10

15

20

1
REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo biespecifico heterodimérico que
comprende un primer dominio funcional de unidén a antigeno capaz
de unirse especificamente a PD-1 y un segundo dominio funcional
de unidén a antigeno capaz de unirse especificamente a HER2, en
donde el anticuerpo biespecifico heterodimérico comprende una
primera cadena Fc y una segunda cadena Fc que estan unidas
entre si a través de uno o mas enlaces disulfuro, estando la
primera cadena Fc y la segunda cadena Fc unidas respectivamente
al dominio funcional de unidén a antigeno PD-1 y al dominio
funcional de unién a antigeno HER2 a través de un enlace
covalente o un enlazador, o estando la primera cadena Fc y la
segunda cadena Fc unidas respectivamente al dominio funcional
de unidén a antigeno HER2 y al dominio funcional de unidén a
antigeno PD-1 a través de un enlace covalente o un enlazador,
y la primera cadena Fc y la segunda cadena Fc comprenden 5
sustituciones de aminoacidos en las siguientes posiciones:

1) sustituciones de aminoacidos en las posiciones T366 y
D399 de la primera cadena Fc y sustituciones de aminoacidos en
las posiciones L351, Y407 y K409 de la segunda cadena Fc;
donde las sustituciones de aminoacidos comprenden

a) Sustituciones de T366L y D399R en la primera cadena Fc y

sustituciones de L351E, Y407L y K409V en la segunda cadena Fc;

b) sustituciones T366L y D399C en la primera cadena Fc y

sustituciones L351G, Y407L y K409C en la segunda cadena Fc;

Cc) sustituciones T366L y D399C en la primera cadena Fc y
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sustituciones L351Y, Y407A y K409P en la segunda cadena Fc;

d) Sustituciones de T366P y D399N en la primera cadena Fc y
sustituciones de L351V, Y407P y K409S en la segunda cadena Fc;

e) sustituciones T366W y D399G en la primera cadena Fc y
sustituciones L351D, Y407P y K409S en la segunda cadena Fc;

) sustituciones T366P y D3991 en la primera cadena Fc y
sustituciones L351P, Y407F y K409F en la segunda cadena Fc;

g) Sustituciones de T366V y D399T en la primera cadena Fc y
sustituciones de L351K, Y407T y K409Q en la segunda cadena Fc; o

h) Sustituciones de T366L y D399A en la primera cadena Fc y

sustituciones de L351W, Y407H y K409R en la segunda cadena Fc; o

2) sustituciones de aminoacidos en las posiciones T366 y
K409 de la primera cadena Fc y sustituciones de aminoacidos enlas
posiciones L351, D399, y Y407 de la segunda cadena Fc;
donde las sustituciones de aminoacidos comprenden
a) Sustituciones de T366L y K409V en la primera cadena Fc y
sustituciones de L351E, Y407L y D399R en la segunda cadena Fc;
b) sustituciones T366L y K409C en la primera cadena Fc y sustituciones
L351G, Y407L y D399C en la segunda cadena Fc;
Cc) sustituciones T366L y K409P en la primera cadena Fc y sustituciones
L351Y, Y407A y D399C en la segunda cadena Fc;
d) sustituciones de T366P y K409S en la primera cadena Fc vy
sustituciones de L351V, Y407P y D399N en la segunda cadena Fc;
e) sustituciones T366W y K409S en la primera cadena Fc y sustituciones
L351D, Y407P y D399G en la segunda cadena Fc;

T) sustituciones T366P y K409F en la primera cadena Fc y sustituciones
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L351P, Y407F y D3991 en la segunda cadena Fc;

g) Sustituciones de T366V y K409Q en la primera cadena Fc y
sustituciones de L351K, Y407T y D399T en la segunda cadena Fc; o

h) Sustituciones de T366L y K409R en 1la primera cadena Fc vy
sustituciones de L351W, Y407H y D399A en la segunda cadena Fc,

en donde la primera y segunda cadenas Fc que comprenden las sustituciones
de aminoacidos anteriores tienen wuna tendencia a experimentar
heterodimerizacién en lugar de homodimerizacién, y las posiciones
de aminoacidos estan numeradas de acuerdo con el sistema de numeracioén

EU de Kabat,
en donde los dominios funcionales de unién a antigeno PD-1 y

HER2 son fragmentos Fab o fragmentos scFv.

2. El anticuerpo biespecifico heterodimérico de la reivindicacion 1,
en donde las sustituciones de aminoacidos de la primera cadena Fc son
T366L y D399R, y las sustituciones de aminoacidos de la segunda cadena

Fc son L351E, Y407L, y K409V.

3.El anticuerpo biespecifico heterodimérico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 2, en donde la cadena Fc se deriva de IgG.

4_El anticuerpo biespecifico heterodimérico de la reivindicacioén 1,
en donde los dominios funcionales de unién a antigeno PD-1 y HER2 son
todos fragmentos Fab.

5. EI anticuerpo biespecifico heterodimérico de la reivindicacion 1,
en donde uno de los dominios funcionales de unién a antigeno PD-1 y

HER2 es unfragmento Fab y el otro es un fragmento scFv.
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6. El anticuerpo biespecifico heterodimérico de una cualquiera de las

reivindicaciones 4 a 5, en donde el fragmento Fab comprende una
primera region variable de cadena pesada y una segunda region variable
de cadena pesada que son diferentes entre si y una primera region
variable de cadena ligera y una segunda region variable de cadena

ligera que son diferentes entre si.

7. El anticuerpo biespecifico heterodimérico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 y 3 a 6, en donde, cuando cada una de laprimera
cadena Fc se unen covalentemente al dominio funcional de unidén a
antigeno PD-1 y la segunda cadena Fc se unen covalentemente al dominio
funcional de unién a antigeno HER2, o cada una de la primera
cadena Fc se unen covalentemente al dominio funcional de unidén a
antigeno HER2 y la segunda cadena Fc se unen covalentemente al dominio
funcional de unidn a antigeno PD-1 esta presente con un agente
reductor, la relacién en peso de constituyentes homodimérica es

inferior al 50 %.

8. El anticuerpo biespecifico heterodimérico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1, 2 a 3, 4 a 7, en donde una secuencia de aminoacidos

del anticuerpo biespecifico se comprende al menos las SEQ ID NOs. 2,

4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, y 18.

9.Un polinucledétido aislado que codifica el anticuerpo biespecifico
heterodimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1

a 8.
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10. El polinucledtido aislado de la reivindicacion 9, que tiene una

secuencia seleccionada de las SEQ ID NOs. 1, 3,5, 7, 9, 11, 13, 15 vy
17.
11. Un vector de expresion recombinante que comprende el polinucledtido

aislado de la reivindicacioén 9 o 10.

12. El vector de expresion recombinante de la reivindicacion 11, en
donde el vector de expresion es un vector plasmidico XOGC obtenido
mediante la modificacidon de ADNpc.

13. Una célula huésped derivada de una linea celular huésped
gue comprende el polinucleétido aislado de la reivindicacion 9 o 10,

o el vector de expresionrecombinante de la reivindicacién 11 o 12.

14. La célula huésped de la reivindicacion 13, en donde la linea
célular huésped se selecciona de una linea célular de rifAo6n
embrionaria humana HEK293, o I inea HEK293T, I i1nea
HEK293E, o I inea HEK293F derivadas de la célula HEK293; y una

linea célular de ovario de hamsterchino CHO, o linea celular CHO-S,

Iinea celular CHO-dhfr—, Iinea celular CHO/DG44, o Ilinea celular
ExpiCHO derivadas de la célula CHO.

15. Una composicién que comprende el anticuerpo
biespecifico heterodimérico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, el polinucledtido aislado de la reivindicacién 9 o

10, el vector de expresion recombinante dela reivindicacion 11 o 12, o
la I'inea célular huésped de 1la reivindicaciéon 13 o 14, y un

vehiculo farmacéuticamente aceptable.



16. Un método para producir el anticuerpo biespecifico
heterodimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
comprendiendo el método:

1) expresar el polinucledtido aislado de la reivindicacion
9 o 10 o el vector de expresion recombinante de la
reivindicacion 11 o 12 en una célula huésped;
2) purificar y reducir cada proteina expresada en la
célula huésped; vy
3) mezclar las proteinas reducidas y después oxidar la
mezcla.

17. El método de la reivindicacion 16, en donde la célula
huésped se selecciona de una célula de rifién embrionaria humana
HEK293, o HEK293T, HEK293F, o HEK293E derivadas de la célula
HEK293; y una célula de ovario de hamster chino CHO, o CHO-S,
CHO-dhfr-, CHO/DG44, o ExpiCHO derivadas de la célula CHO.

18. El método de la reivindicacion 16 o 17, en donde la
reduccion comprende:

1) afadir un agente reductor, en donde el agente reductor

se selecciona de 2-mercaptoetilamina, ditiotreitol, tri(2-
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.
carboxietil)fosfina, otros derivados quimicos, y una

combinacioéon de los mismos,

2) realizar una reacciéon de reduccidon en presencia de

ditiotreitol a una concentracioéon de 0.1 mM o mas a 4 °C durante

3 horas, y
3) eliminar el agente reductor por desalinizacioén, etc.
19.El método de una cualquiera de las reivindicaciones

16 a 18, en donde la oxidacidon comprende:

1) oxidar en aire o afadir un agente oxidante, en donde

el agente oxidante se selecciona de &cido L-deshidroascorbicoy

otros derivados quimicos, Yy

2) realizar una reaccidén de oxidacién en presencia de
acido L-deshidroascorbico a una concentracion de 0.5 mM o méas
a 4 °C durante 5 horas.

2 0 . EI método de una cualquiera de las reivindicaciones

16 a 19, que comprende ademas aislar y purificar.



