto, fiebre de
heno, rechazo de trasplante de corazon, hemacromatosis,
hemodialisis, sindrome urémico hemoliticofplrpura
trombocitopénica trombolitica, hemorragia, hepatitis (A), arritmias
vasculares por haz de His, infeccién por VIH/neuropatia por VIH,
enfermedad de Hodgkin, trastornos de movimiento hipercinéticos,
reacciones hipersensitivas, neumonitis hipersensitiva, hipertensidn,
trastornos de movimiento hipocinéticos, evaluacién del eje
suprarreﬁal hipotalamico-pituvitario, enfermedad idiopatica de
Adﬁison, fibrosis pulmonar idiopéatica, citotoxicidad mediada por
anticuerpo, Astenia, atrofia muscular espinal infantil, inflamacién de
la aorta, influenza, exposicién de radiacidn por ionizacion,
iridociclitis/uveitis/neuritis 6ptica, lesion por isquemia-reperfusion,
accidente cerebrovascular isquémico, artritis reumatoide juvenil,
atrofia muscular espinal juvenil, sarcoma de Kaposi, rechazo de
trasplante de rifién, legionella, leishmaniasis, lepra, lesiones del
sistema corticospinal, lipedema, rechazo de trasplante de higado,
linfedema, malaria, linfoma maligno, histiocitosis maligna,
melanoma maligno, meningitis, meningococcemia,
metabélico/idiopatico, migrafa, trastorno multisistema mitocondriat,

enfermedad del tejido conectivo mezclada, gamopatia monoclonal,
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mieloma multiple, degeneraciones de los sistemas multiples {Mencel
Dejerine - Thomas Shi-Drager y Machado - Joseph), miastenia
gravis, mycobacterium intracellulare aviaria, tuberculosis
mycobacterium, sindrome mielodisplastico, infarto del miocardio,

trastornos isquémicos del miocardio, carcinoma nasofaringeo,

enfermedad pulmonar crénica neonatal, nefritis, nefrosis,
enfermedades neurocdegenerativas, atrofias musculares
neurogénicas |, fiebre neutropénica, linfoma non-Hodgkins,

obstruccidén de la aorta abdominal! y sus ramificaciones, trastornos
arteriales oclusivas, terapia okt3, orquitis/epididimitis,
procedimientos reversivos de orquitis/vasectomia, organomegalia,
osteoporosis, rechazo del trasplante de pancreas, carcinoma
pancreéatico, sindrome paraneopléasico/hipercalcemia de malignidad,
rechazo de trasplante paratiroides, enfermedad inflamatoria pélvica,
rinitis perenne, enfermedad pericardial, enfermedad
arterioesclerdtica periférica, trastornos vasculares periféricos,
peritonitis, anemia perniciosa, neumonia por pneumocystis carinii,
sindrome de POEMS (sindrome de polineuropatia, organomegalia,
endocrinopatia, gammapatia monoclonal y cambios de piel},
sindrome de post-perfusién, sindrome de complicacién de
derivacién cardiopulmonar, sindrome de cardiotomia post-MI,
preeclampsia, paralisis supranuclear progresiva, hipertension
pulmonar primaria, radioterapia, fendmeno vy enfermedad,
enfermedad y fendmeno de Raynoud, enfermedad de Refsum,

taquicardia estrecho regular QRS, hipertensidon renovascular, lesion
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de reperfusion, cardiomiopatia restrictiva, sarcomas, escleroderma,
corea senil, Demencia Senil tipos Cuerpos de Lewy, artropatias
seronegativas, choque, anemia de células falciformes, rechazo
aloinjerto de piel, sindrome de cambios de piel, rechazo al
trasplante de intestino delgado, tumores sdélidos, arritmias
especificas, ataxia espinal, degeneraciones espinocerebelosas,
miositis estreptocéecica, lesiones estructurales del cerebelo,
panencefalitis esclerdtica subaguda, Sincope, sifilis del sistema
cardiovascular, anafilaxis sistémica, sindrome de la respuesta
sistémica inflamatoria, artritis reumatoide de inicio sistémico
juvenil, T-celular o FAB ALL, Telangiectasia, tromboangitis
obliterante, trombocitopenia, toxicidad, trasplantes,
trauma/hemorragia, reacciones de hipersensibilidad tipo I,
hipersensibilidad tipo |V, angina inestable, uremia, urosepsis,
urticaria, enfermedades cardiacas valvulares, venas varicosas,
vasculitis, enfermedades venosas, trombosis venosa, fibrilacién
ventricular, infecciones virales y fungicidas, encefalitis
vital/meningitis aséptica, ’sindrome hemafagocitico ascciado-vital,
Sindrome de Wernicke-Korsakoff, enfermedad de Wilson, y rechazo
del xenoinjerto de cualquier 6rgano o tejido (ver la Publicacién PCT
Nos. WO 2002/097048; WO 95/24918, y WO 00/56772).

Las proteinas de unién de la presente invencidon se pueden
utilizar para tratar a humanos que sufren de enfermedades
autoinmunes, particularmente las asociadas con la inflamacién,

incluyendo, artritis reumatoide, espondilitis, alergia, diabetes
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autoinmune, uveitis autoinmune. En una modalidad las proteinas de
unién de la presente invencién, o porciones de uniéon de antigeno
del mismo, se utilizan para tratar artritis reumatoide, enfermedad de
Crohn, esclerosis miltiple, diabetes mellitus dependiente de
insulina, y psoriasis.

En una modalidad las enfermedades capaz de tratarse o
diagnosticadas con las composiciones y métodos de la presente
invencién incluyen, pero no se limitan a canceres primarios vy
metastaticos que incluyen carcinomas de mama, colon, recto,
pulmén, orofaringe, hipofaringe, eséfago, estébmago, pancreas,
higado, vesicula biliar y conductos biliares, intestino delgado,
tracto urinario (que incluye rifién, vejiga y urotelio), tracto genital
femenino (que incluye cerviz, Utero, y ovarios asi como enfermedad
de coriocarcinoma vy trofoblastica gestacional), tracto genital
masculino (que incluye tumores de prdstata, vesicuias seminales,
testiculos y célula de germen), glandulas endocrinas (que incluyen
tiroides, glandulas suprarrenales, y glandulas pituitarias), y piel, asi
como hemangiomas, meianomas, sarcomas (que incluyen los que se
originan del hueso y tejidos suaves asf como el sarcoma de
Kaposi), tumores cerebrales, nervios, ojos, y meninges (que
incluyen astrocitomas, gliomas, glioblastomas, retinoblastomas,
neuromas, neuroblastomas, Schwannomas, y meningiomas),
tumores soélidos que se originan de malignidades hematopoyéticas
tales como leucemias, y linfomas (linfomas de Hodgkin y non-

Hodgkin).
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En una modalidad los anticuerpos de la presente invencién, o
porciones de unidon de antigeno de los mismos, se utilizan para
tratar el cancer o inhibir metastasis de los tumores descritos en la
presente, ya sea cuyo se utilizan solos o en combinacién con la
radioterapia y/o otros agentes quimioterapéuticos.

Los anticuerpos de la presente invencidn, o porciones de
unién de antigeno de los mismos, se pueden combinar con los
agentes que incluyen, pero no se limitan a, agentes
antineoplasticos, radioterapia, quimioterapia, tal como agentes de
alquilaciéon de ADN, cispiatino, carbopiatino, agentes anti-tubulina,
paclitaxel, docetaxel, taxol, doxorubicina, gemcitahina, gemzar,
antraciclinas, adriamicina, inhibidores de topoisomerasa |,
inhibidores del topoisomerasa I, 5-fluorouracil (5-FU), leucovorina,
irinotecan, inhibidores del receptor de tirosina cinasa (por ejemplo,
eriotinib, gefitinib), inhibidores COX-2 (por ejemplo, celecoxib),
inhibidores de la cinasa, y siARNs.

Una proteina de unién de la presente invencion también puede
administrarse con uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales utiles
en el tratamiento de varias enfermedades.

Una proteina de unidon de la presente invencidn se puede
utilizar sola o en combinacidn para tratar tales enfermedades.
Debera entenderse que las proteinas de unién pueden utilizarse
sclas o en combinacién con un agente adicional, por ejemplo,
agente terapéutico, el agente adicional que es seleccionado por el

experto para su proposito deseado. Por ejemplo, el agente adicional
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puede ser un agente terapéutico reconocido en la técnica que es
util para tratar la enfermedad o condicidn que se trata por el
anticuerpo de la presente invencion. El agente adicional también
puede ser un agente que imparte una cualidad beneficiosa a la
composicion terapéutica, por ejemplo, un agente que afecte a la
viscosidad de la composicién.

Deberad entenderse adicionalmente que las combinaciones,
que deberan incluirse dentro de la presente invencidén, son las
combinaciones utiles para su propdsito deseado. Los agentes
establecidos méas abajo son ilustrativos y no se desean para ser
limitados. Las combhinaciones, que son parte de esta presente
invencion, pueden ser los anticuerpos de la presente invencidn y
por lo menos un agente adicional seleccionado de las listas mas
abajo. La combinacién puede también incluir mas de un agente
adicional, por ejemplo, dos o tres agentes adicionales, si la
combinacion es tal que la composicion formada puede realizar su
funcidon prevista.

Las combinaciones para tratar enfermedades autoinmunes €
inflamatorias son farmacos antiinflamatorios no-esteroidales,
también. se refieren a NSAIDS, que incluyen los farmacos como
ibuprofeno. Otras combinaciones son corticoesteroides que incluyen
prednisclona; los efectos secundarios bien conocidos del uso de
esteroides puede reducirse o incluso eliminarse disminuyendo la
dosis de esteroide requerida al tratar a pacientes en combinacion

con el DVD Igs de esta presente invencion. Sin limitar los ejemplos
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de los agentes terapéuticos para la artritis reumatoide con la cual
un anticuerpo, o porcion del anticuerpo, de la presente invencién
puede combinarse incluye lo siguiente: fa&rmacos antiinflamatorias
supresivos de citocinas, anticuerpos para o antagonistas de otras
citocinas o factores de crecimiento humanos, por ejemplo, TNF, LT,
fL-1, 'L-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-15, IL-16, IL-18, IL-21,
IL-23, de interferonas, EMAP-Il, GM-CSF, FGF, y PDGF. Las
proteinas de union de ia presente invencién, o las porciones de
unién de antigeno de las mismas, pueden combinarse con
anticuerpos en moléculas de células superficiales, tales como CD2,
CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD80
(B7.1), CD86 (B7.2), CD90, y CTLA, o sus ligandos incluyendo
CD154 (gp39 o CD40L).

Las combinaciones de agentes terapéuticos pueden interferir
en diferentes puntos en la cascada inflamatoria autoinmune vy
subsecuente; los ejemplos incluyen antagonistas TNF como
anticuerpos TNF humanizados 0 humanos, quiméricos,
ADALIMUMAB, (Publicacién de PCT No. WO 97/29131), CA2
(Remicade™), CDP 571, y receptores TNF p55 o p75 solubles,
derivados, de los mismos, (p75TNFR1gG (Enbrel™) o p55TNFRIgG
(Lenercept), y también los inhibidores de enzima de conversion de
TNFa (TACE); similarmente los inhibidorés de enzima de conversidn
IL-1 (inhibidores de conversiéon Interleucina-1, IL-1RA etc.) pueden
ser eficaces por la misma razon. Otras combinaciones incluyen

Interleucina 11. Incluso otra combinacion incluye protagonistas
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clave de la respuesta autoinmune, los cuales pueden actuar
paralelos a, dependientes de, o en concierto con, la funciéon IL 12,
especialmente los antagonistas IL-18 que incluyen anticuerpos IL-
18, receptores IL-18 solubles, y proteinas de union IL-18. Se ha
mostrado que IL-12 e IL-18 tienen traslape pero distintas funciones
y una combinacién de antagonistas para ambos puede ser mas
eficiente. Incluso otra combinacién es los inhibideres anti-CD4 no
agotados. Incluso otras combinaciones incluyen antagonistas de la
trayectoria co-estimulatoria CD80 (B7.1) o CD86 (B7.2) que incluye
anticuerpos, receptores solubles, y ligandos antagdnicos.

Las proteinas de unién de la presente invencion tambien
pueden combinarse con agentes, tales como metotrexato, 6-MP,
sulfasalazina de azatioprina, mesalazina, olsalazina
cloroquinina/hidroxicloroquina, pencilamina, aurotiomalato
(intramuscular y oral), azatioprina, colcichina, corticoesteroides
(inyeccion oral, inhalada y local), agonistas beta-2-
adrenorreceptores (salbutamol, terbutalina, salmeteral), xantinas
(teofilina, aminofilina), cromoglicato, nedocromil, ketotifeno,
ipratropio y oxitropio, ciclosporina, FK506, rapamicina, mofetil de

micofenolato, leflunomida, NSAIDs, por ejemplo, ibuprofeno,

corticoesteroides tales como prednisolona, inhibidores de
fosfodiesterasa, agonistas de adensosina, agentes
antitrombdticos, inhibidores de complemento, agentes

adrenérgicos, agentes que interfieren con la sefalizaciéon por,

citocinas antiinflamatorias, tales como TNF-aor-iL-1 (por ejemplo,
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inhibidores de cinasa IRAK, NIK, IKK, p38 o MAP), inhibidores de
enzima de conversién IL-1B, inhibidores de enzima de conversion
TNFa (TACE), inhibidores de sefalizacion de célula-T, tales como
los inhibidores de cinasa, inhibidores de metaloproteinasa,
sulfasalazina, azatioprina, 6-mercaptopurinas, inhibidores de
enzima de conversién a angiotensina, receptores de citocinas
solubles y derivados de los mismos (por ejemplo receptores TNF
p75 o p55 solubles y los derivativos p75TNFRIgG (Enbrel™ vy
p55TNFRIOgG (Lenercept), sIL-1RI, sIL-1RIl, y sIL-6R), citocinas
antiinflamatorias (por ejemplo, IL-4, IL-10, IL-11, IL-13 y TGFB),
celecoxib, acido folico, sulfato de hidroxicloroquina, rofecoxib,
etanercept, infliximab, naproxeno, valdecoxib, sulfasalazina,
metilprednisclona, meloxicam, acetato de metilprednisoiona,
tiomalato sédico de oro, aspirina, acetdénido de triamcinolona,
propoxifeno napsilato/apap, folato, nabumetona, diclofenaco,
piroxicam, etodolac, diclofenaco sodico, oxaprozina, hcl de
oxicodona, hidrocodona bitartrato fapap, diclofenaco
sédico/misoprostol, fentanilo, anakinra, recombinante humano, hcl
de tramadol, salsalato, sulindac, cianocobalamina/fa/piridoxina,
acetaminofen, alendronato sédico, prednisolona, sulfato de
morfina, clorhidrato de lidocaina, indometacina, sulf/condroitina
de glucosamina, hct de amitriptilina, sulfadiazina,
oxicodonal/acetaminofen, hcl de olopatadina, misoprostol,
naproxeno sédico, omeprazol, ciclofosfamida, rituximab, IL-1

TRAP, MRA, CTLA4-1G, IL-18 BP, anti-1L-18, Anti-IL15, BIRB-796,

Q0%
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SCI0-469, VX-702, AMG-548, VX-740, Roflumilast, 1C-485, CDC-
801, y Mesopram. Las combinaciones incluyen metotrexato o
leflunomida y, en casos de artritis reumatoide moderados o©
severos, ciclosporina.

Agentes adicionales no limitantes, los cuales tambiéen
pueden utilizarse en combinacién con una proteina de unién para
tratar artritis reumatoide incluyen, pero no se limitan a, lo
siguiente: farmacos antiinflamatorios no esteroidales (NSAIDs);
farmacos antiinflamatorios supresivos de citocinas (CSAIDs);
CDP-571/BAY-10-3356 (anticuerpo anti-TNFa humanizado;
Celitech/Bayer); cA2/infliximab (anticuerpo anti-TNFa quimérico;
Centocor); 75 kdTNFR-IgG/etanercept (proteina de fusién del
receptor-lgG 75 kD TNF; Immunex; ver por ejemplo, (1994) Arthr.
Rheum. 37: S295: (1996) J. Invest. Med. 44:235A); 55 kdTNF-IgG
(proteina de fusion de! receptor-lgG 55 kD TNF; Hoffmann-La
Roche}; IDEC-CE9.1/SB 210396 (anticuerpo anti-CD4 primatizado
sin agotar; IDEC/SmitKline; ver por ejemplo, (1995) Arthr. Rheum.
38: Si85); DAB 486-IL-2 y/o DAB 389-1L-2 (proteinas de fusion IL-
2; Seragen; ver por ejemplo, (1993) Arthrit. Rheum. 36:1223);
Anti-Tac (anti-IL-2Ra humanizado; Protein Design Labs/Roche);
IL-4 (citocina antiinflamatoria; DNAX/Schering); IL-10 (SCH
52000; 1L-10 recombinante, citocinas antiinflamatoria;
DNAX/Schering); IL-4; agonistas; IL-10 y/o agonistas IL-4 (por
ejemplo, anticuerpos agonistas); IL-1RA (antagonista receptor IL-

1; Synergen/Amgen); anakinra (Kineret®/Amgen); TNF-bp/s-TNF
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(proteina de unién TNF soluble; ver por ejemplo, (1996) Arthr.
Rheum. 39(9 (suplemento)): $284; (1995) Amer. J. Phisiol. -
Heart and Circ. Physiol. 268:37-42); R973401 (inhibidor Tipo IV
fosfodiesterasa; ver por ejemplo, (1996) Arthr. Rheum. 39(9
(suplemento): $282); MK-966 (inhibidor COX-2; ver por ejemplo,
(1996) Arthr. Rheum. 39(9 (suplemento): S81); lloprost (ver por
ejempio, (1996) Arthr. Rheum. 39(9 (suplemento): S82);
metotrexato: talidomida (ver por ejemplo, (1996) Arthr, Rheum. 39
(9 (suplemento): S282) y farmacos relacionados con la talidomida
(por ejemplo, Celgen); leflunomida (inhibidor de citocinas y
antiinflamatorio; ver por ejemplo, (1998) Arthr. Rheum. 39(9
(suplemento): S131; (1996) Inflamm. Res. 45:103 - 107); acido
tranexamico (inhibidor de !a activacién plasminogena; ver por
ejemplo, (1996) Arthr. Rheum. 39(9 (suplemento): $284);, T-614
(inhibidor de citocinas; ver por ejemplo, (1996) Arthr. Rheum.
39(9 (suplemento): S282); prostaglandina E1 (ver por ejemplo,
(1996) Arthr. Rheum. 39(9 (suplemento): S282); Tenidap (fArmaco
antiinflamatorio no esteroidal; ver por ejemplo, (1296) Arthr.
Rheum, 39(9 (suplemento): S280); Naproxeno (farmaco
antiinflamatorio no esteroidal; ver por ejemplo, (1996) Neuro.
Report 7:1209 - 1213); Meloxicam (farmaco antiinflamatorio no
esteroidal); |buprofeno (farmaco antiinflamatorio no esterocidal);
Piroxicam (farmaco antiinflamatorio no esteroidal); Diclofenaco
(farmaco antiinflamatorio no esteroidal); Indometacina (farmaco

antiinflamatorio no esteroidal); Sulfasalazina (ver por ejemplo,
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(1996) Arthr. Rheum. 39(9 (supiemento): $281); Azatioprina (ver
por ejemplo, (1996) Arthr. Rheum. 39(9 (suplemento): S281);
inhibidor ICE (enzima de conversién inhibidora de la enzima
interleucina-1B); inhibidor zap-70 y/o 1ck (inhibidor de la cinasa
de tirosina zap-70 o Ick); inhibidor VEGF y/o inhibidor VEGF-R
(inhibidores del factor de crecimiento celular endotelial vascular o
del receptor del factor de crecimiento celular endotelial vascular;
inhibidores de angiogénesis); farmacos antiinflamatorios
corticoesteroides (por ejemplo, SB203580), inhibidores
convertasa-TNF; anticuerpos anti-IL-12; anticuerpos anti-IL-18;
interleucina-11 (véase por ejemplo, (1996) Arthr. Rheum. 39(9
(suplemento): $5296); interleucina-13 (ver por ejemplo, (1996)
Arthr. Rheum. 39(9 (suplemento): $S308); inhibidores de
interleucina-17 {ver por ejemplo, (1996) Arthr. Rheum. 39%(9
(suplemento): S120); oro; penicilamina; cloroquina; clorambucil;
hidroxicloroquina; ciclosporina; ciclofosfamida; irradiacidn linfoide
total; globulina anti-timocito; anticuerpos anti-CD4; toxinas-CD35;
péptidos y colagenos administrados oralmente; disodio lobenzarit;
Agentes de Regulacion de Citocinas (CRAs) HP228 y HP466

(Houghten Pharmaceuticals, Inc.); oligo-deoxinucleotidos

fosforotioato antisentido ICAM-1 (I1SIS 2302; Isis Pharmaceuticais,

Inc.}; receptor de complemento soluble 1 (TP10; T Cell Sciences,
Inc.); prednisona; orgoteina; polisuifato de glicosaminoglican;
minociclina; anticuerpos anti-IL2R; lipidos marinos y botanicos

(acidos grasos de la semilla de peces y plantas; ver por ejemplo,
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DelLuca y colaboradores (1995) Rheum. Dis. Clin. North Am. 21:
759-777); auranofina; feniibutazona; acide meclofenamico; acido
flufenamico; globulina inmune intravenosa; zileuton; azaribina;
acido micofenélico (RS-61443); tacrolimus (FK-5086); sirolimus
(rapamicina); amiprilosa (terafectina); cladribine (2-
clorodeoxiadenosina); metotrexato; inhibidores bcl-2 (ver
Bruncko, M. y colaboradores (2007) J. Med. Chem. 50(4): 641-
662); y agentes de modulacién inmune y antivirales.

En una modalidad |la proteina de unién, o porcién de unién
de antigeno de la misma, se administra en combinacién con uno
de los siguientes agentes para e! tratamiento de artritis
reumatoide: inhibidor molecular pequefioc de KDR, inhibidor
molecular pequefic de Tie-2, metotrexato; prednisona; celecoxib;
acido félico; sulfato de hidroxicloroguina; rofecoxib; etanercept;
infliximab; leflunomida; naproxeno; valdecoxib; sulfasalazina;
metilprednisolona; ibuprofeno; meloxicam; acetato de
metilprednisolona; tiomalato sédico de oro; aspirina; azatioprina;
aceténido de triamcinolona; propxifeno napsilato/apap, folato;
nabumetona; diclofenaco; piroxicam; etodolac; diclofenaco sédico,
oxaprozina; hcl de oxicodona; bitartrato/apap de hidrocodona;
declofenaco sddico/misoprostol; fentanilo; anakinra, recombinante
humano; hcl de tramadol; salsalato; sulindac,
cianocobalamina/fa/piridoxina; acetaminofeno; alendronato
sbdico; predniscolona; sulfato de morfina; clorhidrato de lidocaina;

indometacina; suifato de glucosamina
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/condreoitina; ciciosporina; hcl de amitriptilina;, sulfadiazina;
oxicodona/acetaminofeno: hcl de olopatadina; misoprostol;
naproxeno sodico; omeprazol,; mofetil micofenolato;
ciclofosfamida: rituximab; IL-1 TRAP; MRA; CTLA4-1G; IL-18 BP;
IL-12/23; anti-IL 18; anti-IL 15; BIRB-796; SCIl0-469; VX-702;
AMG-548; VX-740; Roflumilast; |IC-485; CDC-801; y mesopram.
Los ejemplos no limitantes de los agentes terapéuticos para
la enfermedad inflamatoria intestinal con los cuales una proteina
de unién de la presente invencién puede combinarse incluyen los
siguientes: budenosida; factor de crecimiento epidérmico;
corticoesteroides: ciclosporina; sulfasalazina; aminosalicilatos; 6-
mercaptopurina; azatioprina; metronidazol; inhibidores de
lipooxigenasa; mesalamina; olsalazina; balsalazida;
antioxidantes: inhibidores de tromboxano; antagonistas del
receptor IL-1; mAbs anti-IL-IiBmAbs anti-IL-6mAbs; factores de
crecimiento; inhibidores de elastasa; compuestos de piridinlL-
1midazol; y anticuerpos para, o antagonistas de, otras citocinas o
factores de crecimiento humanos, por ejemplo, TNF, LT, IL-1, IL-
2, 1L-6, iL-7, IL-8, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, EMAP-II, GM-CSF, a
FGF, y PDGF. Los anticuerpos de la presente invencién, o
porciones de uniéon de antigeno de los mismos, pueden
combinarse con los anticuerpos a moléculas de la superficie
ceiular, tales como CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD30,
CD40, CD45, CD69, y CD90 o cualquiera de sus ligandos. Los

anticuerpos de la presente invencién, o porciones de union de
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antigeno de los mismos, pueden también combinarse con los
agentes, tales como metotrexato, ciclosporina, FK506,
rapamicina, mofetil de micofenoclato, leflunomida, NSAIDs tal
como ibuprofeno, corticoesteroides, tales como prednisolona,
inhibidores de fosfodiesterasa, agonistas de adenosina, agentes
antitrombdticos, inhibidores de complemento, agentes
adrenérgicos, agentes, los cuales interfieren con la sefializacién
por citocinas proinflamatorias, tales como TNFa o IL-1 (por
ejemplo, IRAK, NIK, IKK, p38 o inhibidores de cinasa MAP},
inhibidores de enzima de conversién IL-18, inhibidores de enzima
de conversion TNFa, inhibidores de sefializacion de celula-T,
tales como inhibidores de cinasa, inhibidores de
metaloproteinasa, sulfasalazina, azatioprina, 6-mercaptopurinas,
inhibidores de enzima de conversioén angiotensina, receptores de
citocinas solubles y derivados de los mismos (por ejemplo
receptores TNF p55 o p75 solubles, sIL-1RI, sIL-1RIl, y slIL-6R),
citocinas antiinflamatorias (por ejemplo, IL-4, IL-10, IL-11, IL-13 ¥y
TGFB), e inhibidores bcl-2.

Los ejemplos de los agentes terapéuticos para |la
enfermedad de Crohn en la cual una proteina de unién puede
combinarse incluyen lo siguiente: antagonistas TNF, por ejemplo,
anticuerpos anti-TNF, ADALIMUMAB (Publicacién de PCT No. WO
97/29131; HUMIRA), CA2 (REMICADE), CDP 571, inhibidores
constructos TNFR-Ig, (p75TNFRIgGG (ENBREL}) y pS55TNFRIgG

(LENERCEPT)) e inhibidores PDE4. Los anticuerpos de Ia
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presente invencion, o las porciones de unién de antigeno de los
mismos, pueden combinarse con corticoesteroides, por ejemplo,
budenosida y dexametasona. Las proteinas de union de la
presente invencién, o porciones de unién de antigeno de los
mismos, pueden también combinarse con agentes, tales como
sulfasalazina, acido 5-aminosalicilico y olsalazina, y agentes, que
interfieren con sintesis o accién de citocinas proinflamatorias,
tales como IL-1, por ejemplo, inhibidores de enzima de conversidn
IL-IB e IL-1ra. Los anticuerpos de la presente invencién, o la
porcion de union de antigeno de los mismos, también pueden
utilizarse con los inhibidores de sehalizacion de la célula-T, por
ejemplo, inhibidores de cinasa de tirosina 6-mercaptopurinas. Las
proteinas de unién de la presente invencién, o las porciones de
unién de antigeno de los mismos, pueden combinarse con IL-11.
Las proteinas de union de la presente invencién, o las porciones
de union de antigeno de los mismos, pueden combinarse con
mesalamina, prednisona, azatioprina, mercaptopurina, infliximab,
succcinato sédico de metilprednisolona, sulfato de
difenoxilato/atrop, clorhidrato de loperamida, metotrexato,
omeprazol, folato,' ciprofloxacin/dextrosa-agua, bitartrato de
hidrocodona/apap, clorhidrate de tetraciclina, fluocinonida,
metronidazol, timerosal/acido bérico, colestiramina/sucrosa,
clorhidratoe de ciprofloxacina, sulfato de hiosciamina, clorhidrato
de meperidina, clorhidrato de midazolam, hcl de

oxicodona/acetaminofeno, clorhidrato de prometazina, fosfato
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sodico, sulfametoxazol/trimetoprima, celecoxib, policarbofil,
napsilato de propoxifeno, hidrocortisona, multivitaminas,
balsalazida disodio, fosfato de codeina/apap, hci de colesevelam,
cianocobalamina, &acido félico, levofloxacina, metilprednisclona,
natalizumab, e interferén-gamma.

Los ejemplos no limitantes de los agentes terapéuticos para
la esclerosis multiple con los cuales las proteinas de unién de la
presente invencion pueden combinarse inciuyen los siguientes:
corticoesteroides; prednisolona; metilprednisolona; azatioprina,
ciclofosfamida; ciclosporina; metotrexato; 4-aminopiridina;
tizanidina; interferon-Bta (AVONEX; Biogen});, interferon-B1b
(BETASERON; Chiron/Berlex); interferén a-n3) (Interferon
Sciences/Fujimoto), interferén-a (Alfa Wassermann/J&J),
interferon B1A-IF (Serono/lnhale Therapeutics), Peginterferon a
2b (Enzon/Schering-Plough), Copolimero 1 (Cop-1; COPAXONE;
Teva Pharmaceutical Industries, Inc.); oxigeno hiperbarico;
inmunoglobulina intravenosa; cladribina; anticuerpos para o
antagonistas de otras citocinas o factores de crecimiento
humanos y sus receptores, por ejemplo, TNF, LT, IL-1, IL-2, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-23, IL-15, IL-16, IL-18, EMAP-il, GM-CSF, FGF, ¥y
PDGF. Las proteinas de unién de la presente invencién pueden
combinarse con los anticuerpos a las moléculas de la superficie
celular, tales como CD2.. CD3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD25,
CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD80, CD86, CD90 o sus

ligandos. Las proteinas de unién de la presente invencién pueden
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también combinarse con los agentes, tales como metotrexato,
ciclosporina, FK506, rapamicina, mofetil de micofenolato,
leflunomida, NSAIDs, por ejemplo, ibuprofeno, corticoesteroides,
tales como prednisclona, inhibidores de f{osfodiesterasa,
agonistas de adensosina, agentes antitrombéticos, inhibidores de
complemento, agentes adrenérgicos, agentes que interfieren con
la sefializacion por citocinas proinflamatorias, tales como TNFa o
IL-1 (por ejemplo, IRAK, NIK, IKK, p38 o los inhibidores de cinasa
MAP), inhibidores de enzima de conversién a IL-1B, inhibidores
TACE, inhibidores de sefalizacion de la célula-T, tales como
inhibidores de <cinasa, inhibidores de metaloproteinasa,
sulfasalazina, azatioprina, 6-mercaptopurinas, inhibidores de
enzima de conversién angiotensina, receptores de citocinas
solubles y derivados de los mismos (por ejemplo, receptores TNF
p55 o p75, sIL-1RI, siL-1RIl, y sIL-6R), citocinas antiinflamatorias
(por ejemplo, IL-4, IL-10, IL-13 y TGFB) e inhibidores bcl-2.

Los ejemplos de los agentes terapéuticos para la esclerosis
multiple en los cuales las proteinas de unién de la presente
invencion pueden combinarse incluyen interferon-B, por ejemplo,
IFNB1a e IFNB1b; copaxona, corticoesteroides, inhibidores de
caspasa, por ejemplo, inhibidores de caspase-1, inhibidores de
IL-1, inhibidores de TNF, y anticuerpos al ligando CD40 y CD80.

Las proteinas de unién de la presente invencidn también
pueden combinarse con los agentes, tales como alemtuzumab,

dronabinoi, Unimed, daclizumab, mitoxantrona, clorhidrato de
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xaliproden, fampridina, acetato de glatiramer, natalizumab,
sinabidol, a-imunocina NNSQ03, ABR-215062, AnergiX.M3,
antagonistas receptores de quemocina, BBR-2778, calagualina,
CPl1-1189, LEM (mitoxantrona encapsulado con liposomaj},
THC.CBD (agonista de cannabinoid) MBP-8298, mesopram
(inhibidor PDE4), MNA-715, anticuerpo receptor anti-IL-6,
neurovax, pirfenidona allotrap 1258 (RDP-1258), sTNF-R1,
talampanel, teriflunomida, TGF-beta2, tiplimotide, antagonistas
VLA-4 (por ejemplo, TR-14035, VLA4 Ultrahaler, Antegran-
ELAN/Biogen), antagonistas interferén gama, y agonistas IL-4.

Los ejemplos no limitantes de los agentes terapéuticos para
la Angina con los cuales las proteinas de unién de la presente
invencién pueden combinarse incluyen los siguientes: aspirina,
nitroglicerina, mononitrato de isosorbida, succcinato de
metoproloi, atenolol, tartrato de metoprolol, besilato de
amlodipina, clorhidrato de diltiazem, dinitrato de isosorbida,
bisulfato de clopidogre!l, nifedipina, calcio de atorvastatina,
cloruro de potasio, furosemida, simvastatina, hcl de verapamil,
digoxina, clorhidrato de propranolol, carvedilol, lisinopril,
espironolactona, hidroclorotiazida, maieato de enalapril, nadolol,
ramipril, sodio de enoxaparina, sodio de heparina, valsartan,
clorhidrato de sotalol, fenofibrate, ezetimiba, bumetanida, potasio
de losartan, lisinopril/hidroclorotiazida, felodipina, captopril, vy
fumarato de bisoprolol.

Los ejemplos no limitantes de los agentes terapéuticos para
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la Espondolitis Anquilosante con tos cuales las proteinas de unidn
de la presente invencién pueden combinarse incluyen los
siguientes: ibuprofeno, diclofenaco y misoprostol, naproxeno,
meloxicam, indometacina, diclofenaco, celecoxib, rofecoxib,
Sulfasalazina, Metotrexato, azatioprina, minociclina, prednisona,
etanercept, e infiiximab.

Los ejemplos no limitantes de los agentes terapeuticos para
el Asma con los cuales las proteinas de unidén de la presente
invencion pueden combinarse incluyen los siguientes: albuterol,
salmeterol/fluticasona, sodio de montelukast, propionato de
fluticasona, budesonida, prednisona, xinafoato de salmeterol, hcl
de levalbuterol, sulfato de albuterol/ipratropio, fosfato soédico de
prednisolona, acetonido de triamcinolona, dipropionato de
beclometasona, bromuro de ipratropio, azitromicina, acetato de
pirbuterol, prednisolona, teofilina anhidra, succcinato sdédico de
metilprednisolona, claritromicina, zafirlukast, fumarato de
formoterol, vacuna del virus de influenza, metilprednisolona,
trihidrato de amoxicilina, flunisolida, inyeccién de alergia,
cromolin sé6dico, clorhidrato de fexofenadina, flunisolida/mentol,
amoxicilina/clavulanato, levofloxacina, dispositivo de ayuda del
inhalador, guaifenesina, fosfato sédico de dexametasona, hcl de
moxifloxacina, hiclato de doxiciclina, guaifenesina/d-metorfan, p-
efedrina/cod/clorfenir, gatifioxacina, clorhidrato de cetirizina,
furoato de mometasona, xinafoato de saimeterol, benzonatato,

ceaalexina, pe/hidrocodona/clorfenir, hcl de
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cetirizina/pseudoefed, fenilefrina/cod/prometazina,
codeina/prometazina, cefprozil, dexametasona,
guaifenesina/pseudoefedrina, clorfeniramina/hidrocodona,
nedocromil sodico, sulfato de terbutalina, epinefrina,

metiiprednisclona, y sulfato de metaproterenol.

Los ejemplos no limitantes de los agentes terapéuticos para
COPD con los cuales las proteinas de unién de la presente
invenciéon pueden combinarse incluyen los siguientes: sulfato de
albuterol/ipratropio, bromuro de ipratropio, salmeterol/fiuticasona,
albuterol, xinafoato de salmeterol, propionatoc de fluticasona,
prednisona, teofilina anhidra, succcinato sodico de
metilprednisolona, sodio de montelukast, budesonida, fumarato de
formoterol, aceténida de triamcinolona, levofloxacina,
guaifenesina, azitromicina, dipropionato de beclometasona, hcl de
levalbuterol, flunisolida, sodio de ceftriaxona, ftrihidrato de
amoxicilina, gatifloxacina, zafirlukast, amoxicilina/clavulanato,
flunisolida/mentol, clorfeniramina/hidrocodona, sulfato de
metaproterencl, metilprednisolona, furoato de mometasona, p-
efedrina/cod/clorfenir, acetato de pirbuterol, p-
efedrina/loratadina, sulfato de terbutalina, bromuro de tiotropio,
(R,R)-formoterol, TQAAT, Cilomilast, y Roflumilast.

Los ejemplos no limitantes de los agentes terapéuticos para
HCV con los cuales las proteinas de unién de la presente
invencion pueden combinarse incluyen los siguientes: Interferdn-

alfa-2a, Interferén-alfa-2b, Interferén-alfa cont, Interferén-alfa-
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nt, Pegilato interferon-alfa-2a, Pegilato interferén-aifa-2b,
ribavirin, Peginterferén alfa-2b + ribavirin, Acido Ursodeoxicélico,
Acido Glicirricico, Timalfasin, Maxamina, VX-497 y cualquiera de
fos compuestos que se utilicen para tratar HCV con la
intervencién a través de los objetivos siguientes: polimerasa de
HCV, proteasa de HCV, helicasa de HCV, e HCV IRES (sitio
interno del ribosoma interno).

Los ejemplos no limitantes de los agentes terapeuticos para
la Fibrosis Pulmonar Idiopéatica con los cuales las proteinas de
unién de la presente invencién pueden combinarse incluyen los
siguientes: prednisona, azatioprina, albuterol, colquicina, sulfato
de albuterol, digoxina, interferbn gama, succinato sédico de
metilprednisolona, lorazepam, furosemida, lisinopril,
nitroglicerina, espironolactona, ciclofosfamida, bromuro de
ipratropio, actinomicina d, altepiase, propionato de fluticasona,
levofioxacina, sulfato de metaproterenol, sulfato de morfina, hci
de oxicodona, cloruro de potasio, acetonida de triamcinolona,
tacrolimus anhidro, caicio, interferén-alfa, metotrexato, mofetil de
micofenolato, e interferon-gama-1.

Los ejemplos no limitantes de los agentes terapéuticos para
el Infarto al Miocardio con los cuales las proteinas de unién de la
presente invencién pueden combinarse incluyen los siguientes:
aspirina, nitroglicerina, tartrato de metoprolol, enoxaparina
sédica, heparina sédica, bisulfato de clopidogrel, carvedilol,

atenolol, sulfato de morfina, succcinato de metoprolol, warfarina
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sOdica, lisinopril, mononitrato de isosorbida, digoxina,
furosemida, simvastatina, ramipril, tenectepiasa, maleato de
enalapril, torsemida, retavasa, potasio de losartan, hcl de

quinapril/carb mag, bumetanida, alteplasa, enalaprilat, clorhidrato
de amiodarona, hcl de tirofiban m-hidrato, clorhidrato de
diltiazem, captopril, irbesartan, vaisartan, clorhidrato de
propranoiol, sodio de fosinopril, clorhidrato de lidocaina,
eptifibatida, cefazolina sodica, sulfato de atropina, acido
aminocaproico, espironolactona, interferon, clorhidrato de sotalol,
cloruro de potasio, docusato sodico, hcl de dobutamina,
alprazolam, pravastatina sédica, calcio de atorvastatina,
clorhidrato de midazolam, clorhidrato de meperidina, dinitrato de
isosorbida, epinefrina, clorhidrato de docpamina, bivalirudina,
rosuvastatina, ezetimiba/simvastatina, avasimiba, y cariporida.
Los ejemplos no limitantes de los agentes terapéuticos para
Psoriasis con los cuales las proteinas de unién de la presente
invencion pueden combinarse incluyendo los siguientes: inhibidor
de molécula pequefia de KDR, inhibidor de moiécula pequefia de
Tie-2, calcipotrieno, propionato de clobetasol, aceténido de
triamcinolona, propionato de halobetasol, tazaroteno,
metotrexato, fluocinonida, betametasona diprop aumentada,
aceténido de fluocinolona, acitretina, champlU de alquitran,
valerato de betametasona, furoato de mometasona, quetoconazol,
pramoxine/fluocinolone, valerato de la hidrocortisona,

flurandrenolida, urea, betametasona, propionato de
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clobetasol/emoll, propionato de fluticasona, azitromicina,
hidrocortisona, formuia hidratante, acido foélico, desonida,
pimecrolimus, alquitran de carbén, diacetato de diflorasona, folato
de etanercept, acido lactico, metoxsalen hcl/subgalato de
bismuto/znox/resor, acetato de metilprednisolona, prednisona,
protector solar, haicinonida, acido salicflico, antralina, pivalato de
ciocortolona, extracto de carbon, alquitrdn de carbén/acido
salicilico, alquitran de carban/acido salicilico/azufre,
desoximetasona, diazepan, emoliente, fluocinonida/emoliente,
aceite mineral/aceite de ricino /na lact, aceite mineral/aceite de
cacahuete, petréleo/miristato de isopropilo, psoralen, acido
salicilico, jabén/tribromsalan, timerosal/acido borico, celecoxib,
infliximab, ciclosporina, alefacept, efalizumab, tacrolimus,
pimecrolimus, PUVA, UVB, y sulfasalazina.

Los ejemplos no limitantes de los agentes terapéeuticos para
la Artritis Psoriatica con los cuales las proteinas de union de la
presente invencién pueden combinarse incluyendo los siguientes.
metotrexato, etanercept, rofecoxib, celecoxib, acido foélico,
sulfasalazina, naproxeno, leflunomida, acetato de
metilprednisolona, indometacina, sulfato de hidroxicloroquina,
prednisona, sulindac, betametasona diprop aumentada, infliximab,
metotrexato, folato, acetdonido de triamcinolona, diclofenaco,
dimetilsolféxido, piroxicam, diclofenaco sodico, ketoprofeno,
meloxicam, metilprednisolona, nabumetona, toimetin sédico,

calcipotrieno, ciclosporina, diclofenaco sédico/misoprostol,
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fluocinonida, sulfato de glucosamina, tiomalato sodico de oro,
bitartrato de hidrocodona/apap, ibuprofeno, risedronato sodico,
sulfadiazina, tioguanina, valdecoxib, alefacept, efalizumab, e
inhibidores bc!-2.

Los ejemplos no limitantes de los agentes terapéuticos para
la Restenosis con los cuales las proteinas de union de la
presente invencion pueden combinarse incluyen los siguientes:
sirolimus, paclitaxel, everolimus, tacrolimus, Zotarolimus, vy
acetaminofen.

Los ejemplos no limitantes de los agentes terapéuticos la
Ciatica con los cuales las proteinas de union de la presente
invencion pueden combinarse incluyen los siguientes: bitartrato
de hidrocodona/apap, rofecoxib, hcl de ciclobenzaprina,
metilprednisolona, naproxeno, ibuprofeno, hcl de
oxicodona/acetaminofeno, celecoxib, valdecoxib, acetato de
metilprednisolona, prednisona, fosfato de codeina/apap, hci de
tramadol/acetaminofeno, metaxalona, meloxicam, metocarbamol,
clorhidrato de lidocaina, diclofenaco soédico, gabapentina,
dexametasona, carisoprodol, trometamina de ketorolaco,
indometacina, acetaminofeno, diazepan, nabumetona, hcl de
oxicodona, hcl de tizanidina, diclofenaco sodico/misoprostol,
propoxifeno napsilato/apap, asa/oxicod/oxicodona ter, ibuprofeno/
hidrocodona bit, hcl de tramadol, etodolaco, hcl de propoxifeno,
hc! de amitriptilina, carisoprodol/codeina fos/asa, sulfato de

morfina, multivitaminas, naproxeno sédico, citrato de orfenadrina,
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y temazepam.

Los ejempios de los agentes terapéuticos para SLE (lupus)
en donde las proteinas de unién de la presente invencion pueden
combinarse incluyen los siguientes: NSAIDS, por ejemplo,
diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno, piroxicam, indometacina;
inhibidores COX2, por ejemplo, Celecoxib, rofecoxib, valdecoxib;
anti-malariales, por ejemplo, hidroxicloroquina; Esteroides, por
ejemplo, prednisona, prednisolona, budenosida, dexametasona,
Citotéxicos, por ejemplo, azatioprina, ciclofosfamida, mofetil de
micofenolato, metotrexato; e inhibidores de PDE4 o de un
inhibidor de sintesis de purina, por ejemplo, Cellcept. Las
proteinas de unién de la presente invencion también pueden
combinarse con los agentes, tales como sulfasalazina, acido 5-
aminosalicilicos, olsalazina, Imuran y agentes, que interfieren con
sintesis, produccién o acciéon de citocinas proinflamatorias, tales
como IL-1, por ejemplo, inhibidores de caspasa tipo inhibidores
de enzima de conversion a IL-18 e IL-1ra. Las proteinas de union
de la presente invencién también pueden utilizarse con los
inhibidores de sefializacion de la célula-T, por ejemplo,
inhibidores de cinasa de tirosina, o que apuntan a moléculas de
activaciéon de la célula-T, por ejemplo, anticuerpos de la familia
CTLA-4-19G o anti-B7 y anticuerpos de la familia anti-PD-1. Las
proteinas de unidn de la presente invenciéon pueden combinarse

con IL-11 o anticuerpos anti-citocinas, por ejemplo, fonotolizumab

(anticuerpo anti-IFNg), o anticuerpos del receptor del anti-
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receptor, por ejemplo, anticuerpo del receptor anti-IL-6 vy
anticuerpos para las moléculas de la superficie de célula-B. Los
anticuerpos de la presente invenciéon, o la porcidon de unién de
antigeno de los mismos, también pueden utilizarse con LJP 394
(abetimus), agentes que agotan o inactivan a las células-B, por
ejemplio, Rituximab (anticuerpo anti-CD20), limfostat-B
(anticuerpo anti-BliS), antagonistas TNF, por ejemplo, anticuerpos
anti-TNF, Adalimumab (Publicacién de PCT No. WO 97/29131;
HUMIRA), CA2 (REMICADE), CDP 571, constructor de TNFR-Ig,
(p75TNFRIgG (ENBREL) y p55TNFRIgG (LENERCEPT)) e
inhibidores bel-2, debido a que la sobreexpresiéon de bcl-2 en
ratones transgénicos se ha demostrado que causan un lupus
como fenotipo {ver Marquina, R. y colaboradores (2004) J.
Immunol. 172(11):7177-7185), por lo tanto se espera que la
inhibicién tenga efectos terapéuticos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn
pueden incluir “una cantidad terapéuticamente efectiva” o “una
cantidad profilacticamente efectiva” de una proteina de union de
la presente invencion. “Una cantidad terapéuticamente efectiva”
se refiere a una cantidad efectiva, en dosificaciones y por
periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado
terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente efectiva de
la protefna de unién puede determinarse por un experto en la
técnica y puede variar de acuerdo a los factores tales como el

estado de la enfermedad, edad, sexo, y peso del individuo, y la
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capacidad de la proteina de unién de obtener una respuesta
deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente efectiva
es también una en donde cualquier efecto téxico o perjudicial del
anticuerpo, o porcién del anticuerpo, se compensa por los efectos
beneficiosos terapéuticos. “Una cantidad profilacticamente
efectiva” se refiere a una cantidad efectiva, en dosificaciones y
por periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado
profilactico deseado. Normalmente, ya que una dosis profilactica
se utiliza en sujetos antes de o en una etapa temprana de la
enfermedad, !'a cantidad profilacticamente efectiva sera menor
que la cantidad terapéuticamente efectiva.

Los regimenes de dosificacién pueden ajustarse para
proporcionar la respuesta Optima deseada (por ejemplo, una
respuesta terapéutica o profilactica). Por ejemplo, un solo bolo
puede administrarse, varias dosis divididas pueden administrarse
en un cierto tiempo o la dosis puede reducirse o aumentarse
proporcionaimente seglin lo indicado en las exigencias de la
situacién terapéutica. Es especialmente ventajoso formular las
composiciones parenterales en forma de unidad de dosificacion
para facilitar la administracién y la uniformidad de la dosificacion.
La forma de unidad de dosificacién segun lo utilizado en la
presente se refiere a las wunidades fisicamente discretas
adecuadas como dosificaciones unitarias para que los sujetos
mamiferos sean tratados; cada unidad que contiene una cantidad

predeterminada del compuesto activo calculado para producir el

J24



10

15

20

25

293

efecto terapéutico deseado en ascciacién con el portador
farmacéutico requerido. La especificacién para las formas de
unidad de dosificacion de la presente invenciéon se dictan por y
directamente dependiente en (a) las caracteristicas unicas del
compuesto activo y el efecto terapéutico o profilactico particular
que se lograra, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica de
componer un compuestoc active tal para el tratamiento de la
sensibilidad en individuos.

Un intervalo no limitante, ejemplar para una cantidad
terapéutica o profilacticamente efectiva de una proteina de union
de la presente invenciéon es 0.1-20 mg/kg, por ejemplo, 1-10
mg/kg. Debera observarse que los valores de dosificacion pueden
variar con el tipo y severidad de la condicién que se aliviara.
Debera entenderse adicionalmente que para cualquier sujeto
particular, régimen de dosificacion especifico debera ajustarse en
un cierto plazo de acuerdo a la necesidad individual y el juicio
profesional de 1ia persona que administra o supervisa la
administracion de las composiciones, y que los intervalos de
dosificacion establecidos en la presente son Unicamente
ejemplares y no se desean para limitar el alcance o practica de la
composicion reivindicada.

Sera facilmente evidente a los expertos en la técnica que
otras modificaciones y adaptaciones convenientes de los métodos
descritos en la presente son obvias y pueden hacerse usando

equivalentes convenientes sin apartarse del alcance de la
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invencidén reivindicada o de las modaiidades descritas en la
presente. Teniendo ahora descrita la presente invencion
detalladamente, de 1{a misma forma serd comprendida mas
claramente por referencia a los siguientes ejempios, que estan
incluidos con el Unico propésito de ilustrar y no se desean para
limitar la invencidn reivindicada.
Ejemplos
Ejemplo 1: Disefio, Construccién, y Ensayo de una DVD-ig
Ejemplo 1.1: Ensayo Utilizado para Identificar y Caracterizar a
los Anticuerpos Madre y DVD-Ig

Los siguientes ensayos se utilizan a través de los ejemplos
para identificar y caracterizar los anticuerpos madre y DVD-Ig a
menos que estén indicados de otra manera.
Ejemplo 1.1.1: Ensayo Utilizado para Determinar la Unioén y
Afinidad de los Anticuerpos Madre y DVD-Ig para sus
Antigenos Especificos
Ejemplo 1.1.1.A: ELISA

Los Ensayos Inmunoabsorbente Ligados a la Enzima para
analizar a los anticuerpos que se unen a un antigeno especifico
deseado se realizan como sigue. Las placas de ELISA (Corning
Costar, Acton, MA) estan cubiertas con 50 ul/pozo de 5 ug/ml de
IgG Fc especifico de cabra anti-raton (Pierce # 31170, Rockford,
IL) en una solucién salina amortigu'ada con fosfato (PBS) durante
la noche a 4°C. Las placas se lavan una vez c¢on PBS que

contiene 0.05% Tween-20. Las placas se bloquean por'la adicion
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de 200 ul/pozo gue bloquean la solucién diluida al 2% en PBS
(BioRad #170-6404, Hércules, CA) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las placas se lavan una vez después de bloguear con
0.05% de Tween-20 que contiene PBS

Cincuenta microlitros por pozo, por ejemple, sueros de raton,
supernadantes de hibridoma, o anticuerpo o preparaciones de DVD-Ig
diluidas en 0.1% albuminas del suero vacuno que contienen PBS (BSA)
(Sigma, St. Louis, MES.) se agregan a la placa de ELISA preparada como
se describe anteriormente e incubada durante 1 hora a temperatura
ambiente. Los pozos se lavan tres veces con (0.05% de Tween-20 que
contiene PBS. Cincuenta microlitros del antigeno especifico purificado
recombinante biotinilado diluido en 100 mg/ml en 0.1% BSA gue contiene
PBS se agregan a cada pozo y se incuban durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las placas se lavan 3 veces con 0.05% de Tween-20 que
contiene PBS. Estreptavidina HRP (Pierce # 21126, Rockland, IL.) se diluye
1:20.000 en 0.1% BSA que contiene PBS; se agregan 50 ul/fpozo y las
placas se incuban durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se
lavan 3 veces con 0.05% de Tween-20 que contiene PBS. Cincuenta
microlitros de solucion TMB (Sigma # T0440, St. Louis, MES) se agregan a
cada pozo y se incuban durante 10 minutos a temperatura ambiente. La
reaccion se detiene por la adiciéon de 1N acido sulfurico. Las placas se leen
espectrofotmétricamente en una longitud de onda de 450 nm. Los
resultados se muestran en la tabla 3.
Tabla 3: ELISA de unién directa de 104 constructos de DVD

con EGFR (sec. 2) combinados con ofras secuencias con
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varias orientaciones y longitudes de enlaces
Ab, Pef. ECS0 de |ID de EC50 de
EC50 de | EC50 de YD de | Ref.de | Ab. Refl.
1D de secuencla | . LE4E -——“;:: d"\h‘ terminal sec I:)n:;; g, | Lrminal terminal | de
e i sebde | secuencia de¢
1D de de VD de ';.'":.',:a' terminal L (oM) Enlace d¢|Enla e de terminal Lt < "L"%
DVD-IG | terminal N N HC LC C CinM)
EGFR (sec.
DvD321 | EGFR (sec. 2) 5.83 | AB0S4 363 18 S 1) 6.83 | ABO33 1.8
EGFR (sec.
OvD322 | EGFR [sec. 1) 1.59 | ABO33 167 | S 8 2) 1.59 | ABOE4 3563
DVD325 EGFR (sec. 2) 5.96 | ABO64 686 | S S RON 24.99 | ABOOS 0.19
EGFR (sec.
DVD326 | RON 0.18 | ABQOS 024 18 B 2) 29.93 | ABDG4 8.83
ErbB3
DVD327 | EGFR (sec. 2) 3.98 | ABOG4 34515 S {sec. 1} 4B5.26 | ABQG2 1.19
ErbB3 (sec EGFR (sec.
DvD328 1) 1,14 | ABOG2 13415 S 2) 94.89 | ABOB4 383
ErbB3
BvD329 EGFR {sec. 2) 3.82 | ABOG4 437 | 8 5 {sec. 2} 481.28 | ABOB) 0.86
ErbB3 (sec, EGFR (seq.
DVD330 2) 1.29 | ABOG3 1.11 | 8 S 2} 224 44 | ABOG4 4.17
DvD331 | EGFR(sec, 2} 3.68 | AB0G4 389 | S S CD3 N/A ABO02 | N/A
EGFR (sec.
DvD332 | CD3 NIA ABO02 [ NA S S 2) 62.09 | ABOB4 3.95
OVD333 | EGFR (sec. 2) 3.55 | ABOB4 446 1 S ] IGFiR 78.58 | ABD11 0.24
EGFR(sec.
DVD334 IGF1R 0.15 | ABO11 D26 | S ] 2} 137.12 | ABOB4 428
DVD335 | EGFR(sec. 2y |  3.77 | ABOS4 50318 s HGF 159.04 | ABD12 0.15
EGFR (sec.
DVD336 | HGF 0.15 | ABO12 019 18 S 2y 33205 | ABDG4 540
VEGF
DVD337 | EGFR {sec. 2) 6.5 | ABOB4 6738 S (sec. 1) 0.57 | ABO14 0.25
VEGF (sec. EGFR(sec,
DVvD338 | 1} 0.24 | ABM4 0268 S 2) 205.54 | ABOG4 7.84
DVD339 | EGFR(sec. 2 5.1 | ABOG4 366 1S S DiL-4 4.01 | ABO1S 045
EGFR (sec.
DVD340 DLL-4 0.32 | ABD1S D40 1 S S 2) 189.14 | ABOG4 3.8
DvD341 | EGFR {sec. 2} 3.41 | ABOS4 439 [ 8 S PLGF 0.74 | ABO4T 0.21
EGFR (sec,
DvD342 | PLGF 0.2 | ABO4? 025 |5 S 2) 119.88 | ABDG4 377
ErbB3 (sec.
DVD755 | EGFR (sec. 2) 3.26 | ABOB4 478 | S ) 3) 27.68 | ABOG7 1.40
EGFR (sac.
DVD756 | ErbB3 {sec. 3) 3.94 | ABOS7 2038 S 2) 48,87 | ABDG4 3.48
VEGF (sec.
DVD757 | EGFR (sec. 2) 14,51 | ABOB4 1069 | 8 S 2) 528.26 | ABOTQ 512
EGFR {sec.
DVD758 | VEGF {sec. 2) 5.37 | ABOTO 591 (S B 2) 561.59 | ABOS4 9.11
VEGF (sec.
DVD759 EGFR (sec. 2) 7.01 | ABOB4 10.25 | 8 5 3) 127,91 | ABGT1 168
EGFR(sec
DVD760 | VEGF (sec. 3 0.77 | ABD71 157 | S S 2) 328.03 | ABOG4 12.93
EGFR (sec
DVD765 | EGFR (sec. 2 4.48 | ABOG4 363 1L L 1) 4.48 | ABQ33 167
EGFR (sec
CVD766 EGFR {sec. 1) 3.12 | ABO33 18 | L 2) 3.12 | ABOB4 363
DVDTE7 EGFR {sec. 2) 5.97 | ABDB4 586 | L RON (.64 | ABDOS 0.19
EGFR (sec.
DVD768 RON 0.18 | ABOOS 0.24 | L L 2] 20.67 | ABOG4 8.83
ErbB3
DVD769 | EGFR (sec. 2) .59 | ABOG4 345 [ L L (sec. 1)_ 8.23 | ABOB2 1.19
ErbB3 (sec. EGFR (sec.
VD770 | 1) 1.55 | ABOB2 136 | L L 2) 15.24 | ABOG4 5.86
ErbB3
DVD771 EGFR (sec. 2} 4.43 | ABOG4 437 | L L [sec. 2) 1.38 | ABOB3 0.86
ErbB3 (sec. EGFR (sec,
DVvD772 | 2) 31.42 | ABO63 1.11 J L L 2) 77.19 | ABOB4 4.17
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ECSD A Ab. Ref, ECS0de] 1Dde |ECS0de
'vn—a:") de Ab Egio_ggr D de VD idgl Abd, Ref, Ah;lef.
1D de scenencia tml Ref. de termingl eepencia ferminal | —‘; | -ll |
1D de de YD dp "N fnm} |terminal NoM) | gniace | Entace CD ge L (nM) Jterminal | terminpl
DVD-IG | ferminalN N de HC | deLC | terminal € € | CinM)
DVD773 EGFR{gsec. 2} 4.96 | ABOG4 389 | L L £D3 N/A ABOO2 | N/A
EGFR {sec.
DvD774 | CD2 N/A ABOD2 | N/A L 2) 19.20 | ABCG4 3.95
DVDT75 | EGFR (sec. 2) 3.59 | ABOG4 446 | L IGF1R 277 | ABO11 0.24
EGFR {sec.
DVDT76 IGF1R 0.83 | ABD11 Q.26 | L L 2) 286.41 | ABDG4 4.28
DVDT77 EGFR (sec. 2) 5,13 | ABDG4 5.03 [ L L HGF Q.96 | ABD12 0.15
EGFR (sec.
DVD778 HGF 0.17 | ABO12 019 | L L 2) 50.3 | ABO64 5.40
VEGF
DVD778 | EGFR {sec. 2) 10.57 | ABOB4 673§ L L {sec. 1) 0.24 | ABO14 0.25
VEGF (sec. EGFR(sec.
DVD780 | 1) 219 | AB014 0.26 | L 2) 408.7 | ABO64 7.84
ovD781 EGFR (sec. 2) 4.19 | ABOS4 366 | L DLL-4 042 | ABD15 0.45
EGFR(sec.
DVD782 DLL-4 0.37 | ABO1S 040 | L 2} 55.24 | ABOG4 3.8
DVD783 EGFR (sec. 2) 3.88 | ABOB4 439 | L PLGF 0.36 | ABO47 0.2
EGFR (sec.
ovDTed PLGF 0.26 | AB04Y 0.25 | L L 2) 41.36 | ABDG4 377
ErbB3({sec.
DVD787 | EGFR (sec. 2} 3.78 | ABOG4 478 | L L 3) 14,38 | ABOB7 140
EGFR (sec
DvD788 | ErbB3 (sec. 2) 3.14 | ABOS? 203 | L L 2) 18.04 | ABOB4 348
VEGF (sec.
DVD789 | EGFR (sec. 2) 14.61 | ABOB4 10.69 | L L 2} 45.95 | ABO70 5.12
. EGFR(sec.
OvDT90 | VEGF (sec. 2) 15.91 | ABO70 591 | L L 2) 76.76 | ABOGB4 9.11
VEGF (sec.
DVDT31 EGFR (sec. 2) 8.24 | ABOG4 10.25 | L L 3) 11.62 | ABOT71 1.68
EGFR {sec.
DVvD792 VEGF {sec, 3) 082 | ABD71 157 | L L 2 48.61 | ABO64 12.93
EGFR (sec.
DVD795 EGFR (sec. 2) 6.21 | ABOB4 363 | L S 1) 6.21 | AB033 167
EGFR (sec,
DVD796 EGFR (sec. 1) 1.94 | ABO33 1.8 S 2) 1.94 | ABOG4 3.63
DVD797 | EGFR (sec. 2) 4.56 | ABOB4 6.86 S RON 1.16 | ABODS 0.19
EGFR (sec.
DVD798 | RON 0.18 1 ABOOS 0.24 | L S 2) 17.94 | ABDG4 8.83
Erb83
DVD799 | EGFR (sec. 2) 576 | ABOs4 345 F L 5 {sec. 1] 20.04 | ABOG2 1.19
ErbB3 (sec. EGFR (sec.
DvDBOO 1) 2.06 | ABDG2 134 | L S 2) 67.26 | ABOG4 3.83
ErbB3
ovoaot EGFR (sec. 2) 3.91 | ABOS4 437 | L S {sec. 2} 3.28 | ABDG3 (.86
ErbB3 (sec. EGFR (sec.
DVD802 2) 11.13 | ABDB3 111 | L 5 2) 726.39 | ABOG4 4.17
DVDB03 | EGFR{sec. 2) 0.23 | ABO64 389 | L 3 D3 N/A ABOO2 | NIA
EGFR(sec.
DvDB04 D3 N/A ABDDZ | NIA L S5 2) 167.62 | ABOGA 3.95
DvDB05 | EGFR (sec. 2) 0.48 | ABOB4 446 | L S IGF1R 0.99 | ABO11 D.24
EGFR(sec.
DVDa0s IGF1R 0.4 | ABO11 026 1L 5 2) 53.79 | ABOG4 4.28
ovDao7 EGFR (sec. 2) 4,85 } ABOB4 503 | L ] HGF 924 | ABO12 Q.15
EGFR({sec.
DVDB08 | HGF 0.14 | AB012 019 j L S 2) 06.35 | ABOB4 5.40
VEGF
DVvDB0g EGFR (sec. 2) 7.34 | ABOG4 873 | L 5 {sec. 1) 0.23 | ABO14 0.25
VEGF (sec. EGFR (sec.
DvD810 1) 0.33 | ABO14 0.26 s 2) 227.9% | ABOG4 7.84
DVD8a11 EGFR(sec. 2) 3.45 | ABOG4 3.66 8 DLL-4 0.99 . ABMS 0.45
EGFR (sec.
DvD812 DLL-4 0.39 | ABO1S 040 ] L S 2) 77.26 | ABOG4 38
DVD813 | EGFR {sec. 2) 3.41 | ABOG4 439 | L S PLGF 0.44 | ABDA7 0.21
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Ab. Rel, EC50 dg |ID de Ab | EC50 de
EC50 de EC50 de VD de | Ref de | Ab. Ref.
VD de [IRAeAbS e ina) IDde terminal | terminal [ de
ID dg secuencla | jermina | Ref-de N (nM) secuengia de |"~ {nM} C terminal
1D de de VD de N (nm) terminat Enlace de|Enlace de|CD de termingl = C.{nM)
DVD- terminal N N HC LG C
EGFR (sec,
DvD814 | PLGF 0.23 | ABD47 025 | L S 2) 50.43 | ABOG4 377
ErbBi{sec.
DvD817 | EGFR (sec. 2) 5.33 | ABOB4 478 | L S 3) 18.82 | ABOG7 1.40
EGFR(sec.
DvD818 | ErbB3 (sec. 3) 3.32 | ABOST 203 1 L S 2) 19.32 | ABOS4 348
VEGF (sec.
DVvDa18 EGFR (sec. 2) 12,2 | ABOG4 10.69 | L S 2) 36.35 | ABO70 512
EGFR (sec.
DVDB20 | VEGF (sec. 2] 4.08 | ABOTD 591 [ L S 2) 106.81 [ ABOG4 9.1
VEGF (sec.
DvDB21 EGFR (sec. 2) 5.96 | ABO64 10.25 | L 5 3) 11.09 | ABO71 1.68
EGFR{sec.
DvDaz22 VEGF (sec. 3} 0.72 | ABO71 157 [ L S 2) 90.03 | ABO54 12.93
EGFR (sec.
DvD825 EGFR {sec. 2) 1.67 | ABO&4 3631 8 L 1} 1.67 | ABO33 1.67
EGFR (sec.
ovDg2s | EGFR (sec. 1) 2.27 { ABO33 18[8 L 2) 2.07 | ABDB4 3.63
DVD827 | EGFR (sec. 2) 6.28 | ABOG4 6586 | & L RON 6.57 | ABDOS 0.19
EGFR(sec.
DvDa28 RON 0.2 | ABOGS 024 | S L 2) 19.83 | ABO64 8.83
ErbB3
DvD829 EGFR (sec. 2) 3.81 | ABOG4 345 | 5 L [sec. 1) 41.4 | ABDS2 1.19
ErbB3 (sec. EGFR(sec.
DvDa3o | 1) 1.43 | ABOB2 134 [ 8§ L 2) 42.71 | ABD64 3.83
ErbB3
DVDB31 | EGFR (sec. 2) 4.6 | ABOG4 437 | 8 L {sec. 2) 142 | ABOS3 0.86
ErbB3 (sec. EGFR (sec.
DvDB32 2 1.19 | ABOG3 1111 S 2) 62.39 | ABO64 4.17
DVD833 EGFR {sec. 2) 3.03 | ABOG4 389 S CD3 NIA ABOO2 | NIA
EGFR (sac.
DvD334 CD3 NIA ABDO2 | NIA S L 2) 26.7 | ABOG4 3.85
DvDE35 | EGFR{sec. 2) 2.42 | AB0S4 446 | S L IGF1R 3.47 § ABC11 024
EGFR (sec.
DVDB36 | IGFIR 0.51 | ABD11 026 | S L 2) 56.83 | ABO64 4.28
DVD837 _j EGFR (sec. 2) 4.51 | ABOG4 503 |8 L HGF 1.29 | ABO12 0.18
EGFR(sec.
DVD838 | HGF 0.19 | ABO12 019 | S L 2) 57.66 | ABDG4 5.40
VEGF
ODvDB3% | EGFR(sec. 2] 12.53 | ABDG4 65738 L {sec. 1) 0.26 | ABM4 0.25
VEGF (sec. EGFR(sec.
DvDB4D | 1) 0.18 | AB014 026 {8 2) 69.77 | ABOS4 784
DVvDB41 | EGFR (sec. 2 406 | ABOG4 366 | S DLL-4 (.55 | ABO15 0.45
EGFR (sec.
DVD842 | DLL-4 0.36 | ABO1S 040 [ S L 2} 51.68 | ABOS4 3.8
DVD843 | EGFR {sec. 2} 3.65 | ABOG4 438 | S L PLGF 0.37 | ABO4T 0.21
EGFR (sec.
DVDa44 PLGF 0.23 | ABO4Y 025 S L 2) 45.51 | ABO64 3.77
ErbB3 (sec.
DVD847 | EGFR(sec. 2 292 | ABOB4 478 | 8 L 3) 12.93 | AB0SY 1.40
EGFR (sec.
DvD848 ErbB3(sec. 3) 3.23 | ABOG7 203 |8 L 2) 16.74 | ABOG4 3.48
VEGF (sec.
DVD849 | EGFR(sec.2) | 1233 | ABOG4 1069 [ S L 2 59.58 | ABO7Q 512
EGFR (sec.
DVD850 | VEGF (sec. 2) 10.17 | ABO70 59118 L 2) 71,83 [ ABD64 9.11
VEGF (sec
DvDa51 EGFR (sec. 2} 9.36 | ABOG4 10.25 [ S L 3) 28.44 | ABOT1 168
EGFR (sec.
DVDBa52 | VEGF (sec. 3) 0.78 | ABO71 157 | S L 2) 68.11 | ABOG4 1293

o2



15

20

25

299

La unién de todos los constructos de DVD-Ig fue mantenida
y comparable con los anticuerpos madre. Todos los dominios
variables de terminal N unidos con una alta afinidad similar como
el anticuerpo madre asi como los dominios variables de terminal
C de los constructos de DVD-lg DVD322, DVD337, DVD341,
DvD765, bvD766, bDvD767, DVD771, DVD777, DVD779, DVD781,
bvD783, DvD796, DVD803, bvD809, DvD811, DVvD813, DVD825,
DvD826, DVD831, DVD839, DvD841, y DVD843.
Ejemplo 1.1.1.B: Determinacién de Afinidad usando tecnologfa
de BIACORE

El ensayo de BIACORE (Biacore, Inc, Piscuneway, NJ)
determina la afinidad de anticuerpos o de DVD-Ig con mediciones
cinéticas de constantes dentro de indice y fuera de Indice. La union
de anticuerpos o DVD-lg a un antigeno especifico (por ejemplo, un
antigeno especifico recombinante purificado) se determina por las
mediciones basadas en resonancia de plasmén superficial con un
instrumento de Biacore® 3000 (Biacore® AB, Uppsala, Suecia) usando
el funcionamiento de HBS-EP (10 mm HEPES [pH 7.4], 150 mm de
NaCl, 3 mm EDTA, y 0.005% de tensiocactivo P20) a 25°C. Todos los
quimicos se obtuvieron de Biacore® AB (Uppsala, Suecia) o de otra
manera de una diferente fuente segun lo descrito en el texto. Por
ejemplo, aproximadamente 5000 RU del 1gG anti-ratén de cabra,
(Fcy), fragmentos del anticuerpo policlonal especifico {Pierce
Biotechnology Inc, Rockford, IL) diluidos en 10 mm de acetato de

sodio (pH 4.5) se inmovilizaron directamente a través de un chip

A



15

20

25

300

biosensor grado de investigacién CM5 usando un kit de acoplamiento
de amina estandar de acuerdo a las instrucciones y procedimientos
del fabricante en 25 pg/ml. Las fracciones sin reacciéon en la
superficie del biosensor se bloquean con etanolamina. La superficie
de dextrano de carboximetilo modificada en la célula de flujo 2 y 4 se
utiliza como superficie de reaccién. El dextrano de carboximetilo sin
modificar sin el 1gG anti-ratén de cabra en la célula de flujo 1y 3 se
utiliza como la superficie de referencia. Para el ensayo cinético, las
ecuaciones del indice se derivaron de 1:1 modelo de union de
Langmuir se fijaron simultaneamente a las fases de asociacién vy
disociacion de las ocho inyecciones (usando el analisis de ajuste
global) con el uso del software Biaevaluation 4.0.1. Los anticuerpos
purificados o DVD-lg se diluyeron en la solucién salina amortiguada
con HEPES para captura a través de superficies de reaccion
especificas de 1gG anti-ratén de cabra. Los anticuerpos que se
capturaran como ligando (25 pg/ml) se inyectan sobre las matrices
de reaccidn en un caudal de 5 pl/min. Las constantes del indice de
asociacion y disociacion, ken (M's™") v ke (S7') se determinan bajo
un caudal continuo de 25 ul/min. Las constantes de indice son
derivadas haciendo mediciones de union cinética en diez diferentes
concentraciones de antigeno que tienen un intervalo de 10 - 200 nm.
El constante de disociacién de equilibrio (m) de la reaccion entre los
anticuerpos o DVD-Igs y del antigeno especifico después se calcula
de Iss constantes cinéticos de indice por la formula siguiente: Ky =

Koit/Kon. La unidn se registra como una funcién de tiempo y se
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calculan las constantes de fndice cinético. En este ensayo, pueden

medirse dentro de (ndice tan rapido como 10°M'-5-1 y fuera de

indices tan lento como 10°%5".

Tabla 4: Andlisis BIACORE de anticuerpos madre y
constructos de DVD
IDde {Dominio variable/Dominie variable] Enlace 11C | Enlace LC |  Antigeno Koo Kor

Anticuerpe |(VD) de terminal (VD) de terminal (M-1s-1) (s-1)

madre o N C

DVD-Ig

kp
(M)
ABO33 EGFR (sec. 1) FL-hEGFR 2.476+05 | 1.13£:03 | 4.60E-09
ABOB4 EGFR (sec. 2) FLhEGFR | ND ND ND
OVD321 | EGFR(sec. 2) | EGFR(sec. 1) | Coto | Corta | o yegen | 546E+04 | 7.30E.04 | 1.40E08
OVD322 | EGFR(sec. 1) | ECFR(sec.2) | Corto | Como | g hearr | 2528405 | 1.048-03 | 4.10E-00
DVD795 | EGFR(sec. 2) | EGFR(sec. 1) | Largo | Corto | o yemrn | 120E404 | 2.506.04 | 2.00E-08
DVD79 | EGFR{sec. 1) | EGFR{sec.2) | Largo | Coro | ¢ nearr | 3318008 | 1.21E:03 | 370800
DVD765 | EGFR (sec.2) | EGFR(sec. 1) | Largo | Large | winegrr | 307E+04 | 261604 | 8.50E-00
DVD766 | EGFR (sec. 1) | EGFR{sec.2) | Largo | Largo | ¢y yegrr | 3.06E+05 | 1.21E03 | 3.008-09
DVD825 | EGFR (sec.2) | EGFR(sec. 1) | Corto | Lergo | ¢ negrr | 1.16E+04 | 2.958-04 | 2.60E.08
OVDB26 | EGFR(sec. 1) § EGFR(sec.2) |  Corto Largo | ¢ peger | 266E+05 | 1.10E:03 | 4.20E-09
ABO33 EGFR (sec. 1) d2-7tunC | 3 4se+05 | 1.06E-03 | 2.80E-08
ABOG4 EGFR (sec. 2) 27N | 370£404 | 6.82E-04 | 1.80E-08
DVvD321 EGFR (sec. 2) | EGFR (sec. 1} Corto Corto d2-7 trunc 5326404 | 4.556-04 | 8.508-00
DVD322 | EGFR (sec. 1) | EGFR (sec. 2) Corto Corto d2-7 trunc 1.60E+05 | 570E-04 | 3.40E-09
DVD795 | EGFR (sec. 2) | EGFR(sec. 1) | Largo Coo | @27tune | | e on | 450500
DVD796 EGFR (sec, 1) | EGFR(sec. 2) Largo Corto d2-7 trunc 2 60E+05 | 500804 | 1.908-00
DVGT65 | EGFR (sec. 2) | EGFR(sec. 1 | Largo | targo | 827twnc | . o\ 210800 | 540200
DVD?66 | EGFR (sec. 1) | EGFR(sec. 2) Larga Largo d2-7 trunc 2 0BE+05 | 4.56E-04 | 2.20E-09
DVD825 | EGFR (sec.2) | EGFR(sec. 1) | Corto Largo | 427N | 3 31Es0a | 2.40E-04 | 7.30E-00
DVD826 | BGFR (sec. 1) | BGFR(sec. 2) | Corto Largo | 927tunc | oo o5 | aaaE-04 | 24000
AB033 EGFR (sec, 1) CEE T o o
ABOS EGFR sec. 2) d27Cel | 5o3e+04 | 6.60E04 | 330508
DVD321 | EGFR (sec. 2) | EGFR {sec. 1) Corto Corlo d-2-7 Cet 5 29E+04 | 5.568-04 | 2.20e-08
DVD322 | EGFR (sec. 4) | EGFR(sec. 2) | Corto Corto d-2-7 Cet 1.04e+04 | 434204 | 420808
DVD795 | EGFR (sec. 2} | EGFR {sec. 1) Largo Corto d-2-7 Cet 2.47E+04 | 8.526-08 | 2.305-08
DVD798 | EGFR (sec. 1) | EGFR (sec. 2) Largo Corlo d-2-7 Cet 1436+04 | 448204 | 310208
OVD765 | EGFR (sec. 2) | EGFR(sec. 1) | Largo | Largo | d-27Cel | oo o4 | 576204 | 220808
DVD766 | EGFR (sec. 1} | EGFR (sec. 2} Largo Largo d-2-7 Cet 1 08e+04 | 4.458:04 | 410208
OVDB25 | EGFR (sec.2) [ EGFR({sec. 1) | Corto Larga d-2-7 Cet 256e+08 | 550504 | 2.20508
DVD826 | EGFR (sec. 1) | EGFR(sec. 2) Corto Largo d-2-7 Cat
1.18E+04 | 4.45E-04 | 3.80E-08
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La unién de todos los constructos de DVD-lg caracterizada
por la tecnologia Biacore fue mantenida y fue comparable a la de
los anticuerpos madre. Todos los domin.ios variables de terminal
N son unidos con una alta afinidad similar a la del anticuerpo
madre.

Ejemplo 1.1.2: Anélisis usado para determinar la actividad
funcional de los anticuerpos madre y DVD-lg
Ejemplo 1.1.2.A: Unién de célula A431

Las células A431 en fase logaritmica fueron cosechadas de
acuerdo con los métodos estandar. Cada muestra que contiene
5x10* células (300 wl) fue incubada con dilucién serial de las
DVD-Igs en una camara fria durante 1 hora. Las células después
fueron tefiidas con anticuerpo anti-humano de cabra conjugado
con PE (Jackson ImmunoResearch Cat# 109-115-088) (300 ul) e
incubadas en la camara fria durante 30 minutos. Las celulas
tedidas fueron analizadas en FACSCalibur HTS (Becton
Dickinson, San Jose). Los datos fueron analizados con Prism
(GraphPad Software, La Jolla). Los datos se muestran en la tabla
5.

Ejemplo 1.1.2.B: Analisis obligatorio de competencia de
unién de célula

5 nM EGFR conjugado con FITC (sec. 2) fueron incubados
con diluciones seriales de las DVD-lgs en hielo durante 15
minutos y entonces incubadas con 5x10* células cosechadas de

las células U87MG-de2-7 en fase logaritmica (300 pl) en la

23+
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camara fria durante 1 hora. Las células tefiidas fueron analizadas
en FACSCalibur HTS (Becton Dickinson, San Jose). Los datos
fueron analizados con Prism (GraphPad Software, La Jolla). Los
datos se muestran en la tabla 5.
Ejemplo 1.1.2.C: Western Blot: EGFR total {infra-
regulacién de receptor) y pTyr

Las células A431 o UB7MG-de2-7 en fase logaritmica fueron
recubiertas en placas de 6 pozos a 1x10°% células por pozo (2 ml).
Las céluias se dejaron en inanicién en suero el dia siguiente
durante 24 horas. Las células entonces fueron tratadas con 100
nM de varios anticuerpos (30 ul) durante 1 hora y después fueron
estimuladas con 15 nM EGF (0.5 ul) durante 10 minutos. Las
células después fueron cosechadas y lisadas en el hielo con
amortiguador de RIPA (150 ul por pozo) (Sigma). Los lisados
celulares fueron separados en un gel de SDS-PAGE de acuerdo
con los métodos estandar y después transferidos a la membrana
de PVDF {Invitrogen). Las protelnas fueron detectadas por
Western Blot usando varias sondas de anticuerpo. Los datos se
muestran en la tabla 5.
Ejemplo 1.1.2.D: Analisis de proliferacién celular
(Clonogenic)

Las células A431 en fase logaritmica fueron recubiertas en
placas de 96 placas a 300 células por pozo en 100 pl. Las células
fueron tratadas con diluciéon serial de los anticuerpos el dia

siguiente e incubadas durante 7-10 dias. Las células fueron
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fijadas con 3.7% de paraformaldehido durante 20 minutos vy
después tefiidas con 0.1% de violeta cristalina durante 1 hora. La
violeta cristalina tefiida fue extraida por 10% de acido acético
durante 1 hora y después cuantificada a OD590. Los datos se
muestran en la tabla 5.

Tabla 5: Andlisis de DVD-Igs de EGFR

ID de DVD 1D de Pos. |Enlace HC|Enlace LC Otro  [Unién de| Comp. |Inhibicién| ¥nfra- [Inhibicién
secuencia dominio de| A431 de de scital | reg. de (de prolif.
DVDh EGFR | de Ptyr | rec. de ] celular
EGFR
DVD322 | EGFR (sec. |Temminal] Corto Corto EGFR
2) c (sec. 1) + . + - ND
DVD32[ | EGFR (sec. |Terminal Corto Corto | EGFR
2 N (sec. 1) - + - + ND
DVD766 | EGFR (sec. |Terminal] Large largo | EGFR
2) C (sec. 1) + + + - ND
DVDT765 | EGFR (sec. |Terminal Largo Largo | EGFR
2) N (sec. 1} + + + + +
DVD796 | EGFR (sec. |Terminal Larga Corto EGFR
2) C {sec. 1) + + - - ND
DVD795 | EGEFR (sec. |Terminal Largo Corto EGFR
2) N (sec. I} + + + + +
DVDSE26 | EGFR (sec. |Terminai] Corte Large | EGFR
2 C (sec. 1) + + - . ND
DVDE25 | EGFR (sec. |Terminal Corto Largo | EGFR
2) N {sec. 1) + + - - ND
Ejemplo 1.1.2.E: Infra-regulacién de EGFR total en

maltiples lineas de células de cédncer humanas por andlisis de
mMSD

Las células en fase logaritmica (A431, A431NS, A549 o
HN5) fueron recubiertas en una placa de 96 pozos a 1x10*
células/pozo (100 ul) el dia siguiente, las células fueron tratadas
con diferentes anticuerpos (30 ul) en 100 nM durante 2 horas a
37°C. Las células entonces fueron cosechadas y los niveles de
EGFR total fueron cuantificados con el anéalisis de EGFR total de

kit de lisado celular (Meso Scale Discovery Cat# K151CKD-2) de
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acuerdo con el protocolo del fabricante. Los datos se muestran en
la tabla 6.
Tabla 6: Infra-requlacién de EGFR total en miltiples lineas

de células de cancer humanas por analisis de MSD

Porcentaje de control (100 nM)
EGFR (scc.
EGFR (sec. 2) + EGFR
Lineas celulares 2) EGFR (sec. 1) | DVD795 (sec. 1)
A431 97 30 14 32
A431INS 98 44 24 43
A549 91 29 7 29
HNS 102 53 11 36
NCI-H1975 94 35 15 25
OVCARS 94 34 12 36
PC3 108 57 20 72
U8TMG 96 58 , 18 59
USTMG-

EGFRwt 86 57 13 39
USTMG-de2-7 90 49 21 52

DVD795 mostrd una infra-regulacién de EGFR total en todas
las lineas de células de cancer humanas probadas.
Ejemplo 1.1.2.G.: Bioensayo de Citocinas

La capacidad de un anticuerpo madre anti-citocinas o de
secuencias anti-citocinas que contienen DVD-1g para inhibir o
neutralizar una bioactividad de citocinas especifica se analiza
determinando el potencial inhibitorio del anticuerpo o DVD-lg. Por
ejemplo, la capacidad de un anticuerpo anti-lL-4 para inhibir la
produccion de IgE mediada por IL-4 puede utilizarse. Por ejemplo,
las células B no tratadas humanas se aislan de la sangre
periférica, respectivamente, las capas leucocitarias por

centrifugacién de densidad de Ficoll-paque, seguidas por la
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separacién magnética con micro-esferas MAC especificas
(Miltenyi Biotech) para los anticuerpos (Fab)2 de cabra
etiquetados con sigD FITC humano. Las células B no tratadas
clasificadas magnéticamente se ajustan a 3 x 105 células por ml
en XVI 5 y se colocan en placas en 100 pl por pozos de 96 placas
en una serie 6 x 6 en el centro de la placa, rodeadas por los
pozos llenos de PBS durante los 10 dias de cultivo a 37° C en
presencia de 5% de CO,. Se preparara cada placa por anticuerpo
para ser probada, que consiste de 3 pozos, cada uno de los
controles es inducido y no inducido y se hacen repeticiones por
quintuplicado de las titulaciones del anticuerpo gque comienzan en
7 ug/ml y funcionan en la dilucién 3 veces abajo para las
concentraciones finales de 29 ng/ml agregadas en 50 pl de la pre-
diluciéon concentrada cuatro veces. Para inducir la produccién de
IgE, rhiL-4 en 20 ng/ml| mas el anticuerpo monoclonal anti-CD40
(Novartis) en 0.5 pg/ml de concentraciones finales en 50 ! cada
una se agrego a cada pozo, y las concentraciones de IgE se
determinaron al final del periodo del cultivo por un método
estandar del sandwich ELISA.
Ejemplo 1.1.2.H: Ensayo de liberacién de Citocinas

La capacidad de un anticuerpo madre o DVD-lg para
ocasionar la liberaciéon de citocinas se analiza. La sangre
periférica se retira a partir de tres donantes sanos por punciéon
venosa en los tubos para extraccion por vacio heparinizados. La

sangre entera se diluye 1:5 con ei medio RPMI-1640 y se coloca
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en placas de 24 pozos de cultivo de tejido en 0.5 ml por pozo. Los
anticuerpos anti-citocinas (por ejemplo, anti-iL-4) se diluyen en
RPMI-1640 y se colocan en las placas en 0.5 m/pozo para dar
concentraciones finales de 200, 100, 50, 10, y 1 pg/ml. La
dilucién final de la sangre entera en las placas de cultivo es 1:10.
Se agrega LPS y PHA a los pozos separados en la concentracion
final de 2 pg/m y 5 pg/ml como un control positivo para la
liberacion de citocinas. 1gG humano policlonal se utiliza como
anticuerpo de controi negativo. El experimento se realiza dos
veces. Las placas se incuban a 37°C en 5% de CO;. Veinticuatro
horas después los contenidos de los pozos se transfieren en los
tubos de prueba y se hacen girar durante 5 minutos a 1200 rpm.
Los sobrenadantes libres de células se recolectan y se congelan
para los ensayo de citocinas. Las células dejadas en las placas y
en los tubos se disuelven con 0.5 ml de solucion de lisis, y se
colocan a -20°C y se deshielan. 0.5 ml del medio se agregan
(para traer el volumen al mismo nivel gque las muestras
sobrenadantes libres de células) y las preparaciones de la célula
se recolectan y se congelan por el ensayo de citocinas. Los
sobrenadantes y lisados libres de células se analizan para los
niveles de citocinas por ELISA, por ejemplo, para los niveles de
IL-8, IL-6, IL-I1B, IL-IRA, TNF-a.

Ejemplo 1.1.2.1: Anélisis de citotoxicidad dirigida nuevamente
(rCTL) basado en FACS

Las células T humanas CD3+ fueron aisladas de las PBMC
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congeladas aisladas previamente por una columna de
enriquecimiento de seleccion negativa (R&D Cat.#HTCC-525). Las
células T fueron estimuladas durante 4 dias en los frascos
recubiertos con 10 pg/ml de anti-CD3 {OKT-3, BD) y 2 de ug/ml
anti-CD28 (CD28.2, Abcam) en medic RPMI completo (L-
glutamina, 55 mM B-ME, Pen/Strep, 10% de FCS). Las células T
se dejaron reposar durante la noche en 30 U/mi de IL-2
(Peprotech) antes de usar en analisis. Las células objetivo DoHH2
o Raji fueron etiquetadas con PKH26 (Sigma) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Las células T efectoras (E) vy objetivo (T) fueron recubiertas
a 10% y 10* células/pozoc en placas de 96 pozos (Costar #3799),
para dar respectivamente una relacién de E:T de 10:1. Las
molécuias de DVD-lg fueron diluidas apropiadamente para
obtener curvas de titulacién dependientes de concentracion.
Después de una incubacion durante la noche, las céluias fueron
granuladas y lavadas con PBS una vez antes de suspenderse
nuevamente en 100 ul de PBS que contuvo 0.1% de BSA
(Invitrogen) y 0.5 pg/ml de yoduro de propidio (BD). Los datos de
FACS fueron recolectados en una maquina FACSCanto (Becton
Dickinson, San Jose) y analizados en Fiowjo (Treestar). El
porcentaje de objetivos vivos en las muestras tratadas con DVD-
lg dividido por el porcentaje de objetivos total (control, sin
tratamiento) fue calculado para determinar el porcentaje de lisis

especifica. Los datos se representan graficamente y las Clso5 se
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caiculan en Prism (Graphpad Software, La Jolla).
Ejempio 1.1. Anéalisis citotoxicidad dirigida nuevamente
{(rCTL) basado en la impedancia

Las células T fueron preparadas como arriba. Las células
objetivo de expresion de EGFR se dejaron adherirse a las placas
de 96 pazos ACEA RT-CES (ACEA Bio, San Diego) durante la
noche. Las células T efectoras (E) y objetivo (T) entonces fueron
recubiertas a 2x10°% y 2x10* células/pozo para dar una relacién de
E:T de 10:1. Las moléculas de DVD-lg fueron diluidas
apropiadamente para obtener las curvas de titulacién
dependientes de concentracion. Los indices de objetivos en las
muestras tratadas con DVD-lg fueron divididos por los indices
celulares de objetives de control (sin tratamiento) para calcular el
porcentaje de lisis especifica. Los datos fueron representados
graficamente y los valores Clgs fueron calculados en Prism
(Graphpad Software, La Jolla). Los datos se muestran en el tabla

7

Tabla 7: Actividad de rCTL de EGFR (sec. 2) que contiene

las DVD-Igs

ID de DVD| ID de secuencia Posicién | Enlace HC [Enlace LC| Otro dominio C150 de

de DVD actividad de
rCTL (pM)

DVD774 | EGFR (sec. 2) Terminal C Largo Largo | CD3 0.2

DVD773 | EGER (sec. 2) Terminal N Largo Largo | CD3 16

DVDB04 | EGFR (sec. 2) Terminal C Largo Corto | CD3 0.09

DVD803 | EGFR (sec.2) Terminal N Largo Corto | CD3 42

DVD332 | EGFR (scc. 2) Terminal C Corlo Corto | CD3 0.03

DVD331 [ EGFR (scc. 2) Terminal N Corlo Corto | CD3 >200 nM

DVD834 | EGFR (sec. 2) Terminal C Corlo Largo CD3 0.08

DVD833 | EGFR (sec. 2) Terminal N Corto Large | CD3 12

Jd44-
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Todas las DVD-lgs que contiene VDs de AB0O02 en la
posicion de ia terminal N o terminal C mostraron eliminaciéon en el
analisis de rCTL.

Ejemplo 1.1.2.C: Estudio de Radioactividad Cruzada de
Citocinas

La capacidad de un anticuerpo madre anti-citocinas o DVD-
lg dirigido a una citocina de interés para cruzar la reaccion con
otras citocinas se analizan. Los anticuerpos madre o DVD-Ig se
inmovilizan en una matriz bio-sensora BlAcore. Un Fc mAb anti-
humano esta covalentemente ligado via grupos amina libres en la
matriz de dextrano activando primero grupos carboxilos en la
matriz con 100 mm N-hidroxisuccinimida (NHS) y 400 mm de
N-etil-N'(3-dimetilaminopropil)-clorhidrato de carbodiimida (EDC).
Aproximadamente 50 pyl de cada anticuerpo o prepéracién de
DVD-lg en una concentraciéon de 25 pg/ml, diluida en acetato de
sodio, pH 4.5, se inyecta a través de! biosensor activado y las
aminas libres en la proteina estan unidas directamente en los
grupos carboxilos activados. Normalmente, se inmovilizan 5000
unidades de resonancia (RU’s). Los ésteres-EDC sin reaccionar
de la matriz son desactivados por una inyeccion de etanoclamina
de 1 M. Una segunda célula de flujo se prepara como un estandar
de referencia inmovilizando el 1gG1/K humano usando el kit de
acoplamiento de amina estandar. Las medidas de SPR se realizan
usando el chip biosensor CM. Todos los antigenos que se

analizaran en la superficie del biosensor se diluyen en el
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amortiguador de funcién de HBS-EP que contiene 0.01% P20,
Para examinar la especificidad de union de la citocinas, el
exceso de citocinas de interés (100 nm, recombinante humano
soluble, por ejempio) se inyecta a través del anticuerpo madre
anti-citocinas o de la superficie del biosensor inmovilizada por
DVD-Ig (tiempo de contacto 5 minutos). Antes de la inyeccion de
la citocinas de interés e inmediatamente después, el amortiguador
HBS-EP solo fluye a través de cada célula de flujo. La diferencia
neta en las sefales entre la linea base y el punto que
corresponde a aproximadamente 30 segundos después de
completar la inyeccion de citocinas se toma para representar el
valor de unién final. Nuevamente, la respuesta se mide en
unidades de resonancia. Las matrices biosensoras se regeneran
utilizando 10 mm HC! antes de la inyeccién de la siguiente
muestra donde se observa un evento de unién, de otra manera el
amortiguador en funcién fue inyectado sobre las matrices. Las
citocinas humanas (por ejemplo, IL-la, IL-IB, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-7, iL-8, IL-9, IL-10, IL-1 I, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17,
IL-18, IL-19, 1L-20, IL-22, [L-23, 1L-27, TNF-a, TNF-B, e IFN-y,
por ejemplo) también se inyectan simultdneamente sobre ja
superficie de referencia IgGI/K de ratén inmovilizada para
registrar cualquier antecedente de unidén no especifico.
Preparando una referencia y reaccion superficial, Biacore puede
automaticamente restar los datos de la superficie de referencia de

los datos de la superficie de reaccion para eliminar la mayor parte

V28



10

20

25

312

del ruido de inyeccion y cambio del indice de refraccién. Por lo
tanto, es posible comprobar la respuesta de unién verdadera
atribuida a un anticuerpo anti-citocinas o a una reaccién de union
de DVD-Ig.

Cuando una citocina de interés se inyecta a través del
anticuerpo anti-citocinas inmovilizado, se observa la unién
significativa. La regeneracion de 10 mm HCI retira completamente
todas las proteinas no covalentemente asociadas. La examinacidn
del sensograma muestra que el anticuerpo anti-citocinas
inmovilizado o DVD-Ig que une a las citocinas soluble es fuerte y
robusto. Después de confirmar el resultado previsto con las
citocinas de interés, el panel de citocinas humanas recombinantes
restantes se prueba, para cada anticuerpo o DVD-lg por
separado. La cantidad de anticuerpo anti-citocinas o uniéon de
DVD-lg o citocinas sin unir para cada ciclo de inyeccidén se
registra. Los resultados de tres experimentos independientes se
utilizan para determinar e! perfil de especificidad de cada
anticuerpo o DVD-lg. Los anticuerpos o DVD-lg con !a union
prevista a las citocinas de interés y sin unir a cualquier otra
citocina se seleccionan.

Ejemplo 1.1.2.D: Reactividad Cruzada del Tejido

Los estudios de la reactividad cruzada del tejido se hacen
en tres etapas, con la primera etapa que incluye criosecciones de
32 tejidos, la segunda etapa incluye hasta 38 tejidos, y en la 3ra

etapa incluye tejidos adicionales a partir de 3 adultos sin relacién
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como se describe mas abajo. Los estudios se hicieron
normaimente en dos niveles de dosis.

Etapa 1: Criosecciones (aproximadamente 5 um) de los
tejidos humanos (32 tejidos (normalmente: Glandula Suprarrenal,
Aparato Gastrointestinal, Prostata, Vejiga, Corazdn, Musculo
Esquelético, Glébulos, Rifién, Piel, Médula, Higado, Medula
Espinal, Pecho, Pulmén, Bazo, Cerebelo, Nodo de Linfa,
Testiculos, Corteza Cerebral, Ovario, Timo, Colon, Pancreas,
Tiroides, Endotelio, Paratiroides, Uréter, Ojo, Pituitaria, Utero,
Tubo de Falopio y Placenta) de un donante humano obtenido en la
autopsia o biopsia) son fijados y secados en el vidrio objeto. La
coloracién de peroxidasa de las secciones del tejido se realiza,
usar el sistema de avidina-biotina.

Etapa 2: Criosecciones (aproximadamente 5 pm) de 38
tejidos, tejidos humanos (incluyendo suprarrenal, sangre, vaso
sanguineo, médula, cerebelo, cerebro, cerviz, esofago, ojo,
corazén, riAndn, intestino grueso, higado, pulmén, nodo de linfa,
glandula mamaria de seno, ovario, oviducto, pancreas,
paratiroides, nervio periférico, pituitaria, placenta, prostata,
glandula salival, piel, intestino delgado, méduia espinal, bazo,
estémago, masculo estriado, testiculo, timo, tiroides, amigdala,
uréter, vejiga urinaria, y Utero) de 3 adultos sin relacion
obtenidos en la autopsia o biopsia) se fijan y secan en el vidrio
objeto. La coloracion de la peroxidasa de las seccioﬁes se

realiza, usando el sistema de avidina-biotina.
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Etapa 3: Criosecciones (aproximadamente 5 pm) de los
tejidos de mono de c¢ynomolgus (38 tejidos (incluyendo
suprarrenal, sangre, vaso sanguineo, médula, cerebelo, cerebro,
cerviz, esdfago, ojo, corazédn, rifidn, intestino grueso, higado,
pulmoéon, nodo de linfa, glandula mamaria del pecho, ovario,
oviducto, pancreas, las paratiroides, nervio periférico, pituitaria,
placenta, prostata, glandula salival, piel, pequefio intestino,
médula espinal, bazo, estémago, musculo estriado, testiculo,
timo, tiroides, amigdala, uréter, vejiga urinaria, y Utero) de 3
monos adultos sin relacién obtenidos en la autopsia o biopsia) se
fijaron y secaron en un vidrio objeto. La coloracidn de la
peroxidasa de las secciones del tejido se realiza, usando el
sistema de avidina-biotina.

El anticuerpe o DVD-lg se incubd con IgG anti-humano
biotinilado secundario y se desarrollé en un complejo inmune. El
complejo inmune en las concentraciones finales de 2 y 10 Hg/mi
del anticuerpo o DVD-Ig se agregd en las secciones del tejido en
el vidrio objeto y después las secciones del tejido se hicieron
reaccionar durante 30 minutos con un kit de avidina-biotina-
peroxidasa. Posteriormente, DAB (3,3'-diaminobencidina), un
sustrato para la reaccién de peroxidasa, se aplica durante 4
minutos para la coloracién del tejido. Los granos del Antigeno-
Sefarosa se utilizan como secciones de tejido de control
positivas. El antigeno y los estudios de bloqueoc del suero humano

especificos sirven como controles adicionales. El complejo
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inmune en las concentraciones finales de 2 y 10 upg/ml del
anticuerpo o DVD-lg se pre-incuba con el antigeno especifico
(concentracién final de 100 wuyg/ml} o el suero humano
(concentracién final de 10%) durante 30 minutos, y después se
agrega en las secciones del tejido en el vidrio objeto y después
las secciones del tejido se hacen reaccionar durante 30 minutos
con un kit de avidina-biotina-peroxidasa. Posteriormente, DAB
(3,.3'-diaminobencidina), un sustrato para la reaccion de
peroxidasa, se aplican durante 4 minutos para la coloracién del
tejido.

Cualquier coloracion especifica se juzga para ser una
reactividad esperada o no esperada (por ejemplo, consistente con
la expresion del antigenc) basada en la expresion conocida del
antigeno especifico en cuestién. Cualquier coloracién especifica
juzgado se anota por intensidad y frecuencia. El tejido de
coloracion entre la etapa 2 (tejido humano) y la etapa 3 (tejido de
mono cynomolgus) se juzga por ser similar o diferente.

Ejempio 1.1.2.E: Efecto de Tumoricidad de un Anticuerpo
Madre o DVD-Ig in vitro
Los anticuerpos madre o DVD-lg que se unen a antigenos

especificos en las célutas tumorales pueden analizarse por la

_actividad tumoral. Brevemente, los anticuerpos madre o DVD-Ig

se diluyen en D-PBS-BSA (Solucion salina amortiguada con
fosfato de Dulbecco con 0.1% BSA) y agregan a fas células

tumorales humanas en las concentraciones finales de 0.01 yg/m!
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a 100 pg/ml. Las placas se incuban a 37°C en una atmoésfera de
5% CO, humedecida durante 3 dias. El niumero de células vivas
en cada pozo se cuantifica usando reactivos MTS de acuerdo a
las instrucciones del fabricante (Promega, Madison, WIl) para
determinar el porcentaje de inhibicién de! crecimiento del tumor.
Los pozos sin el tratamiento del anticuerpo se utilizan como
controles de inhibicién de! 0% mientras que los pozos sin células
se consideran para mostrar 100% de inhibicién.

Para la evaluacion de apoptosis, la activacién de caspasa-3
se determina por el protocolo siguiente: las células tratadas por
aniicuerpo en placas de 96 pozos se lisiaron en 120 pl de
amortiguador lisis 1x {(1.67 mm Hepes, pH 7.4, 7 mm de KCI, 0.83
mm MgCl,, EDTA, 0.11 mm, 0.11 mm EGTA, 0.57% CHAPS, 1 mm
DTT, 1x tableta coctel inhibidor de proteasa; EDTA-libre; Roche
Pharmaceuticals, Nutly, NJ) a temperatura ambiente con agitacion
durante 20 minutos. Después del lisis de la célula, 80 ul de un
amortiguador de reaccién de caspasa-3 (48 mm Hepes, pH 7.5,
252 mm de sucrosa, 0.1% CHAPS, 4 mm DTT, v 20 um de sustrato
Ac-DEVD-AMC; Biomol Research Labs, Inc., Plymout Meeting, PA)
se agregaron y las placas se incubaron durante 2 horas a 37°C.
Las placas se leyeron en un contador 1420 VICTOR Multilabel
Counter (Perkin Elmer Life Sciences, Downer Grove, I} usando
los ajustes siguientes: excitacion = 360/40, emision = 460/40. Un
aumento de las unidades de la fluorescencia de las células

tratadas con anticuerpo con relacion a las celulas tratadas por



10

20

25

317

control de! anticuerpo de isotipo se considera, lo cual es
indicativo de apoptosis.
Ejemplo 1.1.2.F: Inhibicién de la Activacion del Receptor por
Anticuerpos o DVD-Ig in Vitro

Los anticuerpos madre o DVD-lg que se unen a los
receptores celulares o a sus ligandos pueden probarse para la
inhibicion de la activacion del receptor. Los anticuerpos madre o
DVD-Ilg diluidos en D-PBS-BSA (Solucion salina amortiguada de
fosfato Dulbecco con 0.1% BSA) se agregan a las células
carcinoma humanas en las concentraciones finales de 0.01 pg/mi
a 100 pg/ml. Las placas se incuban a 37°C en una atmésfera de
5% de CO,, humedecida durante 1h. Los factores de crecimiento
(por ejemplo, IGFI 0 IGF2) en la concentracion de 1-100 ng/ml se
agregan a las células durante 5-15 minutos para estimular el
receptor de autofosforilacién (por ejemplo, IGFIR)}. Los pozos sin
tratamiento de! anticuerpo se utilizan como controles de 0% de
inhibicién mientras que los pozos sin el estimulo del factor de
crecimiento se consideran para mostrar el 100% de inhibicién. El
lisado de las células se hacen por incubacién con el amortiguador
de extraccion de la célula (10 mm Tris, pH 7.4, 100 mm NacCl, 1
mm EDTA, 1_ mm EGTA, 1 mm NaF, 1 mm de ortovanadato de
sodio, 1% Triton X-100, 10% glicerol, 0.1% SDS, y coctel del
inhibidor de proteasa). Fosfo-IGFIR en estos lisados de la célula
se determina usando los kits especificos de ELISA comprados de

R&D Systems (Minneapolis, MN).
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Ejemplo 1.1.2.G: Eficacia de un Anticuerpo Antigeno Celular
Anti-Tumor o DVD-Ig por si mismo o en Combinacién con
Quimioterapia en el Crecimiento de Xenoinjertos de Carcinoma
Humano (Flanco Subcutdneo, Ortotépico, o Metastasis
Espontaneas)

Las células cancerosas humanas son crecidas in vitro en 99%
de viabilidad, 85% en frascos de cultive de tejido. Los ratones
hembras o machos SCID (Charles Rivers Labs) de 19-25 gramos son
afeitados y etiquetados en el oido. Los ratones después se
inocularon subcutaneamente en el flanco derecho con 0.2 ml de 2 x
10° células tumorales humanas (1:1 matrigel) el dia 0 del estudio. La
Administracién (IP, Q3D/semana) del vehiculo (PBS), anticuerpo o
DVD-lg, y/o quimioterapia se inicia después de que los ratones se
clasificaron emparejados en jaulas para ratones separadas con (os
volimenes del medio tumoral de aproximadamente 150 a 200 mm?>.
Los tumores se miden por un par de calibradores dos veces por
semana iniciando aproximadamente el 10 post inoculacién y los
volimenes tumorales son calculados de acuerdo a la féormula V = L x
w232 (V: volumen, mm?* L: longitud, mm. W: anchura, mm). La
reduccidn en volumen tumoral se considera en animales tratados con
el anticuerpo o DVD-!g solo o en combinacién con gquimioterapia con
relaciébn a los tumores en animales que recibieron Unicamente el
vehiculo o un control dé isotopo mAb.

Ejemplo 1.1.2.H: Unién de Anticuerpos Monoclonales en la

Superficie de las Lineas Celulares Tumorales Humanas segin
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lo Evaluado por la Citometria de Flujo

El antigeno superficial de la célulé que sobre-expresa las
lineas celulares estables de interés o lIineas celulares tumorales
humanas se cosechd en frascos de cultivo del tejido y se suspendid
nuevamente en 5% de suero de becerro fetal (PBS/FCS) que
contiene una sotucién salina amortiguada con fosfato (PBS). Antes
de la coloracion, las células tumorales humanas fueron incubadas en
hielo con IgG humano en 200 pg/ml en PBS/FCS. Las células 1-5 x
10% se incubaron con el anticuerpo o DVD-Ig (1-2 pg/ml) en PBS/FCS
durante 30-60 minutos en hielo. Las células se lavaron dos veces y
se agregaron 100 pl de lgG-ficoeritrina anti raton de cabra (1:300
dilusién en PBS/BSA) (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA,
Cat. #115-115-164). Después de la incubacion en hielo durante 30
minutos, las células se lavaron dos veces y re-suspendieron en
PBS/FCS. La fluorescencia se midié usando un Becton Dickinson
FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA). Los datos se

muestran en |la tabla 8.

Tabla 8: Union de FACS para EGFR (sec. 2) que contiene las DVD-Igs
ID de DVD[ID de secuencia| Posicion | Enlace |[Enlace LC| Otro EC50 de % de madre
HC dominio | FACS de en FACS

DVD | Jurkat (pM) | U2871A2-7
DVD?774 | EGFR (sec. 2) [Terminal C| Largo Largo | CD3 890 70
DVD773 | EGFR (sec. 2) {Terminal N| Largo Large | CD3 >10nM 105
DVD804 | EGFR (sec. 2) |Terminal C| Largo Corto | CD3 650 70
DVDE03 | EGFR (sec. 2) |Terminal N| Largo Corto CD3 >10nM 110
DVD332 | EGFR (sec. 2) | Terminal C| Corto Corto | CD3 775 40
DVD331 | EGFR (scc.2) [Terminal N| Corto Corto | CD3 >50 nM 113
DVD834 | EGFR (sec. 2} | Terminal C| Corto Largo | CD3 700 65
DVD833 | EGFR (sec. 2) | Terminal N[ Corto Largo | CD3 >10 nM 110
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Todas las DVD-lgs mostraron unién a sus objetivos de
superficie de célula. Los aominios de terminal N de las DVD-ligs
unieron sus objetivos en la superficie de célula asi como o fueron
mejorares que el anticuerpo madre. La unién puede ser
restaurada o mejorada ajustando la longitud del enlace.

Ejempio 1.2: Generacién de Anticuerpos Monoclonales Madre
en un Antigeno Humano de Interés

El ratén madre mAbs capaz de unirse a y neutralizar un
antigeno humano de interés y una variante del mismo se obtiene
como sigue:

Ejemplo 1.2.A: Inmunizacién de Ratones con un Antigeno
Humano de Interés

Veinte microgramos del antigeno humano purificado
recombinante (por ejemplo, IGF1,2) mezclado con el adyuvante
Freund o adyuvante de inmunoensayo (Qiagen, Valencia, CA) se
inyectan subcutaneamente en cinco ratones C57B/6, Balb/C de 6-
8 semanas de edad, y cinco ratones AJ el dia 1. En los dias 24,
38, y 49, veinte microgramos del mezclado variante de antigeno
humano purificada recombinante con el adyuvante Freund
incompleto o adyuvante de imnunoensayo se inyectan
subcutaneamente en los mismos ratones. E| dia 84 o dia 112 o
dia 144, los ratones se inyectan intravenosamente con 1 ug de
antigeno humano purificado recombinante de interés.

Ejemplo 1.2. B; Generacién de Hibridoma

Los esplenocitos obtenidos de los ratones inmunizados

NS
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descritos en el ejemplo 1.2.A se fusionan con las células SP2/0-
Ag-14 en una relacion de 5:1 de acuerdo al método establecido
descrito en Kohler and Milstein (1975) Nature 256:495 para
generar hibridomas. Los productos de fusion se colocan en placas
en un medio de seleccion que contiene azaserina e hipoxantina
en placas de 96 pozos en una densidad de 2.5 X 10°% de células
del bazo por pozo. Se observan las colonias macroscopicas de
hibridoma de siete a diez dias post fusién. El sobrenadante de
cada pozo que contiene colonias de hibridoma se prueba por
ELISA por la presencia del anticuerpo en el antigeno de interés
(segun lo descrito en el ejemplo 1.2.A). Los sobrenadantes que
exhiben actividad antigeno-especifica después se prueba por la
actividad (segln lo descrito en los ensayo del ejemplo 1.1.2), por
ejemplo, la capacidad de neutralizar el antigeno de interés en una
prueba bioldgica tal como se describe en el ejemplo 1.1.2.A).
Ejemplo 1.2.C: Identificacién y Caracterizacién de Anticuerpos
Monoclonales Madre en un Antigeno Especifico Humano de
Interés
Ejemplo 1.2.C.1: Analisis de la Actividad de Neutralizaciéon del
Anticuerpo Monoclonal Madre

Los sobrenadantes de hibridoma se analizaron por Ia
presencia de anticuerpos madre que unen un antigeno de interés,
generados de acuerdo a los ejemplos 1.2.Ay 1.2.B, y también son
los que pueden unirse a una variante del antigeno de interés

(“variante de antigeno'). Los sobrenadantes con los anticuerpos

VS
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positivos en ambos ensayos se prueban después por su potencia
en la neutralizacién de antigeno, por ejemplo, en la prueba
biolégica de citocinas del ejemplo 1.1.2.A. Los anticuerpos que
producen hibridomas con valores ICs; en la prueba biolbégica
menos de 1,000 pm, en una modalidad, menos de 100 pm se
hacen a escala y se clonan por dilucion limitada. Las celulas de
hibridoma se expanden en los medios que contienen 10% IgG
suero fetal vacuno bajo (Hiclone #SH30151, Logan, UT.). En
promedio, 250 ml de cada sobrenadante de hibridoma (derivado
de una poblacién clénica) se cosechan, concentran y purifican por
cromatografia de afinidad de la proteina A, segun lo descrito en
Harlow, E. y Lane, D. 1988 “Antibodies: A Laboratoy Manual”. La
capacidad de mAbs purificado para inhibir la actividad de su
antigeno objetivo se determina, por ejemplo, usando la prueba
biologica de las citocinas segun lo descrito en el ejemplo 1.1.2.A.
Ejemplo 1.2.C.2: Anéalisis de la Reactividad Cruzada del
Anticuerpo Monoclonal Madre con el Antigeno Especifico de
Cynomolgus de Interés

Para determinar si los mAbs seleccionados descritos en la
presente reconocen el antigeno de cynomolgus de interés, el
analisis de BIACORE se conduce segun lo descrito en la presente
(ejemplo 1.1.1.B) usando el antigeno especifico de cynomolgus
recombinante. Ademas, las potencias de neutralizacion de mAbs
contra el antigeno de cynomolgus recombinante de interés

también pueden medirse en la prueba biclégica de citocinas

EN o
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(ejemplo 1.1.2.A). MAbs con buena reactividad cruzada de cino
(en una modalidad, dentro cinco veces de la reactividad para el
antigeno humano) se selecciona para la caracterizacion futura.
Ejemplo 1.2.D: Determinacién de la Secuencia del Aminoéacido
de la Regién Variable para cada Anticuerpo Monoclonal Anti-
Humano Murino

E! aislamiento de los cADNs, expresion y caracterizacion de
mAbs de ratén anti-humano recombinante se conduce como sigue.
Para cada determinacién de secuencia de aminoacido,
aproximadamente 1 X 10% de las células de hibridoma son
aisladas por centrifugacién y procesadas para aislar el ARN total
con Trizol (Gibco BRL/Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ARN total se somete a la primera
sintesis de! filamento de ADN usando el Superscript First-Strand
Synthesis System (Invitrogen, Carlsbad, CA) por instrucciones del
fabricante. Oligo(dT) que se utiliza para cebar la sintesis del
primer-filamento para seleccionar poli{(A)*ARN. El producto de
cADN del primer-filamento después se amplifica por PVR con
cebadores disefiados para amplificar las regiones variables de
inmunoglobuiina murino (lg-Primer Sets, Novagen, Madison, WI).
Los productos PCR se resuelven en un gel de agarosa,
suprimidos, purificados, y después subclonados con ei kit de
reproducciéon TOPO en el vector de pCR2.1-TOPO (Invitrogen,
Carlsbad, CA) y transformados en E. Coli el componente

quimicamente TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, CA). La colonia PCR
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se realiza en los transformantes para identificar los insertos que
contienen los clones. El ADN plasmido se aisla de los insertos
que contienen clones usando un kit de QlAprep Miniprep (Qiagen,
Valencia, CA). Los insertos en los plasmidos se ordenan en
filamentos para determinar las secuencias de ADN de cadena
ligera variable o pesada variable usando cebadores inversos M13
y delanteros M13 (Fermantas Life Sciences, Manover MD). Las
secuencias de cadena ligera variable y pesada variable de los
mAbs se identifican. En una modalidad, los criterios de seleccion
para un panel de derivaciones mAbs para el desarrollo de la
siguiente etapa (humanizacidn) incluyen lo siguiente:

- El anticuerpo no contiene ningun sitio de glicosilacion
ligado a N (NXS), excepto del estandar en CH2

- El anticuerpo no contiene ninguna cisteina adicional
en adicion a las cisteinas normales en cada anticuerpo

- La secuencia del anticuerpo se alinea con las
secuencias de linea germinal humanas mas cercanas para VH y
VL y cualquier aminoacido inusual debera comprobarse para
conocer si hay ocurrencia en otros anticuerpos humanos naturales

- La glutamina terminal N (Q) se cambia a 4&cido
Glutamico (E) si no afecta la actividad del anticuerpo. Esto
reducira la heterogeneidad debido a la ciclizacién de Q

La divisién eficiente de la secuencia de la sefal se confirma
por Mass Spectrophotometry. Esto puede hacerse con la célula

COS 6 293 de material celular
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- La secuencia de la proteina se comprueba por el
riesgo de haber des-amidacién de Asn que podria resultar en la
pérdida de actividad

- El anticuerpo tiene un bajo nivel de agregacion

- El anticuerpo tiene solubilidad >5-10 mg/ml (en fase
de investigacidén);, >25 mg/ml

- El anticuerpo tiene un tamafo normal (5-6 nm} por
Dynamic Light Scattering (DLS)

- El anticuerpo tiene una heterogeneidad de carga baja

- El anticuerpo carece la liberacién de citocinas (ver
ejemplo 1.1.2. B)

- El anticuerpo tiene especificidad para el citocinas
deseadas (ver ejemplo 1.1.2.C)

- El anticuerpo carece reactividad cruzada de tejido
inesperada (ver ejemplo 1.1.2.D)

- El anticuerpo tiene similitud entre la reactividad
cruzada del tejido de cynomolgus y humano (ver ejemplo 1.1.2. D)
Ejempio 1.2.2: Anticuerpos Madre Humanizados
Recombinantes
Ejemplo 1.2.2.1: Construccién y Expresién de Anticuerpos
Madre Anti-Humanos Quiméricos Recombinantes

El ADN que codifica la region constante de cadena pesada
de mAbs madre anti-humano murino se sustituye por un fragmento
de cADN que codifica las mutaciones del aminoacido de regién de

2 bisagras que contiene la regién constante 1gG por

QD
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recombinacién homéloga en bacterias. Estas mutaciones son un
cambio de leucina a alanina en la posicién 234 (numeraciéon EU) y
un cambio de una leucina a alanina en la posicion 235 (Lund vy
colaboradores (1991) J. Immuno!., 147:2657). La regién constante
de cadena ligera de cada uno de estos anticuerpos se sustituye
por una region constante kappa humana. Los anticuerpos
quiméricos integrales se expresan transitoriamente en las células
COS por la co-transfeccion del cADNs de cadena pesada y ligera
quimérica ligada en el plasmido de expresién pBOS (Mizushima y
Nagune (1990) Nucl. Acids Res. 18:5322). Los sobrenadantes
celulares que contienen el anticuerpo quimérico recombinante son
purificados por cromatografia de la Proteina A Sefarosa vy el
anticuerpo de unién se eluye por la adicién del amortiguador
4cido. Los anticuerpos se neutralizan y se dializan en PBS.

El cADN de cadena pesada que codifica un mAb quimérico
es co-transfectado con su cADN de cadena ligera quimeérico
(ambos ligados en el vector pBOS) en las células COS. El
anticuerpo quimérico recombinante que contiene sobrenadante de
la céluia se purifica por cromatografia de la Proteina A Sefarosa y
el anticuerpo de unién se eluye por la adicién del amortiguador
acido. Los anticuerpos se neutralizan y se dializan en PBS.

Los mAbs madre anti-humanos quiméricos purificados
después se prueban por su capacidad para unir (por Biacore) y
para la actividad funcional, por ejemplo, para inhibir la produccién

inducida. de citocinas de IgE como se describe en los ejemplos

IeA
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1.1.1.B y 1.1.2.B. El mAbs quimérico que mantiene la actividad de
los mAbs parentales de hibridoma se selecciona para el
desarrolio futuro.

Ejemplo 1.2.2.2: Construccién y Expresién de los Anticuerpos
Madre Anti-Humano Humanizados

Ejemplo 1.2.2.2.A: Seleccién de Estructuras de Anticuerpo
Humanos

Cada secuencia de gen de cadena ligera variable y pesada
variable murino se alinea por separado contra 44 secuencias de
cadena ligera variable de 46 de linea germinal o cadena pesada
variable de 44 de linea germinal de inmunoglobulina humana
(derivadas del sitio web NCBI G Blast en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/retrieveig.html.) usando el
software del vector NTI.

La humanizacion se basa en la homologia de la secuencia
del aminoacido, analisis del grupo CDR, frecuencia del uso entre
anticuerpos humanos expresados, y la informacidn disponible en
las estructuras cristalinas de anticuerpos humanos. Considerando
los efectos posibles en la unién del anticuerpo, el apareamiento
de VH-VL, y otros factores, los residuos murinos se transforman a
residuos humanos donde ios residuos estructurales murino y
humanos son diferentes, con algunas excepciones. Las
estrategias de humanizacion adicional se disefian basadas en un
analisis de las secuencias de anticuerpo de linea germinal

humanas, 0 un subgrupo del mismo, que posey6 un alto nivel de
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homologia, es decir, semejanza de la secuencia, a la secuencia
de aminoacido real de las regiones variables de! anticuerpo
murino.

La modelacién de ia homologia se utiliza para identificar los
residuos Unicos en las secuencias del anticuerpo murino que se
predicen por ser criticos en la estructura del sitio de combinacion
del anticuerpo, los CDRs. La modelacién de la homelogia es un
método de computo por el que ias coordenadas tridimensionales
aproximadas se generen para una proteina. La fuente de las
coordenadas iniciales y guia para su refinamiento adicional es
una segunda proteina, la proteina de referencia, para la cual se
conocen las coordenadas tridimensionales y la secuencia de ia
cual se relaciona con la secuencia de la primera proteina. La
relacién entre las secuencias de las dos proteinas se utiliza para
generar una correspondencia entre la proteina de referencia vy la
proteina para las cuaies se desean las coordenadas, la proteina
especifica. Las secuencias primarias de las proteinas de
referencia y especificas se alinean con las coordenadas de las
porciones idénticas de las dos proteinas transferidas
directamente de |la proteina de referencia a la proteina especifica.
Las coordenadas para las porciones desiguales de las dos
proteinas, por ejemplo, de mutaciones del residuo, insertos, o
supresiones, se construyen de plantillas estructurales genericas y
energia refinada para asegurar la consistencia con las

coordenadas modeio ya transferidas. Esta estructura de cémputo
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de la protelna puede refinarse o usarse adicionalmente de forma
directa en el modelado de estudios. La calidad de la estructura
modelo se determina por la exactitud de la contencién donde las
proteinas de referencia y especificas se relacionan y la precision
con las cuales se construye la alineacién de la secuencia.

Para los mAbs murino, una combinacién de busqueda de
BLAST e inspeccién visual se utiliza para identificar las
estructuras de referencia convenientes. La identidad de |la
secuencia del 25% entre la referencia y las secuencias del
aminoacido especifico se consideran como minimo necesario para
intentar un ejercicio de homologia modelo. Las alineaciones de la
secuencia se construyen manualmente y los coordenadas modelo
se generan con el programa Jackal (ver Petrey D. ¥y
colaboradores, (2003) Proteins 53 (Supp!. 6): 430-435).

Las secuencias primarias de las regiones estructurales
humanas y murino de los anticuerpos seleccionados comparten
identidad significativa. Las posiciones del residuo que difieren
son candidatos a la inclusion del residuo murino en la secuencia
humanizada para conservar la potencia de unién observada del
anticuerpo murino. Una lista de residuos estructurales que
difiefen entre las secuencias humanas y murino se construye
manualmente,

La probabilidad que un residuo estructural dado afectara las
propiedades de unién del anticuerpo depende de su proximidad a

los residuos CDR. Por lo tanto, usando las estructuras modelo,



15

20

25

330

los residuos que difieren entre las secuencias murino y humanas
se clasifican de acuerdo a su distancia desde cualquier atomo en
el CDRs. Esos residuos que se ubicaron dentro de 4.5 A de
cualquier &tomo CDR se identifican como lo mas importante y se
recomiendan para ser candidatos a la retenciéon del residuo
murino en el anticuerpo humanizado (es decir, mutacién inversa).

Los anticuerpos humanizados construidos in silico son
construidos utilizando oligonucledtidos. Para cada region variable
de cADN, 6 oligonuclet6tidos de 60-80 nucledtidos cada uno se
disefa para traslaparse por 20 nucleétidos en el extremo 5' y/o 3’
de cada oligonucledtido. En una reaccién recocida, todos los &
cligonulceotidos se combinan, hierven, y se reconocen en
presencia de dNTPs. La polimerasa | de ADN, fragmento Large
(Kienow) (Nueva England Biolabs #M0210, Beverley, MA.) se
agrega para llenar los orificios en aproximadamente 40 bp entre
los oligonucledtidos traslapados. PCR se realiza para amplificar
el gen de la regidén variable completa usando dos cebadores
exieriores que contienen las secuencias sobresalientes
complementarias en el sitio de clonacion multiple en un vector
pBOS modificado (Mizushima, S. and Nagune, 1990) Nucleic
Acids Res. (18:17). Los productos PCR derivados del montaje de
cada cADN se separan en un gel de agarosa y la banda que
corresponde al tamafio de cADN region variable prevista se
extirpa y purifica. La regién pesada variable se inserta en la

estructura en un fragmento de cADN que codifica las mutaciones
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del aminoéacido regidon 2-bisagras que contiene la regidn
constante 1gG1 humana por recombinacion homdloga en
bacterias. Estas mutaciones son un cambio de leucina a alanina
en la posiciéon 234 (numeracién EU)} y un cambio de leucina a
alanina en la posicién 235 (Lund y colaboradores (1991) J.
Immunol, 147:2657). La regién de cadena ligera variable se
inserta en la estructura con la regién constante kappa humana por
recombinacién homaologa. Las colonias bacterianas se aislan y el
ADN del plasmido se extrae. Los insertos de cADN son ordenados
en su totalidad. Las cadenas pesada y ligera humanizadas
correctas que corresponden a cada anticuerpo son co-
transfectadas en las células COS para producir transitoriamente
los anticuerpos anti-humanos humanizados integrales. EI
anticuerpo quimérico recombinante que contiene sobrenadantes
celulares son purificados por cromatografia de la Proteina A
Sefarosa y el anticuerpo unido se eluyd por la adicion del

amortiguador acido. Los anticuerpos se neutralizan y se dializan

en PBS.
Ejemplo 1.2.2.3: Caracterizacién de [Ilos Anticuerpos
Humanizados

La capacidad de anticuerpos humanizados purificados para
inhibir una actividad funcional se determina, por ejemplo, usando
la prueba biolégica de las citocinas segun lo descrito en los
ejemplos 1.1.2.A. Las afinidades de unién de los anticuerpos

humanizados al antigeno humano recombinante se determinan

D
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usando la medicién de la resonancia del! plasmén superficial
(Biacore®) segun lo descrito en el ejemplo 1.1.1.B. Los valores
ICso de las pruebas biologicas y de la afinidad de los anticuerpos
humanizados se ciasifican. Los mAbs humanizados que mantienen
completamente la actividad de los mAbs parentales del hibridoma
se seleccionan como candidatos para el desarrollo futuro. Los 2-3
mAbs superiores humanizados mas favorables se caracterizan

adicionalmente.

Ejemplo 1.2.2.3.A: Anélisis Farmacocinético de Anticuerpos
Humanizados

Los estudios farmacocinéticos se llevan a cabo en ratas
Sprague-Dawley y monos Cynomolgus. Las ratas macho y hembra
y monos cynomolgus se dosifican intravenosa o subcutanamente
con una sola désis de 4mg/kg mAb y las muestras se analizan
usando el antigeno de captura ELISA, y los parametros
farmacocinéticos son determinados por el andlisis no-
compartimental. Brevemente, las placas de ELISA estan cubiertas
con el anticuerpo anti-biotina de cabra (5§ mg/ml, 4°C, durante la
noche), bloqueadas con Superblock (Pierce), e incubadas con el
antigeno humano biotinilatado en 50 ng/ml en 10% de Superbiock
TTBS a temperatura ambiente durante 2 horas. Las muestras de
suero se diluyen seriaimente (0.5% suero, 10% Superblock en
TTBS) y se incuban en la placa durante 30 minutos a temperatura

ambiente. La deteccion se realiza con el anticuerpo anti humano
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de cabra etiquetado HRP y las concentraciones se determinan con
ta ayuda de curvas estandar usando el ajuste logistico no-
compartimental. Los valores para los parametros farmacocinéticos
son determinados por el modelo no compartimental usando
software WinNonlin (Pharsight Corporation, Mountain View, CA).
Se seleccionan los mAbs humanizados con buen perfil
farmacinético (T1/2 es 8-13 dias o mejores, con baja separacion y

excelente biodisponibilidad 50-100%).

Ejemplo 1.2.2.3.B: Ensayo de Estabilidad Fisicoquimico e in
vitro de Anticuerpos Monoclonales Humanizados
Cromatografia de Exclusién de Tamafio

Los anticuerpos se diluyen a 2.5 mg/ml con agua y 20 ml| se
analizan en un sistema Shimadzu HPLC usando una columna TSK
G3000 SWXL (Tosoh Bioscience, cat# k5539-05k). Las muestras
se eluyen de la columna con 211 mm de sulfato sédico, 82 mm de
fosfato soédico, pH 7.0, en un caudal de 0.3 mi/minuto. Las
condiciones de operacién del sistema HPLC son las siguientes:
Fase movil: 211 mm Na,S0,4, 92 mm Na,HPQO,*7H,0, pH 7.0
Gradiente: Isoséastica
Flujo: ¢.3 ml/minuto
Longitud de onda del detector: 280 nm
Temp. enfriador muestreador: 4°C
Temperatura columna del horno: Ambiente

Tiempo de funcionamiento: 50 minutos

65
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Los datos de pureza para las DVD-lgs se muestran en la
tabla 9.
Tabla 9: Pureza de los anticuerpos madre y constructos de
DVD-lg segun lo determinade por la cromatografia de

exclusion de tamafno

1D de DVD | ID de secuencia | Posicién Enlace [Enlace LC| Otro dominio % de
HC DVD mongmero
(pureza)
DVD774 | EGFR (sec.2) | Terminal C | Largo Largo | CD3 85
DVD773 | EGFR (sec.2) | Terminal N | Largo Largo | CD3 97
DVD804 | EGFR (sec.2) | Terminal C | Largo Corto | CD3 87
DVD803 | EGFR (sec. 2) | Terminal N | Largo Corto | CD3 N
DVD332 | EGFR (sec.2) | Terminal C Corto Corto CD3 g1
DVD331 | EGFR (sec.2) | Terminal N Corlo Corto CD3 99
DVD834 | EGFR (sec.2) | Terminal C Corto Largo CcD3 82
DVD833 | EGFR (sec.2) | Terminal N Corto Largo | CD3 99
DVIDA22 | EGFR (sec.2) | Terminal C | Corio Corto | EGFR (sec. 1) 978
bvD321 | EGFR (sec. 2) | Terminal N Corto Corto EGFR (sec. 1) 04 .4
DVD766 | EGFR (sec.2) | Terminal C | Largo Largo | EGFR {sec. 1) 95.1
DVD765 EGFR (sec.2) | Terminal N Largo Largo EGFR (scc. 1} 925
DVD796 | EGFR (scc.2) | Terminal C | Largo Corto | EGFR (sce. 1) 97.9
DVD795 | EGFR (scc. 2) | Terminal N | Largo Corto | EGFR (sce. 1) 96.2
DVD826 | EGFR (sec.2) | Terminal C Corto Largo | EGFR (sec. 1) 85.7
DVD825 | EGFR (sec.2) | Terminal N Corto Largo | EGFR (sec. 1} 95.0

Las DVD-Igs mostraron un perfil de SEC excelente en donde
la mayoria de las DVD-lgs mostraron el >90% de mondomero. Este
perfil de DVD-Ig es similar al observado para los anticuerpos
madre.

SDS-PAGE

Los anticuerpos se analizan por electroforesis en gel de
poliacrilamida — dodecilo de sulfato de sodio - (SDS-PAGE) bajo
ambos condiciones de reduccién y no reduccion. El lote AFP04C

de Adalimumab se utiliza como control. Para reducir las
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condiciones, as muestras se mezclan 1:1 con el amortiguador de
la muestra 2X tris glicina SDS-PAGE (Invitrogen, cat# LC2676,
lot# 1323208) con 100 mm DTT, y calentado a 60°C durante 30
minutos. Para las condiciones no reductoras, las muestras se
mezclan 1:1 con el amortiguador de la muestra y calentada a
100°C durante 5 minutos. Las muestras reducidas (10 mg por via)
se cargan en 12% de gel pre-moldeada tris-glicina (invitrogen,
cat# EC6005box, lot# 6111021), y las muestras no reducidas (10
mg por via) se cargan en 8%-16% gel pre-moldeada tris-glicina
(Invitrogen, cat# EC6045box, lot# 6111021). SeeBlue Pius 2
(Invitrogen, cat#LC5925, lot#é 1351542) se utiliza como un
marcador de peso molecular. Los geles se funcionan en una caja
mini de gel celular XCell SureLock (Invitrogen, cat# E10001) y las
proteinas se separan aplicando primero un voltaje de 75 para
apilar las muestras en el gel, seguido por un voltaje constante de
125 hasta que el frente de la matriz alcanza la parte inferior del
gel. El amortiguador en funcidén usado es el amortiguador IX tris
glicina SDS, preparado de un amortiguador 10X tris glicina SDS
(ABC, MPS-79-080106)). Los geles se colorean durante la noche
con color azul coloidal {(Iinvitrogen cat# 46-7015, 46-7016) y se
descoloran con agua de Milli-Q hasta que el fondo esté claro. Los
geles coloreados después se exploran usando un explorador de
expresion Epson (modelo 1680, S/N DASX003641).

Andlisis de Velocidad de Sedimentacién

Los anticuerpos se cargan en la camara de la muestra de

FHO
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cada una de las tres piezas centrales estandar de carbén sector
dos. Estas piezas centrales tienen 1.2 cm de longitud de
trayectoria éptica y se construyen con las ventanas de zafiro.
PBS se utiliza para un amortiguador de referencia y cada camara
contuvo 140 pl. Todas las muestras se examinan simultaneamente
usando un rotor de 4-orificios (AN-B60Ti) en una
ultracentrifugadora analitica de Beckman ProteomelLab XLI| (serie
# PL106C01).

Se programan las condiciones de funcionamiento y el control
centrifugo se realiza utilizando Proteomelab (v5.6). Las muestras
y e! rotor se dejan para equilibrearse térmicamente durante una
hora antes del ensayo (20.0 del £ 0.1°C). La confirmacion del
cargamento apropiado de la célula se realiza a 3000 rpm y una
sola exploracion se registra para cada célula. Las condiciones de
velocidad de la sedimentacién son las siguientes:

Volumen de la célula de muestra: 420 ml

Referencia del volumen de la célula: 420 ml

Temperatura: 20°C

Velocidad del Rotor: 35,000 rpm

Tiempo: 8 horas

Longitud de onda UV: 280 nm

Tamafio de la Etapa Radial: 0.003 cm

Coleccién de datos: Un punto de referencias por etapa sin
promedio de sefial.

Niumero total de exploraciones: 100

29



10

20

25

337

Medicion en peso molecular LC-MS de anticuerpos intactos

Los pesos moleculares de anticuerpos intactos son
analizados por LC-MS. Cada anticuerpo se diluye a
aproximadamente 1 mg/ml con agua. Un sistema 1100 HPLC
kAgilent) con un microtrap de proteina (Michrom Bioresources,
Inc, cat# 004/25109/03) se utiliza para des-salar e introducir 5 mg
de la muestra en un espectrometro de masa APl Qstar pulsar i
(Applied Biosystems). Un gradiente corto se utiliza para eluir las
muestras. El gradiente se funciona con la fase moévil A (0.08% FA,
0.02% TFA en HPLC agua) y la fase mévil B (0.08% FA y 0.02%
TFA en acetonitrilo) en un caudal de 50 ml/minuto. EI
espectrometro de masa se opera en el voltaje de rocio de 4.5
kvolts con un intervalo de exploracién de 2000 a 3500 masa en la
relacién de carga.
Medicién en peso molecular LC-MS de cadenas ligera y pesada
del anticuerpo

La medicibn en pesoc molecular de !a cadena ligera del
anticuerpo (LC), cadena pesada (HC) y desglocosilado HC es
analizada por LC-MS. El anticuerpo se diluye a 1 mg/ml con agua
y la muestra se reduce a LC y HC con una concentracién final de
10 mm DTT durante 30 minutos a 37°C. Para desglicosilar el
anticuerpo, se incubaron 100 mg del anticuerpo con 2 ml de
PNGase F, 5 mi de 10% de N-octilglucosida en un volumen total
de 100 ml durante la noche a 37°C. Después de la

desglicosilacién la muestra se reduce con una concentracion final

Iz



15

20

25

338

de 10 mm DTT durante 30 minutos a 37°C. Un sistema Agilent
1100 HPLC con una columna C4 (Vydac, cat# 214TP5115, S/N
060206537204069) se utiliza para des-salar e introducir la
muestra (5 mg) en un espectrometro de masa APl Qstar pulsar i
(Applied Biosystems). Un gradiente corto se utiliza para eluir la
muestra. El gradiente se funciona con la fase movil A (0.08% FA,
0.02% TFA en HLPC agua) y la fase moévil B (0.08% FA y 0.02%
TFA en acetonitrilo) en un caudal de 50 ml/minuto. EI
espectrometro de masa se opera en un voitaje de rocio de 4.5
kvolts con un intervalo de exploracién a partir de 800 a 3500
masa en la relacién de carga.
Mapeo del péptido

El anticuerpo se desnaturaliza durante 15 minutos a
temperatura ambiente en una concentracidon final de clorhidrato
de guanidina de 6 M en 75 mm de bicarbonato de amonio. Las
muestras desnaturalizadas se redujeron con una concentacion
final de 10 mm DTT a 37°C durante 60 minutos, seuido por la
alquilacién con 50 mm de 4cido iodoacético (IAA) en la oscuridad
a 37°C durante 30 minutos. Seguido por la alquilacidén, la muestra
se dializa durante la noche contra cuatro litros de 10 mm de
bicarbonato de amonio a 4°C. La muestra dializada se diluye en 1
mg/ml con 10 mm de bicarbonato de amonio, pH 7.8, y 100 mg del
anticuerpo se digiere también con tripsina (Promega, cat# V5111)
o Lis-C {Roche, cat# 11 047 825 001) en una relacion 1:20 (p/p}

tripsina/Lis-C:anticuerpe a 37°C durante 4 horas. Las soluciones
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digestivas se enfriaron rapidamente con 1 mi de 1 HCI. Para el
mapeo del péptido con |la deteccidn del especirdmetro de masa,
40 ml de las soluciones digestivas se separan por cromatografia
liqguida de alto rendimiento en fase inversa (RPHPLC) en una
columna C18 (Vydac, cat# 218TP51, S/N NE9606 10.3.5} con un
sistema Agilent 1100 HLPC. La separaciéon del péptido se
funciona con un gradiente usando la fase movil A (0.02% TFA vy
0.08% FA en HLPC grado agua) y la fase movil B (0.02% TFA y
0.08% FA en acetonitrilo) a un caudal de 50 ml/minutos. El
espectrometro de masa API QSTAR pulsar i se opera en maodo
positivo en el voltaje de rocio de 4.5 kvolts y un intervalo de
exploracién a partir de 800 a 2500 masa en la relacién de carga.
Mapeo de Unién del Disifuro

Para desnaturalizar el anticuerpo, 100 m| del anticuerpo se
mezcla con 300 ml de 8 M de guanidina HC! en 100 mm de
bicarbonato de amonio. El pH se comprueba para asegurar que
esta entre 7 v 8 y las muestras se desnaturalizan durante 15
minutos a temperatura ambiente en una concentracidn final de 6
M guanidina HCI. Una porcién de la muestra desnaturalizada (100
m!} se diluye a 600 mi con agua Milli-Q para proporcionar una
concentracion final de guanidina HCIl de 1 M. La muestra (220 mg)
se digiere también con tripsina (Promega, cat# V5111, lote#
22265901) o Lis-C (Roche, cat# 11047825001, lote# 12808000} en
una relacion de 1:50 tripsina o 1:50 Lis-C:anticuerpo (p/p) (4.4 mg

enzima: muestra de 220 mg) a 37°C durante aproximadamente 16

I



20

25

340

horas. 5 mg adicionales de tripsina o Lis-C se agregaron a las
muestras y la digestion se dejé proceder durante 2 horas
adicionales a 37°C. Las soluciones digestivas se detuvieron
agrendo 1 ml de TFA a cada muestra. Las muestras digeridas se
separaron por RPHPLC usando la columna C18 (Vydac, cat#
218TP51 S/N NE020630-4-1A) en un sistema Agilent HPLC. La
separacion se funciona con el mismo gradiente usado para el
mapeo del péptido usando la fase movil A (0.02% TFA y 0.08% FA
en HLPC grado agua) y la fase movil B (0.02% TFA y 0.08% FA en
acetonitrilo) a un caudal de 50 ml/minuto. Las condiciones de
operacion de HLPC son iguales que las usadas para el mapeo del
péptido. El espectrometro de masa APl QSTAR pulsar i se opera
en el modo positivo en el voltaje de rocio de 4.5 kvolts y un
intervalo de exploracién a partir de 800 a 2500 masa-a-relacion
carga. Los enlaces de disulfuro se asignan igualando el MWs de
los péptidos observados con el MWs previsto de los péptidos
tripticos o Lss-C ligados por los enlaces de disulfuro.
Determinaciéon del sulfhidrilo libre

El método usado para cuantificar las cisteinas libres en un
anticuerpo se basa en la reaccidn del reactivo Eliman,
5,5'-ditio-bis(acido 2-nitrobenzoico} (DTNB), con grupos de
sulhidrilo (SH), que proporcionan un producto cromoforico
caracteristico, 5-tio-( acido 2-nitrobenzoico) (TNB). La reaccién
se ilustra en la férmula:

DTNB + RSH® RS-TNB + TNB- + H+

HY
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La absorbencia de TNB- se mide en 412 nm usando un
espectrofotometro Cary 50. Una curva de absorbencia se traza
usando dilusiones de 2-mercaptoetanol (b-ME) como el estandar
SH libre, y las concentraciones de los grupos sulfhidrilo libres en
ta proteina se determinan de la absorbencia en 412 nm de Ia
muestra.

La solucion madre b-ME estandar se prepara por una
dilusion serial de 14.2 M b-MEO con HPLC grado agua en una
concentracion final de 0.142 mm. Los estandares en triplicédo
para cada concentracion se preparan. El anticuerpo se concentra
a 10 mg/ml utilizando un filtro centrifugo amicon uitra de 10,000
MWCO (Millipore, cat# UFC801096, lot# L3KN5251) y el
amortiguador se cambia al amortiguador de la formulacién usado
para el adalimumab (5.57 mm de fosfato de sodio monobasico,
8.69 mm, de fosfato de sodio monobasico, 106.69 mm de NaCl,
1.07 mm de citrato sédico, 6.45 mm de acido citrico, 66.68 mm de
manitol, pH 5.2, 0.1% (p/v) Tween). Las muestras se mezclan en
una co.ctelera a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Después se agregan 180 ml de 100 mm de amortiguador Tris, pH
8.1, a cada muestra y estdndar seguidos por la adicién de 300 ml
de 2 mm DTNB en 10 mm del amortiguador de fosfato, pH 8.1.
Después del mezclado, las muestras y estandares se miden para
absorcién en 412 nm en un espectrofotémetro Cary 50. La curva
estandar se obtiene trazando la cantidad de SH y ODy4; nm libres

de estandares b-ME. E'I contenido de SH libhre de muestras se
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calculdé basado en esta curva después de la sustraccion del
blanco.
Cromatografia de Intercambio catiénico débil

El anticuerpo se diluye en 1 mg/ml con 10 mm de fosfato de
sodio, pH 6.0. La heterogeneidad de la carga se analiza usando
un sistema de Shimadzu HLPC con una columna analitica WCX-
10 ProPac (Dionex, cat# 054993, S/N 02722). Las muestras se
cargan en la columna 80% de la fase mévil A (10 mm de fosfato
de sodio, pH 6.0) y 20% en la fase movil B (10 mm de fosfato de
sodio, 500 mm de NaCl, pH 6.0) y se eluyen a un caudal de 1.0
ml/minuto.

Perfi del Oligosacarido

Los oligosacaridos liberados después del tratamiento
PNGase F del anticuerpo son dereivados con el reactivo de
etiqueta 2-aminobenzamida (2-AB). Los oligosacaridos
fluorescente-etiquetados se separan por cromatografia liquida de
alto rendimiento de fase normal y las diferentes formas de
oligosacaridos se caracterizan basadas en la comparacion del
tiempo de retencién con estandares conocidos.

El anticuerpo primerc se digiere con PNGaseF para dividir
los oligosacaridos ligados N de la porciéon Fc de la cadena
pesada. El anticuerpo (200 mg)} se coloca en un tubo de 500 ml de
Eppendorf junto con 2 ml de PNGase F y 3 ml de 10% de N-
octilglucosida. La solucién salina amortiguada con fosfato se

agrega para llevar el volumen final a 60 ml. La muestra se incuba
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durante la noche a 37°C en un termomezclador Eppendorf fijo a
700 rpm. El lote AFP04C de Adalimumab también se digiere con
PNGase F como un control.

Después del tratamiento de PNGase F, las muestras se
incuban a 95°C 95 durante 5 minutos en un termomezclador
Eppendorf fijo a 750 rpm para precipitar fuera las proteinas,
después las muestras se coiocan en una centrifugadora
Eppendorf durante 2 minutos a 10,000 rpm para hacer girar abajo
las proteinas precipitadas. El sobrenadante que contiene a los
oligosacaridos se transfiere a un tubo Eppendorf de 500 ml y se
seca a un velocidad-vac a 65°C.

Los oligosacaridos se etiquetan con 2AB usando un kit de
etiquetas 2AB comprado de Prozyme (cat# GKK-404, lot#
132026). El reactivo de etiquetado se prepara de acuerdo a las
instrucciones de! fabricante. EI acido acético (150 ml,
proporcionado en el kit) se agrega al matraz DWMSO
(proporcionado en el kit) y se mezcia por pipeta la solucién arriba
y abajo varias veces. La mezcla acida acética/DMSO (100 ml) se
transfiere a un matraz de la matriz 2-AB (justo antes de uso) y se
mezcla hasta que el tinte se disuelva completamente. La solucién
de!l tinte después se agrega a un matraz el reductor
(proporcionado en el kit) y se mezcla bien (reactivo de
etiquetado). El reactivo de etiquetado (5 ml) se agrega a cada
matraz de la muestra de oligosacéarido seco, y se mezcla a fondo.

Los matraces de reaccidén se colocan en un termomezciador
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Eppendorf fijo a 65°C y 700-800 rpm durante 2 horas de reaccion.

Después de la reaccion de etiquetado, el exceso de tinte
fluorescente se retira usando los cartuchos GlycoClean S de
Prozyme (cat# GKI-4726). Antes de agregar las muestras, los
cartuchos se lavan con 1 mi de agua milli-Q seguido con 5
lavadas de 30% de la solucién de acido acético de 1 ml. Soalo
antes de agregar las muestras, 1 ml de acetonitrilo (Burdick y
Jackson, cat# AHO 15-4) se agrega a los cartuchos.

Después de que todo el acetonitrilo paso a través del
cartucho, la muestra se mancha en el centro del disco
recientemente lavado y se deja fijar por adsorcién en el disco
durante 10 minutos. E! disco se lava con 1 m! de acetonitrilo
seguido por cinco bafios de 1 mi de 96% de acetonitrilo. Los
cartuchos se colocan sobre un tubo Eppendorf de 1.5 ml y los
oligosacaridos etiquetados 2-AB se eluyen con 3 lavados (400 ml
cada bafio) de agua milli-Q.

Los oligosacaridos se separan usando una columna Glycosep
N HLPC (cat# GKI-4728) conectada a un sistema Shimadzu HLPC.
E! sistema de Shimadzu HLPC consistio en un controlador de
sistema, desgasificador, bombas binarias, muestreador automatico
con un enfriador de muestra, y un detector fluorescente.
Estabilidad a Temperaturas Elevadas

E! amortiguador del anticuerpo es también 5.57 mm de
fosfato de sodio monobéasico, 8.68 mm de fosfato sodio dibasico,

106.69 mm de NaCl, 1.07 mm de citrato de sodio, 6.45 mm de
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acido citrico, 66.68 mm de manitol, 0.1% (p/v) Tween, pH 5.2; o
10 mm de histidina, 10 mm de metionina, 4% de manitol, pH 5.9
usando los filtros ultra centrifugos Amicon. La concentracién final
de los anticuerpos se ajusta a 2 mg/ml con los amortiguadores
apropiados. Las soluciones del anticuerpo después se esterilizan
por filtro y 0.25 ml de alicuotas se preparan bajo condiciones
estériles. Las alicuotas se dejan a ya sea -80°C, 5°C, 25°C, o
40°C durante 1, 2 6 3 semanas. Al final del periodo de
incubacion, las muestras s analizan por cromatografia de
exclusiéon de tamafio y SDS-PAGE.

Las muestras de estabilidad se analizan por SDS-PAGE bajo
ambas condiciones de reduccién y no reduccion. Ei procedimiento
usado es el mismo segun lo descrito en |la presente. Los geles se
colorean durante la noche con el color azul coloidal (cat# 46-
7015, 46-7016 de Invitrogen) y se descoloran con agua Milli-Q
hasta que el fondo esté claro. Los geles coloreados después se
exploran usando un explorador de expresion Epson (modelo 1680,
S/N DASX003641). Para obtener mas sensibilidad, los mismos
geles se colorean color plata usando el kit de coloracién de color
plata (Owl Scientific) y se utilizan los procedimientos
recomendados proporcionados por el fabricante.

Ejemplo 1.2.2.3.C: Eficacia de un Anticuerpo Monoclonal
Humanizado por Si mismo o en Combinacién con
Quimioterapia en el Crecimiento de las Xenoinjertos de

Carcinoma Humano
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Las células cancerosas humanas son crecidas in vitro en 99%
de viabilidad, 85% de confluencia en frascos de cultivo de tejido. Los
ratones hembras o machos SCID (Charles Rivers Labs) de 18-25
gramos, se etiquetaron en el ofldo y se afeitaron. Los ratones después
se inoculan subcutaneamente en el flanco derecho con 0.2 ml de 2 X
10° de células tomorales humanas (1:1 matrigel} en el dia 0 del
estudio. La administraciéon (semana P, Q3D/) del vehiculo {(PBS), del
anticuerpo humanizado, y/o quimioterapia se inicia después de que
los ratones sean emparejados en jaulas de ratén separadas con los
volumenes del medio tumoral de aproximadamente 150 a 200 mm?.
Los tumores son medidos por un par de calibradores dos veces por
semana iniciando la post inoculacién aproximadamente el dia 10 y los
volimenes tumorales se calcularon de acuerdo a la férmula V = L x
w?2/2 (V: volumen, mm? L: longitud, mm; W: anchura, mm). La
reduccién en el volumen del tumor se considera en los animales
tratados con mAb solo o en combinacién con quimioterapia con
relacion a los tumores en animales que recibieron (Onicamente el
vehiculo o un contral mAb del isotipo.

Ejemplo 1.4: Generacion de una DVD-Ig

Las moléculas de DVD-Ilg que pueden unir dos antigenos se
construyen usando los anticuerpos monoclonales biparentales,
uno contra el antigeno humano A, y el otro contra el antigeno
humano B, seleccionados segin lo descrito en la presente.

Ejemplo 1.4.1: Generacién de una DVD-lg que tiene dos

longitudes del enlace

2|
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Una regién constante que contiene y1 Fc con mutaciones en
234 y 235 para eliminar funciones efectoras de ADCC/CDC se
utiliza. Se generan cuatro diferentes anti-A/B DVD-ig constructos:
2 con enlace corto (SL) vy 2 con enlace largo, cada uno en dos
diferentes orientaciones de dominio: VA-Vg-C y Vg-VA-C (ver Tabla
8). Las secuencias del enlace, derivadas de la secuencia terminal
N de dominio humano CI/Ck o CHI, son como sigue:

Para los constructos DVDAB:

cadena ligera (si anti-A tiene A): enlace corto: QPKAAP
(SEC ID NO.: 15); Enlazador largo: QPKAAPSVTLFPP (SEC ID
NO.: 16);

cadena ligera (si anti-A tiene k): Enlazador corto: TVAAP
(SEC ID NO.: 13); Enlazador largo: TVAAPSVFIFPP (SEC ID NO.:
14});

cadena pesada (yl): Enlazador corto: ASTKGP (SEC ID NO.:
21); Enlazador largo: ASTKGPSVFPLAP (SEC ID NO.: 22).

Para los constructos DVDBA:

cadena ligera (si anti-B tiene A): Enlazador corto: QPKAAP
(SEC ID NO.: 15); Enlazador largo: QPKAAPSVTLFPP (SEC ID
NO.: 18);

cadena ligera (si anti-B tiene k): Enlazador corto: TVAAP
(SEC ID NO.: 13); Enlazador largo: TVAAPSVFIFPP (SEC ID NO.:
14);

cadena pesada (y!): Enlazador corto: ASTKGP (SEC ID NO.:

21); Enlazador largo: ASTKGPSVFPLAP (SEC ID NO.: 22).

JEZ-
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Los constructos de cadena pesada y ligera se subclonan en
el vector de expresion pBQOS, y se expresan en las células COS,
seguido por la purificaciéon por ¢cromatografia de la Protein A. Los
materiales purificados se someten al anélisis de SDS-PAGE y
SEC.

La tabla 10 mas abajo describe los constructos de cadena
pesada y cadena ligera usados para expresar cada proteina anti-
A/B DVD-Ig.

Tabla 10. Constructos para expresar las proteinas anti-A/B

DVD-lIg
Proteina Constructo de cadena | Constructo de
DVD-IG pesada cadena ligera
DVDABSL DVDABHC-SL DVDABLC-SL
DVDABLL DVDABHC-LL DVDABLC-LL
DVDBASL DVDBAHC-SL DVDBALC-SL
DVDBALL DVDBAHC-LL DVDBALC-LL

Ejemplo 1.4.2: Clonacién molecular de constructos de ADN
para DVDABSL y DVDABLL:

Para generar constructos de cadena pesada DVDABHC-LL ¥y
DVDABHC-SL, el dominio de VH del anticuerpo A es PCR
amplificado usando los cebadores especificos (3" cebadores
contienen secuencias de enlace largo/corto para constructos
SL/LL, respectivamente);

mientras que el dominio VH del

anticuerpo B se amplifica usando cebadores especificos (5
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cebadores contienen secuencias de enlace largo/corto para
constructos SL/LL, respectivamente). Ambas reacciones PCR se
realizan de acuerdo a técnicas y procedimientos PCR estandar.
Los dos productos PCR se purifican en gel, y se utilizan juntos
como plantilla traslapada para el traslapo posterior de la reaccion
PCR. Los productos traslapados PCR se subclonan en el vector
de expresion mamifero z non-a, Srf i y Sal | doble digerido pBOS-
hCyl, de (Abbott) usando el método de recombinacién homéloga
estandar.

Para generar los constructos de cadena ligera DVDABLC-LL
y DVDABLC-SL, el dominio VL de un anticuerpo A es PCR
amplificado usando los cebadores especificos (3' cebadores
contienen secuencias de enlace largo/corto para constructos
SL/LL, respectivamente); mientras que el dominio VL del
anticuerpo B se amplifica usando los cebadores especificos (5’
cebadores contienen secuencias de enlace largo/corto para
constructos SL/LL, respectivamente). Ambas reacciones PCR se
realizan de acuerdo a técnicas y procedimientos PCR estandar.
Los dos productos PCR se purifican en gel, y se utilizan juntos
como plantilla traslapada para la reaccién PCR traslapada
subsiguiente utilizando las condiciones de PCR estandar. Los
productos PCR traslapados se subclonan en el vector de
expresion mamifera pBOS-hCK digerido doble Srfl Not | (Abbott)
utilizando meétodos de recombinaciéon homologa estandar. El

método similar se ha utilizado para generar DVDBASL y DVDBALL

A&¢
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como se describe mas abajo:
Ejemplo 1.4.3: Clonacién molecular de los constructos de ADN
para DVDBASL y DVDBALL:

Para generar constructos de cadena pesada DVDBAHC-LL y
DVDBAHC-SL, el dominio VH del anticuerpo B es PCR amplicado
usando cebadores especificos (3’ cebadores contienen
secuencias de enlace largo/corto para constructos SL/LL,
respectivamente); mientras que el dominio de VH del anticuerpo A
se amplifica usando los cebadores especificos (5 cebadores
contienen secuencias de enlace largo/corto para constructos
SL/LL, respectivamente). Ambas reacciones PCR se realizan de
acuerdo técnicas y procedimientos PCR estandar. Los dos
productos PCR se purifican en gel, y se utilizan juntos como
plantilla traslapada para la reaccién de PCR traslapada posterior
usando condiciones PCR estandar. Los productos PCR
traslapados se subclonan en el vector de expresion mamifera
pBOS-hCyl wusando el método de recombinacion homologa
estandar.

Para generar los constructos de cadena ligera DVDBALC-LL
y DVDBALC-SL, el dominio de VL del anticuerpo B es PCR
amplificado wusando los cebadores especificos (contienen
secuencias de enlace largo/corto para constructos SL/LL,
respectivamente); mientras que el dominio VL del anticuerpo A se
amplifica wusando los cebadores especificos (5 cebadores

contienen secuencias de enlace largo/corto para constructos

IS
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SL/LL, respectivamente). Ambas reacciones PCR se realizan de
acuerdo a técnicas y procedimientos de PCR estandar. Los dos
productos PCR se purifican en gel, y se utilizan juntos como
plantilia traslapada para la reaccién PCR traslap.ada subsiguiente
usando condiciones PCR estandar. Los productos PCR
traslapados se subclonan en el vector de expresién mamifera
pBOS-hCK digerido doble Srfl Not | (Abbott) usando el método
homdélogo de recombinacién homéloga estandar.
Ejemplo 1.4.4: Construccién y Expresién de DVD-Ig Adicional:
Ejemplo 1.4.4.1: Preparacién de constructos del vector DVD-Ig

lLLas secuencias del aminoacido del anticuerpo madre para
los anticuerpos especificos, que reconocen los antigenos
especificos o epitopos del mismo, por la incorporacion en una
DVD-lg puede obtenerse por la preparacion de hibridomas como
se describe anteriormente o puede obtenerse ordenando las
proteinas del anticuerpo o acidos nucléicos conocidos. Ademas,
las secuencias conocidas pueden obtenerse de la literatura. Las
secuencias pueden utilizarse para sintetizar los acidos nucléicos
usando tecnologias de amplificacién o sintesis de ADN estandar y
el montaje de los fragmentos del anticuerpo deseados en vectores
de expresion, usando tecnologia de ADN recombinante estandar,
para expresién en células.

Las secuencias de DVD-Ig se clonan en un vector pHyb-C o
un vector pHyb-E ({(ver la Solicitud de Patente Norteamericana

NUmero de Serie 61/021,282) de acuerdo a ios métodos estandar.

JRL
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El vector pHyb-C incluye un origen eucariético SV40 de
réptica, promotor de expresién eucaridtico citomegalovirus
(pCMV). secuencia lider tripartita (TPL), sitio donador (SD),
elemento reforzador mayormente retardado de adenovirus (enh
MLP), sitio aceptador (SA), region estructural de lectura abierta
(ORF) para un gen de interés seguido por una sefial poli A (pA),
elemento de simetria diada (DS), origen eucaridtico derivado del
virus Barr de Epstein de réplica (OriP), region de repeticion (FR),
marcador de resistencia de ampillicin (AmpR) y origen bacteriano
de réplica (pMBlori).

El vector pHyb-E incluye un origen eucariotico SV-40 de
réplica, un promotor eucaridtico EF-la, regién estructural de
lectura abierta para un gen de interés seguido por una sefial poli
A (pA), elemento de simetria diada (DS), origen eucariético
derivado del virus Barr de Epstein de réplica (OriP), regién de
repeticion (FR), marcador de resistencia a ampillicin (AmpR) y un
origen bacteriano de réplica (pMBlori). Los vectores ejemplares
pHyb-E incluyen pHybE-hCk, pHybE-HCI, y pHybE-hCgl,z,non-a
(ver la Solicitud de Patente Norteamericana NuUmero de Serie
61/021,282).

Ejemplo 1.4.4.2: Transfeccién y Expresién en 293 células

Los constructos del vector DVD-Ig son tranfectados en 293
células para la producciéon de la proteina de DVD-lg. EI
procedimiento de transfecciéon de 293 transelintes usado es una

modificacion de los métodos publicados en Dorucher vy
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colaboradores (2002) Nucleic Acids Res. 30(2): ES and Pham y
colaboradores (2005) Biotech. Bioengineering 90(3):332-44. Los
reactivos que se utilizaron en la transfeccion incluyeron:

. Células HEK 293-86E (expresion EBNAI| estable de la
linea celular de rifién embrionario humano; obtenido del National
Research Council Canada) cultivado en los frascos Erlenmeyer
disponibles en una incubadora humedecida fija en 130 rpm, 37°C
y 5% de CO,;.

. Medio de cultivo: Medio de Expresiéon FreeStyle 293
(Invitrogen 12338-018) méas 25 pg/m! Geneticin (G418) (Invitrogen
10131-027) y 0.1% Pluronic F-68 (Invitrogen 24040-032).

. Medio de transfeccion: Medio de Expresién FreeStyle
293 mas 10 mm HEPES (Invitrogen 15630-080).

. Solucion madre de polietilenimina (PEl): 1 mg/ml de
solucién madre estéril, pH 7.0, preparad con 25kDa PEI lineal
(Polysciences) y almacenado a menos -15°C.

. Medio de Alimentacion de Triptona: 5% p/v de solucién
madre estéril de triptona N1 (Organotechnie, 19554) en el Medio
de Expresiéon FreeStyle 293

Preparacién celular para transfeccion: Aproximadamente 2-4 horas
antes de la transfeccion, las céiulas HEK 293-6E se cosecharon por
centrifugaciéon y suspendieron nuevamente en un medio de cultivo en una
densidad celular de aproximadamente 1 millén de células viables por ml.
Para cada transfeccion, 40 ml de la suspensidn de la célula se transfieren en

un frasco Erlenmeyer de 250-ml disponible y se incubaron durante 2-4 horas.
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Transfeccién: Ei medio de transfeccidén y la solucion madre
PEl pre-calentada a temperatura ambiente (RT). Para cada
transfeccién, 25 pg de ADN de plasmido y 50 ug de
polietilenimina (PEI) se combinan en 5 ml del medio de
transfeccién y se incuban durante 15 - 20 minutos en el RT para
dejar que los complejos ADN:PEI formar. Para las transfecciones
BR3-lg, 25 ug de plasmido de BR3-Ig se utilizaron para la
transfeccion. Cada 5 ml de la mezcla del compiejo de ADN:PEI se
agregaron a un cultivo de 40 m! preparado previamente y se
regreéo a la incubadora humedecida fija en 130 rpm, 37°C y 5%
de CO,. Después de 20-28 horas, 5 m| del Medio de Alimentacién
de Triptona se agregan a cada transfeccidon y los cultivos se
continuan por seis dias.

El perfil de expresidn para las DVD-lgs se muestra en la
tabla 11.
Tabla 11: Producciones de expresiéon de HEK293 temporal de

EGFR (sec. 2) que contiene los anticuerpos y DVD-Igs

Produccion
1D de Enlace |Enlace|Otro dominio de
ID de secuencia |Posicion
DVD HC LC DVD expresion
(mall)
AB064 | EGFR (sec. 2) - - 47.2
AB002 CD3 - - 67.2
ABQO15 DLL-4 - - 7.6

34
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Produccion
1D de Enlace |Enlace |Otro dominio de
ID de secuencia |Posicidn
DVD HC LC DVD expresién
(mall)
AB033 | EGFR (sec. 1) - - 44 4
AB116 | ErbB3 (sec. 3) _ T 61.0
AB063 | ErbB3 (sec. 2) - - 37.8
ABQ062 | ErbB3 (sec. 1) - - 246
ABO12 HGF - - 22.8
ABO1 1 IGF1R " - - 57.0
AB119 | MTX (4-351-178) - - 1.6
AB121 [NKG2D (KYK-2.0) - - 32.8
P1GF
ABQ47 - - 23.6
{ThromboGenix)
ABOOS RON - - 67.4
ABO14 | VEGF (sec. 1) - - 524
AB117 | VEGF {sec. 3) - - 70.8
ABO70 | VEGF (sec. 2) - - 1.2
Terminal
DVD774| EGFR (sec. 2) Large | Largo CD3 3.8
C
Terminal
DVD773{ EGFR (sec. 2) Largo | Largo CcD3 06
C
Terminal
DVD804 | EGFR (sec. 2) Largo | Corto cD3 2.6
C
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Produccion
ID de Enlace |Enlace | Otro dominio de
ID de secuencia |Posicion
DVD HC LC DVD expresion
(mgft)
Terminal
DVD803| EGFR (sec. 2) Largo | Corto CO3 40.6
C
Terminal
DVD332| EGFR (sec. 2) Corto | Corto CD3 1.0
C
Terminal
DVD331] EGFR (sec. 2) Corto Corto CcD3 31.0
C
Terminal
DVD834 | EGFR (sec. 2} Corto | Largo CD3 3.0
C
Terminal
DVD833| EGFR (sec. 2) Corto | Largo CD3 1.7
C
Terminal
DVD782| EGFR (sec. 2) Largo | Largo DLL-4 16.6
C
Terminal
DVD781| EGFR (sec. 2) Largo | Largo DLL-4 55.0
C
Terminal
DVD812 | EGFR (sec. 2) Largo | Corto DLL-4 44 4
C
Terminal
DVD811| EGFR (sec. 2) Largo | Corto DLL-4 43.8
C
Terminal
DVD340 | EGFR (sec. 2) Corto Corto DLL-4 48.4
C

U4
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Produccién
ID de Enlace |Enlace|Otro dominio de
ID de secuencia |Posicién
DVD HC LC DVD expresion
(mgfl)
Terminal
DVD339| EGFR (sec. 2) Corto | Corto DLL-4 23.6
cC
Terminal
DvD842 | EGFR (sec. 2) Corto | Largo DLL-4 28.6
Cc
Terminal
DVD841| EGFR (sec. 2) Corto | Largo DLL-4 48.2
C
Terminal
DVD766 | EGFR (sec. 2) Largo | Largo |EGFR (sec. 1) 7.8
cC
Terminal
DVD765| EGFR {sec. 2) Largo | Largo |EGFR (sec. 1) 7.0
C
Terminal
DVD796 | EGFR (sec. 2) Largo | Corto |EGFR (sec. 1) 15.6
C
Terminal
DVD795| EGFR (sec. 2) Largo | Corto [EGFR (sec. 1) 26.6
c
Terminal
DVD322 | EGFR (sec. 2) Corto | Corto |EGFR (sec. 1) 12.4
C
Terminal
DVD321| EGFR (sec. 2) Corto | Corto |EGFR (sec. 1) 15.6
C
Terminal
DVvD826| EGFR (sec. 2) Corto | Largo |EGFR (sec. 1} 13.6
C

N -
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Produccién
ID de Enlace |Enlace |Otro dominio de
ID de secuencia |Posicion
DVD HC LC DVD expresion
(mgfl)
Terminal
DVD825| EGFR (sec. 2) Corto | Largo |EGFR (sec. 1) 12.4
C
Terminal
DvD788 | EGFR (sec. 2) lLargo | Largo |ErbB3 (sec. 3) 42.0
C
Terminal
DVD787 | EGFR (sec. 2) Largo | Largo [ErbB3 (sec. 3) 32.8
C
Terminal
DvD818 | EGFR (sec. 2} Largo | Corto |ErbB3 (sec. 3) 45.0
C
Terminal
DVD817 | EGFR (sec. 2) Largo | Corto |ErbB3 (sec. 3) 29.8
C
Terminal
DVD756 | EGFR (sec. 2) Cortc | Corto |ErbB3 (sec. 3) 41.0
C
Terminal
DVD755| EGFR (sec. 2) Corto | Corto |ErbB3 {sec. 3) 22.4
C
Terminal
LvD848 | EGFR (sec. 2) Corto | Largo |ErbB3 (sec. 3) 37.6
C
Terminal
DVD847 | EGFR (sec. 2) Corto | Largo |ErbB3 (sec. 3) 34.0
C
Terminal
DVD772| EGFR (sec. 2) Largo | Largo |ErbB3 (sec. 2) 0.9
C
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Produccion
ID de Enlace |Enlace|Otro dominio de
ID de secuencia |[Posicién
DVD HC LC DvD expresion
(mgl)
Terminal
DVD771| EGFR (sec. 2) Largo | Largo |ErbB3 (sec. 2) 15.2
Cc
Terminal
DVD802| EGFR (sec. 2) Largo | Corto |ErbB3 (sec. 2) 0.9
C
Terminal
DVD801| EGFR (sec. 2) Largo | Corto |ErbB3 (sec. 2) 224
C
Terminal
DVD330| EGFR (sec. 2} Corto | Corto jErbB3 (sec. 2) 1.2
C
Terminal
DVD329| EGFR (sec. 2) Corto | Corto |ErbB3 (sec. 2) 16.6
C
Terminal
DVD832| EGFR (sec. 2) Corto | Largo |ErbB3 (sec. 2) 0.5
C
Terminal ‘
DvD831| EGFR (sec. 2) Corto | Largo |ErbB3 (sec. 2) 15.0
C
Terminal
DvD770| EGFR (sec. 2} Largo | Largo |ErbB3 (sec. 1) 17.4
c
Terminal
DVD769| EGFR (sec. 2) Largo | Largo |ErbB3 (sec. 1) 16.2
C
Terminal
DVD800: EGFR (sec. 2) Largo | Corto |ErbB3 (sec. 1) 15.6
Cc

4~
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Produccion
ID de Enlace |Enlace |Otroc dominio de
ID de secuencia [Posicion
DVD HC LC DVD expresion
{mg/l)
Terminal
DVD799| EGFR (sec. 2) Largo | Corto |ErbB3 (sec. 1) 26.4
C
Terminal
DVD328| EGFR (sec. 2) Cortc | Corto |ErbB3 {sec. 1) 7.8
C
Terminal
DVD327 | EGFR (sec. 2) Corto | Corto |ErbB3 (sec. 1) 10.2
C
Terminal
DVD830| EGFR (sec. 2) Corto | Largo |ErbB3 (sec. 1) 17.2
C
Terminal
DVD829| EGFR (sec. 2) Corto Largo |ErbB3 (sec. 1) 17.2
C
Terminal
DVD778 | EGFR (sec. 2) Largo | Largo HGF 2.0
C
Terminal
DVD777| EGFR (sec. 2) Largo | Largo HGF 24.8
C
Terminal
DVD808 | EGFR (sec. 2) Largo | Corto HGF 9.8
C
Terminal
DVD807 | EGFR (sec. 2) Large | Corto HGF 33.6
C
Terminal
DVD336 | EGFR (sec. 2) Corto | Corto HGF 7.6
C
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Produccion
ID de Enlace |Enlace|Otro dominio de
ID de secuencia |Posicidn
DVD HC LC DVD expresion
(mgll)
Terminal
DVD335| EGFR {sec. 2) Corto | Corto HGF 23.8
C
Terminal
DvVD838| EGFR (sec. 2) Corto | Largo HGF 5.8
C
Terminal
DVD837 | EGFR (sec. 2) Corto | Largo HGF 23.4
C
Terminal
DVD776 | EGFR (sec. 2) Largo | Largo IGF1R 0.3
C
Terminal
DVD775| EGFR (sec. 2) Largo | Largo iIGF1R 23.4
C
Terminal
DVvD806 | EGFR (sec. 2) Largo | Corto IGF1R 4.4
C
Terminal
DVD805| EGFR (sec. 2) Largo | Corto IGF1R 44.8
C
Terminal
DVD334 | EGFR (sec. 2) Corto | Corto IGF1R 18.6
C
Terminal
DVvD333 | EGFR (sec. 2} Cortc | Corto IGFIR 48.0
C
Terminal
DVvD836 | EGFR (sec. 2) Corto | Largo IGF1R 0.4
C

J¥6
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Produccidn
ID de Enlace |Enlace|Otro dominio de
ID de secuencia |Posicion
DVD HC LC DVD expresién
(mg/l)
Terminal
DVD835| EGFR (sec. 2) Corto | Largo IGF1R 27.8
Cc
Terminal MTX {(4-351-
DVD1210| EGFR (sec. 2) Corto | Corto 0.0
o 178)
Terminal MTX (4-351-
DVD1211} EGFR (sec. 2) Corto | Corto 1.9
C 178)
Terminal NKG2D (KYK-
DVD1214! EGFR (sec. 2) Largo | Largo 384
C 2.0)
Terminal NKG2D (KYK-
DVD1215 EGFR (sec. 2) Largo | Largo 19.6
c 2.0}
P1GF
Terminal
DVD784 | EGFR (sec. 2) Largo | Largo [(ThromboGeni 28.8
c
X)
P1GF
Terminal
DVD783| EGFR (sec. 2) Largo |} Largo |{ThromboGeni 23.2
Cc
X)
P1GF
Terminal
DVD814| EGFR (sec. 2) Largo | Corto |(ThromboGeni 21.8
C
X}
DVD813 |. EGFR (sec. 2) |Terminal{ Largo | Corto P1GF 28.2

It
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Produccion
ID de Enlace |Enlace|Otro dominio de
1D de secuencia |Posicion
DVD HC LC DVD expresion
(mgll}
C (ThromboGeni
X)
P1GF
Terminai
DvD342| EGFR (sec. 2) Corto | Corto j{ThromboGeni 38.2
C
X)
P1GF
Terminal
DVD341| EGFR (sec. 2) Corto | Corto }{ThromboGeni 32.2
C
X)
P1GF
Terminal
DVD844} EGFR (sec. 2) Corto | Largo }(ThromboGeni| 22.0
C
X)
P1GF
Terminal
DVDB43| EGFR (sec. 2) Corto | Largo ((ThromboGeni 24.2
C
X)
Terminal
DvD768 | EGFR (sec. 2) Largo | Largo RON 356
Cc
Terminal
DVD767 | EGFR (sec. 2) Largo | Largo RON 44.8
Cc
Terminal
DVD798 | EGFR (sec. 2) Ltargo | Corto RON 49.0
C
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Produccién
1D de Enlace |[Enlace{Otro dominio de
ID de secuencia |Posicion
DVD HC LC DVD expresion
{mgil})
Terminal
DVD797 | EGFR (sec. 2) Largo | Corto RON 68.4
C
Terminai
DVD326 | EGFR (sec. 2) Corto | Corto RON 55.6
C
Terminal
DVD3251 EGFR (sec. 2) Corto Corto RON 32.4
C
Terminal
DVD828| EGFR ({sec. 2) Corto | Largo RON 46.6
C
Terminal
PDvD827 ] EGFR (sec. 2) Corto Largo RON 52.6
C
Terminal
DVvD780| EGFR (sec. 2) Largo | Largo |VEGF (sec. 1) 0.1
C
Terminal
DVD779| EGFR (sec. 2) Largo | Largo |VEGF (sec. 1) 13.2
C
Terminal
DVD810 |} EGFR (sec. 2) Largo | Corto |VEGF (sec. 1) 1.4
C
Terminal
DVD809{ EGFR (sec. 2) Largo | Corto |VEGF (sec. 1) 17.8
C
Terminal
DVD338 | EGFR (sec. 2) Corto | Corto |VEGF (sec. 1) 2.0
C
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Produccion
ID de Enlace |Enlace!|Otro dominio de
ID de secuencia |Posicion
DVD HC LC DVD expresion
(mgll)
Terminal
DVD337 | EGFR {sec. 2) Corto | Corto |VEGF (sec. 1) 22.0
C
' Terminal
DVD840| EGFR (sec. 2) Corto | Largo |VEGF (sec. 1) 1.6
C
Terminal
DVD839| EGFR (sec. 2) Corto | Largo |VEGF (sec. 1) 17.2
C
Terminal
PvD792 ] EGFR (sec. 2) Largo | Largo |VEGF (sec. 3) 56.4
C
Terminal
DVD791 | EGFR (sec. 2} Largo | Largo |VEGF (sec. 3) 2.4
C
Terminal
DvD822| EGFR (sec. 2) Largo | Corto |VEGF (sec. 3) 83.0
C
Terminal .
DVD821| EGFR (sec. 2) Largo [ Corto |VEGF (sec. 3) 34.4
C
Terminal
DVD760| EGFR (sec. 2) Corto Corto |VEGF (sec. 3) 74.4
C
Terminal
DVD759 EGFR (sec. 2) Corto | Corto |VEGF (sec. 3) 50.4
C
Terminal
DVD852 | EGFR (sec. 2) Corto | Largo |VEGF (sec. 3} 71.6
i |

400
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Produccion
ID de Enlace |Eniace|Otro dominio de
ID de secuencia |[Posicién
DVD HC LC DVD expresion
(mgh)
5
Terminal
DvD851| EGFR (sec. 2) Corto | Largo |VEGF (sec. 3) 50.2
C
Terminal
DVD790 | EGFR (sec. 2) Largo | Largo }VEGF (sec. 2) 1.3
C
Terminal
DvD789| EGFR (sec. 2) Largo | Largo |VEGF (sec. 2} 46.0
10 c
Terminal
DVD820| EGFR (sec. 2) Largo | Corto |VEGF (sec. 2) 1.6
Cc
Terminal
DVD819| EGFR (sec. 2} Largo | Corto |VEGF (sec. 2) 57.0
C
Terminal
5 DVD758 | EGFR (sec. 2) Corto | Corto [VEGF (sec. 2) 1.1
C
Terminal
DVD757 | EGFR (sec. 2) Corto | Corto |VEGF (sec. 2) 524
Cc
Terminal
DVD85Q [ EGFR (sec. 2) Corto | Largo |VEGF (sec. 2) 2.4
C
Terminal
20 DVD848 | EGFR (sec.2) Corto | Largo |VEGF (sec.2)| 49.8
c

Todas las DVD-lgs se expresaron bien en las 293 células. Las
DVD-lgs se pudieron purificar facilmente sobre una columna de
proteina A. En la mayoria de los casos >5 mg/l de DVD-Ig purificada se

25 pudieron obtener facilmente de los sobrenadantes de las 293 células.
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Ejemplo 1.4.5: Seleccién de caracterizacién y liderazgo de A/B
DVD igs

Las afinidades de unién de anti-A/B DVD-igs se analizan en
Biacore contra ambas proteina A y proteina B. La caracteristica
tetravalente de DVD-Ig se examina por estudios de wunion
multiples en Biacore. Mientras que, la potencia de Ia
neutralizacién de las DVD-lgs para la proteina A y proteina B son
determinadas por pruebas biologicas, respectivamente, segun lo
descrito en la presente. Las moléculas de DVD-Ig que conservan
mejor la afinidad y potencia de los mAbs parentales originales se
seleccionan por fisicoquimica profundizada y caracterizaciones
bio-analiticas (rata PK) segln lo descrito en la presente para
cada mAb. De acuerdo con la coleccién de analisis, el liderazgo
final de DVD-lg se avanza en el desarrollo de la linea celular
estable CHO, y el material derivado de CHO se usa en
estabilidad, estudios farmacocinéticos y de eficacia en monos
cynomolgus, vy actividades de preformulacién.

Ejemplo 2: Generacién y Caracterizacién de las
Inmunoglobulinas de Dominio Variable Dual (DVD-lg}

Las inmunogliobulinas de dominio variable duales (DVD-Ig)
que usan los anticuerpos madre con secuencias de aminoacido
conocidas se generaron por la sintetizaciéon de las secuencias de
cadena ligera variable de DVD-lg y pesada variable de DVD-Ig
que codifican los fragmentos polinucledtidos en un vector pHybC-

D2 de acuerdo al ejempio 1.4.4.1. Los contructos de DVD-lg

Y



10

15

20

368

fueron reproducidos en y expresados en 293 células segun lo
descrito en el ejemplo 1.4.4.2, La proteina de DVD-lg fue
purificada segin métodos estandar. Las caracteristicas
funcionales se determinaron de acuerdo a los métodos descritos
en el ejemplo 1.1.1 y 1.1.2 segun lo indicado.

Cada uno de los siguientes ejemplos comprende una tabla

que contiene las secuencias de las cadenas VH y VL de DVD-Ig.

Ejemplio 2.1:

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

EGFR (sec. 1) con el conjunto de enlaces 1

Tabla 12

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominioc

variable
DVvVD

Nombre de
dominic
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456759012343

59

DVD321H

ABO64VH

ARQ33VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTICTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SROT SKNQFFLKLNSVTARDTATYYCVTAGRGFPY
WGQGTLVIVSSASTKGPQVQLKQSGPGLVOPSOSL
SITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWS
GGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVEFKMNELQSN
DTATYYCARALTYYDYEFAYWGOGTLVIVSA

60

DVD321L

AB064VL

ABO33VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGW
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVOYAQFPRTFGGGTKLE
IKRTVAAPDILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQ
SIGTNIHWYQORTNGSPRLLIKYASESISGIPSRF
SGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQONNNWPTT
FGAGTKLELKR

61

DVD322H

ABO33VH

AB(O&4VH

QVQLKOSGPGLVOPSGSLSITCTVSGFSLINYGVR
WVROSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSIN
KDNSKSQVFFKMNSLOSNDTAIYYCARALTYYDYE
FAYWGQGTLVIVSAASTRGPOVQLOESGPGLVKPS
OTLSLTCTVSGYSISSDEAWNWIRQPPGKGLEWMG
YISYSGNTRYQPSLKSRITISROTSKNQFFLKLNS
VTARDTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVTIVSS

62

DVD322L

ABQ33VL

AB064VL

DILLTQSPVILSVSPGERVSEFSCRASQSIGTNIHW
YQORTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGID
FILSINSVESEDIADYYCQONNNWPTTFGAGTKLE
LEKRTVAAPDIOMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQ
DINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRE
SGSGSGTDYILTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWT
FGGGTKLEIKR

403



190

15

Ejemplo 2.2:

Generaciéon de DVD-Igs de EGFR (sec.

369

EGFR (sec. 1) con el conjunto de enlaces 2

Tabla 13

SEC
ID NO

NHombre de

dominie

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456769012345

63

DVD7%5H

ABROG4VH

ABO33VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFANW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKXNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WGOGTLVTVS SASTKGPSVEPLAPCVOLKQSGPGL
VOPSQSLSITCTVSGFSLINYGVHWVROSPGKGLE
WLGVIWSGGNTDYNTPEFTSRLS INKDNSKSQVEFK
MNSLQSNDTATYYCARALTYYDYEFAYWGOGTLVT
VSA

64

DVDT65L

ABO&4VL

ABQ33VL

DIOMTOSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LQQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPRTFGGGTKLE
IXRTVAAPSVFIFPPDILLTQSPVILSVSPGERVS
FSCRASQSIGTNIHWYQORTNGSPRLLIKYASEST
SGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQO
NNNWPTTFGAGTKLELKR

65

DVD766H

ABO33VH

AB(£4VH

QVQLEQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVH
WVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSIN
KDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYYCARALTYYDYE
FAYWGOGTLVTVSAASTRGPSVEFPLAPQVQLOESG
PGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFARNNWIRQPPG
KGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNG
FELKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVT
V55

66

DVD766L

ABO33VL

ABJBIVL

DILLTQSFVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHW
YOORTNGSPRLLIKYASESISGIPSRESGSGSGTD
FTLSINSVESEDIADY YCQONNNWETTFGAGTKLE
LKRTVAAPSVFIFPPDIOMTOSPSSMSVSVGDRVT
ITCHSSQDINSNIGWLOQKPGKSFKGLI YHGTNLD
DGVPSRFSGSGSGTDY TLTISSLOPEDFATYYCV(
YAQFPWTFGGGTKLEIKR

2) y
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Ejemplo 2.3: Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec. 2} y

EGFR (sec. 1) con el conjunto de enlaces 3

Tabla 14

10

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominic
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interneo

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

67

BVD795H

ABQGAVH

ABO33VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQEFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WGOGTLVIVSSASTRKGPSVEPLAPOVOLKQSGPGL
VOPSQSLSITCTVSGESLTNY GVHWVROSPGKGLE
WLGVIWSGGNTDYNTPEFTSRLSINKDNSKSQVEFK
MNSLOSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVT
VEA

68

DVD7T95L

AB064VL

ABQ33VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LQOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRESGSGSGTID
YTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTXLE
IKRTVAAPDILLTOSPVILSVSPGERVSFSCRASQ
SIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRE
SESGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQONNNWRTT
FGAGTKLELKR

69

DVDT796H

ABO33VH

ABOB4AVH

QVOLKQSGPGLVGPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVH
WVRQSPGKGLEWLGVYIWSGGNTDYNTPFTSRLSIN
KDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYYCARALTYYDYE
FAYWGQGTLVIVSARSTRGPSVFPLAPQVOLOESG
PGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPG
KCLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQ
FFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVT
V35S

70

DVD796H

ABQ33VL

ABOG4VL

DILLTOSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIAW
YOORTNGSPRLLIKYASESISGIPSRESGSGSGTD
FTLSINSVESEDIADYYCQONNNWPTTFGAGTKLE
LKRTVARPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSS)
DINSNIGWLQQOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVESRFE
S5GSGSGTDYTLTISSLOPECFATYYCVOYAQFPWT
FGGGTKLEIKR

403
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Ejemplo 2.4:

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

371

EGFR (sec. 1) con el conjunto de enlaces 4

Tabla 15

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externc

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

71

DVD825H

ABOB4VH

ABO33VH

OVOLOESCPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLXKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WEOGTLVIVSSASTRGPOVQLKQSGPGLVOPSQSL
SITCTVSGFSLTNYGVHWVROSPGKGLEWLGVIWS
GGNTDYNTEFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSN
DTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSA

12

DVD825L

ABQGAVL

ABO33VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LQOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVESRFSGSGSGTD
YTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPCILLTQSPVILSVSPGERVS
FSCRASQSIGTNIHWYOQRTNGSPRLLIKYASESI
SGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQ
NNNWPTTFGAGTKLELKR

73

DVD826H

ABQ33VH

ABQ64VH

CVQLEQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLINYGVH
WVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSIN
KDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYYCARALTYYDYE
FAYWGOGTLVTVSAASTKGPOVQLOESGPGLVKPS
QTLSLTCTVSGYSISSDFRAWNWIRQPPGKGLEWNMG
YISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLKLNS
VTAADTATYYCVTAGRGFPYWGOGTLVIVSS

74

DVDB26L

AB033VL

LBO64VL

DILLTQSPVILSVSPGERVSESCRASQSIGTNTHW
YOORTNGSPRLLIKYASESISGIPSRESGSGSGTD
FTLSINSVESEDIADYYCQONNNWPTTFCGAGTKLE
LKRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVT
ITCHSSQDINSNIGWLOOKPGKSFKGLIYHGTNLD
DGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVD
YAQFPWTFGGGTKLEIKR

ot



Ejemplo 2.5:

Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec.

372

RON con el conjunto de enlaces 1

Tabla 16

2) y

SEC ID
NO

Nombre de

dominio

variable
bvD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

75

DVD325H

ABOG4VH

ABOQSVH

QVQLOESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGYSISSDEAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLESRITT
SRDTSKNQFFLEKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WGOCTLVTVSSASTRKGPEVOLVOSGGGLVEPGGSL
RLSCAASGFTFSSYAMHWVROAPGKGLEWVAVISY
DESNKYYADSVXGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRA
EDTAVYYCARFSGWPNNY YYYGMDVWGQGTTVIVS
5

76

DVD325L

ABQ64VL

ABQOSVL

DIQMTOSPSSMSVSVGDRVTITCHSSODINSNIGW
LOOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATY YCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVAAPDVVMTQSPLSLPVIPGEPASISCRESQ
SLLHSNGFNYVDWYLQKPGQSPHLLIYFGSYRASG
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVY YCMQAL
QTPPWTFGQGTKVEIRR

71

DVD326H

ABQOSVH

AB064VH

EVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMH
WVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKY YADSVKGRETT
SRDONSKNTLY LOQMNSLRAEDTAVYYCARFSGWENN
YYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPOVQLQESGPG
LVEPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGKG
LEWMGYTSYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFF
LXKLNSVTAADTATYYCVIAGRGFPYWGQGTLVTIVS
5

8

DVD326L

ABQO5VL

ABDG4VL

DVVMTOSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLASNGE
NYVDWYLOKPGOSPHLLIYFGS YRASGVPDRESGS
GSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPPWTEG
QGTKVETIRRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTI
TCHSSQDINSNIGWLQOKPGKSFKGLIYHGTNLDD
GVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQY
AQFPWIFGGGTKLEIKR




Ejemplo 2.6:

373

Generaciéon de

DVD-lgs de EGFR (sec.

RON con el conjunto de enlaces 2

Tabla 17

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DvD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
doeminio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

79

DVD767H

ABO64VH

ABOOSVH

QVOLOESGPGLVKPSQILSLTCTVSGYSISSDEFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WGQGTLYTVS SASTKGPSVEPLAPEVQLVQSGGGL
VKPGGSLRLSCARSGF TFSSYAMHWYRQAPGKGLE
WYAVISYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARFSGWPNNYYYYGMDVWGQ
GTTVTVSS

80

DVb767L

ABOG4VL

ABOO5SVL

DIOMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNICKH
LOOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRESGSGSGTD
YTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IXKRTVAAPSVFIFPPDVVMTQS PLSLPVTPGEPAS
ISCRSSQSLLHSNGFNYVDWYLOGKPGOSPHLLIYF
GSYRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGY
YYCMQATLQTPPWTFGQGTKVEIRR

81

DVDT58H

ABOGSVH

ABOG4VH

EVOLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGETFSSYAMH
WVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTI
SRONSENTLY LOMNSLRAEDTAVYYCARFSGWPNN
YYYYGMDVHGQGTTVT VS SASTHGPSVEPLAPOV)
LOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWI
ROPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQFESLKSRITISRD
TSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEFPYWGY
GTLVTVSS

B2

DVD768L

ABOOSVL

ABOGAVL

DVVMTQSPLSLPVIPGEPASTSCRSSQSLLHSNGTE
NYVDWYLOKPGQSPHLLIYFGS YRASGYPDRFSGS
GSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPPWTEG
OGTKVEIRRTVAAPSVFIFPPDIQMIQSPSSMSEVS
VGDRVTITCHSSODINSNIGWLOQOKPGKSFKGLIY
HGTNLDDGVPSRFSGSGSCTDY TLTISSLQPEDFA
TYYCVQYAQFPWTFGGGTXLEIKR

2) y
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Ejemplo 2.7:

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

374

RON con el conjunto de enlaces 3

Tabla 18

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

83

DVD797H

AB064VH

ABQOQSVH

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAR
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WGQGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPEVOLVQSGGGL
VXPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMHWYROAPGKGLE
WVAVISYDGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTILYL
OMNSLERAEDTAVYYCARFSGWPNNYYYYGMDVWGO
GTTVIVSS

84

DVD797L

AB064AVL

ABQOSVL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LQOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRESGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVOYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVAAPDVVMIQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQ
SLLHSNGFNYVDWYLQKPGOSPHLLIYFGSYRASG
VPDRFSGSGSGTDF TLKISRVEAEDVGVYYCMQAL
QTPEWTFGQGTKVEIRR

85

DVD798H

ABDOSVH

ABOBAVH

EVOLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMH
WVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVEGRETI
SRONSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARFSGWENN
YYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTRGPSVFPLAP(OVY
LQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWT
RQPPGKGLEWMGYISY SGNTRY(QPSLKSRITISRD
TSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGO
GTLVTVSS

86

DVD798L

ABOOSVL

ABO64VL

DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRESQSLLESNGE
NYVDWYLOKPGQOSPHLLIYFGSYRASGVPDRFSGS
GSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOALOTPEWTFG
QGTKVEIRRTVAARPDIQMTQSESSMSVSVGDRVT I
TCHSSODINSNIGWLOOKPGKSFXKGLI Y HGTNLDD
GVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVOY
AQFPWTFGGGTKLETKR

44
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Ejemplo 2.8:

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

375

RON con el conjunto de enlaces 4

Tabla 18

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nomhbre de
dominie
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678501234567890123456789012345

87

DVD827H

AB064VH

ABQOSVH

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWNMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPRY
WGQGTLVTVSSASTKGPEVQLVOSGGGLVEPGGSL
RLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISY
DGSNKYYADSVEGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARFSGWPNNYYYYGMDVWGQGTTVTVS
5

88

DVD827L

BB{J64VL

ABQOOSVL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSODINENIGH
LOOKPGKSFREGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWIFGGGTELE
IKRTVAAPSVFIFPPDVVMIQSPLSLPVTPGEPAS
ISCRSSQSLLHSNGENYVDWYLOKPGQSPHLLIYF
GSYRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGY
YYCMQALQTPPWTFGQGTKVEIRR

89

DVD828H

ABQO5VH

ABO64VH

EVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFS SYAMH
WVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTI
SRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARFSGWPNN
YYYYGMDVWGOGTTVTVS SASTRGPOVOLQESGPG
LVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGEG
LEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQEF
LKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGOGTLVTVS
5

90

nvD828L

ABOOSVL

RBO64VL

DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGF
NYVDWYLOKPGOSPHLLIYFGSYRASGVPDRESGS
GSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPPWTIEG
QGTKVEIRRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPSSMSVS
VGDRVTITCHSSQDINSNIGWLOOKPGKSFKGLIY
HGTNLDDGVESRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDEA
TYYCVQYAQFPWTFGGGTKLETIKR
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Ejemplo 2.9:

Generacion de DVD-lgs de EGFR (sec.

376

ErbB3 (sec. 1) con el conjunto de enlaces 1

Tabla 20

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DvD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

91

DVD327H

ABQO64VH

ABO0G2ZVH

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDEAW
NWIRQPPGKGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQEFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WGOGTLVTVS SASTRGPOVQLOQQWGAGLLKPSETL
SLTCAVYGGSFSGYYWSWIRQPPGEGLEWIGEINH
SGSTNYNPSLKSRVTISVETSKNQFSLKLSSVTAA
DTAVYYCARDKWTWYFDLWGRGTLVTVSS

92

DVD327L

AB064VL

ABOG2VL

DIOMTCSESSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LOOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPRTFGGGTKLE
IKRTVAAPD] EMT(QSPDSLAVSLGERATINCRSS(
SVLYSSSNRNYLAWYQONPGQPPKLLIYWASTRES
GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQY
YSTPRTFGQGTKVEIKR

93

DVD328H

ABO62VH

ABO6G4VH

OVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFGGYYWS
WIRQPPGKGLEWIGEINHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VETSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDKWIWYFD
LWGRGTLVIVSSASTRGPOVOLOESGPGLVKPSQT
LSLTCTVSGY STISSDFAWNWIRQPPGKGLEWMGYI
SYSGNTRYQPSLXSRITISRDTSKNQFFLELNSVT
AADTATYYCVTAGRGFPYWGOGTLVTVSS

94

DVD328L

ABO62VL

ABOG4VL

DIEMTQSPDSLAVSLGERATINCRSSQSVLYSSSN
RNYLAWYQONPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRESG
SGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTPRTFG
QGTKVEIKRTVAAPDIQMTOSPSSMSVEVGDRVT]
TCHSSODINSNIGWLOOKPGKSFKGLIYHGTNLDD
GVPSRFSGSGSGIDYTLTISSLOPEDFATYYCVQY
AQFPWTFGGGTKLEIKR

4
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Ejemplo 2.10:

ErbB3 (sec. 1)

Tabla 21

Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec.

377

con el conjunto de enlaces 2

2) y

SEC
ID RO

Nembre de

deominioc

variable
DVD

Nombre de
dominieo
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345675901234567890123456789012345

95

DVD769H

AB064VH

ABOB2ZVH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTARDTATY YCVTAGRGEFPY
WGOGTLVTVS SASTKGPSVEFPLAPQVOLQOWGAGL
LKPSETLSLICAVYGGSFSGYYWSWIRQPPCKGLE
WIGEINHSGSTNYNPSLKSRVTISVETSKNQFSLK
LSSVTRADTAVYYCARDKWIWY FDLWGRGTLVTVS
5

96

DVD768L

ABOS4VL

AB062VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRESGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPDIEMTQSPDSLAVSLGERAT
INCRSSQOSVLYSSSNRNYLAWYQONPGQPPKLLTY
WASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVA
VYYCQOYYSTPRTFGQGTRVEIKR

a7

DVD77QH

ABO62VH

ABO64VH

QOVOLOQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWS
WIRQPPGKGLEWIGEINHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VETSKNQFSLKLSSVTARDTAVYYCARDKWIWYFD
LWGRGTLVIVSSASTKGPSVEPLAPOVQLOESGEG
LVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGKG
LEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFF
LEKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVTVS
S

DvR77QL

ABO62VL

AB0O64VL

DIEMTQSPDSLAVSLGERATINCRSSQSVLYSSSN
BENYLAWYQQNPGOPPKLLIYWASTRESGVPDRFSG
SGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCOQYYSTPRITG
QGTKVETXKRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPSSMSVS
VGDRVTITCHSSQDINSNIGWLQOKPGKSFRGLIY
HGTNLDDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFA
TYYCVOYAQFPWTFGGGTKLEIKR

4177
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Ejemplo 2.11:

ErbB3 (sec. 1)

Tabla 22

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

378

con el conjunto de enlaces 3

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

89

DVDT79%H

ABOG4AVH

ABOB2VH

OVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSOFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITT
SROTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVIAGRGEFPY
WGQGTLVTVS SASTKGPSVEFPLAPOVQLOOWGAGL
LEPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEINHSGSTNYNPSLKSRVTISVETSKNQFSLK
LSSVTAADTAVYYCARDKWTWY FDLWGRGTLVTIVS
S

DVID799L

AB(64VL

ABD62VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGW
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVESRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVAAPDIEMTQSPDSLAVSLGERAT INCRSSQ
SVLYSSSNRNYLAWYQONPGOPPEXLLIYWASTRES
GVEPDRFSGSCSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQY
YSTPRTFGQGTKVEIKR

101

DVDBOOK

ABOBZVH

ABO64VH

QVQLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGY YWS
WIRQPPGKGLEWIGEINHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VETSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDKWTIWYED
LWGRGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPOVOLGESGPG
LVKPSQTLSLICTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGEG
LEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFF
LKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVTIVS
3

102

DVDBOOL

ABQ62VL

AB064VL

DIEMTQSPDSLAVSLGERATINCRSSQSVLYSSSN
RNYLAWYQONPGQPPEKLLIYWASTRESGVPDRFSG
SGSGTIDFTLTISSLOAEDVAVYYCQOYYSTPRTFG
QGTKVEIKRTVAAPD] QMTQSPSSMSVSVGDRVTI
TCHSSQDINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGTNLDD
GVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQY
AQFPWTFGGGTKLEIKR

443
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Ejemplo 2.12:

379

Generacién de

DVD-lgs de EGFR (sec.

ErbB3 (sec. 1) con el conjunto de enlaces 4

Tabla 23

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externc

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

123456789012345678%0123456789012345

103

DVD829H

ABQ6G4VH

ABOG2Vil

QVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSXNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WGQGTLVTVSSASTRKGPOVOLOOWGAGLLKPSETL
SLTCAVYGGSFSGYYWSWIROPPGKGLEWIGEINH
SGSTNYNPSLXSRVTISVETSKNQFSLKLSSVTAA
DTAVYYCARDKWTWYFDLWGRGTLVTVSS

104

DVDE29L

AB064VL

AB062VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGHW
LOQOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRESGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTELE
IKRTVAAPSVFIFPPDIEMTQSPDSLAVSLGERAT
INCRSSOSVLYSSSNRNYLAWYQONPGOPPKLLIY
WASTRESGVPDRFSGSGSGTDETLTISSLOAEDVA
VYYCOQYYSTPRTFGQGTKVEIKR

105

DVDB30H

ABO62VH

ARO64VH

QVOLOQWGAGLLXPSETLSLTCAVYGGSFESGYYWS
WIRQPPGKGLEWIGEINHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VETSKNQFSLKLSSVTARDTAVYYCARDKWTWYED
LWGRGTLVTVSSASTRGPOVOLOESGPGLVEPSQT
LSLTCTVSGYSISSDEAWNWIRQPPGEKGLEWMGY I
SYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLKLNSVT
AADTATYYCVTAGRGFEYWGQGTLVIVSES

106

DVDB30L

ABQG&ZVL

ABOG4VL

DIEMTQSPDSLAVSLGERATINCRSSQSVIYSSSN
RNYLAWYQQNPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRESG
SGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTPRTFG
QGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPDIQMIQSPSSMEVS
VGDRVTITCHSSQDINSNIGWLOOKPGKSFEGLIY
HGTNLDDGVEPSRFSGSGSGTDY TLTISSLOQPEDFA
TYYCVQYAQFPWTFGGGTKLEIEKR

Ind-
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Ejemplo 2.13:

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

380

ErbB3 (sec. 2) con el conjunto de enlaces 1

Tabla 24

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DvD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456783012345

107

DVD329H

ABOBGAVE

ABQGG3VH

OVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAR
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WGQGTLVTVS SASTKGPEVQLVESGGGLVQPGGSL
RLSCAASGETESIYSMNWVROAPGKGLEWVSYISS
SSSTIYYADSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRD
EDTAVYYCARDRCGDEDAFDIWGQGTMVIVSS

108

DVD329L

ABOG4VL

ABOB3VL

DIOMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LQOKPGKSFKGLIYHGTNLODGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVOYAQFPWIFGGGTKLE
TKRTVAAPDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCOASQ
DITNYLNWYQOKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRE
SGEGSGTDFTEFTISSLQPEDIATYNCQQCENFPIT
FGQGTRLEIKR

109

ovD3304

ABOG3VH

ABOG4VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSIYSMN
WVRQAPGKGLEWVSYISSSSSTIYYADSVRGRETI
SRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCARDRGDEDA
FDIWGQGTMVTVSSASTKGPOVQLOESGPGLVKES
QTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPCKGLEWMG
YISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLKLNS
VTAADTATYYCVTAGRGEPYRWGQGTLVTVSS

i10

DVD330L

ABO63VL

AB(64VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCOASCDTTNYLNW
YOOKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTD
FTFTISSLOPEDIATYNCQQCENFPITFGQGTRLE
IKRTVARPDIQMTQSPSSMSVSVGORVT ITCHSS0
DINSNIGWLQOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRE
SGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQYRQEPWT
FGGGTKLETIKR

V7Y
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Ejemplo 2.14:

ErbB3 (sec. 2)

Tabla 25

Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec.

381

con el conjunto de enlaces 2

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominic

variable
DVD

Nombre de
dominioc
variable
externc

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

123456768901234567§90123456788012345

111

DVD771H

ABQG4VH

ABO63VH

OVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAR
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPEVQLVESGGGL
VQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMNWVROAPGKGLE
WVSYISSSSSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRDEDTAVYYCARDRGDFDAFDIWGQGTMVT
VS5

112

DVD771L

ABO64VL

AB(63VL

DIOMTQSESSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGW
LQOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSREFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWIFGGGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPFDIQMTQSPSSLSASVGDRVT
ITCQASQDITNYLNWY QQKPGKAPKLLIYDASNLE
TGVPSRFSGSGSGTOFTFTISSLOPEDIATYNCOQ
CENFPITFGQGTRLEIKR

113

DVDIT2H

ABOG3VH

ABOG64VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFSIYSMN
WVROAPGKGLEWVSY ISSSSSTIYYADSVEGRFTI
SRDNAKNSLYLQMNSLRODEDTAVYYCARDRGDFDA
FDIWGOGTMVTVSSASTKGPSVEPLAPQVOLQESG
PGLVKPSQILSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPFG
KGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNG
FFLKLNSVTAADTATY YCVTAGRGFPYWGQGTLVT
VA

114

DVD772L

ABOE3VL

ABOG4VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDITNYLNW
YOOKPGKAPKLLIYDASNLETGVESRFSGSGSGTD
FIFTISSLOPEDIATYNCOQCENFPITFGOGTRLE
IXRTVARPSVFIFPPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVT
ITCHSSODINSNIGWLQQKPGKSFEGLIYHGTNLD
DGVEPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYLVD
YAQFPWTFGGGTKLETKR

446



Ejemplo 2.15:

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

382

ErbB3 (sec. 2) con el conjunto de enlaces 3

Tabla 26

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominic

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externc

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

115

DVD801H

ABQ64VH

ABOB3VH

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLICTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSENQFFLELNSVIAADTATYYCVTAGRGEPY
WGEQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPEVOLVESGGGL
VOPGGSLRLSCAASGETFSIYSMNWVRQAPGKGLE
WVSYISSSSSTIYYADSVKGRFTISRONAKNSLYL
OMNSLRDEDTAVYYCARDRGDFDAFDIWGOGTMVT
V55

116

DVDEOLL

ABOGAVL

ABO&3VL

DIOMTOSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGW
LOOKPGKSFRGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVOYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVAAPDIQMTQSPSSLSASVGDRVIITCOASQ
DITNYLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRFE
SGSGSETDFTFTISSLOPEDIATYNCQQCENFPIT
FGOQGTRLEIKR

117

DVD802H

ABO63VH

ABOG4VH

EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTESITSMN
WVRQAPCKGLEWVSYISSSSSTIYYADSVEGRFTI
SRDNAKNSLYLQMNSLRDEDTAVYYCARDRGDEDA
FDIWGOGTMVTVSSASTKGPSVFPLAPQVOLQESG
PGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPG
KGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQ
FFLELNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGOGTLVT
VS5

118

DVDSO2L

ABOB3VL

ABOB4VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDITNYLNW
YOOKPGKAPXLLIYDASNLETGVPSRESGSGSGTD
FTFTISSLOPEDIATYNCQOCENFPITFGQGTRLE
IKRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQ
DINSNIGWLOQKPGKSFXGLIYHGTNLDDGVESRY
SGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWT
FGGGTKLEIKR

-
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Ejemplo 2.16:

Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec.

383

ErbB3 (sec. 2) con el conjunto de enlaces 4

Tabla 27

2) y

SEC
Ip NO

Hombre de

dominio

variable
DvD

Nombre de
dominieo
variable
axterno

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

119

DVD831H

ABOGAVH

ABOG3VH

QVQLQESGPGLVEPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAR
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRY(PSLKSRITI
SROT SENQFFLKLNSVTAADTATYYCVIAGRGEPY
WEOGTLVIVSSASTRGPEVQLVESGGGLVQPGGSL
RLSCARSGFTFSIYSMNWVRQAPCKGLEWVSYISS
SSSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRD
EDTAVYYCARDRGDFDAFDIRGQGTMVIVSS

120

DvD331L

ABOGIVL

ABO63VL

DIOMTOSESSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPWIFGGGTIKLE
IXRTVARPSVFIFPPDIQMIQSPSSLSASVGDRVT
ITCQASQDITNYLNWYQOKPGKAPKLLI YDASNLE
TGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDTATYNCQQ
CENFPITFGQGTRLEIKR

121

DVDE3ZH

ABOG3VH

ABOG4VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFSIYSMN
WVRQAPGKGLEWVSYISSSSSTIYYADSVKGRETI
SRDNAKNSLYLQMNSLRDEDTAVYYCARDRGDFDA
FDIWGQGTMVTVSSASTKGPOVQLOESGPGLVKES
QTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPEGKGLEWMG
YISYSGNTRYQPSLXSRITISRDTSKNQFFLKLNS
VTAADTATYYCVTAGRGFPYWGOGTLVIVSS

122

CVDE32L

ABQ63VL

ABOB4VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDITNYLNW
YQOKPGKAPKLLIYDASNLETGVFSRFSGSGSGTD
FTFTISSLQPEDIATYNCQQCENFPITFGOGTRLE
IKRTVAAPSVFIFPPDIOMTOSPSSMSVSVGDRVT
ITCHSSODINSNIGWLQUKPGKSFKGLIYHGTNLD
DGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCVQ
YAQFPWTIFGGGTELEIKR

{48
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Ejemplo 2.17:

con el conjunto de enlaces 1

384

Generacion de DVD-Igs de EGFR (sec. 2) y CD3

Secuencia

123456789012345678%0123456789012345

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLEKSRITI
SROTSKNQFFLKLNSVIBADTATYYCVTAGRGFPY
WGQGTLVTVS SASTEGPQVQLOQSGAELARPGASY
KMSCKASGYTFTRY TMHWVKQRPGQGLEWIGYINP
SRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSS5TAYMQLSSLTS
EDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTIVSS

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSCDINSNIGH
LOOKPGKSFEGLIYHGTNLDDGVPSRESGSGSGTD
YTLTISSLQPEDFATY YCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVARPQIVLTQSPAIMEASPGEKVTMTCRASS
SVSYMNWYQUQKSGTSPKRWIYDTSKVASGYPYRES
GSGSGTSYSLTISSMEAEDARTYYCOQWSSNPLTE
GSGTKLEINR

OVQLOQSGAELARPGASVEMSCKASGY TFTRYTMH
WVEKQRPGOGLEWIGYINPSRGY INYNQKFKDKATL
TTDKSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCARYYDDEYC
LDYWGQGTTLTVSSASTKGPOVOLOESGPCGLVEPS
QTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGKGLEWMG
YISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLKLNS
VTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTILVTVSS

Tabla 28
SEC | Nombre de | Nombre de | Nombre de
ID NO| dominio dominio dominio
variable variable variable
DVD externo interno
123 DVD331H ABOG4AVH ABQQ2VH
124 DVD331iL ABOGAVL ABOQZ2VL
125 DVD332H ABQO02VAH ABOG4VH
126 | DVD332L ABQQ2ZVL ABQGAVL

QIVLTQSPAIMSASPGEXKVTMICRASSSVSYMNWY
QOKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYRFSGSGSGTSY
SLTISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGSGTKLEI
NRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVIITCHSSQD
INSNIGWLQOKPGKSFKGLIYEGTNLDDGVPSRES
GSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPWTEF
GGGTKLEIKR

1
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Ejemplo 2.18: Generacién de DVD-igs de EGFR (sec. 2) y CD3
con el conjunto de enlaces 2

Tabla 29

10

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Noembre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

127

BvD773H

ABO64VH

ABQO2VH

QVQLQESGPGLYKPSQTLSLTCTVSGYSISSDEAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEFEY
WGOGTLVIVSSASTKGPSVFFLAPQVOLQQSGAEL
ARPGASVKMSCKASGY TFTRY TMHWVKORPGQGLE
WIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYM
QLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLT
V85

128

BVD773L

AB064VL

ABQOO2VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGW
LOOKPGKSFKGLIYEGTNLDDGVESRESGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWTEFGGGTKLE
IKRTVAARPSVFIFPPQIVLTOSPAIMSASPGERVT
MTCRASSSVS YMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVAS
GVPYRFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQOW
SSNPLTFGSGTELEINR

126

DVDR774H

ABOO2VH

ABO64VH

QVQLQQSGAELARPGASVEMSCKASGY TFTRY TMH
WVEQRPCQGLEWIGY INPSRGY TNYNQKFKOKATL
TTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYC
LDYWGQGTTLTVSSASTKGPSVFPLAPQVQLOESG
PGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQFPG
KGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTISKNG
FFLKLNSVTARDTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVT
V8S

130

DVD774L

ABOO2ZVL

ABOGAVL

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWY
COKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYRFSGSGSGTSY
SLTISSMEAEDAATYYCQOWSSNPLTFGSGTKLET
NRTVAAPSVFIFPPDIOQMT(SPSSMEVSVGDRVTI
TCHSSODINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGTNLDD
GVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVOY
AQFPWTFGGGTKLEIKR

7
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Ejemplo 2.19: Generaciéon de DVD-Igs de EGFR (sec. 2)y CD3
con el conjunto de enlaces 3

Tabia 30

10

SEC
ID NQ

Nombre de

dominie

variable
DvD

Nombre de
dominio
variable
externc

Nombre de
dominio
variable
internc

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

131

DVD8O3H

ABQ64VH

ABOO2VH

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDEAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTARDTATYYCVTAGRGFPY
WGQGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPQVQLQQSGAEL
ARPGASVKMSCKASGY TFTRY TMHWVKQRPGQGLE
WIGYINPSRGYTNYNCKFKDKATLTTDKSSSTAYM
NLSSLTSEDSAVYYCARYYDDEYCLDYWGQGTTLT
VS5

132

CVD803L

ABO64VL

ABOO2VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LOQKPGKSFXGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGIKLE
IKRTVAAPOIVLTOSPAIMSASPGERVTMTCRASS
SVSYMNWYQOKSGTSPKRWIYDTSKVASGVRPYRES
GSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTF
GSGTKLEINR

133

DVDEO4H

ABOQZVH

AB0O64VH

QVQLOQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFTRYTMRE
WVKQRPGQGLEWIGY INFSRGY TNYNQKFKDKATL
TTDESSSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYC
LDYWGQGTTLTVSSASTKGPSVFPLAPQVOLOESG
PGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFANNWIRQPPG
KGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISROTSKNQ
FPLKLNSVTAADTATY YCVIAGRGFPYWGQGTLVT
VAN

134

DVDB04L

ABQO2VL

ABOE4VL

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTIMTCRASSSVSYMNWY
QOKSGTSPKRWIYDTSKVASGYEYRFSGSGSGTSY
SLTiISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLIFGSGTKLEL
NRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQD
INSNTGWLQQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRES
GSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPATE
GGGTKLEIKR
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Ejemplo 2.20: Generacion de DVD-Igs de EGFR (sec. 2} y CD3
con el conjunto de enlaces 4

Tabla 31

10

SEC
ID NO

Nembre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interneo

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

135

DVD833H

ABQG4AVH

ABOO2VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLICTVSGYSTSSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WGQGTLVTVSSASTKGPOVOLOQSGAELARPGASY
EMSCEKASGYTFTRY TMHWVKQRPGQGLEWIGYINP
SRGY TNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTS
EDSAVYYCARYYDDRYCLDYWGQGTTLIVSS

136

DVDB33L

ABO64VL

ABOO2VL

DIOMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATY YCVOYAQFPHTFGGGTRLE
IKRTVAAPSVFIFPPQIVLTQS PAIMSASPGEKVT
MTCRASSSVSYMNWYQOKSGTSPKRWIYDTSKVAS
GVPYRFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDARATYYCQOW
SSNPLIFGSGTXLEINR

137

DVD834H

ABQOZ2VH

ABOGAVH

QVOLOQSGAELARPGASVEMSCKASGY TFTRYTMH
WVKQRPGQGLEWIGYINPSRGY TNYNQKFKDKATL
TTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYC
LOYWGQGTTLTVSSASTKGPQVILOESGPGLVKPS
QTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGKGLEWNMG
YISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLKLNS
VTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVTVSS

138

DVDB34L

ABQODZVL

ABOGAVL

QIVLTQSPAIMSASPGEKVIMICRASSSVS YMNWY
QOKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYRFSGSGSGTSY
SLTISSMEAEDAATYYCQOWSSNPLTFGSGTKLEL
NRTVAAPSVFIFPPDIQMT(QSPSSMSVEVGDRVTI
TCHSSQDINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGTNLDD
GVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQY
AQFPWTFGGGTKLELKR

Hr
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Ejemplo 2.21: Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

2) y
IGF1R con el conjunto de enlaces 1

Tabla 32

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

139

DVD333H

ABO64VH

ABJ11VH

OVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLXLNSVTRADTATYYCVTAGRGEFPY
WGOGTLVTVS SASTKGPEVQLLESGGGLVOPGGSL
RLSCTASGFTFSSYAMNWVRQAPGKGLEWVSAISG
SGGTTEYADSVKGRFTISRONSRTTLYLQMNSLEA
EDTAVYYCAKDLGWSDSYYYYYGMDVWGQGTTVIV
55

140

DVD333L

AB064VL

ABG11VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVIITCHSSQDINSNIGW
LOQOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSREFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATY YCVQYAQFPWTFGGGTKLE
TKRTVAAPDIOMTOFPSSLSASVGDRVT ITCRASQ
GIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIYAASRLHRGVFESRE
SGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLQHNSYPCS
FGOGTKLEIKR

141

DVD334H

ABQ1I1VH

ABOGAVH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCTASGFTFSSY AMN
WVYRQAPGKGLEWVSAISGSGGTTFYADSVKGRETI
SRDNSRTTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDLGWSDS
YYYYYGMDVWGOGTTVTVSSASTKGPQVQLQOESGE
CLVKPSQTLSLICTVSGYSISSDFANNWIRQPEGK
GLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQE
FLKLNSVTRADTATYYCVTAGRGEPYWGQGTLVTV
55

142

DVD334L

ABOL1VL

ABOG4VL

DIQMTQFPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGH
YQOKPGKAPKRLIYAASRLHRGVPSRFSGSGSGTE
FTLTISSLOPEDFATY YCLOENSYPCSFGQGTKLE
IKRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQ
DINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGINLDDGVPSRE
SGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWT
FGGGTKLEIKR

422
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Ejemplo 2.22:

Generacion de DVD-lgs de EGFR (sec.

389

IGF1R con el conjunto de enlaces 2

Tabla 33

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DvD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

143

DVDTT5H

AB064AVH

ABO21VH

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDEAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SROTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WGQGTLVTVSSASTRGPSVEFPLAPEVQLLESGCGL
VQPGGSLRLSCTASGETFSSYAMNWVROAPGKGLE
WVSAISGESGGTTFYADSVKGRFTISRDNSRTITLYL
OMNSLRAEDTAVYYCAKDLGWSDSYYYYYGMDVWG
QGTTVIVSS

144

DVYD775L

AB0O64VL

ABO11VL

DIOMTQSPSSMSVSVGDRVTITCESSQDINSNIGH
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRESGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATY YCVQYAQFPRTEGGLTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPDIOMTQF PSSLSASVGDRVT
ITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKRLI YAASRLH
RGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOQPEDFATYYCLQ
HNSYPCSFGQGTKLEIKR

145

DVDT76H

ABO11VH

ABQ64VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCTASGFTFSSYAMN
WVRQAPGKGLEWVSATSGSGGTTFYADSVKGRETT
SRONSRTTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDLGWSDS
YYYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPQV
OLOESGPGLVKPSQTLSLTCIVSGYSISSDFAWNW
IRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITISR
DTSKNQFFLKLNSVIAADTATY YCVTAGRGFPYWG
QGTLVTVSS

146

DVD776L

ABOI1VL

ABO64VL

DIQMTQFPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGW
YQOKPGKAPKRLIYAASRLERGVPSRESGSGSGTE
FTLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPCSFGQGTRLE
IXRTVAAPSVFIFPPDIQMIQSPSSMSVSVGDRVT
ITCHSSQDINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGTNLD
DGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQ
YAQFPWIFGGGTKLEIERR

F4-
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Ejemplo 2.23:

Generaciéon de DVD-lgs de EGFR (sec.

390

IGF1R con el conjunto de enlaces 3

Tabla 34

2) y

SEC
1D NO

Nombre de

dominieo

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

147

DVDEO5SH

ABQ64VH

ABO11VH

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTICTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WGOGTLVTVSSASTRGPSVFPLAPEVQLLESGGGL
VOPGGSLRLSCTASGFTFSSYAMNWVRQAPGKGLE
WVSAISGSGGTTFYADSVEGRFTISRDNSRTTLYL
OMNSLRAEDTAVYYCAKDLGWSDSYY Y Y YGMOVWG
QGTTVTVSS

148

ovDB05SL

BBOG64VL

ABRO11VL

DIQMTOSPSSMSVSVGDRVTITCHSSODINSNIGH
LOQXPGKSFXGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IXRTVAAPDIQMTQFPSSLSASVGDRVTITCRASQ
GIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIYAASRLHRGVPSRE
SGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPCS
FGQGTKLEIKR

149

DVDBOGH

ABO11VH

ABO64VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCTASGFTFS SYAMN
WVRQAPGKGLEWVSAISGSGGTTFYADSVKGRFTI
SRDNSRTTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDLGWSDS
YYYYYGMDVWGOGTTVTVSSASTRGPSVFPLAPQV
QOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNW
IRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITISR
DTSKNQFFLKLNSVTAADTATY YCVTAGRGFPYWG
OGTLVTVSS

150

CVDBO6L

ABO11VL

ABQ64VL

DIQMTQFPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGW
YOOKPGKAPKRLIYAASRLHRGVESRFSGSGSGTH
FILTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPCSFGQGTKLE
TKRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSS(
DINSNIGWLQQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVESRE
SGSGSGIDYTLTISSLOPEDFATYYCVOYAQFPWT
FGGGTKLEIKR

s



Ejemplo 2.24:

Generacién de DVD-lgs de EGFR

391

(sec. 2)

IGF1R con el conjunto de enlaces 4

Tabla 35

y

SEC
iD NO

Nombre de

dominio

variable
DvVD

Norbre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678%01234567890123456782012345

151

DVDB35H

AB(QG4VH

ABO11VH

CVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVIAGRGFPY
WGOGTLVTVSSASTKGPEVOLLESGGGLVGPGGSL
RLSCTASGFTFSSYAMNWVROAPGKGLEWVSAISG
SGGTTFYADSVKGRFTISRDNSRITLYLOMNSLRA
EDTAVYYCAKDLCWSDSYYYYYGMDVWGQGTTVTV
55

152

DVD835L

ABOE4VL

ABO11VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSCDINSNIGH
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRESGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTIKLE
IKRTVAAPSVFIFPPDIOMTOFPSSLSASVGDRVT
ITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIYARSRLE
RGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLO
HNSYPCSFGQGTKLEIKR

153

DVD836H

ABO11VEH

ABD&4VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCTASGETFSSYAMN
WVRQAPGKGLEWVSAISGSGGTTEYADSVKGRETI
SRDNSRTTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDLGWSDS
YYYYYGMDVWGQGTTVTIVSSASTRGPOVQLOESGP
GLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGK
GLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSENQE
FLELNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQCTLVTV
55

154

DVD836L

ABO11VL

AROG4AVL

DIOMTQFPSSLSASVGDRVT ITCRASQGIRNDLGH
YOOKFPGRAPKRLIYAASRLHRGVPSRFSGSGSGTE
FTLPISSLOPEDFATY YCLOHNSYPCSFGOGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVT
ITCHSSQDINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGTINLD
DGVPSRFSGSGSGIDYTLTISSLOPEDFATYYCV]
YAQFPWTFGGGTKLEIKR

#16
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Ejemplo 2.25:

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

392

HGF con el conjunto de enlaces 1

Tabla 36

2) y

SEC
1D NO

Nombre de

dominio

variabkle
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

155

DVD335H

ABOE4VH

ABO12VH

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SROTSENQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WEQETLVTIVSSASTRGPQVQLVESGGELVKPGGSL
RLSCAASGFTFSDYYMSWIRDAPGKGLEWVSYISS
SGSTIYYADRSVXGRFTISRONAKNSLYLOMNSLRA
EDTAVYYCARDEYNSGWYVLFDYWGQGTLVTIVSS

156

DVD335L

AB064VL

ABRO12VL

DYQMTQOSPSSMSVSVGDRVTIITCHSSQDINSNIGW
LOOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVAAPDIOMTQSESSVSASVGDRVT ITCRASY
GISSWLAWYQQKPGKAFNLLIYEASSLOSGVPSRE
GGSGESGTDETLTISSLOPEDFATYYCQQANGEFPWT
FGQGTKVEIKR

157

DVD336HE

ABQO12VH

ABOG4AVH

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTESDYYMS
WIRQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRETI
SRDONAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDEYNSGHW
YVLFDYRGQGTLVIVSSASTRGPOVQLQESGPGLYV
KPSQTLSLTICTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGRGLE
WMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLK
LNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGOGTLVIVSS

158

DvD336L

ABD12VL

AB064VL

DICMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGTSSWLAW
YOOKPGKAPNLLIYEASSLOSGVESRFGGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATYYCQOANGFEWTFGQGTKVE
IKRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVT ITCHESO
DINSNIGWLQQKPGESFKGLIYHGTNLDDGVPSRY
SGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWT
FGGGTKLEIKR

i
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Ejemplo 2.26: Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec.

2) y

HGF con el conjunto de enlaces 2

Tabla 37

10

15

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
internoc

Sacuencia

12345678901234567890123456789012345

159

DVD77TH

ABO64VE

ABO12VH

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SROTSKNQFFLXLNSVTAADTATYYCVIAGRGEEY
WEOGTLYTVSSASTKGPSVEFPLAPQVOLVESGGGL
VKPGGSLRLSCARSGFTFSDY YMSWIRQAPGKGLE
WVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYL
OMNSLRAEDTAVYYCARDEYNSGWYVLFDYWGOGT
LVTVSS

160

DVDITIL

ABOG4VL

ABRQ12VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSREFSGSGSGTD
YTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQF PWTFGGGTKLE
IKRTVAARSVFIFPPDIQMTOSPSSVSASVGDRVT
ITCRASOGISSHWLARY QQKPGKAPNLLIYEASSLY
SGVPSRFGGSGSGTDFTLTISSLRPEDFATYYCQQ
ANGFPWTFGQGTKVEIKR

161

DVD778H

ABQ12VH

ABOG4VH

QVQLVESGGGLVKEGGSLRLSCAASGEFTFSDYYMS
WIRQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTI
SRDNAKNSLY LOMNSLRAEDTAVYYCARDEYNSGW
YVLFDYWGOGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPQVOLQ
ESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRG
PPGKGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRLTS
KNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGE PYWGQGT
LVTVSS

le2

DVDTT8L

ABQ1ZVL

ABOGAVL

DIQMTOSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSHWLAW
YOQKPGKAPNLLIYEASSLOSGVESRFGGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATY YCOQANGFPWTFGQGTKVE
IXRTVAAPSVFIFPPLIQOMTQSPSSMSVSVGDRVT
ITCHSSQDINSNIGWLOOKPGKSFKGLIYHGTNLD
DGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVO
YAQFPWTFGGGTKLEIKR

F26
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Ejemplo 2.27: Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec.

2) y

HGF con el conjunto de enlaces 3

Tabla 38

SEC
ID NO|

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externoc

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

i63

DVD8O7H

ABQ64VH

AB0O12VH

OVQLOESGPGLVKPSQTLSLTICTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPRY
WGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPQVQLVESGGGL
VKPGGSLRLSCARSGFTEFSDYYMSWIRQAPGKGLE
WVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYL
OMNSLRAEDTAVYYCARDEYNSGWYVLFDYWGQGT

-LVIVSS

164

DVD8GTL

ABOGLVL

ABO12VL

DIQMTQSPSSMEVSVGDRVTITCHSSGDINSNIGW
LOOKPGKSFRGLIYHGTNLDDGVEPSRFSGEGSGTD
YTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPRTFGGGTKLE
IKRTVAAPDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASY
GISSWLAWYQQKPGKAPNLLIYEASSLQSGVPSRE
GGSGSGTDFTLTISSLOPECFATYYCOQANGFPWT
FGOQGTKVEIKR

165

DVDBQEH

ABO12VH

ABO64VH

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMS
WIRQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRETL
SRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDEYNSGW
YVLFDYWGOGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPQVQLQ
ESGPGLVKPSQTLSLTCIVSGY SISSDFAWNWIRQ
PPGKCLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITISROTS
KNQFFLEKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGT
LVTVSS

166

DVCEQEL

ABO1Z2VL

ABOG4VL

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAW
YQQKPGKAPNLLIYEASSLOSGVPSRFGGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYYCQOANGEPRTFGOGTREVE
TKRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHES)
DINSNIGWLOOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRE
SGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWT
FGGGTKLETKR

#2A
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Ejemplo 2.28:

395

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec. 2)

HGF con el conjunto de enlaces 4

Tabla 39

y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DvVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

167

DVD837H

ABQOG4VH

ABO12VH

QVQLOESGPGLVKPSQOTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WGOGTLVTVSSASTKGPQVQLVESGGGLVKPGGSL
RLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVSYISS
SGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRA
EDTAVYYCARDEYNSGWYVLFDYWGOGTLVTVSS

168

DVDE3TL

AB064VL

ABD12VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVIITCHSSODINSNIGH
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTXLE
IKRTVAAPSVFIFPPDIQMTOSPSSVSASVGDRVT
ITCRASQGISSWLAWYQOKPGKAPNLLIYEASSLO
SGVPSRFGGSGSGTDFTLTISSLOPERFATYYCQQ
ANGFPWTFGQGTKVEIKR

169

DVDE38H

ABO12VH

AB064AVH

QVQLVESGGGLYKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMS
WIRQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVEGRETI
SRONAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDEYNSGW
YVLFDYWGQGTLVTVSSASTHKGPQVQLOESGPGLV
KPSQTLSLTCTIVSGYSISSDFAWNWIRQPPGKGLE
WMGY ISYSGNTRYQPELKSRITISRDTSKNQFFLK
LNSVYTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVTVSS

170

DVD838L

ABG12VL

AB(Q64VL

DIOMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAW
YQOKPGKAPNLLIYEASSLQSGVPSRFGGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATYYCQQANGFPWIFGQGTKVE
IKRTVAAPSVFIFPPDIOMTQS PSSMSVSVGDRVT
ITCHSSQDINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGINLD
DGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCV(
YAQFPWTFGGGTKLEIKR

£30
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Ejemplo 2.29: Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

2) y
VEGF (sec. 1) con el conjunto de enlaces 1

Tabla 40

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externc

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

DVD337H

ABQOG64VH

ABO14VH

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDEAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSCNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WGQGTLVTVSSASTHKGPEVQLVESGGGLVQPGGSL
RLSCAASGYTFTNYGMNWVROQAPCKGLEWVGWINT
YTGEPTYAADFKRRFTFSLDTSKSTAYLOMNSLRA
EDTAVYYCAKYPHYYGSSHWYFDVWGQGTLVTVSS

172

DVD337L

ABR(64VL

ABG14VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCRSSODINSNIGW
LOOKPGKSFEGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLQPEDFATY YCVQYAQFPWIFGGGTKLE
IKRTVAAPDIQMIQSPSSLSASVGDRVTITCSASG
DISNYLNWYQQKPGKAPKVLIYFTSSLESGVPSRE
SGSGSGTIDFTLTISSLOPEDFATYYCQQYSTVPWT
FGOGTKVEIKR

173

DVD338H

ABQ14VH

AB(B4VH

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTEFTNYGMN
WYRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRETE
SLDTSKSTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGS
SHWYFDVWGOGTLVTVSSASTRGPOVOLOESGPGL
VEPSQTLSLTCTVSGY SISSDFAWNWIROPPGKGL
EWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFL
KLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGOGTLVIVSS

174

DVD338L

ABC14VL

ABOG4AVL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNW
YOQOKPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSREFSGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVE
IKRTVARPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSS(Q
DINSNIGWLQQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRE
SGSGSGIDYTLIISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWT
FGGGTKLETIKR

4
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Ejemplo 2.30:

397

Generacion de DVD-Igs de EGFR (sec. 2)

VEGF (sec. 1) con el conjunto de enlaces 2

Tabla 41

y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Hombre de
dominie
variable
externo

Nombre de
dominic
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

175

DVDT779H

ABQ64VH

AB014VH

OVOLOESGPGLVEPSQTLSLTCTVSGYSISSDEFAR
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNGFFLELNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPEVOLVESGGGL
VOPGGSLRLSCARSGY TFTNYGMNWVROAPGKGLE
WYGWINTYTGEPTYARDFKRRFTFSLDTSKSTAYL
QOMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSHWYFDVHGOSG
TLVTVSS

oDVD779L

ABO64VL

ABQLAVL

DIOMTQSESSMSVSVGDRVTITCHSSODINSNIGW
LOQEPGKSFKGLI YHGTNLDDGYPSRFSGSGSGID
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPDIQMTQS FSSLEASVGDRVT
ITCSASQDISNYLNWYQOEPGKAPKVLIYFTSSLE
SGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOFEDFATYYCQQ
YSTVPWTFGQGTKVEIKR

177

DVDT730H

ABO14VH

AR(O64VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGY TFTNYGMN
WVROAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRETY
SLDTSKSTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGS
SHWYFDVWGEQGTLVIVSSASTRKGESVEPLAPQVOL
QESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIR
QPPGEGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDT
SKENQFFLEKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGOG
TLVTIVSS

178

DVD780L

ABO14VL

ABO6AVL

DIQMTOSPSSLSASVGDRVTIITCSASQDISNYLNW
YOOKPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRESGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATYYCQQYSTVPWIFGRGTRVE
IKRTVAAPSVFIFPPDIOMTQSPSSMSVSVGDRVT
ITCHSSQDINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGTNLD
DGVPSRESGSGSGTDY TLTISSLOPEDFATYYCVQ
YAQFPWIFGGGTKLEIKR

£22-
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Ejemplo 2.31:

Generacion de DVD-lgs de EGFR (sec.

398

VEGF (sec. 1) con el conjunto de enlaces 3

Tabla 42

2) y

SEC
iDb NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominic
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678301234567890123456789012345

179

DVDE0SH

ABO64VH

ABO14VH

QVQLOESGPGLVEPSQTLSLTCTVSGYSISSDEAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGERY
WGQGTLVTVS SASTKGPSVFPLAPEVQLVESGGGL
VQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMNWVROAPGKGLE
WVGWINTYTGEPTYAADFERREFTEFSLRTSKSTAYL
QMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSHEWY FDVWGOG
TLVTIVSS

180

bvDBOOL

AB064VL

AB014VL

DIQMTQOSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGW
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVYAAPDIOMTQSPSSLSASVGDRVT ITCSASQ
DISNYLNWYQOKPGKAPKVLIYFTSSLASGVESRE
SGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQYSTVEWT
FGOGTKVEIKR

181

DVD810H

ABO14VH

ABO64VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCARSGYTFTNYGMN
WVROAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTE
SLDTSKSTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGS
SHHY FOVHGQGTLVTVSSASTRGPSVFPLAPQVOL
QESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIR
CPPGRGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDT
SENQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGOG
TLVTVSS

182

DVDE10L

ABQ14VL

ABOG4VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASODISNYLNW
YQOOKPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRESGSGSGTD
FTLTISSLGPEDFATYYCOQYSTVPWTFGOGTKVE
IKRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSO
DINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVESRE
SGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWT
FGCGTKLEIKR

22



Ejemplo 2.32:

Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec.

399

VEGF (sec. 1) con el conjunto de enlaces 4

Tabla 43

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

deminie

variable
DvD

Nombrea de
dominio
variable
externo

Nombre de
deminio
variable
interno

Secuencia

12345675901234567890123456789012345

183

DVD8394

ABOG4VH

ABO14VH

OVOLOESGPGLVEPSQTLSLTCIVSGYSISSDEAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDPSKNQFFLKLNSVTARDTATYYCVTAGRGFPY
WGOGTLVTVSSASTEGPEVOLVESGGGELVOPGGS L
RLSCAASGY TFTNYGMNWVRQAPGKGLEWVGWINT
YTGEPTYAADFKRRETFSLOTSKSTAYLOMNSLRA
EDTAVYYCAKYPHY YGSSHWYFDVWGOGTLVTVSS

184

DVDB39L

ABD64VL

AB(014VL

DIOMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LOOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IXRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPSSLSASVGDRVT
ITCSASQDISNYLNWYQOKPGKAPKVLIYFTSSLH
SGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQ
YSTVPWTEGQGTKVEIKR

185

DVDE40H

ABO14VH

ABO64VH

EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGY TFTNYGMN
WVYRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRREFTFE
SLDTSKSTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGS
SHWYFDVWGOGTLVTVSSASTRKGPQVQLQESGPGL
VXPSOTLSLTCTVSGY SISSDFARNWIRQPPGKGL
EWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFL
KLNSVTAADTATYYCVIAGRGEPYWGQGTLVTIVSS

186

DVDB40L

ABQ14VL

ABOG4AVL

DIQMTQSPSSLSASVEDRVTITCSASQDI SHYLNW
YQGKPGKAPKVLIYFTSSLESGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATY YCOQYSTVPWTFGQGTKVE
TKRTVAAPSVFIFPPDIOMTQSPSSMSVSVGDRVT
ITCHSSQDINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGTNLD
DGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCVQ
YAQFPWTFGGGTKLEIKR

424
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Ejemplo 2.33: Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

2) y
DLL-4 con el conjunto de enlaces 1

Tabla 44

10

15

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variaple
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

187

DVD339H

ABU64VH

ABO1EVH

QVOLORSGPGLVKPSQILSLTCTVSGYSISSDrAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WGOGTLVTVSSASTKGPEVQLVESGGGLVQPGGSL
RLSCAASGFTFTDNWI SWVROAPGKGLEWVGYISP
NSGFTYYADSVKGRETISADTSENTAYLOMNSLRA
EDTAVYYCARDNEFGGYFDYWGQGTLVTVSS

188

DVD339L

ABOGAVL

ABO15VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSODINSNIGW
LQOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGID
YTLTISSLOPEDFATY YCVQYAQFEWTFGGGTKLE
IKRTVAAPDIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQ
DVSTAVAWYQOKPGKAPKLLI Y SASFLYSGVPSRF
SGSGSCTDFTLTISSLOPEDFATTYYCQOSYTGTV
TFGQGTKVEIKR

189

DVD340H

ABQ15VH

ABO64VH

EVQLVESGGGLVOEGGSLRLSCARSGFTEFTDNWIS
WVROAPGKGLEWVGYISPNSGFTYYADSVKGRETI
SADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVY YCARDNFGGYE
DYWGQGTLVTVSSASTKGPOVQLOESGPGLVKEESQ
TLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGKGLEWMGY
ISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLELNSV
TAADTATYYCVTAGRGFPYWGOGTLVTVSS

190

DVD340L

ABO1SVL

ABD64VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAW
YOOKPGKAPKLLI Y SASFLYSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATTYYCQQSYTGTVTFGQGTKY
EIKRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSS
QDINSNIGWLQOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVESR
FSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQYRQFPW
TEGGGTKLEIKR

)
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Ejemplo 2.34: Generacién de DVD-lgs de EGFR {sec. 2) y

DLL-4 con el conjunto de enlaces 2

Tabla 45

10

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominic
variable
externc

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

191

DVD781H

ABOE4VH

AB015VH

QVQLQESGPGLVKPSQILSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLELNSVTAADTATYYCVIAGRGEPY
WGOGTLYTVSSASTKGPSVFPLAPLVOLVESGGGL
VQPGGSLRLSCAASGFTFTDNWISWVRQAPGKGLE
WVGY ISPNSGFTYYADSVKGREFTISADTSKNTAYL
OMNSLRAEDTAVYYCARDNFGGYFDYWGQGTLVTV
58

192

DVD781L

AB0GAVL

ARQ15VL

DIOMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGW
LOQKPGKSFKGLIYHGINLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPWIFGGGTKLE
IXRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPSSLSASVGDRVT
ITCRASQDVSTAVAWY QOKPGKAPKLLIYSASFLY
SGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATTYYCQ
QSYTGTVTFGOGTKVEIKR

193

DVD782H

ABO15VH

ABO64VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDNWIS
WVRQAPGKGLEWVGYISPNSGFTYYADSVEGRETT
SADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARDNFGGYF
DYWGQGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPQVQLQESGP
GLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGK
GLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQF
FLELNSVTARADTATYYCVTAGRGFPYWGOGILVIV
S5

194

DVD782L

ABO15VL

ABO64VL

DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAW
YOOKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATTYYCQQSYTGTVIFGQGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPSSMSVSVGDRY
TITCHSSODINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGTNL
DDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCV
QYAQFPWTFGGGTKLETKR

126



Ejemplo 2.35:

Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec.

402

DL L-4 con el conjunto de enlaces 3

Tabla 46

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
aexterno

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

123456789012345676890123456789012345

195

DVD811H

ABO64VH

ABO1SVH

QVQLQESGPGLVKESOTLSLTCTIVSGYSISSDEAW
NWIRQPPCKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WGQGTLVTVS SASTKGPSVFPLAPEVQLVESGGGL
VOPGGSLRLSCARSGFTFTDNWISWVRQAPGRGLE
WYGYISPNSGFTYYADSVKGRFTISADTSKNTAYL
OMNSLRAEDTAVYYCARDNFGGY FDYWGQGTLVTV
S5

196

DVDS811L

ABOGAVL

ABO1SVL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSODINSNIGH
LOOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRESGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATY YCVOYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVAAPDIQMTOSPSSLSASVGORVIITCRASO
DVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSAE
SGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATTYYCQQSYTGTV
TFGOGTKVEIKR

197

DVvD812H

ABD15VH

ABOG4AVH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDNWIS
WVRQAPGKGLEWVGYISPNSGFTYYADSVKGRETI
SADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARDNEFGGYFE
DYWGOGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPQVOLOESGP
GLVKPS{QTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGK
GLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQF
FLEKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTILVTV
55

198

DVD812L

ABO1AVL

ABOG4VL

DIOQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAR
YOOKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGEGSGTD
FTLTISSLOPEDFATTYYCQQSYTGTVTFGQGTKV
EIKRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSS
QDINSNIGWLOOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSR
FSGSGSGIDYTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPW
TFGGGTKLEIXR

491



403

Ejemplo 2.36: Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec. 2) y

DLL-4 con el conjunto de enlaces 4

Tabla 47

15

SEC
ID NO

Nombre de

deminio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345676901234567689012345678%012345

198

DVDB41H

AB(O64&VH

ABO15VH

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAR
NWIRQPPCKGLEWNMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRPTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WEOGTLYTVS SASTRGPEVQLVESGGGLVQPGGESL
RLSCAASGFTFTDNWI SWVRQAPGKGLEWVGY ISP
NSGFTYYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRA
EDTAVYYCARDNFGGY FDYWGQGTLVIVSS

200

DVDE41L

ABD6GAVL

ABRQ15VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGEGSGTD
YTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPWIFGGGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPSSLSASVGDRVT
ITCRASQDVSTAVAWYCQQKPGKAPKLLIYSASFLY
SGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATTIYYCQ
QSYTGTVTFGQGTKVEIKR

201

DVD84Z2H

ABO15VH

ABO64VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTETDNWIS
WYRQAPGKGLEWVGY ISPNSGFTYYADSVKGRFTI
SADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARDNFGGYF
DYWGOGTLVTVSSASTRGPOVOLOESGPGLVEPSQ
TLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPCGKGLEWMGY
ISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLKLNSY
TAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVTIVSS

202

DVDB42L

ABO15VL

ABO64VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAW
YOOKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATTYYCQQSYTGTVTFGQGTRV
EIKRTVAAPSVFIFPPDIOMTQSPSSMSVSVGDRV
TITCHSSQDINSNIGWLQOKPGKSFKGLIYHGTNL
DDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCV
QYAQFPWTFGGGTKLEIKR




Ejemplo 2.37:

Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec.

404

PLGF con el conjunto de enlaces 1

Tabla 48

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variahble
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominioc
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

203

DVD341H

ABOG4VH

ABQO47VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLELTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQOPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITT
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WGQGTLYTVSSASTRGPQVOLOQSGAELVKPGASY
KISCKASGYTFTDYY INWVKLAPGQGLEWIGWIYP
GSGNTKYNEKFKGKATLTIDTSSSTAYMQLSSLTS
EDTAVYFCVRDSPFFDYWGOGTLLTVSS

204

DVD341L

LBOG4AVL

ABQ47VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LOOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYRQFPHTFGGGTKLE
IKRTVAAPDIVLTQSPDSLAVSLGERVTMNCKSSQ
SLLNSGMRKSFLAWYQQKPGQSPKLLIYWASTRES
GVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDVAVYYCKQS
YHLETFGSGTKLETIKR

205

DVD342H

ABO4TVH

ABC64VH

OVOLQOSGAELVKPGASVKISCKASGYTFTDYYIN
WVKLAPGOGLERIGWI YPCSGNTKYNEKFKGRATL
TIDTSSSTAYMOLSSLTSEDTAVYFCVRDSPFFDY
WGQGTLLTVSSASTKGPOVOLOESGPGLVKPSOTL
SLICTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGKGLEWMGYIS
YSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLKLNSVTA
ADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVIVSS

206

DVD342L

ABQ4TVL

ABO64VL

DIVLTQSPDSLAVSLGERVEIMNCKSSQSLLNSGMR
KSFLAWYOOKPGOSPKLLIYWASTRESGVPDRFTG
SGSGTDFTLT ISSVOAEDVAVYYCKQSYHLFTFGS
GTEKLEIKRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTIT
CHSSODINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDG
VPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQYA
QFPWTFGGGTKLEIXR

1A
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15

Ejemplo 2.38:

Generaciéon de DVD-Igs de EGFR (sec.

405

PLGF con el conjunto de enlaces 2

Tabla 49

SEC
ID NQ

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominic
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567800123456789012345

207

DVD783H

ABO64VH

AB047VH

QVQLOESGPGLVKPSQILSLTCTVSGYSTSSDFAR
NWIRQPPGKGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WEOGTLVTVSSASTRGPSVEPLAPQVQLOQSGAEL
VKPGASVKISCKASGYTFTDY Y INWVKLAFGQGLE
WIGWIYPGSGNTKYNEXKFKGKATLTIDTSSSTAYM
QLSSLTSEDTAVYFCVRDSPFFDYWGQGTLLTVSS

208

oVD783L

ABOB4AVL

ARQ47TVL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTIITCHSSODINSNIGH
LOQKPGKSFEGLI YHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVAAPSVEIFPPDIVLTOSPDSLAVSLGERVT
MNCKSSOSLLNSGMRKSFLAWY QQKPGOSPRLLIY
WASTRESGVPDRFTGSGSGIDFTLTISSVOAEDVA
VYYCKOSYHLFTFGSGTKLETIKR

209

DVDT784H

ABO4TVH

ABO£4Vh

OVOLOOSGAELVEPGASVKISCKASGYTFTDYYIN
WVKLAPGQGLEWIGWI YPGSGNTKYNEKFKGKATL
TIDTSSSTAYMQLSSLTSEDTAVYFCVRDSPEFDY
WGOGTLLTVS SASTKGPSVEPLAPOVOLOESGPGL
VEPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGRGL
EWMCYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQEFL
KLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVIVSS

210

DVDT84L

ABG4TVL

ABQ64VL

BIVLTQSPDSLAVSLGERVTMNCKSSQSLLNSGMR
KSFLAWYQQKPGOSPKLLIYWASTRESGVFDRETG
SGSGTDFTLTISSVQAEDVAVYYCKQSYHLFTFGS
GTKLEIKRTVARPSVFIFPPDIOMTQSPSSMSVSV
GDRVTITCHSSQDINSNIGWLOQOKPGKSFKGLIYH
GTNLDDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLGPEDFAT
YYCVQYAQFPWTFGGGTELEIKR

2) y
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15

Ejemplo 2.39:

Generacién de DVD-Ilgs de EGFR (sec.

406

PLGF con el conjunto de enlaces 3

Tabla 50

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456788012345

211

DVDE13H

ABO64VH

ABD47TVH

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVIAGRGEPY
WGOGTLYTVSSASTKGPSVEPLAPQVQLOQSGALL
VKPGASVKISCKASGYTFTDY Y INWVKLAPGQGLE
WIGWIYPGSGNTKYNEKFKGKATLTIDTSSSTAYM
QLSSLTSEDTAVYFCVRDSPFFDYWGQGTLLTVSS

212

DVDB13L

ABO64VL

ABOATVL

DICMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LQOKPGRSFREGLIYHGTNLDDGVPSRESGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVAAPDIVLIQSPDSLAVSLGERVIMNCKSSQ
SLLNSGMRKSFLAWYQQXPGQSPKLLIYWASTRES
GVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDVAVYYCKQS
YHLFTFGSGTXKLEIKR

213

DVD814H

ABO47VH

ABJG4VH

QVQLOQSGAELVKPGASVKISCKASGYTFTDYYIN
WVKLAPGQGLEWIGWI Y PGSGNTKYNEKFKGKATL:
TIDTSSSTAYMOLSSLTISEDTAVYFCVRDSPEFDY
WGCGTLLTVSSASTHKGPSVFPLAPQVOLQESGPGL
VKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRGPPGRGL
EWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDISKNQFFL
KLNSVTRADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVTIVSS

214

OVD814L

ABQ4TVL

ABOBAVL

DIVLTQSPDSLAVSLGERVTIMNCKSSQSLLNSGMR
KSFLAWYODKPGQSPKLLIYWASTRESGVPDRETG
SGSGTDFTLTISSVOARDVAVYYCKQSYHLFTFGS
GTKLEIKRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTIT
CHSSODINSNIGWLOQKPGRSFKGLIYHGTNLDDG
VPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVOYA
QFPWTFGGGTRLEIKR

444
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Ejemplio 2.40:

Generaciéon de DVD-lgs de EGFR (sec.

407

PLGF con el conjunto de enlaces 4

Tabla 51

SEC
1D NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interne

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

215

DVDB84 3K

AB064VH

ABO4TVH

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAN
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WGQGTLVTVSSASTKGPOVQLQOSCAELVEPGASY
KISCKASGYTFTDYYINWVKLAPGQGLEWIGWIYP
GSGNTKYNEKFXGKATLTIDTSSSTAYMQLESLIS
EDTAVYFCVRDSPFFDYWGQGTLLTVSS

216

DVD843L

ABO&AVL

ABO4TVL

DICMTQSPSSMSVSVGORVIITCHSSQDINSNIGH
LOOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWIEFGGGTKLE
IXRTVAAPSVFIFPPDIVLTQSPDSLAVSLGERVT
MNCKSSQSLLNSGMRKSFLAWY QQKPGOSPKLLIY
WASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVOAEDVA
VYYCKQSYELFTFGSGTKLEIKR

217

DVDB44H

ABO4TVH

LBO64VH

QVQLOQSGAELVKPGASVKISCKASGYTFTDYYIN
WVKLAPGOGLEWIGWI YPGSGNTKYNEKFKGKATL
TIDTSSSTAYMOLSSLTSEDTAVYFCVROSPEFDY
WGQGTLLTVS SASTKGPOVQLOQESGPGLVKPSQTL
SLTCTVSGYSISSOFAWNWIRQPPGKGLEWMGYIS
YSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLKLNSVTIA
ADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVTVSS

218

DVD844L

ABO47VL

ABO64VL

DIVLTOSPDSLAVSLGERVIMNCKSSQSLLNSGMR
KSFLAWYQQKPGOSPKLLIYWASTRESGVPDRETG
SGSGTDFTLT ISSVQARDVAVYYCKQSYHLEFTFGS
GTKLEIKRTVAAPSVFIFPPDIQMIQSPSSMSVSV
GDRVTITCHSSODINSNIGWLOQKPGKSFEGLIYH
GTNLDDGVPSRFSGSGSGTOYTLTISSLOQPEDFAT
YYCVOYAQFPRTFGGGTKLETKR

2) y
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Ejemplo 2.41:

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

408

ErB3 (sec. 3) con el conjunto de enlaces 1

Tabla 52

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominic

variable
DvD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

219

DVD755H

ABO64VH

ABOGTVH

OVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSTISSDEAR
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSENQFFLELNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WEOGTLVTVSSASTKGPEVQLLESGGGLVQPGGS L
RLSCAASGFTFSHYVMAWVROAPGKGLEWVSSISS
SGGWTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLY LOMNSLRA
EDTAVYYCTRGLKMAT IFDYWGQGTLVTVSS

220

DVD755L

ABOB4VL

ABQETVL

DIOMTOSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPWIFGGGTKLE
IKRTVAAPQSALTQPASVSGSPGQSITISCIGTSS
DVGSYNVVSHYQQHPGKAPKLI IYEVSORPSGVSN
RFSGSKSGNTASLTISGLQTEDEADYYCCSYAGSS
IFVIFGGGTEVIVLG

221

DVD756H

ABOGTVH

ABO64VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCARSGFTFSHYVMA
WVRQAPGKGLEWVSSISSSGGWTLYADSVKEGRFTI
SRDNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGLEMATI
FDYWGQGTLVTVSSASTKGPOVOLOESGPGLVKPRS
QTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGKGLEWMG
YISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLKLNS
VTAADTATYYCVIAGRGEFPYWGQGTLVTVSS

222

DVD756L

ABO67VL

ABO64VL

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGSYNVY
SWYQQHPGKAPKLIIYEVSQRPSGVSNRFSGSKSG
NTASLTISGLOTEDEADYYCCSYAGSSIFVIFGGG
TKVTVLGOPKARPDIQMTQOSPSSMSVSVGDRVTIT
CHSSQDINSNIGWLQOKPGKSFRGLIYHGTNLDDG
VPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCVQYA
QFPWTFGCGCTELEIXR

44>
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Ejemplo 2.42:

Generacién de DVD-Igs de

409

EGFR (sec. 2)

ErB3 (sec. 3) con el conjunto de enlaces 2

Tabla 53

y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nembre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominioc
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

223

DvD787H

ABDGAVH

ABO67VH

QVOLQESGPGLVKPSOTLSLTICTVSGYSISSDEFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITIT
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPY
WGOGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPEVQLLESGGGL
VQPGGSLRLSCAASGFTFSHYVMAWVROAPGKGLE
WVSSISSSGGWTLYADSVKGRFTISEDNSKENTLYL
OMNSLRAEDTAVYYCTRGLXMATIFDYWGOGTLVT
V55

224

DVD787L

ABOB4VL

ABO67VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGW
LOOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATY YCVQYAQFPWT FGGGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPQSALTQPASVSGSPGRSITI
SCTGTSSDVGSYNVVSRYQOHPGKAPKLIIYEVSO
RPSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGLOTEDEADYYC
CSYAGSSIFVIFGGGTRVTVLG

225

DVD78EH

ABQGTVH

ABOG4VH

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSHYVMA
WYRQAPGKGLEWVSSISSSGGWTLYADSVEGRETI
SRDNSXNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGLKMATI
FDYWGOGTLVTVSSASTRGPSVEPLAPQVQLQESG
PGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPG
KGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQ
FELKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVT
V33

226

DVD7BEL

ABOGTVL

ABO64VL

QSALTQPASVSGSPGOSITISCTGTSSDVGSYNVV
SWYQQHPGKAPKLIIYEVSQRPSGVSNRFSGSKSG
NTASLTISGLQTEDEADYYCCSYAGSSIFVIFGGG
TKVIVLGOPRKAAPSVTLEPPDIQMTQSPSSMSVEV
GDRVTITCHSSODINSNIGWLOOKPGKSFRGLIYH
GTNLDDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFAT
YYCVQYAQFPWTFGGGTKLETKR

441
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Ejemplo 2.43:

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

410

ErB3 (sec. 3) con el conjunto de enlaces 3

Tabla 54

2) y

SEC
ID NG

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

123456789012345678901234567898012345

227

DVDB17TH

ABOG4VH

ABQ6TVH

QOVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDEAR
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSENQFFLKLNSVTIAADTATYYCVTAGRGFPY
WEQGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPEVOLLESGGGL
VOPGGSLRLSCAASGFTFSHY VMAWVRQAPGKGLE
WVSSISSSGGWTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYL
OMNSLRAEDTAVYYCTRGLEMATIFDYWGQGTLVT
V5SS

228

DVDB17L

ABDEAVL

ABQGTVL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSODINSNIGW
LOOKPGKSFKGLIYHGTNLODGVPSRISGSGSGTD
YTLTTSSLOPEDFATY YCVQYAQFPWIFGGGTKLE
IKRTVAAPOSALTQPASVSGSPGRSITISCTGTSS
DVGSYNVVSWYQQOHPGKAPKLIIYEVSQRPSGVSN
RFSGSKSGNTASLTISGLQTEDEADYYCCSYAGSS
IFVIFGCGTEVTVLG

229

DVD818H

ABOG7VH

ABOGAVH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSHYVMA
WVRQAPGKGLEWVSSISSSGGHTLYADSVKGRETI
SRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGLEMATI
FDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPQVQLOESG
PGLVKPSOTLSLICTVSGYSISSDFAWNWIRQPPG
KCLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISROTSKNG
FFLELNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGOGTLVY
V5SS

230

DvDB18L

ABO67VL

AB064VL

QSALTQPASVSGSPGOSITISCTGTSSDVGSYNVY
SWYQQHPGKAPKLIIYEVSQRPSGVSNRFSGSKSG
NTASLTISGLOTEDBADYYCCSYAGSSIFVIFGGG
TKVIVLGQPKARPDIOMTI(QSPSSMEVSVEDRVTIT
CHSSQDINSNIGWLQOKPGKSFKGLIYHGTNLDDG
VPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVOYA
QFPWTFGGGTKLEIKKR

"s
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Ejemplo 2.44:

Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec.

411

ErB3 (sec. 3) con el conjunto de

Tabla 55

enfaces 4

SEC
ID NO

Nombre de

dominioe

variable
DVD

Nombre de
dominioe
variable
externo

Nombre de
deminio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456782012345

231

DVDE847H

ABO64VH

ABQOG&TVH

OVQLOESGPGLVKPSQTLSLTICTVSGYSTSSOFAN
NWIRQPPGKGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLEKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WGOGTLVTVSSASTRGPEVOLLESGGGLVOPGGSL
RLSCAASGFTFSHYVMAWVROAPGKGLEWVSSISS
SGGWTLYADSVKGRETISRDNSKNTLYLQMNSLRA
EDTAVYYCTRGLKMATIFDYWGQGTLVTVSS

232

CVD847L

AB064VL

ABQ&7VL

DIQMTOSPSSMSVSVGDRVTITCHSSODINSNIGH
LOOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWIFGGGTKLE
IXKRTVAAPSVFIFPPQSALTQPASVSGSPGQSITI
SCTGTSSDVGSYNVVSWYQQHPGKAPKLITIYEVSQ
RPSGVSNRIPSGSKSGNTASLTISGLQTEDEADYYC
CSYRGSSIFVIFGGGTKVTVLG

233

DVD84EH

ABO6TVH

ABQ64VH

EVQLLESGGGLVCPGGSLRLSCAASGETEFSHYVMA
WVRQAPGKGLEWVSSISSSGGWTLYADSVKGRETI
SRDNSKNTLY LOMNSLRAEDTAVYYCTRGLEMATI
FDYWGQGTLVTVSSASTKGPOVQLOESGPGLVKES
QTLSLTCTVSGYSISSOFAWNWIRQPPGKGLEWMG
YISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLKLNS
VTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVTIVSS

234

DVDB48L

ABO67VL

ABOG4AVL

QSALTQPASVSGSPGOSITISCTGTSSDVGSYNVY
SWYQQHPGKAPKLI IYEVSQRPSGVSNRFSGSKSG
NTASLTISGLQTEDEADYYCCSYAGSSIFVIFGGG
TKVTVLGQPKAAPSVTLFPPDIQMTQSPSSMEVSV
GDRVTITCHSSQDINSNIGWLOQKPGKSFRGLIYH
GTNLDDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDEAT
YYCVQYAQFPWIFGGGTKLEIKR

2) y




Ejemplo 2.45:

Generaciéon de DVD-Igs de

412

EGFR (sec.

VEGF (sec. 2) con el conjunto de enlaces 1

Tabla

56

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Hombre de
dominic
variable
externc

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345676901234567890123456789012345

235

DVD757H

ABOB4VH

ARQT0VH

QVQLOESGEGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDEAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITT
SRDTSENQFFLKLNSVIAADTATYYCVTAGRGEPY
WGOGTLVTVSSASTRGPEVQLVESGGGLVQPGGSL
RLSCARSGEFTISDYWIHWVRQAPGKGLEWVAGITP
BGGYTYYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRA
EDTAVYYCARFVFFLPYAMDYWGQGTLVTIVSS

236

DVD757L

ABOB4VL

ABQTOVL

DIOMTOSPSSMSVSVGDRVIITCHSSQDINSNIGW
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IXRTVAAPDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ
DVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIY SASFLYSGVPSRE
SGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYTTRPT
FGOGTKVEIER

237

DVD758H

ABDT70QVH

ABQ64VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTISDYWIH
WVRQAPGKGLEWVAGITPAGGYTYYADSVEGRETI
SADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARFVFFPLPY
AMDYWGQGTLVTVSSASTKGPQVQLOESGPGLVKP
SQOTLSLTICTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGKGLEWM
GYISYSGNTRYQPSLESRITISRDTSKNQFFLKLN
SVTAARTATYYCVTAGRGFPYWGRGTLVIVSS

238

DVD758L

ABO70VL

KBOGAVL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVT I TCRASQDVSTAVAW
YOOKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYYCQQSYTTPPTFGQGTEVE
IKRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSC
DINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGTNLDLGVEPSRE
SGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQFPWT
FGGGTKLEIKR

-
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Ejemplo 2.46:

Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec.

413

VEGF (sec. 2) con el conjunto de enlaces 2

Tabla 57

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominiec

variable
DvD

Nombre de
dominic
variable
externe

Nombre de
dominio
variable
intexrno

Secuencia

12345678901234567890123456763012345

239

DVD789H

ABOG4VH

ABO7TOVH

OVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDEFAR
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTARDTATYYCVTAGRGFPY
WEOGTLVTVSSASTRGPSVFPLAPEVQLVESGGGL
VOPGGSLRLSCAASGFTISDYWIEWVROAPGKGLE
WVAGITPAGGYTYYRDSVKGRFTISADTSKNTAYL
OMNSLRAEDTAVYYCARFVFFLEYAMDYWGOGTLY
TVSS

240

DVD785L

ABR(64VL

ABOTOVL

DICMTOSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRESGSGSGTD
YTLT ISSLOPEDFATY YCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IXKRTVAAPSVEFIFPPDIQOMTQSPSSLSASVGDRVT
ITCRASQDVSTAVAWYQOKPGKAPKLLIYSASFLY
SGYPSRFSGSGSGTDEFTLTISSLQPEDFATYYCQD
SYTTPPTFGQGTKVETKR

241

DVD790H

ABQTQVH

ABO54VH

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETISDYWIH
WVROAPGKGLEWVAGITPAGGY TYYADSVKGRETI
SADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAREVEFLEY
AMDYWGQGTLVTVSSASTRKGPSVFPLAPOVQLOES
GPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSOFAWNWIRQPP
GKGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKN
QFFLEKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYRGOGTLY
TVSS

242

DVD790L

ABO70VL

ABO64VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAW
YOQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVESRFSGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATYYCQQSYTTPPTFGQGTKVE
IKRTVAAPSVEIFPPDIQMTQOSPSSMSVSVGDRVT
TTCHSSQDINSNIGWLOQKPGKSFKGLIYHGTINLD
DGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQ
YAQFPWTFGGGTKLEIKR
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Ejemplo 2.47:

Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec.

414

VEGF (sec. 2) con el conjunto de enlaces 3

Tabla 58

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externc

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

243

DVDE19H

AB064VH

ABOTOVH

OVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVIAADTATYYCVTAGRGEPY
WGQGTLVTVS SASTKGPSVFPLAPEVOLVESGGGL
VOPGGSLRLSCAASGFTISDYWIHWVROAPGKGLE
WVAGITPAGGYTYYADSVKGRFTISADRTSKNTAYL
OMNSLRAEDTAVYYCARFVFFLPYAMDYWGQGTLV
TVSS

244

DVDELSL

AB064VL

ABOTOVL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQUINSNIGH
LOOKPGKSFKGLI YRGTNLDDGVPSRFSGSGSGTID
YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFEPWIFGGGTKLE
I¥RTVAAPDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ
DVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIY SASFLYSGVESRE
S5GSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQOSYTTPPT
FGOGTEKVEIXR

245

DVD8Z20H

ABQO70VH

ABO64VH

EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTISDYWIH
WVRQAPGKGLEWVAGITPAGGY TYYADSVKGRETI
SADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARFVFFLPY
AMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPQVQLQES
GPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFARNWIRQEP
GEKGLEWMGYISYSGNTRYQPSLRSRITISRDTSKN
QFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLY
TVSS

246

DVD320L

ABQTOVL

AB(64VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAW
YQOKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRESGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATYYCQQSYTTPPTFGQGTKVE
IXRTVAAPDIOQMTQSPSSMSVSVGERVTITCHES)
DINSNIGWLQOKPGKSFRGLIYHGTNLDDGVPSRE
5GSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWT
FGGGTKLEIKR

2y y




Ejemplo 2.48:

Generaciéon de DVD-Igs de EGFR (sec.

415

VEGF (sec. 2) con el conjunto de enlaces 4

Tabla

59

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio

variable
interno

Secuencia

12345678001234567890123456789012345

247

DVDE49H

ABO64VH

ABO70VH

OVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDEAR
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WGOGTLVTVSSASTKGPEVQLVESGGGLVOPGGSL
RLSCAASGFTISDYWIHWVRQAPGKGLEWVAGITP
AGGYTYYADSVKGRETISADTSKNTAYLQMNSLRA
EDTAVYYCARFVFFLPYAMDYWGQGILVTVSS

248

DVD84SL

AB064VL

AB{7QVL

DIOMTQOSPSSMSVSVGDRVTITCHS SQDINSNIGHW
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLODGYPSRESGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVOYAQF PATFGGGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPDIQMTOQSPSSLSASVGDRVT
ITCRASQDVSTAVARYQOKPGKAPKLLIYSASFLY
SGVPSRFSGSGSGIDFTLTISSLOPEDFATYYCON
SYTTPPTFGQGTKVEIKR

249

DVDg50H

ABOTOVH

ABQO6G4VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTISDYWIH
WVRQAPGKGLEWVAGITPAGGYTYYADSVKGRETT
SADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARFVFFLPY
AMDYWGOGTLVTVSSASTRGPOVQLOESGPGLVKP
SQTLSLICTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGKGLEWM
GYISYSGNTRY(OPSLKSRITISRDTSKNQFFLKLN
SVIAADTATYYCVTAGRGFERYWGQGTILVIVSS

250

DVDEBEOL

ABROTOVL

AB064VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVT ITCRASQOVSTAVARW
YOOKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATYYCQQSYTTPPTFGQGTRVE
IKRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPS SMGVSVGDRVT
ITCHSSQDINSNIGWLQQKPGKSFKGLIYHGTINLD
DGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQ
YAQFPWTIFGGGTKLEIKR

430



Ejempio 2.49:

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

416

VEGF (sec. 3) con el conjunto de enlaces 1

Tabla 60

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominic

variable
DVD

Nombre de
dominic
variable
externo

Nombre de
dominie
variable
interno

Secuencia

12345678901234567820123456789012345

251

DVD759%H

ABO64VH

ABOT1VH

OVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLELNSVTARDTATYYCVTAGRGEPY
WGQGTLVTVSSASTKGPEVOLVESGGGLVOQPGGSL
RLSCAARSGPTINASWI HWVRQAPGKGLEWVGALIYP
YSGYTNYADSVKGRETISADTSENTAYLOMNSLRA
EDTAVYYCARWGHSTSPWAMDYRGQGTLVTIVSS

252

DVD759L

ABOEG4VL

ABQ71VL

DIQOMTOSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGW
LOOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATYYCVOYAQFPWITGGGTKLE
IKRTVAAPDIQMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQ
VIRRSLAWYQQKPGKAPKLLIYAASNLASGVPSRE
SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSNTSPLT
FGQGTKVEIKR

253

DVD760H

ABO7LVH

ABO64VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTINASWIH
WVRQAPGKGLEWVGAIYPYSGY TNYADSVRGRETI
SADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARWGHSTSP
WAMDYWGQGTLVTVSSASTRGPOVQLOESGPGLVK
PSOTLSLTICTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGKGLEW
MGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLKL
NSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGOGTLVTIVSS

254

DVD760L

ABO71VL

ABOGAVL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQVIRRSLAW
YOQKPGKAPKLLIYAASNLASGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATYYCQQSNTSPLTFGQGTEVE
IKRTVAAPDIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQ
DINSNIGWLQOKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRE
SGSGSCTDYTLTISSLQPEDFATYYCVQYAQEPWT
FCGGTKLEIKR

4
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Ejemplo 2.50: Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec. 2) y

VEGF (sec. 3) con el conjunto de enlaces 2

Tabla 61

SEC
ID RO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Normbre de
dominio
variable
externo

Hombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

123456789012345676890123456789012345

255

DVD791H

AB064VH

ABO71VH

QVQLQESGPSLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WGOGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPEVOLVESGGGL
VQPGGSLRLSCRAASGETINASWIHWVRQAPGKGLE
WVGAIYPYSGYTNYADSVKGRFTISADTSKNTAYL
OMNSLRAEDTAVYYCARWGHSTSPWAMDYWGOGTL
VIVSS

256

DVD791L

ABO&4VL

ABOT1VL

DIOMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGW
LOOKPGKSFXGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
¥YTLTISSLOPEDFATYYCVQYAQFPWTIFGGGTKLE
IXRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPSSLSASVGORVT
ITCRASQVIRRSLAWYQQOKPGKAPKLLLIYAASNLA
SGVESRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQO
SNTSPLTFGQGTKVEIKR

257

DVD792H

ABO71VH

ABC64VH

EVQLVESGGGLVQEGGSLRLSCAASGFTINASWIH
WVRQAPGKGLEWVGAIYPYSGYTNYADSVKGRETI
SADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARWGHSTSP
WAMDYWGQGT LVTVSSASTRGPSVFPLAPQVOLOE
SGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQP
PGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSK
NQFFLKLNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTL
VIVSS

258

DVD792L

ABOT1VL

ABOG4VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQVIRRSLANW
YOOKPGKAPKLLIYAASNLASGVPSRESGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATYYCQQSNTSPLIFGQGTKVE
IKRTVAAPSVEFIFPPDIQMTQS PSSMSVSVGDRVT
ITCHSSQDINSNIGWLOOKPGKSFKGLTIYHGTNLD
DEVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVQ
YRAQFPWTFGGGTELEIKR

PAYA



Ejemplo 2.51:

Generacién de DVD-Igs de

418

EGFR (sec.

VEGF (sec. 3) con el conjunto de enlaces 3

Tabla 62

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DvD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

459

DVDE21H

ABOGAVH

ABQO71VH

OVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTIVSGYSISSOFAW
NWIRQPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSKNQFFLKLNSVTAADTATYYCVTIAGRGFPY
WGQGTLVIVSSASTKGPSVEFPLAPEVQLVESGGGL
VOPGGSLRLSCAASGFTINASWIHWVROAPGKGLE
WVGAIYPYSGYTNYADSVKGRTTISADTSKNTAYL
OMNSLRAEDTAVYYCARWGHSTSPWAMDYWGOGTL
VIVSS

DVD821L

ABOB4VL

ABQ71VL

DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGH
LOQXPGKSFKGLI YHGTNLDDGVPSRESGSGSGTD
YTLTISSLQPEDFATY YCVQYAQFFWIFGGGTKLE
IKRTVAAPDIQMTQSPSSLSASVGDRVT ITCRASQ
VIRRSLAWYQQKPGKAPKLLIYAASNLASGVPSRF
SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQOSNTSPLT
FGOGTKVEIKR

261

DVDE22H

ABO71VH

ABOG64VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTINASWIH
WVRQAPGKGLEWVGATYPYSGY TNYADSVKGRETI
SADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARWGHSTSP
WAMDYWGQGTLVTVSSASTRGPSVEPLAPQVOLOE
SGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSOFAWNWIRQP
PGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSK
NQFFLELNSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGOGTL
VTVSS

262

DVD822L

ABO71VL

AR064VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQVIRRSLAW
YOQKPGKAPKLLIYAASNLASGVESRFSGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATYYCQQSNTSPLTFGQGTKVE
IKRTVAAPDIQMT(SPSSMSVSVGDRVT ITCHSSQ
DINSNIGWLQQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRE
SGSGSCTDYTLTISSLOPEDFATYYCVOYAQEPWT
FGGGTKLEIKR

#32
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Ejemplo 2.52: Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

2) y
VEGF (sec. 3) con el conjunto de enlaces 4

Tabla 63

10

15

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

263

DVDE51H

ABOG4VH

ABOTIVH

QVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAW
NWIRCPPGKGLEWMGY ISYSGNTRYQPSLKSRITI
SRDTSXNQFFLXLNSVTAADTATYYCVTAGRGEPY
WGOGTLVTVSSASTKGPEVOLVESGGGLVQPGGESL
RLSCAASGFTINASWIHWVRQAPGKGLEWVGAIYP
¥YSGY TNYADSVKGRET ISADTSKNTAYLOMNSLRA
EDTAVYYCARWGHSTSPWAMDYWGQGTLVTIVSS

264

CVD8S1L

ARQGAVL

ABOT71VL

DIQMT(OSPSSMSVSVGDRVTITCHSSODINSNIGH
LOQKPGKSFKGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTD
YTLTISSLOPEDFATY YCVQYAQFPWTFGGGTKLE
IKRTVARPSVFIFPPDIQMTOSPSSLSASVGDRVT
ITCRASQVIRRSLAWYQQKPGKAPKLLIYAASNLA
SGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCQO
SNTSPLTFGQGTKVETKR

265

DVD852H

ABO71vH

ABO64VH

EVQLVESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTINASWIH
WVRQAPGKGLEWVGAIYPYSGYTNYADSVKGRFTI
SADTSKNTAY LQMNSLRAEDTAVYYCARWGHSTSP
WAMDYWGQGT LVTVSSASTRGPQVQLOESGPGLVK
PSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGKGLEW
MGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLKL
NSVTAADTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVTVSS

266

bvD852L

ABQT1VL

ABOG4VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQVIRRELAW
YOOKPGKAPKLLIYAASNLASGVPSRYSGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATY YCQOSNTSPLTFGQGTRVE
TKRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPSSMSVEVGDRVT
ITCHSSQDINSNIGRLQQOKPGKSFKGLIYHGTNLD
DGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCVR
YAQFPWTFGGGTKLETIKR
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Ejemplo 2.53:

Generacion de DVD-Igs de EGFR (sec.

420

RGMa con el conjunto de enlaces 1

Tabla 64

2) y

SEC
ip
NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Sacuencia

12345678901234567890123456782012345

267

DVD713H

ABO33VH

ABOSOVH

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVH
WYRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSIN
KDNSKSQVFFRMNSLOSNDTAIYYCARALTIYYDYE
FAYWGQGTLVTVSAASTKGPEVQLVESGGGLVOPG
SSLXLSCVASGETFSNYGMNWI RQAPKKGLEWIGH
IYYDSSEKHYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLEMNS
LRSEDTAIYYCAKGTTPDYWGOGVMVTVSS

2¢8

DVD713L

ABQ33VL

ABOSSVL

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHW
YOORTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTD
FTLSINSVESEDIADY YCQONNNWRTTFGAGTKLE
LEKRTVAAPDVVLTQTPVSLSVTLGDOASMSCRSSQ
SLEYSDGYTFLEWFLOKPGQSPQLLIYEVSNRFSG
VPDRFIGSGSCTDFTLKISRVEPEDLGVYYCFQAT
HDPLTFGSGTKLEIXR

DVD714H

ABOS9VH

ABO33VH

EVQLVESGGGLVOPGSSLKLSCVASGETESNYGMN
WIRQAPKKGLEWIGMIYYDSSEKHYADSVKGRETI
SRDNSKNTLYLEMNSLRSEDTAIYYCAKGTTPDYW
GOGVMVTVSSASTEGPQVQLEQSGPGLVQPSQSLS
ITCTVSGFSLTNYGVAWVROSPGRGLENLGVIWSG
GNTDYNTPETSRLSINKDNSKSQVEFKMNSLOSND
TAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTIVSA

270

CVD714L

ARQ59VL

ARO33VL

DVVLTQTPVYSLSVTLGDOASMSCRSSCSLEYSDGY
TFLEWFLOKPGOSPQLLIYEVSNRESGVPDRFIGS
GSGTDFTLKISRVEPEDLGVYYCFQATHDPLTEGS
GTKLEIKRTVAAPDILLTQSPVILSVSPGERVSFES
CRASOSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISG
IPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADY YCQONN
NWPTTEGAGTKLELKR

/AN



421

Ejemplo 2.54: Generacién de DVD-Igs de EGFR (sec. 2) y

RGMa con el conjunto de enlaces 2

Tabla 65

10

SEC
ID NO

Nombre de

dominic

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externc

Nombre de
dominic
variable
internc

Secuencia

12345678901234567820123456789012345

271

DVD871H

ABO33VH

AB(OS9VH

QVOLXQSGPGLVOPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVH
WVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSIN
KDNSKSQVFFKMNSLQSNDTATYYCARALTYYDYE
FAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVEFPLAPEVQLVESG
GGLVQPGSSLKLSCVASGETFSNYGMNWIRQAPKK
GLEWIGMIYYDSSEKHYADSVKGRETISRDNSKENT
LYLEMNSLRSEDTAIY YCAKGT TPRYWGQGVMVTV
SS

272

DVDBT1L

ABO33VL

ARBO59VL

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGINIRW
YQORTNGSPRLLIKYASESISGIPSRESGSGEGTD
FTLSINSVESEDIADYYCQONNNWPTTFGAGTELE
LXKRTVARRPSVFIFPPDVVLTQOTFV3LSVTLGDOAS
MSCRSSQSLEYSDGYTELEWFLOQKPGOSPQLLIYE
VSNRFSGVPDRFIGSGSGTDFTLKISRVEPEDLGY
YYCFQATHDPLTFGSGTELEIKR

273

DVDB72ZH

ABOS9VH

ABQ33VH

EVQLVESGGGLVOPGSSLEKLSCVASGFTFSNYGMN
WIRQAPKKGLEWIGMI YYDSSEKHYADSVEGRFTI
SRDNSKNTLYLEMNSLRSEDTAIYYCAKGTTPDYW
GOGVMVTVSSASTKGPSVEPLAPQVQLKQSGPGLY
QPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHRWVROSPGKGLEW
LGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFRM
NSLOSNDTATYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTV
SA

274

DVDBT2L

AB0OS9VL

ABO33VL

DVVLTQTPVSLSVTLGDQASMSCRSSOSLEYSDGY
TFLEWFLQKPGQSPQLLIYEVSNRFSGVPDRFIGS
GSGTOFTLKISRVEPEDLGVYYCFQATHDPLTEGS
GTKLEIKRTVAAPSVFIFPPDILLTQOSPVILSVSP
GERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQORTNGSPRLLIKY
ASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIAD
YYCQONNNWPTTFGAGTKLELKR
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Ejemplo 2.55:

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

422

RGMa con el conjunto de enfaces 3

Tabla

66

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678902234567820123456789012345

275

DVD8TTH

ABO33VH

ABOS9VH

QVQLEQSGPGLVOPSQSLSITCTVSGEFSLTNYGVH
WVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNT DYNTPFTSRLSIN
KDNSKSQVFFKMNSLGSNDTAIYYCARALTYYDYE
FAYWGOGTLVTVSAAS TRGPSVFPLAPEVOLVESG
GGLVOPGSSLKLSCVASGFTFSNYGMNWIRQAPKK
GLEWIGMIYYDSSEKHYADSVKGRFTISRDNSKNT
LYLEMNSLRSEDTAIYYCAKGT TEDYWGQGVMVTV
58

276

DVDg87IL

AV(Q33VL

ABOS9VL

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGINIHW
YQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTD
FTLSINSVESEDIADYYCQQNNNWPTTFGAGTKLE
LERTVAAPDVVLTQTPVSLSVTLGDQASMSCRSSQ
SLEYSDGYTFLEWFLOKEGQSPQLLIYEVSNRFSG
VPDRFIGSGSGTDFTLKISRVEPEDLGVYYCFQAT
HOPLTFGSGTKLEIKR

277

DVDET7E8H

ABQS9VH

ABO33VH

EVQLVESGGGLVQPGSSLKLSCVASGETFSNYGMN
WIRQAPKKGLEWIGMIYYDSSEKHYADSVKGRFTI
SRDNSKNTLYLEMNSLRSEDTAIYYCAKGTTPDYW
GQGVMVTVSSASTKGPSVFPLAPQVOLKQSGPGLV
QPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHAVROSPGKGLEW
LGVIWSGGNTDYNTPEFTSRLEINKDNSKSQVFFKM
NSLOSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGILVTIV
SA

278

DVDETEL

ABOS5S9VL

AV0O33VL

DVVLTQTPVSLSVTLGDQASMSCRSSQSLEY SDGY
TFLEWFLOKPGQSPOLLIYEVSNRFSGVPDRFIGS
GSGTDFTLKISRVEPEDLGVYYCFQATHDPLTFGS
GTKLEIKRTVAAPDILLTQSPVILSVSPGERVSFES
CRASQSIGTNIHWYQORTNGSPRLLIKYASESISG
IPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADY YCOQONN
NWPTTFGAGTKLELKR
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Ejemplo 2.56:

Generacién

423

de DVD-lgs de EGFR (sec.

RGMa con el conjunto de enlaces 4

Tabla 67

2) y

SEC
iD
NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominic
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
internoc

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

279

DVD883H

AB(O33VH

ABQO59VH

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVH
WVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSIN
KDNSKSQVFFXMNSLOSNDTALYYCARALTYYDYE
FAYWGOGTLVTVSAASTKGPEVOLVESGGGLVQOPG
SSLELSCVASGFTFSNYGMNWI RQAPKKGLEWIGM
IYYDSSEKHYADSVKGRETISRDNSKNTLYLEMNS
LRSEDTAIYYCAKGTTPDYWGQGVMVTVSS

280

DVD883L

ABO33VL

AB(O59VL

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHW
YQORTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTD
FTLSINSVESEDIADY YCQONNNWPTTFGAGTKLE
LXRTVAAPSVFIFPPDVVLTQTPVSLSVTLGDQAS
MSCRSSQSLEYSDGYTFLEWFLOKPGQSPQLLIYE
VSNRFSGYPDRFIGSGSGTDFTLKISRVEPEDLGV
YYCFOATHDPLTFGSGTKLEIKR

281

DVDBE4H

ABQS9VH

ABO33VH

EVQLVESGGGLVQPGSSLKLSCVASGFTESNYGMN
WIRQAPKKGLEWIGMIYYOSSEKHYADSVKGRETI
SRONSKNTLYLEMNSLRSEDTAIYYCAKGTTPDYW
GOGVMVTVSSASTKGPQVQLKOSGPGLVQPSQSLS
ITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSG
GNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLOSND
TATYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSA

282

DVD884L

ABQ59VL

AB033VL

DVVLTQTPVSLSVTLGDOASMSCRSSQOSLEYSDGY
TFLEWFLOKPGQSPOLLIYEVSNRFSGVPDREIGS
GSGTDFTLKISRVEPEDLGVYYCFQATHDPLTFGS
GTKLEIKRTVAAPSVFIFPPDILLTQSPVILSVS?
GERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKY
ASFESISGIPSRFSGSGSGIDFTLSINSVESEDIAD
YYCOONNNWPTTFGAGTKLELKR
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Ejemplo 2.57:

Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

424

Toxoide de Tétanos con el conjunto de enlaces 1

Tabla 68

2) y

SEC
ID RO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456783012345

283

DVD763H

AB033VH

ABOOSVH

OVOLEKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVH
WVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSIN
KDNSKSQVFFKMNSLQSNDTATYYCARALTYYDYE
FAYWCQCTLVTVSARSTKGPEVQLLESGGDLVRPG
GSLRLSCAASGFSFSRYGMSWVRQAPGKGLDWVAH
ISASAGATYYADSVEGRFTISRDNSKNT LFLOMNN
LRADDTAIYYCAKGGKQWLIPWFDFWGQGTLVTVS
)

284

DVDI763L

AB{J33VL

ABOYSVL

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHW
YOQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTD
FTLSINSVESEDIADYYCQONNNWPTTFGAGTKLE
LKRTVAAPDI QMTQSPSSVSASVGDRVT IACRASQ
DISDRLAWYQQKPGKVPEVLIYGASSLOSGVESRE
5GSGSGTDFTLTINSLOPEDFATYYCQQANSEPLT
FGGGTKVEMER

285

DVD764H

ABOSSVH

ARO33VH

EVQLLESGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMS
WVRQAPGKGLDWVAHI SASAGATYYADSVEGRETI
SRDNSKNTLFLOMNNLRACDTAIYYCAKGGKOWLI
PWFDPWGRGTLVIVSSASTKGPOVQLEQSGPGLVY
PSQSLSITCTVSGESLTNYGVRWVROSPGKGLEWL
GVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVEFEMN
SLOSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVS
A

286

DVD764L

ABDI5SVL

ABQ33VL

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIACRASQDISDRLAW
YQOQKPGKVPKVLIYGASSLOSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTINSLOPEDFATY YCQUANSFPLTFGGGTKVE
MEKRTVARPDILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQ
SIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRE
SGSGSGTDFTLSINSVESEDIADY YCQONNNWPTT
FGAGTKLELKR

4A
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Ejemplo 2.58: Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

2) y
Toxoide de Tétanos con el conjunto de enlaces 2

Tabla 69

10

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVvVD

Nombre de
dominio
variable
externoc

Nombre de
dominie
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456769012345

287

DVDE73H

ABD33VH

ABQSSVH

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVH
WVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSIN
KDNSKSQVFFKMNSLOSNODTATYYCARALTYYDYE
FAYWGQGTLVTVSARSTKGPSVFPLAPEVQLLESG
GDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMSWVROAPGK
GLDWVAHISASAGATYYADSVKGRFTISRDNSKNT
LFLOMNNLRADDTAIY YCAKGGKQWLIPWFDPWGO
GTLVTVSS

288

DVDE73L

ABO33VL

ABOS5VL

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHW
YQQRINGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTD
FILSINSVESEDIADY YCQONNNWPTTFGAGTKLE
LERTVAAPSVFIFPPDIOMIQSPSSVSASVGDRVT
IACRASQDISORLAWYQQUKPGEVPKVLIYGASSLO
SGVPSRESGSGSGTDFTLTINSLQPEDFATYYCOQ
ANSFPLTFGGGTKVEMKR

289

DVDB74H

ABO95VH

AB(033VH

EVQLLESGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMS
WVRQAPGKGLDWVAHISASAGATYYADSVKGRFTI
SRDNSKNTLFLCOMNNLRADDTAIYYCAKGGKQWLI
PWFDPWGOGTLVTVSSASTRGPSVFPLAPOVOLEKQ
SGPGLVQPSQSLSITCTVSGESLTNYGVHWVRQSP
GKGLEWLGVIWSGENTDYNTPFTSRLSINKDNSKS
QVFFEMNSLOSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGO
GTLVTVSA

290

DvDB74L

ABJ95VL

ABO33VL

DIOMTOSPSSVSASVGDRVTIACRASQDISDRLAW
YOQKPGKVPKVLIYGASSLQSGVPSRFSGSGSGTID
FTLTINSLQPEDFATYYCQQANSFPLTFGGGTKVE
MKRTVAARPSVEIFPPDILLTOSPVILSVSPGERVS
FSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESI
SGIPSRFSGSGSGTOFTLSINSVESEDIADYYCQQ
NNNWPTTFGAGTKLELKR

10
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Ejemplo 2.59:

Generacidn

426

de DVD-lgs de EGFR (sec.

Toxoide de Tétanos con el conjunto de enlaces 3

Tabla 70

2) y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DvD

Nombre de
dominie
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567650123456783012345

291

DVDETOH

ABO33VH

AB0O9SVH

OVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGESLTNYGVH
WVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTEFTSRLSIN
KDNSKSQVEFFKMNSLOSNDTAIYYCARALTYYDYE
FAYWGOGTLVTVSAASTKGPSVEFPLAPEVQLLESG
GDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMSWVRQAPGK
GLDWVAHISASAGATYYADSVKGRFTISRDNSKNT
LFLOMNNLRADDTAIYYCAKGGKQWLI PRFDPRGO
GTLVTVSS

292

DVDBTOL

AV0O33VL

AB095VL

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHW
YOORTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTD
FTLSINSVESEDIADYYCQONNNWPTTFGAGTKLE
LERTVAAPDIQMTQSPSSVSASVGDRVTIACRASQO
DISDRLAWYQOKPGKVPKVLIYGASSLOSGVPSRE
SGSGSGTDFTLTINSLOPEDFATYYCQOQANSFPLT
FGGGTEKVEMKR

293

CVD880OH

AB(Q95VH

ABO33VH

EVQLLESGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMS
WVRQAPGKGLDWVAHISASAGATYYADSVEGRFTI
SRDNSKNTLFLOMNNLRADDTAIYYCAKGGKQWLI
PWFDPHGOGTLVTVSSASTRGPSVFPLAPOVOLKQD
SGPGLVOPSOSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVROSP
CEGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKES
QVEFKMNSLOSNDTAI YYCARALTYYDYEFAYWGY
GTLVTVSA

DVDBBOL

ABQOSVL

AVO33VL

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIACRASQDISDRLANW
YQOKPGKVPKVLIYGASSLOSGVPSRESGSGSGTD
FTLTINSLQPEDFATYYCQQANSFPLTFGGGTKVE
MKRTVAAPDILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASY
SIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRF
SGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQONNNWPTT
FGAGTKLELKR

%1
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Ejemplo 2.60: Generacién de DVD-lgs de EGFR (sec.

2) y
Toxoide de Tétanos con el conjunto de enlaces 4

Tabla 71

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominic
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

295

DVDBE5H

BBO33VH

ABO95VH

QVQLKQSGPGLVQPSOSLSITCTVSGFSLTNYGVH
WVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPETSRLSIN
KDNSKSQVFFKMNSLOSNDTAIYYCARALTYYDYE
FAYWGQGTLVTVSAASTRGPEVOLLESGGOLVRPG
GSLRLSCAASGFSFSRYGMSWVROAPGKGLDWVAH
ISASAGATYYADSVEGRETISRDNSENTLFLOMNN
LRADDTAIYYCAKGGKQWLIPWFDPWGQGTLVTVS
S

296

DVD8B5L

ABO33VL

AB095VL

DILLTQSPEVILSVSPGERVSFSCRASQOSIGTNTIHW
YOQRINGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTD
FTLSINSVESEDIADYYCQONNNWPTTFGAGTKLE
LEKRTVARPSVFIFPPDIQMTQS PSSVSASVGDRVT
TACRASQDISDRLAWYQQKPGKVPKVLIYGASSLO
SGVPSRESGSGSGTIDFTLTINSLOQPERFATYYCOQ
ANSFPLTFGGGTKVEMKR

297

DVDB8EH

ABOO95SVH

ABO33VH

EVQLLESGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMS
WVRQAPGKGLDWVAHISASAGATYYADSVKGRFTI
SRDNSKNTLFLOMNNLRADDTAIYYCAKGGKQWLI
PWEDPWGOGTLVTVSSASTRGPOVOLKQSGPGLVQ
PSQSLSITCTVSGFSLINYGVHWVROSPGKGLEWL
GVIWSGGNTDYNTEFTSRLSINKDNSKSQVFFKMN
SLOSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGCTLVIVS
A

DVD84BL

ABROS5VL

ABO33VL

DIOMTQSPSSVSASVGDRVTIACRASQDISDRLAW
YQQKPGKVPKVLIYGASSLQSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTINSLOPEDFATYYCQQANSFPLTFGGGTKVE
MERTVAAPSVFIFPPDILLTQS PVILSVSPGERVS
FSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASEST
SGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQOD
NNNWPTTFGAGTKLELKR

-



Ejemplo 2.61:

428

Generacion de DVD-Igs de VEGF (sec. 1)

Toxoide de Tétanos con el conjunto de enlaces 1

Tabla 72

y

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
oVvVD

Nombre de
dominio
variable
axterno

Nombre de
dominio
variable
interno

Sacuencia

12345678901234567890123456789012345

299

DVDB69H

ABG14VH

ABO95VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMN
WYRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRETF
SLDTSKSTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGS
SHWY FDVWGQGTLVIVSSASTKGPEVQLLESGGDL
VRPGGSLRLSCAASGF SFSRYGMSWVRQAPGKGLD
WVAHISASAGATYYADSVKGRFTISRDNSKNTLFL
OMNNLRADDTALYYCAKGGKQWLIPWFDPWGQGTL
VTVSS

300

DvD869L

ABQO14VL

ABO95VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITLSASQDISNYLNW
YOOKPGKAPKVLIYFTSSLHSGVESRESGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYYCQQYSTVPWIFGQGTKVE
IKRTVAARPDTQMTQSPSSVSASVGDRVTIACRASG
DISDRLAWYQQKPGKVPRKVLIYGASSLOSGVESRE
SGSGSGTDFTLTINSLOPEDFATYYCQOANSEPLT
FGGGTKVEMER

301

DVDETQH

AB0O5VH

ABO14VH

EVQLLESGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMS
WVROAPGKGLDWVAHISASAGATYYADSVKGRETI
SRDNSKNTLFLOMNNLRADDTAIYYCAKGGKOWLI
PWFDPWGOGTLVTVSSASTRGPEVQLVESGGGLV(Q
PGGSLRLSCAASGYTFTNYGMNAVROAPGRGLEWV
GWINTYTGEPTYAADFKRRFTFSLDTSKSTAYLQM
NSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSHWYFDVWGQOGTL
VTVSS

DVD870L

ARDSSVL

AB014VL

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIACRASQDISDRLAW
YQOKPGKVPKVLIYGASSLOSGVESRESGSGSGTD
FTLTINSLOPEDFATYYCQOANSFPLTFGGGTKVE
MKRTVAAPDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQO
DISNYLNWYQQKPGKAPKVLIYFTSSLASGVESRE
SGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQYSTVERT
FGQGTKVEIKR

4£3
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Ejemplio 2.62:

429

Generacién de DVD-Igs de VEGF (sec. 1)

Toxoide de Tétanos con el conjunto de enlaces 2

Tabla 73

y

SEC
1D NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
wvariable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

303

DVD875H

AB0O14VH

ABGOSVH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGY TFTNYGMN
WVRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRETF
SLDTSKSTAYLOMNSLRALDTAVYYCAKYPHYYGS
SHWY FDVWGQGTLVTVSSASTRGPSVEPLAPEVQL
LESGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMSWVRY
APGKGLDWVAHISASAGATYYADSVKGRFTISRDON
SKNTLFLOMNNLRADDTAIYYCAKGGKQWLIPWED
PWGOGTLVTVSS

304

bvD875L

ABG14VL

ABOI9SVL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNW
YOOKPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVE
IKRTVAAPSVEIFPPDIQMTQSPSSVSASVGDRVT
IACRASQDISDRLAWYQQKPGKVPKVLIYGASSLO
5GVPSRFSG5GSGTDFTLTINSLQPEDFATYYCQQ
ANSFBELTFGGGTKVEMKR

305

DVDETEH

ABJ95VH

ARB014VH

EVQLLESGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMS
WYRQAPGKGLDWVAHI SASAGATYYADSVEKGRFTI
SRDONSENTLFLOMNNLRADDTAIYYCARKGCKQWLI
PWFDPWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPEVQLVE
SGEGGLVQPGGSLRLSCAASGY TFTNYGMNWVROAP
GKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTFSLDTSK
STAYLOMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSHWYFD
VWGQGTLVTVSS

306

DVD876L

ABO95VL

AB014VL

DIQMTQSP3SVSASVGDRVTIIACRASQDISDRLAW
YQOKPGKVPEVLIYGASSLQSGVPSRFSGSGSGTID
FTLTINSLOPEDFATY YCQOANSFPLTFGGGTKVE
MKRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPSSLSASVGDRVT
ITCSASQDISNYLNWYQQKPGKAPKVLIYFTSSLHE
SGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQ
YSTVPWTFGQGTEVEIKR
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Ejemplo 2.63:

430

Generacién de DVD-Igs de VEGF (sec. 1)

Toxcide de Tétanos con el conjunto de enlaces 3

Tabla 74

y

SEC
ID NO|

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominic
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456782012345

307

DVDESL1H

ABO14VH

ABQ35VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFINYGMN
WVRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTF
SLDTSKSTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGS
SHWY FDVWGQGTLVIVSSASTRGPSVEFPLAPEVOL
LESGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMSWVRO
APGKGLDWVAHISASAGATYYADSVKGRFTISRON
SKNTLFLOMNNLRADDTAIYYCAKGGEKOWLIPWFD
PWGQGTLVTVSS

308

DVDEB1L

ABO14VL

ABOOSVL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNW
YOQKPGKAPKVLIYEFTSSLHSGVPSRESGSGSGTD
FTLTISSLOPEDFATYYCQQYSTVPWIFGQGTKVE
IKRTVAAPDIOMTQSPSSVSASVGDRVT IACRASD
DISDRLAWYQQKPGKVPKVLIYGASSLOQSGVPSRE
SGSGSGTDFTLTINSLOPEDFATYYCQQANSEPLT
FGGGTKVEMKR

309

DVDB82H

ABOO5VH

ABO14VH

EVQLLESGGDLVRPGGSLRLSCAASGESFSRYGMS
WVRQAPGKGLDWVAHISASAGATYYADSVKGRFTI
SRDNSKNTLFLOMNNLRADDTAIYYCAKGGKQWLI
PWFDPRGOGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPEVQLVE
SGGGELVOPGGSLRLSCAASGY TFTNYGMNWVROAP
GKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTFSLOTSK
STAYLOMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSHWYED
VWGOGTLVTVSS

310

DVDE8B2L

AB0O95VL

ABO14VL

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIACRASQDISDRLAW
YQOKPGKVPKVLIYGASSLOQSGVESRESGEGSGTD
FTLTINSLQPEDFATYYCQQANSFPLTFGGGTKVE
MERTVAAPDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQ
DISNYLNWYQQKPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRE
SGSGSGIDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYSTVRWT
FGQGTRVEIKR

465
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Ejemplo 2.64:

431

Generacién de DVD-Igs de VEGF (sec. 1)

Toxoide de Tétanos con el conjunto de enlaces 4

Tabla 75

4

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominie
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456769012345

311

DVDB8T7H

ABO14VH

ABQOSVH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGY TFTNYGMN
WYRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRETE
SLDTSKSTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGS
SHWY FDVWGQGTLVTVSSASTKGPEVOLLESGGDL
VRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMSWVRQAPGKGLD
WVAHISASAGATYYADSVKGRFTISRONSKNTLEL
QMNNLRADDTAIYYCAKGGKOWLIPWFDPWGQGTL
VIVSS

312

DvDE87L

ABC14VL

ABQ95VL

DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCSASODISNYLNW
YOOKPGKAPKVLIYPTSSLHSGVPSRESGSGSGID
FTLTISSLOPEDFATYYCQQYSTVPWIFGQGTIKVE
IKRTVAAPSVEIFPPDIQMIQSPSSVSASVGDRVT
IACRASQDISDRLAWY QQKPGKVPKVLIYGASSLQ)
SGVPSRFSGSGSGTDFTLTINSLOPEDFATYYCQO
ANSFPLTFGGGTKVEMKR

313

DVDBE8H

ABDSSVH

ABO14VH

EVQLLESGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMS
WVRQAPGKGLDWVAHI SASAGATYYADSVKGRETI
SRDNSKNTLFLOMNNLRADDTAIYYCAKGGKCOWLI
PWFDPWGQGTLVIVSSASTKGPEVOLVESGGGLVQ
PGGSLRLSCAASGYTETNYGMNWVRGAPGKGLEWY
GWINTYTGEPTYAADFKRRETFSLDTSKSTAYLOM
NSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSHWYFDVWGQGTL
VIVES

314

DVD88EL

ABQ95VL

ABD14VL

DIQMTQSPSSVSASVGDRVT IACRASCDISDRLAW
YOOKPGEVPKVLIYGASSLOSGVPSRESGSGSGTD
FTLTINSLQPEDFATYYCQQANSFPLTFGGGTKVE
MEKRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPSSLSASVGDRVT
ITCSASODISNYLNWYQQKPGKAPKVLIYFTSSLHE
SGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQO
YSTVPWTFGQGTXVEIKR
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Ejemplo 2.65:

Generacién de DVD-Igs de Toxoide de Tétanos

432

y Toxoide de Tétanos con el conjunto de enlaces 1

Tabla 76

SEC
1D NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominic
variable
externoc

Nombre de
dominie
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456782012345

315

DVDEBSH

AB0OS5VH

ABO95VH

EVQLLESGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMS
WVRQAPGKGLDWVAHI SASAGATYYADSVRGRETI
SRDNSENTLFLOMNNLRADDTAIYYCAKGGKQWLT
PWFDPWGQGTLVIVSSASTKGPEVOLLESGGDLVR
PGGSIRLSCAASGFSFSRYGMEWVRQAPGKGLDWY
AHISASAGATYYADSVKGRETISRDNSKNTLELOM
NNLRADDTAIYYCAKGGKQOWLI PWFDPWGQGTLVT
VES

316

DvD8a9L

ABOY5VL

ABO%5VL

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIACRASQDISORLAW
YOOKPGKVPKVLIYGASSLOSGVPSRFSGSG5GTD
FTLTINSLQPEDFATY YCOQANSEPLTFGGGTKVE
MKRTVAAPDIQMTQSPSSVSASVGDRYTIACRASQ
DISDRLAWYQQKPGKVPKVLIYGASSLQSGVESRE
SGESGSGTNFTLTINSLQPEDFATYYCQQANSFPLT
FGGGTKVEMKR

317

DVDE930H

ABQ95VH

ABQO5VH

EVQLLESGCDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMS
WVRQAPGKGLDWVAHISASAGATYYADSVKGRFTI
SRDNSKENTLFLOMNNLRADDTAIYYCAKGGKQWLI
PWFDPWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPEVQLLE
SGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSESRYGMSWVRQAP
GKGLDWVAHISASAGATYYADSVEGRFTISRDNSK
NTLFLOMNNLRADDTALIYYCAKGGKQWLIPWFDPW
GQGTLVTIVSS

318

DVD89GL

ABQSSVL

ABOOSVL

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIACRASQDISDRLAW
YOOKPGKVPKVLIYGASSLOSGVPSRESGSGSGTD
FTLTINSLQOPEDFATYYCOQQANSFPLTFGGGTKVE
MKRTVAAPSVFIFPPDIQMTOSPSSVSASVGDRVT
IACRASQDISDRLAWY CQKPGKVPKVLIYGASSLG
SGVPSRFSGSGSGTDFTLTINSLOPEDFATYYCQQ
ANSFPLTFGGGTEVEMKR

761
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Ejemplo 2.66:

Generaciéon de DVD-Igs de Toxoide de Tétanos

433

y Toxoide de Tétanos con el conjunto de enlaces 2

Tabla 77

SEC
ID NO

Nombre de

dominio

variable
DVD

Nombre de
dominio
variable
externo

Nombre de
dominio
variable
interno

Secuencia

12345678901234567890123456789012345

319

CVDE91H

ABQS5VH

AR0O35VH

EVQLLESGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMS
WYRQAPGKGLDWVAHISASAGATYYADSVKGRETI
SRONSKNTLFPLOMNNLRADDTATYYCAKGGKQWLI
PWFDPWGQGETLVTVSSASTKGPSVFPLAPEVQLLE
SGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMSWVROAP
GKGLDWVAEISASAGATYYADSVKGRFTISRDNSK
NTLFLOMNNLRADDTAIYYCAKGGRQWLIPWEDPW
GRGTLVTVSS

320

ovD891L

ABQG5VL

ABOSSVL

DIOMTQSPSSVSASVGDRVTIACRASQDISDRLAW
YQOKPGKVPEVLIYGASSLOSGVRPSRFSGSGSGTD
FTLTINSLQPEDFATYYCQOANSFPLTFGGGTKVE
MKRTVAAPDIOMTQSPSSVSASVGDRVTIACRASQ
DISDRLAWYQQKPGKVPKVLIYGASSLOSGVPSRE
SGSGSGTDFTLTINSLQPEDFATYYCQQANSEPLT
FGGGTKVEMER

321

DVD892H

ABOJOVH

ABO9EVH

EVQLLESGGDLVRPGGSLRLSCAASGFSFSRYGMS
WVRQAPGKGLDWVAHI SASAGATYYADSVKGRETI
SRONSKNTLFLOMNNLRADDTAIYYCAKGGKQWLI
PWFDPWGQGTLVIVSSASTKGPEVQLLESGGDLVR
PGCESLRLSCAASGFSFSRYGMSWYROAPGRGLDWY
AHISASAGATYYADSVKGRFTISRDNSKNTLFLOM
NNLRADDTAIYYCAKGGKQWLI PWFDEWGQGTLVT
V55

322

DVD8Y2L

ABOOSVL

AR(O95VL

DIOMTQSPSSVSASVGDRVTIACRASQDISDRLAW
YOOKPGKVPKVLIYGASSLOSGVPSRESGSGSGTD
FTLTINSLOPEDFATYYCQQANSFPLTFGGGTKVE
MKRTVAAPSVFIFPPDIOMTQS PSSVSASVGDRVT
IACRASQDISDRLAWYQCKPGKVPKVLIYGASSLO
SGVESRFSGSGSGTDETLTINSLOQPEDFATYYCQQ
ANSFPLTFGGGTKVEMEKR
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La presente invencion incorpora por referencia en su
totalidad !tas técnicas bien conocidas en el campo de la biologia
molecular y suministro de! farmaco. Esta técnica inciuye, pero no
se limita a, las técnicas descritas en las publicaciones siguientes:

Ausubel, F.M. y colaboradores eds., Short Protocols In
Molecular Biology (4th Ed. 1999) John Wiley & Sons, NY. (ISBN 0-
471-32938-X).

Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and
Performance, Smolen and Ball (eds.}, Wiley, New York (1984);

Giege, R. and Ducruix, A. Barrett, Crystallization of Nucleic
Acids and Proteins, a Practical Approach, 2nd ea., pp. 20 1-16,
Oxford University Press, New York, New York, (1999);

Goodson, in Medical Applications of Controlled Release, vol.
2, pp. 115-138 (1984);

Hammerling, y colaboradores, en: Monoclonal Antibodies
and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, N.Y., 1981);

Harlow y colaboradores, Antibodies: A Laboratory Manual.
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988);

Kabat vy colaboradores, Sequences of Proteins of
Immunoclogical Interest (National Institutes of Health, Bethesda,
Md. (1987) y (1991);

Kabat, E.A., y colaboradores (1991) Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242;

Kontermann and Dube! eds., Antibody Engineering (2001)

Zl
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Springer-Verlag. New York. 790 pp. (ISBN 3-540-41354-5).

Kriegler, Gene Transfer and Expression, A Laboratory
Manual, Stockton Press, NY (1890);

Lu and Weiner eds., Cloning and Expression Vectors for
Gene Function Analysis (2001) BioTechniques  Press.
Westborough, MA. 298 pp. (ISBN 1-881299-21 -X).

Medical Applications of Controlled Release. Langer and
Wise (eds.), CRC Pres., Boca Raton, Fla. (1974);

Old, R. W. & S.B. Primrose, Principles of Gene Manipulation:
An Introduction To Genetic Engineering {(3d Ed. 1985) Blackwell
Scientific Publications, Boston. Studies in Microbiology, V.2:409
pp. (ISBN 0-632-01318-4).

Sambrook, J. y colaboradores eds., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (2d Ed. 1989) Cold Spring Harbor Laboratory
Press, NY. Vols. 1-3. (ISBN 0-87969-309-6).

Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems.
J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, inc., New York, 1978;

Winnacker, E.L. From Genes To Clones: Introduction To
Gene Technology (1987) VCH Publishers, NY (translated by Horst
Ibelgaufts). 634 pp. (1ISBN 0-89573-614-4).

Incorporaciéon por referencia

El contenido de todas las referencias citadas (incluyendo las
referencias de literatura, patentes, solicitudes de patente, y sitios
Web) que se pueden citar a través de esta solicitud son

incorporadas expresamente por este medio por referencia en su

40
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totalidad, al igual que las referencias citadas en las mismas. La
practica de la presente invencion harad uso de, a menos que se
indique lo contrario, técnicas convencionales de inmunologia,
biclogia molecular y biologia celular, que son bien conocidas en
la técnica.
Equivalentes

La presente invenciéon puede incorporarse a otras formas
especificas sin apartarse del espiritu o caracteristicas esenciales
de la misma. Las modalidades precedentes deberan por lo tanto
considerarse en todos los aspectos ilustrativos, mas que limitar, a
la invencién descrita en la presente. El alcance de la invencion se
indica asi por las reivindicaciones anexas, mas que por Ia
descripcion precedente, y todos los cambios que vienen dentro
del significado e intervalo de equivalencia de las reivindicaciones

por lo tanto se desean para comprenderse en la presente.

494
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de unién que comprende una cadena de
polipéptido, en donde la cadena de polipéptido comprende VD1-
{(X1)n-VD2-C-(X2)n, en donde;

VD1 es un primer dominio variable de cadena pesada
obtenido de un primer anticuerpo madre o porcién de union a
antigeno del mismo;

VD2 es un segundo dominio variable de cadena pesada
obtenido de un segundo anticuerpo madre o porcién de union a
antigeno del mismo;

C es un dominio constante de cadena pesada;

{(X1)n es un enlace con la condicién de que no sea CH1, en
donde (X1)n esta presente o ausente; y

(X2)n es una region Fc, en donde (X2)n esta presente o
ausente,

en donde VD1 y VD2 comprenden una secuencia de
aminoacido seleccionada del grupo que consiste de SEC ID NOS:
27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, §5, 57, 323,
325,y 327.

2. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacion
1, en donde la proteina de unién es capaz de unir un par
seleccionado del grupo que consiste de EGFR y CD-3; EGFR e
IGF1R; EGFR y RON; EGFR y HGF; VEGF y EGFR; EGFR vy

ErbB3, EGFR y DLL-4, EGFR y PLGF, EGFR y EGFR, EGFR vy

A2
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RGMa, EGFR y toxoide de tétanos; VEGF y toxoide de tétanos; y
toxoide de tétanos y toxoide de tétanos.

3. Una proteina de unidn de la reivindicacion 1, en donde
(X2)n estd ausente.

4. Una proteina de unién gque comprende una cadena de
polipéptido, en donde la cadena de polipéptido comprende VD1-
(X1)n-VD2-C-(X2)n, en donde,

VD1 es un primer dominio variable de cadena ligera
obtenido de un primer anticuerpo madre o porcion de unién a
antigeno del mismo;

VD2 es un segundo dominio variable de cadena ligera
obtenido de un segundo anticuerpo madre o porciéon de unidon a
antigeno del mismo;

C es un dominio constante de cadena ligera;

(X1)n es un enlace con la condiciéon de que no sea CH1, en
donde (X1)n esta presente o ausente; vy

(X2)n no comprende una regidon Fc, en donde (X2)n esta
presente o ausente, en donde VD1 y VD2 comprenden una
secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que consiste de
SEC iD NOS: 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52,
54, 56, 58, 324, 326, y 328.

5. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion
4, en donde la proteina de unién es capaz de unir un par
seleccionado del grupo que consiste de EGFR y CD-3; EGFR e

IGF1R; EGFR y RON; EGFR y HGF; VEGF y EGFR; EGFR vy

470
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ErbB3, EGFR y DLL-4, EGFR y PLGF, EGFR y EGFR, EGFR y
RGMa, EGFR y toxoide de tétanos; VEGF y toxoide de tétanos; y
toxoide de tétanos y toxoide de tétanos.

6. Una proteina de unién de la reivindicacion 4, en donde
(X2)n esta ausente.

7. Una proteina de unién que comprende las primeras y
segundas cadenas de polipéptido, en donde,

la primera cadena de polipéptido comprende un primer VD1-
(X1)n-VD2-C-(X2)n, en donde

VD1 es un primer dominio variable de cadena pesada
obtenido de un primer anticuerpo madre o porcién de union a
antigeno del mismo;

VD2 es un segundo dominio variabie de cadena pesada
obtenido de un segundo anticuerpo madre o porciéon de unién a
antigeno del mismo;

C es un dominio constante de cadena pesada,

(X1)n es un enlace con la condicién de que no sea CH1, en
donde (X1)n esta presente o ausenie, y

(X2)n es una regidén Fc, en donde (X2)n esta presente o
ausente; y

en donde la segunda cadena de polipéptido comprende un
segundo VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, en donde

VD1 es un primer dominio variable de cadena ligera
obtenido de un primer anticuerpo madre o porcion de unién a

antigeno del mismo;

414-
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VD2 es un segunde dominio variable de cadena ligera
obtenido de un segundo anticuerpo madre o porcion de unién a
antigeno del mismo;

C es un dominio constante de cadena ligera,

{(X1)n es un enlace con la condicién de que no sea CH1, en
donde (X1)n esta presente o ausente; y

(X2)n no comprende una region Fc, en donde (X2)n esta
presente o ausente, en donde los dominios variables de cadena
pesada VD1 y VD2 comprenden una secuencia de aminoacido
seleccionada del grupo que consiste de SEC ID NOS: 27, 29, 31,
33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 323, 325, y 327
y en donde los dominios variables de cadena ligera VD1 y VD2
comprenden una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo
que consiste de SEC ID NOS: 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44,
46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 324, 326, y 328.

8. La proteina de unién de la reivindicacién 7, en donde
la proteina de unién es capaz de unir un par seleccionado del
grupo que consiste de EGFR y CD-3; EGFR e IGF1R; EGFR y
RON; EGFR y HGF; VEGF y EGFR; EGFR y ErbB3, EGFR y DLL-
4, EGFR y PLGF, EGFR y EGFR, EGFR y RGMa, EGFR y toxoide
de tétanos; VEGF y toxoide de tétanos; y toxocide de tétanos y
toxoide de tétanos.

9. La proteina de unién de la reivindicacién 8, en donde
la proteina de unién comprende dos primeras cadenas de

polipéptido vy dos segundas cadenas de pelipéptido.

s
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10. La proteina de unién de la reivindicacién 8, en donde
la regién Fc se selecciona del grupo que consiste de la region Fc
de secuencia nativa y una region Fc de secuencia variable.

11. La proteina de unién de ia reivindicacion 8, en donde
la regién Fc se selecciona del grupo que consiste de una regidn
Fc de un igG1, 1gG2, 1gG3, igG4, IgA, IgM, IgE, y 1gD.

12. La proteina de union de la reivindicacion 8, en donde
VD1 de la primera cadena de polipéptido y VD1 de la segunda
cadena de polipéptido se obtienen del mismo anticuerpo madre ¢
porcion de unién a antigeno del mismo.

13. La proteina de union de la reivindicaciéon 8, en donde
VD1 de la primera cadena de polipéptido y VD1 de la segunda
cadena de polipéptido se obtienen de un anticuerpo madre
diferente o porciéon de unidén a antigeno del mismo.

14. La proteina de unién de la reivindicacién 8, en donde
los VD2s de la primera cadena de polipéptido y los VD2s de la
segunda cadena de polipéptido se obtienen del mismo anticuerpo
madre o porcion de unién a antigeno del mismo.

15. La protelna de unién de la reivindicacion 8, en donde
los VD2s de la primera cadena de polipéptido y los VD2s de la
segunda cadena de polipéptido se obtienen de un anticuerpo
madre diferente o porcion de unidén a antigeno del mismo.

16. La proteina de unidén de la reivindicacién 8, en donde
los primeros y segundos anticuerpos madre unen diferentes

epitopos en el antigeno.
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17. La proteina de unién de la reivindicacién 8, en donde
el primer anticuerpo madre o porcién de unién a antigeno del
mismo, une el primer antigeno con una potencia diferente de la
potencia con la cual el segundo anticuerpo madre o porcion de
unién a antigeno del mismo, une el segundo antigeno.

18. La proteina de unién de la reivindicacién 8, en donde
el primer anticuerpo madre o porciéon de union a antigeno del
mismo, une el primer antigeno con una afinidad diferente de la
afinidad con la cual el segundo anticuerpo madre o porcién de
unién a antigeno del mismo, une el segundo antigeno.

19. La proteina de uniéon de la reivindicacién 8, en donde
e! primer anticuerpo madre o porcién de unién a antigeno del
mismo, y el segundo anticuerpo madre o porcién de unién a
antigeno del mismo, se seleccionan del grupo que consiste de,
anticuerpo humano, anticuerpo injertado en CDR, y anticuerpo
humanizado.

20. La proteina de unidn de la reivindicacién 8, en donde
el primer anticuerpo madre o porcién de union a antigeno del
mismo, y el segundo anticuerpo madre o porcién de unién a
antigeno del mismo, se selecciona del grupo que consiste de un
fragmento Fab; fragmento F(ab');; fragmento bivalente que
comprende dos fragmentos Fab ligados por un enlace de disulfuro
en la regién bisagra; un fragmento Fd que consiste de los
dominios VH y CH1; un fragmento Fv que consiste de los

dominios VL y VH de una sola ramificaciéon de un anticuerpo; un

r
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fragmento dAb, una region de determinacidn de
complementariedad (CDR) aislada; un anticuerpo de cadena
simple; y un diacuerpo.

21. La proteina de unién de la reivindicacién 8, en donde
la proteina de unidén posee por lo menos una caracteristica
deseada exhibida por el primer anticuerpo madre o porcion de
union a antigeno del mismo, o por el segundo anticuerpo madre o
porcion de unién a antigeno del mismo.

22. La protefna de unidén de la reivindicacién 21, en donde
la caracteristica deseada se selecciona de uno 0 mas parametros
del anticuerpo.

23. La proteina de unién de la reivindicacion 22, en donde
los parametros del anticuerpo se seleccionan del grupo que
consiste de especificidad de antigeno, afinidad a antigeno,
potencia, funcién biolégica, reconocimiento de epitopo,
estabilidad, solubilidad, eficacia de produccién, inmunogenicidad,
farmacocinética, biodisponibilidad, reactividad cruzada de tejido,
y unién a antigeno ortélogo.

24. Una DVD-lg capaz de unir dos antigenos que
comprenden cuatro cadenas de polipéptido, en donde ias primeras
y terceras cadenas de polipéptido comprenden VD1-(X1)n-VD2-C-
(X2)n, en donde

VD1 es un primer dominio variable de cadena pesada
obtenido de un primer anticuerpo madre o porcién de unién a

antigeno del mismo,;
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VD2 es un segundo dominio variable de cadena pesada
obtenido de un segundo anticuerpo madre o porciéon de unién a
antigeno del mismo;

C es un dominio constante de cadena pesada;

(X1)n es un enlace con la condicién de que no sea CH1, en
donde {X1)n esta presente o ausente; y

(X2)n es una region Fc, en donde (X2)n esta presente o
ausente;

y en donde la segundas y cuartas cadenas de polipéptido
camprenden VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, en donde

VD1 es un primer dominio variable de cadena ligera
obtenido de un primer anticuerpo madre o porcion de unidon a
antigeno del mismo;

VD2 es un segundo dominio variable de cadena ligera
obtenido de un segundo anticuerpo madre o porcién de union a
antigeno del mismo;

C es un dominio constante de cadena ligera,

(X1)n es un enlace con la condicién de que no sea CH1, en
donde (X1)n esta presente o ausente, y

(X2)n no comprende una region Fc, en donde (X2)n esta
presente o ausente, en donde los dominios variables de cadena
pesada VD1 y VD2 comprenden una secuencia de aminoacido
seleccionada del grupo que consiste de SEC ID NOS: 27, 29, 31,
33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 67, 323, 325, y 327

y en donde los dominios variables de cadena ligera VD1 y VD2

421



13

20

25

445

comprenden una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo
que consiste de SEC ID NOS: 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44,
46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 324, 326, y 328.

25. Un método para generar una inmunoglobulina de
dominio variable dual capaz de unir dos antigenos que
comprenden las etapas

a) obtener un primer anticuerpo madre o porcién de union
a antigeno del mismo, capaz de unir un primer antigeno,

b) obtener un segundo anticuerpo madre o porcién de
unidn a antigeno del mismo, capaz de unir un segundo antigeno,

c) construir la primera y tercera cadena de polipéptido
que comprenden VD1-{X1)n VD2-C-(X2}n, en donde

VD1 es un primer dominic variable de cadena pesada
obtenido del primer anticuerpo madre o porciéon de unién a
antigeno del mismo;

VD2 es un segundo dominio variable de cadena pesada
obtenido del segundo anticuerpo madre o porcién de unidéon a
antigeno del mismo;

C es un dominio constante de cadena pesada;

(X1)n es un enlace con la condicién de que no sea CH1, en
donde (X1)n estad presente o ausente; y

(X2)n es una regidn Fc, en donde (X2)n estd presente o
ausente;

d) construir la segunda y cuarta cadenas de polipéptido

que comprenden VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, en donde
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VD1 es un primer dominio variable de cadena ligera
obtenido del primer anticuerpo madre o porcién de union a
antigeno del mismo;

VD2 es un segundo dominio variable de cadena ligera
obtenido del segundo anticuerpo o antigeno madre que une de
eso;

C es un dominio constante de cadena ligera;

(X1)n es un enlace con la condicién de que no sea CH1, en
donde {X1)n esta presente o ausente; vy

(X2)n no comprende una region Fc, en donde (X2)n esta
presente o ausente;

e) expresar las primeras, segunda, terceras y cuartas
cadenas de polipéptido; tal que sea generada una
inmunoglobulina de dominio variable dual capaz de unir el primer
y segundo antigeno: en donde los dominios variables de cadena
pesada VD1 y VD2 comprenden una secuencia de aminoacido
seleccionada del grupo que consiste de SEC ID NOS: 27, 29, 31,
33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 323, 325, y 327
y en donde los dominios variables de cadena ligera VD1 y VD2
comprenden una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo
que consiste de SEC ID NOS: 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44,
46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 324, 326, y 328.

26. E| método de la reivindicacién 25, en donde el primer
anticuerpo madre o porcién de unién a antigeno del mismo, y el

segundo anticuerpo madre o porciéon de uniéon a antigeno del
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mismo, se seleccionan del grupo que consiste del, anticuerpo
humano, anticuerpo injertado en CDR, y anticuerpo humanizado.

27. EI método de la reivindicacién 25, en donde el primer
anticuerpo madre o porcién de union a antigeno del mismo, y el
segundo anticuerpo madre o porcién de unién a antigeno del
mismo, se selecciona del grupo que consiste de un fragmento
Fab, un fragmento F(ab');, un fragmento bivalente que comprende
dos fragmentos Fab ligados por un enlace de disulfuro en la
regién bisagra; un fragmento Fd que consiste de los dominios VH
y CH1; un fragmento Fv que consiste de los dominios V&L y VH de
una sola ramificacion de un anticuerpo, un fragmento dAb, una
region de determinacion de complementariedad (CDR) aislada, un
anticuerpo de cadena simple, y diacuerpos.

28. El método de la reivindicacién 25, en donde el primer
anticuerpo madre o porcidén de unién a antigeno del mismo posee
por lo menos una caracteristica deseada exhibida por ia
inmunoglobulina de dominio variable dual.

29. ElI método de la reivindicacion 25, en donde el
segundo anticuerpo madre o porcién de unién a antigeno del
mismo posee por lo menos una caracteristica deseada exhibida
por la inmunoglobulina de dominio variable dual.

30. El método de la reivindicacién 25, en donde la regién
Fc se selecciona del grupo que consiste de una regién Fc de

secuencia nativa y una regién Fc de secuencia variable.
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31. El método de la reivindicacién 25, en donde la region
Fc se selecciona del grupo que consiste de una region Fc de un
1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgM, IgE. y lgD.

32. EI método de la reivindicacion 28, en donde la
caracteristica deseada se selecciona de uno o mas parametros
del anticuerpo.

33. El método de la reivindicacién 29, en donde la
caracteristica deseada se selecciona de uno o mas parametros
del anticuerpo.

34. E! método de la reivindicacién 32, en donde los
parametros del anticuerpo se seleccionan del grupc que consiste
de especificidad de antigeno, afinidad a antigeno, potencia,
funcién bioldgica, reconocimiento de epitopo, estabilidad,
solubilidad, eficacia de produccion, inmunogenicidad,
farmacocinética, biodisponibilidad, reactividad cruzada de tejido,
y unién a antigeno ortélogo.

35. ElI meétodo de la reivindicacién 33, en donde los
parametros de anticuerpo se seleccionan del grupo que consiste
de especificidad de antigeno, afinidad a antigeno, potencia,
funcién biologica, reconocimiento de epftopo, estabilidad,
solubilidad, eficacia de produccién, inmunogenicidad,
farmacocinética, biodisponibilidad, reactividad cruzada de tejido,
y unién a antigeno ortélogo.

36. E! método de la reivindicacién 25, en donde el primer

anticuerpo madre o porcién de unién a antigeno del mismo, une &l
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primer antigeno con una afinidad diferente que la afinidad con la
cual el segundo anticuerpo madre o porcién de unidn a antigeno
del mismo, une el segundo antigeno.

37. EIl método de la reivindicaciéon 25, en donde el primer
anticuerpo madre o porcién de unién a antigeno del mismo, une el
primer antigeno con una potencia diferente que la potencia con la
cual el segundo anticuerpo madre o porcién de unidén a antigeno
del mismo, une el segundo antigeno.

38. Un método para generar una inmunoglobulina de
dominio variable dual capaz de unir dos antigenos con las
caracteristicas deseadas que comprende las etapas de

a) obtener un primer anticuerpo madre o porcidn de unidn
a antigeno del mismo, capaz de unir un primer antigeno y poseer
por lo menos wuna caracteristica deseada exhibida por Ia
inmunoglobulina de dominio variable dual;

b) obtener un segundo anticuerpo madre o porcién de
unién a antigeno del mismo, capaz de unir un segundo antigeno y
poseer por lo menos una caracteristica deseada exhibida por la
inmunoglobulina de dominio variable dual;

¢) construir la primera y tercera cadenas de polipéptido
encadena que comprende VD1-(X1)n VD2-C-(X2)n, en donde;

VD1 es un primer dominio variable de cadena pesada
obtenido del primer anticuerpoc madre o porcidn de unién a
antigeno del mismo;

VD2 es un segundo dominio variable de cadena pesada

964
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obtenido del segundo anticuerpoc madre o porcion de unién a
antigeno del mismo,

C es un dominio constante de cadena pesada;

(X1)}n es un enlace con la condicién de que no sea CH1, en
donde {X1)n esta presente o ausente; vy

(X2)n es una region Fc, en donde (X2)n estd presente ©
ausente;

d) construir la segunda y cuarta cadenas de polipéptido
que comprenden VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, en donde;

vD1 es un primer dominio variable de cadena ligera
obtenido del primer anticuerpo madre o porcién de uniéon a
antigeno del mismo;

VD2 es un segundo dominio variable de cadena ligera
obtenido del segundo anticuerpo madre o porcion de unién a
antigeno del mismo;

C es un dominio constante de cadena ligera,;

(X1)n es un enlace con la condicién de que no sea CH1, en
donde (X1)n esta presente o ausente; y

(X2)n no comprende una regiéon Fc, en donde (X2)n esta
presente o ausente;

e) expresar la primera, segunda, tercera Yy cuarta
cadenas de polipéptido, tal que se genere una inmunoglobulina de
dominio variable dual capaz de unir el primer y segundo antigeno

con las caracteristicas deseadas.



Figura 1

B

DVDIda

DVD2-lg

IDI2.E3
Quimera Y H Vi s J kY

15F5.GS

CQuimera

11



Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

L Hﬂiﬂjl_lﬂllfllliﬁaﬂll!“ﬂJslllelﬁmHHIM'WIME

- 11-161641- -00000-0

Fecha: 2011-11- 131;
SUPERINTENDENCIA T 31 PATEnag 08 Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Eve: 379 FASEN, I
Act. 411 PRESENTACION Folios: 486 ACIONALII

PATENTE DE INVENCION [ MODELO DE UTILIDAD [] Art 33 Decisién 486/00
O Indicacién que solicita una patente
O Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
O Descripcién de la invencién
O Dibujos de ser estos pertinentes
Cl Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser casc formato de descuento)

Completa O Incompleta  []

PATENTE DE INVENCION PCT [X] MODELO DE UTILIDAD PCT [J Art .33 Decisién 486/00, Circular

Unica
4 Indicacién que se solicita una PCT
36 A Copia de |a solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resume})
4644 Dibujos de ser estos pertinentes.
2 Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)
Completa x Incompleta [
DISENO INDUSTRIAL [} (Art. 119 Decisién 486/00)
O Indicacién que se solicita Disefio Industrial
O Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
O Representacidn grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que
Incorpora el disefo
O Comprobante de pago de las tasas establecidas
Completa O Incompleta [
ESQUEMA TRAZADO [ (Art. 92 Decision 486/00)
M| Indicacion que se solicita un esquema de trazado
O Datos de Identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
| Representacion grafica de un esquema de trazado
O Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa O Incompleta [




