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DESCRIPCION
Método para diagnosticar canceres que expresan el receptor HER2 o sus variantes truncadas

La presente invencién se refiere a un método de diagndstico en muestras aisladas de canceres que expresan el
receptor HER2. La invencién también proporciona compuestos para su uso en el diagndstico y la identificacion
tempranos del cancer asi como para su uso en terapia.

Técnica anterior

HER2 (también conocido como c-erbB2, ErbB2 o Neu) es una proteina transmembrana de tipo | que pertenece a la
familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico o EGFR, también conocida como HER1 o ErbB1. Dos
miembros adicionales, HER3 y HER4 completan esta familia. Cuando HER1, 3 6 4 se une a un ligando de tipo EGF,
su dominio extracelular adopta la conformacién denominada “abierta”, que permite la formacién de homodimeros y
heterodimeros. Aunque no se una a ningun ligando, HER2 también interacciona con otros receptores HER unidos a
un ligando, debido al hecho de que su dominio extracelular es de conformacion constitutivamente “abierta”.

La dimerizacion dirigida por el dominio extracelular conduce a la interaccién de la cinasa intracelular de los
receptores HER y a la posterior transfosforilacion de algunos residuos de tirosina. Estas fosfotirosinas actuan como
acopladores de un grupo de proteinas de union a fosfotirosina intracelular. Las interacciones establecidas en la
membrana plasmatica se transducen al nucleo celular por medio de diferentes rutas de sefalizacién, tales como la
ruta de la proteina cinasa activada por proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK), la ruta de la proteina cinasa
activada por estrés (JNK), fosfolipasa C gamma, etc. Todos estos circuitos de sefializacion controlan la expresion de
genes que actian de manera coordinada para modificar aspectos determinantes del estado de la célula, tales como
proliferacion, migracion, supervivencia y adhesion celular. Por tanto, dependiendo del contexto celular, la activacion
de los receptores HER da como resultado una respuesta celular drastica, que puede oscilar entre la transformacion
en una célula maligna y una senescencia prematura.

Ademas del modo de sefializacion canodnico, los receptores HER o fragmentos de los mismos pueden endocitarse y
transportarse al nucleo, donde pueden regular directamente la expresion de determinados genes. Este hecho se ha
observado para el caso especifico de HER2 (Wang et al., “Binding at and transactivation of the COX-2 promoter by
nuclear tyrosine kinase receptor ErbB-2”, Cancer Cell-2004, Vol. 6, pags. 251-261), asi como para un fragmento
carboxilo terminal (CTF), que consiste en una forma truncada del receptor HER4, que incluye toda la parte
citoplasmatica (Linggi et al., “ErbB-4 s80 intracellular domain abrogates ETO2-dependent transcriptional repression”,
J. Biological Chemistry-2006, Vol. 281, pags. 25373-25380).

En tumores de mama humanos, se ha encontrado a menudo una serie de fragmentos carboxilo terminales o CTF,
que se supone que incluyen los dominios transmembrana y citoplasmatico de HER2 (Molina et al, “NH(2)-terminal
truncated HER2 protein but not full-length receptor is associated with nodal metastasis in human breast cancer”,
Clinical Cancer Research-2002, Vol. 8, pags. 347-353). También se sabe que pacientes con cancer de mama que
expresan los CTF de HER2, o lo que viene a ser lo mismo, formas truncadas que no incluyen el extremo N-terminal
de HER2 (CTF de HER?2), tienen una mayor probabilidad de desarrollar metastasis (Molina et al. 2002, citado
anteriormente) y un prondstico peor que aquellas pacientes que expresan principalmente la forma completa de
HER2 (Saez et al., “p95HER?2 predicts worse outcome in patients with HER2-positive breast cancer”, Clinical Cancer
Research-2006, Vol. 12, pags. 424-431).

Por tanto, es muy importante poder detectar la presencia de HER2 en tumores a tiempo e incluso mas importante
determinar si esta en una forma completa o truncada (CTF).

Actualmente, a nivel de las pruebas clinicas de rutina se usan anticuerpos para detectar la presencia de la forma
completa de HER2, con el fin de determinar el tipo de tumor de mama en cuestién. En el caso de detectar la
presencia de HER2, la terapia recomendada consiste en administrar anticuerpos monoclonales terapéuticos, tales
como trastuzumab de Genentech. El uso de este anticuerpo monoclonal para el tratamiento del cancer se describe
en la solicitud WO 8906692 a nombre de Genentech. EI documento WO 8906692 describe anticuerpos
monoclonales o policlonales dirigidos contra la region extracelular de HER2, correspondiendo esta region
extracelular con la parte externa completa de la proteina, que es su extremo N-terminal. Tal como se menciond
anteriormente, los epitopos reconocidos por los anticuerpos citados en el documento WO 8906692 son regiones
antigénicas del dominio extracelular de la forma completa de HER2 y no se incluyen en las formas truncadas o
fragmentos carboxilo terminales de HER2. Por tanto, con los anticuerpos y el método de diagndstico descrito en el
documento WO 8906692 no sera posible detectar la presencia de HER2 truncado (CTF). Ademas, en los tumores de
mama en los que se expresan dichos CTF de HER2, los anticuerpos tales como trastuzumab no son terapéuticos, ya
que no reconocen ningun epitopo. Este hecho explica la resistencia al tratamiento con trastuzumab observada en
pacientes que expresan formas truncadas (CTF) de HER2.

Las pacientes que expresan formas truncadas o CTF de HER2 deben tratarse con terapias alternativas con el fin de
evitar los numeros de mal pronéstico observados por Saez et al 2006 (citado anteriormente). Con el fin de detectar
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(diagnosticar) y tratar lo antes posible personas que tienen tumores en los que se expresan formas truncadas de
HER2, es muy interesante poder distinguir qué forma de HER2 se expresa con el fin de actuar en consecuencia.

El documento de Anido et al., “Biosynthesis of tumorigenic HER2 C-terminal fragments by alternative initiation of
translation”, European Molecular Biology Organization (EMBO) Journal - 2006, Vol. 25, pags. 3234-3244, describe
que ademas del fragmento generado por la acciéon de las alfa-secretasas en el HER2, que da lugar a una forma
truncada (CTF) conocida como P95 que incluye el fragmento transmembrana y citoplasmatico del receptor, también
se generan dos formas truncadas (CTF) a través de un mecanismo de inicio alternativo de la traduccion que
comienza a partir de dos metioninas ubicadas en el sentido de 5’ y en el sentido de 3’, respectivamente, del dominio
transmembrana de HER2. Especificamente, las metioninas para el inicio alternativo de la traduccién corresponden a
la metionina 611 y la metionina 687 de la secuencia de aminoacidos con numero de registro M11730.1 de la base de
datos UniGene del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Este documento también muestra que
estas formas alternativas del receptor HER2 (CTF) estan presentes en tumores de mama. En particular, indica que
las mas abundantes corresponden a la forma conocida como CTF687, o en otras palabras, a la proteina obtenida
mediante el inicio alternativo de la traducciéon que comienza a partir de la metionina en la posicién 687. Anido et al.
proponen como terapia el uso de inhibidores de la actividad tirosina cinasa de HER2, tales como lapatinib, con el fin
de minimizar el crecimiento de los tumores que expresan estas formas truncadas de HER2. Los inhibidores de las
tirosina cinasas actuan mediante la interacciéon con el extremo C-terminal del receptor HER2 que esta presente de
manera integral tanto en el receptor completo como en los CTF derivados del mismo o producidos mediante el inicio
alternativo de la traduccion.

El documento de Scaltriti et al, “Expression of p95HER2, a truncated form of the HER2 Receptor, and response to
anti-HER2 therapies in breast cancer”, Journal of National Cancer Institute-2007, Vol. 99, pags. 628-368, representa
un ejemplo de un estudio dando lugar a una metodologia alternativa para detectar la presencia de una de las formas
truncadas del receptor HER2 y enumera algunas de las posibles causas de resistencia al tratamiento con
trastuzumab (Herceptin). En particular, hace hincapié en la acumulacion del fragmento p95HER2 (producto de la
protedlisis de HER2 mediante alfa-secretasas) y otras formas truncadas del receptor, que no tienen el dominio
extracelular reconocido por Trastuzumab. Scaltriti propone un método de inmunofluorescencia para detectar el
fragmento p95HER2 (producto de protedlisis mediante alfa-secretasas). Este nuevo método de deteccién puede
llevarse a cabo en cortes de tejido embebidos en parafina y fijados con formalina siguiendo protocolos clinicos. La
nueva metodologia surge de la observacion de que la forma truncada p95HERZ2, y no la forma entera del receptor,
se ubica tanto en la membrana plasmatica como en el citoplasma de la célula. Este método propone comparar si hay
expresion de p95HER2 por medio de la tincién del citoplasma detectado con un anticuerpo anti-HER2 que se une al
dominio citoplasmatico del receptor; y confirmar estos resultados con los de una deteccion con un anticuerpo anti-
citoqueratina, una proteina cuya distribucion se ha usado ampliamente como herramienta para el diagndstico de
tumores. Sin embargo, no esta claro si este método distingue de manera eficaz aquellos tumores que expresan la
forma completa de HER2 de aquéllos que expresan las formas truncadas.

Existe la necesidad de ubicar dianas nuevas y eficaces para el diagnostico y la terapia, correlacionadas de manera
apropiada con el tipo de cancer en cuestion y que hagan posible tratar a tiempo con terapias eficaces aquellos
tumores que tienen el peor prondstico, descartando desde el inicio aquellas terapias que se ha observado que no
son eficaces.

La presente invencion ofrece beneficios relacionados con los problemas citados anteriormente y representa una
solucién novedosa en la clasificacion temprana del cancer, especificamente del cancer de mama.

Sumario de la invenciéon

Se ha determinado que la presencia de una de las formas truncadas (CTF) de HER2, generada mediante el inicio
alternativo de la traduccion, se correlaciona muy bien con la prediccion del tipo de cancer que va a tratarse,
haciendo mas facil la tarea del médico en el momento de recetar un ciclo de tratamiento. Se ha identificado esta
forma truncada de HER2 (CTF-611) y se ha encontrado que tiene la secuencia SEQ ID NO: 1.

Se ha usado esta secuencia para desarrollar varias herramientas para detectar su presencia en muestras de tejido,
proporcionando asi un nuevo y sélido conjunto de diagnostico que también es aplicable en la rutina clinica.

La presente invencion también proporciona nuevos anticuerpos, o fragmentos de los mismos, que reconocen esta
forma truncada o CTF de HERZ2, que no se reconoce por trastuzumab. Estos anticuerpos reconocen un epitopo que
se define por una secuencia incluida en SEQ ID NO: 2. La invenciéon también proporciona lineas celulares de
hibridoma adecuadas para producir tales anticuerpos. Los anticuerpos anti-HER2 disponibles actualmente
reconocen CTF y HER2 o solo HER2, haciendo muy dificil discriminar pacientes que expresan s6lo HER2 de
pacientes que expresan HER2 y CTF. A diferencia de los anticuerpos anti-HER2 disponibles, los anticuerpos
descritos en el presente documento se unen preferentemente a CTF-611, permitiendo la identificacion de pacientes
que expresan este CTF.

La presente invencion también se refiere a un método de diagndstico de cancer en muestras de paciente que
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comprende la deteccién de la presencia en dicha muestra de la forma truncada del receptor HER2 que consiste en
SEQ ID NO: 1.

La presente invencion también proporciona el uso del anticuerpo o fragmento del mismo de la presente invencion
para el diagnostico y la determinacion del prondstico en muestras aisladas de canceres en los que se expresa el
receptor HER2.

La presente invencion proporciona ademas un agente de diagndstico y determinacion del prondstico en muestras
aisladas de canceres en los que se expresa el receptor HER2 y/o fragmentos C-terminales, que comprende al
menos un anticuerpo o un fragmento del mismo tal como se describié anteriormente.

La presente invencion también proporciona un kit de diagndstico y determinacion del prondstico en muestras
aisladas de canceres, en los que se expresa el receptor HER2, que comprende medios para detectar la presencia en
dicha muestra de la forma truncada del receptor HER2 que consiste en la SEQ ID NO: 1.

La invencion también proporciona un anticuerpo o un fragmento del mismo tal como se describié anteriormente para
su uso en terapia o en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de canceres en los que
se expresa al menos la forma truncada del receptor HER2 que consiste en la SEQ ID NO: 1.

Segun otra caracteristica de la invencion, el uso de anticuerpos o fragmentos es para la fabricacion de un
medicamento para tratar o prevenir canceres de mama en mamiferos, incluyendo seres humanos.

Otro objeto de la presente invencion es una composicion farmacéutica para el tratamiento de canceres en los que se
expresa al menos la forma truncada del receptor HER2 que consiste en SEQ ID NO: 1, que comprende un
anticuerpo o un fragmento del mismo tal como se describidé anteriormente y al menos un excipiente y/o vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Diagrama de la secuencia de proteinas de la forma truncada CTF-611, en comparacion con la secuencia
del receptor HER2 completo y con la forma truncada conocida como p95 (648-CTF/p95), producto de la protedlisis
mediante alfa-secretasas. EI dominio transmembrana se representa como una linea helicoidal. El resto de la
molécula se indica con un recuadro gris. La secuencia del péptido usado para generar anticuerpos mono y
policlonales aparece subrayada. Las posiciones de los puentes disulfuro intramoleculares también se indican con
conexiones entre las cisteinas.

Figura 2: Electroforesis e inmunotransferencia de tipo Western (transferencia a membrana) de muestras de cancer
de mama. (S) significa fraccion soluble y (M) fraccién de membrana. Con el fin de detectar HER2 completo y la forma
CTF-611, se usaron anticuerpos dirigidos al dominio citoplasmatico de las proteinas. DHL: Lactato deshidrogenasa
(usado como control).

Figura 3: Resultados de la evaluacion del nimero de tumores desarrollados en ratones transgénicos que expresan la
forma truncada CTF-611 (figura 3A) en comparacioén con ratones transgénicos que expresan el receptor HER2
completo; y los resultados del volumen de tumores detectados (figura 3B). En el eje Y, N y V significan Numero de
tumores y Volumen de tumores, respectivamente. En el eje X, T se refiere al Tiempo en semanas.

Figura 4: La figura 4A muestra una electroforesis y una inmunotransferencia de tipo Western (transferencia a
membrana) revelada con un anticuerpo (CB11) que reconoce el dominio citoplasmatico del receptor HER2 (dominio
comun en todas las formas completas y truncadas) o con anticuerpos policlonales generados contra el péptido de
SEQ ID NO: 3 (a-611-A 'y a-611-B). Los carriles corresponden a extractos de lisado de células MCF7 (transformados
previamente con los constructos de la figura 1) que expresan la forma completa del receptor HER2, la forma
truncada CTF-611 y la forma truncada p95. La figura 4B muestra el resultado de un ensayo de inmunoprecipitacion
con los anticuerpos a-611-A, a-611-B y CB11 llevado a cabo en muestras que contenian tanto el receptor HER2
completo como las formas truncadas CTF-611 y p95.

Figura 5: (A) Se lisaron células MCF7 que expresan HER2, 611-CTF o 648-CTF y se analizaron mediante
inmunotransferencia de tipo Western con CB11, un anticuerpo contra el dominio citoplasmatico de HER2, o con dos
anticuerpos monoclonales independientes anti-611-CTF producidos contra el péptido
MPIWKFPDEEGASQPSPINSTHSSVDLDDKGC (véase la figura 1). (B) Se mezclaron los lisados de células MCF7
que expresan HER2, 611-CTF o 648-CTF 1:1:1 y se sometieron a inmunoprecipitacion con los anticuerpos
monoclonales indicados. Se analizaron los inmunoprecipitados lavados mediante inmunotransferencia de tipo
Western con el anticuerpo CB11. Se realizd6 una inmunoprecipitacion simulada sin anticuerpo (-) como control
negativo. (C) Se analizaron las células MCF7 que expresan HER2, 611-CTF o 648-CTF en un microscopio confocal
mediante inmunofluorescencia indirecta con los anticuerpos indicados.

Figuras 6 (A) y (B): Caracterizacion de un anticuerpo monoclonal mediante citometria de flujo.
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Figura 7: Caracterizacion de anticuerpos monoclonales mediante inmunohistoquimica.

Figura 8: Caracterizacién de epitopos. Figura 8(A): Grafico que muestra la secuencia principal de la region
yuxtamembrana de 611-CTF y la secuencia de los diferentes constructos usados para mapear los epitopos. Figura
8(B) Inmunotransferencias de tipo Western.

Figura 9: Analisis de muestras de cancer de mama. Figura 9(A) Tabla con resultados analiticos. Figura 9(B) Tincion
inmunocitoquimica.

Descripcion detallada
CTF-611

Tal como se mencioné anteriormente, los inventores encontraron que, de manera sorprendente, la deteccion
diferencial de dicha forma truncada de HER2 con SEQ ID NO: 1 se correlaciona muy bien con la manifestacion de
un tipo comun de cancer en tejido de mama con un mal prondéstico. Por tanto, la figura 3 muestra los resultados de la
evaluacion del nimero de tumores desarrollados en ratones transgénicos que expresan la forma truncada CTF-611
(SEQID NO: 1).

Con el fin de obtener los resultados de esta figura 3, se expresaron constructos de ADNc en el epitelio de mama de
ratones, codificando dichos constructos para la SEQ ID NO: 1 humana (CTF-611), identificada en la figura como
M611-CTF. Este constructo comprende la SEQ ID NO: 1 bajo el control del promotor del virus del tumor mamario de
raton (MMTV). Como control se usé la linea de raton FVB/N-Tg(MMTVneu)202J que expresa la forma completa de
HER2, también bajo el control del promotor de MMTV. Tal como puede deducirse de la figura 3A, el nimero de
tumores en ratones que expresan el constructo de ADNc con la forma CTF-611 (SEQ ID NO: 1) es mucho mayor
que el de la linea FVB/N-Tg(MMTVneu)202J, identificada en esta figura con la designacion HER2/neu. Se
detectaron los tumores en los animales transgénicos a las 17 semanas de edad de los animales transgénicos que
expresaban CTF-611, lo que representa tres meses antes de la primera deteccion en ratones FVB/N-
Tg(MMTVneu)202J. Este hecho explicaria la agresividad mayor de los tumores que expresan fragmentos de HER2
en relacion con los tumores que expresan la forma completa. La figura 3B también muestra que el volumen de los
tumores es mucho mayor en los animales que expresan la forma truncada CTF de HER2 con SEQ ID NO: 1, en
relacion con los animales que expresan constitutivamente el receptor completo, también conocido como HER2/neu.
Este segundo hecho también explica la agresividad mayor de este tipo de tumores. Los inventores también
determinaron que los tumores que expresan la forma truncada de secuencia SEQ ID NO: 1 mostraron mayores
indices de metastasis pulmonar que los observados en los tumores que expresan HER2/neu. En el ejemplo 9 mas
adelante se proporcionan experimentos adicionales que demuestran la relevancia clinica.

Todos estos datos con animales transgénicos revelan que la deteccion diferencial de la forma truncada del receptor
HER2 de SEQ ID NO: 1 con respecto a la forma completa del receptor es muy necesaria.

Estas formas truncadas de HERZ2 pueden contener neo-epitopos, en otras palabras, nuevos determinantes
antigénicos no presentes en la molécula del receptor completo, lo que significa que no interaccionan de la misma
manera con las moléculas como con el receptor completo (anticuerpos, medicamentos, etc.).

Anticuerpos frente a CTF-611

Los inventores pudieron producir anticuerpos tanto policlonales como monoclonales frente a CTF-611. Estos
anticuerpos reconocen un epitopo que se define por una secuencia incluida en SEQ. ID NO: 2, preferiblemente por
una secuencia incluida en o definida por SEQ. ID NO: 3. Los mas preferidos son anticuerpos que reconocen un
epitopo que esta incluido en o esta definido por MPIWKFPDEEGAS (SEQ. ID NO: 5).

En el contexto de la presente invencion, se entiende que epitopo significa la parte de una macromolécula de tipo
peptidico (o de un antigeno), cuya secuencia y/o configuracion espacial se reconoce por el sistema inmunitario
(anticuerpos, células T, células B).

Los anticuerpos de la presente invencion pueden distinguir preferiblemente la proteina de SEQ ID NO: 1 del receptor
HER2. Ademas, los anticuerpos de la presente invencion pueden distinguir preferiblemente la proteina de SEQ ID
NO: 1 de la forma truncada 648-CTF/p95 del receptor HER2. Esta distinciéon puede visualizarse por una o mas de
inmunofluorescencia, citometria de flujo, inmunohistoquimica en células cultivadas e inmunohistoquimica en
muestras de pacientes. Se prefiere particularmente que la distincion pueda cuantificarse tanto en citometria de flujo
como en inmunoprecipitacion.

Segun la presente invencion, la unién de los anticuerpos de la presente invencion a 611-CTF en un experimento de
inmunoprecipitacion es preferiblemente al menos 300 veces, mas preferiblemente al menos 1000 veces, lo mas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2528 132 T3

preferiblemente de 1000 a 2000 veces mas fuerte que su union a HER2, tal como se describe mas detalladamente
en el ejemplo 3 (usando 5 microgramos de 32H2 y 5 microgramos de 20F4),

Tal como se indicé anteriormente, el anticuerpo puede ser policlonal o monoclonal.

En el sentido de la presente invencion, “anticuerpo policlonal” se entiende que significa el grupo de anticuerpos
producidos por lineas de células B diferentes (linfocitos B). Los anticuerpos policlonales son mezclas de
inmunoglobulinas secretadas contra un antigeno (macromolécula), pudiendo reconocer cada una de estas
inmunoglobulinas a un epitopo diferente, ya que proviene de una célula B diferente. Por tanto, dentro de las
diferentes poblaciones de inmunoglobulinas contenidas en un anticuerpo policlonal, hay un tipo de inmunoglobulina
que reconoce el epitopo o epitopos de interés de un antigeno especifico.

Los anticuerpos policlonales pueden producirse por ejemplo conjugando el péptido de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5 con un inmunégeno tal como hemocianina de lapa californiana e inmunizando
conejos con este conjugado.

Los anticuerpos monoclonales pueden producirse usando inmundgenos iguales o similares. Las lineas celulares de
hibridoma pueden producirse de manera conocida por el experto. Entonces puede hacerse crecer la linea celular de
hibridoma en un medio de cultivo adecuado a partir del cual se recupera el anticuerpo monoclonal.

En una realizacion preferida, se producen por la linea celular de hibridoma depositada en la “Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH - DSMZ” con nimero de registro DSM ACC2904 segun el Tratado de
Budapest de 9 de abril de 2008 o por la linea celular de hibridoma depositada en la “Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH — DSMZ” con ndmero de registro DSM ACC2980 segun el Tratado de
Budapest de 6 de noviembre de 2008.

Se prefieren particularmente anticuerpos monoclonales producidos por estas lineas celulares de hibridoma, asi
como anticuerpos monoclonales que son al menos equivalentes desde el punto de vista funcional. Al menos
equivalentes desde el punto de vista funcional son aquellos anticuerpos que pueden discriminar entre CTF-611 y
HER?2 igualmente bien o incluso mejor.

Los anticuerpos utiles también incluyen anticuerpos humanizados y humanos.

Por tanto, la presente invencion también proporciona los péptidos aislados de secuencia SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO.
3, SEQID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5.

En lugar del anticuerpo completo, puede usarse un fragmento del mismo segun la presente invencion. Los
fragmentos de anticuerpo se seleccionan del grupo comprendido por F(ab), F(ab’) y Fv. En el contexto de la
presente invencion, un fragmento de un anticuerpo se refiere a una parte del anticuerpo que es de tamafo suficiente
y de estructura apropiada para unirse a un epitopo presente en la forma truncada del receptor HER2 y por tanto para
permitir su deteccion en una muestra.

Los ejemplos 2 y 3 muestran anticuerpos especificos. Evidentemente, la invencion se extiende a otros anticuerpos
policlonales o monoclonales dirigidos contra el epitopo de la forma truncada CTF-611 que se define por las
secuencias SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, ya que, basandose en las ensefianzas de esta invencion, pueden
obtenerse directamente por un experto en la técnica. Igualmente, la invencion se extiende a fragmentos de dichos
anticuerpos, tales como F(ab), F(ab’), Fv, etc., o a cualquier linea celular de hibridoma que puede producir
anticuerpos monoclonales dirigidos contra los péptidos de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3.

Métodos de diagndstico

En el método de diagnodstico segun la invencion, la deteccion de la presencia de la forma truncada del receptor
HER2 puede llevarse a cabo a través de medios seleccionados independientemente del grupo que comprende:
deteccion mediante migracion diferencial en un sistema de fase movil — fase estacionaria de la forma truncada del
receptor HER2 que consiste en SEQ ID NO: 1 con respecto a la forma completa de dicho receptor HER2; y
deteccion mediante unién con anticuerpos especificos de la forma truncada del receptor HER2 que contiene la SEQ
ID NO: 1.

Deteccion a través de migracion diferencial debe entenderse que significa, en el contexto de la presente invencion,
cualquier técnica analitica que permite la separacién de los compuestos que van a detectarse basandose en su
diferente movilidad en un sistema de fase movil — fase estacionaria especifico, tal como una electroforesis. Tal
movilidad diferente puede provocarse por una carga eléctrica diferente en el compuesto, peso molecular diferente o
afinidad diferente por otros compuestos.

Esta deteccion diferencial puede llevarse a cabo a través de técnicas analiticas conocidas por el experto en la
técnica tales como electroforesis de proteinas, cromatografias de exclusion molecular, pruebas de afinidad de
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anticuerpos, inmunofluorescencia, inmunocitoquimica, inmunohistoquimica, citometria de flujo, etc. Se prefiere
particularmente la inmunohistoquimica. Uno o mas de estos métodos pueden combinarse para potenciar la
fiabilidad.

La deteccion diferencial de la forma truncada del receptor HER2 que consiste en SEQ ID NO: 1, también
denominada en esta invencién CTF-611, con respecto al receptor HER2 completo o total, implica poder visualizar
dos proteinas con diferentes pesos moleculares y diferentes secuencias tal como puede desearse a partir de la
figura 1. La forma truncada con SEQ ID NO: 1 consiste en la proteina que resulta del inicio alternativo de la
traduccion a través de la metionina 611 de la secuencia completa del receptor HER2. Por tanto, esta forma o CTF
comprende un nuevo dominio extracelular, un fragmento transmembrana y un dominio citosdlico. El fragmento
transmembrana y el dominio citosélico son iguales a los de la forma completa del receptor HER2. Otra forma
truncada corresponde a la de la figura 1 denominada p95 o CTF-648. Esta ultima forma es el producto de la acciéon
de las alfa-secretasas en el receptor HER2 completo, que dividen una gran parte del dominio extracelular.

Segun ofra realizaciéon de la invencion, la etapa de detectar la presencia en la muestra de la forma truncada del
receptor HER2 que consiste en SEQ ID NO: 1, comprende la deteccién con al menos un anticuerpo tal como se
definié anteriormente. En una realizacion particular, el método de diagndstico segun la invenciéon comprende la
deteccion del epitopo definido por SEQ ID NO: 3.

En una realizacion de la invencion, los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la presente invencion se usan
como agentes para el diagnostico y la determinacion del prondstico, o bien marcados directamente en su propia
secuencia peptidica (por ejemplo con radiois6topos) o bien indirectamente (por ejemplo mediante la adicion o unién
de un agente fluorescente o un agente que puede producir fluorescencia mediante la reacciéon en un medio de
reaccion seleccionado), teniendo todos los anteriores el objetivo de generar una sefial visible, y si es posible
cuantificable, con la que detectar la presencia de la forma truncada del receptor HER2 que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 1 en una muestra.

De la misma manera, se contempla que el agente de diagnostico que contiene al menos los anticuerpos se adhiera a
un soporte solido, directa o indirectamente por medio de un brazo espaciador. Un agente de este tipo permite
capturar la forma de secuencia SEQ ID NO: 1 de una muestra, con el fin de determinar su presencia después con
otros anticuerpos no especificos (tales como CB11).

Los agentes de diagnostico y determinacion del prondstico segun la invencién también pueden aplicarse en
protocolos de inmunohistoquimica. Para este efecto, los anticuerpos monoclonales o policlonales (primarios o
secundarios) deben estar debidamente marcados para producir una sefal visible, y en los mejores casos
cuantificable, una vez que han entrado en contacto con el tejido sometido a prueba y han podido interaccionar con
las proteinas cuya deteccion se desea, en otras palabras, con el fragmento CTF de HER2 de secuencia SEQ ID NO:
1.

Con el objetivo de facilitar la tarea de analisis, diagnostico y determinacion del pronéstico al médico, se contempla
que el agente de diagndstico se proporcione en forma de un kit que incluye, ademas de los anticuerpos, los reactivos
(por ejemplo reactivos requeridos para la tincion inmunohistoquimica), tampones y disoluciones de deteccion
adaptadas para determinar la presencia de la forma truncada de SEQ ID NO: 1 en una muestra, posiblemente
portaobjetos de control que representan diferentes niveles de expresion de CTF-611 y posiblemente también
instrucciones detalladas, que ayudan al médico en la evaluacion del diagnéstico. Este kit también puede comprender
un medio para llevar a cabo un ensayo inmunohistoquimico semicuantitativo para la determinacion de HER2 (tal
como Herceptest™).

Por tanto, la invencion proporciona un kit para el diagnéstico y la determinacion del pronéstico, que comprende al
menos un anticuerpo o un fragmento del mismo, pudiendo reconocer dicho anticuerpo o fragmento el epitopo
definido por SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 5, ademas de los medios reactivos y tampones
adecuados para llevar a cabo la interaccion del anticuerpo con el epitopo y que conocen ampliamente los expertos
en la técnica.

El método de diagnostico de la presente invencion, y el kit de la presente invencion, puede permitir la prediccion de
metastasis ganglionar, mal prondstico y resistencia a Herceptin™.

Otro tipo de kit también objeto de la invencion, comprende todos los medios necesarios para llevar a cabo la
deteccion a través de migracion diferencial de la forma truncada del receptor HER2 que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 1, en relacién con la forma completa del receptor HER2.

Dentro del grupo de canceres que expresan el receptor HER2 o sus variantes truncadas, destaca el cancer de
mama. Otros canceres en los que también se expresan estas proteinas incluyen el cancer de pulmén, pancreas,
colon, estébmago, prostata, cabeza y cuello, piel, rifidn, testiculo, tiroides, vejiga urinaria, Utero, vulva, endometrio,
ovario, esofago, boca, glandula salival, laringe, peritoneo, region nasofaringea, trompas de Falopio, tumores de
Wilms asi como linfomas, sarcomas de Swing, sarcoma sinovial, meduloblastomas, tumores trofoblasticos, gliomas,
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glioblastomas, colangiocarcinomas, colesteatoma, condrosarcoma, ependimoma, neurilemomas, neuromas,
rabdomiosarcomas. Por tanto, el método de diagndstico de la presente invencion es particularmente adecuado para
diagnosticar uno de estos canceres. Ademas de la deteccion ex vivo de CTF, los anticuerpos pueden usarse para la
obtencién de imagenes in vivo.

Métodos terapéuticos

Los anticuerpos de la presente invencion, o fragmentos de los mismos, también son dutiles en terapia,
particularmente en la terapia del cancer, particularmente en aquellos canceres que expresan el receptor HER2 o sus
variantes truncadas. Se prefieren anticuerpos humanizados y humanos, y fragmentos de los mismos.

También se usan los anticuerpos de esta invencién en composiciones farmacéuticas utiles para el tratamiento de
canceres en los que se expresa al menos la forma truncada del receptor HER2 que consiste en SEQ ID NO: 1. La
composicion comprende aquellos vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables y al menos un anticuerpo
que reconoce el epitopo definido por las secuencias SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3. La composiciéon farmacéutica
también puede comprender una mezcla de anticuerpos que, ademas de un anticuerpo de la presente invencion,
contiene otros anticuerpos contra HER2 o fragmentos de los mismos, tales como Herceptin™.

Basandose en las figuras proporcionadas en el presente documento y siempre a modo de ejemplo ilustrativo pero no
limitativo, a continuacion se describen el método de diagnédstico y determinacion del prondstico de canceres en los
que se expresan el receptor HER2 y/o sus fragmentos carboxilo terminales (variantes truncadas); nuevos péptidos y
anticuerpos especificos contra dichos péptidos; nuevas lineas celulares; agentes y kits de diagndstico para
deteccion, siendo todos ellos objetos de la invencion.

Aunque no se especifica, todos los términos técnicos y cientificos usados en la memoria descriptiva tienen el
significado que un experto en la técnica, a la que pertenece la invencion, les asignaria. A lo largo de la descripcion y
las reivindicaciones, la palabra “comprende” y variaciones de la palabra, tal como “que comprende”, no pretenden
excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas. Los objetos, ventajas y caracteristicas
adicionales de la invencién se volveran evidentes para los expertos en la técnica tras el examen de la descripcion o
pueden aprenderse mediante la puesta en practica de la invencidén. Los siguientes ejemplos y dibujos se
proporcionan a modo de ilustracién, y no pretenden ser limitativos de la presente invencion.

Ademas, se entendera que la presente invencion cubre todas las posibles combinaciones de grupos preferidos y
particulares descritos anteriormente.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos muestran diferentes maneras de detectar la presencia de la forma truncada de secuencia
SEQ ID NO: 1, en una muestra aislada de cancer del tipo que expresa el receptor HER2 y/o sus variantes truncadas.

Procedimientos experimentales

Células. Se mantuvieron células MCF7 Tet-Off (BD bioscience) a 37°C y CO; al 5% en DMEM/F-12 (1:1) (Gibco) que
contenia FBS al 10% (Gibco), L-glutamina 4 mM (PAA Laboratories), G418 0,2 mg/ml (Gibco) y doxiciclina 1 pg/ml
(Sigma). Se transfectaron las células con los diversos plasmidos de expresion usando FUGENE6 (Roche). Se
seleccionaron clones estables individuales con plasmidos basados en pUHD10-3h integrados con higromicina B
0,1 mg/ml (Invitrogen). Se indujo la expresion de ADNc codificados por pUHD10-3h de HER2 y CTF retirando la
doxiciclina. En primer lugar, se separaron las células con Tripsina al 0,5%-EDTA (GIBCO), se lavaron tres veces
mediante centrifugacion y se cambid el medio 10 horas después de la siembra en placas de cultivo. Se comprobd la
homogeneidad de los clones individuales mediante microscopia confocal de inmunofluorescencia con un anticuerpo
contra el dominio citoplasmatico de HER2. En los experimentos se usaron dos clones estables seleccionados
independientemente.

Inmunotransferencia de tipo Western. Se lisaron las células que expresaban las diferentes isoformas de HER2 en
tampon RIPA modificado (NaH2PO, 20 mM/NaOH pH 7,4, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%, EDTA 5 mM, PMSF
100 mM, NaF 25 mM, aprotinina 16 ug/ml, leupeptina 10 ug/ml y NaszVO4 1,3 mM) y se determinaron las
concentraciones de proteinas con reactivos de ensayo de proteinas DC (BIO-RAD). Se mezclaron las muestras con
tampon de carga (concentraciones finales: Tris 62 mM pH 6,8, glicerol al 12%, SDS al 2,5%) con beta-
mercaptoetanol al 5% y se incubaron a 99°C durante 5 min antes del fraccionamiento de 15 ng de proteina mediante
SDS-PAGE. Se cuantificaron las sefiales especificas en inmunotransferencias de tipo Western con el software
ImagedJ 1.38 (NIH).

Inmunoprecipitacion. Se incubaron los lisados celulares con diferentes anticuerpos durante 1 hora a 4°C. Entonces,
se purificaron los inmunocomplejos con la proteina A. Se lavaron los inmunoprecipitados tres veces con tampon de
lisis, se mezclaron con tampdn de carga y se analizaron mediante inmunotransferencia de tipo Western.
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Se lavaron las células para la microscopia de inmunofluorescencia sembradas en portaobjetos de vidrio con PBS, se
fijaron con paraformaldehido al 4% durante 20 min y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,2% durante 10 min.
Para el bloqueo y la unién al anticuerpo se usé PBS con BSA al 1%, saponina al 0,1% y NaNs al 0,02%, y para la
preparacion se uso6 Vectashield con DAPI (Vector laboratories).

Citometria de flujo. Se lavaron células MCF7 que expresan HER2, 611-CTF o 648- a 4°C con PBS y se separaron en
PBS que contenia 5 mM de EDTA. Se incubaron las células separadas con 10 ug/ml de anticuerpo monoclonal anti-
32H2 en PBS que contenia 5% de BSA durante 30 min a 4°C, se lavaron y se tifieron durante 30 min a 4°C con
anticuerpo anti-lIgG de ratén conjugado con FITC (Becton-Dickinson) en PBS que contenia un 5% de BSA. La
citometria de flujo se realizd6 en un FACscan usando el software FACscan Research (Becton Dickinson
Immunocytometry Sys., Mountain View, CA).

Inmunohistoquimica. Se lavaron células MCF7 que expresaban HER2, 611-CTF o 648- a 4°C con PBS y se
separaron en PBS que contenia 5 mM de EDTA. Entonces, se centrifugaron las células y se fijaron los sedimentos
celulares en formalina neutra al 10%, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Se colocaron cortes de los
sedimentos celulares o de tejidos humanos de un grosor de 4 um en portaobjetos de vidrio cubiertos con poli-lisina.
Se realizaron analisis de inmunohistoquimica usando el siguiente protocolo:

1. Desparafinar y rehidratar el corte

1.1 Incubar los portaobjetos 30 min a 60°C.

1.2 Desparafinar los portaobjetos con tres incubaciones de 5 min de xileno transparente, seguido por dos lavados de
3 min con etanol absoluto.

1.3 Llevar gradualmente a agua destilada: Etanol 95°C 3 min, etanol 70°C 3 min, etanol 50°C 3 min, agua destilada.
2. Recuperar antigenos

PT Link a pH bajo (6), disolucion de recuperacion de diana Envision Flex a pH alto 10x. DM 812. 20 min a 95°C.
Lavar con tampon de lavado Envision Flex x10, DM 811, 15 min.

3. Tincién inmunohistoquimica

AUTOSTAINER mas Link DAKO

Kit Envision Flex + raton, pH alto (Link):

Bloqueo de peroxidasa Envision Flex SM801.
Envision Flex/ HRP SM 802.

Envision Flex DAB+cromoégeno DM 807.

Tampon de sustrato Envision Flex SM 803.
Tampén de lavado Envision Flex 10x DM 811.
Disolucién de recuperacién de diana Envision Flex a pH alto 10x DM 812.
Envision Flex+ ratén (ligador) SM 84.

Peroxidasa 5 min y lavado con tampdn de lavado.
Bloqueo de proteinas al 5%, 15-20 min.

Lavar con tampon de lavado.

e  32H2 diluido 1:1000-1:3000 (disoluciéon madre 1 mg/ml) o 20F4 diluido 1:20-1:50 (disolucién madre
1 mg/ml) 2 horas.

e Lavar con tampén de lavado.

Secundario (Flex HRP, Flex+raton/conejo) 20 min.
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e Lavar con tampén de lavado.

e DAB 5 min.

e Lavar con tampén de lavado.

e Hematoxilina.

e Lavar con agua destilada.
3. Deshidratar y estabilizar con medio de preparacion
3.1 Lavar gradualmente con concentraciones crecientes de etanol (50%, 70%, 95%, 2 min cada lavado).
3.2 Llevar gradualmente a agua destilada (etanol al 95%, al 70%, al 50%, agua destilada, 3 min cada lavado).
3.3 Lavar con xileno/eucaliptol (3 lavados 2 min cada uno).
3.4 Realizar preparaciéon con DPX.
Ratones transgénicos

Se modificaron por ingenieria genética ratones TG 611 y TG 687 clonando las secuencias que codifican para 687-
CTF y 611-CTF en el sitio de clonacion mudiltiple Il en el sentido de 3’ de la repeticion terminal larga del virus del
tumor mamario de ratén potenciado por el virus del sarcoma de Rous del vector pMB (un amable obsequio del Dr.
Marcos Malumbres, CNIO, Madrid). Se generaron las lineas fundadoras microinyectando ADN de plasmido
linealizado en oocitos fertilizados recogidos de ratones FVB superovulados en el Centro de Biotecnologia Animal y
Terapia Génica (Centre de Biotecnologia Animal i Terapia Génica, Universitat Autonoma de Barcelona). Se
genotiparon los ratones fundadores mediante analisis de hibridaciéon de tipo Southern. Tras la identificacion de los
animales fundadores, se realizé mantenimiento de colonias de rutina mediante genotipado por PCR. Se obtuvieron
los ratones FVB/N-Tg(MMTVneu)202J macho y hembra del Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME).

Histologia y preparaciones completas

Se prepararon las glandulas mamarias en portaobjetos de vidrio, se fijaron durante la noche en paraformaldehido al
4% y se transfirieron a etanol al 70%. Se aclararon los portaobjetos en agua durante 5 min y se tifieron en una
disolucion filtrada de carmin al 0,2% durante 24 horas. Entonces se deshidrataron secuencialmente las glandulas
con concentraciones decrecientes de etanol, luego se desgrasaron y almacenaron en salicilato de metilo. Para el
analisis histologico, se bloquearon en parafina las glandulas fijadas, se realizaron cortes, y se tifieron con
hematoxilina y eosina.

Ejemplo 1: Deteccion del fragmento de SEQ ID NO: 1 a través de migracion diferencial.

En la figura 2, que corresponde a una imagen de un gel de electroforesis y la posterior transferencia de tipo Western
(inmunotransferencia de tipo Western), se cargaron diferentes muestras de cancer de mama (108, 114, 101, 103,
131, 134 y 145) en los carriles. A partir de cada muestra se analizaron tanto la fraccién soluble (S) como la fraccion
de membrana (M) del lisado celular, con el fin de visualizar qué tipo de molécula de HER2 estaba presente y en qué
fracciones. En principio, se espera que tanto el receptor completo como la forma de la SEQ ID NO: 1 estén en la
membrana celular. Para la deteccion de HER2 completo y de la forma CTF-611, se usaron anticuerpos (CB11)
dirigidos al dominio citoplasmatico de las proteinas, que es un dominio comun en ambas formas de proteina. Como
control de analisis se detectd la presencia de la enzima lactato deshidrogenasa (DHL). En la mayoria de las
muestras, aparecen bandas correspondientes al receptor HER2 completo y en la fraccion de membrana, una banda
correspondiente a la forma CTF-611 de SEQ ID NO: 1.

Por tanto, la figura 2 muestra que la deteccion del tipo de formas truncadas del receptor HER2 puede llevarse a cabo
a través de un analisis de electroforesis de proteinas. Ademas, la presencia de un fragmento de HER2 de secuencia
SEQ ID NO: 1 es indicativo de un determinado tipo de cancer, en el caso del ejemplo, cancer de mama, que
necesita evaluarse y tratarse como un caso individual dentro de los canceres que expresan HER2.

Ejemplo 2: Deteccion de la presencia del fragmento de HER2 de secuencia SEQ ID NO: 1 con anticuerpos
policlonales dirigidos a neo-epitopos definidos por SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3.

Con el objetivo de poder detectar la presencia de la forma truncada de HER2, cuya secuencia es la descrita en SEQ

ID NO: 1, usando medios alternativos a los de la detecciéon por migracion diferencial en electroforesis, se sintetizé un
péptido que tiene la secuencia SEQ ID NO: 4 y se inmunizaron cuatro conejos con dicho péptido. Este péptido
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corresponde a los 32 aminoacidos del extremo N-terminal de la forma CTF-611 o de SEQ ID NO: 1, en el que la
mayoria de las cisteinas se han sustituido por serinas con el fin de conjugarlas con el inmunégeno conocido como
hemocianina de lapa californiana (KLH).

Por tanto, la SEQ ID NO: 4 corresponde a un péptido equivalente al de SEQ ID NO: 3, aunque adaptado con el fin
de llevar a cabo la técnica de inmunizacion. Un experto en la técnica entendera que los anticuerpos dirigidos contra
la SEQ ID NO: 4 del péptido sintetizado también reconoceran el epitopo definido por la SEQ ID NO: 3 presente en la
forma truncada del receptor HER2 (SEQ ID NO: 1 o CTF-611). De manera similar, un experto en la técnica puede
deducir que si el péptido sintetizado usado para la inmunizacién consiste en SEQ ID NO: 2, que comprende todos
los aminoacidos del receptor CTF-611 ubicados en la zona extracelular, los resultados con anticuerpos dirigidos
contra este otro péptido son equivalentes y por tanto utiles para el mismo fin.

Se llevaron a cabo una electroforesis con SDS y posterior transferencia de tipo Western de extractos de lisado de
células MCF7 (transformados previamente con los constructos de la figura 1), que expresaban la forma completa del
receptor HER2, la forma truncada CTF-611 y la forma truncada p95. La forma truncada de SEQ ID NO: 1 aparecio
de hecho como dos fragmentos de peso molecular similar. Como puede deducirse de las pruebas realizadas con
glicosidasa-F, una enzima que elimina N-glicanos de proteinas (no mostrado), el fragmento CTF-611 es un sustrato
de modificaciones postraduccionales. Especificamente, un fragmento con aproximadamente 110 kDa corresponde a
la forma que se sintetiza y posteriormente entra en la ruta secretora, en la que se convierte en N-glicosilado.

El suero de dos de los conejos inmunizados reconocié tanto el receptor HER2 completo como CTF-611. Esto puede
observarse en la figura 4A, en la que se detectan las bandas correspondientes tanto al receptor HER2 completo
como a la forma de SEQ ID NO: 1 o CTF-611. Tal como se indica en dicha figura 4A, la inmunotransferencia de tipo
Western se reveld con un anticuerpo (CB11) que reconoce el dominio citoplasmatico del receptor HER2 (dominio
comun a todas las formas, completa y truncadas); o con los anticuerpos policlonales generados contra dicho péptido
de SEQ ID NO: 4 (a-611-A y a-611-B) y que estan presentes en los sueros de conejos. Dado que es comparable
con la sefal del HER2 completo y CTF-611, se concluye que los anticuerpos a-611-A y a-611-B reconocen un
epitopo lineal que esta presente en ambas formas del receptor. Como control negativo en la electroforesis con SDS
e inmunotransferencia de tipo Western se usé un lisado de células MCF7 que expresaba la forma del receptor
conocida como p95, que no posee el epitopo contra el que se habian disefiado los anticuerpos.

En contraposicion a estos resultados, cuando se llevd a cabo un ensayo de inmunoprecipitacion con los anticuerpos
o-611-A'y a-611-B y el anticuerpo CB11, se detectd que los anticuerpos dirigidos contra el péptido de SEQ ID NO: 4
precipitaban preferiblemente la forma truncada del receptor (CTF-611). La mezcla que se sometid a
inmunoprecipitacion contenia una proporciéon de 1:1:1 de los lisados celulares que expresaban las diferentes formas
del receptor HER2. Estos resultados son evidentes en la figura 4B. En esta figura, aparecen las bandas de una
electroforesis con SDS y posterior transferencia de tipo Western, en cuyos carriles se cargaron los resultados de los
ensayos de inmunoprecipitacion con los anticuerpos a-611-A, a-611-B y CB11. Se cargd un carril control (entrada)
con la mezcla 1:1:1 de los tres tipos de lisados celulares sometidos a inmunoprecipitacion con los diferentes
anticuerpos. La inmunotransferencia de tipo Western se revel6 con CB11. (Se lisaron aproximadamente 106 células
que expresaban HER2 de longitud completa, 611-CTF o 648-CTF en 500 pl de tampon de lisis (Tris HCL 50 mM pH
7,4, NaCl 137 mM, EDTA 2 mM, glicerol al 10%, NP40 al 1%). Se clarificaron los lisados centrifugando a 14000 g x
30 minutos.

Entrada: 5 ul de mezcla de lisado (HER2 de longitud completa:CTF611:CTF648, 1:1:1)
IP: 50 pl de mezcla de lisado + 5 ul de suero anti-611 CTF de conejo o CB11

En los carriles correspondientes a la inmunoprecipitacion con los anticuerpos a-611-A y «a-611-B, pueden
distinguirse bandas que son claramente mas intensas que el resto en aquellos pesos moleculares correspondientes
a la forma glicosilada y no glicosilada de CTF-611. Es decir, dichos anticuerpos dirigidos contra el péptido de SEQ ID
NO: 4 no inmunoprecipitaban la forma completa del receptor HER2, lo que significa que reconocen realmente un
epitopo que esta enmascarado cuando el receptor HER2 completo no esta desnaturalizado. Por tanto, puede
concluirse que los anticuerpos a-611-A y a-611-B son especificos para CTF-611.

Esta especificidad se corrobora mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta (no mostrados) en los que los
anticuerpos policlonales purificados por afinidad o-611-A y a-611-B sélo permiten la tincion en muestras que
expresan el fragmento truncado CTF-611. Este hecho implica la ventaja de poder usarlos para detectar de manera
diferencial qué forma del receptor HER2 se expresa en una muestra aislada de tejido tumoral. La purificacion por
afinidad de los anticuerpos policlonales se realizé del siguiente modo:

(i) Purificacion de 1gG total usando una columna HiTrap Protein A HP (GE Healthcare). Se inmovilizaron anticuerpos
de suero de conejo en la columna equilibrada con tampdn de union (Na;HPO.), se lavaron con 10 volimenes de
columna de tampdn de union y se eluyeron en 10 volumenes de acido citrico pH (2,7). Se neutralizé la elucion
usando Tris-HCL pH 8.
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(i) Purificacion usando un péptido inmovilizado en una columna HiTrap NHS. Se inmovilizé el mismo péptido usado
para inmunizar el conejo en una columna HiTrap NHS. Se cargaron las IgG purificadas en la etapa anterior en la
columna equilibrada con tampdén de unién (NazHPO,), se lavaron con 10 volimenes de columna de tampdn de union
y se eluyeron en 10 volumenes de acido citrico pH (2,7). Se neutralizé la elucién usando Tris-HCL pH 8.

(iii) Finalmente el anticuerpo purificado se dializé contra PBS NaN3 al 0,02%.

El receptor HER2 completo comprende, cerca de la membrana celular, una regién estructurada mantenida por seis
puentes disulfuro, indicados en la figura 1 mediante lineas de conexion entre cisteinas. La forma truncada CTF-611,
o de secuencia SEQ ID NO: 1, contiene solo cinco cisteinas entre las que se establecen dichos enlaces disulfuro
para estabilizar los homodimeros de esta forma truncada. Como puede deducirse de la figura 4 en su totalidad, debe
concluirse que la zona proxima a la membrana celular de la forma truncada de SEQ ID NO: 1 es antigénicamente
diferente de su equivalente en el receptor HER2 completo. De ello, se deduce que puede detectarse de manera
diferencial segun lo que se ha indicado anteriormente.

La cuantificacion de las diferentes isoformas de HER2 en los inmunoprecipitados de entrada, CB11 y anti-611-B
normalizados con respecto a la cantidad de apariciones de HER2 es tal como sigue:

Entrada CB11 Anti
-611-B
HER2 1 1 1
611-CTF 1,47 1,27 23,20
648-CTF 1,53 2,76 24

La cuantificacion se llevo a cabo usando Imaged 1.38.

Ejemplo 3: Deteccion de la presencia del fragmento de HER2 de secuencia SEQ ID NO: 1 con anticuerpos
monoclonales dirigidos a neo-epitopos definidos por SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3.

Usando el mismo péptido de SEQ ID NO: 4 del ejemplo 2, se obtuvieron anticuerpos monoclonales. De todos ellos,
se seleccionaron el anticuerpo monoclonal 20F4 producido por la linea celular de hibridoma con nimero de registro
DSM ACC2904 y el anticuerpo monoclonal 32H2 producido por la linea celular de hibridoma con nimero de registro
DSM ACC2980. Los resultados obtenidos con este anticuerpo se muestran en la figura 5.

De una manera similar a la del ejemplo 2, se llevé a cabo una electroforesis con SDS vy la posterior transferencia de
tipo Western con una mezcla 1:1:1 de extractos de lisado de células MCF7 (transformados previamente con los
constructos de la figura 1), que expresaban la forma completa del receptor HER2, o la forma truncada CTF-611, o la
forma truncada p95. En la figura 5A, que es una fotografia de la membrana del Western revelada con CB11 o con
los anticuerpos monoclonales 20F4 y 32H2, puede observarse que estos ultimos reconocen especificamente la
forma truncada de HER2 correspondiente al CTF-611 de receptor de SEQ ID NO: 1 y no presenta ninguna
reactividad cruzada detectable con la forma completa de dicho receptor, lo que significa que reconoce realmente un
nuevo epitopo (neo-epitopo) que incluye el grupo amino primario en el extremo N-terminal de la forma CTF-611 del
receptor.

De una manera similar, cuando se llevé a cabo un ensayo de inmunoprecipitacion con los anticuerpos monoclonales
20F4 y 32H2 en comparacion con el anticuerpo CB11 (que reconoce el dominio citosélico de los receptores), se
detectd que el anticuerpo monoclonal dirigido contra el péptido de SEQ ID NO: 3 precipitaba exclusivamente la
forma truncada del receptor (CTF-611). Estos resultados resultan evidentes en la figura 5B. En esta figura, se
muestran los resultados de una electroforesis con SDS y la posterior transferencia de tipo Western, en cuyos carriles
se cargaron los resultados de los ensayos de inmunoprecipitacion con los anticuerpos 20F4, 32H2 y CB11.

En el carril correspondiente a la inmunoprecipitacion con los anticuerpos 20F4 y 32H2, sélo pueden distinguirse las
bandas de la forma glicosilada y no glicosilada de la forma truncada CTF-611. Es decir, los anticuerpos 20F4 y 32H2
no inmunoprecipitan la forma completa del receptor HER2. Por tanto, puede concluirse que los anticuerpos 20F4 y
32H2 son altamente especificos para CTF-611 y no reconocen la forma completa de HER2, lo que significa que
pueden usarse para la deteccion diferencial y altamente selectiva de qué forma del receptor HER2 se expresa en
una muestra aislada de tejido tumoral.

La caracterizacion de anticuerpos monoclonales dirigidos contra un péptido correspondiente a la secuencia, de 32
aminoacidos de longitud, N-terminal, de 611-CTF, confirma la existencia de epitopo(s) enmascarado(s) en HER2 de
longitud completa pero expuesto(s) en 611-CTF. Estos epitopos estan enmascarados tanto en la molécula
solubilizada como en células intactas. La cuantificacion de las diferentes isoformas de HER2 en los
inmunoprecipitados CB11, 32H2 y 20F4 normalizados con respecto a la cantidad de apariciones de HER2 es tal
como sigue:
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CB11 32H2 20F4
HER2 1 1 1
611-CTF 1,01 343,50 1302,19
648-CTF 0,79 nd nd

Ejemplo 4: Caracterizacion de un anticuerpo monoclonal contra el extremo N-terminal de 611-CTF mediante
citometria de flujo

(A) Se analizaron células MCF77 que expresaban HER2, 611-CTF o 648-CTF mediante citometria de flujo usando
diferentes  concentraciones de 32H2, un anticuerpo monoclonal producido contra el péptido
MPIWKFPDEEGASQPSPINSTHSSVDLDDKGC (véase la figura 1). Véase la figura 6(A).

(B) Se cuantificaron los resultados de dos experimentos independientes realizados como en (A) y se muestran los
promedios. Véase la figura 6(B).

(C) Se analizaron células MCF7 que expresaban HER2, 611-CTF o 648-CTF en un microscopio confocal mediante
inmunofluorescencia indirecta con los anticuerpos indicados.

Como anticuerpo secundario acoplado a fluoréforo se us6 anticuerpo de cabra anti-IgG de raton Alexa Fluor 488 de
Invitrogen (A110011). Para evaluar la unién no especifica como control negativo, se llevd a cabo FACS sin suero
32H2 pero en presencia de este anticuerpo secundario (“2ary”).

Conclusion: El epitopo reconocido por el anticuerpo 32H2 esta expuesto en células vivas que expresan 611-CTF
pero enmascarado en células vivas que expresan HER2.

Ejemplo 5: Caracterizacion de anticuerpos monoclonales contra el extremo N-terminal de 611-CTF mediante
inmunohistoquimica

Se llevé a cabo tincién inmunohistoquimica de células MCF7 que expresaban HER2, 611-CTF o 648-CTF con CB11,
un anticuerpo contra el dominio citoplasmatico de HER2, o con dos anticuerpos monoclonales independientes anti-
611-CTF producidos contra el péptido MPIWKFPDEEGASQPSPINSTHSSVDLDDKGC (véase la figura 1). El
resultado se muestra en la figura 7.

Conclusiones. Los epitopos reconocidos por los anticuerpos 20F4 y 32H2 estan expuestos en células que expresan
611-CTF analizadas mediante inmunohistoquimica. En contraposicién, evaluado con la misma técnica, estos
epitopos estan enmascarados en la molécula HER2 de longitud completa. Este resultado es particularmente
relevante debido al hecho de que la inmunohistoquimica es la técnica de eleccion para la mayoria de las pruebas de
rutina en la practica clinica.

Ejemplo 6: Caracterizacion de los epitopos reconocidos por los anticuerpos monoclonales contra el extremo N-
terminal de 611-CTF

(A) Esquema que muestra la secuencia principal de la regiéon yuxtamembrana de 611-CTF. Se indican los extremos
N y C-terminal de la molécula. Se indican los dominios transmembrana y cinasa mediante un recuadro rayado y uno
gris, respectivamente. Se indica la secuencia de los diferentes constructos de delecion. Véase la figura 8(A).

(B) Se lisaron células MCF-7 transfectadas transitoriamente con constructos de delecion de ADNc comenzando en
los aminoacidos indicados. Se analizaron los lisados celulares mediante inmunotransferencia de tipo Western con
CB11, un anticuerpo contra el dominio citoplasmatico de HER2, o con dos anticuerpos monoclonales independientes
anti-611-CTF producidos contra el péptido MPIWKFPDEEGASQPSPINSTHSSVDLDDKGC. Véase la figura 8(B).

Conclusiones. Los epitopos reconocidos por los anticuerpos 32H2 y 20F4 estan contenidos en o al menos se
solapan con la secuencia MPIWKFPDEEC.

Ejemplo 7: Anadlisis de muestras de cgnncer de mama humano con un anticuerpo monoclonal contra el extremo N-
terminal de 611-CTF o con Herceptest

(A) En las muestras indicadas, se analizé la expresion de HER2 con Herceptest™, hibridacion fluorescente in situ
(FISH) o inmunotransferencia de tipo Western. Se indican aquellas muestras que expresaron niveles detectables de
fragmentos carboxilo terminales de HER2 (también conocidos como P95) evaluado mediante inmunotransferencia
de tipo Western (véase (Scaltriti, M., Rojo, F., Ocana, A., Anido, J., Guzman, M., Cortes, J., Di Cosimo, S., Matias-
Guiu, X., Ramon y Cajal, S., Arribas, J., y Baselga, J. (2007) J Natl Cancer Inst 99(8), 628-638)). Véase la figura
9(A).
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(B) Tincion inmunocitoquimica de las mismas muestras de cancer de mama que en A, con 32H2, un anticuerpo
monoclonal anti-61‘|-CTprroducido contra el péptido MPIWKFPDEEGASQPSPINSTHSSVDLDDKGC (véase la
figura 1) o con Herceptest , que tifie el dominio citoplasmatico de HER2. VVéase la figura 9(B).

Conclusién. Mediante inmunohistoquimica, el anticuerpo 32H2 tifie muestras de cancer de mama humano de las que
se conocia previamente que expresaban niveles detectables de CTF, evaluado mediante inmunotransferencia de
tipo Western.

Ejemplo 8: Generacién de modelos animales para caracterizar el efecto de la expresion de CTF in vivo

Los modelos de ratén han jugado un papel decisivo a la hora de mostrar el potencial oncogénico y la relevancia de
HER2 en la evoluciéon tumoral. Para caracterizar su potencial oncogénico, se han establecido ratones transgénicos
(TG) que expresan 611-CTF bajo el control de la repeticion terminal larga de virus del tumor mamario de ratén, que
es preferentemente activo en la glandula mamaria. Aunque los modelos celulares indicaron que los CTF
intracelulares solubles son inactivos, para explorar adicionalmente las consecuencias de la expresion de estos
fragmentos, también se generaron animales TG que expresaban 687-CTF. Como control, se ha usado el modelo
clasico y bien caracterizado que expresa HER2 de tipo natural (es decir rat neu).

A las 7 semanas de edad, los niveles de 611-CTF expresados en las lineas F3 y F2 de TG 611 heterocigotas eran ~
iguales a y 1/3 de, respectivamente, los niveles de HER2 enddgeno, aunque el nivel en F1 era inferior al umbral de
deteccion. Los niveles de 687-CTF en las lineas homocigotas desarrolladas variaron desde ~ el doble hasta la mitad
de los niveles de HER2 en las lineas F2 y F1 de TG 687, respectivamente.

Las glandulas mamarias de los animales TG no presentaron anomalias macroscoépicas a las 7 semanas de edad.
Sin embargo, el examen morfolégico de preparaciones completas tefiidas con carmin revel6 anomalias hiperplasicas
en los arboles ductales mamarios de ratones TG HER2. Estaban presentes anomalias similares, aunque menos
pronunciadas, en las tres lineas de ratones TG 611. En contraposicion, las glandulas de ratones TG 687 no podian
distinguirse de las de ratones de tipo natural.

Ejemplo 9: La expresion de 611-CTF conduce al desarrollo de tumores mamarios agresivos

A pesar de la hiperplasia mas pronunciada en ratones TG HER2, las tres lineas de animales TG 611 desarrollaron
tumores mas agresivos en cuanto al nimero de tumores por animal, crecimiento tumoral y aparicion del tumor:

Glandulas mamarias

Ratones Promedio (semanas) n
HER2 (Neu) 30,375 22
611-F1 26,3+4,6 6
611-F2 222+48 12
611-F3 23,7+55 3

(Se monitorizé la aparicion de los tumores mamarios mediante palpacion semanalmente.)

No se observaron tumores o anomalias en animales TG 687 incluso tras un seguimiento de mas de un afio.

El andlisis histologico de los tumores mostré los mismos carcinomas nodulares sélidos invasivos tipicos inducidos
por HER2 en los ratones TG 611. La uUnica diferencia histolégica entre los tumores iniciados por HER2 y 611-CTF

fue un nimero mayor de imagenes mitéticas en los de los ratones TG 611.

Tal como se mostré anteriormente, los ratones TG HER2 desarrollaron metastasis pulmonar. Tres a seis semanas
tras la deteccion de tumores, ~ 1/4 de los animales TG HER2 tenian nédulos detectables en los pulmones:

Ratones Metastasis pulmonar n
HER2 (Neu) 22 9
611-F1, F2, F3 56 9

(Se sacrificaron los ratones 3-6 semanas tras la deteccion del tumor mediante palpacion y se monitorizo la aparicion
de metastasis mediante inmunohistoquimica).

El analisis histolégico de las metastasis pulmonares confirmé la expresion de HER2 y la tincion con citoqueratina 18
verificé que las células se originaban del tumor primario. En comparacion con TG HER2, el nimero de animales que
expresan 611-CTF con metastasis detectables fue mas del doble. Esto muestra que los tumores iniciados por este
CTF tienen una tendencia mas pronunciada a invadir los pulmones.

Secuencias
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Met Pro e Trp Lys Phe Pro Asp Gilu Glu Gly Ala Cys GIn Pro Cys
1 5 10 15
Pro lie Asn Cys Thr His Ser Cys Vai Asp Leu Asp Asp Lys Gly Cys
20 25 30
Pro Ala Glu Gin Arg Ala Ser Pro Leu Thr Ser lle Val Ser Ala Val
35 40 45
Val Gly lle Leu Leu Val Val Val Leu Gly Val Val Phe Gly lle Leu
50 55 60
Hle Lys Arg Arg Gin Gln Lys lie Arg Lys Tyr Thr Met Arg Arg Leu
65 70 75 80
Leu GIn Glu Thr Glu Leu Val Glu Pro Leu Thr Pro Ser Gly Ala Met
85 90 95
Pro Asn GIn Ala Gin Met Arg tle Leu Lys Giu Thr Glu Leu Arg Lys
’ 100 - 105 - 110
Vai Lys Val Leu Gly Ser Gly Ala Phe Gly Thr Val Tyr Lys Gly lle
115 120 125
Trp lie Pro Asp Gly Giu Asn Val Lys lie Pro Val Ala lle Lys Val
130 135 140
Leu Arg Glu Asn Thr Ser Pro Lys Ala Asn Lys Gilu lie Leu Asp Glu
145 150 155 160
Ala Tyr Val Met Ala Giy Val Gly Ser Pro Tyr Val Ser Arg Leu Leu
165 170 175
Gly lie Cys Leu Thr Ser Thr Val Gin Leu Val Thr Gin Leu Met Pro
180 185 190 -
Tyr Gly Cys Leu Leu Asp His Val Arg Glu Asn Arg Giy Arg Leu Gly
195 200 205
Ser Gln Asp Leu Leu Asn Trp Cys Met Gin ile Ala Lys Gly Met Ser
210 215 220
Tyr Leu Giu Asp Val Arg Leu Val His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn
225 2306 235 240
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Val Leu Val Lys Ser Pro Asn His Val Lys lie Thr Asp Phe Gly Leu
245 250 255
Ala Arg Leu Leu Asp lle Asp Glu Thr Glu Tyr His Ala Asp Gly Gly
260 265 270
Lys Val Pro lie Lys Trp Met Ala Leu Glu Ser lle Leu Arg Arg Arg
275 280 285
Phe Thr His Gin Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly Val Thr Val Trp Glu
290 295 300
Leu Met Thr Phe Gly Ala Lys Pro Tyr Asp Gly ite Pro Ala Arg Glu
305 310 315 320
lle Pro Asp Leu Leu Glu Lys Gly Giu Arg Leu Pro Gin Pro Pro lie
325 330 335
Cys Thr lie Asp Val Tyr Met lie Met Val Lys Cys Trp Met lie Asp
340 345 350
Ser Glu Cys Arg Pro Arg Phe Arg Glu Leu Val Ser Glu Phe Ser Arg
355 360 365
Met Ala Arg Asp Pro Gin Arg Phe Val Val lle Gin Asn Giu Asp Leu
370 375 380
Gly Pro Ala Ser Pro Leu Asp Ser Thr Phe Tyr Arg Ser Leu Leu Glu
385 390 305 400
Asp Asp Asp Met Gly Asp Leu Val Asp Ala Glu Giu Tyr Leu Val Pro
405 410 415
GIn Gin Gly Phe Phe Cys Pro Asp Pro Ala Pro Gly Ala Gly Gly Met
420 425 430 '
Val His His Arg His Arg Ser Ser Ser Thr Arg Ser Gly Gly Gly Asp
435 440 _ 445
Leu Thr Leu Gly Leu Glu Pro Ser Giu Glu Glu Ala Pro Arg Ser Pro
450 , 455 460
Leu Ala Pro Ser Glu Gly Ala Gly Ser Asp Val Phe Asp Gly Asp Leu
465 470 475 480
Gly Met Gly Aia Ala Lys Gly Leu GIn Ser Leu Pro Thr His Asp Pro
485 - 490 495
Ser Pro Leu GIn Arg Tyr Ser Glu Asp Pro Thr Val Pro Leu Pro Ser
500 505 510
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SEQID NO: 2

SEQID NO: 3

SEQID NO: 4
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Glu Thr Asp Gly Tyr Val Ala Pro Leu Thr Cys Ser Pro Gin Pro Glu
515 520 525
Tyr Val Asn Gin Pro Asp Val Arg Pro Gin Pro Pro Ser Pro Arg Glu
530 535 540
Gly Pro Leu Pro Ala Ala Arg Pro Ala Gly Ala Thr Leu Glu Arg Ala
545 550 555 560
Lys Thr Leu Ser Pro Gly Lys Asn Giy Val Val Lys Asp Val Phe Ala
565 570 575
Phe Gly Gly Ala Val Glu Asn Pro Glu Tyr Leu Thr Pro Gin Gly Gly
580 585 590
Ala Ala Pro Gin Pro His Pro Pro Pro Ala Phe Ser Pro Ala Phe Asp
505 600 605
Asn Leu Tyr Tyr Trp Asp Gin Asp Pro Pro Glu Arg Gly Ala Pro Pro
610 615 620
Ser Thr Phe Lys Gly Thr Pro Thr Ala Glu Asn Pro Glu Tyr Leu Gly
625 630 835 640
Leu Asp Val Pro Val '
645

Met Pro Hle Trp Lys Phe Pro Asp Glu Glu Gly Ala Cys Gin Pro Cys

1 5 10 15
Pro lle Asn Cys Thr His Ser Cys Val Asp Leu Asp Asp Lys Gly Cys
20 25 30
Pro Ala Glu Gin Arg Ala Ser Pro Leu Thr
35 40

Met Pro lle Trp Lys Phe Pro Asp Glu Glu Gly Ala Cys Gin Pro Cys

1 5 10 15

Pro lie Asn Cys Thr His Ser Cys Val Asp Leu Asp Asp Lys Gly Cys
20 25 30

Met Pro lle Trp Lys Phe Pro Asp Glu Glu Gly Ala Ser Gin Pro Ser

1 5 10 15

Pro lle Asn Ser Thr His Ser Ser Val Asp Leu Asp Asp Lys Gly Cys
20 25 30
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Met Pro lle Trp Lys Phe Pro Asp Glu Glu Gly Ala Ser

.!

5

Texto libre de la lista de secuencias

10

SEQ ID NO: 1 Forma truncada o fragmento carboxilo terminal (CTF) de la proteina humana HER2

SEQ ID NO: 2 Epitopo de una forma truncada de la proteina humana HER2

SEQ ID NO: 3 Epitopo de una forma truncada de la proteina humana HER2

SEQ ID NO: 4 Péptido sintético derivado de un epitopo de una forma truncada de la proteina humana HER2

SEQ ID NO: 5 Péptido sintético derivado de un epitopo de una forma truncada de la proteina humana HER2

Lista de secuencias

<110> Fundacié Privada

Institut de Recerca Hospital

Universitari  Vall

Hebron/ Fundacié Privada

Institut

d’Investigacio Oncolégica de Vall Hebron (VHIO)/ Fundacié Privada Instituci6 Catalana de Recerca i Estudis

Avancgats

<120> Método para diagnosticar canceres que expresan el receptor HER2 o sus variantes truncadas

<130> 134353

<150> P200801652
<151> 08-06-2008

<160> 5

<170> PatentIn versién 3.4
<210>1

<211> 645

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Forma truncada o fragmento carboxilo terminal (CTF) de la proteina humana HER2

<400> 1
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Met

Pro

Pro

Val

Ile

65

Leu

Pro

val

Trp

Pro

Ile

Ala

Gly

Lys

Gln

Asn

Lys

Ile
130

Ile

Asn

Glu

35

Ile

Arg

Glu

Gln

val

115

Pro

Trp

Cys

20

Gln

Leu

Arg

Thr

Ala
100

Lys

Thr

Arg

Leu

Gln

Glu

85

Gln

Phe

His

Ala

val

Gln

70

Leu

Met

Leu Gly Ser

Asp

Gly

Glu

Pro

Sexr

Ser

Lys

Val

Arg

Gly

Asn
135
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Asp

Cys

Pro

40

Val

Ile

Glu

Ile

Ala

120

val

Glu

val

25

Leu

Leu

Arg

Pro

Leu

105

Phe

Lys

Glu

10

Asp

Thr

Gly

Lys

Leu

S0

Lys

Gly

Ile

19

Gly

Leu

Ser

Val

Tyr

75

Thr

Glu

Thx

Pro

Ala

AsSp

Ile

Val

60

Thr

Pro

Thr

Vval

Val
140

Cys

Asp

Val

45

Phe

Met

Ser

Glu

Tyr

125

Ala

Gln

Lys

30

Ser

Gly

Arg

Gly

Leu

110

Lys

Ile

Pro

15

Gly

Ala

Ile

Arg

Ala

95

Arg

Gly

Lys

Cys

Cys

Val

Leu

Leu

80

Met

Lys

Ile

Val



Leu

145

Ala

Gly

Tyr

Ser

Tyr

225

VvVal

Ala

Lys

Phe

Leu

305

Ile

Cys

Ser

Met

Gly
385

Arg

Tyr

Ile

Gly

Gln

210

Leu

Leu

val

Thr

280

Met

Pro

Thr

Glu

Ala

370

Pro

Glu

val

Cys

Cys

195

Asp

Glu

val

Leu

Pro

275

His

Thr

Asp

Ile

Cys

355

Arg

Ala

Asn

Met

Leu

180

Leu

Leu

Asp

Lys

Leu

260

Ile

Gln

Phe

Leu

Asp

340

Arg

Asp

Ser

Thr

Ala

165

Thr

Leu

Leu

val

Sex

245

Asp

Lys

Ser

Gly

Leu

325

Val

Pro

Pro

Pro

Ser

150

Gly

Ser

Asp

Agn

Arg

230

Pro

Ile

Trp

Asp

Ala

31¢

Glu

Tyr

Arg

Gln

Leu
380

Pro

val

Thr

His

Trp

215

Leu

Asn

Asp

Met

Val

295

Lys

Lys

Met

Phe

Arg

375

Asp
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Lys

Gly

Vval

vVal

200

Cys

Val

His

Glu

Ala

280

Trp

Pro

Gly

Ile

Arg

360

Phe

Ser

Ala

Ser

Gln

185

Arg

Met

His

val

Thr
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Epitopo de una forma truncada de la proteina humana HER2

<400> 2

Met Pro Ile Trp Lys Phe Pro Asp Glu Glu Gly Ala Cys Gln Pro Cys
1 5 10 15

Pro Ile Asn Cys Thr His Ser Cys Val Asp Leu Asp Asp Lys Gly Cys
20 25 30

Pro Ala Glu Gln Arg Ala Ser Pro Leu Thr
35 40

<210> 3

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Epitopo de una forma truncada de la proteina humana HER2

<400> 3

Met Pro Ile Trp Lys Phe Pro Asp Glu Glu Gly Ala Cys Gln Pro Cys
L 5 10 15

Pro Ile Asn Cys Thr His Ser Cys Val Asp Leu Asp Asp Lys Gly Cys
20 25 30

<210> 4
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético derivado de un epitopo de una forma truncada de la proteina humana HER2

<400> 4

Met Pro Ile Trp Lys Phe Pro Asp Glu Glu Gly Ala Ser Gln Pro Ser
1 5 10 15

Pro Ile Asn Ser Thr His Ser Ser Val Asp Leu Asp Asp Lys Gly Cys
20 25 30

<210>5
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético derivado de un epitopo de una forma truncada de la proteina humana HER2

<400> 5

Met Pro Ile Trp Lys Phe Pro Asp Glu Glu Gly Ala Ser
1 5 10
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REIVINDICACIONES

Anticuerpo o fragmento del mismo que reconoce un epitopo de una forma truncada del receptor HER2
definida por SEQ ID NO: 1, estando dicho epitopo definido por una secuencia incluida en SEQ ID NO: 2, en
el que el anticuerpo o fragmento del mismo es adecuado para distinguir la proteina de SEQ ID NO: 1 del
receptor HER2.

Anticuerpo o fragmento del mismo segun la reivindicacion 1, en el que dicho epitopo es uno incluido en
SEQ ID NO: 3.

Anticuerpo o fragmento segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo o
fragmento del mismo es adecuado para distinguir la proteina de SEQ ID NO: 1 de la forma truncada 648-
CTF/p95 del receptor HER2.

Anticuerpo o fragmento segun la reivindicacion 2 6 3, en el que la distinciéon puede visualizarse mediante
una o mas de inmunofluorescencia, citometria de flujo, inmunohistoquimica en células cultivadas e
inmunohistoquimica en muestras de pacientes.

Anticuerpo o fragmento del mismo segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, que es un
anticuerpo policlonal.

Anticuerpo o fragmento del mismo segun una o mas de las reivindicaciones 1 a 4, que es un anticuerpo
monoclonal o un fragmento del mismo.

Anticuerpo o fragmento del mismo segun la reivindicacion 6, producido por la linea celular de hibridoma
depositada en la “Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellen - DSMZ” con numero de registro
DSM ACC2904 o la linea celular de hibridoma depositada en la “Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellen - DSMZ” con numero de registro DSM ACC2980.

Anticuerpo o fragmento seguin una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que el fragmento es uno
seleccionado del grupo formado por F(ab), F(ab’) y Fv.

Hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal segun la reivindicacién 6 6 7.

Péptido que consiste en SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4, que esta opcionalmente conjugado con un
inmunogeno, para su uso en un método para producir un anticuerpo segin una o mas de las
reivindicaciones 1 6 2, método que implica la inmunizacién con dicho péptido.

Método para obtener un anticuerpo monoclonal, en el que la linea celular de hibridoma segun la
reivindicacion 9 se hace crecer en un medio de cultivo adecuado y el anticuerpo monoclonal se recupera de
este medio.

Método de diagnodstico de cancer, que comprende la deteccion de la presencia de la forma truncada del
receptor HER2 que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1 en una muestra de paciente, en
el que la deteccién se lleva a cabo con medios seleccionados independientemente del grupo que
comprende:

(i) deteccion a través de migracion diferencial de la forma truncada del receptor HER2 que consiste
en SEQ ID NO: 1, en relacién con una forma completa de dicho receptor HER2; y

(ii) deteccion mediante la unién con uno o mas anticuerpos segun una o mas de las reivindicaciones 1
a11.

Método segun la reivindicacion 12, que es un método de prondstico que permite el prondstico de la
evolucion del crecimiento tumoral y/o metastasis.

Uso de un anticuerpo o un fragmento del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para el
diagndstico y la determinacion del prondstico en muestras aisladas de canceres en los que se expresa el
receptor HER2.

Agente para el diagnéstico y la determinacion del prondstico en muestras aisladas de canceres del tipo que
expresan el receptor HER2 o sus variantes truncadas, que comprende al menos un anticuerpo o un
fragmento del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

Agente para el diagnoéstico segun la reivindicacion 15, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo se
dispone sobre un soporte soélido.
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Kit para el diagndstico y la determinacion del prondstico en muestras aisladas de canceres del tipo que
expresan el receptor HER2 o sus variantes truncadas, que comprende el anticuerpo o un fragmento del
mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para detectar la presencia de la forma truncada
del receptor HER2 que consiste en la SEQ ID NO: 1 en la muestra.

Kit para el diagnostico y la determinacion del prondstico segun la reivindicacion 17, en el que los medios de
deteccion comprenden al menos un agente segun las reivindicaciones 15 6 16.

Kit para el diagnostico y la determinacion del prondstico segun la reivindicacion 17, en el que los medios de
deteccion consisten en la deteccion mediante migracion diferencial de la forma truncada del receptor HER2
de SEQ ID NO: 1, en relacién con la forma completa de dicho receptor HER2.

Anticuerpo o fragmento del mismo segun una o mas de las reivindicaciones 1 a 9, para uso terapéutico.

Anticuerpo o fragmento segun la reivindicacion 20, para su uso en el tratamiento o la prevencion de
canceres en los que se expresa al menos la forma truncada del receptor HER2 que consiste en SEQ ID NO:
1.

Anticuerpo o fragmento segun la reivindicacién 21, para su uso en el tratamiento o la prevencion de
canceres de mama en mamiferos, incluyendo seres humanos.

Anticuerpo o fragmento segun una o mas de las reivindicaciones 21, para su uso en el tratamiento o la
prevencion de canceres seleccionados del grupo que comprende cancer de pulmén, pancreas, colon,
estdmago, prostata, cabeza y cuello, piel, rifién, testiculo, tiroides, vejiga urinaria, Gtero, vulva, endometrio,
ovario, eséfago, boca, glandula salival, laringe, peritoneo, regidon nasofaringea, trompas de Falopio, tumores
de Wilms, asi como linfomas, sarcomas de Swing, sarcoma sinovial, meduloblastomas, tumores
trofoblasticos, gliomas, glioblastomas, colangiocarcinomas, colesteatoma, condrosarcoma, ependimoma,
neurilemomas, neuromas, rabdomiosarcomas.

Uso de un anticuerpo o fragmento del mismo segun una o mas de las reivindicaciones 1 a 8, para la
fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento del cancer en el que al menos se expresa la forma
truncada del receptor HER2 que consiste en SEQ ID NO: 1.

Composicion farmacéutica para el tratamiento de canceres en la que al menos se expresa la forma
truncada del receptor HER2 que contiene la SEQ ID NO: 1, caracterizada porque comprende un anticuerpo
o un fragmento del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y al menos un excipiente y/o
vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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