MOLECULAS DE UNION PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con moléculas de union novedosas.
La invencién se relaciona de manera especifica con moléculas de union
novedosas que se unen al receptor del ligando inductor de apoptosis relacionado
con TNF 2 (TRAILR2) y con cadherina-3 (CDH3). La invencién también se
relaciona con &cidos nucleicos que codifican para dichas moléculas de union;
con métodos para preparar dichas moléculas de unién; con células huésped que
expresan o que tienen la capacidad de expresar dichas moléculas de unién; con
composiciones que comprenden dichas moléculas de union; y con usos de
dichas moléculas de union o dichas composiciones, en particular con propésitos
terapéuticos en el campo de las enfermedades cancerosas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El cancer es una enfermedad caracterizada por crecimiento celular
anormal localizado, con potencial de esparcirse a través del cuerpo. Es una
enfermedad grave y la segunda causa de muerte mas habitual en el mundo
desarrollado.

En el pasado, los medios méas frecuentes para tratar los canceres
tumorales han sido a través de la cirugia, tratamiento con radiacion, y el uso de
farmacos quimioterapéuticos o inmunoterapia. A pesar de que en los ultimos
afios ha habido avances en el tratamiento de ciertos canceres, aun existe una
necesidad de mejorar el tratamiento de esta enfermedad.

Las moléculas bioldgicas basadas en anticuerpos ofrecen el potencial de
ser agentes terapéuticos poderosos para el tratamiento del cancer. Los

anticuerpos se disefian para reconocer y unirse a la superficie de las células



(sus antigenos diana), y dichas proteinas pueden estar presentes solo en la
superficie de células cancerosas especificas o en células del sistema
inmunoldgico. Esta union puede provocar un numero de diferentes respuestas
biolégicas, dependiendo de la funcion de su proteina antigeno diana y también
de la estructura del anticuerpo mismo y su sitio de unién. Por ejemplo, algunos
anticuerpos gatillan al sistema inmunolégico para atacar y matar a las células
cancerosas, atrayendo las células del sistema inmunolégico a las células
cancerosas o0 influyendo directamente sobre la actividad del sistema
inmunoldgico mismo. Otros tipos de anticuerpos tienen farmacos o particulas
radiactivas unidas a los mismos y por lo tanto proveen estos farmacos
terapéuticos a la célula cancerosa. Otro tipo de anticuerpos que se unen a
células cancerosas activan o inhiben mecanismos especificos que pueden
reducir la division celular o incluso matar a las células tumorales.

La apoptosis (0 muerte celular programada) es un mecanismo celular
controlado, en el cual el organismo mantiene la homeostasis celular en
compartimientos de tejido normal y elimina las células alteradas.

Existen dos vias principales de sefializacion que conducen a la apoptosis
en las células de los mamiferos: la via intrinseca y la via extrinseca. La via
intrinseca se inicia a nivel mitocondrial y cumple un rol importante en la muerte
celular inducida por quimioterapia o radiacion. Por el contrario, la via extrinseca
de muerte se inicia a través de sefiales mediadas por receptores de muerte en
la superficie celular.

La muerte celular inducida a través de la via extrinseca ha sido estudiada
de manera extensa siguiendo las sefiales mediadas por diferentes miembros de

la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF). La



superfamilia de TNF se caracteriza por una secuencia de dos a cinco
repeticiones extracelulares ricas en cisteina. Los receptores de muerte que
pertenecen a la superfamilia de TNF comparten un dominio de muerte
intracelular homélogo de aproximadamente 80 aminoacidos, que es esencial
para la transduccion de las sefiales apoptoéticas. El ligando inductor de apoptosis
relacionado con TNF (TRAIL) es un ligando proteico natural que interacciona
con dos tipos de receptores: receptores de muerte que inician y receptores
sefiuelo que inhiben la apoptosis inducida por TRAIL. Hasta la actualidad, se
han identificado cuatro receptores humanos especificos de TRAIL: los
receptores de muerte, DR4 (DR4/TRAIL receptor 1/TRAILR1) y DR5 (TRAIL
receptor 2/TRAIL-R2/KILLER), y los receptores sefiuelo, DcR1/ TRAILR3/TRID
y DcR2/TRAILR4. TRAIL también se puede unir a osteoprotegerina (OPG), un
receptor sefiuelo soluble, con baja afinidad.

El direccionamiento a los receptores TRAIL ha sido considerado un
abordaje Gtil en el desarrollo de terapias contra el cancer, ya que si una molécula
basada en un anticuerpo se puede unir y activar al receptor TRAIL, es decir una
molécula agonista del receptor TRAIL, entonces puede inducir la apoptosis en
las células cancerosas. Tal como se muestra en muchos estudios preclinicos, la
sefalizacion por TRAIL induce de manera eficaz la apoptosis en varias lineas
celulares tumorales pero no en la mayoria de las células normales. Sin embargo,
también se ha informado que tejidos normales, especialmente los hepatocitos
en el higado, son susceptibles a este mecanismo de induccién de apoptosis. Por
lo tanto, si se usa una molécula que activa de manera muy eficaz a la via, se
pueden inducir efectos secundarios severos debido a la induccidén de apoptosis

en las células no cancerosas. Por otra parte, se ha mostrado que las moléculas



de activacion débil tienen una actividad anticancerosa débil, a pesar de que son
bien toleradas.

Un abordaje es combinar el direccionamiento al receptor TRAIL con un
marcador especifico de células cancerosas, es decir una proteina que no se
expresa o que se expresa poco en las células cancerosas.

Se han propuesto varias dianas de anclaje diferentes como pares de
combinacion adecuados para las moléculas de unién al receptor TRAIL.

También se ha propuesto a la FAP (proteina de activacion de
Fibroblastos) como una diana de anclaje. Sin embargo, la FAP solo se expresa
en fibroblastos activados que estan localizados en el estroma del tumor. La FAP
no se expresa en células cancerosas epiteliales. Por lo tanto una molécula
biespecifica contra FAP solo funcionard para promover la apoptosis en aquellas
células cancerosas que estan en contacto fisico cercano con un fibroblasto
activado (Brunker y col., Molecular Cancer Therapeutics (2016), 15(5):946-957).
Las células tumorales que no estdn en contacto directo con un fibroblasto
activado no seran afectadas por este tratamiento y continuaran proliferando. Por
lo tanto existen desventajas claras con el uso de FAP como una diana de anclaje
para mediar la apoptosis inducida por el receptor TRAIL en células cancerosas.
Ademas, debido a que los fibroblastos activados también se encuentran en sitios
de remodelamiento de tejido que incluye fibrosis hepética, fibrosis pulmonar,
arteriosclerosis y artritis, una molécula biespecifica dirigida contra FAP vy el
receptor TRAIL potencialmente podria anclarse en la superficie de los
fibroblastos activados e inducir la apoptosis en células sensibles a TRAIL

normales vecinas en el higado u otros organos.



De manera similar, se ha propuesto a MCSP (proteoglicano condroitin
sulfato asociado a melanoma) y ROBO4 (roundabout homdlogo 4) como dianas
de anclaje (He Yuan y col.,, The Journal of Investigative Dermatology (2016),
136(2):541-544; W0O2011039126A1). Ademas de su expresion en la superficie
celular de melanomas, el MCSP se expresa principalmente en neovasculatura.
El ROBO4 se expresa de manera especifica en células endoteliales. Ambos se
describen en sitios de angiogénesis en diferentes tipos tumorales. Por lo tanto,
como para FAP, y solo con la excepcion de los melanomas que expresan MSCP,
para ser eficaz, una molécula biespecifica dirigida contra MCSP o ROBO4 y un
receptor TRAIL solo funcionard para promover la apoptosis en células
cancerosas Si se encuentran en contacto fisico cercano con las células
endoteliales. Esto no siempre sera posible ya que un tumor crece rapidamente a
medida que crece el suministro de sangre. Por lo tanto, nuevamente, existen
desventajas con el uso de estas moléculas como dianas de anclaje.

De manera adicional, se ha informado que un anticuerpo biespecifico
dirigido anti-TRAILR2 y LTBR (Receptor de linfotoxina-beta) resulta activo para
inhibir el crecimiento tumoral en modelos murinos de xenoinjerto de tumor a
niveles comparables o mayores que la combinacion de los respectivos
anticuerpos parentales (Michaelson y col., mAbs (2009), 1(2):128-141). Se ha
mostrado que la sefializacion de LTBR en ratones es critica para la regeneracion
del higado, en donde LTBR se expresa en los hepatocitos maduros (Anders R.A.
y col. J Immunol (2005), 175(2):1295-1300). De manera similar a FAP, la
sefalizacion de LTBR se encuentra muy activada durante la inflamacion hepatica
cronica en pacientes con hepatitis viral y no viral, colangitis y HCC. En particular,

se ha descrito su expresion en hepatocitos (Haybaeck J. y col. Cancer Cell



(2009), 16(4): 295-308). El direccionamiento a LTBR y al receptor TRAIL
potencialmente podria permitir el anclaje sobre la superficie de los hepatocitos
que expresan LTBR que son sensibles a la activaciéon de TRAILR2, y por lo tanto
potencialmente podria provocar toxicidad hepatica.

Finalmente, también se ha sugerido que TENASCIN C es una diana de
anclaje util. La TENASCIN C es una proteina secretada y por lo tanto no se
encuentra anclada a la membrana celular. Esto representa otro ejemplo de un
mecanismo indirecto para inducir apoptosis en células cancerosas. Al igual que
para los abordajes de anclaje a MCSP o ROBO4, la unidad TENASCIN C debe
encontrarse en una orientacion apropiada respecto a las moléculas TRAILR2 en
la membrana de la célula cancerosa para que se induzca la apoptosis. Ademas,
la expresion de TENASCIN C también se encuentra aumentada en la
enfermedad hepatica crénica y se espera que el tratamiento con la molécula
biespecifica que comprende un agonista de TRAIL empeore la condicion.

Por lo tanto, a pesar de que se ha avanzado en el tratamiento de ciertos
canceres en los ultimos afios y a pesar del hecho de que actualmente se estan
buscando diferentes abordajes, aun existe una necesidad de proveer
compuestos adecuados terapéuticamente y novedosos para el tratamiento del
cancer y en particular de desarrollar moléculas biolégicas basadas en
anticuerpos terapéuticamente eficaces pero seguras que pueden funcionar
como moléculas agonistas del receptor TRAIL.

Por lo tanto es un objetivo de la presente invencion el generar moléculas
agonistas del receptor TRAIL que tengan un perfil terapéutico mejorado y que
provean ciertas ventajas en comparacion con los agentes, composiciones y/o

meétodos usados en la actualidad y/o que se conocen en el arte. Estas ventajas



incluyen eficacia in vivo, propiedades terapéuticas y farmacologicas mejoradas,
menos efectos secundarios, y/u otras propiedades ventajosas tales como alta
estabilidad, particularmente en un ambiente de pH bajo, y facilidad mejorada de
elaboracion o costo reducido de materiales, especialmente en comparacion con
las moléculas ya conocidas en el arte.

SINTESIS BREVE DE LA INVENCION

El objetivo es resuelto mediante el objeto de la presente invencién. La
presente invencion se basa en el concepto de la combinacién de un sitio de unién
al antigeno que se une de manera especifica al receptor del ligando inductor de
apoptosis relacionado con TNF 2 (TRAILR2) con un sitio de union al antigeno
que se une de manera especifica a cadherina-3 (CDH3) en una molécula de
union individual. Tal como se describe con mayor detalle mas adelante, una
ventaja de la molécula de la invencion es que la apoptosis es solo promovida en
células que presentan a ambos, TRAILR2 y CDH3 en su superficie.

Los inventores de la presente invencion han descubierto ademas que el
uso de un sitio de union al antigeno que se une de manera especifica al dominio
extracelular 1 (EC1) de CDH3 mejora significativamente la eficacia de la
molécula de union.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, la invencion provee
una molécula de union que comprende:

€) por lo menos un sitio de union al antigeno que se une de manera
especifica al receptor del ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF 2
(TRAILR2), y

(b) por lo menos un sitio de unidn al antigeno que se une de manera

especifica a cadherina-3 (CDH3), en donde dicho por lo menos un sitio de unién



al antigeno que se une de manera especifica a CDH3 se selecciona del grupo
gue consiste en:
i.un sitio de union al antigeno que comprende las CDR de la cadena pesada
que comprenden las secuencias de amino&cidos de las SEQ ID NO:3 (CDR1),
SEQ ID NO:4 (CDR2) y SEQ ID NO:5 (CDR3) y las CDR de la cadena liviana
que comprenden las secuencias de amino&cidos de las SEQ ID NO:7 (CDR1),
SEQ ID NO:8 (CDR2) y SEQ ID NO:9 (CDR3);
ii.un sitio de union al antigeno que comprende las CDR de la cadena pesada
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:13 (CDR1),
SEQ ID NO:14 (CDR2) y SEQ ID NO:15 (CDR3) y las CDR de la cadena liviana
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:17 (CDR1),
SEQ ID NO:18 (CDR2) y SEQ ID NO:19 (CDR3);
iii.un sitio de unién al antigeno que comprende las CDR de la cadena pesada
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:23 (CDR1),
SEQ ID NO:24 (CDR2) y SEQ ID NO:25 (CDR3) y las CDR de la cadena liviana
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:27 (CDR1),
SEQ ID NO:28 (CDR2) y SEQ ID NO:29 (CDR3); y
iv.un sitio de union al antigeno que comprende las CDR de la cadena pesada
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:33 (CDR1),
SEQ ID NO:34 (CDR2) y SEQ ID NO:35 (CDR3) y las CDR de la cadena liviana
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:37 (CDR1),
SEQ ID NO:38 (CDR2) y SEQ ID NO:39 (CDR3).
En un aspecto especifico, la invencion provee una molécula de union que
tiene por lo menos un sitio de unidn al antigeno (un primer sitio de union al

antigeno) que se une de manera especifica al receptor de ligando inductor de



apoptosis relacionado con TNF 2 (TRAILR2) y por lo menos un sitio de unién al
antigeno (un segundo sitio de union al antigeno) que se une de manera
especifica al dominio extracelular 1 (dominio EC1) de cadherina-3 (CDH3).

De manera especifica, la molécula de unién provista en la presente es una
molécula de unién biespecifica.

En un aspecto, la molécula de unién provista en la presente reconoce
ademas a un antigeno que comprende la SEQ ID NO:98, o una secuencia de
aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%,
por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:98.

En un aspecto especifico, la molécula de union provista en la presente de
manera especifica se une a un antigeno que comprende la SEQ ID NO:99, o una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:99.

En una forma de realizacion preferida de la molécula de union de la
invencion, el sitio de unién al antigeno que se une de manera especifica a CDH3
(el segundo sitio de union al antigeno) se selecciona del grupo que consiste en:

I. un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:2 y un dominio variable de cadena
liviana (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:6;

il. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:12 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID

NO:16;



iii. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:22 y un VL que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID
NO:26;y

Iv. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:32 y un VL que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID
NO:36.

En una forma de realizacién preferida, la molécula de unién provista en la
presente comprende:

I. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:80 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:81;

il. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:82 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:83;

iii. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:84 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:85; o

iv. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:86 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:87.

En una forma de realizacién especifica, la molécula de unidn provista en
la presente comprende:

I. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:80, o una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos

80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
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99% de identidad con la SEQ ID NO:80, y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:81, o una secuencia de aminoacidos
que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:81,;

il. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:82, o una secuencia de aminoacidos que tiene por Io menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:82, y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:83, o una secuencia de aminoacidos
que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o0 por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:83;

iii. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:84 , o una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:84, y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:85, o una secuencia de aminoacidos
gue tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o0 por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:85; o

iv. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:86, o una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:86, y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:87, o una secuencia de aminoacidos
gue tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos

98%, o0 por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:87.
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En una forma de realizacion especifica, la molécula de unién provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una region variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo
menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de
identidad con la SEQ ID NO:2 y que contiene la CDR1 de SEQ ID NO:3, la CDR2
de SEQ ID NO:4, y la CDR3 de SEQ ID NO:5, y que comprende una region
variable de la cadena liviana que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o por lo menos 99% de identidad, respectivamente, con la SEQ ID NO:6 y
que contiene la CDR1 de la cadena liviana de SEQ ID NO:7, la CDR2 de la
cadena liviana de SEQ ID NO:8, y la CDR3 de la cadena liviana de SEQ ID NO:9.

En una forma de realizacion especifica, la molécula de unién provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una region variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo
menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de
identidad con la SEQ ID NO:12 y contiene la CDR1 de SEQ ID NO:13, la CDR2
de SEQ ID NO:14, ylaCDR3 de SEQ ID NO:15, y comprende una region variable
de la cadena liviana que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad, respectivamente, con la SEQ ID NO:16 y
contiene la CDR1 de la cadena liviana de SEQ ID NO:17, la CDR2 de la cadena
liviana de SEQ ID NO:18, y la CDR3 de la cadena liviana de SEQ ID NO:19.
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En una forma de realizacién especifica, la molécula de union provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una region variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo
menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de
identidad con la SEQ ID NO:22 y contiene la CDR1 de SEQ ID NO:23, la CDR2
de SEQ ID NO:24, yla CDR3 de SEQ ID NO:25, y comprende una region variable
de la cadena liviana que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad, respectivamente, con la SEQ ID NO:26 y
contiene la CDR1 de la cadena liviana de SEQ ID NO:27, la CDR2 de la cadena
liviana de SEQ ID NO:28, y la CDR3 de la cadena liviana de SEQ ID NO:29.

En una forma de realizacidn especifica, la molécula de unidn provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una region variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo
menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de
identidad con la SEQ ID NO:32 y contiene la CDR1 de SEQ ID NO:33, la CDR2
de SEQ ID NO:34, ylaCDR3 de SEQ ID NO:35, y comprende una region variable
de la cadena liviana que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad, respectivamente, con la SEQ ID NO:36 y
contiene la CDR1 de la cadena liviana de SEQ ID NO:37, la CDR2 de la cadena
liviana de SEQ ID NO:38, y la CDR3 de la cadena liviana de SEQ ID NO:39.
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En una forma de realizacién especifica, la molécula de union provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una region variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo
menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de
identidad con la SEQ ID NO:42 y contiene la CDR1 de SEQ ID NO:43, la CDR2
de SEQ ID NO:44, yla CDR3 de SEQ ID NO:45, y comprende una region variable
de la cadena liviana que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad, respectivamente, con la SEQ ID NO:46 y
contiene la CDR1 de la cadena liviana de SEQ ID NO:47, la CDR2 de la cadena
liviana de SEQ ID NO:48, y la CDR3 de la cadena liviana de SEQ ID NO:49.

En una forma de realizacién especifica, la molécula de unidn provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una region variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo
menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de
identidad con la SEQ ID NO:52 y contiene la CDR1 de SEQ ID NO:53, la CDR2
de SEQ ID NO:54, y la CDR3 de SEQ ID NO:55, y comprende una region variable
de la cadena liviana que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad, respectivamente, con la SEQ ID NO:56 y
contiene la CDR1 de la cadena liviana de SEQ ID NO:57, la CDR2 de la cadena
liviana de SEQ ID NO:58, y la CDR3 de la cadena liviana de SEQ ID NO:59.
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En una forma de realizacidén especifica, la molécula de union provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una region variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo
menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de
identidad con la SEQ ID NO:62 y contiene la CDR1 de SEQ ID NO:63, la CDR2
de SEQ ID NO:64, y la CDR3 de SEQ ID NO:65, y comprende una region variable
de la cadena liviana que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad, respectivamente, con la SEQ ID NO:66 y
contiene la CDR1 de la cadena liviana de SEQ ID NO:67, la CDR2 de la cadena
liviana de SEQ ID NO:68, y la CDR3 de la cadena liviana de SEQ ID NO:69.

En una forma de realizacién especifica, la molécula de unidn provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:80 y contiene la CDR1 de SEQ ID NO:3, la CDR2 de SEQ ID NO:4, y la
CDR3 de SEQ ID NO:5, y comprende una cadena liviana que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad,
respectivamente, con la SEQ ID NO:81 y contiene la CDR1 de la cadena liviana
de SEQ ID NO:7, la CDR2 de la cadena liviana de SEQ ID NO:8, y la CDR3 de
la cadena liviana de SEQ ID NO:9.
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En una forma de realizacion especifica, la molécula de unién provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:82 y contiene la CDR1 de SEQ ID NO:13, la CDR2 de SEQ ID NO:14, y
la CDR3 de SEQ ID NO:15, y comprende una cadena liviana que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%,
por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad,
respectivamente, con la SEQ ID NO:83 y contiene la CDR1 de la cadena liviana
de SEQ ID NO:17, la CDR2 de la cadena liviana de SEQ ID NO:18, y la CDR3
de la cadena liviana de SEQ ID NO:19.

En una forma de realizacion especifica, la molécula de unién provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:84 y contiene la CDR1 de SEQ ID NO:23, la CDR2 de SEQ ID NO:24, y
la CDR3 de SEQ ID NO:25, y comprende una cadena liviana que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%,
por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad,
respectivamente, con la SEQ ID NO:85 y contiene la CDR1 de la cadena liviana
de SEQ ID NO:27, la CDR2 de la cadena liviana de SEQ ID NO:28, y la CDR3
de la cadena liviana de SEQ ID NO:29.
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En una forma de realizacion especifica, la molécula de unién provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:86 y contiene la CDR1 de SEQ ID NO:33, la CDR2 de SEQ ID NO:34, y
la CDR3 de SEQ ID NO:35, y comprende una cadena liviana que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%,
por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad,
respectivamente, con la SEQ ID NO:87 y contiene la CDR1 de la cadena liviana
de SEQ ID NO:37, la CDR2 de la cadena liviana de SEQ ID NO:38, y la CDR3
de la cadena liviana de SEQ ID NO:39.

En una forma de realizacion especifica, la molécula de unién provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:88 y contiene la CDR1 de SEQ ID NO:43, la CDR2 de SEQ ID NO:44, y
la CDR3 de SEQ ID NO:45, y comprende una cadena liviana que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%,
por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad,
respectivamente, con la SEQ ID NO:89 y contiene la CDR1 de la cadena liviana
de SEQ ID NO:47, la CDR2 de la cadena liviana de SEQ ID NO:48, y la CDR3
de la cadena liviana de SEQ ID NO:49.
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En una forma de realizacion especifica, la molécula de unién provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:90 y contiene la CDR1 de SEQ ID NO:53, la CDR2 de SEQ ID NO:54, y
la CDR3 de SEQ ID NO:55, y comprende una cadena liviana que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%,
por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad,
respectivamente, con la SEQ ID NO:91 y contiene la CDR1 de la cadena liviana
de SEQ ID NO:57, la CDR2 de la cadena liviana de SEQ ID NO:58, y la CDR3
de la cadena liviana de SEQ ID NO:59.

En una forma de realizacion especifica, la molécula de unién provista en
la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende una cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:92 y contiene la CDR1 de SEQ ID NO:63, la CDR2 de SEQ ID NO:64, y
la CDR3 de SEQ ID NO:65, y comprende una cadena liviana que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%,
por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad,
respectivamente, con la SEQ ID NO:93 y contiene la CDR1 de la cadena liviana
de SEQ ID NO:67, la CDR2 de la cadena liviana de SEQ ID NO:68, y la CDR3
de la cadena liviana de SEQ ID NO:69.
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En una forma de realizacion preferida de la molécula de union de la
invencion, el por lo menos un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a TRAILR2 comprende las CDR de la cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:73 (CDR1), SEQ
ID NO:74 (CDR2) y SEQ ID NO:75 (CDR3) y las CDR de la cadena liviana que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:77 (CDR1), SEQ
ID NO:78 (CDR2) y SEQ ID NO:79 (CDR3).

En una forma de realizacion preferida de la molécula de union de la
invencion, el por lo menos un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a TRAILR2 (el primer sitio de union al antigeno) es un sitio de union
al antigeno que comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:72 y un dominio
variable de cadena liviana que comprende la secuencia de aminoécidos de la
SEQ ID NO:76.

En una forma de realizacion especifica, la molécula de unién provista en
la presente comprende un sitio de union al antigeno que se une de manera
especifica a TRAILR2 que comprende un VH que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%,
por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:72 y
contiene la CDR1 de SEQ ID NO:73, la CDR2 de SEQ ID NO:74, y la CDR3 de
SEQ ID NO:75, y comprende un VL que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%,
por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad, respectivamente, con la

SEQ ID NO:76 y contiene la CDR1 de la cadena liviana de SEQ ID NO:77, la
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CDR2 de la cadena liviana de SEQ ID NO:78, y la CDRS3 de la cadena liviana de
SEQ ID NO:79.

En algunas formas de realizacion, las moléculas de union provistas en la
presente, que estan definidas por sus secuencias de aminoécidos de la cadena
pesada (por ejemplo, una cadena pesada modificada con un scFv especifico de
TRAILR?2 fusionado con el extremo C terminal de una cadena pesada de Ig) asi
como su secuencia de aminoacidos de la cadena liviana, comprenden dos
cadenas pesadas y dos cadenas livianas, formando de esta manera una
estructura tetravalente simétrica y biespecifica.

En aun otra forma de realizacion preferida, la molécula de unién de la
invencion comprende una cadena pesada modificada, preferiblemente en donde
un scFv especifico de TRAILR2 esta fusionado al extremo C terminal de una
cadena pesada de Ig. Preferiblemente, dicha cadena pesada modificada
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:11,
SEQ ID NO:21, 0 SEQ ID NO:31. De manera especifica, la molécula de unién de
la invencion comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:21, o SEQ
ID NO:31.

De manera especifica, la molécula de union de la invencion comprende:

I. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:1 y una cadena liviana que comprende la

secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:81,
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il. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO:11 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:83;

iii. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO:21 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:85; o

iv. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO:31 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:87.

En una forma de realizacion preferida de la molécula de union de la
invencion, la molécula es biespecifica y tetravalente.

De manera especifica, el por lo menos un sitio de unién al antigeno que
se une de manera especifica a TRAILR2 esta conectado al por lo menos un sitio
de unién al antigeno que se une de manera especifica a CDH3.

En una forma de realizacion preferida de la molécula de union de la
invencion, el por lo menos un sitio de unidon al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 es una molécula de inmunoglobulina (Ig) (que tiene la
estructura con forma de Y convencional de un anticuerpo de longitud completa
con dos cadenas livianas y dos pesadas) y el por lo menos un sitio de union al
antigeno que se une de manera especifica a TRAILR2 comprende uno o mas
scFv.

En una forma de realizacion preferida de la molécula de unién de la
invencion, el uno o mas scFv tienen una orientacion de VL-VH del extremo N al

C terminal.
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En una forma de realizacion preferida de la molécula de union de la
invencion, el uno o mas scFv esta fusionado al extremo C terminal de la cadena
pesada de la molécula de lg, formando de esta manera una molécula de Ig
modificada. Por ejemplo, un scFv esta fusionado al extremo C terminal de una
de las cadenas pesadas de la molécula de Ig y un scFv esta fusionado al extremo
C terminal de la otra cadena pesada de la molécula de Ig. De esta manera, un
scFv especifico de TRAILR2 estéa fusionado a cada una de las cadenas pesadas
de la molécula de Ig, formando de esta manera una estructura simétrica,
biespecifica y tetravalente.

En una forma de realizacion preferida, la molécula de unién de la
invencion comprende dos sitios de unién al antigeno que se unen de manera
especifica al receptor del ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF 2
(TRAILR2) y dos sitios de unién al antigeno que se unen de manera especifica
a cadherina-3 (CDH3).

Por lo tanto, en un aspecto especifico, en la presente se provee una
molécula de unién biespecifica y tetravalente, en donde la molécula de union es
una molécula de inmunoglobulina (Ig) modificada que comprende dos sitios de
union al antigeno que se unen de manera especifica al receptor del ligando
inductor de apoptosis relacionado con TNF 2 (TRAILR2) y dos sitios de union al
antigeno que se unen de manera especifica a cadherina-3 (CDH3);

en donde los dos sitios de union al antigeno que se unen de manera
especifica a CDHS3 residen en la region variable (Fv) de la molécula de Ig y los
dos sitios de union al antigeno que se unen de manera especifica a TRAILR2
son scFv; y en donde los scFv estan fusionados al extremo C terminal de la

cadena pesada de la molécula de Ig. Preferiblemente, un primer scFv esta
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fusionado a una primera cadena pesada y un segundo scFv esta fusionado a la
segunda cadena pesada de la molécula de Ig, respectivamente.

En una forma de realizacion preferida de la molécula de union de la
invencion, la molécula de Ig es IgG1KO. En otra forma de realizacion preferida
de la molécula de unién de la invencion, la molécula de Ig es IgG1FcRnmut.

En una forma de realizacion preferida de la molécula de union de la
invencion, el uno o mas scFv esta fusionado a la molécula de Ig mediante un
conector peptidico, preferiblemente un conector peptidico que tiene una longitud
de entre aproximadamente 4 y 20 aminoacidos (por ejemplo, cualquiera de 5, 6,
9, 12, 15 aminoécidos).

En la presente también se describen moléculas de unién, de manera
especifica moléculas biespecificas de unién, que tienen por lo menos un sitio de
union al antigeno (un primer sitio de unién al antigeno) que se une de manera
especifica a receptor de ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF 2
(TRAILR2), como se describié con detalle precedentemente, y por lo menos un
sitio de unién al antigeno (un segundo sitio de union al antigeno) que se une de
manera especifica al dominio extracelular 2 (dominio EC2) de cadherina-3
(CDH3).

En la presente también se provee un anticuerpo que se une de manera
especifica a CDH3, que comprende:

I. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoéacidos de SEQ ID NO:3 (CDR1), SEQ ID NO:4 (CDR2) y SEQ ID NO:5
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO:7 (CDR1), SEQ ID NO:8 (CDR2) y SEQ ID NO:9
(CDR3);
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il. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminodcidos de SEQ ID NO:13 (CDR1), SEQ ID NO:14 (CDR2) y SEQ ID NO:15
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO:17 (CDR1), SEQ ID NO:18 (CDR2) y SEQ ID
NO:19 (CDR3);

iii. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:23 (CDR1), SEQ ID NO:24 (CDR2) y SEQ ID NO:25
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:27 (CDR1), SEQ ID NO:28 (CDR2) y SEQ ID
NO:29 (CDR3);

iv. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:33 (CDR1), SEQ ID NO:34 (CDR2) y SEQ ID NO:35
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:37 (CDR1), SEQ ID NO:38 (CDR2) y SEQ ID
NO:39 (CDR3);

2 las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:43 (CDR1), SEQ ID NO:44 (CDR2) y SEQ ID NO:45
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:47 (CDR1), SEQ ID NO:48 (CDR2) y SEQ ID
NO:49 (CDR3);

Vi. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 (CDR1), SEQ ID NO:54 (CDR2) y SEQ ID NO:55
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO:57 (CDR1), SEQ ID NO:58 (CDR2) y SEQ ID
NO:59 (CDR3); o
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Vii. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:63 (CDR1), SEQ ID NO:64 (CDR2) y SEQ ID NO:65
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO:67 (CDR1), SEQ ID NO:68 (CDR2) y SEQ ID
NO:69 (CDR3).

En una forma de realizacion preferida, el anticuerpo provisto en la
presente comprende:

I. un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:2 y un dominio variable de cadena
liviana (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:6;

il. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:12 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:16;

iii. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:22 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:26;

iv. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:32 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:36;

2 un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:42 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:46;

Vi. un VH que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO:52 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID

NO:56; o
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Vii. un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:62 y un VL que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID
NO:66.

En aun otra forma de realizacion preferida de la invencion, el anticuerpo
que se une de manera especifica a CDH3 comprende:

I. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:80 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:81;

il. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:82 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:83;

iii. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:84 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:85;

iv. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:86 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:87;

2 una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:88 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:89;

Vi. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:90 y una cadena liviana que comprende la secuencia de

aminoacidos de la SEQ ID NO:91; o

26



Vii. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:92 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:93.

De manera especifica, el anticuerpo comprende:

I. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:80, o una secuencia de aminoacidos que tiene por Io menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:80, y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:81, o una secuencia de aminoacidos
que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o0 por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:81,;

il. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:82, o una secuencia de aminoacidos que tiene por Io menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:82, y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:83, o una secuencia de aminoacidos
gue tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:83;

iii. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:84 , o una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:84, y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:85, o una secuencia de aminoacidos
gue tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos

98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:85;
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Iv. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:86, o una secuencia de aminoacidos que tiene por Io0 menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:86, y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:87, o una secuencia de aminoacidos
gue tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:87;

V. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:88, o una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:88, y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:89, o una secuencia de aminoacidos
gue tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:89;

Vi. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:90, o una secuencia de aminoacidos que tiene por Io menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:90, y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:91, o una secuencia de aminoacidos
gue tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o0 por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:91; o

Vil. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:92, o una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos

99% de identidad con la SEQ ID NO:92, y una cadena liviana que comprende la
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secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:93, o una secuencia de aminoacidos
gue tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:93.

En una forma de realizacion preferida, el anticuerpo o fragmento de union
al antigeno del mismo provisto en la presente se selecciona del grupo que
consiste en anticuerpos quimeéricos, humanizados, y humanos o fragmentos de
anticuerpo, y scFv, fragmentos Fab, fragmentos de anticuerpo monovalentes y
fragmentos F(ab’)a.

Otro aspecto de la invencion provee una molécula de acido nucleico que
codifica para una molécula de unién de la invencion o un vector de expresion
que contiene dicha molécula de acido nucleico.

En una forma de realizacion preferida, dicho vector es un plasmido o un
vector viral.

Otro aspecto de la invencion provee una célula huésped que comprende
una molécula de 4cido nucleico de la invencion en asociacion funcional con una
secuencia de control la expresion.

En la presente también se provee una célula huésped que comprende un
vector de expresion que comprende una molécula de acido nucleico que codifica
para una molécula de union como se describe en la presente.

Otro aspecto de la invencion provee un método para elaborar una
molécula de union de la invencién, que comprende

I. cultivar la célula huésped de la reivindicacion 17 en condiciones
gue permiten la expresion de la molécula, y

il. recuperar la molécula, y opcionalmente

iii. purificar y/o modificar y/o formular de manera adicional la molécula.
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En la presente también se provee la molécula de unién de la invencion,
para usar en medicina.

En una forma de realizacion preferida, la molécula de unién de la
invencion se provee para usar en el tratamiento de cancer, preferiblemente
cancer de pancreas, cancer de pulmon o cancer de cabezay cuello.

En la presente también se provee una composicion farmacéutica que
comprende la molécula de union de la invencién junto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y opcionalmente uno o mas ingredientes activos
adicionales.

Otro aspecto de la invencién provee un método para el tratamiento de
cancer que comprende administrar una cantidad eficaz de una molécula de unién
de la invencién a un paciente que lo requiere.

En una forma de realizacion preferida, la composicion farmacéutica
provista en la presente se liofiliza, se estabiliza y/o se formula para la
administracion mediante inyeccion.

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

Figura 1: Secuencias de aminoacidos de CDH3.

Figura 2: Expresion de CDH3 y TRAILR2. La expresion de proteina y
localizacion en membrana en relacion con la expresion de ARNm para TRAILR2
y CDH3 se demuestra en PDX derivados de cancer colorrectal (A y B). Ademas,
la tincion en membrana de CDH3 y TRAILR2 se muestra en tejidos tumorales de
cirugia de carcinoma de ceélulas escamosas de cabeza y cuello y carcinoma de
células escamosas de esofago (C).

Figura 3: Representacion esquematica del disefio de la molécula. Se

describe un ejemplo de una molécula de union de la invencion que comprende
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(i) una molécula de Ig que se une de manera especifica a CDH3, que comprende
dos cadenas pesadas y dos livianas, y (ii) dos moléculas de scFv que se unen
de manera especifica a TRAILR2. El extremo N terminal de un scFv esta
fusionado al extremo C terminal de cada una de las cadenas pesadas de la
molécula de Ig, formando de esta manera una molécula similar a anticuerpo
simétrica, biespecifica y tetravalente.

Figura 4: Andlisis de citometria de flujo de la expresion proteica en
superficie de TRAILR2 y CDH3 en células GP2d. Los resultados se muestran
como la intensidad media de la fluorescencia.

Figura 5: Efecto de la incubacién de los anticuerpos sobre la
viabilidad celular. Se trataron células GP2d durante 24h con diferentes
concentraciones de (i) molécula biespecifica para CDH3/TRAILR2
(CDH3/TR2v1), (ii) anti-TRAILR2 solo (Lexatumumab), (iii) anti-CDH3v1 (o anti-
CDH3v2) solo, o (iv) la combinacién equivalente de los anticuerpos anti-TRAILR2
(Lexatumumab) y anti-CDH3v1 (o anti-CDH3v2) por separado. Los datos se
expresan como valores medios relativos comparados contra el control sin tratar.

Figura 6: Efecto de la incubacién de los anticuerpos sobre la
viabilidad celular. Se trataron células GP2d durante 24h con diferentes
concentraciones de (i) moléculas biespecificas de CDH3/TRAILR2 que se unen
en el EC1 de CDH3 (CDH3/TRAILR2v1, CDH3/TRAILR2v2, CDH3/TRAILR2V3,
CDH3/TRAILR2v7) o (ii) anti-TRAILR2 solo (nanobody anti-TRAILR?2). Los datos
se expresan como valores medios relativos comparados contra el control sin
tratar.

Figura 7: Efecto de la incubacion de los anticuerpos sobre la

viabilidad celular. Se trataron células GP2d durante 24h con diferentes
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concentraciones de (i) moléculas biespecificas de CDH3/TRAILR2 que se unen
en el EC2 de CDH3 (CDH3/TRAILR2v4, CDH3/TRAILR22vV5,
CDHB3/TRAILR2v6) o (ii) anti-TRAILR2 solo (nanobody anti-TRAILR?2). Los datos
se expresan como valores medios relativos comparados contra el control sin
tratar.

Figura 8: Andlisis de citometria de flujo de la expresion proteica en
superficie de TRAILR2 y CDH3 en células GP2d con noqueo de CDH3
generadas mediante CRISPR/Cas9. Los resultados se muestran como la
intensidad media de fluorescencia.

Figura 9: Efecto de la incubacién de los anticuerpos sobre la
viabilidad celular en ausencia de la diana CDH3. Se trataron células GP2d
(con noqueo de CDH3) durante 24h con diferentes concentraciones de (i) una
molécula biespecifica para CDH3/TRAILR2 ejemplificativa de la invencion, (ii)
anti-TRAILR2 solo (Lexatumumab), (iii) anti-CDH3v1 solo, (iv) anti-CDH3v2 solo,
o (iv) la combinacion equivalente de los anticuerpos anti-TRAILR2
(Lexatumumab) y anti-CDH3v1 (o anti-CDH3v2) por separado. Los datos se
expresan como valores medios relativos comparados contra el control sin tratar.

Figura 10: Efecto de la incubacién de los anticuerpos sobre la
viabilidad celular en ausencia de CDH3. Se trataron células GP2d (con noqueo
de CDH3) durante 24h con diferentes concentraciones de (i) moléculas
biespecificas de CDH3/TRAILR2 de unién a EC1 (CDH3/TR2v1, CDH3/TR2v2,
CDH3/TR2v3) o (ii) anti-TRAILR2 solo (nanobody anti-TRAILR2). Los datos se
expresan como valores medios relativos comparados contra el control sin tratar.

Figura 11: Efecto de la incubacién de los anticuerpos sobre la

viabilidad celular en ausencia de CDH3. Se trataron células GP2d (con noqueo

32



de CDH3) durante 24h con diferentes concentraciones de (i) moléculas
biespecificas de CDH3/TRAILR2 de union a EC2 (CDH3/TR2v4, CDH3/TR2v5,
CDH3/TR2v6) o (ii) anti-TRAILR2 solo (nanobody anti-TRAILR2). Los datos se
expresan como valores medios relativos comparados contra el control sin tratar.

Figura 12: Efecto de la incubacién de los anticuerpos sobre la
viabilidad celular en un modelo de cultivo de células en 3D. Se trataron
células NCI-H358 durante 48h con diferentes concentraciones de (i) molécula
biespecifica para CDH3/TRAILR2 (CDH3/TR2v1), (ii) anti-TRAILR2 solo
(Lexatumumab), (iii) anti-CDH3v1 (o anti-CDH3v2) solo, o (iv) la combinacién
equivalente de los anticuerpos anti-TRAILR2 (Lexatumumab) y anti-CDH3v1 (o
anti-CDH3v2) por separado. Los datos se expresan como valores medios
relativos comparados contra el control sin tratar.

Figura 13: Efecto de la incubacién de los anticuerpos sobre la
viabilidad celular en un modelo de cultivo de células en 3D. Se trataron
células NCI-H358 durante 48h con diferentes concentraciones de (i) moléculas
biespecificas anti-TRAILR2/CDH3 de uniéon a EC1 (CDH3/TR2v1, CDH3/TR2v2,
CDH3/TR2v3) o (ii) anti-TRAILR2 solo (nanobody anti-TRAILR2). Los datos se
expresan como valores medios relativos comparados contra el control sin tratar.

Figura 14: Efecto de la incubacién de los anticuerpos sobre la
viabilidad celular en un modelo de cultivo de células en 3D. Se trataron
células NCI-H358 durante 48h con diferentes concentraciones de (i) moléculas
biespecificas de CDH3/TRAILR2 de union a EC2 (CDH3/TR2v4, CDH3/TR2v5,
CDH3/TR2v6) o (ii) anti-TRAILR2 solo (nanobody anti-TRAILR2). Los datos se

expresan como valores medios relativos comparados contra el control sin tratar.

33



Figura 15: Analisis de induccion de apoptosis (ensayo de activacion
de caspasa 8) después de la incubacion del anticuerpo. Se trataron células
GP2d durante 7h con diferentes concentraciones de (i) una molécula biespecifica
de union a CDH3/TRAILR2 ejemplificativa de la invencion, o moléculas anti-
TRAILRZ (ii) nanobody anti-TRAILRZ o (iii) Lexatumumab y se midié la activacion
de Caspasa-8. Los datos se expresan como valores medios relativos de las
veces de cambio en comparacion con el control sin tratar.

Figura 16: Datos in vivo en el modelo de xenoinjerto de GP2d. Eficacia
in vivo de moléculas biespecificas que reconocen TRAILR2 de humano y CDH3
de humano: Las moléculas anti-CDH3/TRAILR2 de wunibn a EC1
CDH3/TRAILR2v1 (circulos negros), CDH3/TRAILR2v2 (cuadrados negros),
CDHB3/TRAILR2v3 (triangulos negros) o las moléculas anti-CDH3/TRAILR2 de
union a EC2 CDHS3/TRAILR2v4 (circulos blancos), CDH3/TRAILR2v5
(cuadrados blancos), y CDH3/TRAILR2v6 (triangulos blancos) o control vehiculo
(cruces grises) se administraron a ratones que portaban las células tumorales
GP2d. Se midié el volumen tumoral (mm?3) después de la administraciéon en los
dias indicados. Los datos se expresan como la mediana de los volimenes de
tumor. Se incluyeron por lo menos 8 animales en cada uno de los grupos.

Figura 17: Internalizacién de los anticuerpos anti-CDH3/TRAILR2 de
unién a ECly de union al antigeno individual. Se expusieron células GP2d
con nogueo de caspasa 8 a anticuerpos marcados con Fabfluor 1 nM: Una
molécula anti-CDH3/TRAILR2 de union a EC1 ejemplificativa (circulos blancos),
una molécula anti-CDH3 de unidén a EC1 ejemplificativa (circulos blancos con
cruces), la molécula de union a TRAILR2 Lexatumumab (cuadrados blancos), o,

como un control positivo casero para la internalizacion moderada, la molécula de
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unién a CDH3 disponible comercialmente (MAB861, bio-techne®, R&D systems)
(circulos negros). Se analizaron los recuentos de Fabfluor por imagen como una
medida cuantitativa de la internalizacion después de la administracion del
anticuerpo a las horas indicadas. Se muestra la media de las medidas. Las
barras de error indican la desviacién estandar.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Tal como se describié precedentemente, un abordaje para tratar el cAncer
ha sido inducir la apoptosis en una célula cancerosa mediante el uso de
moléculas que se unen de manera especifica y activan a la via apoptotica
mediada por el receptor inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL). Tal
como se muestra en muchos estudios preclinicos, la sefializacion de TRAIL
induce de manera eficaz la apoptosis en diferentes lineas celulares tumorales
pero no en la mayoria de las células normales. Sin embargo, también se ha
informado que los tejidos normales, especialmente los hepatocitos en el higado,
son susceptibles a este mecanismo de induccién de apoptosis.

El TRAIL se une con alta afinidad a cuatro receptores de la superficie
celular diferentes. Dos de ellos, TRAILR1 y TRAILRZ2, tienen la capacidad de
gatillar la apoptosis inducida por TRAIL a través de la interaccién de su dominio
de muerte intracelular con diferentes proteinas adaptadoras y pro-caspasa 8. El
agrupamiento de las moléculas TRAILR1 o TRAILR2 mediante el ligando TRAIL
facilita la escision autocatalitica y la activacion de la pro-caspasa 8 que a su vez
lleva a la induccion de la apoptosis. TRAILR3y TRAILR4 son receptores sefiuelo,
y si bien sus dominios extracelulares tienen la capacidad de unirse a TRAIL, las
partes intracelulares de los receptores no contienen un dominio con capacidad

de inducir la apoptosis al unirse a TRAIL.
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La sobreexpresion de los receptores TRAIL sefiuelo puede hacer que las
células cancerosas se vuelvan insensibles a la presencia del ligando TRAIL. El
direccionamiento especifico de los receptores TRAIL no sefiuelo inductores de
apoptosis evita este problema y representa un tratamiento mas eficaz de los
tumores.

La presente invencion se enfoca en el desarrollo de moléculas agonistas
de TRAILR2. El TRAILR2 se expresa ampliamente en un espectro grande de
canceres. Se han desarrollado diferentes anticuerpos agonistas especificos de
TRAILR2 que incluyen Lexatumumab (HGS-ETR2) para el tratamiento de
cancer. Sin embargo, estos anticuerpos agonistas carecen de eficacia en la
clinica. Sin pretender de estar limitado por la teoria, se cree que probablemente
se deba a una falta de agrupamiento suficiente del receptor TRAILRZ2, y por ello
la falla para inducir la apoptosis de manera eficaz en las células cancerosas.

En un intento diferente de promover la apoptosis mediada por TRAILR2
en células cancerosas, se ha desarrollado un nanobody tetramérico de unién a
TRAILR2, TAS266. En experimentos preclinicos demostr6 una eficacia
antitumoral superior a los anticuerpos dirigidos anti-TRAILR2 convencionales.
Sin embargo, se ha informado que los hepatocitos en el higado pueden ser
sensibles a la apoptosis mediada por TRAILR2 y por lo tanto un aumento no
dirigido del agrupamiento de TRAILR2, como es promovido por TAS266, tiene el
riesgo de potencial toxicidad. De hecho, el ensayo clinico de Fase | de TAS266
ha sido terminado.

Por lo tanto, si se usa una molécula que actia como agonista de la via de
manera muy eficaz, entonces se pueden inducir efectos secundarios severos ya

gue se induce apoptosis en células no cancerosas. Por otra parte, si solo se usan
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moléculas débilmente agonistas se ha mostrado que estas tienen una pobre
actividad anticancerigena, a pesar de ser bien toleradas.

Un abordaje es combinar el direccionamiento del receptor TRAIL con un
marcador especifico de célula cancerosa, es decir una proteina que no se
expresa o que se expresa poco en las células no cancerosas, también llamada
“proteina de anclaje” (véase por ejemplo, WO 2018/115231 A2 en donde se usa
CDH17 como proteina de anclaje). Sin embargo, dichas proteinas diana
especificas de tumor son raras y esta escasez permanece como una desventaja
principal encontrada habitualmente en el desarrollo de farmacos terapéuticos
especificos de cancer. Si bien se han realizado intentos para atacar antigenos
de linaje mas ampliamente distribuidos, la importancia de estas terapias ha sido
limitada por las toxicidades provocadas por la expresion de estos antigenos en
ciertos tejidos normales, tal como por ejemplo, la expresion de Epcam en el tracto
gastrointestinal (Kebenko y col., Oncoimmunology 2018, Vol. 7, No. 8). Si bien
actualmente se estan persiguiendo diferentes abordajes para reducir las
toxicidades relacionadas con la expresion del antigeno fuera de sitio, las
toxicidades aun permanecen limitadas por la dosis para muchos compuestos.

Los inventores han identificado proteinas de anclaje que no se encuentran
presentes en cantidades sustanciales en el suero y que se localizan en células
cancerosas las cuales se coexpresan con el TRAILR2. Es importante que, las
proteinas de anclaje seleccionadas no se expresan en el higado, que se
considera que sea ventajoso debido a la potencial toxicidad hepatica descrita

precedentemente.
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Los presentes inventores identificaron a cadherina-3 como una diana de
anclaje adecuada que se puede usar en combinacion con una molécula de unién
al receptor TRAIL.

La cadherina-3 (CDH3) es un miembro de la superfamilia de cadherina,
genes que codifican para glicoproteinas asociadas a membrana dependientes
de calcio. La proteina codificada es similar a cadherina, que consiste en una
regibn extracelular, que contiene 5 dominios cadherina, una regién
transmembrana, y un dominio intracelular.

Los inventores analizaron la expresion de CDH3 en tejidos tumorales y
descubrieron que el TRAILR2 y CDH3 se coexpresan en una variedad de
tumores (es decir, cancer de pancreas (PAC), cancer de cabezay cuello, cancer
de pulmén, cancer colorrectal, cancer de eséfago, cancer de mama triple
negativo, cancer de ovario, melanoma de piel, y en cancer urotelial y de cuello
uterino), con poca o nada de coexpresion en las células no cancerosas.
Notablemente, la CDH3 no fue detectable en tejido hepatico normal o hepatocitos
con sensibilidad informada de activacion de TRAILR2.

Por lo tanto, en la presente se proveen moléculas de union que incluyen
por lo menos un sitio de unién al antigeno que se une de manera especifica a
TRAILR2 y por lo menos un sitio de unioén al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3.

En los datos experimentales anexos, se puede observar que dichas
moléculas tienen la capacidad de inducir apoptosis in vitro e in vivo en células en
las cuales se expresan CDH3 y TRAILR2. Sorprendentemente, las moléculas de
union biespecificas que se unen a TRAILR2 y al dominio EC1 de CDH3 inducen

la apoptosis significativamente de manera mas eficaz que dichas moléculas de
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union biespecificas dirigidas de manera especifica contra el dominio EC2 de
CDH3, tal como lo demuestran de manera impresionante los datos in vivo que
se muestran en el Ejemplo 6.

Es importante que, como se muestra también en los ejemplos, las mismas
moléculas esencialmente no inducen apoptosis en células que expresan a
TRAILR2 pero no a CDHS3. Por lo tanto las moléculas de unién de la presente
invencidon son terapéuticamente eficaces para los canceres en los cuales las
células cancerosas expresan CDH3 y TRAILR2. En un aspecto, las moléculas
de unién de la presente invencion no afectan a las células hepaticas negativas
para CDH3, reduciendo de esta manera el riesgo de toxicidad hepatica.

Ademas, las moléculas de unién de la presente invencibn son muy
estables en condiciones de pH bajo, permitiendo la produccion eficaz en grandes
cantidades y por lo tanto haciéndolas excelentes candidatas de proteinas
terapéuticas.

Notablemente, las moléculas de unién de la presente invencion
esencialmente no muestran actividad de internalizacion en un ensayo
representativo. Tal como se muestra en el Ejemplo 7, la internalizacion no fue
medible para una molécula de union ejemplificativa especifica para
CDH3/TRAILR2 EC1. Una pequefia o muy lenta internalizacién es ventajosa
para soportar una activacion duradera y eficaz de TRAILR2 en la superficie
celular para las moléculas biespecificas de union de la invencion.

Por lo tanto las moléculas de unién de la invencion anti-CDH3/TRAILR2
tienen ventajas claras respecto a otras moléculas conocidas en el arte y ofrecen
utilidad para tratar el cancer, que incluye cancer de pancreas, canceres de

cabeza y cuello y canceres de pulmén. Algunas de estas ventajas incluyen
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eficacia in vivo mejorada, menos efectos secundarios, alta estabilidad y facilidad
mejorada de elaboracion; especialmente en comparacién con moléculas ya
conocidas en el arte.

El primer aspecto de la invencién provee una molécula de union que tiene
por lo menos un sitio de union al antigeno (un primer sitio de union al antigeno)
que se une de manera especifica a receptor de ligando inductor de apoptosis
relacionado con TNF 2 (TRAILR2) y por lo menos un sitio de union al antigeno
(un segundo sitio de union al antigeno) que se une de manera especifica a
cadherina-3 (CDH3), preferiblemente al dominio EC1 de CDH3.

Hasta la presente invencion no se habia descrito ni incluso contemplado
remotamente para preparar moléculas de union que se puedan unir de manera
especifica a TRAILR2 y CDH3, de manera especifica, al dominio EC1 de CDHS3.
No obstante, individualmente, cada proteina y sus genes asociados son
conocidos en el arte y estan bien representados en las bases de datos biolégicas.

Para evitar cualquier duda, con el término “receptor del ligando inductor
de apoptosis relacionado con TNF 2 (TRAILR2)” los inventores se refieren a la
proteina humana provista en UniProt 014763
http://www.uniprot.org/uniprot/O14763, y la secuencia de acido nucleico que
codifica para esa proteina.

Para evitar cualquier duda, con el término “cadherina-3 (CDH3)” los
inventores se refieren a la proteina humana provista en UniProt P22223
http://www.uniprot.org/uniprot/P22223, y la secuencia de acido nucleico que
codifica para esa proteina.

La presente invencion se relaciona con moléculas de union que tienen

especificidades de unién por al menos dos dianas diferentes. En relacion a la
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presente invencion, las moléculas de unidn derivan de anticuerpos. Las técnicas
para elaborar las moléculas de unién incluyen, a titulo enunciativo no taxativo,
coexpresion recombinante de dos pares de cadena pesada-cadena liviana de
inmunoglobulina que tienen diferentes especificidades (véase Milstein y Cuello,
Nature 305: 537 (1983)), WO 93/08829, y Traunecker y col., EMBO J. 10: 3655
(1991)), y disefio "botén en ojal" (véase, por ejemplo, Patente de los EE.UU. No.
5.731.168). Las moléculas de union de la invencion también pueden ser
elaboradas mediante el disefio de efectos de impedimento electrostatico para
elaborar moléculas heterodiméricas de Fc de anticuerpo (WO2009/089004A1);
entrecruzamiento de dos o mas anticuerpos o fragmentos (véase, por ejemplo,
Patente de los EE.UU. No. 4.676.980, y Brennan y col., Science, 229: 81 (1985));
usando cierres de leucina para elaborar anticuerpos biespecificos (véase, por
ejemplo, Kostelny y col.,, Immunol., 148(5): 1547-1553 (1992)); usando
tecnologia de "diabody" para elaborar fragmentos de anticuerpo biespecificos
(véase, por ejemplo, Hollinger y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444- 6448
(1993)); y usando dimeros de Fv de cadena unica (scFv) (véase, por ejemplo,
Gruber y col.,, Immunol., 152:5368 (1994)); y preparando anticuerpos
triespecificos como se describe, por ejemplo, en Tutt y col. Immunol. 147: 60
(1991).

A los términos no definidos de manera especifica en la presente se les
debe dar el significado que les daria un experto en el arte a la luz de la
divulgacion y del contexto. Tal como se usa en la memoria descriptiva, sin
embargo, a menos que se especifique lo contrario, los siguientes términos tienen
el significado indicado y se cumplen las siguientes convenciones.

Términos y definiciones utilizados
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Se dice que una molécula (por ejemplo la molécula de union de la
invencion, o un fragmento de la misma) que se puede "unir", "unir a", "unir
especificamente” o "unir especificamente a", que "tenga afinidad por" y/o que
"tiene especificidad por" cierto epitope, antigeno o proteina (o por al menos una
parte, fragmento o epitope del mismo) es "contra” o esta "dirigida contra" dicho
epitope, antigeno o proteina o que es una molécula "de uniéon" con respecto a
dicho epitope, antigeno o proteina. Tal como se lo usa en la presente, cuando el
término "biespecifico" se refiere a una molécula de union, se refiere a una
molécula (por ejemplo la molécula de union de la invencion) que se puede unir
especificamente o que tiene especificidad por al menos dos antigenos o
proteinas diferentes (o por al menos una parte, fragmento o epitope del mismo).

Tal como se lo usa en la presente, el término "sitio de union al antigeno”,
se refiere a un dominio de una molécula de union que confiere la capacidad de
unirse a un antigeno especifico. Los sitios de unién al antigenos se derivan
originalmente de anticuerpos, aunque los avances en este campo han llevado a
posibilidades adicionales de disefio y/u obtencion de sitios de union al antigenos
sin necesidad de generar un anticuerpo natural contra la diana de interés.
Independientemente de su origen, de acuerdo con la presente invencién un "sitio
de unién al antigeno" comprende por lo menos los elementos estructurales
minimos, es decir, los elementos estructurales necesarios y suficientes, que
permiten la unién a su antigeno diana especifico. Por lo tanto, de acuerdo con la
presente invencion un "sitio de union al antigeno” comprende por lo menos tres
secuencias de la CDR de la cadena pesada (en el caso de anticuerpos de
dominio Unico), de manera mas preferible por lo menos tres secuencias de la

CDR de la cadena liviana y tres de la cadena pesada. Como se analiza mas

42



adelante, estas CDR normalmente residen en el denominado dominio variable o
region variable (Fv) de un anticuerpo. Se apreciard que mientras que un sitio de
union al antigeno comprende por lo menos los elementos estructurales minimos,
normalmente abarca elementos adicionales (como, por ejemplo, las regiones
marco). Por lo tanto, tal como se lo utiliza de acuerdo con la presente invencion,
un sitio de union al antigeno también se puede definir mediante las secuencias
de la combinacion respectiva del dominio variable de la cadena pesada y del
dominio variable de la cadena liviana. De acuerdo con la presente invencion se
prefiere en particular que un "sitio de unién al antigeno" esté comprendido en un
polipéptido y/o que cada una de dichas CDR o dichos dominios variables sea(n)
polipéptido(s) o péptido(s).

Los “anticuerpos” o “moléculas de inmunoglobulina” (que también se
conocen como inmunoglobulinas, y se abrevian como Ig) son proteinas de
gamma globulina que se pueden encontrar en la sangre u otros fluidos corporales
de los vertebrados y que el sistema inmunitario utiliza para identificar y
neutralizar objetos extrafios, como las bacterias y virus Por lo general, estan
formados por unidades estructurales basicas, cada una de las cuales cuenta con
dos cadenas pesadas grandes y dos cadenas livianas pequefas, para formar,
por ejemplo, monémeros con una unidad, dimeros con dos unidades o
pentdmeros con cinco unidades. Los anticuerpos se pueden unir, mediante
interaccion no covalente, a otras moléculas o estructuras conocidas como
antigenos. Esta union es especifica en el sentido de que un anticuerpo solo se
unira con alta afinidad a una estructura especifica. La parte peculiar del antigeno
gue reconoce un anticuerpo se denomina epitope o determinante antigénico. La

parte del anticuerpo que se une al epitope a veces se denomina paratope y
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reside en el denominado dominio variable o region variable (Fv) del anticuerpo.
El dominio variable comprende tres regiones que se denominan regiones
determinantes de la complementariedad (CDR), separadas por regiones marco
(FR).

Dentro del contexto de la presente invencion, la referencia a las CDR se
basa en la definicion de Kabat (E.A. Kabat, T.T. Wu, H. Bilofsky, M. Reid-Miller y
H. Perry, Sequence of Proteins of Immunological Interest, National Institutes of
Health, Bethesda (1983)). Una definicidn alternativa de CDR se basa en (i) CCG
(Chemical Computing Group, segun se ilustra en Almagro y col., Proteins 2011;
79: 3050-3066 y Maier y col., Proteins 2014; 82: 1599-1610), (ii) Chothia (Chothia
y Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196: 901-917), (iii) IMGT(Lefranc MP, Dev Comp
Immunol. 27 de enero de 2003; (1):55-77) y (iv) North (North B, J Mol Biol. (2011)
406:228-56).

Tal como se las usa en la presente, las expresiones "dominios variables"
0 "region variable" o Fv, indican cada par de cadenas livianas y pesadas que
estan involucradas directamente en la unién del anticuerpo al antigeno. El
dominio variable de una cadena liviana se abrevia como "VL" y el dominio
variable de una cadena pesada se abrevia como "VH". Los dominios variables
de cadenas livianas y pesadas tienen la misma estructura general y cada dominio
comprende cuatro regiones marco (FR) cuyas secuencias estan ampliamente
conservadas, conectadas por tres HVR (o CDR). Las regiones estructurales
adoptan una conformacion de hoja (o laminas) beta y las CDR pueden formar
bucles que conectan la estructura de las hojas beta. Las CDR de cada cadena
conservan su estructura tridimensional por las regiones marco y junto con las

CDR de la otra cadena forman el sitio de union al antigeno. Las regiones CDR
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de las cadenas liviana y pesada del anticuerpo desempeian un papel
particularmente importante en la especificidad/afinidad de uniébn de los
anticuerpos de acuerdo con la invencion y por lo tanto proveen un objeto
adicional de la invencion.

Un dominio de inmunoglobulina consiste esencialmente en cuatro
“"regiones marco" a las cuales en el arte y en lo sucesivo en la presente se hace
referencia como "regién marco 1" o "FR1"; como "region marco 2" o "FR2"; como
"regibn marco 3" o "FR3"; y como '"region estructural 4" o "FR4",
respectivamente; donde dichas regiones marco estan interrumpidas por tres
"regiones determinantes de la complementariedad” o "CDR", a las cuales en el
arte y en lo sucesivo en la presente se hace referencia como "region
determinante de complementariedad 1" o "CDR1"; como "region determinante
de complementariedad 2" o "CDR2"; y como "regién determinante de
complementariedad 3" o "CDR3", respectivamente. Asi, la estructura general o
secuencia de un dominio variable de inmunoglobulina se puede indicar de la
siguiente manera: FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4. Los dominios
variables de inmunoglobulina son quienes confieren especificidad por el antigeno
a un anticuerpo porque contienen el sitio de union al antigeno.

Tal como se los usa en la presente solicitud, los términos "dominios
constantes" o "region constante", indican la suma de los dominios de un
anticuerpo distintos de la region variable. Dichos dominios y regiones constantes
son bien conocidos en el estado actual de la técnica y por ejemplo han sido
descritos por Kabat y col. (“Sequence of proteins of immunological interest”, US
Public Health Services, NIH Bethesda, MD, Publicacion N° 91).

La "parte Fc" de un anticuerpo no participa directamente en la union de un
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anticuerpo a un antigeno, pero exhibe diversas funciones efectoras. Una "parte
Fc de un anticuerpo” es un término bien conocido por los especialistas en la
materia y se define en base a la escision de anticuerpos por la papaina.
Dependiendo de la secuencia de aminoacidos de la region constante de sus
cadenas pesadas, los anticuerpos o inmunoglobulinas se dividen en las clases:
IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM. De acuerdo con las regiones constantes de la cadena
pesada, las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan a, 8, €,y Yy U
respectivamente. Varios de estos se pueden dividir en subclases (isotipos), por
ejemplo 1gGl, 1gG2, IgG3 e IgG4, IgAl e IgA2. La parte Fc de un anticuerpo
participa directamente en la ADCC (citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos) y la CDC (citotoxicidad dependiente del
complemento) en base a la activacién del complemento, la union de C1q y la
union del receptor de Fc. La activaciéon del complemento (CDC) se inicia
mediante la unién del factor del complemento C1q a la parte Fc de la mayor parte
de las subclases de anticuerpos IgG. Si bien la influencia de un anticuerpo en el
sistema del complemento depende de ciertas condiciones, la unién a Clq es
causada por sitios de unién definidos en la parte Fc. Dichos sitios de union son
conocidos en el estado actual de la técnica y han sido descritos, por ejemplo, por
Boakle y col., Nature 282 (1975) 742-743, Lukas y col., J. Immunol. 127 (1981)
2555-2560, Brunhouse y Cebra, Mol. Immunol. 16 (1979) 907-917, Burton y col.,
Nature 288 (1980) 338-344, Thommesen y col., Mol. Immunol. 37 (2000) 995-
1004, Idusogie y col., J. Immunol.164 (2000) 4178-4184, Hezareh y col., J.
Virology 75 (2001) 12161-12168, Morgan y col., Immunology 86 (1995 ) 319-324,
EP 0307434. Dichos sitios de union son, por ejemplo L234, L235, D270, N297,
E318, K320, K322, P331 y P329 (numeracion de acuerdo con el indice UE de
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Kabat, véase mas adelante). Los mas cruciales entre estos residuos en la
mediacioén de la unién del receptor C1q y Fcgamma en IgG1 son L234 y L235
(Hezareh y col., J. Virology 75 (2001) 12161-12168). Los anticuerpos de las
subclases IgGl e IgG3 suelen mostrar activacion del complemento y union a C1q
y C3, mientras que 1gG2 e 1gG4 no activan el sistema del complemento y no se
unen a Clqy C3.

En este campo los anticuerpos se han desarrollado adicionalmente y se
los ha convertido en herramientas versatiles en medicina y tecnologia. Por lo
tanto, en el contexto de la presente invencion, los términos "molécula de union”,
"molécula de anticuerpo” o "anticuerpo” no solo incluyen a los anticuerpos tal
como se los puede encontrar en la naturaleza, que comprenden, por ejemplo,
dos cadenas livianas y dos cadenas pesadas, o s6lo dos cadenas pesadas como
en las especies de camélidos, sino que ademas abarca a todas las moléculas
que comprenden por lo menos un paratope con especificidad de union a un
antigeno y similitud estructural con un dominio variable de una inmunoglobulina.

En la presente, los términos "anticuerpo” y "molécula de anticuerpo” se
usan como sinénimos.

Por lo tanto, un anticuerpo puede comprender un anticuerpo monoclonal,
un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico, un
fragmento de un anticuerpo, en particular un fragmento Fv, Fab, Fab' o F(ab")2,
un anticuerpo monocatenario, en particular un fragmento variable de cadena
simple (scFv), un inmunofarmaco modular pequefio (SMIP), un anticuerpo de
dominio, un nanobody y/o un diabody. El anticuerpo puede tener una funcion
efectora, como ADCC o CDC, que normalmente esta mediada por la parte Fc

(regidn constante del anticuerpo) del anticuerpo, o puede no tener funcion
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efectora, por ejemplo al carecer de una parte Fc o tener una parte Fc bloqueada,
enmascarada, en esencia una parte Fc que no es reconocida por las células
inmunitarias o los componentes del sistema inmunitario, como el sistema del
complemento o que lo es de manera insuficiente. Los anticuerpos monoclonales
(mADb) son anticuerpos monoespecificos, cuyas secuencias de aminoacidos son
idénticas. Se pueden producir mediante tecnologia de hibridoma a partir de una
linea celular hibrida (llamada hibridoma) que representa un clon de una fusién
de una célula B productora de anticuerpos especificos con una célula de mieloma
(cancer de células B) (Kohler G, Milstein C. Continuous cultures of fused cells
secreting antibody of predefined specificity. Nature 1975; 256:495-7). Como
alternativa, los anticuerpos monoclonales se pueden producir mediante
expresion recombinante en células huésped (Norderhaug L, Olafsen T,
Michaelsen TE, Sandlie I. (mayo de 1997). "Versatile vectors for transient and
stable expression of recombinant antibody molecules in mammalian cells.” J
Immunol Methods 204 (1): 77-87; véase también més adelante en la presente).
Un "anticuerpo recombinante” o "molécula de unién recombinante” es un
anticuerpo o molécula de unién que ha sido producido por una célula huésped
modificada por ingenieria recombinante. Opcionalmente se aisla o purifica.

Los anticuerpos policlonales representan una coleccién de moléculas de
anticuerpos con diferentes secuencias de aminoacidos y se pueden obtener de
la sangre de vertebrados después de la inmunizacion con el antigeno mediante
procesos bien conocidos en la técnica.

Los anticuerpos monoclonales (mAb) son anticuerpos monoespecificos
cuyas secuencias de aminoacidos son idénticas. Los mismos se pueden producir

mediante tecnologia de hibridomas a partir de una linea celular hibrida (que se
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denomina hibridoma) que representa un clon de una fusion de una célula B
productora de anticuerpos especificos con una célula de mieloma (cancer de
células B) (Kohler G, Milstein C. Continuous cultures of fused cells secreting
antibody of predefined specificity. Nature 1975; 256:495-7). Como alternativa, los
anticuerpos monoclonales se pueden producir mediante expresion recombinante
en células huésped (Norderhaug L, Olafsen T, Michaelsen TE, Sandlie I. (mayo
de 1997). " Versatile vectors for transient and stable expression of recombinant
antibody molecules in mammalian cells ".J Immunol Methods 204 (1): 77-87;
véase también mas adelante).

Para su aplicacion en el ser humano, frecuentemente es deseable reducir
la inmunogenicidad de los anticuerpos derivados originalmente de otras
especies, por ejemplo de raton. Esto se puede hacer mediante la construccién
de anticuerpos quiméricos o mediante un proceso denominado "humanizacion".
En este contexto, se entiende que un "anticuerpo quimérico" es un anticuerpo
que comprende una parte de la secuencia (por ejemplo, un dominio variable)
derivada de una especie (por ejemplo, de ratén) fusionada con una parte de la
secuencia (por ejemplo, los dominios constantes) derivada de una especie
diferente (por ejemplo, de ser humano). Un "anticuerpo humanizado” es un
anticuerpo que comprende un dominio variable que originalmente se derivd de
una especie no humana, en el que ciertos aminoacidos han sido mutados para
hacer que la secuencia general de ese dominio variable se asemeje mas a una
secuencia de un dominio variable humano. Los métodos de quimerizacion y
humanizacion de anticuerpos son bien conocidos en la técnica (Billetta R,
Lobuglio AF. “Chimeric antibodies”. Int Rev Immunol. 1993; 10(2-3):165-76;
Riechmann L, Clark M, Waldmann H, Winter G (1988). "Reshaping human
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antibodies for therapy”, Nature: 332:323). Tal como se lo usa en la presente, el
término "anticuerpos humanos", se refiere a anticuerpos que se crearon en base
a secuencias derivadas del genoma humano, por ejemplo mediante presentacion
en fagos o mediante el uso de animales transgénicos (véase, por ejemplo, WO
90/05144). Tal como se lo usa en la presente, el término "anticuerpo”, incluye
explicitamente a dichos anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, asi
como a los anticuerpos humanos.

Un anticuerpo "humanizado" se refiere a un anticuerpo que comprende
residuos de aminoacidos de regiones hipervariables no humanas (HVR) y
residuos de aminoécidos de FR humanos. En algunas formas de realizacion, un
anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente la totalidad de por lo
menos uno, Yy tipicamente de dos, dominios variables, en los que todos o
sustancialmente todos los HVR (por ejemplo, las regiones determinantes de la
complementariedad (CDR)) corresponden a los de un anticuerpo no humano, y
todas o sustancialmente todas las regiones marco (FR) corresponden a las de
un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado opcionalmente puede
comprender por lo menos una parte de una regién constante de anticuerpo
derivada de un anticuerpo humano. Una “forma humanizada” de un anticuerpo,
por ejemplo un anticuerpo no humano, se refiere a un anticuerpo que se ha
humanizado.

Ademas, se han desarrollado tecnologias para crear anticuerpos basados
en secuencias derivadas del genoma humano, por ejemplo, mediante
presentacion en fagos o uso de animales transgénicos (WO 90/05144; D. Marks,
H.R. Hoogenboom, T.P. Bonnert, J. McCafferty, A.D. Griffiths y G. Winter (1991)

"By-passing immunisation. Human antibodies from V-gene libraries displayed on
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phage" J. Mol. Biol., 222, 581-597; Knappik y col., J. Mol. Biol. 296: 57-86, 2000;
S. Carmen y L. Jermutus, "Concepts in antibody phage display"”, Briefings in
Functional Genomics and Proteomics 2002 1 (2): 189-203; Lonberg N, Huszar
D. "Human antibodies from transgenic mice", Int Rev Immunol. 1995; 13(1):65-
93.; Bruggemann M, Taussig MJ. "Production of human antibody repertoires in
transgenic mice", Curr Opin Biotechnol., agosto de 1997; 8(4):455- 8). En el
contexto de la presente invencion dichos anticuerpos son "anticuerpos
humanos".

El término "anticuerpo", en particular las moléculas de anticuerpo que se
describen en la presente, también puede incluir fragmentos de inmunoglobulinas
que retienen propiedades de unién al antigeno, tales como los fragmentos Fab,
Fab' o F(ab")2. Dichos fragmentos se pueden obtener por fragmentacion de
inmunoglobulinas, por ejemplo mediante digestion proteolitica, o por expresion
recombinante de dichos fragmentos. Por ejemplo, la digestion de
inmunoglobulinas se puede realizar por medio de técnicas de rutina, por ejemplo
usando papaina o pepsina (WO 94/29348). La digestién con papaina de los
anticuerpos normalmente produce dos fragmentos de unién al antigeno
idénticos, los denominados fragmentos Fab, cada uno con un solo sitio de unién
al antigeno y un fragmento Fc residual. El tratamiento con pepsina produce un
F(ab")2. En las moléculas Fab, cada uno de los dominios variables esta fusionado
con un dominio constante de inmunoglobulina, preferiblemente de origen
humano. Por tanto, el dominio variable de la cadena pesada se puede fusionar
con un dominio CH1 (el denominado fragmento Fd), y el dominio variable de la
cadena liviana se puede fusionar con un dominio CL. Las moléculas de Fab se

pueden producir mediante la expresion recombinante de los respectivos acidos
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nucleicos en las células huésped, véase mas adelante.

Se han desarrollado diversas tecnologias para colocar dominios variables
de inmunoglobulinas, o moléculas derivadas de dichos dominios variables, en un
contexto molecular diferente. De acuerdo con la presente invencion, los mismos
también se deben considerar "anticuerpos”. Por lo general, estas moléculas de
anticuerpo tienen un tamafio mas pequefio en comparacion con las
inmunoglobulinas y pueden comprender una sola cadena de aminoacidos o
diversas cadenas de aminoacidos. Por ejemplo, un fragmento variable
monocatenario (scFv) es una fusion de las regiones variables de las cadenas
pesada y liviana de las inmunoglobulinas, unidas entre si por un conector corto,
normalmente serina (S) o glicina (G) (WO 88/01649, WO 91/17271, Houston y
otros, International Reviews of Immunology, Volumen 10, 1993, 195 - 217). Los
"anticuerpos de un solo dominio" o "nanobodies" albergan un sitio de union al
antigeno en un solo dominio similar a Ilg (WO 94/04678; WO 03/050531, Ward y
col., Nature, 12 de octubre de 1989; 341 (6242): 544- 6; Revets y col., Expert
Opin Biol Ther. 5(1):111-24, 2005). Uno o mas anticuerpos de un solo dominio
con especificidad de union para el mismo antigeno o uno diferente se pueden
unir entre si. Los diabodies son moléculas de anticuerpos bivalentes que
consisten en dos cadenas de aminoacidos que comprenden dos dominios
variables (WO 94/13804, Holliger y col., Proc Natl Acad Sci U S A. 1993 Jul 15;
90(14):6444-8). Otros ejemplos de moléculas similares a anticuerpos son los
anticuerpos de la superfamilia de inmunoglobulinas (IgSF; Srinivasan y Roeske,
Current Protein Pept. Sci. 2005, 6(2): 185-96). Un concepto diferente conduce al
denominado inmunofarmaco modular pequefio (SMIP) que comprende un

dominio Fv unido a dominios efectores y bisagra de cadena simple desprovistos

52



del dominio constante CH1 (documento WO 02/056910).

Una molécula de anticuerpo puede estar fusionada (por ejemplo una
proteina de fusion) o unida de otra manera (mediante enlaces covalentes o no
covalentes) a otras entidades moleculares, tales como farmacos citotoxicos o
entidades que tengan un impacto deseado sobre las propiedades de la molécula
de anticuerpo. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar las propiedades
farmacocinéticas de las moléculas de anticuerpo, la estabilidad, por ejemplo en
fluidos corporales tales como la sangre, en particular en el caso de anticuerpos
monocatenarios o anticuerpos de un solo dominio. A este respecto se han
desarrollado una serie de tecnologias, en particular para prolongar la vida media
de dichas moléculas de anticuerpo en la circulacion, por ejemplo en la
PEGilacion (WO 98/25971; WO 98/48837; WO 2004081026), fusién u otro tipo
de union covalente de la molécula de anticuerpo a otra molécula de anticuerpo
que tiene afinidad por una proteina sérica como la albumina (WO 2004041865;
WO 2004003019), o la expresién de la molécula de anticuerpo como proteina de
fusion con la totalidad o parte de una proteina sérica como la albumina o la
transferrina (WO 01/79258). Los medios y métodos para la identificacion de
secuencias directrices y la optimizacion de secuencias directrices en el disefio
de anticuerpos son bien conocidos en la técnica y han sido revisados, por
ejemplo, en Goulet, D.R. y Atkins, W. M. J Pharm Sci 2020; 109(1):74-103 o
Tiller, K. E., & Tessier, P. M. (2015), Annual review of biomedical engineering,
17, 191-216.

Con respecto a la presente invencion, el primer aspecto de la invencion
provee una molécula de union que comprende por lo menos un sitio de unién al

antigeno que se une especificamente al receptor 2 del ligando inductor de
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apoptosis relacionado con TNF (TRAILR2) y por lo menos un sitio de unién al
antigeno que se une especificamente a la cadherina-3 (CDH3). En particular, el
sitio de union del antigeno CDH3 de la molécula de unién de la invencion se une
especificamente al dominio EC1 de la CDHS3.

“Especificidad de unién” significa que la molécula de anticuerpo tiene una
afinidad de unioén significativamente mayor con el antigeno diana TRAILR2 o
CDH3 que con moléculas estructuralmente no relacionadas.

Cuando se hace referencia a un ligando/receptor, anticuerpo/antigeno u
otro par de union, decir que se une "especificamente" o "selectivamente”, indica
una reaccion de unién que determina la presencia de la proteina en una
poblacion heterogénea de proteinas y otros productos bioldgicos. Por lo tanto,
en condiciones designadas, un ligando especifico se une a un receptor particular
y no se une en una cantidad significativa a otras proteinas presentes en la
muestra.

Un epitope es una regién de un antigeno que esta unida por un anticuerpo
0 un resto de unién al antigeno. El término "epitope" incluye a cualquier
determinante polipeptidico capaz de unirse especificamente a un anticuerpo o
unidad de unién al antigeno. En algunas formas de realizacion, los determinantes
de epitopes incluyen agrupaciones superficiales quimicamente activas de
moléculas tales como aminoacidos, cadenas laterales glicano, fosforilo o
sulfonilo y, en algunas formas de realizacion, pueden tener caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas y/o caracteristicas de carga
especificas. Los epitopes conformacionales y no conformacionales se distinguen
porque la union a los primeros se pierde en presencia de solventes

desnaturalizantes pero esto no sucede con los ultimos. Tal como se los utiliza en
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la presente, los términos "union” y "unién especifica" se refieren a la union del
anticuerpo o la unidad de union del antigeno a un epitope del antigeno en un
ensayo in vitro, preferiblemente en un ensayo de resonancia de plasmén
(BlAcore®, GE-Healthcare Uppsala, Suecia) con antigeno de tipo salvaje
purificado.

El anticuerpo, o la molécula de unién que se describen en la presente se
unen a su antigeno con una afinidad que es por lo menos dos veces mayor,
preferiblemente por lo menos diez veces mayor, de manera mas preferible por lo
menos 20 veces mayor y lo de manera mas preferible por lo menos 100 veces
mayor que la afinidad por antigenos no relacionados. En una forma de
realizacion preferida, el anticuerpo tendra una afinidad superior a
aproximadamente 10° litros/mol, segun se determina, por ejemplo, mediante un
andlisis de Scatchard (Munsen, y col. (1980) Analyt. Biochem. 107:220-239).

La afinidad es la interaccién entre un Unico sitio de union al antigeno de
una molécula de anticuerpo y un Unico epitope. Se expresa mediante la
constante de asociacion Ka = Kas/kdis, 0 la constante de disociacion Kp = Kdis/Kas.

Tal como se los usa en la presente, los términos "union" o "unidn
especifica" se refieren a la unién del anticuerpo a un epitope del antigeno en un
ensayo in vitro, preferiblemente en un ensayo de resonancia de plasmon
superficial (SPR, BIAcore, GE-Healthcare Uppsala, Suecia), por ejemplo, medido
a la temperatura ambiente. La afinidad de la union se define mediante los
términos kas (constante de velocidad para la asociacion del anticuerpo del
complejo anticuerpo/antigeno), kdis (constante de disociacion) y Ko (Kdis/Kas). La
uniodn especifica comunmente se refiere a la formacion de un complejo entre una

molécula receptora y sus ligandos. En el contexto de la unidon antigeno-
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anticuerpo, los anticuerpos de alta afinidad normalmente se unen a sus
antigenos diana con afinidades de 10°° M o0 menos.

En un aspecto, el anticuerpo se une a los antigenos diana TRAILR2 o
CDH3 con una afinidad determinada, por ejemplo mediante un andlisis de
resonancia de plasmoén superficial (Malmqvist M., "Surface plasmon resonance
for detection and measurement of antibody-antigen affinity and kinetics.", Curr
Opin Immunol. abril de 1993; 5(2):282-6), con un valor Ko dentro del rango entre
1 pMy 100 pM, preferiblemente entre 1 pM y 1 uM. La afinidad de los anticuerpos
también se puede medir mediante la tecnologia de ensayo de exclusion cinética
(KinExA) (Darling, R.J. y Brault P-A., "Kinetic exclusion assay technology:
Characterization of Molecular Interactions”, ASSAY and Drug Development
Technologies”, 2 de diciembre de 2004, (6): 647-657).

La afinidad de unién de una molécula de anticuerpo se puede mejorar
mediante un proceso conocido como maduracion de la afinidad (Marks y col.,
1992, Biotechnology 10:779-783; Barbas, y col., 1994, Proc. Nat. Acad. Sci, USA
91:3809-3813; Shier y col.,, 1995, Gene 169:147-155). Por lo tanto, los
anticuerpos madurados por afinidad también se incluyen en la presente
invencion.

En una forma de realizacion, la molécula de union biespecifica de la
presente invencién puede inducir la apoptosis mediada por TRAILR2 en uno o
mas tipos de células cancerosas, por ejemplo en la linea celular de
adenocarcinoma de colon GP2d o en la linea celular de cancer de pulmén NCI-
H358, con mas del 50 % de inhibicion del crecimiento celular a una concentracion
1 nM o menor, e incluso de manera mas preferible menor de 0,01 nM.

En una forma de realizacion adicional, la molécula de union de la presente
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invencién no puede inducir la apoptosis mediada por TRAILR2 en células
negativas para CDH3, con menos del 50 % de inhibicidn del crecimiento celular
en una concentracion de hasta 1 nM, o de manera mas preferible hasta 10 nM,
e incluso de manera mas preferible hasta 100 nM.

Los residuos de aminoacidos se indicaran de acuerdo con el codigo
estandar de aminoacidos de tres letras o de una letra, como es conocido en
general y segun el acuerdo en la técnica. Cuando se comparan dos secuencias
de aminoacidos, el término "diferencia de aminoacidos" se refiere a inserciones,
eliminaciones o sustituciones del nimero indicado de residuos de aminoacidos
en una posicion de la secuencia de referencia, en comparacion con una segunda
secuencia. En caso de sustitucion(es), dicha(s) sustitucion(es) sera(n)
preferiblemente sustitucion(es) de aminoacido(s) conservativa(s), lo que significa
que un residuo de aminoacido se reemplaza por otro residuo de amino&cido con
una estructura quimica similar y que tiene poca o0 esencialmente ninguna
influencia sobre la funcién, actividad u otras propiedades biol6gicas del
polipéptido. Estas sustituciones de aminoacidos conservativas son bien
conocidas en la técnica, por ejemplo, de WO 98/49185, donde las sustituciones
de aminoacidos conservativas son preferiblemente sustituciones en las que un
aminoacido dentro de los siguientes grupos (i) - (v) se sustituye por otro residuo
de aminoacido dentro del mismo grupo: (i) pequefios residuos alifaticos, apolares
o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr, Pro y Gly; (ii) residuos polares cargados
negativamente y sus amidas (no cargadas): Asp, Asn, Glu y GIn; (iii) residuos
polares cargados positivamente: His, Arg y Lys; (iv) residuos no polares alifaticos
grandes: Met, Leu, lle, Val y Cys; y (v) residuos aromaticos: Phe, Tyry Trp. Las

sustituciones de aminoacidos conservativas particularmente preferidas son las
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siguientes:

Ala por Gly o por Ser;

Arg por Lys;

Asn por GIn o por His;

Asp por Glu;

Cys por Ser;

GIn por Asn;

Glu por Asp;

Gly por Ala o por Pro;

His por Asn o por GIn;

lle por Leu o por Val,

Leu por lle o por Val;

Lys por Arg, por GIn o por Glu;

Met por Leu, por Tyr o por lle;

Phe por Met, por Leu o por Tyr;

Ser por Thr;

Thr por Ser;

Trp por Tyr,

Tyr por Trp o por Phe;

Val por lle o por Leu.

Tal como se lo usa en la presente, el término "aislado" se refiere a material
gue se extrae de su ambiente original o nativo (por ejemplo, el ambiente natural
si se produce de forma natural). Por ejemplo, una molécula de acido nucleico o
polipéptido de origen natural presente en un animal vivo no se aisla, pero la

misma molécula de acido nucleico o polipéptido, separada por intervencion
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humana de algunos o de todos los materiales coexistentes en el sistema natural,
se ha aislado. Dichas moléculas de acido nucleico podrian ser parte de un vector
y/o dichas moléculas de acido nucleico o polipéptidos podrian ser parte de una
composicién, y aun asi pueden ser aisladas en el sentido de que dicho vector o
composicién deje de formar parte del ambiente en el que se encuentra en la
naturaleza la molécula de acido nucleico o el polipéptido. Por ejemplo, se
considera que una molécula de 4cido nucleico o polipéptido es (estd) "(en) (en
forma) esencialmente aislada" cuando, en comparacion con su fuente biol6gica
nativa y/o el medio de reaccion o medio de cultivo del que se ha obtenido, ha
sido separada de por lo menos otro componente con el que habitualmente esta
asociada en dicha fuente o medio, tal como otra molécula de &cido nucleico, otro
polipéptido, otro componente biolégico o macromolécula o por lo menos un
contaminante, impureza o componente minoritario. En particular, una molécula
de &cido nucleico o polipéptido se considera "esencialmente aislado" cuando se
ha purificado por lo menos 2 veces, en particular por lo menos 10 veces, mas en
particular por lo menos 100 veces y hasta 1000 veces o mas. Una molécula de
acido nucleico o polipéptido que esta “en forma esencialmente aislada”
preferiblemente es esencialmente homogénea, seguin se determina usando una
técnica adecuada, tal como una técnica cromatografica adecuada, por ejemplo,
electroforesis en gel de poliacrilamida. Preferentemente, las moléculas de union
y los acidos nucleicos de la presente invencion son aislados.

A no ser que se indique otra cosa, el término "secuencia” tal como se usa
lo en la presente (por ejemplo, en términos como "secuencia de
inmunoglobulina”, "secuencia de molécula de union" o “"secuencia de

polipéptido”), en general se debe entender que incluye tanto a la secuencia de
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aminoécidos relevante como a las secuencias de acidos nucleicos o secuencias
de nucleétidos que la codifican, a no ser que el contexto requiera una
interpretacion mas limitada.

Tal como se los usa en la presente, los términos "idéntico" o "porcentaje
de identidad", en el contexto de dos o més secuencias de acidos nucleicos o
polipéptidos, se refieren a dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias que son
iguales o tienen un porcentaje especifico de nucleétidos o residuos de
aminoacidos que son iguales, cuando se comparan y alinean para una maxima
correspondencia. Para determinar el porcentaje de identidad, las secuencias se
alinean para fines de una éptima comparacién (por ejemplo, se pueden introducir
brechas en la secuencia de un primer aminoacido o secuencia de acido nucleico
para un alineamiento 6ptimo con una segunda secuencia de aminoacido o acido
nucleico). A continuacion, se comparan los residuos de aminoacidos o
nucleétidos en las posiciones de aminoacidos o posiciones de nucleétidos
correspondientes. Cuando una posicion en la primera secuencia estd ocupada
por el mismo residuo de aminoé&cido o nucleétido que la posicién correspondiente
en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion.
El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcion del nimero
de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de identidad
= numero de posiciones idénticas/nimero total de posiciones (por ejemplo,
posiciones superpuestas) x 100). En algunas formas de realizacion, las dos
secuencias que se comparan tienen la misma longitud después de que se
introducen brechas dentro de las secuencias, segun corresponda (por ejemplo,
excluyendo la secuencia adicional que se extiende mas alla de las secuencias

que se comparan). Por ejemplo, cuando se comparan secuencias de region
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variable, no se toman en consideracion las secuencias directrices y/o de dominio
constante. Para comparaciones de secuencias entre dos secuencias, una CDR
"correspondiente” se refiere a una CDR en la misma ubicacién en ambas
secuencias (por ejemplo, CDR-H1 de cada secuencia).

La determinacion del porcentaje de identidad o el porcentaje de similitud
entre dos secuencias se puede realizar usando un algoritmo matemético. Un
ejemplo no limitativo preferido de un algoritmo matemético utilizado para la
comparacién de dos secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul, 1990, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268, modificado como en Karlin y Altschul, 1993
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Dicho algoritmo esté incorporado en
los programas NBLAST y XBLAST de Altschul y col., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-
410. Las busquedas de nucledtidos en BLAST se pueden realizar con el
programa NBLAST, puntuacién = 100, longitud de palabra = 12, para obtener
secuencias de nucledtidos homoélogas a un &cido nucleico que codifica una
proteina de interés. Las busquedas de proteinas en BLAST se pueden realizar
con el programa XBLAST, puntuacion = 50, longitud de palabra = 3, para obtener
secuencias de aminoacidos homoélogas a una proteina de interés. Para obtener
alineaciones con huecos con fines de comparacion, se puede utilizar Gapped
BLAST como se describe en Altschul y col., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-
3402. Como alternativa, para realizar una busqueda iterativa que detecta
relaciones distantes entre moléculas se puede usar PSI-Blast (Id). Al utilizar los
programas BLAST, Gapped BLAST y PSI-Blast, se pueden utilizar los
parametros predeterminados de los respectivos programas (por ejemplo,
XBLAST y NBLAST). Otro ejemplo preferido, no limitativo, de un algoritmo

matematico que se utiliza para la comparacion de secuencias es el algoritmo de
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Myers y Miller, CABIOS (1989). Dicho algoritmo estéa incorporado en el programa
ALIGN (version 2.0) que es parte del paquete de software de alineacion de
secuencias GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparar
secuencias de aminodcidos, se puede usar una tabla de residuos de peso
PAM120, una restriccion de longitud de falta de coincidencia de 12 y una
restriccion por falta de coincidencia de 4. En la técnica se conocen algoritmos
adicionales para el andlisis de secuencias, los cuales incluyen ADVANCE y
ADAM que se describen en Torellis y Robotti, 1994, Comput. Appl. Biosci.. 10:3-
5; y FASTA que se describe en Pearson y Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:2444-8. Dentro de FASTA, ktup es una opcién de control que establece
la sensibilidad y velocidad de la busqueda. Si ktup= 2, se encuentran las regiones
similares en las dos secuencias que se comparan observando pares de residuos
alineados; si ktup= 1, se examinan aminoacidos alineados individuales. ktup se
puede establecer en 2 0 1 para secuencias de proteinas, o entre 1 y 6 para
secuencias de ADN. Si no se especifica, el valor predeterminado de ktup es 2
para proteinas y 6 para ADN. Como alternativa, el alineamiento de secuencias
de proteinas se puede llevar a cabo usando el algoritmo CLUSTAL W, segun
han descrito Higgins y col, 1996, Methods Enzymol. 266:383-402.
Preferiblemente, se usa el algoritmo CLUSTAL W descrito anteriormente.

Tal como se lo usa en la presente, el término "que comprende”, indica que
ademas de los componentes y/o pasos mencionados especificamente se
pueden incluir componentes y/o pasos adicionales. Sin embargo, este término
también abarca que el objeto que se reivindica consiste exactamente en los
componentes y/o pasos mencionados.

Tal como se lo usa en la presente, el término "por lo menos" se refiere a
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cualquier numero que incluya el numero mencionado especificamente y
cualquier numero superior al mismo. Por ejemplo, “por lo menos uno” abarca a
exactamente uno, asi como a mas de uno, incluyendo sin limitacion a dos, por
ejemplo tres o cuatro. Ademas se incluye, por ejemplo cinco, seis, siete, ocho,
nueve, 10, 15, como 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 o 500, asi como
cualquier numero entero entre estos dichos nimeros que se han mencionado
especificamente o sobre los mismos. Con respecto al término "por lo menos un
sitio de unién al antigeno"”, se prefiere particularmente que dicho término abarque
a uno, dos, tres o cuatro sitios de union al antigeno. De manera més preferible,
dicho término se refiere exactamente a un sitio de union al antigeno. En aquellos
casos en los que se selecciona méas de un sitio de unién al antigeno para una
diana, estos multiples sitios de union al antigeno se pueden elegir de manera
independiente, es decir, pueden ser idénticos o pueden diferir entre si.

Tal como se lo usa en la presente, el término "polipéptido" describe
cadenas moleculares lineales de aminoécidos, incluyendo a los polipéptidos de
la cadena simple o sus fragmentos, que contienen mas de 30 aminoacidos. Por
otro lado, tal como se lo usa en la presente invencion, el término "péptido"
describe cadenas lineales de aminoacidos que contienen hasta 30 aminoéacidos.
Tal como se lo utiliza de acuerdo con la presente invencion, el término
"(poli)péptido" se refiere a un grupo de moléculas que comprende al grupo de los
péptidos, que consisten en hasta 30 aminoacidos, asi como al grupo de los
polipéptidos, que consisten en mas de 30 aminoéacidos.

Tal como se lo usa en la presente, el término "conector" abarca tanto a los
conectores peptidicos, es decir, secuencias de aminoacidos, como a los

conectores no peptidicos, que conectan covalente o no covalentemente partes
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individuales de una molécula. Tal como se lo usa en la presente, el término
"conector no peptidico” se refiere a grupos de enlace que tienen dos 0 mas
grupos reactivos pero que excluyen a los conectores peptidicos segun se define
mas adelante. Por ejemplo, el conector no peptidico puede ser un polimero que
tenga grupos reactivos en ambos extremos, que se unen individualmente a los
grupos reactivos de las partes de union de la molécula de la invencion, por
ejemplo, un extremo amino, un residuo lisina, un residuo histidina o un residuo
cisteina. Los grupos reactivos del polimero incluyen un grupo aldehido, un grupo
aldehido propionico, un grupo butil aldehido, un grupo maleimida, un grupo
cetona, un grupo vinilsulfona, un grupo tiol, un grupo hidrazida, un grupo
carbonildiimidazol (CDI), un grupo carbonato de nitrofenilo (NPC), un grupo
trisilato, un grupo isocianato y derivados succinimida. Algunos ejemplos de
derivados succinimida incluyen propionato de succinimidilo (SPA), é&cido
succinimidilo butanoico (SBA), carboximetilato de succinimidilo (SCM),
succinimidil succinamida (SSA), succinato de succinimidilo (SS), carbonato de
succinimidilo y N-hidroxisuccinimida (NHS). Los grupos reactivos en ambos
extremos del polimero no peptidico pueden ser iguales o diferentes. Por ejemplo,
el polimero no peptidico puede tener un grupo maleimida en un extremo y un
grupo aldehido en el otro extremo.

Los conectores peptidicos, tal como se los contempla en la presente, son
conectores (poli)peptidicos de por lo menos 1 aminoacido de longitud.
Preferiblemente, los conectores tienen una longitud de entre 1 y 100
aminoacidos. De manera mas preferible, los conectores tienen una longitud de
entre 5 y 50 aminoacidos, de manera mas preferible una longitud de entre 10 y

40 aminoacidos, e incluso de manera mas preferible, los conectores tienen una
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longitud de entre 15 y 30 aminoacidos. Algunos ejemplos no limitativos de
conectores pequefios que se utilizan con frecuencia incluyen secuencias de
aminoacidos glicina y serina, que se denominan miniconectores GS. Algunos
ejemplos preferidos de secuencias conectoras son conectores Gly/Ser de
diferentes longitudes, como los conectores (glyxsery)z, incluyendo a (glysser)s,
(glyaser)a, (glyaser), (glysser), glys, y (glysserz)s. La cantidad de aminoacidos de
estos conectores puede variar, por ejemplo, pueden ser 4 (por ejemplo, GGGS)
(SEQ ID NO: 95), 6 (por ejemplo, GGSGGS) (SEQ ID NO: 94), 7 (por ejemplo,
GGGSGGS (SEQ ID NO: 221)), o multiplos de dichos numeros, como por
ejemplo dos o tres o0 mas repeticiones de estos cuatro/seis aminoacidos. De
manera mas preferible, dichos miniconectores GS tienen 20 aminoacidos y la
secuencia GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 232). Otros ejemplos

de conectores incluyen a los siguientes:

Conector Secuencia SEQ ID NO

GGGGS 222
Conector 5GS:

SGGSGGS 223
Conector 7GS:

GGGGCGGGS 224
Conector 8GS:

GGGGSGGGS 225
Conector 9GS:

GGGGSGGGGS 226
Conector 10GS:

GGGGSGGGGSGGGGS 227
Conector 15GS:

GGGGSGGGGSGGGGGGES 228
Conector 18GS:

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS 232
Conector 20GS:

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGESGGGGS 229
Conector 25GS:

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS 230
Conector 30GS:

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS 231

Conector 35GS: |GGGGS
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Los especialistas en la materia podran apreciar que cuando la molécula
de interés es una sola cadena polipeptidica, el conector es un conector peptidico.

Se sabe en la técnica que la naturaleza, es decir, la longitud y/o las
composiciones, como por ejemplo la secuencia de aminoacidos del conector,
puede modificar o potenciar la estabilidad y/o solubilidad de la molécula que
contiene el conector. Normalmente, la longitud y la secuencia de un conector se
seleccionan dependiendo de la composicion de la respectiva molécula de
interés. Los especialistas en la materia conocen bien los métodos para disefiar
y probar la idoneidad de diferentes conectores, véase, por ejemplo, Volkel, T. y
col. Protein Engineering, Design and Selection, volumen 14, nimero 10, 2001,
paginas 815-823. Por ejemplo, las propiedades de la molécula se pueden
analizar facilmente mediante la comparacién de la afinidad de union de las partes
de unién de la molécula de la invencién. En el caso de la molécula triespecifica
de la invencién, las mediciones respectivas para cada parte de unién se pueden
realizar por separado. La estabilidad de la molécula que se obtiene como
resultado se puede medir utilizando un método basado en ELISA para determinar
la capacidad de union residual de la molécula después de la incubacién en suero
humano a 37°C durante diversos periodos de tiempo. Otras pruebas adecuadas
se pueden encontrar, por ejemplo, en Brian R. Miller, B.R. y col. Protein
Engineering, Design and Selection, volumen 23, nimero 7, 2010, paginas 549—
557 o Kugler, M. y col. Protein Engineering, Design and Selection, volumen 22,
namero 3, 2009, paginas 135-147.

De acuerdo con la presente invencion, el término "molécula de &cido
nucleico”, que en la presente se usa como sindnimo del término "polinucleotido”,

incluye al ADN, por ejemplo ADNc o ADN genomico, y al ARN, por ejemplo
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ARNmM. Ademas incluyen a las moléculas que imitan a los &cidos nucleicos
conocidas en la técnica tales como, por ejemplo, derivados sintéticos o
semisintéticos de ADN o ARN y polimeros mixtos. Dichas moléculas que imitan
acidos nucleicos o derivados de acidos nucleicos de acuerdo con la invencion
incluyen fosforotioato-acido nucleico, fosforamidato-acido nucleico, 2'-O-
metoxietilo-acido ribonucleico, morfolino-4cido nucleico, hexitol-4cido nucleico
(HNA) y acidos nucleicos bloqueados (LNA). Los LNA son un derivado de ARN
donde el anillo ribosa esta restringido por una conexion mediante metileno entre
el oxigeno 2'y el carbono 4'. Como podran apreciar facilmente los especialistas
en la materia, los mismos pueden contener bases de nucledtidos adicionales no
naturales o derivadas.

Moléculas de union de lainvencion

En un primer aspecto, la invencion provee una molécula de union que
comprende por lo menos un sitio de union al antigeno que se une de manera
especifica al receptor del ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF 2
(TRAILR2) y por lo menos un sitio de union al antigeno que se une de manera
especifica a cadherina-3 (CDH3). Preferiblemente, dicho por lo menos un sitio
de unién al antigeno que se une a CDH3, se une de manera especifica al dominio
EC1 de CDH3.

Por lo tanto, la molécula de unién de la invencion (también llamada en la
presente la “proteina de la invencién” o el “unidor de la invencién”) comprende
por lo menos los dos sitios diferentes de union al antigeno mencionados de
manera especifica, es decir por lo menos un sitio de unién a TRAILR2 y por lo

menos un sitio de unién a CDH3. Debido a las al menos dos especificidades, la
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molécula de union de la invencion también es llamada en la presente “molécula
de union biespecifica” de la invencion.

El término CDH3, como se usa en la presente, se refiere a “cadherina-3”,
también conocida como “P-cadherina”. La CDH3, un miembro de la superfamilia
similares a cadherina es una glicoproteina de adhesion célula a célula
dependiente de calcio compuesta por cinco repeticiones extracelulares de
cadherina (EC), una regién transmembrana y una cola citoplasmética muy
conservada. La CDH3 de humano esté representada por la SEQ ID NO:98 asi
como en el nimero de acceso a la base de datos UniProt P22223, disponible en
http://www.uniprot.org/uniprot/P22223.

Las cadherinas son un grupo de proteinas transmembrana que sirven
como las principales moléculas de adhesion localizadas en las uniones
adherentes. Estas pueden regular la adhesion célula a célula a través de su
dominio extracelular y sus dominios citosdlicos se conectan al citoesqueleto de
actina por union a las cateninas. Estructuralmente, las cadherinas comprenden
varios dominios: clasicamente, estos incluyen una secuencia sefial; un
propéptido de alrededor de 130 residuos; un dominio transmembrana individual
y cinco dominios cadherina extracelulares repetidos en tandem, 4 de los cuales
son repeticiones de cadherina, y el quinto tipicamente contiene 4 cisteinas
conservadas y un dominio citoplasmatico de extremo C terminal. Sin embargo,
las proteinas se designan como miembros de la familia de cadherina
ampliamente definida si tienen una o mas repeticiones de cadherina. Una
repeticion de cadherina es una secuencia con plegamiento independiente de
aproximadamente 110 aminoacidos que tipicamente contiene motivos con las

secuencias conservadas DRE, DXNDNAPXF, y DXD.
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Como se usa en la presente, el término “dominio EC1 de CDH3” se refiere
a la primera de las repeticiones extracelulares de cadherina de CDH3. De
manera especifica, el dominio EC1 de CDH3 se representa con la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:99.

En consecuencia, el término “dominio EC2 de CDH3” se refiere a la
segunda repeticion extracelular de cadherina de CDH3, representada por SEQ
ID NO:100.

La molécula de unién de la presente invencion no se limita de manera
particular respecto a su formato, con la condicion de que comprenda por lo
menos los dos sitios de union al antigeno diferentes (TRAILR2 y CDH3)
indicados de manera especifica y que tenga la capacidad de unirse a estas dos
dianas. Como tal, el formato puede estar basado en el formato de un anticuerpo
de origen natural o de un derivado de anticuerpo, o fragmentos de dichos
anticuerpos, asi como miméticos de anticuerpo. Dichos formatos se pueden
modificar segun se requiera para acomodar los tres sitios de union al antigeno,
por ejemplo, para comprender de manera adicional un fragmento de anticuerpo
adicional, en particular un fragmento Fv, Fab, Fab’, o F(ab’)2, un anticuerpo de
cadena Unica, en particular un fragmento variable de cadena Unica (scFv), un
inmunofarmaco Modular Pequefio (SMIP, del inglés Small Modular
Immunopharmaceutical), un anticuerpo dominio, o un nanobody. Otros ejemplos
no limitantes de formatos adecuados que se pueden emplear, de manera
individual o para todos los sitios de union al antigeno, incluyen los miméticos de
anticuerpo definidos precedentemente en la presente.

En una forma de realizacion preferida, el por lo menos un sitio de unién al

antigeno de la molécula de union descrito en la presente que se une de manera
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especifica a cadherina-3 (CDH3) es una molécula de inmunoglobulina (Ig) (que
tiene la estructura con forma de Y convencional de un anticuerpo de longitud
completa que comprende dos cadenas pesadas y dos livianas) y el por lo menos
un sitio de unién al antigeno que se une de manera especifica al receptor del
ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF 2 (TRAILR2) comprende uno
0 méas elementos de union scFv, scFab, Fab o Fv. Preferiblemente el sitio de
union al antigeno que se une de manera especifica al receptor del ligando
inductor de apoptosis relacionado con TNF 2 (TRAILR2) comprende uno o mas
scFv. Incluso mas preferiblemente, la molécula de unién que se describe en la
presente comprende dos sitios de union al antigeno que se unen de manera
especifica a TRAILR2, en donde cada uno comprende un scFv, es decir dicha
molécula de union comprende dos scFv con especificidad por diana de TRAILR2.

Un "fragmento Fv de cadena unica" (scFv) es un polipéptido que
comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo, un
conector, y un dominio variable de cadena liviana (VL) de anticuerpo, en donde
dichos dominios de anticuerpo y dicho conector tienen uno de los siguientes
ordenes en la direcciéon desde el extremo N a C terminal: a) VH--conector-VL, b)
VL-conector-VH, y en donde dicho conector es un polipéptido de entre 15y 25
aminoécidos, preferiblemente 20 aminoacidos, de longitud.

Ademas, estos fragmentos Fv de cadena Unica pueden ser estabilizados
de manera adicional a través de la incorporacién de enlaces disulfuro entre los
dominios VH y VL, en el dominio VH, o en el dominio VL, mediante la
incorporacion de residuos de cisteina. El tétrmino extremo N terminal se refiere
al primer aminoacido de la cadena polipeptidica mientras que el término extremo

C terminal se refiere al Ultimo aminoacido del extremo C terminal de la cadena
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polipeptidica. Por lo tanto una forma de realizacion de la invencion es aquella en
donde el uno o mas scFv comprenden residuos de cisteina adicionales para
formar enlaces disulfuro.

En una forma de realizacion de la invencion, la estabilidad de la unidad
scFv se puede aumentar a través de la incorporacion de dos residuos de cisteina
en proximidad en 3 dimensiones para formar un enlace disulfuro en el scFv
(referido en la presente como scFvss). Cuando el scFv deriva de las secuencias
de la region V de TRvl (tal como se describe precedentemente), los sitios
potenciales ejemplificativos en donde se pueden modificar dichos enlaces
disulfuro estabilizantes incluyen: (a) entre la posicion 99 de VL y la posicion 45
de VH, (b) entre la posicién 102 de VL y la posicién 44 de VH, (c) entre las
posiciones 4 y 100 de VL, y (d) entre las posiciones 6 y 112 de VH. Para lograr
la estabilizacion mediante los enlaces disulfuro disefiados, los residuos en estas
posiciones preferiblemente se sustituyen por residuos de cisteina.

Preferiblemente, dicho sitio de unién al antigeno anti-TRAILR2 es un scFv
que estéa fusionado al extremo C terminal de la cadena pesada de la molécula de
inmunoglobulina; por ejemplo, un scFv que estéa fusionado a una de las cadenas
pesadas de la molécula de Ig, o dos scFv, en donde un scFv esta fusionado a
una de las dos cadenas pesadas y otro scFv esta fusionado a la otra cadena
pesada. De esta manera, se forma una cadena pesada modificada.

En una forma de realizacion preferida, las moléculas biespecificas de
union de la invencion comprenden moléculas de inmunoglobulina modificadas
en donde (i) la cadena pesada de la inmunoglobulina comprende una secuencia
de aminoacidos de un dominio variable de cadena pesada que se une de manera

especifica a CDH3, dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
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y también un scFv, que se une de manera especifica a TRAILR2, que comprende
una secuencia de aminoacidos de dominios variables de cadena liviana y de
cadena pesada, y en donde el scFv esta unido al extremo C terminal de los
dominios constantes de la Ig, y (i) la cadena liviana de la inmunoglobulina
comprende una secuencia de aminoacidos de un dominio variable de cadena
liviana que se une de manera especifica al CDH3 y un dominio constante de
cadena liviana. Preferiblemente, las moléculas de inmunoglobulina modificadas
comprenden dos cadenas pesadas de inmunoglobulina (por ejemplo, cadena
pesada modificada) y dos cadenas livianas de inmunoglobulina.

La fusién de los diversos componentes entre si es bien conocida en el
arte. Dicha fusion, por ejemplo, puede ser a través de conectores peptidicos o a
través de conectores no peptidicos. Preferiblemente, dicha fusién es a través de
uno o mas conectores peptidicos.

En un aspecto especifico de la invencion, el uno o més scFv que se unen
de manera especifica a TRAILR2 se fusionan a la molécula de Ig que se une de
manera especifica CDH3 mediante un conector peptidico, preferiblemente un
conector peptidico que tiene una longitud de entre aproximadamente 4 y 20
aminoécidos (por ejemplo, cualquier valor entre 6, 9, 12, o 15). Preferiblemente
el scFv esta fusionado al extremo C terminal de la cadena pesada de la molécula
de Ig.

Los métodos para conectar las moléculas de scFv al extremo C terminal
de la cadena pesada de la molécula de IgG o conectar los dominios variables
dentro de las moléculas de scFv son bien conocidos en el arte. Tipicamente se
usa una secuencia conectora pequefia de aminoacidos glicina y serina (también

llamado miniconector GS).
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El nimero de aminoacidos en el conector puede variar entre 4 a 10 o mas,
como se describe en la presente. En la practica, normalmente el conector se
forma por la combinacion de la molécula de acido nucleico que codifica para la
IgG de interés (que en este caso incluiria al acido nucleico que codifica para el
dominio variable de la cadena pesada para el sitio de union a CDH3 y los
dominios constantes del tipo de 1gG) con el acido nucleico que codifica para el
scFv deseado (que en este caso incluiria al acido nucleico que codifica para el
dominio variable de las cadenas pesada y liviana, ya sea en orientacién VL-VH
o bien en orientacion VH-VL para el sitio de union a TRAILR2) separados por la
molécula de &cido nucleico que codifica para la secuencia conectora (por
ejemplo, un miniconector GS con un numero de 5, 10, 15, o 20 aminoécidos,
preferiblemente un conector tal como GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID
NO:232)). Luego, como se explica méas adelante, esta cadena pesada
modificada completa que codifica para la molécula de &cido nucleico se coloca
dentro de un vector de expresién y se introduce en células huésped apropiadas
de manera de formar el polipéptido completo cadena pesada de IgG-scFv
individual.

Preferiblemente el conector entre la molécula de scFv y el extremo C
terminal de la cadena pesada de la molécula de IgG es GGSGGS (SEQ ID
NO:94) o GGGSGGS.

Preferiblemente, dicha molécula de inmunoglobulina es una molécula de
inmunoglobulina monoclonal, quimérica, humanizada o humana (por ejemplo, un
anticuerpo). Se prefiere mas que la region constante de cadena pesada de dicha
molécula de inmunoglobulina se seleccione del grupo que consiste en las

regiones constantes de I1gG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgM, IgA e IgE. En otra forma de
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realizacion preferida, la region constante de cadena liviana de dicha molécula de
inmunoglobulina es kappa o lambda. Preferiblemente, la molécula de Ig es una
19G.

En una forma de realizacion, la presente invencion provee una molécula
de union que es una proteina de union multiespecifica que comprende (i) una
molécula de Ig que se une de manera especifica CDH3 con dos cadenas
pesadas y dos livianas, y (ii) dos moléculas de scFv (scFv(s)) en donde cada una
se une de manera especifica a TRAILR2. Preferiblemente, cada cadena pesada
de la molécula de Ig tiene un scFv fusionado a su extremo C terminal, formando
de esta manera un proteina de unién biespecifica tetravalente.

En una forma de realizacion, la presente invencion provee una molécula
de unién (también llamada en la presente proteina de unién multiespecifica o
molécula de Ig modificada) con:

(i) dos cadenas pesadas (por ejemplo, cadena pesada modificada), en
donde cada una comprende desde el extremo N al extremo C:

- un dominio variable de cadena pesada especifico para CDH3 (por
ejemplo, dominio VH murino, humanizado o humano), preferiblemente,
especifico para el dominio EC1 de CDH3,

- dominios constantes de una IgG (por ejemplo, IgG1 o IgG4 humana),

- un conector peptidico (por ejemplo, un miniconector GS), y

- un scFv especifico de TRAILR2 (por ejemplo, un scFv que comprende
desde el extremo N al extremo C un dominio VH (por ejemplo, dominio VH
murino, humanizado o humano) un conector y un dominio VL (por ejemplo,
dominio VL murino, humanizado o humano), o viceversa, un dominio VL un

conector y un dominio VH); y
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(ii) dos cadenas livianas, en donde cada una comprende desde el extremo
N al extremo C terminal:

- un dominio variable de cadena liviana especifica para CDH3 (por
ejemplo, dominio VL murino, humanizado o humano), preferiblemente,
especifico para el dominio EC1 de CDH3,

- un dominio constante de cadena liviana (por ejemplo, una cadena kappa
humana).

Debido a que la region Fc de un anticuerpo interacciona con varios
receptores Fc, lo que da como resultado varias capacidades funcionales
importantes (que se denominan “funciones efectoras”), el anticuerpo es, en
determinadas formas de realizacion, un anticuerpo de longitud completa o un
anticuerpo que contiene una parte de la region Fc, esto ultimo siempre que el
anticuerpo presente union especifica tanto para la parte relevante del antigeno
como para los receptores Fc y los complementos. La eleccién del tipo y la
longitud de la region constante depende de si las funciones efectoras como la
fijacion del complemento o la citotoxicidad mediada por células y dependiente de
anticuerpos sean caracteristicas deseables, y de las propiedades farmacoldgicas
deseadas de la proteina del anticuerpo.

En una forma de realizacion de la invencion, la molécula de union de la
invencion puede tener una region Fc, o la seccion relevante de la misma, que se
ha modificado por ingenieria para evitar un entrecruzamiento no deseado con los
receptores Fc gamma solubles o con el componente del complemento C1q. En
una forma de realizacion, dicha molécula de union o variante de anticuerpo tiene
afinidades mucho menores para los receptores Fc gamma y el componente del

complemento C1q que el anticuerpo parental. (En lo sucesivo, si no se afirma lo
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contrario, el término “parental” en el contexto de una molécula de anticuerpo, o
en el contexto de una IgG o la regién Fc, se refiere a la molécula de anticuerpo,
region Fc o IgG no modificadas por ingenieria, respectivamente, a partir de las
que se obtiene la molécula mutada (modificada por ingenieria)). Por lo tanto, una
forma de realizacion de la invencién es aquella en donde la molécula de la Ig
comprende una Fc variante que tiene una afinidad reducida por los receptores
Fc gamma o los receptores del complemento, o ambos, en comparacion con una
regiobn Fc de tipo salvaje. Dicha molécula de Ig se denomina en la presente
lgG1(KO).

Otra forma de realizacién de la invencién es aquella en donde la molécula
de union de la invencién comprende una region Fc, o la seccion relevante de la
misma, que se ha modificado por ingenieria para modificar los niveles séricos
(vida media) mediante la optimizacion de su interaccion con el receptor Fc
neonatal (FCRn), por ejemplo, mediante una mutacién puntual en el dominio CH2
en la posicion H310A. Dicha molécula de Ig se denomina en la presente
[gG1FcRnmut.

Otra forma de realizacién de la invencién es aquella en donde la molécula
de union comprende una molécula de Ig que comprende una region bisagra
variante de IgG4 que anula el intercambio de la cadena pesada con otras
moléculas de IgG4. Dicha molécula de Ig se denomina en la presente IgG4Pro.

La presente invencion provee una molécula de unidon biespecifica que
tiene por lo menos un sitio de union al antigeno que se une de manera especifica
al receptor del ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF 2 (TRAILR2)
y por lo menos un sitio de unién al antigeno que se une de manera especifica a

cadherina-3 (CDH3).
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Los métodos para preparar los sitios de unidén que se unen a los antigenos
diana especificos son bien conocidos en el arte. El experto en la materia puede
usar facilmente estos métodos para idear un sitio de unién al antigeno que tenga
la especificidad necesaria para los antigenos diana TRAILR2 o CDHS3.

Los métodos para generar anticuerpos y fragmentos de anticuerpo son
bien conocidos en el arte. Por ejemplo, los anticuerpos se pueden generar a
través de uno cualquiera de los varios métodos que emplean la induccion de la
produccion in vivo de moléculas de anticuerpo, mediante seleccion de bibliotecas
de inmunoglobulina (Orlandi y col, 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:3833-
3837; Winter y col 1991, Nature 349:293-299) o mediante la generacién de
moléculas de anticuerpos monoclonales mediante lineas celulares en cultivo.
Estas incluyen, a titulo enunciativo no taxativo, la técnica del hibridoma, la
técnica del hibridoma de células B humanas y la técnica del hibridoma de virus
Epstein-Barr (EBV) (Kohler y col 1975. Nature 20 256:4950497; Kozbor y col
1985. J. Immunol. Methods 81 :31 -42; Cote y col 1983. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 80:2026-2030; Cole y col 1984. Mol. Cell. Biol. 62:109-120).

En algunas formas de realizacién, el sitio de union al antigeno (para CDH3
y/o TrailR2) es un sitio de unién al antigeno “humanizado” (por ejemplo, que
comprende un dominio VH/VL humanizado) que comprende residuos de
aminoécido de regiones hipervariables no humanas (HVR; por ejemplo, regiones
determinantes de complementariedad (CDR)) y residuos de aminoacido de
secuencias de marcos de lectura humanos. En algunas formas de realizacion, el
sitio de union al antigeno (especifico para CDH3 y/o TRAILR2) es un sitio de

union al antigeno humano (por ejemplo, que comprende un dominio VH/VL
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humano) que comprende secuencias de CDR y FR que derivan de secuencias
del genoma humano.

Las secuencias de aminoacidos de los sitios de unién al antigeno
especificos se proveen en la descripcion y en el listado de secuencias.

A continuacion se proveen detalles de las formas de realizacion preferidas
de la invencion que comprenden sitios de union al antigeno especificos para
TRAILR2 y/o CDH3.

En una forma de realizacién preferida, el por lo menos un sitio de unién al
antigeno que se une de manera especifica a CDH3 comprende las CDR de la
cadena pesada que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NO:3 (CDR1), SEQ ID NO:4 (CDR2) y SEQ ID NO:5 (CDR3) y las CDR de la
cadena liviana que comprenden las secuencias de amino&cidos de las SEQ ID
NO:7 (CDR1), SEQ ID NO:8 (CDR2) y SEQ ID NO:9 (CDR3).

En otra forma de realizacion preferida, el por lo menos un sitio de unién al
antigeno que se une de manera especifica a CDH3 comprende las CDR de la
cadena pesada que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NO:13 (CDR1), SEQ ID NO:14 (CDR2) y SEQ ID NO:15 (CDR3) y las CDR de
la cadena liviana que comprenden las secuencias de amino&cidos de las SEQ
ID NO:17 (CDR1), SEQ ID NO:18 (CDR2) y SEQ ID NO:19 (CDR3).

En otra forma de realizacion preferida, el por lo menos un sitio de unién al
antigeno que se une de manera especifica a CDH3 comprende las CDR de la
cadena pesada que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NO:23 (CDR1), SEQ ID NO:24 (CDR2) y SEQ ID NO:25 (CDR3) y las CDR de
la cadena liviana que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ

ID NO:27 (CDR1), SEQ ID NO:28 (CDR2) y SEQ ID NO:29 (CDR3).
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En otra forma de realizacion preferida, el por lo menos un sitio de union al
antigeno que se une de manera especifica a CDH3 comprende las CDR de la
cadena pesada que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NO:33 (CDR1), SEQ ID NO:34 (CDR2) y SEQ ID NO:35 (CDR3) y las CDR de
la cadena liviana que comprenden las secuencias de amino&cidos de las SEQ
ID NO:37 (CDR1), SEQ ID NO:38 (CDR2) y SEQ ID NO:39 (CDR3).

En una forma de realizacion preferida de la molécula de union de la
invencion, el por lo menos un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a TRAILR2 comprende las CDR de la cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:73 (CDR1), SEQ
ID NO:74 (CDR2) y SEQ ID NO:75 (CDR3) y las CDR de la cadena liviana que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:77 (CDR1), SEQ
ID NO:78 (CDR2) y SEQ ID NO:79 (CDR3).

Por lo tanto, en un aspecto especifico, la molécula de unién que se
describe en la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de
manera especifica a CDH3, que comprende las CDR de la cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoé&cidos de las SEQ ID NO:3 (HCDR1), SEQ
ID NO:4 (HCDR2) y SEQ ID NO:5 (HCDR3) y las CDR de la cadena liviana que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:7 (LCDR1), SEQ
ID NO:8 (LCDR2) y SEQ ID NO:9 (LCDR3); y por lo menos uno, preferiblemente
dos, sitios de unidn al antigeno que se unen de manera especifica a TRAILR2
gue comprenden las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias
de aminoécidos de las SEQ ID NO:73 (HCDR1), SEQ ID NO:74 (HCDR2) y SEQ

ID NO:75 (HCDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las
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secuencias de aminodcidos de las SEQ ID NO:77 (LCDR1), SEQ ID NO:78
(LCDR2) y SEQ ID NO:79 (LCDR3).

En otro aspecto especifico, la molécula de unién que se describe en la
presente comprende un sitio de union al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3, que comprende las CDR de la cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:13 (HCDR1),
SEQ ID NO:14 (HCDR2) y SEQ ID NO:15 (HCDR3) y las CDR de la cadena
liviana que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:17
(LCDR1), SEQ ID NO:18 (LCDR2) y SEQ ID NO:19 (LCDR3); y por lo menos
uno, preferiblemente dos, sitios de union al antigeno que se unen de manera
especifica a TRAILR2 que comprenden las CDR de la cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:73 (HCDR1),
SEQ ID NO:74 (HCDR2) y SEQ ID NO:75 (HCDR3) y las CDR de la cadena
liviana que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:77
(LCDR1), SEQ ID NO:78 (LCDR2) y SEQ ID NO:79 (LCDR3).

En otro aspecto especifico, la molécula de unién que se describe en la
presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3, que comprende las CDR de la cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:23 (HCDR1),
SEQ ID NO:24 (HCDR2) y SEQ ID NO:25 (HCDR3) y las CDR de la cadena
liviana que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:27
(LCDR1), SEQ ID NO:28 (LCDR2) y SEQ ID NO:29 (LCDR3); y por lo menos
uno, preferiblemente dos, sitios de union al antigeno que se unen de manera
especifica a TRAILR2 que comprenden las CDR de la cadena pesada que

comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:73 (HCDR1),
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SEQ ID NO:74 (HCDR2) y SEQ ID NO:75 (HCDR3) y las CDR de la cadena
liviana que comprenden las secuencias de aminoéacidos de las SEQ ID NO:77
(LCDR1), SEQ ID NO:78 (LCDR2) y SEQ ID NO:79 (LCDR3).

En aun otro aspecto especifico, la molécula de union que se describe en
la presente comprende un sitio de union al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3, que comprende las CDR de la cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:33 (HCDR1),
SEQ ID NO:34 (HCDR2) y SEQ ID NO:35 (HCDR3) y las CDR de la cadena
liviana que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:37
(LCDR1), SEQ ID NO:38 (LCDR2) y SEQ ID NO:39 (LCDR3); y por lo menos
uno, preferiblemente dos, sitios de union al antigeno que se unen de manera
especifica a TRAILR2 que comprenden las CDR de la cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:73 (HCDR1),
SEQ ID NO:74 (HCDR2) y SEQ ID NO:75 (HCDR3) y las CDR de la cadena
liviana que comprenden las secuencias de amino&cidos de las SEQ ID NO:77
(LCDR1), SEQ ID NO:78 (LCDR2) y SEQ ID NO:79 (LCDR3).

Las CDR que se describen en la presente y las que se describieron en las
SEQ ID Nos anteriormente se presentan de acuerdo con la nomenclatura de
Kabat y se muestran en la Tabla 1 a continuacion. Como se usa en la presente,
HCDR se refiere a la CDR de la cadena pesada y LCDR a la CDR de la cadena
liviana.

Como se conocen nomenclaturas adicionales en el arte, en la Tabla 1 a
continuacion se muestran las secuencias de las CDR basadas en la su

nomenclatura mas utilizada. Estas numeraciones se basan en
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(i)

CCG (Chemical Computing Group como se ilustra en Almagroy

col., Proteins 2011; 79:3050-3066 y Maier y col, Proteins 2014; 82:1599-1610),

(if)
(iii)

and

(iv)

Chothia (Chothiay Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196: 901-917),

IMGT (Lefranc MP, Dev Comp Immunol. 2003 Jan;27(1):55-77)

North (North B, J Mol Biol. (2011) 406:228-56).

Tabla 1: Secuencias de aminoacidos y SEQ ID NO de las CDR

comprendidas en las moléculas de unién de la invencién:

Numero | Descripcion | Nomenclatura Secuencia

de SEQ |dela

ID secuencia

3 Kabat SYYWS

101 Chothia GGSISSY
CDH3v7

102 IMGT GGSISSYY
HCDR1

103 CCG GGSISSYYWS

104 North TVSGGSISSYYWS

4 Kabat YIYYSRTTNYNPSLKS

105 Chothia YYSRT
CDH3v7

106 IMGT IYYSRTT
HCDR2

107 CCG YIYYSRTTNYNPSLKS

108 North YIYYSRTTN

5 Kabat ARNGIDAFDI
CDH3v7

109 Chothia ARNGIDAFDI
HCDR3

110 IMGT ARARNGIDAFDI
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Tabla 1: Secuencias de aminoacidos y SEQ ID NO de las CDR

comprendidas en las moléculas de unién de la invencion:

Numero | Descripcion | Nomenclatura Secuencia
de SEQ |dela
ID secuencia
111 CCG ARNGIDAFDI
112 North ARARNGIDAFDI
7 Kabat RSSQSLLHSYGYNYLD
113 Chothia RSSQSLLHSYGYNYLD
CDH3v7
114 IMGT QSLLHSYGYNY
LCDR1
115 CCG RSSQSLLHSYGYNYLD
116 North RSSQSLLHSYGYNYLD
8 Kabat LGSNRAS
117 Chothia LGSNRAS
CDH3v7
118 IMGT LGS
LCDR2
119 CCG LGSNRAS
120 North YLGSNRAS
9 Kabat MQALQTPLT
121 Chothia MQALQTPLT
CDH3v7
122 IMGT MQALQTPLT
LCDR3
123 CCG MQALQTPLT
124 North MQALQTPLT
13 Kabat SYWIG
CDH3v1
125 Chothia GYSFTSY
HCDR1
126 IMGT GYSFTSYW
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Tabla 1: Secuencias de aminoacidos y SEQ ID NO de las CDR

comprendidas en las moléculas de unién de la invencion:

Numero | Descripcion | Nomenclatura Secuencia

de SEQ |dela

ID secuencia

127 CCG GYSFTSYWIG

128 North KGSGYSFTSYWIG

14 Kabat IIlYPGDSDTRYSPSFQG

129 Chothia YPGDSD
CDH3v1

130 IMGT IlYPGDSDT
HCDR2

131 CCG IIlYPGDSDTRYSPSFQG

132 North IIlYPGDSDTR

15 Kabat HSFFDY

133 Chothia HSFFDY
CDH3v1

134 IMGT ARHSFFDY
HCDR3

135 CCG HSFFDY

136 North ARHSFFDY

17 Kabat RASQSVSSIYLA

137 Chothia RASQSVSSIYLA
CDH3v1

138 IMGT QSVssIy
LCDR1

139 CCG RASQSVSSIYLA

140 North RASQSVSSIYLA

18 Kabat GASSRAT
CDH3v1

141 Chothia GASSRAT
LCDR2

142 IMGT GAS
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Tabla 1: Secuencias de aminoacidos y SEQ ID NO de las CDR

comprendidas en las moléculas de unién de la invencion:

Numero | Descripcion | Nomenclatura Secuencia

de SEQ |dela

ID secuencia

143 CCG GASSRAT

144 North YGASSRAT

19 Kabat QQYSSSPRT

145 Chothia QQYSSSPRT
CDH3v1

146 IMGT QQYSSSPRT
LCDR3

147 CCG QQYSSSPRT

148 North QQYSSSPRT

23 Kabat NYYWS

149 Chothia GGSISNY
CDH3v2

150 IMGT GGSISNYY
HCDR1

151 CCG GGSISNYYWS

152 North TVSGGSISNYYWS

24 Kabat YMYYSGITNYNPSLKS

153 Chothia YYSGI
CDH3v2

154 IMGT MYYSGIT
HCDR2

155 CCG YMYYSGITNYNPSLKS

156 North YMYYSGITN

25 Kabat ERNGIDGMDV
CDH3v2

157 Chothia ERNGIDGMDV
HCDR3

158 IMGT ARERNGIDGMDV
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Tabla 1: Secuencias de aminoacidos y SEQ ID NO de las CDR

comprendidas en las moléculas de unién de la invencion:

Numero | Descripcion | Nomenclatura Secuencia
de SEQ |dela
ID secuencia
159 CCG ERNGIDGMDV
160 North ARERNGIDGMDV
27 Kabat RSSQSLLHSYGYNYLD
161 Chothia RSSQSLLHSYGYNYLD
CDH3v2
162 IMGT QSLLHSYGYNY
LCDR1
163 CCG RSSQSLLHSYGYNYLD
164 North RSSQSLLHSYGYNYLD
28 Kabat LGSNRAS
165 Chothia LGSNRAS
CDH3v2
166 IMGT LGS
LCDR2
167 CCG LGSNRAS
168 North YLGSNRAS
29 Kabat MQALQTPIT
169 Chothia MQALQTPIT
CDH3v2
170 IMGT MQALQTPIT
LCDR3
171 CCG MQALQTPIT
172 North MQALQTPIT
33 Kabat GYYWS
CDH3v3
173 Chothia GGSISGY
HCDR1
174 IMGT GGSISGYY

86



Tabla 1: Secuencias de aminoacidos y SEQ ID NO de las CDR

comprendidas en las moléculas de unién de la invencion:

Numero | Descripcion | Nomenclatura Secuencia
de SEQ |dela
ID secuencia
175 CCG GGSISGYYWS
176 North TVSGGSISGYYWS
34 Kabat YIYYSANTNYNPSLKS
177 Chothia YYSAN
CDH3v3
178 IMGT [YYSANT
HCDR2
179 CCG YIYYSANTNYNPSLKS
180 North YIYYSANTN
35 Kabat GGSGSYWAEFDI
181 Chothia GGSGSYWAFDI
CDH3v3
182 IMGT SRGGSGSYWAFDI
HCDR3
183 CCG GGSGSYWAFDI
184 North SRGGSGSYWAFDI
37 Kabat RSSQSLMYSYGYNYLD
185 Chothia RSSQSLMYSYGYNYLD
CDH3v3
186 IMGT QSLMYSYGYNY
LCDR1
187 CCG RSSQSLMYSYGYNYLD
188 North RSSQSLMYSYGYNYLD
38 Kabat LGSNRAS
CDH3v3
189 Chothia LGSNRAS
LCDR2
190 IMGT LGS
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Tabla 1: Secuencias de aminoacidos y SEQ ID NO de las CDR

comprendidas en las moléculas de unién de la invencion:

Numero | Descripcion | Nomenclatura Secuencia
de SEQ |dela
ID secuencia
191 CCG LGSNRAS
192 North YLGSNRAS
39 Kabat MQALQTPPT
193 Chothia MQALQTPPT
CDH3v3
194 IMGT MQALQTPPT
LCDR3
195 CCG MQALQTPPT
196 North MQALQTPPT
73 Kabat DYGMS
197 Chothia GFTEDDY
TRAILR2
198 IMGT GFTFDDYG
HCDR1
199 CCG GFTEDDYGMS
200 North AASGFTFDDYGMS
74 Kabat GINWNGGSTGYADSVKG
201 Chothia NWNGGS
TRAILR2
202 IMGT INWNGGST
HCDR2
203 CCG GINWNGGSTGYADSVKG
204 North GINWNGGSTG
75 Kabat ILGAGRGWYFDL
TRAILR2
205 Chothia ILGAGRGWYFDL
HCDR3
206 IMGT AKILGAGRGWYFDL
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Tabla 1: Secuencias de aminoacidos y SEQ ID NO de las CDR

comprendidas en las moléculas de unién de la invencion:

Numero | Descripcion | Nomenclatura Secuencia
de SEQ |dela
ID secuencia
207 CCG ILGAGRGWYFDL
208 North AKILGAGRGWYFDL
77 Kabat QGDSLRSYYAS
209 Chothia QGDSLRSYYAS
TRAILR2
210 IMGT SLRSYY
LCDR1
211 CCG QGDSLRSYYAS
212 North QGDSLRSYYAS
78 Kabat GKNNRPS
213 Chothia GKNNRPS
TRAILR2
214 IMGT GKN
LCDR2
215 CCG GKNNRPS
216 North YGKNNRPS
79 Kabat NSRDSSGNHVV
217 Chothia NSRDSSGNHVV
TRAILR2
218 IMGT NSRDSSGNHVV
LCDR3
219 CCG NSRDSSGNHVV
220 North NSRDSSGNHVV

Las posiciones de aminoéacidos indicadas para las CDR en la presente

(véase la Tabla 1) de acuerdo con las posiciones de Kabat, CCG, Chothia, IMGT
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y North son lineales, es decir los amino&cidos de la respectiva cadena de la
molécula de longitud completa estan numerados de manera consecutiva
comenzando a partir del nimero 1 en el extremo N terminal y terminando en el
namero que corresponde con el numero total de aminoacidos en dicha
molécula. Por ejemplo, una cadena pesada que consiste en 118 aminoacidos de
longitud comenzaré con el nimero 1 en el extremo N terminal y terminara con el
namero 118 en el aminoacido del extremo C terminal. Por lo tanto, cualquier
referencia a por ejemplo, la posicién 25 significa el aminoacido numero 25
contado desde el extremo N terminal de esta molécula.

En una forma de realizacion preferida de la molécula de union de la
presente invencion, el por lo menos un sitio de unién al antigeno que se une de
manera especifica a CDH3 comprende un dominio variable de cadena pesada
de inmunoglobulina (VH) que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ
ID NO:2 y un dominio variable de cadena liviana variable de inmunoglobulina
(VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:6.

En una forma de realizacion preferida de la molécula de union de la
presente invencion, el por lo menos un sitio de unién al antigeno que se une de
manera especifica a CDH3 comprende un VH que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:12 y un VL que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:16.

En una forma de realizacion preferida de la molécula de union de la
presente invencion, el por lo menos un sitio de unién al antigeno que se une de
manera especifica a CDH3 comprende un VH que comprende la secuencia de
aminoéacidos de la SEQ ID NO:22 y un VL que comprende la secuencia de

aminoacidos de la SEQ ID NO:26.
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En una forma de realizacion preferida de la molécula de union de la
presente invencion, el por lo menos un sitio de unién al antigeno que se une de
manera especifica a CDH3 comprende un VH que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:32 y un VL que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:36.

De acuerdo con la presente invencion, los términos “dominio variable de
cadena pesada de inmunoglobulina” y “dominio variable de cadena liviana de
inmunoglobulina” se usan de acuerdo con las definiciones en el arte.

De manera especifica, la molécula de union de la presente invencion, el
por lo menos un sitio de union al antigeno anti-CDH3 se selecciona de los sitios
de union al antigeno descritos precedentemente en la presente, mientras que el
sitio de unién al antigeno anti-TRAILR2 es seleccionado por el experto entre
aquellos sitios de unién al antigeno especificos de TRAILR2 disponibles en el
arte o entre aquellos que se describen en la presente.

Preferiblemente, dicho sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a TRAILR2 es un fragmento de cadena variable Unico (scFv). Mas
preferiblemente, dicho scFv esta dispuesto de manera que el dominio variable
de cadena pesada se encuentra en su extremo N terminal y el dominio variable
de cadena liviana se encuentra en su extremo C terminal.

Los métodos para unir los polipéptidos de interés, que incluyen a las
moléculas scFv, por ejemplo, al extremo C terminal de la cadena pesada de una
molécula IgG son bien conocidos en el arte. Se apreciara que dicha fusion del
scFv a la molécula de Ig puede ser una fusion directa o puede ser mediante un
conector, preferiblemente un conector peptidico, como se describi

precedentemente. En la practica, la unidn tipicamente se realiza mediante la
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combinacion de la molécula de acido nucleico que codifica para la IgG de interés
con el acido nucleico que codifica para el polipéptido deseado, por ejemplo, el
scFv, separados cuando sea necesario por la molécula de acido nucleico que
codifica para la secuencia conectora, formando de esta manera una molécula de
acido nucleico individual que comprende los tres elementos. Entonces, esta
molécula de acido nucleico completa que codifica para HC-scFv se coloca en un
vector de expresion y se introduce en células huésped apropiadas de manera
que se forme el polipéptido individual constituido por cadena pesada-scFv de IgG
completo y opcionalmente, se hace lo mismo para la contraparte de cadena
liviana-scFv de IgG.

En una forma de realizacion especifica de la molécula de union de la
invencion, el sitio de union al antigeno que se une de manera especifica a
TRAILR2 (el primer sitio de unién al antigeno) es un sitio de unién al antigeno
gue comprende un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:72 y un dominio
variable de cadena liviana variable de inmunoglobulina que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:76.

Por lo tanto, en un aspecto especifico, la molécula de unién que se
describe en la presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de
manera especifica a CDH3 que comprende un dominio variable de cadena
pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO:2 y un dominio variable de cadena liviana variable de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:6; y por lo menos uno, preferiblemente dos, sitios de unidén al antigeno que

se unen de manera especifica a TRAILR2 que comprenden un dominio variable
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de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:72 y un dominio variable de cadena liviana
variable de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoécidos de la
SEQ ID NO:76.

En otro aspecto especifico, la molécula de unién que se describe en la
presente comprende un sitio de union al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO:12 y un dominio variable de cadena liviana variable de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:16; y por lo menos
uno, preferiblemente dos, sitios de union al antigeno que se unen de manera
especifica a TRAILR2 que comprenden un dominio variable de cadena pesada
de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:72 y un dominio variable de cadena liviana variable de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:76.

En otro aspecto especifico, la molécula de unién que se describe en la
presente comprende un sitio de unién al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:22 y un dominio variable de cadena liviana variable de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:26; y por lo menos
uno, preferiblemente dos, sitios de union al antigeno que se unen de manera
especifica a TRAILR2 que comprenden un dominio variable de cadena pesada

de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
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NO:72 y un dominio variable de cadena liviana variable de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:76.

En aun otro aspecto especifico, la molécula de union que se describe en
la presente comprende un sitio de union al antigeno que se une de manera
especifica a CDH3 que comprende dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:32 y un dominio variable de cadena liviana variable de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:36; y por lo menos
uno, preferiblemente dos, sitios de union al antigeno que se unen de manera
especifica a TRAILR2 que comprenden un dominio variable de cadena pesada
de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:72 y un dominio variable de cadena liviana variable de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:76.

En una forma de realizacion preferida de la invencion, la molécula de
uniéon comprende:

I. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:80 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:81;

il. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:82 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:83;

iii. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:84 y una cadena liviana que comprende la secuencia de

aminoacidos de la SEQ ID NO:85; 0
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Iv. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:86 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:87.

En una forma de realizacion especifica, la molécula de unién provista en
la presente comprende:

I. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:80, o una secuencia de aminoacidos que tiene por Io menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:80, y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:81, o una secuencia de aminoacidos
que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o0 por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:81,;

il. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:82, o una secuencia de aminoacidos que tiene por Io menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:82, y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:83, o una secuencia de aminoacidos
gue tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o0 por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:83;

iii. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:84 , o una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:84, y una cadena liviana que comprende la

secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:85, o una secuencia de aminoacidos
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gue tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:85; o

Iv. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:86, o una secuencia de aminoacidos que tiene por I0 menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:86, y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:87, o una secuencia de aminoacidos
que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o0 por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:87.

En un aspecto especifico, la molécula de union que se describe en la
presente comprende, por lo tanto, una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:80, o una secuencia de aminoacidos
gue tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o0 por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:80, y una cadena
liviana que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO:81, o una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:81; y por lo menos uno, preferiblemente dos, scFv que tienen
especificidad para TRAILR2 y que comprenden o consisten en un dominio
variable de cadena pesada de inmunoglobulina que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:72, o una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:72, y un dominio variable de
cadena liviana variable de inmunoglobulina que tiene la secuencia de

aminoacidos de la SEQ ID NO:76, o una secuencia de aminoacidos que tiene
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por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:76. En una forma de
realizacion preferida, el por lo menos uno o mas scFv que se unen de manera
especifica a TRAILR2 que comprenden la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO.71.

En otro aspecto especifico, la molécula de unién que se describe en la
presente comprende, por lo tanto, una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:82, o una secuencia de aminoacidos
que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:82, y una cadena
liviana que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO:83, o una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:83; y por lo menos uno, preferiblemente dos, scFv que tienen
especificidad para TRAILR2 y que comprenden o consisten en un dominio
variable de cadena pesada de inmunoglobulina que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:72, o una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:72, y un dominio variable de
cadena liviana variable de inmunoglobulina que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:76, o una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:76. . En una forma de

realizacion preferida, el por lo menos uno o mas scFv que se unen de manera
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especifica a TRAILR2 que comprenden la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO.71.

En otro aspecto especifico, la molécula de unién que se describe en la
presente comprende, por lo tanto, una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:84 , o una secuencia de
aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%,
por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:84, y una
cadena liviana que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:85, o una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo
menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de
identidad con la SEQ ID NO:85; y por lo menos uno, preferiblemente dos, scFv
que tienen especificidad para TRAILR2 y que comprenden o consisten en un
dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina que tiene la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO:72, o una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:72, y un dominio variable de
cadena liviana variable de inmunoglobulina que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:76, o una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:76. En una forma de
realizacion preferida, el por lo menos uno o mas scFv que se unen de manera
especifica a TRAILR2 comprenden la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO.71.

En aun otro aspecto especifico, la molécula de unién que se describe en

la presente comprende, por lo tanto, una cadena pesada que comprende la
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secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:86, o una secuencia de aminoacidos
gue tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos
98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:86, y una cadena
liviana que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO:87, o una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:87; y por lo menos uno, preferiblemente dos, scFv que tienen
especificidad para TRAILR2 y que comprenden o consisten en un dominio
variable de cadena pesada de inmunoglobulina que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:72, o una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:72, y un dominio variable de
cadena liviana variable de inmunoglobulina que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:76, o una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o
por lo menos 99% de identidad con la SEQ ID NO:76. En una forma de
realizacion preferida, el por lo menos uno o mas scFv que se unen de manera
especifica a TRAILR2 comprenden la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO.71.

En una forma de realizacion especifica, la molécula de unién de la
invencion comprende una cadena pesada modificada, preferiblemente en donde
un scFv especifico de TRAILR2 esta fusionado al extremo C terminal de una
cadena pesada de Ig. Preferiblemente, dicha cadena pesada modificada
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:11,
SEQ ID NO:21, o SEQ ID NO:31. De manera especifica, la molécula de unién de
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la invencion comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos
80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% de identidad con la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:21, o SEQ
ID NO:31.

De manera especifica, la molécula de union de la invencion comprende:

I. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO:1 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:81,

il. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO:11 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:83;

iii. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO:21 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:85; o

iv. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoé&cidos de la SEQ ID NO:31 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:87.

En una forma de realizacion preferida, la molécula de unién que se
describe en la presente comprende, por lo tanto, una cadena pesada modificada
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:1, o una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:1, y una cadena liviana que comprende la secuencia de aminoacidos de

la SEQ ID NO:81, o una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%,

100



por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99%
de identidad con la SEQ ID NO:81.

En otra forma de realizacion preferida, la molécula de uniéon que se
describe en la presente comprende, por lo tanto, una cadena pesada modificada
que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:11, o una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:11, y una cadena liviana que comprende la secuencia de aminoécidos de
la SEQ ID NO:83, 0 una secuencia de aminoéacidos que tiene por lo menos 80%,
por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99%
de identidad con la SEQ ID NO:83.

En otra forma de realizacion preferida, la molécula de unién que se
describe en la presente comprende, por lo tanto, una cadena pesada modificada
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:21, o una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:21, y una cadena liviana que comprende la secuencia de aminoéacidos de
la SEQ ID NO:85, o una secuencia de aminodacidos que tiene por lo menos 80%,
por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99%
de identidad con la SEQ ID NO:85.

En otra forma de realizacion preferida, la molécula de unién que se
describe en la presente comprende, por lo tanto, una cadena pesada modificada
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:31, o una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por

lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
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ID NO:31, y una cadena liviana que comprende la secuencia de aminoécidos de
la SEQ ID NO:87, 0 una secuencia de aminoécidos que tiene por lo menos 80%,
por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99%
de identidad con la SEQ ID NO:87.

En la presente también se describen moléculas biespecificas de unién que
tienen por lo menos un sitio de unién al antigeno (un primer sitio de unién al
antigeno) que se une de manera especifica a receptor de ligando inductor de
apoptosis relacionado con TNF 2 (TRAILR2), como se describe con detalle
precedentemente, y por lo menos un sitio de unién al antigeno (un segundo sitio
de union al antigeno) que se une de manera especifica al dominio extracelular 2
(dominio EC2) de cadherina-3 (CDH3).

En un aspecto, la molécula de union provista en la presente se une
entonces a un antigeno que comprende o consiste en la SEQ ID NO:100, o una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, por lo menos 90%, por
lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con la SEQ
ID NO:100.

Preferiblemente, dicho por lo menos un sitio de unién al antigeno que se
une de manera especifica al dominio EC2 de CDHS3 se selecciona del grupo
gue consiste en:

i.un sitio de unién al antigeno que comprende las CDR de la cadena pesada
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:43 (CDR1),
SEQ ID NO:44 (CDR2) y SEQ ID NO:45 (CDR3) y las CDR de la cadena liviana
gue comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:47 (CDR1),

SEQ ID NO:48 (CDR2) y SEQ ID NO:49 (CDR3);
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ii.un sitio de union al antigeno que comprende las CDR de la cadena pesada
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:53 (CDR1),
SEQ ID NO:54 (CDR2) y SEQ ID NO:55 (CDR3) y las CDR de la cadena liviana
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:57 (CDR1),
SEQ ID NO:58 (CDR2) y SEQ ID NO:59 (CDR3); y

iii.un sitio de union al antigeno que comprende las CDR de la cadena pesada
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:63 (CDR1),
SEQ ID NO:64 (CDR2) y SEQ ID NO:65 (CDR3) y las CDR de la cadena liviana
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:67 (CDR1),
SEQ ID NO:68 (CDR2) y SEQ ID NO:69 (CDR3).

Incluso més preferiblemente, el sitio de unién al antigeno que se une de
manera especifica al dominio EC2 de CDH3 se selecciona del grupo que
consiste en:

I. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:42 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:46;

il. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:52 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:56;y

iii. un VH que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO:62 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:66.

Preferiblemente, la molécula de union que se describe en la presente y

que tiene especificidad dirigida al dominio EC2 de CDH3 comprende:
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I. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:88 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:89;

il. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:90 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:91;

iii. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:92 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:93.

En un aspecto especifico, la molécula de union dirigida contra TRAILR2 y
el dominio EC2 de CDH3 comprende una cadena pesada modificada,
preferiblemente en donde un scFv especifico de TRAILR2 esta fusionado al
extremo C terminal de una cadena pesada de Ig. Preferiblemente, dicha cadena
pesada modificada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:41, SEQ ID NO:51, o SEQ ID NO:61. De manera especifica, dicha molécula
de unién comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%,
por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99%
de identidad con la SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:51, o SEQ ID NO:61.

De manera especifica, dicha molécula de unién comprende:

I. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO:41 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:89;

il. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:51 y una cadena liviana que comprende la

secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:91; o
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iii. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO:61 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:93.

Moléculas de anticuerpo monoespecificas de la invencion

En la presente también se proveen moléculas de anticuerpo (por ejemplo,
una molécula de anticuerpo/inmunoglobulina de longitud completa que tiene una
estructura con forma de Y con dos cadenas pesadas y dos livianas, o fragmentos
de la misma tal como un fragmento Fv, Fab, Fab’, o F(ab’)z, un anticuerpo de
cadena individual, fragmento variable de cadena unica (scFv)) que se unen de
manera especifica a CDH3. De manera especifica, en la presente se proveen
moléculas de anticuerpo que se unen de manera especifica al dominio EC1 o al
EC2 de CDHS3. En algunas formas de realizacion, las moléculas de anticuerpo
especificas de CDH3 son anticuerpos monoclonales recombinantes, moléculas
de anticuerpo quiméricas, humanizadas o de humano.

En algunas formas de realizacién la molécula de anticuerpo especifico de
CDH3 comprende cualquiera de las siguientes combinaciones de CDR que se
muestran en (i) a (vii):

I. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:3 (CDR1), SEQ ID NO:4 (CDR2) y SEQ ID NO:5
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:7 (CDR1), SEQ ID NO:8 (CDR2) y SEQ ID NO:9
(CDR3);

il. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:13 (CDR1), SEQ ID NO:14 (CDR2) y SEQ ID NO:15

(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
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aminoacidos de las SEQ ID NO:17 (CDR1), SEQ ID NO:18 (CDR2) y SEQ ID
NO:19 (CDR3);

iii. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:23 (CDR1), SEQ ID NO:24 (CDR2) y SEQ ID NO:25
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO:27 (CDR1), SEQ ID NO:28 (CDR2) y SEQ ID
NO:29 (CDR3);

iv. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:33 (CDR1), SEQ ID NO:34 (CDR2) y SEQ ID NO:35
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:37 (CDR1), SEQ ID NO:38 (CDR2) y SEQ ID
NO:39 (CDR3);

V. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminodcidos de SEQ ID NO:43 (CDR1), SEQ ID NO:44 (CDR2) y SEQ ID NO:45
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:47 (CDR1), SEQ ID NO:48 (CDR2) y SEQ ID
NO:49 (CDR3);

Vi. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 (CDR1), SEQ ID NO:54 (CDR2) y SEQ ID NO:55
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:57 (CDR1), SEQ ID NO:58 (CDR2) y SEQ ID
NO:59 (CDR3); o

Vil. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoéacidos de SEQ ID NO:63 (CDR1), SEQ ID NO:64 (CDR2) y SEQ ID NO:65

(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
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aminoacidos de las SEQ ID NO:67 (CDR1), SEQ ID NO:68 (CDR2) y SEQ ID
NO:69 (CDR3).

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unidén al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:3 (CDR1), SEQ ID NO:4 (CDR2) y SEQ ID NO:5
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:7 (CDR1), SEQ ID NO:8 (CDR2) y SEQ ID NO:9
(CDR3).

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:13 (CDR1), SEQ ID NO:14 (CDR2) y SEQ ID NO:15
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:17 (CDR1), SEQ ID NO:18 (CDR2) y SEQ ID
NO:19 (CDR3).

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:23 (CDR1), SEQ ID NO:24 (CDR2) y SEQ ID NO:25
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO:27 (CDR1), SEQ ID NO:28 (CDR2) y SEQ ID
NO:29 (CDR3).

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento

de union al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
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comprende las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:33 (CDR1), SEQ ID NO:34 (CDR2) y SEQ ID NO:35
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO:37 (CDR1), SEQ ID NO:38 (CDR2) y SEQ ID
NO:39 (CDR3).

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO:43 (CDR1), SEQ ID NO:44 (CDR2) y SEQ ID NO:45
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:47 (CDR1), SEQ ID NO:48 (CDR2) y SEQ ID
NO:49 (CDR3).

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unidén al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 (CDR1), SEQ ID NO:54 (CDR2) y SEQ ID NO:55
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:57 (CDR1), SEQ ID NO:58 (CDR2) y SEQ ID
NO:59 (CDR3).

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoéacidos de SEQ ID NO:63 (CDR1), SEQ ID NO:64 (CDR2) y SEQ ID NO:65

(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
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aminoacidos de las SEQ ID NO:67 (CDR1), SEQ ID NO:68 (CDR2) y SEQ ID
NO:69 (CDR3).

En algunas formas de realizacién, la molécula de anticuerpo especifica
para CDH3 comprende:

I. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:2 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:6;

il. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:12 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:16;

iii. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:22 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:26;

iv. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:32y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:36

2 un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:42 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:46;

Vi. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:52 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:56; o

Vil. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:62 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:66.

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento

de union al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
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comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:2 y un dominio variable de cadena
liviana (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:6.

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:12 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:16.

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de union al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:22 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:26.

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de union al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:32 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:36.

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de union al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:42 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:46.

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento

de union al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que

110



comprende un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:52 y un VL que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID
NO:56.

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:62 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:66.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos especificos para CDH3
como se definieron precedentemente ademas comprenden los dominios
constantes de la cadena pesada de humano (por ejemplo, un dominio constante
de IgG) y un dominio constante de la cadena liviana de humano (por ejemplo, un
dominio constante de cadena liviana kappa o lambda).

En una forma de realizacion especifica de la molécula de anticuerpo
especifica para CDHS3, dicha molécula de anticuerpo comprende:

I. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:80 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:81;

il. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:82 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:83;

iii. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:84 y una cadena liviana que comprende la secuencia de

aminoacidos de la SEQ ID NO:85;
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Iv. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:86 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:87;

V. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:88 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:89;

Vi. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:90 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:91;

Vil. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:92 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:93.

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unidén al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:80 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:81.

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:82 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:83.

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de union al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que

comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
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la SEQ ID NO:84 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:85.

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unidén al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:86 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:87.

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:88 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:89.

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unidén al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:90 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:91

De manera especifica, en la presente se provee un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo que se une de manera especifica a CDH3, que
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:92 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:93.

Los anticuerpos especificos para CDH3 provistos en la presente se
pueden usar para marcaje, localizacion, identificacion o direccionamiento a

células que expresan CDH3 in vitro, in vivo 0 ex vivo (por ejemplo, en ensayos
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de ELISA, analisis por FACS, inmunohistologia o similares) mediante la union de
un colorante, un farmaco u otra molécula con especificidad de unién por un
antigeno diferente. En algunas formas de realizacion, los anticuerpos especificos
para CDH3 se unen de manera especifica a la superficie de una célula que
expresa CDH3 y se usan para la localizacion y/o identificacion de dichas. En
algunas formas de realizacion, los anticuerpos dirigidos contra CDH3 que se
proveen en la presente se usan para identificar células que expresan CDH3 (por
ejemplo, células tumorales). En algunas formas de realizacion, los anticuerpos
dirigidos contra CDH3 que se proveen en la presente se usan para la
administracion de un farmaco o agente citotdxico a una célula diana (por ejemplo,
una célula tumoral que expresa CDH3) mediante la union de dicho farmaco o
agente citotéxico a dicho anticuerpo dirigido contra CDH3, matando de esta
manera, por ejemplo, a dicha célula diana.

En la presente también se provee un método para detectar a cadherina-3
(CDH3) en una muestra, en donde el método comprende los pasos de:

€) poner en contacto la muestra con una molécula de anticuerpo anti-
CDH3 como se define en la presente precedentemente;

(b) permitir la formacion de complejos anticuerpo-antigeno en la
muestra; y

(c) detectar el anticuerpo anti-CDHS3.

Los medios y los métodos para detectar a los anticuerpos son bien
conocidos en el arte e incluyen por ejemplo, inmunohistoquimica,
Inmunotransferencia y ELISA.

Los métodos para identificar si un tumor en particular expresa TRAILR2

y/lo CDH3, son bien conocidos en el arte. Por ejemplo, se puede usar
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inmunohistoquimica para determinar si un tejido tumoral expresa TRAILR2 y/o
CDH3 (por ejemplo, usando las moléculas de anticuerpo anti-TRAILR2 y/o anti-
CDH3 que se describen en la presente).

En la presente también se provee un kit para detectar cadherina-3
(CDH3), en donde el kit comprende una molécula de anticuerpo anti-CDH3 como
se define precedentemente en la presente, e instrucciones para su uso.

En la presente también se provee un kit para detectar cadherina-3 (CDH3)
y TRAILRZ2, en donde el kit comprende una molécula de anticuerpo anti-CDH3,
preferiblemente como se define precedentemente en la presente, y una molécula
de anticuerpo anti-TRAILRZ2, e instrucciones para su uso.

Moléculas de &cidos nucleicos, vectores de expresion y células
huésped de la invencion

La presente invencion se refiere ademas a una molécula de acido nucleico
que codifica las moléculas de unién biespecificas o las moléculas de anticuerpo
que se describen en la presente, o una parte de las mismas. La presente
invencion abarca adicionalmente a un conjunto de moléculas de &cido nucleico
que codifican las moléculas de union biespecifica o las moléculas de anticuerpo
que se describen en la presente.

De acuerdo con la presente invencion, dicha molécula de acido nucleico
“codifica” la molécula de unidn de la invencidén o una parte de la misma, lo que
significa que la molécula de acido nucleico se provee en una forma expresable,
es decir, en una forma que asegura que la molécula de unién de la presente
invencion (o la parte respectiva de la misma) se pueda expresar a partir de la
misma.

En algunas formas de realizacion, las moléculas de union de la invencién
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o la molécula de anticuerpo de la invencién comprenden polipéptidos de la
cadena pesada y/o de la cadena liviana del anticuerpo. Como podran apreciar
los especialistas en la materia, las moléculas de acido nucleico que codifiqguen
polipéptidos de la cadena pesada, polipéptidos de la cadena liviana o
polipéptidos de la cadena pesada y de la cadena liviana se pueden preparar
facilmente.

El término "una parte del mismo (o de la misma)" refleja el hecho de que
no es necesario que todos los elementos de la molécula de unién de la presente
invencion estén codificados en una sola molécula de acido nucleico, como
podran apreciar los especialistas en la materia. En cambio, se pueden usar dos
0 mas moléculas de &cido nucleico para que codifiquen individualmente ciertas
partes de la molécula de union de la presente invencién. Por lo tanto, la presente
invencion también abarca un conjunto de moléculas de acido nucleico aisladas,
donde el conjunto codifica a todas las partes de la molécula de unién de la
presente invencion, de manera que la expresion de este conjunto de moléculas
de &cido nucleico aisladas da como resultado la generacién de una molécula de
union de la presente invencién completa. En otras palabras, en la presente se
proveen una 0 mas moléculas de acido nucleico, que codifican las cadenas
polipeptidicas individuales de la molécula de unién de la presente invencion,
incluyendo a las cadenas pesadas, las cadenas livianas, los scFv, asi como a
sus combinaciones, ya sea por separado en moléculas de acido nucleico
individuales o combinadas en una molécula de &acido nucleico.

Preferiblemente, la molécula de acido nucleico es una molécula de ADN
gue comprende secuencias codificantes. Mas preferentemente, dicha molécula

de ADN comprende adicionalmente secuencias reguladoras y, opcionalmente,
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intrones naturales o artificiales (por ejemplo por ejemplo, el intrén de B-globina
de Homo sapiens con casete de expresion de miRNA-557 incluido en el mismo).
La misma puede tener sus codones originales o puede tener un uso de codones
optimizado que se ha adaptado especificamente para la expresion en la célula u
organismo huésped que se desee. Basdndose en la informacion sobre las
secuencias de aminoacidos para la molécula de union de la invencion que se
provee en la presente, un especialista en la materia puede preparar o puede
obtener facilmente dichas moléculas de &cido nucleico de la invencion
basandose en métodos conocidos per se, por ejemplo mediante sintesis
automatizada de ADN, aislamiento de una fuente natural y/o tecnologia de ADN
recombinante.

Las moléculas de acido nucleico de la invencioén incluyen, pero de manera
no taxativa a, las moléculas de ADN que codifican las secuencias polipeptidicas
que se muestran en la lista de secuencias. La presente invencién contempla
ademas moléculas de acido nucleico complementarias a las moléculas de ADN
definidas anteriormente, asi como moléculas de &cido nucleico que se hibridizan
con ellas en condiciones de union y lavado de alta rigurosidad, como se define
en WO 2007/042309. Las moléculas preferidas (desde una perspectiva del
ARNmM) son aquellas que tienen por lo menos un 75 % o un 80 % (preferiblemente
por lo menos un 85 %, de manera mas preferible por lo menos un 90 % y mas
preferiblemente por lo menos un 95 %) de homologia o identidad de secuencia
con una de las moléculas de ADN segun se describe en la presente. A manera
de ejemplo, sila meta es expresar la molécula de unién biespecifica o la molécula
de anticuerpo de la presente invencidn en células eucariotas, las secuencias de

ADN se deberan disefiar de manera que coincidan con el uso de codones en
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células eucariotas. Si se desea expresar los anticuerpos en E. coli u otros
sistemas procaridticos, estas secuencias se deberan disefiar de manera que
coincidan con el uso de codones de E. coli o el sistema procari6tico respectivo.
Las variantes de las moléculas de ADN de la invencion se pueden construir de
diversas formas diferentes, como se describe, por ejemplo, en WO 2007/042309.

Preferiblemente, el o los acido(s) nucleico(s) son aislado(s), donde el
término "aislado” se definié anteriormente.

La presente invencion se refiere ademas a un vector de expresion que
comprende la(s) molécula(s) de acido nucleico de la invencion.

Para producir las moléculas de unién o los anticuerpos de la invencion,
las moléculas de ADN que codifican las moléculas de unién o las moléculas de
anticuerpo que se describen aqui o partes de las mismas se insertan en un vector
de expresion de manera que las secuencias se unen operativamente a las
secuencias de control transcripcional y de traduccion.

Para elaborar las moléculas de unién o los anticuerpos de la invencion,
los especialistas en la materia puede elegir entre una gran variedad de sistemas
de expresion bien conocidos en la técnica, por ejemplo los que figuran en la
revision de Kipriyanov y Le Gall, Curr Opin Drug Discov Devel., marzo de 2004;
7(2):233-42.

De acuerdo con la presente invencion, el vector es un vector de expresion,
es decir, un vector que puede proveer la expresion in vitro y/o in vivo del
polipéptido respectivo a partir de la molécula de acido nucleico codificante (por
ejemplo, en una célula huésped adecuada, un organismo huésped y/o un
sistema de expresion). Los vectores de expresion incluyen plasmidos, retrovirus,

cosmidos, episomas derivados de EBV y otros similares. Normalmente, el vector
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de expresion y las secuencias de control de la expresion se seleccionan de
manera que sean compatibles con la célula huésped. Por lo general, los vectores
de expresién comprenden por lo menos una molécula de acido nucleico de la
invencion que esta unida operativamente a uno o mas elementos reguladores
adecuados, tales como promotores, potenciadores, terminadores y otros
similares. Algunos ejemplos especificos de dichos elementos reguladores y otros
elementos, tales como factores de integracion, marcadores de seleccion,
secuencias sefial o directrices, genes informantes y otros similares, utiles o
necesarios para expresar polipéptidos de la invencion, se divulgan, por ejemplo,
en las paginas 131 a 133 de WO2006/040153.

Algunos ejemplos no limitativos de secuencias de promotores
(ejemplificados para la expresién en células de mamifero) son promotores y/o
potenciadores derivados de CMV (tales como el promotor/potenciador de CMV
de citomegalovirus humano o el promotor/potenciador de CMV Simian Virus 40
(SV40), adenovirus, (por ejemplo, el principal promotor tardio de adenovirus
(AdMLP)), polioma y promotores fuertes de mamiferos tales como
inmunoglobulina nativa y promotores de actina. Algunos ejemplos de sefiales de
poliadenilacion son poliA de hormona de crecimiento de hamster o poliA de
hormona de crecimiento bovino, poliA tardio o temprano de SV40; como
alternativa, se pueden usar 3'UTR de genes de inmunoglobulina, etc.

Los vectores de expresion recombinantes también pueden portar
secuencias que regulan la replicacion del vector en las células huésped (por
ejemplo, origenes de replicacion, como el origen de replicacion ColE1 (pUC)) y
genes marcadores seleccionables (como, por ejemplo, un gen de B-lactamasa

para conferir resistencia a la ampicilina para la amplificacion de los plasmidos en
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E. coli). El vector de expresion recombinante también puede codificar un péptido
sefal que facilita la secrecion del polipéptido resultante. La molécula de &cido
nucleico que codifica la respectiva cadena polipeptidica se puede clonar en el
vector de manera que el péptido sefial se una en el marco al extremo amino de
la cadena de la molécula de &cido nucleico de longitud completa madura. El
péptido sefial puede ser un péptido sefial de inmunoglobulina o un péptido
heterdlogo de una proteina que no es de inmunoglobulina. Como alternativa, la
secuencia de ADN que codifica las cadenas completas de la proteina de la
invencion puede ya contener una secuencia de péptido sefial.

Como se indic6 anteriormente, las secuencias de codificacion insertadas
en el vector se pueden sintetizar por ejemplo utilizando métodos estandar, o se
pueden aislar de fuentes naturales o se pueden producir de manera
semisintética, es decir, mediante la combinacién de sintesis quimica y técnicas
recombinantes. La conexion de las secuencias codificantes con elementos
reguladores de la transcripcion y/o con otras secuencias codificantes de
aminoacidos se puede llevar a cabo usando métodos establecidos. Un enfoque
gue se emplea frecuentemente es, por ejemplo, usar vectores que codifican una
secuencia de inmunoglobulina CH (pesada constante) humana funcionalmente
completa, con sitios de restriccion apropiados disefiados para que se pueda
insertar y expresar facilmente cualquier sitio de unién al antigeno, tal como una
secuencia Fab de cadena Unica o cualquier dominio variable de la cadena
pesada/liviana. Para la cadena pesada del anticuerpo, puede ser, sin limitacion,
cualquier isotipo de IgG (IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4) u otras inmunoglobulinas,
incluyendo a las variantes alélicas.

En aquellos casos en los que se requiere mas de una molécula de acido
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nucleico para formar la molécula de union de la presente invencion, estas mas
de una molécula de acido nucleico se pueden insertar en diferentes vectores de
expresion o en el mismo. En este Ultimo caso, pueden estar bajo el control de los
mismos elementos regulatorios, por ejemplo promotores, potenciadores,
terminadores y otros similares, o cada uno puede tener su propio conjunto de
elementos reguladores. De acuerdo con la presente invencidén, se prefiere
particularmente que, en aquellos casos en los que mas de una molécula de acido
nucleico codifica los elementos individuales de la molécula de unién de la
presente invencion, todas las moléculas de &cido nucleico individuales
requeridas para formar la molécula de unién de la presente invencion estén
presentes en un solo vector de expresion y, preferiblemente, que cada molécula
de &cido nucleico tenga su propio conjunto de elementos reguladores.

Los vectores de expresion que comprenden estas moléculas de ADN se
pueden introducir en células huésped, por ejemplo en células bacterianas o
células eucariotas (superiores), por ejemplo en células de mamifero, de acuerdo
con métodos de transfeccion bien conocidos en la técnica, que incluyen
transfeccion mediada por liposomas, transfeccibn mediada por policationes,
fusion de protoplastos, microinyecciones, precipitacion con fosfato de calcio,
electroporacion o transferencia mediante vectores virales.

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a una célula
huésped transfectada con el vector o vectores de expresion de la invencion.

La célula huésped puede ser cualquier célula adecuada conocida en la
técnica, incluyendo a las células procariotas, como las bacterias, asi como las
células eucariotas, como las células de levadura o las células de mamifero.

Algunos ejemplos no limitantes de células de mamifero incluyen, de manera no
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taxativa, lineas celulares humanas, de raton, de rata, de mono y de roedor. Las
lineas celulares de mamifero especificas disponibles como células huésped para
la expresion son bien conocidas en la técnica e incluyen, entre otras, células de
ovario de hamster chino (CHO), células NSO, células SP2/0, células Hela,
células de rifidn de crias de hamster (BHK), células de rifibn de mono (COS),
células de carcinoma humano (por ejemplo, células Hep G2 y A-549), células
3T3 o los derivados/progenie de cualquiera de dichas lineas celulares. Los
medios y condiciones de cultivo apropiados para las células huésped que se
acaban de describir son conocidos en la técnica.

Métodos de Elaboracion y Preparacion

Para elaborar los anticuerpos de la invencion, los especialistas en la
materia pueden seleccionar entre una variedad de métodos bien conocidos en la
técnica.

Para la produccion de anticuerpos que comprenden dos cadenas pesadas
completas y dos cadenas livianas completas, como las del tipo IgG1 o IgG4,
véase Norderhaug y col., J Immunol Methods 1997, 204 (1): 77-87; Kipriyanow y
Le Gall, Molecular Biotechnology 26: 39-60, 2004; Shukla y col., 2007, J.
Chromatography B, 848(1): 28-39.

Las moléculas de Fab se pueden producir mediante la expresion de acidos
nucleicos que codifican dichas construcciones en células huésped, por ejemplo
de E. coli, Pichia pastoris o lineas celulares de mamiferos (por ejemplo, CHO o
NSO0). En la técnica se conocen procesos que permiten el realizar el plegamiento,
la asociacion y los enlaces disulfuro adecuados de estas cadenas para obtener
moléculas Fab funcionales que comprenden un fragmento Fd y una cadena

liviana (Burtet y col., J. Biochem. 2007, 142(6), 665- 669; Ning y col., Biochem.
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Mol. Biol. 2005, 38: 204-299; Quintero-Hernandez y col., Mol. Immunol. 2007, 44
1307-1315; Willems y col. J. Chromatogr. B. Analyt. Technol. Biomed. Life Sci.
2003; 786:161-176).

También se conocen procesos para elaborar anticuerpos scFv mediante
la expresion recombinante de &cidos nucleicos que codifican construcciones de
scFv en células huésped (por ejemplo de E. coli, Pichia pastoris o lineas
celulares de mamiferos, por ejemplo, CHO o NSO0), que producen moléculas scFv
funcionales (Rippmann y col., Applied and Environmental Microbiology 1998,
64(12): 4862-4869, Yamawaki y col., J. Biosci. Bioeng. 2007, 104(5): 403-407,
Sonoda y col., Protein Expr. Purif. 2010, 70(2): 248-253).

Especificamente, en la presente se provee un método para producir la
molécula de unién o la molécula de anticuerpo que se describe en la presente,
donde dicho método comprende los siguientes pasos:

(a) cultivar la célula huésped de la invencion en condiciones que permitan
la expresion de la molécula de unién de la invencion;

(b) opcionalmente recuperar dicha molécula; y, opcionalmente,

(c) purificar y/o modificar y/o formular adicionalmente dicha molécula de
union.

Las proteinas de la invencién se producen cultivando las células huésped
durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresion de la proteina
por parte de las células huésped.

Las condiciones adecuadas para cultivar un huésped procariotico o
eucariotico son bien conocidas por los especialistas en la materia. Para aumentar
el rendimiento y la solubilidad del producto de expresion, el medio se puede

amortiguar o complementar con aditivos adecuados que se sabe que potencian
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o facilitan ambos efectos. Por lo general, los especialistas también son
conscientes de que puede ser necesario adaptar estas condiciones a las
necesidades del huésped y a los requisitos de la molécula a expresar. En caso
de que un promotor inducible controle la(s) molécula(s) de acido nucleico de la
invencion en el(los) vector(es) presente(s) en la célula huésped, la expresion de
la molécula de interés se puede inducir mediante el agregado de un agente
inductor apropiado. Los especialistas conocen protocolos y estrategias de
expresion adecuados.

Luego de eso se recuperan las moléculas de union de la presente
invenciéon 'y, cuando es necesario, se las purifica adicionalmente.
Preferiblemente se recuperan del medio de cultivo como moléculas secretadas.
Sin embargo, también se pueden recuperar de lisados de células huésped si, por
ejemplo, fueron expresadas sin una sefial secretoria. Se apreciara que el término
"recuperar dicha molécula" se refiere a aislar la molécula de unién de la presente
invencion codificada por la(s) molécula(s) de acido nucleico de la invencion, es
decir, la molécula de unién que esta presente en la célula huésped de la
invencion debido a la transformacion o transfeccion de dicha célula huésped con
la molécula de acido nucleico o el vector de la invencion.

Un paso opcional de purificacion de la molécula de unién de la presente
invencion contribuye ademas a obtener preparados sustancialmente
homogéneos de la molécula. Los medios y métodos para purificar una molécula
de interés son bien conocidos y los especialistas en la materia pueden usar, por
ejemplo, métodos estandar de purificacion de proteinas que se utilizan para
proteinas recombinantes y proteinas de células huésped y ajustarlos de manera

apropiada para la molécula respectiva. A manera de ejemplo, los métodos de
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purificacion de ultima generacion Utiles para obtener moléculas de union de la
presente invencion incluyen, como primera medida, la eliminacion del medio de
cultivo o lisado de las células y/o particulados de residuos celulares, seguido de
la purificacion para separar de contaminantes tales como proteinas, polipéptidos
y acidos nucleicos solubles, por ejemplo, mediante fraccionamiento en columnas
de inmunoafinidad o de intercambio iénico, precipitacion con etanol, HPLC de
fase reversa, cromatografia en Sephadex, cromatografia en gel de silice o en
una resina de intercambio cationico.

Como paso final opcional en el proceso para obtener una molécula de
union de la presente invencién, la molécula de proteina purificada se puede
secar, por ejemplo mediante liofilizacion, segin se describe a continuacion, para
aplicaciones terapéuticas, o se puede formular de otra manera segun se desee.
Ademas, la molécula de unién de la presente invencién que se obtiene como
resultado se puede someter a modificaciones adicionales, por ejemplo, para
eliminar modificaciones postraduccionales no deseadas y otras modificaciones
similares.

Composiciones farmacéuticas y usos médicos de la molécula de
unién de la presente invencion o de la composicion farmacéutica

La presente invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica
que comprende 0 consiste en una 0 mas moléculas de unién o moléculas de
anticuerpo segun se describen en la presente. En una forma de realizacion,
dichas una o mas moléculas de unidn son los Unicos agentes farmacéuticamente
activos. En una forma de realizacion alternativa, ademas de dichas una o méas
moléculas de unidn, dicha composicibn comprende uno 0 mas agentes

farmacéuticamente activos adicionales, por ejemplo, segun se los define mas
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adelante.

De acuerdo con la presente invencion, el término "composicion
farmacéutica" se refiere a una composicion para administrar a un paciente,
preferiblemente a un paciente humano. La composicién farmacéutica de la
invencién comprende los compuestos mencionados anteriormente, solos o en
combinacion. Opcionalmente puede comprender otras moléculas capaces de
alterar las caracteristicas de los compuestos de la invencion, por ejemplo,
estabilizando, modulando y/o activando su funcién. La composicion puede estar
en forma sdlida, liquida o gaseosa y puede estar, entre otras, en forma de (a)
polvo(s), por ejemplo un polvo liofilizado, (a) solucion(es), (a) tableta(s) o
aerosol(es). Preferiblemente, la composicion es un polvo liofilizado o una
solucion.

Para ser utilizada en terapia, la molécula de unién biespecifica que se
describe en la presente se formula en composiciones farmacéuticas apropiadas
para facilitar la administracion a animales o seres humanos. Por lo tanto, la
composicién farmacéutica de la presente invencion preferiblemente también
comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones que
comprenden dichos vehiculos se pueden formular utilizando métodos
convencionales bien conocidos. Normalmente, la composicién farmacéutica que
comprende la molécula de unién de la invencion se puede formular mezclando
la molécula de unién con dichos vehiculos farmacéuticamente aceptables, asi
como (opcionalmente) excipientes o0 estabilizantes. Un  “vehiculo
farmacéuticamente aceptable” se refiere a una carga, diluyente, material de
encapsulacion o auxiliar de formulacién no téxico de cualquier tipo, ya sea solido,

semisolido o liquido. Ademas, otros excipientes, modificadores o estabilizadores
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gue no sean toxicos en las dosis y concentraciones empleadas. Los vehiculos,
excipientes, modificadores y estabilizadores farmacéuticamente aceptables
incluyen, de manera no taxativa, sistemas reguladores de pH tales como fosfato,
citrato, acetato y otros acidos inorganicos u organicos y sus sales; antioxidantes
que incluyen &cido ascorbico y metionina; conservantes tales como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio,
cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos tales
como metilparabeno o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-
pentanol; y m-cresol; proteinas, tales como albumina sérica, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tales como polivinilpirrolidona o
polietilenglicol (PEG); aminoé&cidos tales como glicina, glutamina, asparagina,
histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos o
polisacaridos y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa, sacarosa,
trehalosa, dextrinas o dextranos; agentes quelantes tales como EDTA,; alditoles
tales como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como el
sodio; complejos de metales (por ejemplo, complejos Zn-proteina); y/o
tensioactivos i6nicos o no ibénicos tales como TWEEN™ (polisorbatos),
PLURONICS™ o ésteres de &cidos grasos, éteres de acidos grasos o ésteres
de azucares. Ademas, la formulacion puede contener solventes organicos, tales
como etanol o isopropanol. Los excipientes también pueden tener una funcién
modificadora de la liberacion o modificadora de la absorcion.

Usualmente, se preferiran las soluciones o suspensiones acuosas. Por lo
general, las formulaciones adecuadas para proteinas terapéuticas tales como las
moléculas de union de la invencion son soluciones de proteina de pH regulado,

tales como soluciones que incluyen la proteina en una concentracién adecuada
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(por ejemplo de entre 0,001 y 400 mg/ml, preferiblemente entre 0,005 y 200
mg/ml, de manera mas preferible entre 0,01 y 200 mg/ml, de manera ain mas
preferible entre 1,0 y 100 mg/ml, por ejemplo entre 1,0 y 40,0 mg/ml,
preferiblemente entre 10,0 y 30 mg/ml, de la manera mas preferible, 30 mg/ml
(administracion i.v.). o 100 mg/ml (administracion s.c.). y un regulador de pH
acuoso, tal como:

- solucion salina de pH regulado con fosfato, pH 7,4,

- otros reguladores de pH de fosfato, pH entre 6,2y 8,2,

- reguladores de pH de acetato, pH entre 3,2 y 7,5, preferiblemente pH
entre 4,8y 5,5

- reguladores de pH de histidina, pH entre 5,0 y 7,0, preferiblemente pH
entre 5,3y 5,5

- reguladores de pH de succinato, pH entre 3,2y 6,6, 0

- reguladores de pH de citrato, pH entre 2,1y 6,2,

y, opcionalmente, sales (por ejemplo, NaCl) y/o agentes estabilizantes
(tales como, por ejemplo, sacarosa, trehalosa, lisina) y/u otros polialcoholes
(tales como, por ejemplo, manitol y glicerol) para proveer isotonicidad a la
solucién, y opcionalmente detergentes, por ejemplo para evitar la formacién de
agregados (por ejemplo, 0,02 % de Tween-20 o Tween-80).

Las soluciones de proteinas de pH regulado preferidas para la
administracion i.v. son soluciones que incluyen aproximadamente 10 mg/ml de
la molécula de union de la invencion disuelta en regulador de pH de citrato 10
mM, pH 5,5, sacarosa 207 mM, lisina HCI 25 mM y polisorbato 20 al 0,02 %.

Las soluciones de proteina de pH regulado particularmente preferidas

para la administracion i.v. son soluciones que incluyen aproximadamente 30
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mg/ml de la molécula de unién de la invencién disuelta en aproximadamente 20
mM de regulador de pH His/His-HCI, pH entre 5,3 y 5,5, preferiblemente pH 5,3,
sacarosa 220 mM y polisorbato 20 al 0,02 %, y agua para inyeccion (WFI).

Las formulaciones para aplicacibn subcutdnea pueden incluir
concentraciones significativamente més altas del anticuerpo de la invencion, por
ejemplo hasta 100 mg/ml o incluso mayores de 100 mg/ml. Sin embargo, para
los especialistas en la materia sera claro que los ingredientes y las cantidades
de los mismos que se acaban de indicar solo representan una opcion preferida.
Las alternativas y variaciones de las mismas seran inmediatamente evidentes
para los especialistas en la materia 0 se pueden concebir facilmente a partir de
la anterior descripcion.

La composicién farmacéutica de la presente invencion se puede
administrar al sujeto utilizando cualquier modo de administracion adecuado,
incluyendo, por ejemplo, la administracion parenteral por infusion o inyeccion
(intravenosa, intraarticular, intramuscular, subcutdnea, intraesternal,
intraperitoneal, intradérmica), asi como la administracion transdérmica,
intranasal, bucal u oral o la administracion por inhalacion. Para la administracién
de una solucién o un polvo liofilizado reconstituido se prefieren los modos de
administracion parenteral.

Por lo general, para el tratamiento, prevencion y/o alivio de las
enfermedades, trastornos y condiciones que se mencionan en la presente, y
dependiendo de la enfermedad, trastorno o condicion especifica a tratar, la
potencia de la molécula de union especifica de la invencion a usar, la via de
administracion y la formulacion o composicion farmacéutica especifica que se

utilicen, influyen sobre la dosis real a administrar. Ademas, la cantidad
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farmacéuticamente eficaz real o la dosificacion terapéutica también dependeran
de factores conocidos por los especialistas en la materia, como la edad y el peso
del paciente. En cualquier caso, la molécula de unién de la invencién o la
composicion farmacéutica de la invencion se administrara en dosis, y de una
manera que, permitan administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz que
dependera de la condicién del paciente en particular. Preferiblemente, las
moléculas de unién de la invencion o la composicidén farmacéutica de la invencion
se administraran en una cantidad entre 0,005 y 20,0 mg por kilogramo de peso
corporal y en dosis, preferiblemente, de entre 0,05 y 10,0 mg/kg/dosis, y de
manera mas preferible entre 0,5 y 5 mg/kg/dosis, ya sea de forma continua (por
ejemplo, por infusion) o de manera mas preferible como dosis Unicas. El intervalo
de administracion puede ser, por ejemplo, de dos veces por semana, o pueden
ser dosis semanales 0 mensuales, pero esto puede variar de manera
significativa, dependiendo especialmente de los pardmetros mencionados
anteriormente. Por lo tanto, en algunos casos puede ser suficiente usar menos
de la dosis minima que se acaba de mencionar, mientras que en otros casos
puede ser necesario exceder el limite superior. Cuando se administren grandes
cantidades, puede ser recomendable dividirlas en diversas tomas mas pequefias
repartidas a lo largo del dia. Preferiblemente, la administracion es una vez por
semana en un rango de dosis de entre 0,005 y 20,0 mg por kilogramo de peso
corporal y dosis, preferiblemente, de entre 0,05 y 10,0 mg/kg/dosis, y de manera
mas preferible de entre 0,5 y 5 mg/kg/dosis.

La eficacia de las moléculas de union de la invencion, y de las
composiciones que las comprenden, se puede probar utilizando cualquier

ensayo in vitro adecuado, cualquier ensayo basado en células, cualquier ensayo
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in vivo y/o cualquier modelo animal conocido per se, o cualquier combinacion de
los mismos, dependiendo de la enfermedad especifica de que se trate. Los
especialistas en la materia tendran claros cuéles son los ensayos y modelos
animales adecuados, que incluyen, por ejemplo, los ensayos y modelos animales
que se utilizan mas adelante en los Ejemplos.

Las moléculas de union de la invencion o la composicién farmacéutica de
la invencion se pueden usar solas o0 en combinacion con otros ingredientes
farmacoldgicamente activos, tales como compuestos de Ultima generacion o
estandar, por ejemplo sustancias citostaticas o citotdxicas, inhibidores de
proliferacion celular, sustancias antiangiogénicas, esteroides,
inmunomoduladores/inhibidores de puntos de control y otros similares.

Por lo tanto, otro aspecto de la invencién provee las moléculas de unién
de la invencion o una composicién farmacéutica que comprende una molécula
de union de la invencién, junto con uno o mas ingredientes activos adicionales'y,
opcionalmente, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las sustancias activas citostaticas y/o citotoxicas que se pueden
administrar como pares de combinacion de acuerdo con la presente invencion
incluyen, de manera no taxativa, a hormonas, analogos de hormonas y
antihormonas, inhibidores de aromatasa, agonistas y antagonistas de LHRH,
inhibidores de factores de crecimiento (factores de crecimiento tales como por
ejemplo el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factores de crecimiento
similares a la insulina (IGF), factor de crecimiento epidérmico humano (HER, por

ejemplo HER2, HER3, HER4) y el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)),
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los inhibidores son, por ejemplo, anticuerpos (anti)factor de crecimiento,
anticuerpos (anti)receptor del factor de crecimiento e inhibidores de la tirosina
quinasa, como por ejemplo cetuximab, gefitinib, afatinib, nintedanib, imatinib,
lapatinib, bosutinib y trastuzumab; antimetabolitos (por ejemplo, antifolatos tales
como metotrexato, raltitrexed, analogos de pirimidina como 5-fluorouracilo (5-
FU), gemcitabina, irinotecan, doxorrubicina, TAS-102, capecitabina vy
gemcitabina, analogos de purina y adenosina como mercaptopurina, tioguanina,
cladribina y pentostatina, citarabina (ara C), fludarabina; antibidticos
antitumorales (por ejemplo, antraciclinas); derivados del platino (por ejemplo,
cisplatino, oxaliplatino, carboplatino); agentes de alquilacién (por ejemplo,
estramustina, mecloretamina, melfalan, clorambucilo, busulfano, dacarbazina,
ciclofosfamida, ifosfamida, temozolomida, nitrosoureas tales como, por ejemplo,
carmustina y lomustina, tiotepa); agentes antimitoticos (por ejemplo, alcaloides
de la vinca tales como, por ejemplo, vinblastina, vindesina, vinorelbina y
vincristina; y taxanos como paclitaxel, docetaxel); inhibidores de la angiogénesis,
incluyendo a bevacizumab, ramucirumab y aflibercept, inhibidores de la tubulina;
inhibidores de la sintesis de ADN, inhibidores de PARP, inhibidores de
topoisomerasa (por ejemplo, epipodofilotoxinas tales como, por ejemplo,
etopésido y etopofos, teniposido, amsacrina, topotecan, irinotecén,
mitoxantrona), inhibidores de la serina/treonina quinasa (por ejemplo, inhibidores
de PDK1, inhibidores de Raf, inhibidores de A-Raf, inhibidores de inhibidores de
B-Raf, inhibidores de C-Raf, inhibidores de mTOR, inhibidores de mTORC1/2,
inhibidores de PI3K, inhibidores de PI3Ka, inhibidores dobles de mTOR/PI3K,
inhibidores de STK33, inhibidores de AKT, inhibidores de PLK1 (tales como

volasertib), inhibidores de CDK, incluyendo a los inhibidores de CDKO9,
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inhibidores de la Aurora quinasa), inhibidores de tirosina quinasa (por ejemplo,
inhibidores de PTK2/FAK, inhibidores de MCL-1, inhibidores de c-FLIP o
inhibidores de KRAS, como KRAS G12c, KRAS G12D o KRAS G13d),
inhibidores de la interaccion proteina-proteina, inhibidores de MEK, ERK
inhibidores, inhibidores de FLT3, inhibidores de BRD4, inhibidores de IGF-1R,
inhibidores de Bcl-xL, inhibidores de Bcl-2, inhibidores de Bcl-2/Bcl-xL,
inhibidores del receptor ErbB, inhibidores de BCRABL, inhibidores de ABL,
inhibidores de Src, anélogos de rapamicina (por ejemplo everolimus,
temsirolimus, ridaforolimus, sirolimus), inhibidores de la sintesis de andrégenos,
inhibidores de los receptores de andrégenos, inhibidores de DNMT, inhibidores
de HDAC, inhibidores de ANG1/2, inhibidores de CYP17, radiofarmacos que
incluyen, de manera no taxativa, agentes biofarmacéuticos sistémicos dirigidos,
agentes inmunoterapéuticos tales como inhibidores de puntos de control
inmunitarios (por ejemplo moléculas de union a CTLA4, PD1, PD-L1, LAG3 y
TIM3/inmunoglobulinas, tales como ipilimumab, nivolumab, pembrolizumab),
interferdn, interferdn alfa o rituximab; virus oncoliticos; vacunas contra el cancer
y diversos agentes quimioterapéuticos tales como amifostina, anagrelida,
clodronato, filgratina, leucovorina, procarbazina, levamisol, mesna, mitotano,
pamidronato y porfimero; inhibidores del proteasoma (tales como Bortezomib);
miméticos Smac y BH3; agentes que restablecen la funcionalidad de p53,
incluyendo al antagonista de mdm2-p53; inhibidores de la via de sefializacion
Whnt/beta-catenina; moduladores estromales tales como moléculas
(preferiblemente biespecificas) dirigidas hacia CD137 y FAP; y/o inhibidores de
la quinasa 9 dependiente de ciclina.

De acuerdo con la presente invencion, son preferibles los tratamientos con
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las moléculas de unién de la invencion o la composicion farmacéutica de la
invencion en combinacion con un farmaco que se selecciona entre los siguientes:

(i) anticuerpos anti-VEGF (bevacizumab y otras sustancias
antiangiogénicas) con o sin combinaciéon de quimioterapia (incluyendo a la
combinacion de doxorrubicina/ciclofosfamida y/o la combinacion de
capecitabina/docetaxel en un entorno neoadyuvante; régimen de taxano/platino
para el tratamiento de primera linea y posteriores), por ejemplo en particular en
pacientes con cancer de mama;

(ii) quimioterapéuticos (incluyendo a 5-fluorouracilo (5-FU), irinotecan,
oxaliplatino y TAS-102);

(iii) anticuerpos anti-EGFR (cetuximab y panitumumab en tumores KRAS
de tipo salvaje) con o sin combinaciébn con quimioterapia (incluyendo a
irinotecan), combinaciéon con anticuerpos anti-VEGF (bevacizumab y otras
sustancias antiangiogénicas) o combinacion con regorafenib, por ejemplo para
el tratamiento de pacientes con CRC; y/o

(iv) inhibidores de EGFR, tales como gefitinib, afatinib, nintedanib,
lapatinib, erlotinib, asimertinib; y/o

(v) inhibidores de ALK; y/o

(vi) inhibidores de ROS1; y/o

(vii) agentes inmunoterapéuticos, incluyendo a agentes anti-PD-1 y anti-
PD-L1 y agentes anti LAG3, tales como ezabenlimab, pembrolizumab y
nivolumab y otros anticuerpos segun se describe en WO2017/198741; y/o

(viii) moduladores estromales tales como moléculas (preferiblemente
biespecificas) dirigidas hacia CD137 y FAP.

En algunas formas de realizacion particularmente preferidas, la molécula
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de unién de la invencion o la composicion farmacéutica de la invencidon se usan
para el tratamiento del cancer en combinacion con un inhibidor del punto de
control inmunitario, preferiblemente con un antagonista de PD-1, tal como un
anticuerpo anti-PD-1 o un anticuerpo anti-PDL-1. Preferiblemente, dicho
anticuerpo anti-PD-1 se selecciona entre el grupo que consiste en
pembrolizumab, nivolumab, pidilizumab o PD1-1, PD1-2, PD1-3, PD1-4y PD1-5
segun se describe en W02017/198741 (que se incorpora aqui como referencia),
de manera mas preferible dicho anticuerpo anti-PD-1 es ezabenlimab.
Preferiblemente, dicho anticuerpo anti-PDL-1 se selecciona entre el grupo que
consiste en atezolizumab, avelumab y durvalumab. Especificamente, dicha
terapia se puede realizar en combinacion con un agente quimioterapéutico, como
por ejemplo cisplatino, carboplatino o gemcitabina.

En algunas formas de realizacion preferidas adicionales, la molécula de
union o la composicién farmacéutica que se describen en la presente se usan
para el tratamiento del céncer en combinacion con un solo agente
quimioterapéutico, tal como cisplatino, carboplatino, paclitaxel, docetaxel, 5-FU,
metotrexato, cetuximab, capecitabina, afatinib, irinotecan, oxaliplatino,
gemcitabina, paclitaxel, docetaxel, capecitabina, pemetrexed o cetuximab.

En algunas formas de realizacion particularmente preferidas, la molécula
de union o la composicién farmacéutica que se describen en la presente se usan
para el tratamiento del cancer en combinacién con un régimen de combinacion
gue se selecciona entre el grupo que consiste en:

- cetuximab, platino (cisplatino o carboplatino) y 5-FU;

- cisplatino y cetuximab;

- cisplatino o carboplatino combinado con docetaxel o paclitaxel,
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- cisplatino y 5-FU;

- cisplatino o carboplatino combinado con docetaxel y cetuximab;

- cisplatino o carboplatino combinado con paclitaxel y cetuximab;

- pembrolizumab, platino (cisplatino o carboplatino) y paclitaxel,

- pembrolizumab, platino (cisplatino o carboplatino) y docetaxel,

- cisplatino y etopésido;

- carboplatino y etopdsido; y

- ciclofosfamida en combinacion con doxorrubicina y vincristina.

En una forma de realizacion preferida, el cancer a tratar con la molécula
de unidon que se describe en la presente es cancer gastrico o adenocarcinoma
esofagico y el método de tratamiento comprende una combinacion de la
molécula de unién que se describe en la presente y un agente quimioterapéutico
que se selecciona entre el grupo que consiste en irinotecan, oxaliplatino,
paclitaxel y capecitabina.

En una forma de realizacion preferida adicional, el cancer a tratar con la
molécula de union que se describe en la presente es adenocarcinoma ductal
pancreatico (PDAC) y el método de tratamiento comprende una combinacién de
la molécula de unibn que se describe en la presente y un agente
quimioterapéutico que se selecciona entre el grupo que consiste en irinotecan,
gemcitabina, paclitaxel y capecitabina.

En otra forma de realizacion preferida, el cancer a tratar con la molécula
de unidn que se describe en la presente es adenocarcinoma de pulmén y el
método de tratamiento comprende una combinacion de la molécula de union que
se describe en la presente y un agente quimioterapéutico que se selecciona entre

el grupo que consiste en oxaliplatino, docetaxel y pemetrexed. Preferiblemente,
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el adenocarcinoma de pulmén se trata con una terapia combinada que
comprende la molécula de union de la invencion, oxaliplatino y cisplatino.

En una forma de realizacion preferida adicional, el cancer a tratar con la
molécula de union que se describe en la presente es carcinoma de células
escamosas de pulmén (SCC pulmonar) y el método de tratamiento comprende
una combinacién de la molécula de unién que se describe en la presente y un
agente quimioterapéutico que se selecciona entre el grupo compuesto por
oxaliplatino, cisplatino y docetaxel. Preferiblemente, el SCC pulmonar se trata
con una terapia de combinacién que comprende la molécula de unién de la
invencion, oxaliplatino y cisplatino.

En otra forma de realizacién preferida adicional, el cAncer a tratar con la
molécula de unién que se describe en la presente es carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello (SCCHN o HNSCC) y el método de tratamiento
comprende una combinacion de la molécula de unién que se describe en la
presente y un agente quimioterapéutico que se selecciona entre el grupo que
consiste en oxaliplatino, paclitaxel, docetaxel y cetuximab.

En una forma de realizacion adicional, la molécula de unién o la
composicién farmacéutica que se describen en la presente se usan para el
tratamiento del cancer en combinacién con radioterapia.

La presente invencion se refiere ademas a la molécula de union de la
invencién, o a la composicion farmacéutica de la invencién, para usar en
medicina. La presente invencion se refiere ademas a la molécula de union de la
invencion, o a la composicion farmaceutica de la invencion, para usar en la
preparacion de un medicamento.

Ademas, la presente invencion también se refiere a la molécula de union
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de la invencion, o a la composicion farmacéutica de la invencion, para usar en
un método para tratar, mejorar o prevenir el cancer. La presente invencion se
refiere ademéds a un método para tratar, prevenir o mejorar el cancer que
comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad
terapéuticamente eficaz de la molécula de unién de la invencién, o de la
composicién farmacéutica de la invencion.

La "cantidad terapéuticamente eficaz" de la molécula que se va a
administrar es la cantidad minima necesaria para prevenir, mejorar o tratar los
sintomas clinicos del cancer, en particular la cantidad minima que es eficaz para
el cancer especifico que se va a tratar.

Tal como se lo usa en la presente, el término "cancer" se utiliza con la
intencion de incluir a todos los tipos de crecimientos cancerosos 0 procesos
oncogénicos, tejidos metastasicos o células, tejidos u 6rganos con
transformaciones malignas, independientemente del tipo histopatoldgico o de la
etapa de invasividad. Por lo tanto, es la intencién que todos los tipos de cancer,
tumores, neoplasias, etc., que se mencionan mas adelante y que se caracterizan
por su ubicacién/origen especifico en el cuerpo, se consideren incluidos como
tumores primarios asi como los tumores metastasicos derivados de los mismos.

Los tipos de céncer, tumores y otras enfermedades proliferativas cuyo
crecimiento se puede inhibir usando las moléculas de unién multiespecificas que
se describen en la presente son cualquier tumor que exprese TRAILR2/CDH3,
incluyendo, de manera no taxativa, a: cancer de cabezay cuello, preferiblemente
HNSCC; cancer de pulmén; preferiblemente NSCLC; cancer de pancreas;
cancer de cuello uterino; cancer de ovarios; cancer endometrial; cancer de

mama, preferiblemente TNBC; cancer de higado (hepatoblastoma o carcinoma
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hepatocelular); cancer de prostata; sarcoma gastrico; tumores del estroma
gastrointestinal, cancer de eso6fago; cancer de colon; cancer colorrectal; cancer
renal; cancer de piel; o tipos de cancer gastrointestinales. Los tipos de cancer
gastrointestinales incluyen, de manera no taxativa, cancer de esofago (por
ejemplo, cancer de la unién gastroesofagica), cancer de estbmago (gastrico),
carcinoma hepatocelular, céncer del tracto biliar (por ejemplo,
colangiocarcinoma), cancer de vesicula biliar, cancer de pancreas o céancer
colorrectal (CRC).

En una forma de realizacion preferida de la molécula de union o la composiciéon
farmacéutica para usar de acuerdo con la invencién, o del método de la invencion
para tratar, prevenir o mejorar el cancer, o del uso de la invencion, el cancer es
cancer de pulmédn, especificamente adenocarcinoma de pulmén, carcinoma de
células escamosas de pulmén (SCC pulmonar) y cancer de pulmén de células
no pequefias (NSCLC); cancer de cabeza y cuello, especificamente carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC); cancer de pancreas,
especificamente adenocarcinoma ductal pancreético (PDAC); cancer de mama,
especificamente cancer de mama triple negativo (TNBC); cancer gastrico (GC);
cancer de ovarios; cancer de endometrio o cancer de eséfago.

En una forma de realizacion particularmente preferida de la invencion, el
cancer es cancer de pancreas, cancer de pulmén de células no pequefas
(NSCLC) o carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC).

El cancer de pancreas (PAC) es una enfermedad maligna que causa mas
de 400.000 muertes al afio en todo el mundo. Es una de las causas de muerte
mas comunes relacionada con el cancer en los paises industrializados. A pesar

de las intervenciones terapéuticas como la cirugia y la quimioterapia, el
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adenocarcinoma de péncreas, que representa ~90 % de todos los casos de
cancer de pancreas, suele tener un mal prondstico, donde aproximadamente 25
% de las personas sobreviven un afio y solo el 5 % de los pacientes sobreviven
cinco afios. El adenocarcinoma ductal pancreéatico (PDAC) es la enfermedad
neoplasica del pancreas mas predominante y representa mas del 90 % de todas
las neoplasias pancreaticas malignas.

El cancer de pulmén es la principal causa de mortalidad relacionada con
el cancer en los Estados Unidos. La tasa de supervivencia relativa a 5 afios de
2011 a 2017 para pacientes con cancer de pulmoén fue del 22 %. EI NSCLC es
cualquier tipo de cancer de pulmon epitelial que no sea el cancer de pulmoén de
células pequenas (SCLC). Los tipos mas comunes de NSCLC son carcinoma de
células escamosas, carcinoma de células grandes y adenocarcinoma, pero
existen otros tipos que ocurren con menos frecuencia. Como clase, el NSCLC
suele ser menos sensible a la quimioterapia y la radioterapia en comparacion
con el SCLC. Los pacientes con enfermedad resecable se pueden curar
mediante cirugia o cirugia seguida de quimioterapia. Sin embargo, un gran
ndamero de pacientes tienen una enfermedad irresecable y el control local se
puede realizar con radioterapia, pero se observa curacion solo en un pequefio
namero de pacientes. Por lo tanto, existe una gran necesidad de disponer de
agentes terapéuticos adicionales para tratar esta enfermedad.

La mayor parte de los tipos de cancer de cabeza y cuello se derivan del
epitelio de la mucosa en la cavidad oral, la faringe y la laringe y en conjunto se
conocen como carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC).
Por lo general, los tipos de cancer de la cavidad oral y laringe se asocian con el

consumo de tabaco, el abuso de alcohol o ambos, mientras que los tipos de
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cancer de faringe se atribuyen cada vez mas a la infeccion por el virus del
papiloma humano (HPV), principalmente el HPV-16. Los tipos de céncer de
cabeza y cuello también pueden comenzar en las glandulas salivales, los senos
paranasales o los musculos o nervios de la cabeza y el cuello, pero estos tipos
de cancer son mucho menos comunes que los carcinomas de células
escamosas.

Por lo general, dependiendo del estadio de la enfermedad, el HNSCC de
la cavidad oral se trata con reseccidn quirdrgica, seguida de radiacion
coadyuvante 0 quimioterapia mas radiacibn (que se conocen CcOmMoO
quimiorradiacién o quimiorradioterapia (CRT)). Con excepcion de los tipos de
cancer de cavidad oral en etapa temprana (que se tratan solo con cirugia), el
tratamiento de la mayor parte de los pacientes con HNSCC es complicado y
requiere enfoques multimodales y, por lo tanto, atencién multidisciplinaria. Por lo
tanto, existe una necesidad urgente de disponer de agentes terapéuticos
dirigidos, para tratar pacientes con HNSCC vy, en particular, pacientes en etapa
tardia.

El cancer colorrectal (CRC) es una enfermedad maligna distinta que figura
en la ICD-10 y una de las principales causas de morbilidad y mortalidad por
cancer en todo el mundo. Aproximadamente el 25 % de los pacientes con CRC
se presentan con metastasis evidente y la enfermedad metastasica se desarrolla
en el 40-50 % de los pacientes recién diagnosticados. Aunque las mejoras
recientes en la quimioterapia han prolongado la duracion de la supervivencia del
CRC metastasico, la mayor parte de los pacientes sucumbiran a su enfermedad.
Por lo tanto, existe una gran necesidad de disponer de agentes terapéuticos

adicionales para tratar esta enfermedad.
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Se sabe que entre aproximadamente 30 y 50 % de los tipos de cancer
colorrectales tienen un gen KRAS mutado (anormal). Las mutaciones de KRAS
que se encuentran con frecuencia en las neoplasias incluyen las del exén 2
(coddn 12y 13) y el exdén 3 (codon 61) y se pueden analizar a partir de biopsias
tumorales. Incluyen mutaciones activadoras que dan como resultado una
transduccion continua de sefiales, estimulando las vias de sefializacion corriente
abajo que intervienen en el crecimiento celular, la proliferacion, la invasion y la
metastasis. Por lo tanto, en una forma de realizacion, las moléculas de union de
la presente invencion son para usar en el tratamiento de un cancer colorrectal
con mutacién en el gen KRAS (es decir, pacientes con tumores con mutacion en
el gen KRAS). En una forma de realizacion alternativa, las moléculas de union
de la presente invencion son para usar en el tratamiento de un cancer colorrectal
con KRAS de tipo salvaje (es decir, pacientes con tumores con KRAS de tipo
salvaje).

El cancer de es6fago se encuentra entre los tipos de cancer que se
diagnostican con mayor frecuencia en todo el mundo. Al igual que el cancer de
pancreas, el diagndstico es dificil y tiende a ocurrir en etapas ya avanzadas, lo
que lleva a un mal pronostico para esta indicacion. Como consecuencia,
representa aproximadamente el 5 % de las muertes relacionadas con el cancer,
lo que la convierte en la sexta causa de muerte relacionada con el cancer.

Con aproximadamente 2,3 millones de casos nuevos en todo el mundo
(GLOBOSCAN 2020), el cancer de mama es la neoplasia maligna que se
diagnostica con mayor frecuencia entre las mujeres. El cancer de mama triple
negativo (TNBC) constituye el 15-20 % de los tipos de cancer de mama y se

presenta con mayor frecuencia en mujeres menores de 40 afios. Debido a su
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naturaleza altamente invasiva, en casi el 50 % de los pacientes el TNBC es
acompafiado de metastasis a distancia. Los pacientes con TNBC muestran un
tiempo de supervivencia mas corto en comparacion con otros tipos de cancer de
mama, por ejemplo una tasa de mortalidad a los 5 afios de aproximadamente 40
% y una tasa de mortalidad después de la recurrencia de la enfermedad de hasta
75 %. Las terapias endocrinas o moleculares dirigidas que se utilizan
actualmente en otros subtipos de CM no representan una opcion para el TNBC
debido a su fenotipo molecular. Dado que la eficacia de los tratamientos TNBC
sistémicos basados en quimioterapia, como la quimiorradioterapia coadyuvante
postoperatoria es muy baja, existe una gran necesidad de desarrollar nuevas
modalidades terapéuticas para esta enfermedad.

El cancer de ovario representa el séptimo tipo de cancer mas comuin en
las mujeres en todo el mundo y tiene la morbilidad méas alta entre los tumores
malignos en las mujeres. De los tipos de carcinoma epitelial, el carcinoma seroso
de ovario es el mas predominante. En aproximadamente el 80 % de los casos el
cancer de ovario se diagnostica en una etapa tardia y, por lo tanto, suele tener
un mal pronostico. Especialmente para el cancer de ovario recurrente, los
tratamientos actuales se caracterizan por su alta intensidad, baja calidad de vida
y baja probabilidad de curacién. Por lo tanto, existe una urgente necesidad de
disponer de nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de esta
enfermedad.

Como se indico anteriormente, los inventores han identificado que las
moléculas de union que se describen en la presente tienen mucha utilidad en el
direccionamiento hacia las células cancerosas y, por lo tanto, se pueden usar en

la terapia de tipos de cancer que expresan tanto TRAILR2 como CDHS3. Los
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métodos para identificar si un tumor particular expresa TRAILR2 y CDH3 son
bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede usar inmunohistoquimica
para determinar si el tejido tumoral expresa TRAILR2 y CDH3 (por ejemplo,
usando las moléculas de anticuerpo anti-TRAILR2 y/o CDH3 que se describen
en la presente) y, por lo tanto, esto seria adecuado para el tratamiento con la
molécula de unién de la invencion.

Las moléculas de unién de la invencion se pueden usar en regimenes
terapéuticos en el contexto de los tratamientos de primera linea, segunda linea
o cualquier linea adicional y tratamientos de mantenimiento.

En otro aspecto, se usa una molécula de unién de la invencién en
combinaciéon con un dispositivo Gtil para administrar la molécula de union, tal
COMoO una jeringa, una lapicera inyectora, una microbomba u otro dispositivo. En
otro aspecto, la molécula de unién de la invencion se incluye en un kit de piezas,
que también incluye, por ejemplo, un prospecto con instrucciones para el uso de
la molécula de union.

La presente invencién también comprende lo siguiente:

1. Una molécula de unién que comprende

€) por lo menos un sitio de union al antigeno que se une de manera
especifica al receptor del ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF 2
(TRAILR2), y

(b) por lo menos un sitio de union al antigeno que se une de manera
especifica a cadherina-3 (CDH3), en donde dicho por lo menos un sitio de unién
al antigeno se une de manera especifica a CDH3 se selecciona del grupo que

consiste en:
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i.un sitio de union al antigeno que comprende las CDR de la cadena pesada
que comprenden las secuencias de amino&cidos de las SEQ ID NO:3 (CDR1),
SEQ ID NO:4 (CDR2) y SEQ ID NO:5 (CDR3) y las CDR de la cadena liviana
que comprenden las secuencias de amino&cidos de las SEQ ID NO:7 (CDR1),
SEQ ID NO:8 (CDR2) y SEQ ID NO:9 (CDR3);
ii.un sitio de union al antigeno que comprende las CDR de la cadena pesada
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:13 (CDR1),
SEQ ID NO:14 (CDR2) y SEQ ID NO:15 (CDR3) y las CDR de la cadena liviana
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:17 (CDR1),
SEQ ID NO:18 (CDR2) y SEQ ID NO:19 (CDR3);
iii.un sitio de unién al antigeno que comprende las CDR de la cadena pesada
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:23 (CDR1),
SEQ ID NO:24 (CDR2) y SEQ ID NO:25 (CDR3) y las CDR de la cadena liviana
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:27 (CDR1),
SEQ ID NO:28 (CDR2) y SEQ ID NO:29 (CDR3); y
iv.un sitio de union al antigeno que comprende las CDR de la cadena pesada
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:33 (CDR1),
SEQ ID NO:34 (CDR2) y SEQ ID NO:35 (CDR3) y las CDR de la cadena liviana
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:37 (CDR1),
SEQ ID NO:38 (CDR2) y SEQ ID NO:39 (CDR3).
2. La molécula de unién del item 1, en donde el por lo menos un sitio
de union al antigeno que se une de manera especifica a TRAILR2 comprende
las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de aminoacidos

de las SEQ ID NO:73 (CDR1), SEQ ID NO:74 (CDR2) y SEQ ID NO:75 (CDR3)
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y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de aminoacidos
de las SEQ ID NO:77 (CDR1), SEQ ID NO:78 (CDR2) y SEQ ID NO:79 (CDR3).

3. La molécula de union del item 1 o 2, en donde el por lo menos un
sitio de unién al antigeno que se une de manera especifica a CDH3 es una
molécula de inmunoglobulina (1g) y el por lo menos un sitio de unién al antigeno
que se une de manera especifica a TRAILR2 comprende uno o mas scFv.

4. La molécula de unién del item 3, en donde el uno o mas scFv tienen
una orientacion VL-VH desde el extremo N al C terminal.

5. La molécula de unién del item 3 o 4, en donde el uno o més scFv
estan fusionados al extremo C terminal de la molécula de lg, preferiblemente en
donde un primer scFv esta fusionado a una primera cadena pesada y un segundo
scFv estd fusionado a la segunda cadena pesada de la molécula de Ig,
respectivamente.

6. La molécula de union de cualquiera de los items 3 a 5, en donde el
uno o mas scFv estadn cada uno fusionado a la molécula de Ig mediante un
conector peptidico, preferiblemente un conector peptidico que tiene una longitud
de aproximadamente 4 a 20 aminoécidos.

7. La molécula de union de cualquiera de los items 3 a 6, en donde la
molécula de Ig es IgG.

8. La molécula de union de cualquiera de los items 1 a 7, en donde el
sitio de union al antigeno que se une de manera especifica a CDH3 se selecciona
del grupo que consiste en:

I. un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:2 y un dominio variable de cadena

liviana (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:6;
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. un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:12 y un VL que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO:16;

iii. un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:22 y un VL que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO:26;y

Iv. un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:32 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:36.

9. La molécula de union de cualquiera de los items 1 a 8, que
comprende:

I. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:80 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:81;

il. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:82 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:83;

iii. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:84 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:85; o

iv. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:86 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:87.

10. La molécula de union de cualquiera de los items 1 a 9, en donde el

por lo menos un sitio de unién al antigeno que se une de manera especifica a
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TRAILRZ2 es un sitio de union al antigeno que comprende un dominio variable de
cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:72 y un dominio variable de cadena liviana (VL) que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO:76.

11. La molécula de unién del item 10, que comprende

I. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO:1 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:81,

il. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO:11 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:83;

iii. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO:21 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:85; o

iv. una cadena pesada modificada que comprende la secuencia de
aminoé&cidos de la SEQ ID NO:31 y una cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:87.

12.  Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se
une de manera especifica a CDH3, que comprende:

I. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:3 (CDR1), SEQ ID NO:4 (CDR2) y SEQ ID NO:5
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO:7 (CDR1), SEQ ID NO:8 (CDR2) y SEQ ID NO:9
(CDR3);
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il. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminodcidos de SEQ ID NO:13 (CDR1), SEQ ID NO:14 (CDR2) y SEQ ID NO:15
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO:17 (CDR1), SEQ ID NO:18 (CDR2) y SEQ ID
NO:19 (CDR3);

iii. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:23 (CDR1), SEQ ID NO:24 (CDR2) y SEQ ID NO:25
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:27 (CDR1), SEQ ID NO:28 (CDR2) y SEQ ID
NO:29 (CDR3);

iv. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:33 (CDR1), SEQ ID NO:34 (CDR2) y SEQ ID NO:35
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:37 (CDR1), SEQ ID NO:38 (CDR2) y SEQ ID
NO:39 (CDR3)

2 las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:43 (CDR1), SEQ ID NO:44 (CDR2) y SEQ ID NO:45
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO:47 (CDR1), SEQ ID NO:48 (CDR2) y SEQ ID
NO:49 (CDR3);

Vi. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 (CDR1), SEQ ID NO:54 (CDR2) y SEQ ID NO:55
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO:57 (CDR1), SEQ ID NO:58 (CDR2) y SEQ ID
NO:59 (CDR3); o
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Vii. las CDR de la cadena pesada que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO:63 (CDR1), SEQ ID NO:64 (CDR2) y SEQ ID NO:65
(CDR3) y las CDR de la cadena liviana que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO:67 (CDR1), SEQ ID NO:68 (CDR2) y SEQ ID
NO:69 (CDR3).

13.  El anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo del item
12, que comprende:

I. un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:2 y un dominio variable de cadena
liviana (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:6;

il. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:12 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:16;

iii. a VH que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:22 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:26;

iv. un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:32y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:36

2 un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO:42 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:46;

Vi. un VH que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO:52 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID

NO:56; o
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Vii. un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:62 y un VL que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID
NO:66.

14.  El anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo del item
12 0 13, que comprende:

I. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:80 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:81;

il. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:82 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:83;

iii. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:84 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:85;

iv. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:86 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:87

2 una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:88 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:89;

Vi. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:90 y una cadena liviana que comprende la secuencia de

aminoacidos de la SEQ ID NO:91; o
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Vii. una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:92 y una cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:93.

15.  El anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de
cualquiera de los items 12 a 14, que se selecciona del grupo que consiste en
anticuerpos quimeéricos, humanizados, y de humano o fragmentos de anticuerpo,
y scFv, fragmentos Fab, fragmentos de anticuerpo monovalentes y fragmentos
F(ab’)z.

16. Un &cido nucleico aislado que codifica para la molécula de union
de cualquiera de los items 1 a 11 o el anticuerpo o fragmento de union al antigeno
del mismo de cualquiera de los items 12 a 15.

17.  Un vector de expresion que comprende el acido nucleico del item
16.

18.  El vector del item 17, en donde dicho vector es un plasmido.

19.  El vector del item 17, en donde dicho vector es un vector viral.

20. Una célula huésped que comprende el vector de expresion de
cualquiera de los items 17 a 19.

21.  Un método para elaborar la molécula de union de cualquiera de los
items 1 a 11 o el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de
cualquiera de los items 12 a 15 que comprende

i. cultivar la célula huésped del item 20 en condiciones que permiten
la expresion de la molécula, y

il. recuperar la molécula, y opcionalmente

iii. purificar y/o modificar y/o formular de manera adicional a la

molécula.
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22. La molécula de union de cualquiera de los items de 1 a 11, para
usar en medicina.

23. La molécula de union de cualquiera de los items 1 a 11, para usar
en el tratamiento de cancer.

24.  La molécula de unién para usar de acuerdo con el item 23, en
donde el cancer es cancer de pancreas, cancer de pulmon o cancer de cabeza
y cuello.

25. Una composicién farmacéutica que comprende la molécula de
union de cualquiera de los items 1 a 11 y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

26. La composicion farmacéutica de acuerdo con el item 25, que se
liofiliza, se estabiliza y/o formular para la administracion mediante inyeccion.

27.  Una molécula de unién biespecifica que comprende por lo menos
un sitio de unién al antigeno que se une de manera especifica al receptor del
ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF 2 (TRAILR2) y por lo menos
un sitio de unién al antigeno que se une de manera especifica al dominio EC1
de cadherina-3 (CDH3).

Las caracteristicas y ventajas de la presente invencién resultaran
evidentes a partir de los siguientes ejemplos mas detallados que ilustran, a modo
de ejemplo, los principios de la invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: prevalencia tanto de CDH3 como de TRAILR2 en
indicaciones de tumor seleccionadas

La inmunohistoquimica (IHC) para TRAILR2 y CDH3 se llevo a cabo de la

siguiente manera:
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se prepararon secciones de dos um de espesor de cada bloque de FFPE
en un micrétomo, se colocaron en portaobjetos de vidrio y se desparafinaron.
Las secciones de CDH3 se tifieron con el anticuerpo primario Abcam #ab242060,
monoclonal de conejo (1:50 en diluyente con caseina, Roche #760-219) en una
plataforma automética Ventana Discovery Ultra usando el programa #183. La
IHC para DR5 se hizo usando el programa de Ventana Discovery nr. 148 con el
siguiente anticuerpo: anti-DR5 de conejo (Cell Signalling #69400S Lote:1; 1:50
en diluyente Discovery Antibody (Roche # 760-108). Después de la tincion
automética, se lavaron los portaobjetos con agua destilada en un detergente
suave, luego se enjuagaron exhaustivamente con agua destilada, se colocaron
en un bafo de etanol al 90% durante 1 minuto, luego se pasaron por tres bafos
de etanol al 100% durante 1 minuto, luego se pasaron por dos bafios de xileno
durante 30 segundos, y finalmente se cubrieron con medio de montaje. Los
portaobjetos se escanearon (3D Histech) y se enviaron para su andlisis.

La expresion de CDH3 se ensay6 por IHC en tejido no neoplasico (n=40)
que incluyé higado y no se encontrd expresion de CDH3 (datos no mostrados).
Se detectdé la coexpresion de TRAILR2 y CDH3 mediante la medida de los
niveles de ARNm en varias indicaciones tales como cancer de pancreas (PAC),
cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmén, cancer colorrectal, cancer de
esOfago, cancer de mama triple negativo, y en cancer urotelial de vejiga, de
ovario, endometrial y cervical (TCGA), como se muestra mas adelante para
algunas de estas indicaciones en la Tabla 2.

Tabla 2: prevalencia de expresion de CDH3 y TRAILR2 en diferentes
indicaciones (datos de TCGA)
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Base de datos TCGA Nimero de casos (TPM 230) Proporcion (%) (TPM 230)

Indicacian Casos informativos(n) TRAILR2 CDH3 TR2/CDH3 TRAILRZ COH3 TR2/CDH3
HNSCC 504 396 496 391 78,57 98,41 77,58
Adenocarcinoma pancreatico 179 1_55 &8 &5 8_7‘_15 6_5& 64‘25
Adenocarcinoma cel escamosas pulmdn 500 371 452 349 74,20 90,40 £9,80
Adenacarcinoma de pulmén 506 441 307 283 87,15 60,67 55,93
Carcinoma de ovario 381 74 134 50 13,42 50,92 13,12
Carcinoma endometrial 542 382 389 250 7048 7177 53,51
Cancer mama triple negative 177 82 131 70 45,33 79,66 39,55
Cancer colorrectal 512 545 484 437 29,05 79,85 TL41

El nimero total de casos informativos, y el nimero y la proporcion (en %)
de casos que muestran las caracteristicas de interés (expresion de ARNm, TPM
= 30) estan indicados para cada tipo de cancer. TPM: transcriptos por millon de
lecturas, TR2/CDHS3: casos doble positivos para TRAILR2 y CDH3, TCGA: The
Cancer Genome Atlas. HNSCC: carcinoma de células escamosas de cabeza 'y
cuello.

Por ejemplo, en las Figuras 2 A y B se muestra la expresion de la proteina
y la localizaciébn en membrana en correlacion con la expresion del ARNm para
TRAILR2 y CDHS3 en carcinoma colorrectal.

En la Figura 2C se muestran imagenes de IHC representativas para
CDH3y TRAILR2 en secciones de tejido de carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello asi como en carcinoma de células escamosas de es6fago.

Ejemplo 2: disefio y generacion de moléculas de unidon que
reconocen la cadherina 3 (CDH3) humana y el receptor TRAIL humano 2
(TRAILR2)

En el presente estudio, se desarrollaron moléculas de union que se unen
a CDH3y a TRAILR2 y que inducen la apoptosis en las células cancerosas que
expresan tanto CDH3 como TRAILR2. El disefio molecular comprende un
anticuerpo IgG que tiene especificidad para CDH3 y scFv con especificidad para
TRAILR2, acoplados al extremo C terminal de la cadena pesada. La molécula

biespecifica contiene secuencias peptidicas flexibles entre los dominios variable
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de cadena pesada (VH) y variable de cadena liviana (VL) del scFv, y los
dominios scFv estan conectados con anticuerpo IgG a través de una serie de
conectores.

Las moléculas de union son biespecificas y tetravalentes. En la Figura 3
se muestra un esquema del disefio. Se representa un ejemplo de una molécula
de unién de la invencién que comprende (i) una molécula de Ig que se une de
manera especifica a CDH3, que comprende dos cadenas pesadas y dos
livianas, y (i) dos moléculas de scFv que se unen de manera especifica a
TRAILR2. El extremo N terminal de un scFv esté fusionado al extremo C terminal
de cada cadena pesada de la molécula de Ig, formando de esta manera una
molécula similar a anticuerpo simétrica, biespecifica y tetravalente.

Los siguientes ejemplos explican los métodos que se usaron para generar
las moléculas biespecificas que se unen a CDH3 y a TRAILR2 asi como para
evaluar la actividad biol6gica de estas moléculas.

2.1 Preparacion de dominios de unién que reconocen a CDH3 y
TRAILR2 usando recuperaciéon de genes V de alto rendimiento a partir de
hibridomas y células B individuales en cultivo

Para preparar las moléculas biespecificas que se unen al CDH3 y
TRAILR2 humanos, es necesario obtener los dominios variables que se unen a
los antigenos diana individuales (anti-CDH3 y anti-TRAILR2). Para conseguir
esto, se cultivaron in vitro hibridomas clonales o células B individuales derivadas
de ratones humanizados AlivaMab inmunizados con CDH3 o TRAILR2 (Ablexis,
San Francisco, Calif., EE.UU.: AlivaMab transgenic mouse platform with human
immunoglobulin loci). Se seleccionaron los sobrenadantes de acuerdo con la

reactividad contra CDH3 o TRAILR2 humanos recombinantes, mediante

156



AlphaLISA (PerkinElmer, Waltham, Mass., EE.UU.), y contra la unién a células
GP2d, por citometria de flujo.

Luego se amplificaron los genes VH y VL de las inmunoglobulinas (Ig) a
partir de los clones identificados como positivos. Para aislar el ARN de los
hibridomas, se centrifugaron aproximadamente 2x10° células de los clones
individuales y se usaron como material fuente. Para las células B individuales,
se usaron entre 100 y 500 células expandidas a partir de las células B aisladas
individuales como material fuente. Se aislé el ARN usando el kit RNeasy Plus
(Qiagen, Hilden, Alemania). Luego se sintetizé el ADNc usando el kit Smarter
cDNA synthesis (Clontech, Mount View, CA) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

Para facilitar la sintesis del ADNc, se us6 un oligodT como cebador de la
transcripcion reversa de todos los ARN mensajeros seguido por una “proteccion
del extremo 5’ (del inglés capping)” con un oligonucle6tido Smarter IlA. La
subsiguiente amplificacion de los fragmentos de VH y VL se llevo a cabo usando
una amplificacion de PCR en dos pasos usando cebadores 5’ contra el capuchoén
Smarter lIA y cebadores 3’ contra regiones consenso de CH1. En resumen, cada
reaccion de PCR de 50 ul consiste en mezclas de 20 uM de los cebadores
directo y reverso, 25 ul de premezcla de para ADN polimerasa PrimeStar Max
(Clontech), 2 pl de ADNc no purificado, y 21 ul de agua bidestilada. El programa
de ciclado comienza a 94° C durante 3 min, seguido por 35 ciclos (94° C durante
30 segundos, 50° C durante 1 min, 68° C durante 1 min), y sintesis de extremos
a 72° C durante 7 min. La segunda ronda de la PCR se llevé a cabo con
cebadores de 2da ronda para VL y VH que contenian extensiones

complementarias de 15 pb que “se solapaban” con las respectivas regiones de
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su respectivo vector pTT5 madre (VH y VL). La segunda ronda de PCR se llevd
a cabo con el siguiente programa: 94° C durante 3 min; 35 ciclos (94° C durante
30 segundos, 50° C durante 1 min, 68° C durante 1 min), y sintesis de extremos
a 72° C durante 7 min.

Se uso el In-Fusion® HD Cloning Kit (Clontech, EE.UU.) para el clonado
direccional del gen VL en un vector pTT5 hulgK y del gen VH en un vector pTT5
hulgG1KO. Para facilitar el clonado con In-Fusion® HD Cloning, se purificaron
los productos de la PCR y se trataron con Cloning Enhancer antes del In-Fusion
HD Cloning. El clonado y la transformacion se llevaron a cabo de acuerdo con
el protocolo del fabricante (Clontech, EE.UU.). Los ADN de Ilas
minipreparaciones se sometieron a secuenciacion de Sanger para confirmar la
obtencién de los fragmentos completos de los genes V.

Usando esta metodologia, se prepard un gran nimero de pares de genes
VHy VL de Ig que codificaban para los dominios de unién con especificidad para
CDHS.

2.2 Seleccién confirmatoria de los anticuerpos recombinantes

Se produjeron los anticuerpos recombinantes por transfeccion transitoria
de las células CHO-E37 con los correspondientes pladsmidos que codificaban
para la cadena pesaday la cadena liviana. Se ensayaron los sobrenadantes que
contenian los anticuerpos recombinantes expresados por citometria de flujo
para ver la unién a las lineas celulares que expresan CDH3 human o de mono
cinomolgo. En resumen, se incubaron las células con los sobrenadantes
recombinantes, se lavaron y se detectaron los mAb unidos de los sobrenadantes
con anti-lgG humana-APC (Jackson ImmunoResearch 109-136-098). Se

calcularon las proporciones de sefial a ruido de fondo (S/B) mediante la division
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de la mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI) de la muestra por la del
control de isotipo (regiones variables contra una proteina no relacionada y
esqueletos de regiones constantes diferentes). Se seleccionaron los clones de
interés para un formateo multiespecifico. Se generaron proteinas de union
multiespecifica y se evaluaron ademéas mediante una seleccion mecanistica y
funcional (tal como union a células, citotoxicidad y ensayos de activacion de
caspasas).

2.3 Construccion de moléculas biespecificas que se unen a CDH3 'y
a TRAILR2

Para construir el segmento génico que codifica para el scFv anti-
TRAILR2, se unieron los pares de genes VL y VH que codifican para los
dominios variables de unidon a TRAILR2 (SEQ ID NO:76 y SEQ ID NO:72,
respectivamente) mediante un segmento génico que codifica para un conector
flexible con una secuencia peptidica GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID
NO:232). Los segmentos génicos resultantes que codifican para scFv se
clonaron a su vez en marco al extremo 3’ de un gen que codifica para la cadena
pesada de un anticuerpo IgG humano. Estos segmentos codificantes se
sintetizaron mediante métodos de PCR solapante y se clonaron en el vector de
expresion pTT5. Los pares de genes VL y VH que codifican para los dominios
variables de union a CDH3 que se prepararon en el Ejemplo 2.1 se llevaron
luego a un formato biespecifico como se ilustra en la Figura 3. Los genes VH se
clonaron en el vector de expresion pTT5 como fusion in marco en el extremo 5’
de un gen que codifica para Ilgy humana. Se clon6 un gen que codifica para un
scFv de union a TRAILR2 en marco en el extremo 3’ del mismo segmento

codificante de Igy. De la misma forma, se clonaron los genes VL en el vector de
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expresion pTT5 como fusién en marco con un gen que codifica para la cadena
liviana kappa de 1IgG humana.

Los pares de genes VL y VH que codifican para los dominios variables de
union a CDH3 que se prepararon en el Ejemplo 2.1 se usaron entonces para
preparar moléculas de anticuerpo (moléculas de anticuerpo de longitud completa
gue comprenden dos cadenas livianas y dos cadenas pesadas) que se unen de
manera especifica a CDH3 (y se llaman CDH3v1, CDH3v2, CDH3v3, CDH3v4,
CDH3v5, CDH3v6 0 CDH3v7, ver las Tablas 11-17) usando métodos conocidos
en el arte, y se usaron para detectar/marcar las células o como anticuerpos
control en los ejemplos que se describen mas adelante. Luego se conectaron
los scFv anti-TRAILR2 (Tabla 10) a través del conector que se describid
anteriormente, al extremo C terminal de cada cadena pesada de los anticuerpos
anti-CDH3, generando asi las moléculas de union anti-CDH3/TRAILR2
biespecificas y tetravalentes (Tablas 3-9).

Cada vector de expresion contiene elementos promotores eucariotas
para el gen que codifica para las cadenas, la secuencia sefial y la cadena
pesada o la cadena liviana, un casete de expresion para un gen marcador de
seleccion de procariotas tal como ampicilina, y un origen de replicacion. Estos
plasmidos de ADN se propagaron en colonias de E. coli resistentes a ampicilina
y se purificaron.

2.4 Expresion y purificacion de moléculas tetravalentes
biespecificas que reconocen a TRAILR2 humano y a CDH3 humano

Se produjeron moléculas biespecificas que se unen a CDH3 y a TRAILR2
por transfeccidn transitoria de células CHO-E con los vectores pTT5 que portan

los genes que codifican para las cadenas anti-CDH3/TRAILR2. Las células CHO-
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E transfectadas, creciendo en suspensioén en medio libre de suero, se cultivaron
en recipientes agitados a 140 rpm, 37°C y 5% de CO2y se mantuvieron en
condiciones de crecimiento exponencial. El dia de la transfeccién, se
transfectaron quimicamente las células con 1 mg de plasmido para la cadena
liviana y 0,5 mg de plasmido para la cadena pesada (proporcién en masa 1:3).
Luego se sembraron las células CHO-E a entre 1 y 2x108 células/ml en 1 L de
medio de expresién para CHO Gibco® FreeStyle™ (LifeTechnologies, NY,
EE.UU.). Luego se incubaron las células bajo agitacién orbital entre 10y 12 dias
un solo cambio de medio con 200 ml de solucién de alimentacién comercial para
permitir la expresion de las proteinas. Se determinaron los titulos de los
anticuerpos en los sobrenadantes de cultivo celular usando un instrumento
Octet® (Pall 30 ForteBio, CA, EE.UU.) y puntas biosensoras protA de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Las moléculas de wunion o los anticuerpos anti-CDH3/TRAILR2
recombinantes se purificaron del sobrenadante de cultivo mediante un proceso
de dos pasos: un primer paso de purificaciébn con cromatografia de afinidad con
Proteina A usando una columna MabSelect™ (GE Healthcare) seguido por un
segundo paso de purificacion mediante cromatografia de intercambio catiénico
usando una columna Poros 50 HS (Applied Biosystems, Carlsbad, Calif.,
EE.UU.). El material purificado mediante dos pasos se almacend en la solucién
amortiguadora final de acetato de sodio 50 mM y NaCl 100 mM, pH 5,0. Se
evaluaron la pureza y el grado de heterogeneidad de las muestras por
espectrometria de masas, cromatografia analitica de exclusion molecular y

ultracentrifugacion analitica. Se confirmo que las muestras tuvieran un contenido
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de monémero =90% y que tuvieran <10% de impurezas antes de la prueba

funcional.
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Tabla 3. Secuencias de aminoacidos de la molécula de union biespecifica

anti-CDH3/TRAILR2v7

SEQ ID
NO

Descripcion

CDH3/TR2v7

CDH3 de
cadena
pesada
modificada
incl. scFv
anti-

TRAILR2

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYW
SWIRQPPGKGLDWIGYIYYSRTTNYNPSLKSRVTI

SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARARNGIDA
EDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GGGSGGSSSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSL
RSYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRF
SGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGN
HVVFGGGTKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSGGGG

SEVOQLVQSGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDDY
GMSWVRQAPGKGLEWVSGINWNGGSTGYADSV

KGRVTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKI
LGAGRGWYFDLWGKGTTVTVSS
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QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYW
SWIRQPPGKGLDWIGYIYYSRTTNYNPSLKSRVTI

2 CDH3 VH
SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARARNGIDA
FDIWGQGTMVTVSS
3 HCDR1 SYYWS
4 HCDR2 YIYYSRTTNYNPSLKS
5 HCDR3 ARNGIDAFDI
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOQOSLLHSYGY
NYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSG
6 CDH3 VL
SGSGTDFTLKISRVEAADVGVYYCMOALQTPLTF
GGGTKVEIK
I LCDR1 RSSQSLLHSYGYNYLD
8 LCDR2 LGSNRAS
9 LCDR3 MQALQTPLT
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOQOSLLHSYGY
NYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSG
Secuencia
SGSGTDFTLKISRVEAADVGVYYCMOALQTPLTF
81 dela GGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVV
C.a(_jena CLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
Viana DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSFNRGEC
SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASW
scFv anti- | YQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGN
& TRAILR2 | TASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHVVFGGG

TKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVOLVQ
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SGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQ
APGKGLEWVSGINWNGGSTGYADSVKGRVTISR

DNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKILGAGRGW
YEDLWGKGTTVTVSS
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Tabla 4. Secuencias de aminoacidos de la molécula de union biespecifica

anti-CDH3/TRAILR2v1

SEQ ID
NO

Descripcion

CDH3/TR2v1

11

Cadena
pesada
modificada
incl. scFv
anti-

TRAILR2

EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWI
GWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSFQGQ

VTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARHSFFE

DYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA

VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS

NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN

WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGG
GSGGSSSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRS
YYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSG
SSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHV

VFGGGTKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSE
VOQLVQSGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDDYGM
SWVRQAPGKGLEWVSGINWNGGSTGYADSVKG

RVTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKILG
AGRGWYFDLWGKGTTVTVSS
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EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWI
GWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSFQGQ

12 CDH3 VH
VTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARHSEFE
DYWGQGTLVTVSS
13 HCDR1 SYWIG
14 HCDR2 IYPGDSDTRYSPSFQG
15 HCDR3 HSFFDY
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSIYLA
WYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSG
16 CDH3 VL
TDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYSSSPRTFGQGTK
VEIK
17 LCDR1 RASQSVSSIYLA
18 LCDR2 GASSRAT
19 LCDR3 QQYSSSPRT
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSIYLA
WYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSG
Secuencia
TDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYSSSPRTFGQGTK
83 dela VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
C.a(_jena YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
Viana YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SFENRGEC
SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASW
scFv anti- | YQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGN
& TRAILR2 | TASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHVVFGGG

TKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVOLVQ
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SGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQ
APGKGLEWVSGINWNGGSTGYADSVKGRVTISR

DNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKILGAGRGW
YEDLWGKGTTVTVSS
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Tabla 5. Secuencias de aminoacidos de la molécula de union biespecifica

anti-CDH3/TRAILR2v2

SEQ ID
NO

Descripcion

CDH3/TR2v2

21

Cadena
pesada
modificada
incl. scFv
anti-

TRAILR2

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISNYYW
SWIRQPPGKGLEWIGYMYYSGITNYNPSLKSRVTI

SVDTSKNQFSLKLNSVTTADTAVYYCARERNGIDG
MDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP

AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF

NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP

REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GGGSGGSSSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSL
RSYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRF
SGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGN
HVVFGGGTKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SEVQLVQSGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDDY

GMSWVRQAPGKGLEWVSGINWNGGSTGYADSV

KGRVTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKI
LGAGRGWYFDLWGKGTTVTVSS
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QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISNYYW
SWIRQPPGKGLEWIGYMYYSGITNYNPSLKSRVTI

22 CDH3 VH
SVDTSKNQFSLKLNSVTTADTAVYYCARERNGIDG
MDVWGQGTTVTVSS
23 HCDR1 NYYWS
24 HCDR2 YMYYSGITNYNPSLKS
25 HCDR3 ERNGIDGMDV
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOQOSLLHSYGY
NYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSG
26 CDH3 VL
SGSGTDFTLKISRVEAEDFGIYYCMOQALQTPITFG
QGTRLEIK
27 LCDR1 RSSQSLLHSYGYNYLD
28 LCDR2 LGSNRAS
29 LCDR3 MQALQTPIT
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOQOSLLHSYGY
NYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSG
Secuencia
SGSGTDFTLKISRVEAEDFGIYYCMQALQTPITFG
85 dela QGTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL
C.a(_jena LNNFYPREAKVQWKVYDNALQSGNSQESVTEQDS
Viana KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC
SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASW
scFv anti- | YQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGN
& TRAILR2 | TASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHVVFGGG

TKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVOLVQ

170




SGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQ
APGKGLEWVSGINWNGGSTGYADSVKGRVTISR

DNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKILGAGRGW
YEDLWGKGTTVTVSS
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Tabla 6. Secuencias de aminoacidos de la molécula de union biespecifica

anti-CDH3/TRAILR2v3

SEQ ID
NO

Descripcion

CDH3/TR2v3

31

Cadena
pesada
modificada
incl. scFv
anti-

TRAILR2

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISGYYW
SWIRQSPGKGLEWIGYIYYSANTNYNPSLKSRVTI

SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCSRGGSGSY
WAEDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGGGSGGSSSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDS
LRSYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDR
FSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSG
NHVVFGGGTKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSEVQLVQSGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDD
YGMSWVRQAPGKGLEWVSGINWNGGSTGYADS

VKGRVTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KILGAGRGWYEDLWGKGTTVTVSS
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QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISGYYW
SWIRQSPGKGLEWIGYIYYSANTNYNPSLKSRVTI

32 CDH3 VH
SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCSRGGSGSY
WAFDIWGQGTMVTVSS
33 HCDR1 GYYWS
34 HCDR2 YIYYSANTNYNPSLKS
35 HCDR3 GGSGSYWAFDI
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOQSLMYSYGY
NYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSG
36 CDH3 VL
SGSGTDFTLKISRVEAEDVGIYYCMOQALQTPPTFG
QGTKVEIK
37 LCDR1 RSSQSLMYSYGYNYLD
38 LCDR2 LGSNRAS
39 LCDR3 MQALQTPPT
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOQSLMYSYGY
NYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSG
Secuencia
SGSGTDFTLKISRVEAEDVGIYYCMOQALQTPPTFG
87 dela QGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVC
C.a(_jena LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
Viana SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS
SPVTKSFNRGEC
SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASW
TrailR2 YQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGN
& scFv TASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHVVFGGG

TKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVOLVQ

173




SGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQ
APGKGLEWVSGINWNGGSTGYADSVKGRVTISR

DNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKILGAGRGW
YEDLWGKGTTVTVSS

174




Tabla 7. Secuencias de aminoacidos de la molécula de union biespecifica

anti-CDH3/TRAILR2v4

SEQ ID
Descripcion | CDH3/TR2v4
NO

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISGYY
WSWIRQPAGKGLEWIGRIYTSGNTIYNPSLKSR

VTMSVDTSKNQFSLRLTSVTAADTAVYYCARGN
PLATYEGYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPS
SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCP
Cadena APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
pesada DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
modificada | NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
“ incl. scFv | APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
anti- SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
TRAILR2 | VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGGGSGGSSSELTQDPA

VSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQ

APVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTIT
GAQAEDEADYYCNSRDSSGNHVVFGGGTKLTV

LGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVQSGG
GVERPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQAP

GKGLEWVSGINWNGGSTGYADSVKGRVTISRD
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NAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKILGAGRGW
YEDLWGKGTTVTVSS

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISGYY
WSWIRQPAGKGLEWIGRIYTSGNTIYNPSLKSR

42 CDH3 VH
VTMSVDTSKNQFSLRLTSVTAADTAVYYCARGN
PLATYFGYWGQGTLVTVSS
43 HCDR1 GYYWS
44 HCDR2 RIYTSGNTIYNPSLKS
45 HCDR3 GNPLATYFGY
DIEMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSN
NKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPD
46 CDH3 VL
RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQOYYS
TMYTFGQGTKLEIK
47 LCDR1 KSSQSVLYSSNNKNYLA
48 LCDR2 WASTRES
49 LCDR3 QQYYSTMYT
DIEMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSN
NKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPD
Secuencia
RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYS
89 dela TMYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
C_aéena GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
Viana QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
scFv anti- | SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYAS
& TRAILR2 | WYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSS
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GNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHVVF

GGGTKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEY
QLVQSGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDDYGM
SWVRQAPGKGLEWVSGINWNGGSTGYADSVK

GRVTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKI

LGAGRGWYFDLWGKGTTVTVSS
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Tabla 8. Secuencias de aminoacidos de la molécula de union biespecifica

anti-CDH3/TRAILR2v5

SEQ ID
NO

Descripcion

CDH3/TR2v5

51

Cadena
pesada
modificada
incl. scFv
anti-

TRAILR2

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYW
SWFRQPAGKGLEWIGRIYSSGSTNYNPSLKSRVT

MSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARGMGVT
GLEDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGGGSGGSSSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDS
LRSYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDR
FSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSG
NHVVFGGGTKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSEVQLVQSGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDD
YGMSWVRQAPGKGLEWVSGINWNGGSTGYADS

VKGRVTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KILGAGRGWYEDLWGKGTTVTVSS
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QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYW
SWFRQPAGKGLEWIGRIYSSGSTNYNPSLKSRVT

52 CDH3 VH
MSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARGMGVT
GLEDYWGQGTLVTVSS
53 HCDR1 SYYWS
54 HCDR2 RIYSSGSTNYNPSLKS
55 HCDR3 GMGVTGLFDY
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNN
KNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRF
56 CDH3 VL
SGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQOYYSTMY
TFGQGTKLEIK
57 LCDR1 KSSQSVLYSSNNKNYLA
58 LCDR2 WASTRES
59 LCDR3 QQYYSTMYT
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNN
KNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRF
Secuencia
SGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQOYYSTMY
91 dela TFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
C.a(_jena VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE
Viana QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQ
GLSSPVTKSFENRGEC
SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASW
scFv anti- | YQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGN
& TRAILR2 | TASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHVVFGGG

TKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVOLVQ
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SGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQ
APGKGLEWVSGINWNGGSTGYADSVKGRVTISR

DNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKILGAGRGW
YEDLWGKGTTVTVSS
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Tabla 9. Secuencias de aminoacidos de la molécula de union biespecifica

anti-CDH3/TRAILR2v6

SEQ ID
NO

Descripcion

CDH3/TR2v6

61

Cadena
pesada
modificada
incl. scFv
anti-

TRAILR2

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSINNYYW
TWIRQPAGKGLEWIGRIYSSGSTNYTPSLKSRVT

MSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYFCAREGYND
GYGYEDHWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGGGSGGSSSELTQDPAVSVALGQTVRITC
QGDSLRSYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPS

GIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSR
DSSGNHVVFGGGTKLTVLGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSEVQLVQSGGGVERPGGSLRLSCAASGF
TFDDYGMSWVRQAPGKGLEWVSGINWNGGSTG

YADSVKGRVTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAV
YYCAKILGAGRGWYFEDLWGKGTTVTVSS
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QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSINNYYW
TWIRQPAGKGLEWIGRIYSSGSTNYTPSLKSRVT

62 CDH3 VH
MSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYFCAREGYND
GYGYFDHWGQGTLVTVSS
63 HCDR1 NYYWT
64 HCDR2 RIYSSGSTNYTPSLKS
65 HCDR3 EGYNDGYGYFDH
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSKN
KNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRF
66 CDH3 VL
SGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQOYYSTFERT
FGQGTKVEIK
67 LCDR1 KSSQSVLYSSKNKNYLA
68 LCDR2 WASTRES
69 LCDR3 QQYYSTFRT
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSKN
KNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRF
Secuencia
SGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQOYYSTFERT
93 dela FGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
C.a(_jena VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE
Viana QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQ
GLSSPVTKSFENRGEC
SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASW
scFv anti- | YQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGN
& TRAILR2 | TASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHVVFGGG

TKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVOLVQ
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SGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQ
APGKGLEWVSGINWNGGSTGYADSVKGRVTISR

DNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKILGAGRGW
YEDLWGKGTTVTVSS
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Tabla 10. Secuencias de aminoacidos del scFv anti-TRAILR2 usado en

las moléculas biespecificas de union generadas en el Ejemplo 2.

SEQ ID
Descripcion
NO
SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYAS
WYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSS
GNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHVVF
scFv anti- GGGTKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEY
71
TRAILR2 QLVQSGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDDYGM
SWVRQAPGKGLEWVSGINWNGGSTGYADSVK
GRVTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKI
LGAGRGWYFDLWGKGTTVTVSS
EVQLVQSGGGVERPGGSLRLSCAASGFTFDDY
scFv anti-
GMSWVRQAPGKGLEWVSGINWNGGSTGYADS
72 TRAILR2
VKGRVTISRDNAKNSLYLOQMNSLRAEDTAVYYC
VH
AKILGAGRGWYFDLWGKGTTVTVSS
scFv DYGMS
73
HCDR1
scFv GINWNGGSTGYADSVKG
74
HCDR2
scFv ILGAGRGWYFDL
75
HCDR3
scFv anti- SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYAS
76 TRAILR2 WYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSS
VL
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GNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHVVF

GGGTKLTVL

scFv QGDSLRSYYAS
77

LCDR1

scFv GKNNRPS
78

LCDR?2

scFv NSRDSSGNHVV
79

LCDR3
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Tabla 11. Secuencias de amino&cidos del anticuerpo anti-CDH3 CDH3v7

SEQ ID
Descripcién | CDH3v7
NO
QVOQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYW
SWIRQPPGKGLDWIGYIYYSRTTNYNPSLKSRVTI
SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARARNGIDA
EDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
Secuencia AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
de la SNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSV
%0 cadena FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
pesada NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
G
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOQSLLHSYGY
NYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSG
Secuencia
SGSGTDFTLKISRVEAADVGVYYCMOALQTPLTF
81 dela GGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVV
ra_dena CLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
iviana

DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSFENRGEC

186




QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYW
SWIRQPPGKGLDWIGYIYYSRTTNYNPSLKSRVTI

vH SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARARNGIDA
FDIWGQGTMVTVSS

HCDR1 SYYWS

HCDR2 YIYYSRTTNYNPSLKS

HCDRS3 ARNGIDAFDI
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOSLLHSYGY
NYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSG

vt SGSGTDFTLKISRVEAADVGVYYCMOQALQTPLTF
GGGTKVEIK

LCDR1 RSSQSLLHSYGYNYLD

LCDR2 LGSNRAS

LCDR3 MQALQTPLT
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Tabla 12. Secuencias de amino&cidos del anticuerpo anti-CDH3 CDH3v1

SEQ ID
Descripcién | CDH3v1
NO
EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWI
GWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSFQGQ
VTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARHSEFE
DYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
Secuencia
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
82 dela NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVF
cadena LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
pesada WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSIYLA
WYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSG
Secuencia
TDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYSSSPRTFGQGTK
83 dela VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
(fa_dena YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
Wiana YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SFNRGEC
1 vH EVOQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWI

GWVROMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSFOGQ
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VTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARHSFEFE

DYWGQGTLVTVSS

13 HCDR1 SYWIG

14 HCDR2 IlYPGDSDTRYSPSFQG

15 HCDR3 HSFFDY
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSIYLA
WYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSG

0 vt TDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYSSSPRTFGQGTK
VEIK

17 LCDR1 RASQSVSSIYLA

18 LCDR2 GASSRAT

19 LCDR3 QQYSSSPRT

189




Tabla 13. Secuencias de amino&cidos del anticuerpo anti-CDH3 CDH3v2

SEQ ID
Descripcién | CDH3v2
NO
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISNYYW
SWIRQPPGKGLEWIGYMYYSGITNYNPSLKSRVTI
SVDTSKNQFSLKLNSVTTADTAVYYCARERNGIDG
MDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
Secuencia AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
de la SNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSV
o cadena FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
pesada NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
G
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOQSLLHSYGY
NYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSG
Secuencia
SGSGTDFTLKISRVEAEDFGIYYCMQALQTPITFG
85 dela QGTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL
ra_dena LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
iviana

KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC
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QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISNYYW
SWIRQPPGKGLEWIGYMYYSGITNYNPSLKSRVTI

22 vH SVDTSKNQFSLKLNSVTTADTAVYYCARERNGIDG
MDVWGQGTTVTVSS

23 HCDR1 NYYWS

24 HCDR2 YMYYSGITNYNPSLKS

25 HCDRS3 ERNGIDGMDV
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOSLLHSYGY
NYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSG

?° vt SGSGTDFTLKISRVEAEDFGIYYCMQALQTPITFG
QGTRLEIK

27 LCDR1 RSSQSLLHSYGYNYLD

28 LCDR2 LGSNRAS

29 LCDR3 MQALQTPIT
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Tabla 14. Secuencias de amino&cidos del anticuerpo anti-CDH3 CDH3v3

SEQ ID
NO

Descripcion

CDH3v3

86

Secuencia
de la
cadena

pesada

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISGYY
WSWIRQSPGKGLEWIGYIYYSANTNYNPSLKSR

VTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCSRGGS
GSYWAEDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVFPLAPS
SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY
ICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPA
PEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG

87

Secuencia
de la
cadena

liviana

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLMYSYG

YNYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRF
SGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGIYYCMOQALQTPP
TFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTA
SVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSPVTKSFENRGEC
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QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISGYY
WSWIRQSPGKGLEWIGYIYYSANTNYNPSLKSR

- vh VTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCSRGGS
GSYWAFEDIWGQGTMVTVSS

33 HCDR1 GYYWS

34 HCDR2 YIYYSANTNYNPSLKS

35 HCDRS3 GGSGSYWAFDI
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOSLMYSYG
YNYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRF

% vt SGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGIYYCMOALQTPP
TFGQGTKVEIK

37 LCDR1 RSSQSLMYSYGYNYLD

38 LCDR2 LGSNRAS

39 LCDR3 MQALQTPPT
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Tabla 15. Secuencias de aminoécidos del anticuerpo anti-CDH3 CDH3v4

SEQ ID
Descripcion | CDH3v4
NO

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISGYY
WSWIRQPAGKGLEWIGRIYTSGNTIYNPSLKSR

VTMSVDTSKNQFSLRLTSVTAADTAVYYCARGN
PLATYEGYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPS
SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
Secuencia | SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT

de la YICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCP
% cadena APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
pesada DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP

VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM

HEALHNHYTQKSLSLSPG

DIEMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSN

NKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPD
Secuencia
RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYS
de la
89 TMYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
cadena
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
liviana
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY

ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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42 VH QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISGYY
WSWIRQPAGKGLEWIGRIYTSGNTIYNPSLKSR
VTMSVDTSKNQFSLRLTSVTAADTAVYYCARGN
PLATYEGYWGQGTLVTVSS

43 HCDR1 GYYWS

44 HCDR2 RIYTSGNTIYNPSLKS

45 HCDR3 GNPLATYFGY

46 VL DIEMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSN
NKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPD
RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYS
TMYTFGQGTKLEIK

47 LCDR1 KSSQSVLYSSNNKNYLA

48 LCDR2 WASTRES

49 LCDR3 QQYYSTMYT
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Tabla 16. Secuencias de amino&cidos del anticuerpo anti-CDH3 CDH3v5

SEQ ID
NO

Descripcion

CDH3v5

90

Secuencia
de la
cadena

pesada

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYW
SWFRQPAGKGLEWIGRIYSSGSTNYNPSLKSRVT

MSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARGMGVT
GLEDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PG

91

Secuencia
de la
cadena

liviana

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNN
KNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFS
GSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTMYT
FGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE
QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQ
GLSSPVTKSFNRGEC
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QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYW
SWFRQPAGKGLEWIGRIYSSGSTNYNPSLKSRVT

>2 vH MSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARGMGVT
GLFDYWGQGTLVTVSS

53 HCDR1 SYYWS

54 HCDR2 RIYSSGSTNYNPSLKS

55 HCDRS3 GMGVTGLFDY
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNN
KNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRF

> vt SGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTMY
TFGQGTKLEIK

57 LCDR1 KSSQSVLYSSNNKNYLA

58 LCDR2 WASTRES

59 LCDR3 QQYYSTMYT
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Tabla 17. Secuencias de amino&cidos del anticuerpo anti-CDH3 CDH3v6

SEQ ID
Descripcion | CDH3v6
NO
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSINNYYW
TWIRQPAGKGLEWIGRIYSSGSTNYTPSLKSRVT
MSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYFCAREGYND
GYGYFDHWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
Secuencia HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
de la NHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
% cadena GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
pesada EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSKN
KNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRF
Secuencia
SGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQOYYSTFERT
93 dela FGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
lc_:a_dena VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE
iviana

QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQ
GLSSPVTKSFNRGEC
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QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSINNYYW
TWIRQPAGKGLEWIGRIYSSGSTNYTPSLKSRVT

> vH MSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYFCAREGYND
GYGYEDHWGQGTLVTVSS

63 HCDR1 NYYWT

64 HCDR2 RIYSSGSTNYTPSLKS

65 HCDR3 EGYNDGYGYFDH
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSKN
KNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRF

%0 vt SGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTERT
FGQGTKVEIK

67 LCDR1 KSSQSVLYSSKNKNYLA

68 LCDR2 WASTRES

69 LCDR3 QQYYSTFRT

2.5: Determinacion basada en SPR de las afinidades de unidon de las

moléculas biespecificas a la CDH3 recombinante

La afinidad de unibn de las construcciones anti-CDH3/TRAILR2

purificadas para la CDH3 de humano recombinante (EC1-EC2 o EC2-EC3 de

longitud completa) se determin6 mediante Resonancia de Plasmones

Superficiales (SPR), usando un instrumento ProteOn XPR36 (Bio-Rad). La

solucion amortiguadora de corrida y todas las diluciones (excepto en donde se

indica) se realizaron en PBS-TEDTA. El chip sensor GLM (Bio-Rad) se

normaliz6 y se preacondiciond de acuerdo con las recomendaciones del

fabricante. El chip sensor se activé con una mezcla igual de EDC/s-NHS en la
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direccion horizontal durante 300 segundos a una velocidad de flujo de 30
pI/min y se inmovilizé con proteina A/G (60 pg/ml en acetato 10 mM a pH 4,5)
en la direccién horizontal durante 300 segundos a una velocidad de flujo de 30
pl/min resultando en 5000 RU de proteina A/G en la superficie. El chip sensor
se desactivo con etanolamina HCI 1 M en la direccion horizontal durante 300
segundos a una velocidad de flujo de 30 pl/min. El chip sensor se estabilizé
con 18 segundos de acido fosférico 0,85% a una velocidad de flujo de 100
pl/min 3 veces de manera horizontal y 3 veces de manera vertical.

Para la determinacion de la cinética de union a CDH3, las moléculas
biespecificas se capturaron individualmente en la superficie de la proteina A/G
de manera vertical durante 150 segundos a una velocidad de flujo de 30 pl/min.
La linea de base se estabiliz6 mediante la inyeccion de PBS-T-EDTA durante
60 segundos a una velocidad de flujo de 100 pl/min de manera horizontal. El
analito (CDH3 humana de longitud completa, CDH3 [EC1-EC2] o CDH3 [EC2-
EC3]) se inyectdé de manera horizontal sobre el anticuerpo capturado durante
300 segundos a una velocidad de flujo de 30 pl/min y una disociacién durante
1200 segundos. La concentracion de los analitos inyectada fue de 200 nM para
la CDH3 de longitud completa y 500 nM para EC1-EC2 y EC2-EC3. La
superficie se regenerd mediante la inyeccién de solucién de &cido fosférico
0,85% durante 18 segundos a una velocidad de flujo de 100 pl/min una vez de
manera horizontal y una vez de manera vertical. Los datos se procesaron
mediante la sustraccion de la sefial de fondo (interacciones con la superficie
del sensor) y luego se ajustaron a un modelo cinético de Langmuir 1:1 para

obtener las constantes de velocidad y las afinidades.
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Las afinidades a CDH3 (de longitud completa o EC1-EC2) se

encontraron en el rango de nM bajo. Las afinidades de unién al péptido EC2-

EC3 se encontraron en el rango de nM bajo (mapeando el epitope a EC2) o

por debajo del nivel de deteccién (mapeando el epitope a EC1).

Los resultados se muestran en la Tabla 18 a continuacion, en donde se

clasifican las moléculas de union producidas que comprenden CDH3v1,

CDH3v2, CDH3v3 o CDH3v7 como unidores a EC1l y aquellas que

comprenden CDH3v4, CDHv5 o CDHv6 como unidores a EC2.

Tabla 18: afinidades (KD) de proteinas de unién anti-CDH3/TRAILR2 a

CDH3 humano determinadas por analisis de SPR

Biespecifica
molécula anti-

CDH3/TRAILR2

CDH3/TR2v1
CDH3/TR2v2
CDH3/TR2v3
CDH3/TR2v4
CDH3/TR2v5
CDH3/TR2v6

CDH3/TR2v7

Mapeo de kD de HUCDH3 | kD de HUCDH3 | kD de

epitopes
(unidor
EC1o0
EC2)

ECA1
EC1
EC1
EC2
EC2
EC2

ECA1

de longitud

completa (nM)

8,52
9,93
1,08
5,36
2,43
3,19

3,29

EC1-EC2 (nM)

6,7

11,40

0,85

1,62

2,76

2,79

4,00

HuCDH3_EC2-
EC3 (nM)

BDL
BDL
BDL
1,06
29,80
35,10

BDL
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BDL: por debajo del limite de deteccion

Ejemplo 3: Ensayo de muerte celular in vitro

Los Ejemplos descritos precedentemente muestran la preparacion de
moléculas biespecificas que reconocen a TRAILR2 y CDH3 de humano. Se
prepararon diferentes moléculas biespecificas en base al formato descrito en la
Figura 3 con el objetivo de examinar si estas moléculas podian provocar una
reduccion en la viabilidad celular y si cualquier reduccién fue provocada por
apoptosis.

3.1 Caracterizacion de la expresion de la diana en el modelo de la
linea celular GP2d.

La linea celular GP2d, que deriva de un adenocarcinoma de colon de
humano, se seleccioné para realizar los ensayos de muerte celular. Se confirmé
la expresion proteica de TRAILR2 y de CDH3 en la superficie de las células
GP2d mediante citometria de flujo de la siguiente manera. Las células se
despegaron usando solucién Versene (Gibco 15040066) y se lavaron dos veces
con soluciéon amortiguadora para FACS (PBS, Gibco 14190; FCS 3%, Gibco
26140; y NaNs 0,09%, Sigma Aldrich S2002). Se contaron las células usando el
ViCell (Beckman Coulter Life Sciences) y el nimero de células se ajust6 a 2x10°
células/ml. Después de sembrar la suspension de células a 100ul/pocillo en una
placa de 96 pocillos de fondo redondo, se centrifugé la placa a 1200 rpm durante
5 minutos y se descart6 el sobrenadante. Luego se resuspendieron las células
en la dilucion del anticuerpo primario (1pug/ml) y se incubaron durante 60 min a
4°C. Las células se lavaron dos veces con solucion amortiguadora para FACS y
se agregaron 100 pl/pocillo de la dilucion apropiada de los anticuerpos

secundarios/conjugados y se incubo durante 45 min a 4°C en la oscuridad.
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Después de dos lavados con solucion amortiguadora para FACS, se
resuspendieron las células en 100 yl de solucion amortiguadora para FACS por
pocillo y se analizaron en un FACS Canto (BD Biosciences). Para la deteccion
de TRAILR2, se us6 un anticuerpo anti-CD262 de humano conjugado (DR5) con
PE (eBioscience, 12-9908-42). Para la deteccion de CDH3, se uso el anticuerpo
anti-P-cadherina (GeneTex GTX52961) seguido por un anticuerpo secundario
anti-IlgG de ratén con FITC. Como control, se usé un control de isotipo IgG de
raton. En la Figura 4 se muestra la expresién proteica en superficie de TRAILR2
y CDH3 en células GP2d células, con ambas proteinas proveyendo una
expresion significativa.

3.2 Efecto de las moléculas biespecificas anti-CDH3/TRAILR2 sobre
las células GP2d (in vitro 2D)

Habiendo identificado a las células GP2d como una linea de células
cancerosas adecuadas para evaluar la funciébn de las moléculas de union
biespecificas anti-CDH3/TRAILR2, se ide0 el siguiente ensayo. Las células
GP2d se plaquearon en medio de cultivo (RPMI1640/Glutamax, Gibco 61870-
010; mas FCS 10%, Gibco 26140). Después de reposar durante la noche a 37°C
y COz al 5%, se incubaron las células durante 24 horas con 50 pl de diferentes
diluciones de anticuerpo o molécula de union a las concentraciones deseadas.
Luego se evalud la viabilidad celular mediante el uso del ensayo de viabilidad
celular luminiscente CellTiter-Glo (Promega G7571) de acuerdo con las
instrucciones provistas por el fabricante. Finalmente, se registré la luminiscencia
usando el lector de placas VICTOR X4 2030 Multilabel de Perkin Elmer. Como
control, se usaron unidores de TRAILR2, una IgG anti-TRAILR2, tipicamente

llamada Lexatumumab (HGS-ETR2, WO2003054216A3), y un nanobody anti-
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TRAILR2 (W0O2011098520A1) (ambos sintetizados internamente). La fuente de
la secuencia para Lexatumumab se obtuvo de la Organizacién Mundial de la
Salud, tal como estd descrita en los nombres comunes internacionales
recomendados (World Health Organization. Recommended international
nonproprietary names, list 57. WHO Drug Information 2007;21:53—-83.). El vector
de expresion del nanobody anti-TRAILR2 fue elaborado como se describe en
WO 2011/098520, SEQ ID No: 032.

Las células GP2d se incubaron durante 24 horas con (i) la molécula
biespecifica (CDH3/TR2v1), (ii) anticuerpo anti-TRAILR2 solo (Lexatumumab),
(i) anticuerpo anti-CDH3 solo (anti-CDH3vl o anti-CDH3v2), o (iv) la
combinacion equivalente de anticuerpos anti-TRAILR2 y anti-CDH3 (CDH3v1 o
CDH3v2).

En la Figura 5 se muestra el efecto de estas moléculas sobre la viabilidad
celular. Las dos moléculas contra CDH3 (anti-CDH3v1 o anti-CDH3v2) solas no
tuvieron efecto sobre la viabilidad celular. El anticuerpo anti-TRAILR2
(Lexatumumab) solo, fue capaz de disminuir significativamente la viabilidad
celular (EC50: 5,802 nM), y el agregado de anti-CDH3 en combinacion libre
(anti-CDH3v1 o anti-CDH3v2) no cambi6 el efecto observado con el anticuerpo
anti-TRAILR2 solo. La molécula de unién biespecifica anti-CDH3/TRAILR2
CDH3/TRAILR2v1 descrita precedentemente lleva a una muerte potente de las
células GP2d (EC50: 0,337 nM) con una potencia aumentada en 17 veces en
comparacion con el anticuerpo anti-TRAILR2 solo (Lexatumumab) o el
anticuerpo anti-TRAILR2 en combinacion con el anticuerpo anti-CDH3 (anti-

CDH3v1 o anti-CDH3v2).

204



Se compararon diferentes moléculas biespecificas con el nanobody
tetravalente anti-TRAILR2 en el mismo ensayo usando células GP2d.

En la Figura 6 se muestran las potencias de 4 moléculas biespecificas
uniéndose a TRAILR2 y al dominio EC1 de CDH3 (CDH3/TRAILR2v1,
CDH3/TRAILR2v2, CDH3/TRAILR2v3, CDH3/TRAILR2v7), que fueron de
aproximadamente 55 veces, 11 veces, 0 7 veces menos potente que el
nanobody anti-TRAILR2.

En la Figura 7 se muestran las potencias de 3 moléculas biespecificas
que se unen a TRAILR2 y al dominio EC2 de CDH3 (CDH3/TRAILR2v4,
CDH3/TRAILR2v5, CDH3/TRAILR2v6), que fueron de aproximadamente 15
veces, 327 veces, u 8 veces menos potente que el nanobody anti-TRAILR2.

3.3 Efecto de las moléculas biespecificas anti-CDH3/TRAILR2 sobre
las células GP2d que carecen de CDHS3 (in vitro 2D)

Luego se confirmd que el aumento en la apoptosis modulado por las
moléculas de union biespecificas anti-CDH3/TRAILR2 de la invencion esté
mediado de manera especifica por la CDH3 presente en la superficie de las
células GP2d. Para demostrar esto, se generaron células GP2d que carecen de
CDH3 en la superficie celular (células con noqueo de CDH3) mediante edicion
génica usando el sistema CRISPR/Cas9. Tal como se muestra en la Figura 8,
la citometria de flujo confirmd la ausencia de la proteina CDH3 sobre las células
con noqueo de GP2d-CDH3 (CDH3-KO), que retuvieron la proteina TRAILR2 en
la superficie similar a las células GP2d isogénicas (CDH3 de tipo salvaje). Las
mismas moléculas biespecificas ensayadas previamente en las células GP2d

se ensayaron sobre células GP2d CDH3 KO.
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En la Figura 9 se muestra que el anticuerpo anti-TRAILR2
(Lexatumumab) solo disminuye significativamente la viabilidad celular (EC50:
7,192 nM) de células GP2d con noqueo de CDH3, similar al efecto observado
sobre las células GP2d de tipo salvaje (EC50: 5,802 nM; Figura 5), y el agregado
de anti-CDH3 en combinacion libre (anti-CDH3v1 o anti-CDH3v2) no cambié el
efecto observado con el anticuerpo anti-TRAILR2 solo. Por el contrario, la
molécula de unién biespecifica anti-CDH3/TRAILR2 CDH3/TRAILR2v1 tuvo
solo un impacto pequefio sobre la viabilidad celular de células GP2d con noqueo
de CDH3 y no alcanzo6 el 50% de muerte celular a la mayor concentracion
ensayada (200 nM).

En la Figura 10 se muestra la potencia del nanobody anti-TRAILR2 sobre
las células GP2d CDH3 KO, que fue similar a la detectada previamente en
células GP2d WT. Por el contrario, las 4 moléculas biespecificas de unién a
TRAILR2 y al dominio EC1 de CDH3 (CDH3/TRAILR2v1, CDH3/TRAILR2v2,
CDH3/TRAILR2v3, CDH3/TRAILR2v7) mostraron una carencia significativa de
potencia y fueron aproximadamente 41666 veces, 12602 veces, 0 21504 veces
menos potente que el nanobody anti-TRAILR2.

En la Figura 11 se muestra la potencia de 3 moléculas biespecificas que
se unen a TRAILR2 y al dominio EC2 de CDH3 (CDHS3/TRAILR2v4,
CDH3/TRAILR2v5, CDH3/TRAILR2v6), que fueron todas méas de 30000 veces
menos potentes que el nanobody anti-TRAILR2.

Esto confirma que las moléculas biespecificas generadas en el presente
estudio solo inducen la apoptosis en presencia de CDH3, mientras que los
anticuerpos anti-TRAILR2, Lexatumumab y el nanobody anti-TRAILR2, inducen

la apoptosis sin importar si CDH3 esta presente o no.
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Ejemplo 4: Efecto de las moléculas biespecificas anti-CDH3/TRAILR2
sobre las células NCI-H358 (in vitro 3D)

Con el objetivo de extender el analisis in vitro, las moléculas biespecificas
anti-CDH3/TRAILR2 fueron ensayadas en una linea celular cultivada como
esferoides (modelo de cultivo en 3D) con el objetivo de mimetizar las condiciones
de cultivo de un tumor in vivo. Las células NCI-H358, que derivan de un
adenocarcinoma de pulmén, se plaguearon en 2% Cultrex 3D RGF BME (R+D
Systems 3445-005-01) en placas para microtitulacion de 96 pocillos de unién
ultrabaja de fondo redondo transparente (Corning, 7007) a 2.000 células por
pocillo. Las células se trataron durante 48h con diluciones seriales de las mismas
moléculas que se ensayaron en el ejemplo 3 en células GP2d. Las células NCI-
H358 se incubaron con (i) la molécula biespecifica (CDH3/TRAILR2v1), (ii)
anticuerpo anti-TRAILR2 solo (Lexatumumab o el nanobody anti-TRAILR?2), (iii)
anticuerpo anti-CDHS3 solo (anti-CDH3v1 o anti-CDH3v2), o (iv) una combinacion
de los anticuerpos anti-TRAILR2 (Lexatumumab) y anti-CDH3 (CDH3vl1l o
CDH3v2).

En la Figura 12 se muestra el efecto de estas moléculas sobre la viabilidad
celular en el modelo 3D NCI-H358. No se detectd efecto sobre la viabilidad
celular con las moléculas anti-CDH3 solas (anti-CDH3vl o anti-CDH3v2),
Lexatumumab solo, o la combinacién de anti-CDH3 con Lexatumumab. Solo se
detectd una eficacia similar con CDH3/TRAILR2v1 y el nanobody anti-TRAILR2.
En la Figura 13 se muestra el ensayo de union a EC1 de las moléculas anti-
CDH3/TRAILR2 (CDH3/TRAILR2v1, CDH3/TRAILR2v2, CDH3/TRAILR2v3 y
CDH3/TRAILR2v7) que mostraron todas una eficacia similar a TAS266. Por el

contrario, las moléculas anti-CDH3/TRAILR2 de wunibn a EC2
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(CDH3/TRAILR2v4, CDH3/TRAILR2v5, CDH3/TRAILR2v6) mostraron una
eficacia reducida en comparacion con los unidores de EC1 y TAS266 (Figura
14).

Esto muestra que, sorprendentemente, solo las moléculas biespecificas
de union a EC1 pueden inducir apoptosis con una eficacia similar al nanobody
anti-TRAILR2, aunque con una precision significativamente aumentada ya que
solo estan dirigidas a las células que expresan CDH3. Por el contrario, las
moléculas biespecificas de unién a EC2 CDH3/TRAILR2v4, CDH3/TRAILR2V5 y
CDH3/TRAILR2v6 no alcanzaron el nivel de eficacia del nanobody anti-
TRAILR2.

Ejemplo 5: Las moléculas anti-CDH3/TRAILR2 inducen la activacion
de caspasa-8 en células GP2d

Luego se investigo si la reduccion en la viabilidad celular fue causada por
la induccion de la apoptosis inducida por TRAIL, que estd mediada por el
reclutamiento y activacion de caspasa-8. Para determinar si los anticuerpos y
moléculas de union elaborados en la presente tienen la capacidad de activar de
manera especifica la via apoptética, los inventores midieron la actividad de la
caspasa-8 en la linea celular GP2d. Para preparar el experimento, las células
GP2d se dejaron reposar durante la noche a 37°C y CO25% y se incubaron al
dia siguiente con diferentes diluciones de anticuerpo o de molécula de union
variando en un rango entre 0,001 y 10 nM. La actividad de la Caspasa-8 se midi6
7h después del tratamiento en extractos de células recolectadas usando el
ensayo Promega Caspase-Glo 8 (Cat. #G8201) respectivamente. Luego se
midio la luminiscencia de cada muestra usando el Lector de placas VICTOR X4

2030 Multilabel de Perkin Elmer.
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En la Figura 15 se muestra la actividad de la caspasa 7h después del
tratamiento con una molécula de union biespecifica anti-CDH3/TRAILR2 de la
invencion, el nanobody anti-TRAILR2 o Lexatumumab en relacién a los
controles sin tratar. El Lexatumumab aumentd la caspasa 8 activa solo
aproximadamente 2 veces a la mayor concentracién (10 nM). Por el contrario,
se detectaron aumentos de la Caspasa 8 activada con concentraciones de 0,1
nM (o mayores) de CDH3/TRAILR2v1 y del nanobody anti-TRAILR2. Los niveles
de la Caspasa 8 activada aumentaron de manera similar con concentraciones
mayores de la molécula de unién biespecifica anti-CDH3/TRAILR2 y el
nanobody anti-TRAILR2 y fueron de aproximadamente 15 veces superiores al
basal para un tratamiento con 10 nM. Estos datos demuestran que la
disminucién en la viabilidad celular observada en los ensayos de muerte celular
no es debido a mecanismos inespecificos, y que la molécula biespecifica para
CDH3/TRAILR? tiene la capacidad de inducir de manera eficaz y especifica la
apoptosis en las células diana. De acuerdo con los datos de viabilidad celular,
se observd que la induccién de las células GP2d con la molécula de unién
biespecifica anti-CDH3/TRAILR2 resulté en una mayor activaciéon de la caspasa-
8 en comparacion con el anticuerpo anti-TRAILR2 Lexatumumab.

Ejemplo 6: Actividad antitumoral in vivo de las moléculas
CDH3/TRAILR2 en el modelo de xenoinjerto de GP2d

Se investigo la eficacia in vivo de tres moléculas anti-CDH3/TRAILR2 de
union al dominio EC1 y tres de unién al dominio EC2. Para este proposito, se
injertaron células cancerosas GP2d en ratones inmunodeficientes y se midio el
efecto de la administracion de una molécula de la invencion sobre el volumen del

tumor. Se injertaron ratones BomTac:NMRI-Foxnlnu hembra por via subcutanea
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con 5,0 x10°8 células Gp2d (en 0,1 mL de FBS 5% con una proporcion de
PBS:Matrigel de 1:1 (v/v)) y se monitoreo el crecimiento del tumor hasta que
alcanzé aproximadamente 200 mm3. Los ratones se aleatorizaron en siete
grupos y se administré una inyeccién tnica de control con vehiculo, unidor a EC1
(CDH3/TRAILR2v1, CDH3/TRAILR2v2, o0 CDH3/TRAILR2v3), o unidor a EC2
(CDH3/TRAILR2v4, CDH3/TRAILR2v5, o CDH3/TRAILR2v6) a 1 mg/kg por via
intravenosa (i.v.). Posteriormente se monitoreo el crecimiento del tumor durante
34 dias, excepto para la cohorte tratada con vehiculo que se le practicd eutanasia
después de 24 dias cuando se alcanzé el limite superior del tumor de 1000 mm?2.

Los datos que se presentan en la Figura 16 demuestran que las moléculas
de union de la invencion tienen la capacidad de inducir reducciones significativas
y prolongadas del volumen del tumor en comparaciéon con el grupo control.
Inesperadamente, las moléculas de union a EC1 mostraron una eficacia superior
en comparacion con las moléculas de unién a EC2. Los unidores a EC1 llevaron
a regresiones a largo plazo con 132 %, 125 % y 125% de inhibicion del
crecimiento del tumor, respectivamente. Por el contrario, si bien el tratamiento
anico con las moléculas de unién a EC2 llevé a regresiones iniciales, se observé
un rebrote del tumor a partir del dia 10 llevando solo a 70 %, 61 % y 102 % de
inhibicién del crecimiento del tumor, respectivamente.

Ejemplo 7: Capacidad de internalizacion de moléculas biespecificas
de CDH3/TRAILR2 de unién a EC1

La velocidad de internalizacion mediada por endocitosis y la degradacion
lisosomal de farmacos biologicos de union a receptores de superficie afecta su
estabilidad y por lo tanto su vida media en plasma y la duracion de la respuesta.

Los compuestos de unién a EC1 de CDH3 desarrollados previamente por otros
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mostraron una alta capacidad de internalizacion (WO12057328A1) y por lo tanto
podrian tener menos capacidad de sostener una activacion duradera y eficaz de
TRAILR2 en la superficie de la célula si se usan en una configuracion de
compuesto biespecifico.

Se analizé la capacidad de un compuesto biespecifico de CDH3/TRAILR2
de unién a EC1 ejemplificativo, el anticuerpo de unién a TRAILR2 Lexatumumab,
0 un anticuerpo especifico anti-EC1 de CDH3 para internalizar en comparacion
con un anticuerpo anti-CDH3 competente para la internalizacion, disponible
comercialmente (#MABB861, bio-techne®, R&D systems). Para lograr esto, se
sembraron células de cancer colorrectal GP2d en placas de 96 pocillos (#3340,
Corning, NY, EE.UU.) un dia antes de la exposicion al compuesto. Antes del
agregado de los compuestos, los anticuerpos se sembraron con el reactivo de
marcaje de anticuerpos Incucyte® Fabfluor-pH (#4722, Sartorius, Goettingen,
Alemania) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Luego se agregé el
anticuerpo marcado con Fabfluor a las células a una concentracion de 1 nM en
un volumen total de 100 pl, y se analizaron las células para evaluar la sefial roja
de Fabfluor como un indicador de la internalizacién en el instrumento para
andlisis de células vivas Incucyte® S3 (Sartorius) con una magnificacion de 10x,
cuatro imagenes / pocillo cada 1h durante 24h.

Los datos que se presentan en la Figura 17 demuestran la falta de
internalizacién medible (sefial roja de Fabfluor no detectable) para un compuesto
biespecifico de CDH3/TRAILR2, el anticuerpo anti-TRAILR2 Lexatumumab, y un
compuesto anti-CDH3 de unidbn a EC1 a la concentracion aplicada en
comparacion con el anticuerpo anti-CDH3 MAB861de internalizacion moderada.

La ausencia de internalizacion medible de un anticuerpo biespecifico de
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CDH3/TRAILR2 de union a EC1 ejemplificativo preparado en la presente es
acorde con las regresiones del tumor a largo plazo observadas en el modelo de
xenoinjerto de GP2d, como se demostro en la Figura 16.

Ejemplo 8: Estabilidad de las moléculas de unién biespecificas anti-
CDHB3/TRAILR2 en condiciones de pH bajo

Se evalué la estabilidad de las moléculas biespecificas de
CDH3/TRAILR2 en condiciones de pH bajo. Durante la elaboracién, los
productos biolégicos se exponen a condiciones de pH bajo con el objetivo de
lograr la elusion de la columna de afinidad (“paso de captura”). Las condiciones
de pH bajo también se requieren para inactivar contaminantes potenciales tales
como bacterias, hongos y virus. La depuracion eficaz de los potenciales
contaminantes es un paso importante durante la elaboracion de los productos
biologicos usando lineas celulares de mamifero para asegurar la seguridad del
farmaco. Para muchas proteinas recombinantes, sin embargo, la incubaciéon con
pH bajos provoca la agregacién y reduce el rendimiento de proteina recuperada.
Por lo tanto, la estabilidad de la proteina a pH bajo es un factor importante de la
elaboracion exitosa y eficaz de proteinas terapéuticas.

Para ensayar la estabilidad de las moléculas de union biespecificas anti-
CDH3/TRAILR2 a pH bajo, se ajust6 el pH a pH 3,5 con acido acético 1 M,
seguido por incubacién durante 90 minutos a temperatura ambiente, seguido por
neutralizacion a pH 5,0 con solucion amortiguadora Tris 1 M (pH 9,0). La
concentracion de la muestra se midio y se determiné la formacion potencial de
agregados (especies de alto peso molecular, HMWS) o fragmentos (especies de
bajo peso molecular, LMWS) mediante cromatografia de exclusion molecular

analitica (aSEC).
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Los resultados se resumen en la Tabla 19 a continuacién, demostrando

que ninguna de las moléculas de unién a CDH3/TRAILR2v1, CDH3/TRAILR2v2,

CDH3/TRAILR2v3, CDH3/TRAILR2v4, CDH3/TRAILR2v5, CDH3/TRAILR2v6 0

CDHB3/TRAILR2v7 mostré ningun aumento significativo de HMWS (<1,06 %) o

LMWS (0%), o ninguna disminucion significativa del pico principal (< 1,06 %) en

comparacion con el material de partida, lo que demuestra una buena estabilidad

después de la incubacion durante 90 minutos a pH 3,5.

Tabla 19: afinidades (KD) de proteinas de unién anti-CDH3/TRAILR2 a

CDH3 humano determinadas por analisis de SPR

Biespecifica molécula

anti-CDH3/TRAILR2

Estabilidad de aSEC — 90 min, RT

A% de HMWS

A% principal

A% de LMWS

CDH3/TRAILR2v1 -0,68 -0,70 0,00
CDH3/TRAILR2v2 -0,17 0,17 0,00
CDH3/TRAILR2v3 -0,04 0,04 0,00
CDH3/TRAILR2v4 0,54 -0,54 0,00
CDH3/TRAILR2vS -0,29 0,37 -0,08
CDH3/TRAILR2v6 1,06 -1,06 0,00
CDH3/TRAILR2v7 0,02 -0,02 0,00
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