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DESCRIPCION

Métodos de determinacion de la respuesta del paciente mediante la medicion de Her-3
Antecedentes de lainvencién

Por lo general, un biomarcador presenta una caracteristica que se puede medir y evaluar de forma objetiva
como un indicador de procesos hioldégicos normales, procesos patégenos o respuestas farmacoldgicas a una
intervencion terapéutica. Véase Atkinson et al, 2001, Clin. Pharmacol. Ther. 69:89-95. Los biomarcadores
varian en gran medida por lo que respecta a su naturaleza, facilidad de medicién y correlacion con estados
fisiolégicos de interés. Véase, por ejemplo, Frank et al, 2003, Nature Reviews Drug Discovery 2:566-580. En
general, se cree que el desarrollo de nuevos biomarcadores validados conducird tanto a una reduccién
significativa de los costes de desarrollo de farmacos y sanitarios como a importantes mejoras en el tratamiento
de diversas enfermedades y afecciones. Por ello, se ha dedicado un gran esfuerzo al uso de las nuevas
tecnologias para encontrar nuevas clases de biomarcadores. Véase, por ejemplo, Petricoin etal., 2002, Nature
Reviews Drug Discovery, 1:683-695; y Sidransky, 2002, Nature Reviews Cancer 2:210-219; Ludwig y
Weinstein, 2005, Nature Reviews Cancer 5:845-856; Lee et al, 2007, Adv. Cancer. Res., 96:269-298; Dhani y
Siu, 2008, Cancer Metastasis Rev. 27:339-349; Cardenet al., 2009, Clin. Pharmacol. Ther. 85:131- 133.

Las interacciones de los componentes de la membrana de la superficie celular desempefian funciones
fundamentales en la transmicion de sefiales extracelulares a una célula, tanto en la fisiologia normal como en
estados patolégicos. En particular, muchos tipos de receptores de superficie celular se someten a dimerizacién,
oligomerizacion o agrupacion en relaciéon con la transduccidon de una sefal o evento extracelular en una
respuesta celular, como, por ejemplo, proliferacién, aumento o disminuciéon de la expresién genética o
similares. Véase, por ejemplo, George et al, 2002, Nature Reviews Drug Discovery 1:808-820; Mellado et al,
2001, Ann. Rev. Immunol. 19:397-421; Schlessinger, 2000, Cell 103:211-225; y Yarden, 2001, Eur. J. Cancer
37:S3-S8. La funcion de estos eventos en las enfermedades, como el cancer, ha sido objeto de una intensa
investigacion y ha conducido al desarrollo de varios farmacos nuevos y candidatos a farmacos. Véase, por
ejemplo, Herbst y Shin, 2002, Cancer 94:1593-1611; Yarden y Sliwkowski, 2001, Nature Reviews Molecular
Cell Biology 2:127-137; McCormick, 1999, Trends in Cell Biology 9:53-56 (1999); y Blume-Jensen y Hunter,
2001, Nature 411:355-365.

Los niveles de expresion de los receptores de superficie celular, tales como Her-2 en el cancer de mama, se
han utilizado como biomarcadores, especialmente para determinar el pronéstico de un paciente o si un
paciente respondera o no a determinados tratamientos. Por otra parte, las tirosina quinasas oncogénicas, como
miembros de la familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico, han proporcionado objetivos para el
desarrollo de farmacos. Sin embargo, los inhibidores de la tirosina quinasa dirigidos a EGFR y Her-2 han
demostrado una menor eficacia clinica de lo que anticipaban los prometedores estudios preclinicos, lo que ha
despertado el interés en otros miembros de la familia de los EGFR, como Her-3, en parte por su valor para el
prondstico como biomarcadores y en parte debido a sus interacciones con otros miembros de la familia, que
conduzcan a nuevos objetivos de farmacos potenciales. Véase Menendez y Lupu, 2007, Breast Cancer
Research 9:111; Lee-Hoeflich et al, 2008, Cancer Res 68:5878-5887; Fuchs et ah, 2006, Anticancer Res.
26:4397-4402; Sergina et al., 2007, Nature 445:437-441; y Tovey et al., 2006, J. Pathol. 210:358-362.

En ocasiones el Her-3 presenta unos niveles de expresion excesivos en los pacientes con cancer de mama,
céncer colorrectal, cancer de pulmén no microcitico, melanoma, cancer de faringe, cancer pancreatico, cancer
esofagico, glioma, carcinoma del tracto biliar, colangiocarcinoma, cancer gastrico, cancer de endometrio,
cancer de vesicula biliar, carcinoma de células escamosas o carcinoma de células basales. Se han utilizado
analisis inmunohistoquimicos (IHC) convencionales o por hibridacién fluorescente in situ (FISH) para detectar
esta sobreexpresion de Her-3. Lamentablemente, los andlisis de IHC y FISH presentan ciertas limitaciones
como herramientas de diagnéstico, dado que no son necesariamente precisos y se prestan a diferentes
interpretaciones por parte de los distintos miembros del personal de laboratorio. En la actualidad no se dispone
de ningn método que permita evaluar de forma exacta el nivel de Her-3. La llegada de un método cuantitativo
para medir Her-3 facilitaria la capacidad para determinar de forma precisa el pronéstico de un paciente con
cancer o si es probable que el paciente responda a un determinado tratamiento. Véase Mosesson et al., 2004,
Semin. Cancer. Biol. 14:262-270. AN Mukherjee, J. Pannu, L. Cao, S. Gangakhedkar, Y. Tan, R. Dua, H. Tabhir,
A. Chenna, M. Tang y S. Singh, Proc Amer Assoc Cancer Res, Volumen 46, 2005, Abstract #3688, divulga
correlaciones entre el estado de activacion de ErbB y la respuesta clinica en pacientes con cancer de mama
tratados con Herceptin.

Resumen de la invencién

La invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas. En el presente se divulga un método para medir
yl/o cuantificar la presencia y/o la cantidad de Her-3 y/o Her-3 en un complejo en una muestra, de forma que el
método consiste en suministrar una muestra y determinar la presencia y/o cantidad de Her-3 y/o Her-3 en un
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complejo en la muestra. En determinadas realizaciones, la cantidad de Her-3 se encuentra por encima de un
primer umbral, de forma que la muestra es clasificada como una muestra con una cantidad "elevada” de Her-3
(por ejemplo, Her-3 total y/o homodimeros de Her-3 y/o heterodimeros de Her-3). En algunas realizaciones, el
valor del primer umbral para Her-3 es un Her-3 total (H3T) de > 0,158 y un valor de Her-3 bajo se encuentra
por debajo de este umbral. También se pueden utilizar otros rangos, en funcion de la cohorte del paciente y/o
del evento significativo que se va a controlar. Por tanto, cada uno de los valores de los umbrales y/o rangos de
los umbrales que se describen en el presente pueden variar en aproximadamente 0,5 unidades logaritmicas o
menos en una escala logaritmica y/o en un 25% o menos en una escala lineal (es decir, ser <25% mayores y/o
<25% menores que los rangos especificos divulgados en el presente), o en aproximadamente un 20% o
menos, 0 en aproximadamente un 15% o menos, 0 en aproximadamente un 10% o0 menos, 0 en
aproximadamente un 5% o0 menos.

En una realizacién preferible, la muestra es una muestra biolégica. En una realizacién preferible, la muestra es
una muestra de tejido. En una realizacién preferible, la muestra es una muestra de tejido fresco, una muestra
fijada, una muestra congelada o un lisado. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de tumor.
En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de tejido de tumor congelado. En una realizacién
preferible, la muestra comprende un lisado de tumor de una muestra de tumor fresca o congelada. En una
realizacion preferible, la muestra es una muestra FFPE o FFPE solubilizada. En una realizacion preferible, la
muestra comprende una muestra de cancer de mama. En determinadas realizaciones, el cdncer de mama es
un cancer de mama en un estadio temprano (es decir, adyuvante) o un cancer de mama metastasico.

En determinadas realizaciones de cada uno de los métodos y/o aspectos divulgados en el presente, el método
comprende la deteccién de otros biomarcadores en la muestra. Por ejemplo, se pueden medir otros
biomarcadores tales como Her-2 y/o p95. O bien, estos otros biomarcadores pueden ser uno de los siguientes:
FOXM1, PRAME, Bc12, STK15, CEGP1, Ki-67, GSTM1, CA9, PR, BBC3, NME1, SURV, GAT A3, TFRC, YB-
1, DPYD, GSTM3, RPS6KB1, Src, Chkl, ID1, EstRI, p27, CCNB1, XIAP, Chk2, CDC25B, IGF1R, AK055699,
P13KC2A, TGFB3, BAGI1, CYP3A4, EpCAM, VEGFC, pS2, hENT1, WISP1, HNF3A, NFKBp65, BRCA2,
EGFR, TK1, VDR, Contig51037, pENT1, EPHX1, IF1A, CDH1, HIFla, IGFBP3; CTSB, Her3 o DIABLO. En
determinadas realizaciones, el otro biomarcador puede ser VEGF, CD31, KDR, p95, o Her-2.

En determinadas realizaciones de cada uno de los métodos y/o aspectos divulgados en el presente, el nivel de
expresion de Her-2 en el cancer de mama es elevado. En determinadas realizaciones, una expresion de Her-2
elevada es un log10H2T = a aproximadamente 1,14 - 1,25. En determinadas realizaciones, la expresion
elevada de Her-2 comprende una expresion que es muy elevada y/o moderadamente elevada. En
determinadas realizaciones, la expresion muy elevada de Her-2 es un loglOH2T = a aproximadamente 1,84 -
2,21. En determinadas realizaciones de cada uno de los métodos divulgados en el presente, la expresion
moderadamente elevada se encuentra entre 1,14 - 1,25 y 1,84-2,21 (es decir, 21,14 - 1,25 y < 1,84 - 2,21).
También se pueden utilizar otros rangos, en funcion de la cohorte del paciente y/o del evento significativo que
se va a controlar. Por tanto, cada uno de los valores de los umbrales y/o rangos de los umbrales que se
describen en el presente pueden variar en aproximadamente 0,5 unidades logaritmicas o0 menos en una escala
logaritmica y/o en un 25% o menos en una escala lineal (es decir, ser <25% mayores y/o <25% menores que
los rangos concretos divulgados en el presente), o en aproximadamente un 20% 0 menos, O en
aproximadamente un 15% o menos, o en aproximadamente un 10% o menos, o en aproximadamente un 5% o
menos.

Asimismo, en determinadas realizaciones de cada uno de los métodos y/o aspectos de la invencion divulgados
en el presente, el nivel de p95 se puede evaluar como alto o bajo. En algunas realizaciones el valor del primer
umbral para p95 es un valor de p95 total = 90 (en una escala lineal) y un valor de p95 bajo se encuentra por
debajo de este umbral. También se pueden utilizar otros rangos, en funcién de la cohorte del paciente y/o del
evento significativo que se va a controlar. Por tanto, cada uno de los valores de los umbrales y/o rangos de los
umbrales que se describen en el presente pueden variar en aproximadamente 0,5 unidades logaritmicas o
menos en una escala logaritmica y/o en un 25% o menos en una escala lineal (es decir, ser <25% mayores y/o
<25% menores que los rangos concretos divulgados en el presente), o en aproximadamente un 20% o menos,
0 en aproximadamente un 15% o menos, o en aproximadamente un 10% o menos, 0 en aproximadamente un
5% 0 menos.

En determinadas realizaciones, si el nivel de Her-3 es elevado, es menos probable o poco probable que el
paciente responda a la terapia seleccionada. En determinadas realizaciones, si el nivel de Her-3 es bajo, es
mas probable que el paciente responda a la terapia seleccionada. En determinadas realizaciones, la terapia es
un agente que actla sobre Her. En determinadas realizaciones, la terapia es al menos un agente que actua
sobre Her-2 o un agente dirigido a Her-3.

Por tanto, en determinadas realizaciones de cada uno de los métodos y aspectos de la invencion divulgados en
el presente, el método consiste en medir en una muestra bioldgica del cancer del sujeto una cantidad de Her-2
y/o homodimeros de her-2, donde si la cantidad de Her-2 y/o homodimeros de Her-2 es moderadamente
elevada y la expresion de Her-3 es baja, entonces es probable que el paciente responda al agente que actia
sobre Her-2 y/o que el paciente tenga una evolucién prolongada. En determinadas realizaciones, el método
consiste en medir en una muestra biolégica del cancer del sujeto una cantidad de Her-2 y/o homodimeros de
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Her-2, donde si la cantidad de Her-2 y/o homodimeros de Her-2 es moderadamente elevada y la expresién de
Her-3 es alta, entonces es poco probable que el paciente responda al agente que actia sobre Her-2 y/o que el
paciente tenga una evolucién breve.

Adicional y/o alternativamente, en determinadas realizaciones de cada uno de los métodos y aspectos de la
invencién divulgados en el presente, el método consiste en medir en una muestra biolégica del cancer del
paciente una cantidad de p95, donde si la cantidad de p95 y la expresion de Her-3 es baja, entonces es
probable que el paciente responda al agente de accion terapéutica y/o que el paciente tenga una evolucion
prolongada. En una realizacién, el paciente también presenta un nivel elevado (0 moderadamente elevado) de
Her-2. En determinadas realizaciones, el método consiste en medir en una muestra biolégica del cancer del
sujeto una cantidad de Her-2 y/o homodimeros de Her-2, donde si la cantidad de Her-2 y/o homodimeros de
Her-2 es elevada o moderadamente elevada y la expresion de Her-3 y/o la expresion de p95 es elevada,
entonces es poco probable que el paciente responda al agente que actla sobre Her-2 y/o que el paciente
tenga una evolucién breve.

En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de sangre, plasma o linfocitos. En una realizacién
preferible, la muestra de sangre o plasma contiene células tumorales en circulacion. En una realizacion
preferible, la muestra comprende lineas de células. En una realizacidon preferible, la medicidon puede ser
cuantitativa en un rango amplio.

El método consiste en mezclar la muestra con un compuesto de unién y determinar la presencia y/o cantidad
del compuesto de unién unido a Her-3 y/o Her-3 en un complejo. EI compuesto de uniébn se une
especificamente a Her-3. El compuesto de uniébn comprende un anticuerpo. El anticuerpo actda contra uno de
los péptidos que tiene las SEC. ID. N° 1-8 que se establecen en el Ejemplo 2 y se muestran en la Figura 2A. El
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que comprende a) una regién variable de cadena ligera que
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 13,14 y 15,
respectivamente, y b) una region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDRS3 con las
secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 16,17 y 18, respectivamente; y/o un anticuerpo monoclonal que
comprende a) una region variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias
que se recogen en las SEC. ID. N° 19,20 y 21, respectivamente, y b) una regioén variable de cadena pesada
que comprende CDR1, CDR2 y CDRS3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 22, 23 y 24,
respectivamente, o el anticuerpo es el anticuerpo con la secuencia de aminoacidos que tiene las SEC. ID. N° 9
y 11 que se recogen en la Tabla 1 (véase la Descripcidon detallada) para las cadenas ligera y pesada,
respectivamente, y/o las SEC. ID. N° 10 y 12 que se recogen en la Tabla 1 (véase la Descripcion detallada)
para las cadenas ligera y pesada, respectivamente. En una realizacion preferible, el método consiste en
mezclar i) una muestra que puede contener Her-3 y/o Her-3 en un complejo; ii) una sonda de proximidad que
es capaz de unirse a Her-3, donde la sonda de proximidad tiene una proximidad efectiva; y iii) al menos un
compuesto de union, de forma que el compuesto o los compuestos de union son capaces de unirse a Her-3 y
de tener una o mas moléculas de sefalizaciébn unidas, donde la unién de la sonda de proximidad y el
compuesto de uniéon dentro de la proximidad efectiva produce una sefial de las etiquetas moleculares que se
correlaciona con la presencia y/o cantidad de Her-3 y/o Her-3 en un complejo. En una realizacion preferible, la
sonda de proximidad y/o el compuesto de unién es capaz de unirse especificamente a Her-3 o al menos al otro
analito o analitos. En una realizacidn preferible, la sonda de proximidad y/o el compuesto de unién comprenden
también un anticuerpo y cada anticuerpo se puede unir a un epitopo especifico en Her-3. En una realizacion
preferible, el anticuerpo actda contra uno de los péptidos que tiene las SEC. ID. N° 1-8 que se recogen en el
Ejemplo 2 y se muestran en la Figura 2A. El anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que comprende a) una
region variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en
las SEC. ID. N° 13,14 y 15, respectivamente, y b) una regién variable de cadena pesada que comprende
CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 16, 17 y 18, respectivamente; y/o
un anticuerpo monoclonal que comprende a) una region variable de cadena ligera que comprende GDR1,
GDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 19, 20 y 21, respectivamente, y b) una
region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen
en las SEC. ID. N° 22, 23 y 24, respectivamente, o el anticuerpo es el anticuerpo con la secuencia de
aminoacidos que tienen las SEC. ID. N° 9 y 11 que se recogen en la Tabla 1 (véase la Descripcion detallada)
para las cadenas ligera y pesada, respectivamente, y/o las SEC. ID. N° 10 y 12 que se recogen en la Tabla 1
(véase la Descripcion detallada) para las cadenas ligera y pesada, respectivamente. En una realizacion
preferible, la muestra es una muestra biolégica. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de
tejido. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra fijada, congelada o un lisado. En una
realizacion preferible, la muestra es una muestra de tumor. En una realizacion preferible, la muestra es una
muestra de tejido de tumor congelado. En una realizacion preferible, la muestra comprende un lisado de tumor.
En una realizacion preferible, la muestra comprende una muestra de cancer de mama. En una realizacion
preferible, la muestra es una muestra FFPE o FFPE solubilizada. En una realizacion preferible, la muestra es
una muestra de sangre, plasma o linfocitos. En una realizacion preferible, la muestra de sangre o plasma
contiene células tumorales en circulacidon. En una realizacién preferible, la muestra comprende lineas de
células. En una realizacién preferible, la medicibn puede ser cuantitativa en un rango amplio. En una
realizacién preferible, el rango dindmico amplio es aproximadamente de 2 logaritmos. En una realizacion mas
preferible, el rango dinamico amplio es aproximadamente de 1-1,5 logaritmos en muestras de cancer de mama.
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En una realizacién preferible, el método proporciona un continuum cuantitativo de la expresién de Her-3. En
una realizacién preferible, la medicion o la cantidad es sensible como minimo a entre 1000 receptores por
célula y 200 000 receptores por célula aproximadamente, segun se ha determinado con estudios de
precisionrealizados con modelos de lineas de células bien caracterizadas y tecnologias de validacion
contrastada como ELISA y citometria de flujo. En una realizacion preferible, la medicion o la cantidad es
sensible a al menos entre 5000 y 200 000 receptores por célula aproximadamente. En una realizacion
preferible, la mediciéon o la cantidad es sensible a al menos entre 10 000 y 200 000 receptores por célula
aproximadamente. En una realizacion preferible, la medicién o la cantidad es sensible a al menos entre 25 000
y 200 000 receptores por célula aproximadamente. En una realizacién preferible, la medicion es especifica,
segln se ha determinado utilizando anticuerpos de control del isotipo y comparaciones con métodos
convencionales de IHC.

En una realizacion preferible, la sonda de proximidad comprende un anticuerpo y un primer acido nucleico y el
compuesto de unién comprende un anticuerpo y un segundo acido nucleico, donde el primer y el segundo
acido nucleico son complementarios entre si y capaces de hibridarse para determinar la proximidad efectiva y
producir la sefial, directa o indirectamente, a través de la hibridacién. En una realizacion preferible, la sonda de
proximidad y/o el compuesto de unién son capaces de unirse especificamente a Her-3. En una realizacion
preferible, el compuesto de union y/o la sonda de proximidad comprenden también un anticuerpo y cada
anticuerpo se une a un epitopo diferente en Her-3. En una realizacion preferible, el anticuerpo actta contra uno
de los péptidos que tiene las SEC. ID. N° 6-8, tal y como se establece en el Ejemplo 2 y se muestra en la
Figura 2A. El anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que comprende a) una regién variable de cadena ligera
que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 13, 14 y 15,
respectivamente, y b) una region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las
secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 16, 17 y 18, respectivamente; y/o un anticuerpo monoclonal que
comprende a) una region variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias
que se recogen en las SEC. ID. N° 19, 20 y 21, respectivamente, y b) una region variable de cadena pesada
que comprende CDR1, CDR2 y CDRS3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 22, 23 y 24,
respectivamente; o el anticuerpo es el anticuerpo con la secuencia de aminoacidos que tiene las SEC. ID. N° 9
y 11, tal y como se recoge en la Tabla 1 (véase la Descripcion detallada) para las cadenas ligera y pesada,
respectivamente; y/o las SEC. ID. N° 10 y 12 que se recogen en la Tabla 1 (véase la Descripcion detallada)
para las cadenas ligera y pesada, respectivamente. En una realizacién preferible, la muestra es una muestra
biolégica. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de tejido. En una realizacion preferible, la
muestra es una muestra fijada, congelada o un lisado. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra
de tumor. En una realizacién preferible, la muestra es una muestra de tejido de tumor congelado. En una
realizacion preferible, la muestra comprende un lisado de tumor. En una realizacién preferible, la muestra
comprende una muestra de cancer de mama. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra FFPE o
FFPE solubilizada. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de sangre, plasma o linfocitos. En
una realizacion preferible, la muestra de sangre o plasma contiene células tumorales en circulacién. En una
realizacion preferible, la muestra comprende lineas de células. En una realizacién preferible, la medicion puede
ser cuantitativa en un rango amplio. En una realizacion preferible, el rango dinamico amplio es
aproximadamente de 2 logaritmos. En una realizacion mas preferible, el rango dinamico amplio es
aproximadamente de 1-1,5 logaritmos en muestras de cancer de mama. En una realizacién preferible, el
método proporciona un continuum cuantitativo de la expresion de Her-3. En una realizacion preferible, la
medicion o la cantidad es sensible como minimo a entre 1000 receptores por célula y 200 000 receptores por
célula aproximadamente, segun se ha determinado con estudios de precisidn realizados con modelos de lineas
de células bien caracterizadas y tecnologias de validacion contrastada como ELISA y la citometria de flujo. En
una realizacion preferible, la medicion o la cantidad es sensible a al menos entre 5000 y 200 000 receptores
por célula aproximadamente. En una realizacion preferible, la medicion o la cantidad es sensible a al menos
entre 10 000 y 200 000 receptores por célula aproximadamente. En una realizacion preferible, la medicién o la
cantidad es sensible a al menos entre 25 000 y 200 000 receptores por célula aproximadamente. En una
realizacion preferible, la medicién es especifica, segun se ha determinado utilizando anticuerpos de control del
isotipo y comparaciones con métodos convencionales de IHC.

En una realizacién preferible, la sonda de proximidad comprende una sonda de clivaje que tiene una fraccién
que induce el clivaje y el compuesto de union o los compuestos de unidn tienen una o mas etiquetas
moleculares unidas al compuesto de unién mediante un enlace clivable, donde el enlace clivable se puede
clivar dentro de la proximidad efectiva, lo que produce una sefal que esta correlacionada con la presencia y/o
cantidad de Her-3. En una realizacion preferible, la sonda de clivaje y/o el compuesto de unién son capaces de
unirse especificamente a Her-3. En una realizacion preferible, el compuesto de union y/o la sonda de
proximidad comprenden también un anticuerpo y cada anticuerpo se une a un epitopo diferente en Her-3. En
una realizacion preferible, el anticuerpo actlia contra uno de los péptidos que tiene las SEC. ID. N° 6-8, tal y
como se establece en el Ejemplo 2 y se muestra en la Figura 2A. El anticuerpo es un anticuerpo monoclonal
que comprende a) una regién variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las
secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 13, 14 y 15, respectivamente, y b) una regién variable de
cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N°
16, 17 y 18, respectivamente; y/o un anticuerpo monoclonal que comprende a) una region variable de cadena
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ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 19, 20 y
21, respectivamente, y b) una regién variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las
secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 22, 23 y 24, respectivamente; o el anticuerpo es el anticuerpo
con la secuencia de aminoacidos que tiene las SEC. ID. N° 9y 11, tal y como se recoge en la Tabla 1 (véase la
Descripcion detallada) para las cadenas ligera y pesada, respectivamente; y/o las SEC. ID. N° 10 y 12 que se
recogen en la Tabla 1 (véase la Descripcion Detallada) para las cadenas ligera y pesada, respectivamente. En
una realizacion preferible, la muestra es una muestra bioldgica. En una realizacién preferible, la muestra es
una muestra de tejido. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra fijada, congelada o un lisado.
En una realizacién preferible, la muestra es una muestra de tumor. En una realizacién preferible, la muestra es
una muestra de tejido de tumor congelado. En una realizacién preferible, la muestra comprende un lisado de
tumor. En una realizacion preferible, la muestra comprende una muestra de cancer de mama. En una
realizacion preferible, la muestra es una muestra FFPE o FFPE solubilizada. En una realizacion preferible, la
muestra es una muestra de sangre, plasma o linfocitos. En una realizacion preferible, la muestra de sangre o
plasma contiene células tumorales en circulacién. En una realizacién preferible, la muestra comprende lineas
de células. En una realizacion preferible, la medicién puede ser cuantitativa en un rango amplio. En una
realizacion preferible, el rango dindmico amplio es aproximadamente de 2 logaritmos. En una realizacién mas
preferible, el rango dindmico amplio es aproximadamente de 1-1,5 logaritmos en muestras de cancer de mama.
En una realizaciéon preferible, el método proporciona un continuum cuantitativo de la expresion de Her-3. En
una realizacion preferible, la medicion o la cantidad es sensible como minimo a entre 1000 receptores por
célula y 200 000 receptores por célula aproximadamente, segun se ha determinado con estudios de precision
realizados con modelos de lineas de células bien caracterizadas y tecnologias de validacion contrastada como
ELISA y citometria de flujo. En una realizacién preferible, la medicién o la cantidad es sensible a al menos
entre 5000 y 200 000 receptores por célula aproximadamente. En una realizacion preferible, la medicién o la
cantidad es sensible a al menos entre 10 000 y 200 000 receptores por célula aproximadamente. En una
realizacion preferible, la medicion o la cantidad es sensible a al menos entre 25 000 y 200 000 receptores por
célula aproximadamente. En una realizacion preferible, la medicién es especifica, segun se ha determinado
utilizando anticuerpos de control del isotipo y comparaciones con métodos convencionales de IHC.

En un segundo aspecto, se divulga un método para determinar si un sujeto que padece cancer es probable que
responda al tratamiento con una terapia seleccionada, para predecir la evolucion temporal de la enfermedad
ylo predecir la probabilidad de que se produzca un evento significativo durante la evolucién del cancer del
sujeto, que consiste en medir en una muestra biolégica del cancer del sujeto una cantidad de Her-3, donde el
método depende del nivel de Her-3. En determinadas realizaciones, si el nivel de Her-3 es elevado, es menos
probable o poco probable que el paciente responda a la terapia seleccionada. En determinadas realizaciones,
si el nivel de Her-3 es bajo, es mas probable que el paciente responda a la terapia seleccionada. En
determinadas realizaciones, tal y como se describe mas detalladamente en el presente, la terapia es un agente
que actua sobre Her. En otras realizaciones, la terapia es al menos un agente que actla sobre Her-2 o bien un
agente dirigido hacia Her-3. En determinadas realizaciones, la cantidad de Her-3 se encuentra por encima de
un primer umbral, de forma que la muestra es clasificada como una muestra con una cantidad "elevada" de
Her-3 (por ejemplo, Her-3 total y/o homodimeros de Her-3 y/o heterodimeros de Her-3). En algunas
realizaciones, el valor del primer umbral para Her-3 es un total de Her-3 (H3T) = 0,158 y un valor de Her-3 bajo
se sitla por debajo de este umbral. También se pueden utilizar otros rangos, en funcion de la cohorte del
paciente y/o del evento significativo que se va a controlar. Por tanto, cada uno de los valores de los umbrales
ylo rangos de los umbrales que se describen en el presente pueden variar en aproximadamente 0,5 unidades
logaritmicas o menos en una escala logaritmica y/o en un 25% o menos en una escala lineal (es decir, ser
<25% mayores y/o <25% menores que los rangos concretos divulgados en el presente), o en
aproximadamente un 20% o menos, 0 en aproximadamente un 15% o menos, o en aproximadamente un 10%
0 menos, 0 en aproximadamente un 5% o menos.

En una realizacién preferible, el cancer del sujeto es cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de ovario,
cancer de vejiga, cancer de prostata, cancer de pulmén no microcitico, melanoma, cancer de faringe, cancer
de pancreas, cancer de esodfago, glioma, carcinoma del tracto biliar, colangiocarcinoma, cancer gastrico,
cancer de endometrio, cancer de la vesicula biliar, carcinoma de células escamosas o carcinoma de células
basales. En una realizacion preferible, el cancer del sujeto es un cancer de mama, melanoma, carcinoma
sinovial, cancer colorrectal o cancer de ovario. En una realizacion preferible, el cancer del sujeto es un cancer
de mama positivo en Her-2. En determinadas realizaciones, el cancer de mama es un cancer de mama en un
estadio temprano (es decir, adyuvante) o un cancer de mama metastasico.

Como se ha sefialado anteriormente, en determinadas realizaciones el método comprende la deteccién de
otros biomarcadores en la muestra. Por ejemplo, se pueden medir otros biomarcadores tales como Her-2 y/o
p95. O bien, estos otros biomarcadores pueden ser al menos uno de los siguientes: FOXM1, PRAME, Bc12,
STK15, CEGP1, Ki-67, GSTM1, CA9, PR, BBC3, NME1, SURV, GAT A3, TFRC, YB-1, DPYD, GSTM3,
RPS6KB1, Src, Chkl, ID1, EstRI, p27, CCNB1, XIAP, Chk2, CDC25B, IGF1R, AK055699, P13KC2A, TGFB3,
BAGI1, CYP3A4, EpCAM, VEGFC, pS2, hENT1, WISP1, HNF3A, NFKBp65, BRCA2, EGFR, TK1, VDR,
Contig51037, pENT1, EPHX1, IF1A, CDH1, HIFla, IGFBP3; CTSB, Her3 o DIABLO. En determinadas
realizaciones, el otro biomarcador puede ser VEGF, CD31, KDR, p95, o Her-2.
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En determinadas realizaciones, el nivel de expresion de Her-2 en el cancer de mama es elevado. En
determinadas realizaciones, una expresion de Her-2 elevada es un loglOH2T = 1,14-1,25 aproximadamente.
En determinadas realizaciones, la expresion elevada de Her-2 comprende una expresion que es muy elevada
y/o moderadamente elevada. En determinadas realizaciones, la expresiéon muy elevada de Her 2 es un
loglOH2T = 1,84 -2,21 aproximadamente. En determinadas realizaciones de cada uno de los métodos
divulgados en el presente, la expresion moderadamente elevada se encuentra entre 1,14-1,25y 1,84-2,21 (es
decir, 21,14 - 1,25 y < 1,84 - 2,21). También se pueden utilizar otros rangos, en funcién de la cohorte del
paciente y/o del evento significativo que se va a controlar. Por tanto, cada uno de los valores de los umbrales
ylo rangos de los umbrales que se describen en el presente pueden variar en aproximadamente 0,5 unidades
logaritmicas o menos en una escala logaritmica y/o en un 25% o0 menos en una escala lineal (es decir, ser
<25% mayores y/o <25% menores que los rangos concretos divulgados en el presente), o en
aproximadamente un 20% o menos, o en aproximadamente un 15% o menos, o en aproximadamente un 10%
0 menos, o0 en aproximadamente un 5% o menos.

Por otra parte, en determinadas realizaciones el nivel de p95 también se puede valorar como alto o bajo. En
algunas realizaciones el valor del primer umbral para p95 es un valor total de p95 = o = 90 (en una escala
lineal) y un valor de p95 bajo se sitla por debajo de este umbral. También se pueden utilizar otros rangos, en
funcion de la cohorte del paciente y/o del evento significativo que se va a controlar. Por tanto, cada uno de los
valores de los umbrales y/o rangos de los umbrales que se describen en el presente pueden variar en
aproximadamente en un 25% o menos (es decir, ser <25% mayores y/o <25% menores que los rangos
concretos divulgados en el presente), o en aproximadamente un 20% o menos, 0 en aproximadamente un 15%
0 menos, o en aproximadamente un 10% o menos, o en aproximadamente un 5% o0 menos.

En determinadas realizaciones, si el nivel de Her-3 es elevado, es menos probable o poco probable que el
paciente responda a la terapia seleccionada. En determinadas realizaciones, si el nivel de Her-3 es bajo, es
mas probable que el paciente responda a la terapia seleccionada. En determinadas realizaciones, la terapia es
un agente que actla sobre Her. En determinadas realizaciones, la terapia es al menos un agente que actia
sobre Her-2 o un agente dirigido a Her-3.

Por tanto, en determinadas realizaciones, el método consiste en medir en una muestra biologica del cancer del
sujeto una cantidad de Her-2 y/o homodimeros de Her-2, donde si la cantidad de Her-2 y/o homodimeros de
Her-2 es moderadamente elevada y la expresion de Her-3 es baja, entonces es probable que el paciente
responda al agente que actia sobre Her-2 y/o que el paciente tenga una evolucién prolongada. En
determinadas realizaciones, el método consiste en medir en una muestra bioldgica del cancer del sujeto una
cantidad de Her-2 y/o homodimeros de Her-2, donde si la cantidad de Her-2 y/o homodimeros de Her-2 es
moderadamente elevada y la expresion de Her-3 es alta, entonces es poco probable que el paciente responda
al agente que actla sobre Her-2 y/o que el paciente tenga una evolucion breve.

Adicional y/o alternativamente, en determinadas realizaciones el método consiste en medir en una muestra
biol6gica del cancer del paciente una cantidad de p95, donde si la cantidad de p95 y la expresion de Her-3 es
baja, entonces es probable que el paciente responda al agente de accion terapéutica y/o que el paciente tenga
una evolucién prolongada. En una realizaciéon, el paciente también presenta un nivel elevado (o
moderadamente elevado) de Her-2. En determinadas realizaciones, el método consiste en medir en una
muestra biolégica del cancer del sujeto una cantidad de Her-2 y/o homodimeros de Her-2, donde si la cantidad
de Her-2 y/o homodimeros de Her-2 es elevada o moderadamente elevada y la expresion de Her-3 y/o la
expresion de p95 es elevada, entonces es poco probable que el paciente responda al agente que actia sobre
Her-2 y/o que el paciente tenga una evolucién breve.

En una realizacion preferible, la terapia seleccionada es al menos un agente dirigido a la familia Her. En una
realizacion preferible, el agente dirigido a la familia Her es un agente dirigido a multiples objetivos 0 a un Unico
objetivo. En una realizacion preferible, el agente dirigido a multiples objetivos es un inhibidor de quinasas dual
0 un anticuerpo biespecifico. En una realizacién preferible, el agente dirigido a la familia Her es trastuzumab,
lapatinib o pertuzumab. En una realizacion preferible, el al menos un agente dirigido a la familia Her es al
menos dos agentes, donde los al menos dos agentes son uno 0 mas anticuerpos monoclonales dirigidos a Her-
2 yl/o anticuerpos monoclonales dirigidos a EGFR y/o un inhibidor de quinasas dual de Her-2 y EGFR. En una
realizacion preferible, el anticuerpo monoclonal es trastuzumab. En una realizacién preferible, el anticuerpo
monoclonal dirigido a EGFR es cetuximab o panitumumab. En una realizaciéon preferible, el inhibidor de
quinasas dual es lapatinib, erlotinib o gefitinib. En una realizacion preferible, la terapia seleccionada es un
agente que actua sobre Her-3 o sobre la via de sefalizacién de Her-3. En una realizacion preferible, el agente
dirigido a Her-3 o la via de sefializacion de Her-3 es un anticuerpo monoclonal de Her-3, un inhibidor de la
dimerizacién de Her-3, un inhibidor de la fosforilacion de Her-3 y/o un inhibidor de un miembro de la via de
sefializacion de Her-3 seleccionado del grupo compuesto por PI3K, Akt, mMTOR y ERK1/2. En una realizacion
preferible, la probabilidad de responder, la probabilidad de tener una evolucién prolongada y/o la probabilidad
de tener un evento significativo se mide como una tasa de supervivencia total, como el tiempo hasta la
progresion, como la supervivencia libre de enfermedad, la supervivencia libre de progresiéon y/o como una
respuesta objetiva del tumor utilizando los criterios RECIST.
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En una realizacion preferible, donde el cancer es Her-2 positivo se determina mediante IHC, FISH, CISH,
ARNmM cuantitativo, una matriz de hibridacién o VERATAG®. En una realizacion preferible, la determinacién del
nivel de Her-3 se realiza utilizando IHC, FISH, GISH, ARNm cuantitativo, una matriz de hibridacién o
VERATAG®.

En una realizacion preferible, el método comprende también la determinacion de que un sujeto esta afectado
por un cancer Her-2 positivo que es poco probable que responda al tratamiento, de conformidad con el método
de la invencién, y por tanto recomienda a un profesional médico la opcién de tratamiento de administrar al
sujeto una cantidad efectiva de un agente terapéutico diferente.

En un tercer aspecto, se divulga un anticuerpo purificado que se une a Her-3. En una realizacion preferible, el
anticuerpo es un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal. En una realizacion preferible, el anticuerpo
es un anticuerpo monoclonal. En una realizacion preferible, el anticuerpo actia contra uno de los péptidos que
tiene las SEC. ID. N° 1-8, tal y como se establece en el Ejemplo 2 y se muestra en la Figura 2A. En una
realizacion preferible, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que comprende a) una regién variable de
cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 13,
14 y 15, respectivamente, y b) una regién variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3
con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 16, 17 y 18, respectivamente; y/o un anticuerpo
monoclonal que comprende a) una region variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con
las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 19, 20 y 21, respectivamente, y b) una regién variable de
cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N°
22, 23 y 24, respectivamente. En una realizacion preferible, el anticuerpo es el anticuerpo con la secuencia de
aminoacidos que tiene las SEC. ID. N° 9 y 11, tal y como se recoge en la Tabla 1 (véase la Descripcion
detallada) para las cadenas ligera y pesada, respectivamente; y/o las SEC. ID. N° 10 y 12 que se recogen en la
Tabla 1 (véase la Descripcion Detallada) para las cadenas ligera y pesada, respectivamente.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los niveles de expresion de Her-3 determinados con un kit Her-3 ELISA (R&D Systems,
Inc.) en varios clones sometidos a transfeccién estable de HEK 293 (células de rifion embriénico humano)
transfectados con un vector de expresion de HERS. La construccion del vector de expresion se describe en el
Ejemplo 1. Un clon, 293H3-Clon 1, expresd unos niveles elevados de HER3 y fue seleccionado como control
para su uso en el ensayo optimizado de HER3 con VERATAG®.

La Figura 2A contiene una lista de las secuencias peptidicas utilizadas para inmunizar a los ratones con el
objeto de elevar los niveles de anticuerpos especificos para Her-3, donde la SEC. ID. N° 1 es
LGSALSLPVLNRPRGTGQSLLSP; la SEC. ID. N° 2 es SAYHSQRHSLLTPVTPLSP; la SEC. ID. N° 3 es
VGSDLSASLGSTQSCPLHPVPI; la SEC. ID. N° 4 es CQGPGHQAPHVHYARLKTLRS; la SEC. ID. N° 5 es
LEEVELEPELDLDLDLEAE; la SEC. ID. N° 6 es CFDNPDYWHSRLFPKANA; la SEC. ID. N° 7 es
CPDYWHSRLFPKANAQRT,; y la SEC. ID. N° 8 es CFPKANAQRT. Las secuencias peptidicas representan
diferentes epitopos de la regién C-terminal de Her-3 (se muestra la longitud de cada péptido y la posicion con
respecto al extremo N-terminal de la proteina). Los anticuerpos que actdan contra cada péptido se recogen en
la cuarta columna. Se ha confirmado un resultado positivo de cada uno de los anticuerpos en los ensayos
ELISA, IHC, y VERATAG®. La Figura 2B muestra los resultados de los estudios de IHC en los que se analizan
dos lineas de células con B9A11, un anticuerpo especifico para Her-3 que actla contra uno de los péptidos de
Her-3, un anticuerpo especifico para Her-2 (HerceptTest™) y un anticuerpo de control ITC-lgG2a. Se sabe que
una linea de células, SKOV3 (recuadros superiores) expresa unos niveles elevados de HER2 y unos niveles
bajos de HER3. La otra linea de células, 293H3-clon1 (recuadros inferiores), es la linea de células sometida a
transfeccién estable que se describe en el Ejemplo 1 y se muestra en la Figura 1 para que presente una
sobreexpresion de HER3, aunque expresa bajos niveles de HER2. Los resultados de la IHC muestran una
fuerte sefal de B9A11 con las células del 293H3-clon 1, pero no con las células de SKOV3, tal y como se
expresaba.

La Figura 3 muestra los niveles de HER3 determinados mediante VERATAG® en bloques FFPE de cuatro
lineas de células diferentes, sometidos a validacion cruzada con los datos de otros tres ensayos (IHC, ELISA, y
citometria de flujo). Las lineas de células que expresaban diversos niveles de HER3 se seleccionaron para
estos estudios: 293H3-Clon 1, MDA-MB-453, MDAMB-468 y SKOV3 (las tres ultimas de ATCC). Las lineas de
células se seleccionaron para representar unos niveles del receptor HER-3 superiores a 2 logaritmos. Los
bloques de FFPE se prepararon tal y como se describe en el Ejemplo 3 para someterlos a ensayo de HER3
con VERATAG® e IHC. Una parte de las células del mismo lote se sometié a ensayo para detectar la cantidad
de receptor HER3 utilizando citometria de flujo. Ademas, el conjunto del lisado de células se preparé con el
mismo lote de células para cuantificar el HER3 con un kit ELISA (Human ErbB3-DuoSet ELISA: R&D Systems,
Inc.). Los datos muestran un amplio rango dinamico para el ensayo con VERATAG®, con resultados uniformes
con las otras tres metodologias.

La Figura 4 muestra ejemplos de muestras de tumor de pacientes en las que un patoélogo certificado por el
Consejo ha rodeado con un circulo la zona del tumor.
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La Figura 5 muestra el equipo utilizado y el flujo de trabajo del ensayo de HER3 con VERATAG®. Las
muestras FFPE se desparafinan primero y se rehidratan empleando una serie de solventes (recuadro superior
1). La recuperacion de antigeno se realiza utilizando IXDAKO (Lab Vision) en una olla a presion (recuadro
superior 2). A continuacion, se enjuagan las muestras con agua y se utiliza un boligrafo hidréfobo para dibujar
un circulo alrededor de la muestra, reteniendo los reactivos sobre el portaobjetos. Después se bloquean las
muestras y se tratan con una mezcla de Ab-6 (Lab Vision) conjugado con VERATAG® y B9A11 conjugado con
biotina (recuadro superior 3). Después de la incubacion y el lavado, se afiade un reactivo de azul de metileno
conjugado con estreptavidina, se procede a la incubacién y el lavado, y se afiade una soluciéon tampén de
iluminacion que contiene fluoresceina y dos marcadores internos de electroforesis capilar (MF y ML, marcador
primero y ultimo, respectivamente). El VERATAG® unido se libera utilizando una matriz de LED, que fotoactiva
el clivaje de VERATAG® (recuadro superior 4). Los productos intermedios de VERATAG® se reducen a una
forma cuantificable utilizando borohidruro de sodio y los indicadores de VERATAG® se separan y detectan
utilizando electroforesis capilar (instrumento ABB 130 CE, recuadro superior 5).

La Figura 6 muestra los resultados de un experimento disefiado para identificar la concentracion de
anticuerpos Optima para maximizar el rango dindmico del ensayo VERATAG®. Se seleccionaron las lineas de
células que abarcan todo el rango dinamico del ensayo: 293H3-Clon 1, MDA-MB-453, MDA-MB-468, MDA-MB-
231 y SKOV3. La concentracion de los anticuerpos B9A11-biotina y Ab-6 Pro-11 se modificod (columna 1 de la
tabla) como sigue: 1 mg/ml de B9A11-biotina y 1 mg/ml de Ab-6 Pro-11,1 mg/ml de B9A11-biotina'y 2 mg/ml de
Ab-6 Pro-11y 2 mg/ml de B9A11-biotina y 1 mg/ml de Ab-6 Pro-11, en las filas 4, 5 y 6, respectivamente. Los
resultados para cada linea de células se muestran en el grafico de barras. Los niveles de cambios previstos
para las comparaciones por pares se basaron en la citometria de flujo de HER3 y en los resultados de ELISA
de la preparacion del bloque FFPE de la misma linea de células. Se eligié una concentracién éptima de 2
mg/ml de B9A1 1-biotinay 1 mg/ml de Ab-6 Pro-11 (rodeada con un circulo) para obtener el mejor rendimiento
basandose en la deteccién exacta de Her3 en comparacion con los niveles de cambios previstos que se
muestran en la fila 2 de la tabla. El rango dinamico mostrado aqui es aproximadamente de 2 logaritmos.

La figura 7 muestra la exactitud del ensayo de HER3 VERATAG® utilizando tres replicados competentes de
cuatro lineas de células bien caracterizadas (293H3-Clon 1, MDA-MB-453, MDA-MB-468 y SKOV3). Las
mediciones de VERATAG® se compararon con los datos de ELISA y de citometria de flujo generados
internamente. El 100% de los resultados coincidian con los datos internos de la citometria de flujo y el ensayo
ELISA en el sentido de que 293H3-clon 1> MDA-MB-453>MDA-MB-468>SKOV3. No se observd ningun
solapamiento entre los niveles de sefial de ninguna de las cuatro muestras de lineas de células.

La Figura 8 demuestra la sensibilidad del ensayo de HER3 VERATAG®. Un lote que contenia 8 replicados de
la linea de células de control con expresion de HER3 baja, MDA-MB-468, se comparo con 8 replicados de la
linea de células de control con expresion de HER3 baja/negativa, SKOV3, para determinar la sensibilidad.
Todas las comparaciones por pares (64/64) entre MDA-MB-468 y SKOV3 demostraron que MDA-MB-468
presentaba unos niveles mas elevados de HER3 que SKOV3.

La Figura 9 muestra la reproducibilidad interensayo del ensayo de HER3 VERATAG®. Se realizaron ocho
ensayos separados de HER3 VERATAG® en total en las cuatro lineas de células bien caracterizadas, 293H3-
Clon 1, MDA-MB-453, MDA-MB-468 y SKOV3, utilizando diferentes iluminadores de CE, varios operadores y
en diferentes dias durante un periodo de cuatro semanas. Tras los procedimientos de normalizaciéon de los
lotes, se compararon los datos de los ocho lotes para averiguar la reproducibilidad. El coeficiente de
variabilidad en todo el rango dinamico se situ6 entre el 8 y el 15%. Los valores estan representados como
LogionormRPA, que es el logaritmo del area del pico relativo normalizado/area del tumor y, a continuacion, lote
normalizado utilizando los valores previstos.

La Figura 10 muestra la precisiéon del ensayo de HER3 VERATAG®. La reproducibilidad intraensayo del
ensayo de HER3 VERATAG® se demostré comparando el rendimiento de 15 replicados de cada una de las
tres lineas de células de control, 293H3-Clon 1, MDA-MB-453 y MDA-MB468. Se realizaron comparaciones por
pares de los 15 replicados de cada lote para determinar la precision. El 95% de los datos de 293H3-Clon 1 se
encontraban dentro de un nivel de cambio de 1,2 y el 95% de los datos de MDA-MB-468 dentro de un nivel de
cambio de 1,37. Los datos de VERATAG® (mostrados en el RPA normalizado) para los 15 replicados de cada
linea de células se muestran en las 15 barras de la derecha de cada recuadro. Los datos de control de las tres
lineas de células que expresan unos niveles de moderados a altos de HER3 y una linea de células que
expresa HER3 bajo/negativo, SKOV3, se muestran a la izquierda de cada recuadro.

La Figura 11 muestra la linealidad del ensayo de HER3 VERATAG® utilizando diferentes tamafos de
muestras. Se ensayaron muestras de tamafio descendente (1x, 1/2x, 1/4x, 1/16x) de cada una de las tres
lineas de células bien caracterizadas, 293H3-Clon 1, MDA-MB-453 y MDA-MB-468, en el ensayo VERATAG®
y se compararon los datos por pares para evaluar la linealidad del ensayo. La linea de células MDA-MB-453
demuestra linealidad hasta aproximadamente 1/16 del tamafio de muestra original; MDA-MB-468 demuestra
linealidad hasta aproximadamente 1/2* del tamafio de muestra original.

La Figura 12 muestra la especificidad del ensayo de HER3 VERATAG® determinada mediante controles del
isotipo. Los anticuerpos de control del isotipo se ensayaron en el formato del ensayo VERATAG® para

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2535723 T3

averiguar los antecedentes no especificos del ensayo. Para el anticuerpo Ab-6-Prol 1 de HER3, el control del
isotipo fue IgGI-Pro 11. Para el anticuerpo HER3 B9A11 -biotina de HERS, el control del isotipo fue IgGl-biotina.
La sefial obtenida utilizando estos controles del isotipo no es especifica de antigeno y, por tanto, representa
antecedentes no especificos. En cada grupo, los resultados de VERATAG® se muestran para el formato de
ensayo normal utilizando los anticuerpos Ab6- Prol 1 y B9A11-biotina de HERS3 en las barras marcadas como
"control". En el recuadro izquierdo, los datos de VERATAG® se muestran para los anticuerpos Ab6-Prol 1 e
IgGl-biotina de HER3 en las barras marcadas como "lgG-bio". En el recuadro derecho, los datos de
VERATAG® se muestran para los anticuerpos B9A11-biotina e IgGI-Prol 1 de HER3 en las barras marcadas
como "IgG-Prol 1". Cada pareja de anticuerpos se ensayd en un conjunto de muestras FFPE incluyendo
controles estandar de lineas de células (293H3-Clon 1, MDA-MB-453, MDA-MB468, SKOV3 y T47D), asi como
varias muestras de tumores (41776B1, 32712A2, 30345C2, 106305A2 y 106341A2). Las unidades son
RPA*IB/TA normalizadas.

La Figura 13 muestra los datos de VERATAG® para muestras de tumores del ensayo de International Serum
Her-2/neu Study Group. Esta cohorte de pacientes (n=105) se observd prospectivamente durante el
tratamiento con trastuzumab entre 1999 y 2006. Se determiné que todos los pacientes eran Her-2 positivo
mediante IHC o FISH y que no habian estado expuestos a trastuzumab antes del estudio. Las muestras se
evaluaron para determinar los niveles de HERS3 utilizando el ensayo de HER3 VERATAG® en ocho lotes
separados. Los resultados se muestran en los ocho recuadros de esta figura. Cada recuadro incluye también
los resultados de cinco lineas de células de control: 293H3-Clon 1, MDA-MB-453, MDA-MB-468, SKOV3 y
T47D (mostradas a la izquierda de cada recuadro). Los resultados se muestran en unidades de Logl0 RPA
normalizadas.

La Figura 14 muestra los datos de andlisis de deteccion utilizados para determinar el valor de corte 6ptimo para
la respuesta a trastuzumab (es decir, herceptin). En el recuadro de la izquierda, los pacientes que superan un
corte estadisticamente significativo (véase la flecha) presentaban un tiempo hasta la progresion (TTP)
desfavorable en comparacion con los pacientes que se situaban por debajo del valor de corte (cociente de
riesgo = 2,3; p = 0,0004). En el recuadro de la derecha, no se pudo determinar un corte significativo, pero
utilizando el corte averiguado para el TTP, se observé una tendencia de empeoramiento de la supervivencia
total (OS) en pacientes que superaban el valor de corte (indicado por la flecha) (cociente de riesgo =1,7; p =
0,059).

La Figura 15 muestra el método de Kaplan-Meier para una cohorte de 82 pacientes tratados con trastuzumab
estratificados primero por los niveles de HER2 totales (H2T) y, a continuacion, estratificados también por los
niveles de HER3 totales (H3T). En el recuadro superior izquierdo, el método de Kaplan-Meier muestra el
porcentaje de pacientes con supervivencia libre de progresion (meses) para dos grupos de pacientes
subdivididos (basados en un corte anteriormente sefialado) en grupos de expresion de HER2 normal y
sobreexpresion de HER2. El grupo de sobreexpresion de HER2 se subdividido posteriormente de nuevo,
utilizando el valor de corte que se muestra en la Figura 14, en dos subgrupos en funcion del nivel de HERS. El
método Kaplan-Meier de estos dos subgrupos se muestra en el recuadro superior derecho. El recuadro inferior
muestra tres conjuntos de resultados de los recuadros superiores: el grupo de HER2 normal (log(H2T)< 1,14);
el grupo de HER2 alto, HER3 bajo (log(H2T)>1,14, H3T<0,158) y el grupo de HER2 alto, HER3 alto
(log(H2T)>1,14, H3T>0,158). Los analisis univariados de riesgos proporcionales de Cox con los que se
examino al subgrupo que presentaba una sobreexpresion de HERS3 identificaron el nivel de H3T (alto frente a
bajo) como el factor de prediccion mas importante del tiempo hasta la progresion (TTP; HR = 2,98, p = 0,0004).

La Figura 16 muestra los resultados de los ensayos de HER3 VERATAG® en el carcinoma sinovial, el cancer
de colon y el cancer de ovario. El recuadro superior muestra los resultados de un grupo de muestras de
carcinoma sinovial. Las cuatro barras de la izquierda son las muestras de control (293H3-Clon 13, MDA-MB-
453, MDAMB-468 y SKOV3, de izquierda a derecha, respectivamente). El recuadro del medio muestra los
resultados para un grupo de muestras de cancer de colon. Se utilizan las mismas lineas de células de control
(mostradas en las cuatro barras de la izquierda). El recuadro inferior muestra resultados que comparan la
expresion de HER2 con la expresion de HER3 en un grupo de muestras de tumor de ovario. Los resultados se
muestran en unidades de RPA normalizadas. El rango dinamico de estas muestras de tumor oscila entre 0,5-
1,5 dependiendo del cancer.

La Figura 17 muestra que con el grupo de HER2 (H2T) alto (log10H2T >1,25, o0 >13,8 en la escala lineal), la
capacidad para subdividir a los pacientes en diferentes grupos basandose en unos niveles de p95 altos bajos
(p95 >90 o0 <=90) y de HER3 (H3T) altos o bajos permite una mayor estratificacién de los resultados clinicos
medidos por la mediana del TTP. El analisis univariado de KM con los subgrupos de p95 y H3T combinados da
los resultados que se muestran en los métodos de KM de esta Figura. Estos datos sugieren que las pacientes
con cancer de mama HER?2 positivo, determinado mediante HERmark/VERATAG® (es decir, H2T alto, por
ejemplo log10H2T>1,25, o >13,8 en la escala lineal), se pueden clasificar al menos en cuatro subgrupos con
resultados diferentes tras el tratamiento con trastuzumab. En el KM, el grupo con H3T bajo (en la generacion 1
del ensayo de HER3, H3T< 0,158) y p95 bajo (p95<90) presenta una media de TTP de 15,0 meses, en
comparacion con los 9,3 meses del grupo con H3T bajo (H3T<0,158) y p95 alto (p95>90); frente a los 6,4
meses del grupo de H3T alto (H3T>0,158 en la generacién 1 del ensayo de HER3) y p95 bajo, y a los 3,2
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meses del grupo con H3T alto (H3T>0,158) y p95 alto (p95>90). La tendencia de las diferencias entre los
grupos es significativa (p=0,0001).

La Figura 18 muestra analisis de Kaplan-Meier (KM) que compara el porcentaje libre de progresion en el eje Y
con respecto al tiempo en el eje X (tiempo hasta la progresion, TTP) de diversos subgrupos de la cohorte de
Lipton, definida por las mediciones combinadas de VERATAG® del HER?2 total (H2T alto o bajo), p95HER2
(p95 alto o bajo), y HER3 Total (H3T) alto (H3T>0,158, en la generacion 1 del ensayo de H3T) o H3T bajo
(H3T<=0,158 en la generacion 1 del ensayo). Los valores de corte se identificaron por el valor p mas bajo en
un analisis de deteccién posicional. H2T alto = (log10H2T > 1,25 o0 en una escala lineal, >13,8). H2T bajo =
loglOH2T<= 1,25 0 en una escala lineal <=13,8. p95 bajo = p95<=90 y p95 alto = p95>90 (en una escala
lineal), y H3T alto >0,158 en una escala lineal, y H3T bajo <=0,158 en una escala lineal). Los analisis de KM
demostraron que los pacientes con una FISH positiva, H2T alto, p95 bajo y H3T bajo presentaban una mediana
de TTP de 14,7 meses, en comparacién con los otros cuatro grupos que no obtenian resultados tan positivos.
Tres grupos con lineas practicamente superpuestas (es decir, el grupo FISH negativa/H2T bajo - mediana TTP
= 4,5, el grupo FISH positiva/H2T bajo-mediana TTP = 3,7, y el grupo FISH positiva/H2T alto/p95 alto/H3T alto
- mediana TTP = 3,2) tenian una mediana de TTP inferior que el grupo de FISH positiva/H2T alto/p95 bajo/H3T
bajo - mediana TTP = 15). El grupo definido como FISH positiva/H2T alto/y p95 o H3T alto tenian una mediana
de TTP = 9,3, que se situaba entre el grupo con la mejor mediana de (FISH positiva/H2T alto/p95 bajo/H3T
bajo) y los tres grupos de rojo/azul y negro. Por tanto, el ensayo HERmark identificé multiples subgrupos de
pacientes HER2 positivos con diversos resultados clinicos medidos por la TTP que seguian una terapia a base
de trastuzumab. Ni la magnitud de la sobreexpresion de HER2 ni el resultado para estos subgrupos resultaba
predecible por FISH/CEP numero de copia 17. Los pacientes MBC con HER2 FISH positiva que presentan un
p95 alto y/o H3T alto pueden representar subconjuntos de pacientes con una resistencia de novo a
trastuzumab. A pesar de que los solicitantes no desean limitarse a ninguna teoria mecanistica concreta, entre
los posibles mecanismos que pueden ser la causa de la mala respuesta al trastuzumab observada en estos
tres subgrupos se pueden incluir un nivel insuficiente y/o inexistente de una diana de unién a trastuzumab (es
decir, p95) y un aumento de la sefializacion mediante la formacion de heterodimeros que no son
completamente suprimidos por el trastuzumab.

Descripcion detallada de la invencion
A efecto del presente, los términos "realizacién" y "aspecto” se utilizan de forma intercambiable.

“Anticuerpo” significa una inmunoglobulina que se une a una organizacion polar y espacial concreta de otra
molécula y, por tanto, se define como complementaria a la misma. El anticuerpo puede ser monoclonal,
policlonal o recombinante y se puede preparar mediante técnicas que son bien conocidas en la técnica, tales
como la inmunizacion de un huésped y la recogida de suero (policlonal) o preparando lineas celulares hibridas
continuas y recogiendo la proteina secretada (monoclonal) o clonando y expresando secuencias de nucleotidos
0 versiones mutagenizadas de las mismas que codifican al menos las secuencias de aminoacidos necesarias
para la union. Los anticuerpos pueden incluir una inmunoglobulina completa o un fragmento de la misma,
incluyendo estas inmunoglobulinas las diversas clases e isotipos, tales como IgA, IgD, IgE, IgG1, IgG2a, IgG2b
e 1gG3, IgM, etc. Los fragmentos de las mismas pueden incluir Fab, Fv y F(ab)2, Fab', y similares. Los
anticuerpos pueden ser también anticuerpos de cadena simple, anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados o cualquier otro derivado de anticuerpos conocido por un experto en la técnica que conserve una
actividad de unién especifica para un sitio de unién concreto. Por otra parte, los agregados, polimeros y
conjugados de inmunoglobulinas o sus fragmentos se pueden utilizar, cuando resulte apropiado, siempre que
se mantenga la afinidad de unién para un sitio de unién concreto. Las directrices para la produccion y seleccion
de anticuerpos y derivados de anticuerpos que se emplean en inmunoensayos, incluyendo los ensayos que
emplean la etiqueta molecular liberable (como se describe méas adelante) se pueden encontrar en textos y
manuales de facil acceso, por ejemplo Harlow y Lane, 1998. Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, New York; Howard y Bethell, 2001, Basic Methods in Antibody Production and
Characterization, CRC Press; Wild, ed., 1994, The Immunoassay Handbook, Stockton Press, New York.

"Compuesto de unién" se referird a una molécula capaz de unirse a otra molécula de interés. Un compuesto de
unién puede ser un anticuerpo, un péptido, un ligando peptidico o no peptidico para un receptor de superficie
celular, una proteina, un oligonucleoétido, un analogo de un oligonucleétido, como un acido nucleico peptidico,
una lectina o cualquier otra entidad molecular que sea capaz de unirse especificamente a una molécula o
complejo diana. En una realizacion la molécula diana es una proteina o un complejo de proteinas. En otra
realizacién, el compuesto de unién comprende ademas una sonda de proximidad. En una realizacion, un
compuesto de unién comprende una 0 mas etiquetas moleculares unidas a una fraccién de union. En otra
realizacién, se puede unir un segundo compuesto de union al compuesto de union y medirse o cuantificarse
como correlativo con la presencia del compuesto de unién, que esta unido a la proteina diana. En otro ejemplo
especifico, el primer o el segundo compuesto de unidon puede generar una molécula efectora que actia
conjuntamente con una sonda de proximidad con una proximidad efectiva, produciendo una sefal que esta
correlacionada con la presencia de la proteina diana. Asimismo, en otra realizacién, los compuestos de union
pueden tener etiquetas moleculares que interactian entre si dentro de una proximidad efectiva para formar un
complejo que genera una sefial o que se puede detectar o medir de manera que se correlacionada con la
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presencia de la proteina diana. Mas concretamente, la proteina o el complejo diana puede ser Her-3 o Her-3 en
un complejo

“Fraccion de union” significa cualquier molécula a la que las etiqguetas moleculares se pueden unir directa o
indirectamente y que es capaz de unirse a un analito. Las fracciones de unién incluyen, a titulo meramente
enunciativo, anticuerpos, péptidos, proteinas, acidos nucleicos y moléculas organicas que tienen un peso
molecular de hasta unos 1000 daltons y que se componen de atomos seleccionados del grupo compuesto por
hidrégeno, carbono, oxigeno, nitrdgeno, azufre y fésforo. Preferiblemente, las fracciones de unién son
anticuerpos.

"Lineas de células" se refiere a células que han sido separadas de su tejido original, multiplicadas por
clonacién y/o mantenidas en cultivo. Como ejemplos especificos, se pueden obtener lineas de células de cada
tipo de cancer y se pueden obtener mdultiples lineas de células diferentes de las muestras del mismo tipo de
cancer. Entre los diferentes tipos de lineas de células se incluyen, a titulo meramente enunciativo, las lineas de
células del cancer de mama, tales como MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-468, o T-47D, o las lineas de células
obtenidas de otros tejidos, tales como SKOV3 o HEK293.

"Agente quimioterapéutico” significa una sustancia quimica que se utiliza para tratar una enfermedad,
particularmente el cancer.

Un "enlace clivable", a efectos del presente, se refiere a un grupo de enlaces quimicos que pueden ser
clivados para liberar una etiqueta molecular detectable conectada a una fraccion de unién con el enlace
clivable.

A efectos del presente, una "fraccidén inductora del clivaje" o un "agente de clivaje"”, es un grupo que produce
una especie activa capaz de clivar un enlace clivable. Preferiblemente, la especie activa es una especie
quimica que presenta una actividad efimera, de forma que sus efectos inductores del clivaje se producen solo
en las proximidades del lugar donde se genero.

A efectos del presente, una "sonda de clivaje” se refiere a un reactivo que comprende una fraccion inductora
del clivaje, tal y como se define en el presente, y un compuesto de unién como un anticuerpo, un péptido, un
ligando peptidico o no peptidico para un receptor de superficie celular, una proteina, como estreptavidina, una
molécula pequefa, como biotina, un oligonucleétido, un analogo de un oligonucledétido, como un &cido nucleico
peptidico, una lectina o cualquier otra entidad molecular que sea capaz de unirse a una molécula o proteina
diana o a un complejo molecular estable.

"Inhibidor de quinasas dual" se refiere a moléculas que inhiben mas de una quinasa, por ejemplo, a titulo
meramente enunciativo, un inhibidor de la actividad tanto de EGFR como de Her-2, como el lapatinib.

"Proximidad efectiva", a efectos del presente, describe la distancia entre dos compuestos de union que es
suficiente para generar una sefial detectable que indica la presencia de la molécula diana. Por ejemplo, una
sonda de proximidad y un compuesto de union que estan unidos en Her-3 (o con otro analito de interés) dentro
de una proximidad efectiva generaran una sefial detectable que indicara y/o cuantificara la presencia de Her-3
y/o un complejo de Her-3. Preferiblemente, el rango de proximidad efectiva para muchos sistemas de deteccién
es inferior a 200 nM, mas preferiblemente inferior a 50 nM.

"EGFR", "ErbB 1", "erbB-1", "HER1", "her-1" y "Her-1 " se refieren al receptor del factor de crecimiento
epidérmico y variantes alélicas del mismo, tal y como describen, por ejemplo, Ono y Kuwano (véase Ono y
Kuwano (2006) Cuin. Cancer Res. 12:7242-7251) y nimero de acceso Genbank P00533. A menos que se
indique lo contrario, los términos "EGFR", "ErbB 1", "erbB-1", "HER1", "her-1" y "Her-1" utilizados en el
presente se refieren a la proteina humana.

"Epitopo” se refiere a un sitio en la superficie de una molécula, normalmente una proteina, a la que se une una
molécula de anticuerpo u otro compuesto de union. Por lo general, una proteina dispone de varios o multiples
epitopos diferentes, también denominados determinantes antigénicos, y reacciona con anticuerpos de
diferentes especificidades.

"FFPE" se referird a un grupo de células o una cantidad de tejido que son fijados, particularmente las muestras
convencionales embebidas en parafina y fijadas con formalina. Estas muestras se emplean tipicamente, por
ejemplo, a titulo meramente enunciativo, en ensayos para complejos del receptor en forma de secciones finas,
por ejemplo de 3-10 ym de grosor, de tejido fijado montado en el portaobjetos de un microscopio o una
superficie equivalente. Estas muestras también se someten tipicamente a un procedimiento de rehidratacion
convencional y, 6ptimamente, a un procedimiento de recuperacion de antigeno como parte de las mediciones
del ensayo o como preliminar a las mismas.

A efectos del presente, "mayor que o igual a" (es decir, =2 0 >=) puede significar en determinadas realizaciones
alternativas "mayor que" (>). Asimismo, a efectos del presente, "menor que o igual a" (es decir, < 0 <=) puede
significar en determinadas realizaciones alternativas "menor que" (<).

"Her-2", "ErbB2", "c-Erb-B2", "HER2", "Her2" y "neu" se utilizan de forma intercambiable en el presente y se
refieren a Her-2 nativo, asi como variantes alélicas del mismo, como se describen, por ejemplo, en Semba et
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al.,, 1985, P.N.A.S. USA 82:6497-650 y Yamamoto etal.,, 1986,Nature 319:230-234 y numero de acceso
Genbank X03363. A menos que se indique lo contrario, los términos "Her-2", "ErbB2", "c-Erb-B2", "HER2" y
"Her2" utilizados en el presente se refieren a la proteina humana. El gen que codifica Her2 se denomina en el
presente "erbB2."

"Agente que actla sobre Her-2" se refiere, a efectos del presente, a un compuesto que puede alterar una
actividad biolégica de Her-2 o de una célula que expresa Her-2 o de una célula cancerosa positiva en Her-2.
Estas actividades biolégicas incluyen, a titulo meramente enunciativo, dimerizacion, autofosforilacion,
fosforilacion de otro receptor, transduccion de sefial y similares. Entre las actividades biolégicas se pueden
incluir, a titulo meramente enunciativo, la supervivencia celular y la proliferacion celular, y la inhibicién de estas
actividades por parte de un agente que actua sobre Her-2 podria provocar la muerte celular directa o indirecta
(por ejemplo, ADCC), la disrupcion de complejos de proteina o de la formacion de complejos, la modulacién del
trafico de proteinas o la inhibicion de enzimas. Las actividades biolégicas también pueden incluir una respuesta
del paciente como la que se establece en la presente solicitud. Entre los ejemplos de agentes que actlan
sobre Her-2 se incluyen, a titulo meramente enunciativo, las moléculas grandes 4D5, pertuzumab, y
trastuzumab, asi como moléculas pequefias como AEE-788 y lapatinib. Un complejo de Her-2 se utiliza para
describir complejos de proteinas, tales como heterodimeros, que contienen Her-2 como componente. Un
complejo de Her-2 puede incluir un homodimero de Her-2 o un heterodimero que incluye Her-2 (por ejemplo,
un heterodimero de Her-2/Her-3).

"Her-3", "ErbB3", "c-erb-B3", "erbB-3", "HER3" y "Her3" se utilizan de forma intercambiable en el presente y se
refieren a Her-3 nativo, y variantes alélicas del mismo, descritas, por ejemplo, en KrausMH,et al. (1989) Proc
Natl Acad Sci USA 86:9193-9197 y Plowman GD,etal. (1990) Proc Natl Acad Sci USA. 87:4905-4909 y numero
de acceso Genbank P21860. A menos que se indique lo contrario, los términos "Her-3", "ErbB3", "c-erb-B3",
"erbB-3", "HER3" y "Her3" utilizados en el presente se refieren a la proteina humana. El gen que codifica Her-3
se denomina en el presente "erbB3."

El "complejo de Her-3" se utiliza para describir complejos de proteinas, tales como heterodimeros, que tienen
Her-3 como componente. Entre los ejemplos de heterodimeros que contienen Her-3 se incluyen, a titulo
meramente enunciativo, Her-1/Her-3 y Her-2/Her-3.

"Agente dirigido a Her-3" o "agente dirigido a la via de sefalizacion de Her-3" se refiere a terapéuticos que
alteran la actividad bioldgica de la via de sefalizacion de Her-3 o de miembros de la familia Her. Estas
actividades biolégicas incluyen, a titulo meramente enunciativo, dimerizacion, autofosforilacién, fosforilacién de
otro receptor, transduccién de sefial y similares. Entre las actividades bioldgicas se pueden incluir, a titulo
meramente enunciativo, la supervivencia celular y la proliferacion celular, y la inhibicién de estas actividades
por parte de un agente que actia sobre Her-3 o sobre la via de sefializacion de Her-3 podria provocar la
muerte celular directa o indirecta (por ejemplo, ADCC), la disrupcion de complejos de proteina o de la
formacion de complejos, la modulacion del trafico de proteinas o la inhibicion de enzimas Las actividades
biol6gicas también pueden incluir una respuesta del paciente como la que se establece en la presente solicitud.
Entre los ejemplos de agentes que actlan sobre Her-3 o sobre la via de sefializacion de Her-3 se podrian
incluir, a titulo meramente enunciativo, moléculas grandes (como anticuerpos) o moléculas pequefias (como
inhibidores de quinasas de moléculas pequefias) dirigidas a Her-3, PI3K, Akt, mMTOR,ERKI/2 o PYK2. .

"Alto/elevado” se refiere a una medida que es mayor de lo normal, mayor de un estdndar como una medida
predeterminada o la medida de un subgrupo o que es relativamente mayor que la medida de otro subgrupo.
Por ejemplo, Her-3 alto se refiere a una medida de Her-3 que es superior a una medida de Her-3 normal. Una
medida de Her-3 normal se puede determinar conforme a cualquier método disponible para un experto en la
técnica. Her-3 alto también se puede referir a una medida que es igual o mayor que una medida
predeterminada, como un corte predeterminado. Her-3 alto también se puede referir a una medida de Her-3
donde un subgrupo de Her-3 alto presenta unos niveles relativamente méas elevados de Her-3 que otro
subgrupo. Por ejemplo, a titulo meramente enunciativo, de conformidad con la presente memoria, se pueden
crear dos subgrupos de pacientes distintos, dividiendo las muestras en torno a un punto determinado
matematicamente, como, por ejemplo, una mediana, creando de este modo un subgrupo cuya medida es alta
(es decir, superior a la mediana) y otro subgrupo cuya medida es baja. Her-3 se puede medir por cualquier
método conocido por un experto en la técnica, como, por ejemplo, a titulo meramente enunciativo, utilizando
VERATAG® o cualquier método inmunohistoquimico (IHC) estandar. En algunos casos, un nivel de expresion
"alto" puede comprender un rango de expresién que es muy elevado y un rango de expresion que es
"moderadamente alto", donde moderadamente alto es un nivel de expresion que es superior al normal pero
inferior a "muy alto". En el presente se proporcionan ejemplos de rangos para la expresién de Her-2 alta
(incluyendo muy alta y moderadamente alta) y/o la expresion de Her-3 alta y/o la expresion de p95 alta.

"IHC, FISH y CISH" son métodos (inmunohistoquimica, hibridacion fluorescente in situ e hibridacion
cromogénica in situ, respectivamente) empleados para detectar la presencia de entidades moleculares en
células o tejidos. Por ejemplo, los receptores de membrana, tales como Her-3 y/u otros miembros de la familia
de receptores EGFR, se pueden detectar utilizando estos métodos.
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"Anticuerpos de control del isotipo” se refiere a anticuerpos que tienen la misma estructura de inmunoglobulina
subyacente que un anticuerpo especifico utilizado como compuesto de uniébn pero que no presenta
especificidad para el epitopo diana. El uso de anticuerpos de control del isotipo permite observar cualquier
unién debida a una unién no especifica.

A efectos del presente, "probable" (y "poco probable") se refiere a un incremento (o una reduccién) de la
probabilidad de que se presente un articulo, objeto, cosa o persona. Asi, en un ejemplo, un sujeto que es
probable que responda al tratamiento con trastuzumab tiene mas probabilidades de responder al tratamiento
con trastuzumab en comparacién con un sujeto o grupo de sujetos de referencia.

A efectos del presente, "prolongado” se refiere a una medida de tiempo que es mayor de lo normal, mayor que
un estandar como una medida predeterminada o la medida de un subgrupo que es relativamente mayor que la
medida de otro subgrupo. Por ejemplo, con respecto a la longevidad, una progresion larga se refiere a una
progresion que se prolonga durante mas tiempo que una progresion normal. Para determinar si una progresion
es larga o no se puede utilizar cualquier método disponible para los expertos en la técnica. En una realizacion,
"prolongado" se refiere a un tiempo que es superior a la evolucién media necesaria para que se produzca un
evento significativo en una enfermedad.

"Bajo/reducido” es un término que se refiere a una medida que es menor de lo normal, menor que un estandar
como una medida predeterminada o una medida de un subgrupo que es relativamente inferior a la medida de
otro subgrupo. Por ejemplo, un Her-3 bajo significa una medida de Her-3 que es inferior que una medida de
Her-3 normal en un conjunto concreto de muestras de pacientes. Una medida de Her-3 normal se puede
determinar conforme a cualquier método disponible para un experto en la técnica. Her-3 bajo también puede
significar una medida que es inferior a una medida predeterminada, como un corte predeterminado. Her-3 bajo
también puede significar una medida en la que un subgrupo de Her-3 bajo es relativamente inferior a otro
grupo. Por ejemplo, a titulo meramente enunciativo, conforme a la presente especificacion, se pueden crear
dos subgrupos de pacientes distintos, dividiendo las muestras en torno a un punto determinado
matematicamente, como, por ejemplo, una mediana, creando de este modo un subgrupo cuya medida es baja
(es decir, inferior a la mediana) y otro subgrupo cuya medida es alta (es decir, superior a la mediana). Her-3 se
puede medir por cualquier método conocido por un experto en la técnica, como, por ejemplo, a titulo
meramente enunciativo, utilizando el método VERATAG® o cualquier método inmunohistoquimico (IHC)
estandar. En el presente se proporcionan ejemplos de rangos para los valores de expresién bajos de Her-3,
Her-2 y p95.

"Lisado" se refiere a la solucion que se produce cuando las membranas celulares de las células se rompen,
sea por métodos fisicos o quimicos. Por ejemplo, los "lisados tumorales" contienen tipicamente componentes
representativos que las células que comprenden el tumor, incluyendo, a titulo meramente enunciativo,
marcadores de proteina, enzimas, acidos nucleicos y complejos de proteinas y otras moléculas que se pueden
medir posteriormente en diversos ensayos.

A efectos del presente, una "etiqueta molecular" se refiere a una molécula que se puede medir directa o
indirectamente, se puede distinguir de otras moléculas basandose en una o mas diferencias fisicas, quimicas u
Opticas entre las moléculas que se estan separando, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, la movilidad
electroforética, el peso molecular, la forma, solubilidad, pKa, hidrofobicidad, carga, ratio carga/masa, polaridad
o similares. En una realizacién, las etiguetas moleculares en una pluralidad o conjunto difieren en las
caracteristicas de movilidad electroforética y deteccion 6ptica, y pueden ser separadas por electroforesis. En
otra realizacion, las etiquetas moleculares en una pluralidad o conjunto pueden diferir en el peso molecular, la
forma, la solubilidad, el pKa, la hidrofobicidad, la carga, la polaridad, y pueden ser separadas mediante HPLC
de fase inversa o de fase normal, HPLC de intercambio de iones, electrocromatografia de capilaridad,
espectroscopia de masa, cromatografia en fase gaseosa o0 una técnica similar.

La medicién de las etiquetas moleculares también puede implicar el uso de interacciones moleculares
secundarias, con o sin modificacidn posterior, para detectar, potenciar o amplificar una sefial mensurable que
esté correlacionada con la presencia y/o cantidad de un analito, como Her-3 o Her-3 en un complejo. En una
realizacién, un conjunto de dos o mas etiquetas moleculares puede interactuar dentro de una proximidad
efectiva para producir una sefial mensurable. Como en el caso de las etiquetas moleculares, una sefal
mensurable se puede generar, por ejemplo, mediante la deteccion de dos secuencias de acido nucleico
complementarias que se hibridardn cuando las secuencias complementarias se encuentren dentro de una
proximidad efectiva. Otros ejemplos que generan una sefial mensurable o que se pueden medir utilizando
métodos de deteccién conocidos en la técnica incluyen, a titulo meramente enunciativo, FRET, BRET, BiFC,
LCly QPCR.

"Supervivencia total" (u "OS") se refiere a un tiempo medido desde el comienzo del tratamiento hasta el
fallecimiento o la censura. La censura se produce por la conclusién de un estudio o un cambio de tratamiento.
La supervivencia total se puede referir a una probabilidad, como, por ejemplo, una probabilidad representada
en un método de Kaplan Meier de continuar vivo en un momento concreto, estando comprendido ese momento
entre el comienzo del tratamiento y la muerte o censura.
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"Corte predeterminado”, a efectos del presente, se refiere al valor de una medida predeterminada en sujetos
que presentan ciertos atributos que permiten la mejor discriminacién entre dos o mas categorias de un atributo.
Por ejemplo, se puede utilizar un corte predeterminado que permite discriminar entre dos categorias, como una
expresion de Her-3 elevada y una expresion de Her-3 baja, para determinar la supervivencia total. Los cortes
predeterminados se pueden utilizar para separar los sujetos con valores inferiores o superiores que el corte
predeterminado, con objeto de optimizar el modelo de prediccion.

Una "sonda de proximidad", a efectos del presente, se refiere a un reactivo que comprende una fraccion capaz
de actuar dentro de una proximidad efectiva con una etiqueta molecular de un compuesto de unién para
generar una sefal detectable y un anticuerpo, un péptido, un ligando peptidico o no peptidico para un receptor
de superficie celular, una proteina, como estreptavidina, una molécula pequefia, como biotina, un
oligonucleétido, un analogo de un oligonucleétido, como un acido nucleico peptidico, una lectina o cualquier
otra entidad molecular que sea capaz de unirse especificamente a una proteina o molécula o complejo estable.
Por ejemplo, una sonda de proximidad compuesta por un anticuerpo dirigido a Her-3 con una etiqueta
molecular puede ser capaz de unirse a Her-3 dentro de una proximidad efectiva con uno o mas compuestos de
unién a Her-3, o un compuesto de unién de otra proteina de interés, que tiene una o mas etiquetas moleculares
unidas. En una realizacion, una sonda de proximidad comprende una molécula de unién y un primer acido
nucleico y una molécula de unién comprende un anticuerpo y un segundo &cido nucleico, donde el primer y el
segundo &cido nucleico son complementarios entre si y cada uno tiene una longitud predeterminada, de forma
que cuando los acidos nucleicos se encuentran dentro de una proximidad efectiva entre si se hibridan. La
hibridacion se puede medir utilizando cualquier método conocido por un experto en la técnica. Por ejemplo, los
fluor6foros se pueden unir a los acidos nucleicos como indicadores de hibridacion. En una realizacion
preferible, la hibridacién se mide con un método de amplificacién del &cido nucleico, como, por ejemplo, a titulo
meramente enunciativo, el método de amplificacion del circulo rodante (véase, por ejemplo, Lizardi et al.,
(1998) Nat Genet. 19:225-232).

"RECIST" significara "Criterios de evaluacion de la respuesta en tumores solidos" y es un conjunto de normas
publicadas que definen cuando mejoran los pacientes con cancer (“responden"), permanecen sin cambios
("estables") o empeoran ("progresion") durante los tratamientos. La respuesta se define por los criterios
RECIST publicados, por ejemplo, en Journal of the National Cancer Institute, Vol. 92, N° 3, 2 de febrero de
2000, y los criterios RECIST pueden incluir otras definiciones y conjuntos de normas similares publicadas.

"Responder" al tratamiento, y otras formas de este verbo, significa, a efectos del presente, la reaccién de un
sujeto al tratamiento con un agente. Por ejemplo, un sujeto responde el tratamiento si el crecimiento de un
tumor en el sujeto se retarda aproximadamente un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 0 mas.
En otro ejemplo, un sujeto responde al tratamiento si un tumor en el sujeto se reduce aproximadamente en un
5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50% o mas, determinado mediante cualquier medicién apropiada, por ejemplo, por
masa o volumen. En otro ejemplo, un sujeto responde al tratamiento con un agente que actla sobre Her-2 si el
sujeto experimenta un incremento de la esperanza de vida de aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%,
50% o0 mas, con respecto a la esperanza de vida prevista si no se hubiese administrado el tratamiento. En otro
ejemplo, un sujeto responde al tratamiento con un agente si el sujeto experimenta una supervivencia total o un
incremento del tiempo hasta la progresion. Se pueden utilizar diversos métodos para determinar si un paciente
responde a un tratamiento, incluyendo los criterios RECIST, tal y como se establece en el presente.

“Muestra” o “muestra de tejido” o “muestra del paciente” o “muestra de tejido o células del paciente” significa
una recopilacion de células similares obtenidas de un tejido de un sujeto o paciente. La fuente de la muestra de
tejido puede ser tejido solido, como una muestra de un tejido u 6rgano o una biopsia o aspirado fresco,
congelado y/o conservado; sangre o cualquier componente de la sangre; fluidos corporales, tales como fluido
cerebroespinal, fluido amnidtico, fluido peritoneal o fluido intersticial; o células de cualquier punto en la
gestacion o el desarrollo del sujeto. La muestra de tejido puede contener compuestos que no estan
naturalmente entremezclados con el tejido en la naturaleza, tales como conservantes, anticoagulantes,
soluciones tampoén, fijadores, nutrientes, antibidticos o similares. Las células se pueden fijar de manera
convencional, como en una muestra FFPE.

A efectos del presente, "breve" se refiere a una medida de tiempo que es menor de lo normal, menor que un
estdndar como una medida predeterminada o la medida de un subgrupo que es relativamente menor que la
medida de otro subgrupo. Por ejemplo, con respecto a la longevidad del paciente, una progresion breve se
refiere a una progresién que se prolonga durante menos tiempo que una progresion normal o que es mas
breve de lo esperado. Para determinar si una progresion es breve o no, se puede utilizar cualquier método
disponible para los expertos en la técnica. En una realizacién, "breve" se refiere a un tiempo que es inferior a la
evolucién media necesaria para que se produzca un evento significativo en una enfermedad.

"Via de sefalizacion”, a efectos del presente, se refiere a un proceso en el que la unién de moléculas de
sefializacion extracelulares a receptores de la superficie celular desencadena acontecimientos en el interior de
la célula y/o un proceso en el que se pueden desencadenar cascadas de sefializacion intracelular mediante
interacciones intracelulares. Por ejemplo, los receptores de tirosina quinasas son proteinas transmembrana
que propagan las sefiales del factor de crecimiento de la superficie celular a los procesos intracelulares que
controlan funciones criticas, tales como el crecimiento, la diferenciacion, la angiogénesis y la inhibicion de la
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apoptosis. En el cancer, a menudo estas vias de sefializacion se explotan para facilitar el crecimiento del tumor
y la metastasis. Una de estas familias del receptor de tirosina quinasas es la familia del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). Algunos miembros de la familia del EGFR, tales como EGFR, HER2, HER3 y
HER4, se presentan sobreexpresados en una amplia variedad de tipos de tumores.

"Evento significativo", a efectos del presente, se referira a un evento en la enfermedad cuya importancia es
determinada por un experto en la técnica. Entre los ejemplos de eventos significativos se incluyen, por ejemplo,
a titulo meramente enunciativo, el diagnéstico primario, el fallecimiento, la recurrencia, la determinacion de que
la enfermedad de un paciente es metastasica, la recaida de la enfermedad de un paciente o la progresion de la
enfermedad de un paciente de cualquiera de las fases anteriormente mencionadas a otra fase. Un evento
significativo puede ser cualquier evento importante utilizado para evaluar la OS, el TTP y/o para el uso de los
criterios RECIST u otros criterios de respuesta, segun determine el experto en la técnica.

A efectos del presente, los términos "sujeto” y "paciente" se utilizan de forma intercambiable. A efectos del
presente, los términos "sujeto" y "sujetos” se refieren a un animal, preferiblemente un mamifero, incluyendo un
mamifero no primate (por ejemplo, una vaca, un cerdo, un caballo, un burro, una cabra, un camello, un gato, un
perro, una cobaya, una rata, un ratbn o una oveja) y un primate (por ejemplo, un mono, como un mono
Cynomolgus, un gorila, un chimpancé o un ser humano).

"Terapia seleccionada" se refiere a un tratamiento terapéutico que intenta identificar y tratar células especificas
implicadas en la enfermedad sin dafiar ni alterar las células normales. Los terapéuticos seleccionados pueden
estar compuestos, a titulo meramente enunciativo, por moléculas pequefias, como lapatinib e Iressa/Gleevec,
anticuerpos monoclonales, como trastuzumab, o &cidos nucleicos, como ARNip empleado para bloquear la
expresion de productos genéticos que participan en procesos patoldgicos. Las terapias seleccionadas son
utiles para el tratamiento de numerosos procesos patoldgicos, tales como el cancer.

A efectos del presente, "evolucion" se referira a la cantidad de tiempo transcurrido entre un evento inicial y un
evento posterior. Por ejemplo, con respecto al cancer de un paciente, la evolucidon se puede referir a la
enfermedad de un paciente y se puede medir valorando eventos significativos acontecidos en el transcurso de
la enfermedad, donde el primer evento puede ser el diagndstico y el evento siguiente puede ser la metastasis,
por ejemplo.

El "tiempo hasta la progresion" o "TTP" se refiere al tiempo medido desde el comienzo del tratamiento hasta la
progresion de un cancer o una censura. La censura se produce por la conclusién de un estudio o un cambio de
tratamiento. El tiempo hasta la progresion también se puede representar como una probabilidad, por ejemplo,
con un método de Kaplan-Meier, en el que el tiempo hasta la progresion puede representar la probabilidad de
estar libre de progresion durante un tiempo concreto, siendo este tiempo el periodo comprendido entre el
comienzo del tratamiento hasta la progresion o censura.

"Tratamiento" y otras formas de este término se refieren a la administracion de un agente para obstaculizar una
enfermedad, como el crecimiento de un cancer, provocar una reduccién del tumor en peso o volumen, ampliar
el tiempo de supervivencia del sujeto y/o el tiempo hasta la progresién del tumor, o similares. Tratamiento
también se puede referir a cualquier curso de tratamiento que un experto en la técnica, por ejemplo, el médico
responsable, considere oportuno.

El término "VERATAG®" se refiere a ensayos individuales, multiplexados y multietiqueta, asi como a los
materiales, métodos y técnicas empleados para la realizacion y utilizacion de estos ensayos, incluyendo, a
titulo meramente enunciativo, reactivos, procedimientos analiticos y software relacionado con estos ensayos.
Los términos VERATAG®, vTag y ETAG® se utilizaran de forma intercambiable.

En un primer aspecto, se divulga un método para medir y/o cuantificar la presencia y/o cantidad de Her-3 y/o
Her-3 en un complejo en una muestra, de forma que el método consiste en proporcionar una muestra y
determinar la presencia y/o cantidad de Her-3 y/o Her-3 en un complejo en la muestra. En una realizaciéon
preferible, la muestra es una muestra bioldgica. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de
tejido. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de tejido fresco, una muestra fijada, una
muestra congelada o un lisado. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de tumor. En una
realizacion preferible, la muestra es una muestra de tejido de tumor congelado. En una realizacién preferible, la
muestra comprende un lisado de tumor de una muestra de tumor fresca o congelada. En una realizacion
preferible, la muestra es una muestra FFPE o FFPE solubilizada. En una realizacién preferible, la muestra
comprende una muestra de cancer de mama. En determinadas realizaciones, el cancer de mama es un cancer
de mama en un estadio temprano (es decir, adyuvante) o un cancer de mama metastasico. En determinadas
realizaciones, el nivel de expresién de Her-2 en el cancer de mama es elevado. En determinadas realizaciones,
la expresion de Her-2 elevada es un log10H2T = 1,14- 1,25 aproximadamente. En determinadas realizaciones,
la expresién elevada de Her-2 comprende una expresion que es muy elevada y/o moderadamente elevada. En
determinadas realizaciones, la expresion muy elevada de Her-2 es un log10H2T = 1,84 -2,21
aproximadamente. También se pueden utilizar otros rangos, en funciéon de la cohorte del paciente. En
determinadas realizaciones, si el nivel de Her-3 es elevado, es menos probable o poco probable que el
paciente responda a la terapia seleccionada. En determinadas realizaciones, si el nivel de Her-3 es bajo, es
mas probable que el paciente responda a la terapia seleccionada. En determinadas realizaciones, tal y como
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se describe mas detalladamente en el presente, la terapia es un agente que actla sobre Her. En otras
realizaciones, la terapia es al menos un agente que actlia sobre Her-2 o bien un agente dirigido hacia Her-3.

En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de sangre, plasma o linfocitos. En una realizacion
preferible, la muestra de sangre o plasma contiene células tumorales en circulaciéon. En una realizacion
preferible, la muestra comprende lineas de células. En una realizacion preferible, la medicion puede ser
cuantitativa en un rango amplio.

En una realizacion preferible, el método consiste en mezclar la muestra con un compuesto de unién y
determinar la presencia y/o cantidad del compuesto de unién unido a Her-3 y/o Her-3 en un complejo. En una
realizacién preferible, el compuesto de union se une especificamente a Her-3. En una realizacion preferible, el
compuesto de unién comprende un anticuerpo. En una realizacion preferible, el anticuerpo actiia contra uno de
los péptidos que tiene las SEC. ID. N° 1-8 que se establecen en el Ejemplo 2 y se muestran en la Figura 2A.
En una realizacion preferible, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que comprende a) una region variable
de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N°
13,14 y 15, respectivamente, y b) una regién variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3
con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. Ne°
16,17 y 18, respectivamente; y/o un anticuerpo monoclonal que comprende a) una regién variable de cadena
ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 19,20y 21,
respectivamente, y b) una region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las
secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 22, 23 y 24, respectivamente, tal y como se muestra en la tabla
IB. En una realizacion preferible, el anticuerpo es el anticuerpo con la secuencia de aminoacidos que tiene las
SEC. ID. N° 9y 11 que se recogen en la Tabla 1A para las cadenas ligera y pesada, respectivamente, y/o las
SEC. ID. N° 10y 12 que se recogen en la Tabla 1B para las cadenas ligera y pesada, respectivamente.

TABLA 1A

Secuencias de cadena ligera de Her3:

>Her3.B9A11.H1_LC (clon 6-6)

SEC. ID. N°9

MDSQAQVLILLLLWVSGTCGDIVMSQSPSSLAVSAGEKVTLSCKSSQSLLNSRTRKNYLAWYQQKPGQSPKLLI
YWASTRESGVPD RFTGSGSGTDFTLTVSSVQAEDLAVYYCKQSYNLWTFGGGTKLEIK

>Her3.F9B10.3_LC (clon 7-3)

SEC. ID. N° 10

MRCLAEFLGLLVLWIPGAIGDIVMTQGAPSVPVTPGESVSISCRSSKSLLONNGNTYLYWFLQRPGQSPQLLIYR
MSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPLTFGAGTKLGLK

Secuencias de cadena pesada de Her3:

>Her3.B9A11.H1_HC (clon 1-14)

SEC. ID. N° 11

MECNWILPFILSVTSGVYSEVQLQQPGTVLARPGASVRMSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGAIYP
GNSDTRDNQKFKGKAELTAVTSASTAYMELSSLTNEDSAVYYCTSYYFDGAGYFDFWGQGTTLTVSS

>Her3.F9B10.3_HC (clon 2-1)

SEC. ID. N°12
17
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MEWSWVFLFLLSVIASVQSQVQLQQSGAEVVRPGASVTLSCKASAYTFTDYELHWMRQTPVHGLEWIGASD P
ETGGSAYNQKFKGKAILTADKSSSTAFMELRSLTSEDSAVYFCTRRIFYFGSRGDFFDYWGQGTS LTVSS

TABLA 1B
Regiones determinantes de la complementariedad (CDR)
Her3 . B9A11 . H1_IC |Her3.B9A11.H1 HC Her3.F9B10.3_LC Her3.F9B10.3_HC
CDR1 |KSSQSLLNSRTRKNYLA SYWMH RSSKSLLQNNGNTYLY DYELH
SEC. ID. N°13 SEC. ID. N°19
SEC. ID. N°16 SEC. ID. N°22
CDR2 |WASTRES AIYPGNSDTRDNQKFKG RMSNLAS ASDPETGGSAYNQKFKG
SEC. ID. N°17 SEC. ID. N°23
SEC. ID. N°14 SEC. ID. N°20
CDR3 |KQSYNLWT YYFDGAGYFDF MQHLEYPLT RIFYFGSRGDFFDY
SEC. ID. N°15 SEC. ID.N° 18 SEC. ID. N°21 SEC. ID. N°24

TABLA 1A y 1B. Las secuencias de aminoacidos de las cadenas ligera y pesada de dos anticuerpos que se
unen a Her3, Her3.B9A11.H1 y Her3.F9B10.3, se muestran en la Tabla 1A. Se muestran los aislados clonales
de los que se obtuvieron las secuencias y las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) se
encuentran subrayadas. Las cadenas ligera y pesada se indican mediante "_LC" o "_HC", respectivamente. La
Tabla 1B muestra las tres CDR de las cadenas ligera y pesada de B9A11.H1 y las cadenas ligera y pesada de
F9B 10.3, respectivamente.

En una realizacion preferible, el método consiste en i) mezclar una muestra que puede contener Her-3 o Her-3
en un complejo; ii) una sonda de proximidad que es capaz de unirse a Her-3 y/o al menos otro analito, de
forma que la sonda de proximidad mantiene una proximidad efectiva; y iii) al menos un compuesto de unién, de
forma que el al menos un compuesto de unidn es capaz de unirse a Her-3 y tener una o0 mas moléculas de
sefializacién unidas, donde la union de la sonda de proximidad y el compuesto de unién dentro de la
proximidad efectiva genera una sefial de las etiquetas moleculares que esta correlacionada con la presencia
y/o cantidad de Her-3 y/o Her-3 en un complejo. En una realizacion preferible, la sonda de proximidad y/o el
compuesto de unidn es capaz de unirse especificamente a Her-3. En una realizacion preferible, la sonda de
proximidad y/o el compuesto de unidén comprende ademas un anticuerpo y cada anticuerpo se puede unir a un
epitopo especifico de Her-3. En una realizacion preferible, el anticuerpo actda contra uno de los péptidos que
tiene las SEC. ID. N° 1-8, tal y como se establece en el Ejemplo 2 y se muestra en la Figura 2A. En una
realizacién preferible, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que comprende a) una region variable de
cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 13,
14 y 15, respectivamente, y b) una region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3
con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 16, 17 y 18, respectivamente; y/o un anticuerpo
monoclonal que comprende a) una region variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con
las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 19, 20 y 21, respectivamente, y b) una regién variable de
cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N°
22, 23 y 24, respectivamente (Tabla IB). En una realizacion preferible, el anticuerpo es el anticuerpo con la
secuencia de aminoacidos que tiene las SEC. ID. N° 9 y 11, tal y como se recoge en la Tabla 1A para las
cadenas ligera y pesada, respectivamente; y/o las SEC. ID. N° 10 y 12 que se recogen en la Tabla 1A para las
cadenas ligera y pesada, respectivamente. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra bioldgica.
En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de tejido. En una realizacién preferible, la muestra es
una muestra fijada, congelada o un lisado. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de tumor.
En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de tejido de tumor congelado. En una realizacion
preferible, la muestra comprende un lisado de tumor. En una realizacion preferible, la muestra comprende una
muestra de cancer de mama como se ha debatido en el presente. Por ejemplo, en determinadas realizaciones,
el cancer de mama se encuentra en un estadio temprano (adyuvante) o es un cancer de mama metastasico.
En determinadas realizaciones, el nivel de expresion de Her-2 en el cancer de mama es elevado. En
determinadas realizaciones, una expresion elevada de Her-2 es un log10H2T = 1,14-1,25 aproximadamente.
En determinadas realizaciones, la expresion elevada de Her-2 comprende una expresion que es muy elevada
y/lo moderadamente elevada. En determinadas realizaciones, la expresion muy elevada de Her-2 es un
log10H2T = 1,84-2,21 aproximadamente. También se pueden utilizar otros rangos, en funcion de la cohorte del
paciente.

En una realizacion preferible, la muestra es una muestra FFPE o FFPE solubilizada. En una realizacién
preferible, la muestra es una muestra de sangre, plasma o linfocitos. En una realizacion preferible, la muestra
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de sangre o plasma contiene células tumorales en circulacion. En una realizacion preferible, la muestra
contiene exosomas y/u otras vesiculas. En una realizacion preferible, la muestra comprende lineas de células.
En una realizacion preferible, la medicién puede ser cuantitativa en un rango amplio. En una realizacion
preferible, el rango dinamico amplio es aproximadamente de 2 logaritmos. En una realizacién mas preferible, el
rango dinamico amplio es aproximadamente de 1-1,5 logaritmos en muestras de cancer de mama. En una
realizacién preferible, el método proporciona un continuum cuantitativo de la expresién de Her-3. En una
realizacién preferible, la medicién o la cantidad es sensible como minimo a entre 1000 receptores por célula y
200 000 receptores por célula aproximadamente, segun se ha determinado con estudios de precisién
realizados con modelos de lineas de células bien caracterizadas y tecnologias de validacién cruzada como
ELISA y citometria de flujo. En una realizacion preferible, la mediciéon o la cantidad es sensible a al menos
entre 5000 y 200 000 receptores por célula aproximadamente. En una realizacion preferible, la medicion o la
cantidad es sensible a al menos entre 10 000 y 200 000 receptores por célula aproximadamente. En una
realizacion preferible, la medicion o la cantidad es sensible a al menos entre 25 000 y 200 000 receptores por
célula aproximadamente. En una realizacion preferible, la medicién es especifica, segun se ha determinado
utilizando anticuerpos de control del isotipo y comparaciones con métodos convencionales de IHC.

En una realizacién preferible, la determinacion de la presencia y/o cantidad del compuesto de unién unido a
Her-3 consiste también en proporcionar un segundo compuesto de union, de forma que el segundo compuesto
de unién es capaz de unirse de forma especifica al compuesto de unién unido a Her-3 y determinar la
presencia y/o cantidad del segundo compuesto de unién como un dato correlacionado con la presencia y/o
cantidad del compuesto de union unido a Her-3. En una realizacién preferible, el segundo compuesto de unidn
€s un anticuerpo.

El uso de un segundo compuesto de union que es capaz de unirse especificamente al primer compuesto de
unién y que tiene una o mas etiquetas moleculares que pueden ofrecer ventajas practicas. Por ejemplo, se
pueden testar varios de los primeros compuestos de union especificos para Her-3 utilizando un Gnico segundo
compuesto de union que tiene una o mas etiquetas moleculares unidas, evitando la necesidad de unir etiquetas
moleculares a cada uno de los diversos primeros compuestos de union especificos para Her-3. En una
realizacion preferible, el primer compuesto de union es un anticuerpo de ratdén y el segundo compuesto de
unién es un anticuerpo anti-raton cultivado en una especie distinta del ratén (por ejemplo, anticuerpos de cabra
anti-ratén) al que se han unido etiquetas moleculares clivables.

Los segundos compuestos de union estan tipicamente etiquetados con sondas Utiles para la deteccidn. Los
sistemas de deteccion habitualmente empleados para detectar segundos compuestos de unién incluyen, a
titulo meramente enunciativo, etiquetas moleculares clivables, como las descritas en el presente,
radioetiquetas (por ejemplo, radiois6topos como 1-125); enzimas que convierten una sustancia quimica en una
sefial colorimétrica, fluorescente o electroquimica mensurable (por ejemplo, peroxidasas) y proteinas
fluorescentes (por ejemplo, proteina fluorescente verde y sus numerosos derivados).

El anticuerpo puede ser monoclonal, policlonal o recombinante y se puede preparar utilizando técnicas bien
conocidas en la técnica. Los anticuerpos pueden incluir una inmunoglobulina completa o un fragmento de la
misma, incluyendo estas inmunoglobulinas las diversas clases e isotipos, tales como IgA, IgD, IgE, 1gG1,
IgG2a, 1gG2b e 1gG3, IgM, etc. Los fragmentos de las mismas pueden incluir Fab, Fv y F(ab)2, Fab', y
similares. Los anticuerpos pueden ser también anticuerpos de cadena simple, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos humanizados o cualquier otro derivado de anticuerpos conocido por un experto en la técnica que
conserve una actividad de unién especifica para un sitio de unién concreto. Por otra parte, los agregados,
polimeros y conjugados de inmunoglobulinas o sus fragmentos se pueden utilizar, cuando resulte apropiado,
siempre que se mantenga la afinidad de union.

Para facilitar el desarrollo de métodos para medir Her-3 en muestras biolégicas, se crearon anticuerpos
monoclonales especificos para Her-3. Los ratones fueron inmunizados contra los péptidos de Her-3 (como se
muestra en la Figura 2A) y se emplearon métodos estandar que también se recogen en el presente y que son
conocidos por los expertos en la técnica para crear hibridomas. Son muchos los métodos conocidos para la
creacion y produccion de anticuerpos monoclonales, por ejemplo, el método del hibridoma descrito por primera
vez por Koehler et al. (1975) Nature 256:495-497 u otros métodos descritos en la bibliografia (véase Coding,
JW (1980) J. Immunol. Methods 34:285-308; Harlow E y Lane D (1988) en Antibodies: A Laboratory Manual,
Capitulo 6; Kennett RH et al.(1980) Monoclonal Antibodies, Plenum Press; ZolaH (1987) Monoclonal
Antibodies: A Manual of Techniques, CRC Press).

En una realizacién, el método para crear hibridomas comienza por la inmunizacién de un animal hospedador,
como un ratén, para provocar la produccién de linfocitos que generan anticuerpos dirigidos al péptido o a la
proteina o proteinas de interés. Los linfocitos también se pueden inmunizar in vitro. El antigeno utilizado puede
ser un péptido, una proteina o una célula que despliega el antigeno en la superficie celular. Se recogen los
linfocitos y, a continuacion, se fusionan utilizando métodos quimicos (por ejemplo, PEG) o eléctricos (por
ejemplo, electrofusién) con células de mieloma para formar células de hibridoma, tipicamente en condiciones
que impiden el crecimiento y/o la supervivencia de las células madre del mieloma. Las células fusionadas se
dejan crecer, porque contienen enzimas que facilitan la supervivencia en el medio de cultivo. En una
realizacioén preferible, el medio de cultivo contiene hipoxantina, aminopterina y timidina (medio HAT), que evita

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2535723 T3

el crecimiento de células que carecen de hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HPRT). La HPRT es
suministrada a la célula fusionada mediante el linfocito asociado, lo que permite la supervivencia del hibridoma,
pero evita la supervivencia de las células madre del mieloma, que carecen de HPRT.

Los medios de cultivo en los que se cultivan hibridomas (por ejemplo, medios acondicionados) son tipicamente
sometidos a ensayo para detectar la produccién de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno
utilizando diversas técnicas (véase Voller, et al. (1978) J. Clin. Pathol. 31:507-520), incluyendo, a titulo
meramente enunciativo, inmunoprecipitacién o el ensayo de unién in vitro, como el ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA; véase Engvall E (1977) en Biomedical Applications of Immobilized
Enzymes and Proteins, editado por TMS Chang, 2:87-96, Plenum Press), radioinmunoensayo (RIA; véase
Sonksen PH (1974) Brit. Med. Bull. 30:1-103), ensayo Western blot o citometria de flujo. Los perfiles de los
medios acondicionados para los hibridomas se trazaron en una serie de ensayos, entre los que se incluyen
ELISA (Figura 1), Western blot (Figura 2) y citometria de flujo (Figura 3).

En realizaciones preferibles, los estudios que utilizan tanto células nativas como permeabilizadas y fijadas se
realizan para identificar anticuerpos que pueden dar buenos resultados en las aplicaciones que emplean
células o tejidos fijados, como la inmunohistoquimica (IHC). Los clones de interés se pueden subclonar
mediante la limitacion de la dilucion o la citometria de flujo de una Unica célula.

Como sabran los expertos en la técnica, los anticuerpos monoclonales secretados por los clones de hibridoma
(o subclones) se pueden purificar utilizando procedimientos de purificacion convencionales, tales como, a titulo
meramente enunciativo, dialisis, cromatografia por afinidad, electroforesis en gel o cromatografia de proteina
A-sefarosa (o proteina L-agarosa).

Un anticuerpo generado, B9A1l (es decir, SEC. ID. N° 9 y 11), que actué contra el péptido
CFDNPDYWHSRLFPKANA (SEC: ID. N° 6) de Her-3, fue seleccionado para su uso en los experimentos de los
ensayos de Her-3 con VERATAG® que se describen en el presente. Los anticuerpos B9A1ll y FO9B10 se
depositaron en American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110, el 13 de
enero de 2010, de conformidad con los términos del Tratado de Budapest y se les asignaron los nimeros de
acceso ATCC XX-XXX e YY-YYY.

Numerosos métodos y reactivos se utilizan habitualmente para preparar muestras bioldgicas para analisis.
Varios métodos se explican o0 mencionan en el presente y muchos otros son conocidos por los expertos en la
técnica. Las muestras que contienen Her-3 adecuadas para su uso como biomarcadores pueden proceder de
fuentes muy diversas, incluyendo cultivos de células, tejidos de plantas o animales, biopsias de pacientes,
muestras de sangre, etc. Preferiblemente, las muestras son muestras de pacientes humanos. Las muestras se
preparan para ensayos de la invencion empleando técnicas convencionales, que pueden depender de la fuente
de la que se obtiene una muestra. Para las biopsias y muestras médicas, se proporciona orientacién en las
referencias siguientes: Bancroft JD & Stevens A, eds. 1977, Theory and Practice of Histological Techniques,
Churchill Livingstone, Edinburgh; Pearse, 1980, Histochemistry. Theory and applied. 42 ed., Churchill
Livingstone, Edimburgo.

Algunos ejemplos de muestras de tejido de pacientes que se pueden emplear incluyen, a titulo meramente
enunciativo, de mama, prd@stata, ovario, colon, pulmén, endometrio, estbmago, glandula salival o pancreas. La
muestra de tejido se puede obtener mediante diversos procedimientos, entre los que se incluyen la excision
quirdrgica, aspiracion o biopsia. El tejido puede ser fresco o congelado. En una realizacion, la muestra
biolégica pueden ser células cultivadas in vitro y recopiladas mediante centrifugacion en forma de granulos de
células. En otra realizacion, las muestras pueden ser muestras de sangre del paciente o tipos de células
sanguineas concretos o subconjuntos de tipos de células sanguineas (por ejemplo, placa-leuco-plaquetaria).
En una realizacién, la muestra bioldgica puede ser exosomas 0 muestras que contienen exosomas. Los
exosomas son pequefas vesiculas (30-200 nm) que pueden ser secretadas por la mayoria de los tipos de
células, incluyendo las células tumorales (véase Mignot et al (2006), J. Cell. Mol. Med. 10:376- 3 88), in vivo e
in vitro. Se cree que los exosomas obtenidos de tumores desempefian un papel importante en la capacidad de
los tumores para eludir al sistema inmunitario y que tienen un gran potencial tanto para aplicaciones de
diagnéstico como terapéuticas (véase Taylor y Black (1985), J. Natl. Cancer Inst. 74:859-867) y, por
consiguiente, son muestras bioldgicas de interés.

En una realizacién preferible, la muestra es una muestra de tumor. Entre los ejemplos de tipos de muestras de
tumor se incluyen canceres tales como, a titulo meramente enunciativo, carcinomas, sarcomas, mielomas,
leucemias, linfomas y canceres de tipo mixto. En una realizacién, el cancer es un cancer de huesos, por
ejemplo, sarcoma de Ewing, osteosarcoma y rabdomiosarcoma, y otros sarcomas de tejidos blandos. En otra
realizacién, el cancer es un tumor cerebral, por ejemplo, oligodendroglioma, ependimoma, menengioma,
linfoma, schwannoma o meduloblastoma. En otra realizacion, el cancer es un cancer de mama. En otra
realizaciéon, el cancer es un céancer del sistema endocrino, por ejemplo, cancer adrenal, pancreatico,
paratiroideo, de pituitaria y de tiroides. En otra realizacion, el cancer es un cancer gastrointestinal, por ejemplo,
cancer anal, esofagico, de la vesicula biliar, gastrico, de higado y del intestino delgado. En otra realizacion, el
cancer es un cancer ginecoldgico, por ejemplo, cancer cervical, endometrial, uterino, de las trompas de
Falopio, enfermedad trofoblastica gestacional, coriocarcinoma, cancer de ovario, de vagina o de vulva. En otra

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2535723 T3

realizacioén, el cancer es un cancer de cabeza o cuello, por ejemplo, de laringe, orofaringe, paratiroideo o
tiroideo. En otra realizacion, el cancer es melanoma, carcinoma de células escamosas o carcinoma de células
basales. En otra realizacién, el cancer es un céancer leucémico, por ejemplo, leucemia linfocitica aguda,
leucemia mielégena aguda, leucemia linfocitica cronica, leucemia mielégena crénica, leucemia de células
pilosas o un trastorno mieloproliferativo. En otra realizacion, el cancer es un cancer de pulmoén, por ejemplo, un
mesotelioma o un cancer de pulmén no microcitico. En otra realizacion, el cancer es un linfoma, como un
linfoma cutaneo de linfocitos T, enfermedad de Hodgkin o enfermedad no de Hodgkin. En una realizacion, el
cancer es un cancer metastasico. En otra realizacién, el cancer es un mieloma, por ejemplo, un mieloma
multiple. En una realizacién, el cancer es un cancer de pene. En una realizacién, el cancer es un cancer de
prostata. En una realizacion, el cancer es un cancer de testiculos. En una realizacion, el cancer es un cancer
de tiroides, por ejemplo, papilar, folicular, medular o anaplasico o un carcinoma de tiroides no diferenciado. En
otra realizacion, el cancer es un cancer del tracto urinario, por ejemplo, un cancer de vejiga, rifion o uretra.

Los métodos para preparar células cultivadas in vitro como muestras frescas, congeladas o fijadas son
conocidos por los expertos en la técnica, y en el presente se describen métodos de ejemplo. En una
realizacion, se realizan ensayos de la invencidn sobre muestras de tejido que han sido fijadas y embebidas en
parafina y se puede llevar a cabo un paso de desparafinacion. Una muestra de tejido puede ser fijada (es decir,
preservada) mediante una metodologia convencional. Véase, por ejemplo, Lee G. Luna, HT (ASCP) Ed., 1960,
Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology , 32 edicion, The Blakston
Division McGraw-Hill Book Company, New York; Ulreka V. Mikel, Ed., 1994, The Armed Forces Institute of
Pathology Advanced Laboratory Methods in Histology and Pathology, Armed Forces Institute of Pathology,
American Registry of Pathology, Washington, D.C. Un experto en la técnica apreciard que la eleccién del
fijativo vendréa determinada por el propésito para el que el tejido se vaya a someter a tincion histologica o a
analizar de otro modo. Un experto en la técnica también apreciara que la longitud de la fijacion depende del
tamafio de la muestra de tejido y del fijador empleado.

Por lo general, una muestra de tejido se fija primero y posteriormente es deshidratada a través de una serie
ascendente de alcoholes, infiltrada y embebida en parafina u otro medio de seccionamiento, para que la
muestra de tejido pueda ser seccionada. Alternativamente, se puede seccionar el tejido y fijar las secciones
obtenidas. A modo de ejemplo, la muestra de tejido se puede embeber y procesar en parafina mediante una
metodologia convencional conforme a las técnicas convencionales o las descritas en el presente. Una vez que
el tejido se ha embebido, la muestra se puede seccionar con un microtomo segun las técnicas convencionales.
Las secciones pueden tener un grosor en un rango de unos 3 micrones hasta unos 12 micrones v,
preferiblemente, un grosor de unos 5 micrones a unos 10 micrones. En una realizacion, una seccion puede
tener una superficie de unos 10 mm a 1 cm aproximadamente. Una vez cortadas, las secciones se pueden unir
en el portaobjetos por diversos métodos estandar. Los ejemplos de adhesivos para portaobjetos incluyen, a
titulo meramente enunciativo, silano, gelatina y poli-L-lisina. Las secciones embebidas en parafina se pueden
unir a portaobjetos de carga positiva y/o portaobjetos recubiertos de poli-L-lisina.

Si se ha empleado parafina como material para el embebido, las secciones de tejido son generalmente
desparafinizadas y rehidratadas antes de la deteccidén de biomarcadores. Las secciones de tejido pueden ser
desparafinizadas mediante diversas metodologias estandar convencionales. Por ejemplo, se pueden emplear
xilenos y una serie gradualmente descendente de alcoholes, de acuerdo con las técnicas convencionales
descritas por las referencias que se proporcionan en el presente. Alternativamente, se pueden emplear
agentes de desparafinado no organicos disponibles en el mercado, tales como Hemo-De® (CMS, Houston,
Tex.).

Los lisados celulares de células de cultivos de tejidos o tejidos frescos o congelados de mamiferos pueden
prepararse en muestras mediante técnicas de lisado celular convencionales (por ejemplo, 0,14 M NaC1, 1,5
mM MgC12, 10 mM Tris-Cl (pH 8.6), 0,5% Nonidet P-40, e inhibidores de proteasa y/o fosfatasa, segun
convenga). En el caso de tejidos de mamifero frescos, la preparacion de la muestra también puede incluir un
paso de desagregacion del tejido, como aplastamiento, picado, trituracion o sonicacion.

Se generaron lineas de células estables que expresaban diversos niveles de Her-3. Las lineas de células que
expresan de forma estable diversos niveles de una proteina de interés resultan UGtiles para validar nuevos
ensayos, como el ensayo de Her-3 con VERATAG®, con respecto a humerosos parametros, tales como las
concentraciones Optimas de anticuerpo, exactitud, sensibilidad, reproducibilidad, precisiéon, linealidad,
especificidad y rango dinamico. Se utilizaron células HEK 293 para crear las lineas de células estables que
expresan Her-3. Las células HEK 293 son una linea de células concreta originalmente obtenida de células de
rifidn embriénico humano transformadas con ADN de adenovirus (véase Graham et al. (1977) J. Gen. Virol. 36:
59—74). Las células HEK 293 son féaciles de cultivar, se transfectan facilmente y han sido muy utilizadas en la
investigacion de la biologia celular, asi como en la produccion de proteinas para la industria de la biotecnologia
durante muchos afos. La generacion de las lineas de células que expresan Her-3 se describe en el Ejemplo 1
y los resultados de los ensayos ELISA para determinar el nivel de Her-3 de cada una de estas lineas de células
se muestran en la Figura 1.

En una realizacion preferible, la sonda de proximidad comprende un anticuerpo y un primer acido nucleico y el
compuesto de unién comprende un anticuerpo y un segundo acido nucleico, donde el primer y el segundo
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acido nucleico son complementarios entre si y capaces de hibridarse para determinar la proximidad efectiva y
producir la sefial, directa o indirectamente, mediante hibridacién. En una realizacion preferible, la sonda de
proximidad y/o el compuesto de unién son capaces de unirse especificamente a Her-3. En una realizacion
preferible, el compuesto de unidn y/o la sonda de proximidad comprenden también un anticuerpo y cada
anticuerpo se une a un epitopo diferente en Her-3. En una realizacion preferible, el anticuerpo actda contra uno
de los péptidos que tiene las SEC. ID. N° 1-8, tal y como se establece en el Ejemplo 2 y se muestra en la
Figura 2A. En una realizacion preferible, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que comprende a) una
regién variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en
las SEC. ID. N° 13, 14 y 15, respectivamente, y b) una regién variable de cadena pesada que comprende
CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N°
16, 17 y 18, respectivamente; y/o un anticuerpo monoclonal que comprende a) una region variable de cadena
ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 19, 20y
21, respectivamente, y b) una region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las
secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 22, 23 y 24, respectivamente (Tabla IB). En una realizacion
preferible, el anticuerpo es el anticuerpo con la secuencia de aminoacidos que tiene las SEC. ID. N° 9y 11, tal
y como se recoge en la Tabla 1A para las cadenas ligera y pesada, respectivamente; y/o las SEC. ID. N° 10 y
12 que se recogen en la Tabla 1A para las cadenas ligera y pesada, respectivamente. En una realizacion
preferible, la muestra es una muestra biolégica. En una realizacién preferible, la muestra es una muestra de
tejido. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra fijada, congelada o un lisado. En una
realizacion preferible, la muestra es una muestra de tumor. En una realizacién preferible, la muestra es una
muestra de tejido de tumor congelado. En una realizacion preferible, la muestra comprende un lisado de tumor.
En una realizacién preferible, la muestra comprende una muestra de cancer de mama, tal y como se ha
descrito en el presente. En una realizacién preferible, la muestra es una muestra FFPE o FFPE solubilizada.
En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de sangre, plasma o linfocitos. En una realizacion
preferible, la muestra de sangre o plasma contiene células tumorales en circulacion. En una realizacion
preferible, la muestra contiene exosomas y/u otras vesiculas. En una realizacién preferible, la muestra
comprende lineas de células. En una realizacion preferible, la medicion puede ser cuantitativa en un rango
amplio. En una realizacion preferible, el rango dindmico amplio es aproximadamente de 2 logaritmos. En una
realizacion mas preferible, el rango dindmico amplio es aproximadamente de 1-1,5 logaritmos en muestras de
cancer de mama. En una realizacion preferible, el método proporciona un continuum cuantitativo de la
expresion de Her-3. En una realizacion preferible, la medicién o la cantidad es sensible como minimo a entre
1000 receptores por célula y 200 000 receptores por célula aproximadamente, segun se ha determinado con
estudios de precision realizados con modelos de lineas de células bien caracterizadas y tecnologias de
validacién contrastada como ELISA y citometria de flujo. En una realizacion preferible, la medicion o la
cantidad es sensible a al menos entre 5000 y 200 000 receptores por célula aproximadamente. En una
realizacion preferible, la medicién o la cantidad es sensible a al menos entre 10 000 y 200 000 receptores por
célula aproximadamente. En una realizacion preferible, la medicién o la cantidad es sensible a al menos entre
25000 y 200 000 receptores por célula aproximadamente. En una realizacién preferible, la mediciéon es
especifica, segun se ha determinado utilizando anticuerpos de control del isotipo y comparaciones con
métodos convencionales de IHC. Se pueden encontrar ejemplos de sondas de proximidad y compuestos de
unién como los que se recogen en el presente, por ejemplo, en las Solicitudes de patente estadounidenses
7 306 904; 7 320 860y 7 351 528.

Los ensayos de proximidad resultan cada vez mas Utiles para entender el papel biolégico de los complejos
moleculares, asi como para el estudio de biomarcadores. Por ejemplo, los compuestos de uniéon que se unen
especificamente a Her-3 o Her-3 en un complejo se pueden unir con multiples sistemas de deteccion diferentes
para medir la presencia y/o cantidad de Her-3 o Her-3 en un complejo. Segun la presente invencién, se puede
utilizar cualquier método conocido por un experto en la técnica que resulte util para determinar la cantidad de
Her-3 o Her-3 en un complejo.

Estos métodos incluyen, a titulo meramente enunciativo, la transferencia de energia de resonancia de Foerster
(FRET), la transferencia de energia de resonancia de bioluminiscencia (BRET), la complementacion
bimolecular de fluorescencia, el ensayo de ligadura por proximidad (PLA), el ensayo de proximidad de
centelleo (SPA) y amplificacion del circulo rodante (RCA) o cualquier otro método para detectar duplicaciones
de acido nucleico formadas por la proximidad de una sonda de unién y una sonda de proximidad con cadenas
complementarias de acido nucleico.

Para realizar los métodos de la invencién, se realiza una combinaciéon de los componentes del ensayo,
incluyendo la muestra a testar, los compuestos de unidn y, opcionalmente, la sonda de proximidad. Por lo
general, los componentes del ensayo se pueden combinar en cualquier orden. No obstante, en determinadas
aplicaciones el orden en el que se afiaden puede ser importante. Por ejemplo, se puede pretender controlar la
unién competitiva, como en un ensayo cuantitativo. O bien se puede pretender controlar la estabilidad de un
complejo formado. En estas aplicaciones, las reacciones se pueden realizar por fases.

Por lo general, las cantidades de cada reactivo se pueden determinar empiricamente. La cantidad de muestra
empleada en un ensayo se determinara por el nimero previsto de complejos diana presentes y por los medios
de separaciéon y deteccion empleados para controlar la sefial del ensayo. En general, las cantidades de los
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compuestos de unién y la sonda de proximidad se pueden proporcionar en exceso molar con respecto a la
cantidad prevista de las moléculas diana en la muestra, habitualmente a un exceso molar de al menos 1,5, mas
preferiblemente a un exceso de 10 o superior. En aplicaciones especificas, la concentracién empleada puede
ser superior o inferior*, dependiendo de la afinidad del compuesto de unién o la sonda de proximidad y del
naimero previsto de moléculas diana presentes en una Unica célula.

La mezcla del ensayo se puede combinar e incubar en condiciones que permiten la unién de las sondas a las
moléculas de superficie celular, normalmente en un medio acuoso, por lo general a un pH fisiolégico
(comparable al pH al que se cultivan las células), y se mantiene mediante una soluciéon tampén a una
concentracién en un rango de unos 10 a 200 mM. Se pueden emplear las soluciones tampdén convencionales,
ademas de otros aditivos convencionales necesarios, tales como sales, medio de cultivo, estabilizantes, etc.
Normalmente se emplean temperaturas fisioldgicas y constantes. Normalmente las temperaturas de incubacion
oscilan entre unos 4°C a 70°C, habitualmente de entre unos 15°C a 45°C, mas habitualmente de 25°C a 37°C.

En una realizacién preferible, la sonda de proximidad comprende una sonda de clivaje que tiene una fraccién
que induce el clivaje y el compuesto de union o los compuestos de unién tienen una o mas etiquetas
moleculares unidas al compuesto de unién mediante un enlace clivable, donde el enlace clivable se puede
clivar dentro de la proximidad efectiva, lo que produce una sefial que esta correlacionada con la presencia y/o
cantidad de Her-3. En una realizacion preferible, la sonda de clivaje y/o el compuesto de unién son capaces de
unirse especificamente a Her-3. En una realizacién preferible, el compuesto de unién y/o la sonda de
proximidad comprenden también un anticuerpo y cada anticuerpo se une a un epitopo diferente en Her-3. En
una realizacién preferible, el anticuerpo actia contra uno de los péptidos que tiene las SEC. ID. N° 1-8, tal y
como se establece en el Ejemplo 2 y se muestra en la Figura 2A. En una realizacion preferible, el anticuerpo es
un anticuerpo monoclonal que comprende a) una regidn variable de cadena ligera que comprende CDR1,
CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 13, 14 y 15, respectivamente, y b) una
region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen
en las SEC. ID. N° 16, 17 y 18, respectivamente; y/o un anticuerpo monoclonal que comprende a) una region
variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las
SEC. ID. N° 19, 20 y 21, respectivamente, y b) una region variable de cadena pesada que comprende CDR1,
CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 22, 23 y 24, respectivamente. En una
realizacion preferible, el anticuerpo es el anticuerpo con la secuencia de aminoacidos que tiene las SEC. ID. N°
9y 11, tal y como se recoge en la Tabla 1A para las cadenas ligera y pesada, respectivamente; y/o las SEC.
ID. N° 10 y 12 que se recogen en la Tabla 1A para las cadenas ligera y pesada, respectivamente. En una
realizacion preferible, la muestra es una muestra biolégica. En una realizacion preferible, la muestra es una
muestra de tejido. En una realizacion preferible, la muestra es una muestra fijada, congelada o un lisado. En
una realizacién preferible, la muestra es una muestra de tumor. En una realizacion preferible, la muestra es
una muestra de tejido de tumor congelado. En una realizacion preferible, la muestra comprende un lisado de
tumor. En una realizacién preferible, la muestra comprende una muestra de cancer de mama, tal y como se ha
descrito en el presente. En una realizacién preferible, la muestra es una muestra FFPE o FFPE solubilizada.
En una realizacion preferible, la muestra es una muestra de sangre, plasma o linfocitos. En una realizacion
preferible, la muestra de sangre o plasma contiene células tumorales en circulacion. En una realizacion
preferible, la muestra comprende lineas de células. En una realizacion preferible, la medicién puede ser
cuantitativa en un rango amplio. En una realizacion preferible, el rango dinamico amplio es aproximadamente
de 2 logaritmos. En una realizacion mas preferible, el rango dinamico amplio es aproximadamente de 1-1,5
logaritmos en muestras de cancer de mama. En una realizacion preferible, el método proporciona un
continuum cuantitativo de la expresién de Her-3. En una realizacion preferible, la medicién o la cantidad es
sensible como minimo a entre 1000 receptores por célula y 200 000 receptores por célula aproximadamente,
segln se ha determinado con estudios de precisién realizados con modelos de lineas de células bien
caracterizadas y tecnologias de validacion contrastada como ELISA y citometria de flujo En una realizacién
preferible, la medicién o la cantidad es sensible a al menos entre 5000 y 200 000 receptores por célula
aproximadamente. En una realizacion preferible, la mediciéon o la cantidad es sensible a al menos entre 10 000
y 200 000 receptores por célula aproximadamente. En una realizacién preferible, la medicién o la cantidad es
sensible a al menos entre 25 000 y 200 000 receptores por célula aproximadamente. En una realizacion
preferible, la medicion es especifica, seglin se ha determinado utilizando anticuerpos de control del isotipo y
comparaciones con métodos convencionales de IHC.

Se optimizé un ensayo de proximidad de dos anticuerpos. Ab-6 (LabVision), un anticuerpo monoclonal
especifico para Her-3 con especificidad de epitopo para la cola citoplasmatica de Her-3, se conjug6 con el
indicador de VERATAG® (Pro 11) para su uso como sonda de proximidad (Ab-6-Prol 1). El anticuerpo
monoclonal patentado, B9A11, se conjugd con biotina para su uso como sonda de clivaje (B9A11-biotina)
cuando se une en un complejo con azul metileno de estreptavidina ("tijeras moleculares"). Los métodos de
ensayo se describen en el Ejemplo 5. En los estudios de optimizacién se emplearon varias lineas de células
que expresaron diversos niveles de Her-3, que oscilaban entre niveles muy altos (en una de las lineas de
células HEK 293 sometidas a transfeccién estable, denominada 293H3-Clon 1) y niveles moderados a bajos
(MDA-MB-468 y MDA-MB -453, respectivamente) hasta niveles bajos o no detectables de Her-3 (en las células
SKOV3). El proceso de optimizacién incluyd la determinacion de la concentracion éptima del anticuerpo para
maximizar el rango dinamico (véase el Ejemplo 7 y la Figura 6), la determinacién de la exactitud del ensayo

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2535723 T3

(véase el Ejemplo 8 y la Figura 7), la comprobacién de la sensibilidad, reproducibilidad y precision del ensayo
(véase el Ejemplo 9/Figura 8, Ejemplo 10/Figura 9 y Ejemplo 11/Figura 10, respectivamente), la linealidad del
ensayo en diferentes tamafios de muestras (véase el Ejemplo 12 y la Figura 11), asi como la especificidad del
ensayo comprobando la unién no especifica mediante el uso de controles del isotipo (véase el Ejemplo 13y la
Figura 12).

Lo controles del isotipo se realizan tipicamente para eliminar la posibilidad de que los resultados de la union se
deban al isotipo de anticuerpo concreto y no al anticuerpo individual. Por otra parte, un experto en la técnica
apreciara que cualquier "ruido" de la sefial observado en los controles del isotipo se podra sustraer de la sefal
total, obteniendo potencialmente un resultado mas ajustado. Cuando se realizé un experimento de control del
isotipo, se observé que la contribucién de la unién no especifica es muy reducida (véase la Figura 12).

La medicién de Her-3 o Her-3 en un complejo empleando etiquetas moleculares liberables ofrece numerosas
ventajas, entre las que se incluyen la separacion de etiquetas moleculares liberadas de una mezcla de ensayo
proporcionando un ruido de fondo notablemente reducido y un aumento significativo de la sensibilidad,
separacion y deteccién ofreciendo una préactica capacidad de multiplexaciéon, de forma que mdltiples
componentes del complejo del receptor se puedan medir facilmente de forma simultanea en el mismo ensayo.
Los ensayos que emplean estas etiquetas pueden adquirir diversas formas y se divulgan en las siguientes
referencias: Patentesestadounidenses n° 7 105 308;6 627 400; 7 402 397; 7 402 398 y 7 402 399, asi como en
la Publicacion de patente internacional n® WO 2004/011900. Se puede emplear una amplia variedad de
técnicas de separacion que pueden distinguir las moléculas basandose en una o mas diferencias fisicas,
quimicas u Opticas entre las moléculas que se van a separar, incluyendo la movilidad electroforética, el peso
molecular, la forma, solubilidad, pKa, hidrofobicidad, carga, ratio carga/masa o polaridad. En una realizacion,
las etiquetas moleculares en una pluralidad o conjunto difieren en las caracteristicas de movilidad
electroforética y deteccién Optica, y son separadas por electroforesis. En otra realizacién, las etiquetas
moleculares en una pluralidad o conjunto pueden diferir en el peso molecular, la forma, la solubilidad, el pKa, la
hidrofobicidad, la carga, la polaridad, y son separadas mediante HPLC de fase inversa o de fase normal, HPLC
de intercambio de iones, electrocromatografia capilar, espectroscopia de masa o cromatografia en fase
gaseosa.

Se proporcionan conjuntos de etiquetas moleculares que se pueden separar en distintas bandas o picos con
una técnica de separacion después de que hayan sido liberadas de los compuestos de unién. La identificaciéon
y cuantificacién de estos picos proporciona una medida o perfil de la presencia y/o cantidades de Her-3. Las
etiquetas moleculares dentro de un conjunto pueden ser quimicamente diversas; sin embargo, habitualmente y
por razones de conveniencia, los conjuntos de etiquetas moleculares estdn quimicamente relacionados. Por
ejemplo, pueden ser todos péptidos, o pueden estar compuestos de diferentes combinaciones de los mismos
elementos béasicos o mondmeros, o pueden estar sintetizados utilizando el mismo soporte béasico con
diferentes grupos sustitutivos para impartir diferentes caracteristicas de separacion. El nimero de etiquetas
moleculares en una pluralidad puede variar dependiendo de varios factores, entre los que se incluyen, el modo
de separacién empleado, las marcas usadas en las etiquetas moleculares para la deteccién, la sensibilidad de
las fracciones de union, la eficiencia con la que se clivan los enlaces clivables.

Las mediciones realizadas directamente sobre muestras de tejido pueden ser normalizadas incluyendo
mediciones sobre dianas celulares o tisulares que son representativas del ndmero total de células de la
muestra y/o de las cantidades de determinados subtipos de células en la muestra (véase, por ejemplo, la
Publicacion de la solicitud de patente estadounidense n°® US 2009/0191559). La medicién adicional puede ser
preferible, o incluso necesaria, debido a la heterogeneidad celular y tisular de las muestras de los pacientes, en
particular las muestras tumorales, que pueden comprender fracciones sustanciales de células normales.

En una realizacion, un compuesto de union se puede representar mediante la siguiente formula:
B-(L-E)k

donde B es la fracciéon de unién; L es un enlace clivable y E es una etiqueta molecular. En ensayos
homogéneos, el enlace clivable L puede ser un enlace labil a la oxidacion y, més preferiblemente, es un enlace
que puede ser clivado por oxigeno singlete. La fraccion “-(L-E)k” indica que un Unico compuesto de union
puede tener miultiples etiquetas moleculares unidas mediante enlaces clivables. En un aspecto, k es un nimero
entero mayor o igual a uno, aunque en otras realizaciones, k puede ser superior a varios cientos, por ejemplo
de 100 a 500, o k puede ser de varios cientos a varios miles, por ejemplo de 500 a 5000. Habitualmente, cada
una de las pluralidades de los diferentes tipos de compuestos de unidn tienen una etiqueta molecular diferente,
E. Los enlaces clivables, por ejemplo enlaces labiles a la oxidacion, y las etiquetas moleculares E se unen a B
mediante procesos quimicos convencionales.

Preferiblemente, B es un anticuerpo que se une especificamente a una diana, como Her-3. En los ejemplos
que se proporcionan en el presente se recogen anticuerpos especificos para epitopos de Her-3. Las
composiciones de anticuerpos se pueden formar facilmente a partir de una amplia variedad de anticuerpos
disponibles en el mercado, tanto monoclonales como policlonales, utilizando los métodos divulgados en el
presente.
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El enlace clivable L puede ser practicamente cualquier grupo de enlace quimico que pueda ser clivado en unas
condiciones que no degraden la estructura ni afecten a las caracteristicas de deteccion de la etiqueta molecular
liberada E. Siempre que se emplea una sonda de clivaje en un formato de ensayo homogéneo, el enlace
clivable L es clivado mediante un agente de clivaje generado por la sonda de clivaje que actlla a corta
distancia, de forma que solamente se realice el clivaje de los enlaces clivables dentro de una proximidad
efectiva de la sonda de sonda de proximidad. Tipicamente este agente debe ser activado realizando una
variacion fisica o quimica en la mezcla de reaccién, para que el agente produzca una especie activa efimera
que se difunda a un enlace clivable para efectuar el clivaje.

En un formato no homogéneo, dado que los compuestos de unién especificamente unidos son separados de
los compuestos de unién no unidos, se puede emplear una seleccion de enlaces clivables y agentes de clivaje
mas amplia. Los enlaces clivables no solamente pueden incluir enlaces que son labiles a la reaccién con una
especie activa que actla localmente, como el perdéxido de hidrégeno, el oxigeno singlete y similares, sino
también enlaces que son labiles a los agentes que operan en toda una mezcla de reaccion, tales como enlaces
labiles a las bases, enlaces fotoclivables, enlaces clivables por reduccién, enlaces clivables por oxidacion,
enlaces labiles a los &cidos y enlaces peptidicos clivables por proteasas especificas. Las referencias que
describen muchos de estos enlaces incluyen Greene y Wuts, 1991, Protective Groups in Organic Synthesis,
Segunda edicion, John Wiley & Sons, New York; Hermanson,1996, Bioconjugate Techniques, Academic Press,
New York; y la Patente estadounidense 5 565 324.

La etiqueta molecular E de la presente invencidon puede comprender una etiqueta electr6fora, tal como se
describe en las referencias siguientes, cuando la separacion de las pluralidades de etiquetas moleculares se
realiza mediante cromatografia gaseosa o espectrometria de masas: Véase, por ejemplo, Zhang et al., 2002,
BioconjugateChem. 13:1002-1012; Giese, 1983, Anal. Chem. .2:165-168; y las Patentes estadounidenses n°
4 650 750; 5 360 819; 5 516 931; y 5 602 273.

La etiqueta molecular E es preferiblemente un compuesto organico soluble en agua que es estable con
respecto a las especies activas, especialmente el oxigeno singlete, y que incluye un grupo de deteccion o
indicador. De lo contrario, E puede ser muy variable en términos de tamafio y estructura. En una realizacion, E
tiene un peso molecular en el rango de unos 50 a unos 2500 daltons, mas preferiblemente de unos 50 a unos
1500 daltons. E puede comprender un grupo de deteccion para generar una sefal electroquimica, fluorescente
0 cromogénica. En realizaciones que emplean la deteccidn por masa, E puede no tener una fraccion separada
para los fines de deteccién. Preferiblemente, el grupo de deteccion genera una sefal fluorescente.

Las etiquetas moleculares dentro de una pluralidad se seleccionan de forma que cada una tenga una
caracteristica de separacion Unica y/o una propiedad 6ptica Unica con respecto a los demas miembros de la
misma pluralidad. En una realizacion, la caracteristica de separacion cromatogréafica o electroforética es el
tiempo de retencion en una serie de condiciones de separacion estandar convencionales en la técnica, tales
como voltaje, presion de la columna, tipo de columna, fase movil o medio de separacién electroforético. En otra
realizacion, la propiedad Optica es una propiedad de fluorescencia, como el espectro de emision, la duracion de
la fluorescencia, la intensidad de la fluorescencia a una determinada longitud de onda o banda de longitudes
de onda. Preferiblemente, la propiedad de fluorescencia es la intensidad de la fluorescencia. Dos o mas
etiquetas moleculares de una pluralidad pueden tener unos tiempos de retencién o migracion idénticos, pero
presentaran unas propiedades fluorescentes Unicas, por ejemplo espectros de emision espectralmente
resolubles, para que todos los miembros de la pluralidad se puedan distinguir mediante la combinacién de la
separacion molecular con la medicién de la fluorescencia.

Preferiblemente, las etiquetas moleculares liberadas se detectan mediante separacion electroforética y la
fluorescencia de un grupo de deteccion. En estas realizaciones, las etiquetas moleculares que presentan unas
propiedades de fluorescencia sustancialmente idénticas tienen movilidades electroforéticas diferentes, de
forma que en condiciones de separacién se forman picos distintos en un electroferograma. Preferiblemente, las
pluralidades de etiquetas moleculares de la invencién se separan mediante un aparato de electroforesis por
capilaridad convencional, bien en presencia o en ausencia de una matriz de cribado convencional. Durante o
después de la separacién electroforética, las etiquetas moleculares son detectadas o identificadas registrando
las sefiales de fluorescencia y los tiempos de migracion (o las distancias de migracion) de los compuestos
separados, o bien elaborando una gréfica de la fluorescencia relativa y el orden de migracion de las etiquetas
moleculares (por ejemplo, como un electroferograma). Preferiblemente, la presencia, ausencia y/o las
cantidades de etiquetas moleculares se miden empleando uno o mas estandares.

Una fraccion inductora del clivaje, o un agente de clivaje, es un grupo que produce una especie activa capaz
de clivar un enlace clivable, preferiblemente por oxidacion. Preferiblemente, la especie activa es una especie
quimica que presenta una actividad efimera, de forma que sus efectos inductores del clivaje se producen solo
en las proximidades del lugar donde se generd. O bien la especie activa es inherentemente efimera, para no
generar un ruido de fondo significativo mas alla de la proximidad de su creacion, o bien se emplea un
depurador que depure de forma eficiente las especies activas, de forma que no estén disponibles para
reaccionar con enlaces clivables mas alld de una corta distancia con respecto al lugar en el que se generaron.
Algunos ejemplos de especies activas incluyen oxigeno singlete, perdxido de hidrégeno, NADH y radicales de
hidroxilo, radical fenoxi, superéxido, etc. Algunos ejemplos de neutralizadores para las especies activas que
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causan oxidacion incluyen los polienos, carotenoides, vitamina E, vitamina C, N-conjugados aminoacido-pirrol
de tirosina, histidina, y glutationa. Véase, por ejemplo, Beutner et al., 2000, Meth. Enzymol. 319:226-241.

Una consideracion para disefiar ensayos que emplean una fraccién inductora del clivaje y un enlace clivable es
que no pueden estar tan alejados entre si, cuando se unen a un complejo del receptor, que la especie activa
generada por la fraccién inductora del clivaje no pueda clivar de forma eficiente el enlace de clivaje. En un
aspecto, los enlaces clivables se encuentran preferiblemente a menos de 1000 nm, y preferiblemente a 20-200
nm, de una fraccion inductora del clivaje unida. Mas preferiblemente, para las fracciones inductoras del clivaje
del fotosensibilizador que generan oxigeno singlete, los enlaces clivables se encuentran a unos 20-100 nm de
un fotosensibilizador en un complejo del receptor. Un experto en la técnica reconocera que la proximidad
efectiva de un sensibilizador concreto puede depender de los detalles de un disefio de ensayo concreto y
puede estar determinada o ser modificada por la experimentacién rutinaria.

Un sensibilizador es un compuesto que puede ser inducido para generar un intermedio reactivo, o una especie,
por lo general oxigeno singlete. Preferiblemente, un sensibilizador empleado segun la invencién es un
fotosensibilizador. Otros sensibilizadores incluidos en el ambito de aplicacién de la invencion son compuestos
que, tras la excitacion por calor, luz, radiacion ionizante o activacién quimica, liberardn una molécula de
oxigeno singlete. Los miembros mas conocidos de esta clase de compuestos incluyen los endoperoxidos, tales
como 1,4-biscarboxietil-1,4-nafthaleno endoperodxido, 9,10- difenilantracen-9,10-endoperdxido y 5,6,11,12-
tetrafenil naftaleno 5,12-endoperdxido. El calentamiento o la absorcion directa de luz por parte de estos
compuestos libera oxigeno singlete. Otros sensibilizadores se divulgan en Mascio et al, 1994, FEBS Lett.
355:287 y Kanofsky, 1983, J.Biol. Chem. 258:5991-5993; Pierlot et al, 2000, Meth. Enzymol. 319:3-20.

Los fotosensibilizadores se pueden unir directa o indirectamente, a través de enlaces covalentes o no
covalentes, a los anticuerpos. Existen orientaciones para elaborar estas composiciones disponibles en la
literatura, como, por ejemplo, en los campos de la terapia fotodinamica, el inmunodiagnéstico, etc. Se pueden
encontrar ejemplos de directrices en Ullman et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 5426- 5430; Strong et
al., 1994, Ann. New York Acad. Sci. 745: 297-320; Yarmush et al., 1993, Crit. Rev. Therapeutic Drug Carrier
Syst. 10:197-252; y las Patentes estadounidenses n®5 709 994, 5 340 716, 6 251 581, y 5 516 636.

Existe una gran variedad de fuentes de luz disponibles para fotoactivar los fotosensibilizadores que generan
oxigeno singlete. Se pueden utilizar fuentes tanto monocromaticas como policromaticas, siempre que la fuente
sea lo suficientemente intensa como para producir suficiente oxigeno singlete en una duracién de tiempo
préctica. La longitud de la irrradiacion depende de la naturaleza del fotosensibilizador, la naturaleza del enlace
clivable, el poder de la fuente de irradiacién y su distancia de la muestra. En general, el periodo para la
irradiacion puede ser desde inferior a un segundo aproximadamente hasta unas 3 horas y, por lo general, se
encuentra en un rango aproximado de 15 minutos a 2 horas. Algunos ejemplos de fuentes de luz incluyen
laseres, como laseres de helio-nedn, laseres de argon, laseres YAG, laseres He/Cd y laseres de rubi;
fotodiodos; lamparas de vapor de mercurio, sodio y xenén; lamparas incandescentes, como lamparas de
tungsteno y tungsteno/halégenas; y lamparas de destellos. Un ejemplo de dispositivo de fotoactivacion
adecuado para su uso en los métodos de la invencion se divulgan en la Solicitud de patente internacional n°
WO 03/051669. En estas realizaciones, el dispositivo de fotoactivacion es un haz de diodos emisores de luz
(LED) montados en una carcasa que permite la iluminacidon simultanea de todos los pocillos en una placa de 96
pocillos.

Algunos ejemplos de fotosensibilizadores que se pueden utilizar en la presente invencion son aquellos que
presentan las anteriores propiedades y los divulgados en las Patentes estadounidenses n° 5 536 834,
5763 602, 5565 552, 5709 994, 5 340 716, 5516 636, 6 251 581 y 6 001 673; publicadas por la Solicitud de
patente europea n° 0484027; Martin et al., 1990, Methods Enzymol. 186:635-645 y Yarmush et al., 1993, Crit.
Rev. Therapeutic Drug Carrier Syst. 10:197-252. Al igual que en el caso de los sensibilizadores, en
determinadas realizaciones un fotosensibilizador puede estar asociado con un soporte de fase sélida, estando
unido mediante un enlace covalente o0 no covalente a la superficie del soporte o incorporado al cuerpo del
soporte. En general, el fotosensibilizador estd asociado con el soporte en una cantidad necesaria para alcanzar
la cantidad necesaria de oxigeno singlete.

Por lo general, la cantidad de fotosensibilizador se determina empiricamente mediante métodos rutinarios.

Después del clivaje, la sonda puede ser analizada para determinar la identidad de las etiquetas moleculares
que han sido liberadas. Cuando se emplea un ensayo que utiliza una pluralidad de compuestos de unién, la
separacion de las etiquetas moleculares precedera por lo general a su deteccién. Los métodos tanto para la
separacion como para la deteccién se determinan durante el disefio de las etiquetas moleculares para el
ensayo. Un modo preferible de separacidon emplea la electroforesis, en la que las diversas etiquetas se separan
basandose en diferencias conocidas en sus movilidades electroforéticas.

En un segundo aspecto, la invencion se implementa conforme a un método para determinar si un sujeto con
cancer es probable que responda al tratamiento con una terapia seleccionada, para predecir la evolucién de
una enfermedad y/o para predecir la probabilidad de un evento significativo en el transcurso del cancer del
sujeto, que consiste en la mediciébn en una muestra bioldgica del cancer del sujeto de la cantidad de Her-3,
donde el método es dependiente del nivel de Her-3.
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En determinadas realizaciones, si el nivel de Her-3 es elevado, es menos probable o poco probable que el
paciente responda a la terapia seleccionada. En determinadas realizaciones, si el nivel de Her-3 es bajo, es
mas probable que el paciente responda a la terapia seleccionada. En determinadas realizaciones, tal y como
se describe mas detalladamente en el presente, la terapia es un agente que actla sobre Her. En otras
realizaciones, la terapia es al menos un agente que actia sobre Her-2 o bien un agente dirigido hacia Her-3.

En determinadas realizaciones, el cancer de mama se encuentra en un estadio temprano (es decir, adyuvante)
0 es un cancer de mama metastasico. En determinadas realizaciones, el nivel de expresiéon de Her-2 en el
cancer de mama es elevado. En determinadas realizaciones, una expresion de Her-2 elevada es un log10H2T
= 1,14-1,25 aproximadamente. En determinadas realizaciones, la expresion elevada de Her-2 comprende una
expresion que es muy elevada y/o moderadamente elevada. En determinadas realizaciones, la expresion muy
elevada de Her-2 es un log10H2T = 1,84 -2,21 aproximadamente. También se pueden utilizar otros rangos, en
funcién de la cohorte del paciente.

En una realizacién preferible, la evolucién se mide determinando el tiempo entre eventos significativos en el
transcurso de la enfermedad de un paciente, donde la medicién es predictiva de si el paciente tiene una
evolucién prolongada. En una realizacién preferible, el evento significativo es la progresion del diagnéstico
primario al fallecimiento. En una realizacion preferible, el evento significativo es la progresion del diagnostico
primario a la enfermedad metastasica. En una realizacion preferible, el evento significativo es la progresion del
diagnéstico primario a la recaida. En una realizaciéon preferible, el evento significativo es la progresion de la
cirugia al fallecimiento. En una realizacion preferible, el evento significativo es la progresion de la cirugia a la
recaida. En una realizacion preferible, el evento significativo es la progresion de la cirugia a la metéstasis. En
una realizacion preferible, el evento significativo es la progresion de la enfermedad metastéasica al fallecimiento.
En una realizacion preferible, el evento significativo es la progresion de la enfermedad metastésica a la
recaida. En una realizacién preferible, el evento significativo es la progresion de la recaida al fallecimiento. En
una realizacioén preferible, la evolucion se mide con respecto a la tasa de supervivencia total, el tiempo hasta la
progresion y/o utilizando los criterios RECIST u otros criterios de respuesta.

El ensayo de Her-3 VERATAG® se utilizd para examinar los niveles de Her-3 en una cohorte de pacientes del
ensayo International Serum Her-3/neu Study Group. Estos pacientes (n=105) se seleccionaron principalmente
mediante IHC, para detectar la positividad a Her-2, realizada en un lugar central por un Unico patdlogo y todos
recibian trastuzumab. Solamente los pacientes que presentaban tumores con una sobreexpresién de Her-2
(>10% de las células tumorales IHC 3+, determinado mediante HercepTest) y/o cancer metastasico ErbB2-
amplificado (con pruebas FISH positivas obligatorias en todos los casos IHC 2+) se incluyeron en este estudio
(véase el Ejemplo 14 para obtener méas informacion). El ensayo Her3 VERATAG® se realiz6é con las muestras
de estos pacientes y de las 105 muestras en las que se realiz6 el ensayo, 85 presentaban unos niveles de Her-
3 mensurables superiores al limite de deteccion (8 no tenian ningun tumor detectable, una muestra tenia un
error de fluoresceina y otras ocho muestras estaban por debajo del limite de deteccion y se consideraron
bajas/negativas en el ensayo). Los resultados se muestran en la Figura 13.

A los niveles de Her-3 y en particular los niveles de Her-3 en tumores Her-2 positivos se les ha asociado un
valor de prondstico por lo que respecta a la evolucién de la progresion de la enfermedad y la supervivencia
total, asi como a la respuesta a la terapia y, en particular, la ausencia de respuesta a los productos
terapéuticos dirigidos a la familia EGFR. Véase Sergina et al. (2007) Nature 445:437-441, Osipo et al. (2007)
Int J Oncol. 30:509-520, De Alava et al. (2007) Clinical Oncol. 25:2656-2663, Ma y Bose (2008) E-Updates in
HER1 and HER2 Targeting in Breast Cancer, Volumen 2, Toveyef al. (2006) J. Pathol. 210:358-362, Menendez
y Lupu (2007) Breast Cancer Res. 9:111, Fuchsia/. (2006) Anticancer Res. 26:4397-4402, Lee-Hoeflich et al.
(2008) Cancer Res. 68:5878-5886.

La expresion de Her-3 se ha examinado en mdltiples canceres, incluyendo tumores de pacientes tratados con
terapéuticos dirigidos a miembros de la familia EGFR (por ejemplo, trastuzumab, pertuzumab, lapitinib,
cetuximab, gefitinib y erlotinib), asi como quimioterapéuticos. Al comparar los niveles de miembros de la familia
Her con los resultados clinicos, los datos sugieren especificamente que la expresion de Her-3 y/o las
cantidades relativas de Her-2 y Her-3 pueden resultar Gtiles como biomarcadores para el pronéstico y el
diagnéstico predictivo en el cancer de ovario (véase Amier et al. (2008) J Clin. Oncol. 26:abstract 5552, Amier
et al. (2008) Meeting: 2008 Molecular Markers, Abstract 25 y Xu etal. (1999) Clin. Cancer Res. 5:3652-3660) y
el cancer de pulmén no microcitico (Cappuzzo et al. (2005) Brit. J. Cancer 93:1334-1340). En una realizacion
preferible, el método consiste también en determinar si el nivel de Her-3 es alto o bajo, dividiendo un grupo de
muestras de pacientes Her-2 positivos en al menos dos subgrupos, que comprenden un subgrupo con una
cantidad de Her-3 elevada y al menos otro subgrupo con una cantidad de Her-3 baja, donde si el nivel de Her-3
es bajo, entonces es probable que el paciente responda a la terapia dirigida a Her-2, es probable que la
evolucion de la enfermedad sea prolongada y no es probable que el paciente experimente un evento
significativo. En una realizacion preferible, el cancer del sujeto es cancer de mama, cancer colorrectal, cancer
de ovario, cancer de vejiga, cancer de prostata, cancer de pulmén no microcitico, melanoma, cancer de
faringe, cancer de pancreas, cancer de eso6fago, glioma, carcinoma del tracto biliar, colangiocarcinoma, cancer
gastrico, cancer de endometrio, cancer de la vesicula biliar, carcinoma de células escamosas o carcinoma de
células basales. En una realizacién preferible, el cancer del sujeto es un cancer de mama, melanoma, cancer
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colorrectal o cancer de ovario. En una realizacién preferible, el cancer del sujeto es un cancer de mama
positivo en Her-2. En una realizacion preferible, el cancer de mama se encuentra en un estadio temprano (es
decir, adyuvante) o es un cancer de mama metastasico.

En una realizacion preferible, la terapia seleccionada es al menos un agente dirigido a la familia Her. En una
realizacion preferible, el agente dirigido a la familia Her es un agente dirigido a multiples objetivos 0 a un Gnico
objetivo. En una realizacion preferible, el agente dirigido a multiples objetivos es un inhibidor de quinasas dual
0 un anticuerpo biespecifico. En una realizacion preferible,el agente dirigido a la familia Her es trastuzumab,
lapatinib o pertuzumab. En una realizacion preferible, el al menos un agente dirigido a la familia Her es al
menos dos agentes, donde los al menos dos agentes son uno 0 mas anticuerpos monoclonales dirigidos a Her-
2 yl/o anticuerpos monoclonales dirigidos a EGFR y/o un inhibidor de quinasas dual de Her-2 y EGFR. En una
realizacion preferible, el anticuerpo monoclonal es trastuzumab. En una realizacion preferible, el anticuerpo
monoclonal dirigido a EGFR es cetuximab o panitumumab. En una realizacién preferible, el anticuerpo
monoclonal dirigido a EGFR es zalutumumab, nimotuzumab y matuzumab. En una realizacién preferible, el
inhibidor de quinasas dual es lapatinib, erlotinib o gefitinib. En una realizacién preferible, la terapia
seleccionada es un agente que actua sobre Her-3 o sobre la via de sefializacién de Her-3. En una realizacion
preferible, el agente dirigido a Her-3 o la via de sefializacion de Her-3 es un anticuerpo monoclonal de Her-3,
un inhibidor de la dimerizacién de Her-3, un inhibidor de la fosforilacion de Her-3 y/o un inhibidor de un
miembro de la via de sefializacion de Her-3 seleccionado del grupo compuesto por PI3K, Akt, mTOR, ERK1/2
o PYK2. En una realizacion preferible, la probabilidad de responder, la probabilidad de tener una evolucion
prolongada y/o la probabilidad de tener un evento significativo se mide como una tasa de supervivencia total,
como el tiempo hasta la progresion, como la supervivencia libre de enfermedad, la supervivencia libre de
progresion y/o como una respuesta objetiva del tumor utilizando los criterios RECIST. Por transduccién de la
sefial se entiende cualquier proceso por el que las células convierten un tipo de sefial en otro. Tipicamente,
esto implica algun tipo de sefal en la superficie celular (por ejemplo, la unién de un ligando a un receptor de
superficie celular), seguido de una cascada de reacciones bioquimicas en el interior de la célula, llevadas a
cabo por las enzimas, que resultan en una via de transduccion de la sefial o una via de sefializacién, que
efectian multitud de funciones celulares. En el caso de la familia EGFR de los receptores de tirosina quinasas,
cada uno de los cuatro receptores de la familia dispone de un dominio extracelular, que comprende tanto un
dominio de dimerizacion como un dominio de unién a ligando, asi como un dominio transmembrana y un
dominio intracelular con actividad de tirosina quinasa (véase Burgess et al. (2003) Mol Cell. 12:541- 542). En
Her-3 el dominio de quinasa no es funcional pero, a través de la dimerizacion con otros miembros de la familia,
Her-3 puede ejercer importantes efectos en la via de sefializacion. Las evidencias sugieren que se requiere la
cooperacion entre multiples receptores de ErbB y ligandos para iniciar la transformacion celular. Cuando se
activa, esta familia de receptores sostiene una red compleja de vias de sefializacion. Se ha descubierto que
todos los miembros de la familia EGFR se expresan y/o se presentan alterados en diversos canceres y que
pueden desempefiar un importante papel en el desarrollo del tumor, incluyendo la proliferacién, apoptosis y
metastasis (véase Burgess (2008) Growth Factors 26:263-274 y Normanno et al. (2006) Gene 366:2-16). El
gran interés existente por dirigirse a los miembros de la familia EGFR (véase Bianco et al. (2007) Int. J.
Biochem. Cell. Biol. 39:1416-1431), particularmente a EGFR y Her-2, ha dado lugar a varios terapéuticos
seleccionados aprobados. Basandose en prometedores datos preclinicos de modelos de ensayo tanto in vitro
como in vivo, los resultados de los ensayos clinicos han sido ligeramente decepcionantes, lo que ha generado
un mayor interés en otros miembros de la familia, como Her-3, asi como en los miembros de la via de
sefializaciéon aguas abajo.

La sefalizacion de Her-3 se ha vinculado con el cancer y, en particular, la formacion del dimero Her-2/Her-3
puede ser crucial para una mayor agresividad en los tumores que presentan una sobreexpresion de Her-2, lo
que ha despertado el interés en terapéuticos seleccionados que inhiben la formacion de dimeros, asi como las
vias aguas abajo activadas por Her-3. Her-3 resulta particularmente adecuado para la sefalizacién porque
dispone de seis sitios de union para fosfoinositol-3-quinasas (PI3K), que a su vez, activan la proteina quinasa B
(también denominada AKX). Se ha demostrado que la via de sefializacion "PI3K/AKT" es necesaria para un
grupo extraordinariamente diverso de actividades celulares (méas concretamente para la proliferacion celular y
la supervivencia), lo que despierta el interés por dirigirse tanto a Her-3 como a los miembros de la via de
sefializaciéon aguas abajo, con el fin de crear nuevos productos terapéuticos seleccionados o de potenciar el
valor terapéutico de los productos terapéuticos seleccionados existentes para la familia EGFR. (Para mas
informacién, véase Stern (2008) J Mammary Gland Biol Neoplasia 13:215-223, Sithanandam y Anderson
(2008) Cancer Gene Ther. 15:413-448 y Arkin y Moasser (2008) Curr. Opin. Investig. Drugs 9:1264-1276).

En una realizacion preferible, donde el cancer es Her-2 positivo se determina mediante IHC, FISH, CISH,
ARNmM cuantitativo, una matriz de hibridacion o VERATAG®. En una realizacion preferible, la determinacion del
nivel de Her-3 se realiza utilizando IHC, FISH, CISH, ARNm cuantitativo, una matriz de hibridacién o
VERATAG®. En una realizacién preferible, el método comprende también la determinacién de si una cantidad
de proteina de Her-3 es baja en comparacién con la cantidad de Her-3 en el cancer del sujeto de conformidad
con un valor de corte predeterminado. En una realizacion preferible, el método consiste también en determinar
el nivel de Her-3, dividiendo un grupo de muestras de pacientes Her-2 positivos en al menos dos subgrupos,
que comprenden un subgrupo con una cantidad de Her-3 elevada y al menos otro subgrupo con una cantidad
de Her-3 baja, donde si el nivel de Her-3 es alto, entonces es poco probable que el paciente responda a la

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2535723 T3

terapia dirigida a Her-2, es probable que la evolucién de la enfermedad sea breve y/o es probable que el
paciente experimente un evento significativo.

En una realizacion preferible, el método comprende también la determinaciéon de que un sujeto esta afectado
por un cancer Her-2 positivo que es poco probable que responda al tratamiento, segin el método de la
invencion, y por tanto recomienda a un profesional médico la opcién de tratamiento de administrar al sujeto una
cantidad efectiva de un agente terapéutico diferente.

En un tercer aspecto, la invencién de implementa con un anticuerpo purificado que se une a Her-3. En una
realizacién preferible, el anticuerpo es un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal. En una realizacién
preferible, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En una realizacion preferible, el anticuerpo actta contra
uno de los péptidos que tiene las SEC. ID. N° 1-8, tal y como se establece en el Ejemplo 2 y se muestra en la
Figura 2A. En una realizacion preferible, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que comprende a) una
region variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en
las SEC. ID. N° 13, 14 y 15, respectivamente, y b) una region variable de cadena pesada que comprende
CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 16,17 y 18, respectivamente; y/o
un anticuerpo monoclonal que comprende a) una region variable de cadena ligera que comprende CDR1,
CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 19, 20 y 21, respectivamente, y b) una
region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen
en las SEC. ID. N° 22, 23 y 24, respectivamente (Tabla IB). En una realizacion preferible, el anticuerpo es el
anticuerpo con la secuencia de aminoacidos que tiene las SEC. ID. N° 9y 11, tal y como se recoge en la Tabla
1A para las cadenas ligera y pesada, respectivamente; y/o las SEC. ID. N° 10 y 12 que se recogen en la Tabla
1A para las cadenas ligera y pesada, respectivamente.

En una realizacion preferible, la invencién se implementa con el ADN que codifica el anticuerpo. EI ADN que
codifica los anticuerpos monoclonales es aislado y secuenciado utilizando técnicas habitualmente conocidas
por los expertos en la técnica de clonacién. Una vez aislado, el ADN se puede unir a vectores de expresion y
transfectarse en las células hospedadoras adecuadas para obtener anticuerpos recombinantes de células
cultivadas (véase Plueckthun (1992) Immunological Rev. 130: 151-188).

Los expertos en la técnica apreciaran que la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo se puede modificar y
que las modificaciones pueden resultar deseables para mejorar las propiedades del anticuerpo para su uso
terapéutico, analitico o diagndéstico. Se apreciara asimismo que se pueden cambiar uno 0 mas aminoacidos de
estos anticuerpos mediante insercién, delecion o sustitucion sin disminuir de forma apreciable las
caracteristicas de unién del anticuerpo. Algunos ejemplos de cambios de aminoacidos serian las sustituciones
utilizando aminoacidos con caracteristicas moleculares similares (es decir, sustituciones conservadoras, por
ejemplo cambiando aminoéacidos dentro de los subgrupos siguientes de aminoacidos aroméaticos, aminoacidos
acidos, aminoacidos béasicos o aminoacidos con amidas o sulfuros). Se pueden realizar otras inserciones o
sustituciones no conservadoras sin alterar de forma apreciable la integridad molecular ni las caracteristicas de
unioén. Asimismo, determinados cambios de amino&cidos o conjuntos de cambios de aminoacidos mejoraran
las propiedades del anticuerpo, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, una mejor afinidad de unién, una
mayor estabilidad (por ejemplo, resistencia a las proteasas), selectividad y/o facilidad de producciéon. Los
métodos para cambiar secuencias de aminoacidos y/o seleccionar moléculas con mejores propiedades son
conocidos por los expertos en la técnica. Preferiblemente, en los anticuerpos intactos, el grado de identidad de
la secuencia tras la modificacién es al menos del 50% y mas preferiblemente al menos del 75% y mas
preferiblemente al menos del 90-95%.

En una realizacion preferible, se pueden utilizar anticuerpos dirigidos a Her-3 para desarrollar otras moléculas
dirigidas a Her-3. Las modificaciones de los anticuerpos que se describen en el presente pueden resultar
deseables para mejorar las cualidades incluyendo, a titulo meramente enunciativo, el incremento de la funcién
efectora, la reduccion de la inmunogenicidad, el aumento de la estabilidad, la mejora de las propiedades
farmacoldgicas, como la vida media en suero, y la contribucién a la facilidad y los resultados de produccion.
Cada una de estas moléculas seleccionadas se considera incluida en el @mbito de aplicacion de la invencion
contemplada.

En una realizacion preferible, se pueden utilizar anticuerpos humanizados que comprenden las regiones de
unién a antigeno de los anticuerpos que se describen en el presente (véase la Tabla 1A) en un marco humano
para aplicaciones terapéuticas. Se han documentado distintos métodos para humanizar anticuerpos (véase
Jones et al. (1986) Nature 321:522-525, Riechmann et al. (1988) Nature 332:323-327 y Verhoeyen et al. (1988)
Science 239:1534-1536). Tipicamente, las secuencias no humanas de dominio variable se detectan por
ordenador dentro del conjunto de secuencias de dominio variable de cadena ligera o pesada humanas para
encontrar las secuencias marco variables humanas mas cercanas a las secuencias de roedor (véase Sims et
al. (1993) J. Immunol. 151:2296-2308, Chothia et al. (1987) J. Mol. Biol. 186:901-917). De manera alternativa,
se pueden utilizar marcos de consenso (véase Carter et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285-4289 y
Presta et al. (1993) J. Immunol. 151:2623-2632). En una realizacion preferible, se utiliza el disefio asistido por
ordenador para seleccionar secuencias que confieren estabilidad y conservan o mejoran las caracteristicas de
union.
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En otra realizacién, las CDR del anticuerpo se pueden utilizar para crear moléculas de union seleccionadas
que se unen al mismo epitopo en Her-3, pero que estan incluidas en un marco que no es un anticuerpo nativo.
Por ejemplo, un experto en la técnica apreciara que existen métodos disponibles para crear moléculas de union
en las que el marco puede ser una porciéon de un anticuerpo, por ejemplo, un fragmento scFv o F(ab")2 (véase
WO 93/16185 y Carter et al.(1992) Bio/Technology 10:163-167, respectivamente). Un experto en la técnica
apreciara también que una proteina completamente no relacionada (como una beta-lactamasa bacteriana)
puede desplegar convenientemente el dominio o los dominios de unién para formar un compuesto de unién. En
este sentido, los anticuerpos relacionados, tal y como se definen en el presente, se consideraran incluidos en
el ambito de aplicacion de la invencion.

El anticuerpo puede actuar terapéuticamente Unicamente a través de la unién o a través de otras propiedades
(por ejemplo, actividad enzimatica o cabezas toxicas). En una realizacion, la proteina seleccionada puede ser
modificada para ejercer un efecto terapéutico o un efecto terapéutico mayor mediante citotoxicidad mediada
por célula dependiente de antigeno (ADCC) o citotoxicidad dependiente de complemento (CDC). En otra
realizacion, las toxinas se pueden conjugar con el anticuerpo o la proteina seleccionada. Entre los ejemplos de
toxinas de moléculas pequefas se incluyen, a titulo meramente enunciativo, la maitansina, calicheamicina y
CC-1065 (véase, por ejemplo, Carter y Senter (2008) Cancer J. 14:154-169). Adicionalmente, se pueden unir
radioetiquetas a los anticuerpos para crear productos terapéuticos seleccionados. Las toxinas bioldgicas
también se pueden unir a proteinas seleccionadas e incluyen, a titulo meramente enunciativo, toxina de la
difteria, exotoxina de Pseudomonas, abrina y ricina (véase Kreitman (2006) AAPSJ. 18:E532-551).

En una realizacién més, los anticuerpos seleccionados (o fragmentos de los mismos) se pueden fusionar con
enzimas para Su uso en una terapia con profarmaco enzimético dirigido por anticuerpos (ADEPT; véase
Bagashawe(1987)£r. J. Cancer 58:700-703 y Senter et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:4842- 4846).
En otra realizacién, los anticuerpos o proteinas seleccionadas se pueden fusionar con moléculas, como
polietilenglicol, que mejoran las propiedades farmacoldgicas, como la vida Util en suero (véase Harris y Chess
(2003) Nat. Rev. Drug Discov. 2:214-221).

Ejemplos

La presente invencion se puede entender mejor por referencia a los siguientes ejemplos, que se ofrecen
Unicamente a titulo enunciativo:

Ejemplo 1: Generacidn de lineas de células estables que expresan diversos niveles de proteina HER3

Un ADNc disponible en el mercado (Origene Technologies, Inc.) para HER3 de longitud completa (NM
001982.2) se digiri6 con las enzimas de restriccion Not | y Xba | y el fragmento resultante se subcloné en el
vector de expresion seleccionable pcDNA.3 1 Zeocin. El plasmido resultante se transformé en bacteria y se
analizé para verificar la correcta insercion. Se verificaron las secuencias de los clones positivos, se
expandieron en bacterias y el plasmido se purificé utilizando el kit Qiagen Maxi-prep. Se compraron células de
rifdbn embrionico humano (HEK-293) de American Type Culture Collection y se mantuvieron en DMEM
suplementado con un 10% de FBS, 1x penicilina- estreptomicina (100X es 10 000 U/ml penicilina-G y 10 000
ug/ml estreptomicina), y Glutamax (GIBCO) a 37°C en 5% CO2. El dia antes de la transfeccién, las células se
dividieron hasta una confluencia de aproximadamente el 25-30% y se incubaron hasta el dia siguiente en
medios que no contenian penicilina-estreptomicina. A continuacion, las células se transfectaron con Fugene
HD (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Al dia siguiente los medios se sustituyeron por medios
completos nuevos y las células se incubaron durante 48 horas antes de afiadir 400 mg/ml de Zeocin
(Invitrogen) en medios completos. La concentracion de Zeocin se determiné realizando una curva de muerte
utilizando diversas concentraciones de Zeocin sobre células 293 de tipo salvaje que no contienen el plasmido
transfectado. Se aislaron aproximadamente 16 clones resistentes a Zeocin utilizando anillos de clonado y se
congelaron en nitrégeno liquido. Un subconjunto de los clones originales se podria expandir con éxito y
someterse a ensayo utilizando un kit ELISA especifico para HER3 (R&D Systems, Inc), siguiendo las
instrucciones del fabricante, y verificar si presentan una sobreexpresiéon de HER3 (Figura 1). Un clon con una
expresion elevada de HER3 demostrado mediante ELISA (293-H3 clon 1) se seleccioné como control para su
uso en el ensayo optimizado.

Ejemplo 2: Generacion y selecciéon de anticuerpos contra HER3

Un anticuerpo monoclonal especifico para HER3 (Ab-6) con especificidad de epitopo para la cola
citoplasméatica de Her-3 se comprd a Lab Vision. El indicador de VERATAG® (Pro 11) y azul de metileno
conjugado con estreptavidina ("tijeras moleculares") se sintetizaron y purificaron de acuerdo con el protocolo
anteriormente descrito (véase, por ejemplo, méas arriba y la Patente estadounidense 7 105 308). Se realizaron
conjugados de anticuerpo-VERATAG® y anticuerpo-biotina, es decir Ab6-Prol 1 y B9A11-biotina, utilizando
sulfo-NHS-LC-LC-biotina (Pierce) como conector siguiendo el protocolo del fabricante y los productos de
conjugacion se purificaron mediante HPLC (Agilent). Una serie de anticuerpos patentados se generaron como
sigue: Los ratones se inmunizaron con células 293 clon 13 fijadas o una serie de péptidos que representaban
diferentes epitopos incluidos en la region C-terminal de la proteina HER3 (Figura 2A). Durante el periodo de
inmunizacién, cada ratén recibié varias inmunizaciones durante un periodo de cuatro semanas. Los hibridomas
se produjeron y los clones se aislaron utilizando dilucién limitante. Se trazaron los perfiles de los medios
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acondicionados de los clones individuales mediante una serie de ensayos, incluyendo deteccion mediante
CellSpot™ o ELISA, seguidos de un aumento de escala y una nueva detecciéon mediante inmunohistoquimica
(IHC) (Figura 2) y posteriormente, por ultimo mediante VERATAG® Technology, utilizando un método de
liberacion quimica (azul de metileno) (Figura 2C) o el método de liberacion de luz de anticuerpo dual (Figura
2D). Varios anticuerpos demostraron un buen comportamiento utilizando estos métodos y se describen en la
Figura 2A. Uno en particular, B9A11, fue el méas robusto y ofrecié el mejor rango dinamico y sensibilidad, y se
utilizé para desarrollar el formato final del ensayo, tal y como se describe en el Ejemplo 5 mas abajo.

Ejemplo 3: Generacion de bloques y secciones FFPE de un grupo de lineas de células que expresan
diversos niveles de HER3 mediante FACS y ELISA.

Se compraron tres lineas de células con diversos niveles de expresion de proteina de HER3, MDA-MB-453,
MD A-MB -468 y SKOV-3, a American Type Cell Culture Collection. Las lineas de células MDA-MB-453 y MDA-
MB-468 se mantuvieron a 37°C y en un 5% de CO2 en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), 10% de
FBS, 1x penicilina-estreptomicina y 1x Glutamax. Las células SKOV3 se mantuvieron a 37°C y en un 5% de
CO2 en McCoy's 5a Media suplementado con 10% de FBS, 1x penicilina-estreptomicina y 1x Glutamax
(GIBCO). Las células de 293-H3 clon 1 se mantuvieron a 37°C y en un 5% de CO2 en DMEM suplementado
con un 10% de FBS, 1x penicilina-estreptomicina y 1x Glutamax. Las células se cultivaron a una confluencia
cercana en al menos 10 placas de cultivo de 500 mm para cada linea de células. Tras retirar el medio, las
células se lavaron una vez con 1x PBS frio y se afiadieron 15 ml de 1XPen-fix (Thermo Scientific) en cada
placa. Se rasparon las células y la solucidn de células se fijo hasta el dia siguiente (>16 horas) a 4°C. Tras la
fijaciébn hasta el dia siguiente, las células se centrifugaron a 3200xg durante 15 minutos. Los granulos de
células se transfirieron a una junta térica de goma, se rasparon con un papel de filtro y se situaron en un
cestillo de procesamiento. Se utilizé un procesador Tissue-Tek automatico para el procesamiento. En resumen,
los granulos de células se expusieron a concentraciones crecientes de alcohol, Clear-rite (sustituto de xileno) y
parafina. Tras el procesamiento, el granulo se embebid es un bloque utilizando una unidad de embebido en
parafina. Todos los solventes utilizados para el procesamiento de granulos de células se adquirieron en
Richard Allen Scientific. La proporcion del mismo lote de células se test6 para detectar el nimero de receptores
HERS3 utilizando citometria de flujo por el método siguiente. Se prepard un lisado celular completo a partir de la
preparacion de células para cuantificar los niveles de receptor HER3 utilizando un kit ELISA disponible en el
mercado y siguiendo las recomendaciones del fabricante (Human ErbB3-DuoSet ELISA; R&D systems). Se
cortaron secciones de 7 um de grosor con un microtomo (LEICA) y se colocaron en portaobjetos de vidrio de
carga positiva (VWR). Los portaobjetos se secaron al aire durante 30 minutos y a continuacién se cocieron en
un horno calentado a 70°C durante 1,5 horas. Todos los portaobjetos de las muestras se almacenaron a 4°C
para futuros ensayos. Los resultados de ELISA, citometria de flujo, la IHC y la comparaciéon con VERATAG®
se muestran en la Figura 3.

Ejemplo 4: Generacidn de secciones a partir de secciones FFPE de cancer de mama disponibles en el
mercado

Los bloques de cancer de mama FFPE se compraron a Asterand. Se cortaron secciones de 5 um de grosor
con un microtomo (LEICA) y se colocaron en portaobjetos de vidrio de carga positiva (VWR). Las secciones se
secaron al aire durante 30 minutos y, a continuacién, se cocieron en un horno a 70°C durante 1,5 horas. Todos
los portaobjetos de las muestras se almacenaron a 4°C para futuros ensayos. Los tumores de mama
anteriormente seccionados del material clinico también se utilizaron para estos estudios. Los ejemplos de
tumores tefiidos con H y E en portaobjetos de vidrio se muestran en la Figura 4.

Ejemplo 5: Ensayo de Her-3 con VERATAG® en tejido de mama y lineas de células embebidas en
parafinay fijadas con formalina (FFPE)

Las muestras FFPE fueron desparafinadas/rehidratadas utilizando una serie de solventes. En resumen, los
portaobjetos se empaparon secuencialmente en xileno (2x, 5 min), etanol al 100% (2x, 5 min), etanol al 70%
(2x, 5 min) y agua desionizada (2x, 5 min). La recuperacion del epitopo inducida por calor de las muestras
rehidratadas se realizé en un soporte de portaobjetos que contenia 250 ml de 1 x DAKO (pH 9.0) (Lab Vision)
utilizando una olla a presion (Biocare). Tras enfriarse durante 30 minutos a temperatura ambiente, los
portaobjetos se enjuagaron una vez con agua desionizada. Se dibujé un circulo hidréfobo en el portaobjetos
utilizando un boligrafo hidréfobo (Zymed) para retener los reactivos en los portaobjetos. A continuacion, las
muestras se bloquearon durante 1 hora con una solucién tampoén de bloqueo que contenia un 1% de suero de
raton, un 1,5% de BSA y un céctel de inhibidores de fosfatasa y proteasa (Roche) en 1x PBS. Tras retirar la
solucién tampén de bloqueo con aspiracion, se afiadié una mezcla de anticuerpos conjugados con VERATAG®
(Ab-6: Lab Vision, 1ug/ml) y conjugados con biotina (B9A1 1; patentados por Monogram, 2ug/mL) preparados
en una solucién tampoén de bloqueo y se incubaron las reacciones de unidn hasta el dia siguiente en una
camara humidificada a 4°C con agitacion. La mezcla de anticuerpos se aspiré y las muestras se lavaron con
solucién tampén de lavado que contenia 0,25% de TritonX-100 en 1 *PBS y se afiadié metileno azul conjugado
con estreptavidina a una concentracion de 2,5ug/ml en 1*PBS. Tras una hora de incubacién a temperatura
ambiente, el exceso de reactivo de azul de metileno-estreptavidina se aspird y las muestras se lavaron una vez
en solucion tampén de lavado para, a continuacién, someterse a tres cambios de agua desionizada. Se afiadié
una solucion tampon de iluminacién que contenia 3 pM de fluoresceina y dos marcadores internos de CE (MF
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y ML) en 0,01x PBS a las secciones de las muestras. El VERATAG® unido se liber6 a unos 4°C mediante
clivaje fotoactivado utilizando un iluminador de matriz de LED interno equipado con un bloque de refrigeracion
electronico (Torrey Pine Scientific). Tras la iluminacidn, los productos intermedios de VERATAG® se reducen a
una forma cuantificable mediante la adicion de borohidruro de sodio. La muestra de CE que contenia los
indicadores de VERATAG® liberados se obtuvo de la seccién de tejido anterior en los portaobjetos y los
indicadores de VERATAG® liberados en las muestras de CE se separaron y detectaron en un instrumento ABB
130 CE (matriz capilar de 22-cm; Applied Biosystems) bajo condicion de inyecciéon de CE de 6kV y 50 seg. a
30°C. El flujo general del ensayo H3T en el laboratorio clinico se ilustra en la Figura 5.

Ejemplo 6: Analisis de CE maxima, normalizacion del area del tumor y normalizacién del lote

La identificacion y cuantificacion de VERATAG® se realiz6 utilizando el software VERATAG® Informer (véase,
por ejemplo, la Publicacion estadounidense n® 2007- 0203408-Al). Para analizar las sefiales de VERATAG®
en un electroferograma de CE en bruto se utilizaron dos marcadores internos de CE, MF (primer marcador) y
ML (altimo marcador), para identificar los picos de VERATAG® de acuerdo con su movilidad electroforética o
tiempo de migracion, t, con respecto a los dos marcadores, es decir [{(VERATAG®)-t(MF)]/[t(ML)-t(MF)]. Los
picos de VERATAG® identificados se cuantificaron después mediante el célculo del area del pico para cada
VERATAG®. Para corregir la variabilidad en la recuperacion de VERATAG® de la seccion de tejido, y la
variabilidad intralaboratorio en materia de eficiencia de la inyeccion de CE y/o la sensibilidad de deteccion en la
matriz capilar, se afiadio fluoresceina (3 pM) en la solucién tampén de iluminacion, y se sometié a eletroforesis
conjunta como control de referencia interna para el procesamiento de cada muestra. A continuacion el area de
cada pico de VERATAG® se indica como RFU o RPA por normalizacion de area del pico de VERATAG® (&rea
del pico de VERATAG®) con respecto al pico de fluoresceina interna (area del pico de fluoresceina / 3pM).
Esta se cuantifica como RPA*EB vol/TA para las muestras de tumor variables (=area del pico relativa
multiplicada por el volumen de soluciéon tampén de iluminacién (EB) cargada en la seccion de la muestra;
dividido por el area del tumor en mm? (RPA*IB vol/TA = pmol/L*L/mm® = pmol/mm?). Concretamente, la
intensidad de la sefial de fluorescencia de la CE de un indicador de VERATAG®, o el area del pico (PA
VeraTag®), se proporciona en unidades de fluorescencia relativas (altura de la sefial) integradas en el tiempo
(RFU-S/S). El &rea relativa del pico (RPAveratage) S€ mide normalizando el area del pico de VERATAG® (PA
VeraTag®) con respecto al estdndar interno de fluoresceina de una concentracién conocida (PAF), y es por
tanto proporcional a la concentracion inicial del analito que se pretende medir. Dado que la sefial del ensayo
VERATAG® es una lectura cuantitativa que varia en funcién del contenido del tumor, una comparacién exacta
de las sefales del ensayo VERATAG® de las distintas muestras clinicas requiere un ajuste para las diferencias
en este parametro. Asi pues, el contenido del tumor se mide en la recopilacién de los datos de la sefial del
ensayo VERATAG® de la muestra y el contenido del tumor se utiliza para normalizar el resultado del ensayo
VERATAG®. Cabe sefialar que, si la muestra del tumor es muy pequefia o muy grande, se ajustan los
volimenes de reaccién (es decir, volumen del anticuerpo, azul de metileno conjugado con estreptavidina y
reactivos de la solucion tampdn de iluminacién) y este ajuste se refleja en la normalizacion del contenido del
tumor. Tras ajustar las areas del pico de VERATAG® para el tiempo de migracion, la fluoresceina, la solucién
tampén de iluminacion y el area del tumor, los controles y muestras se normalizan multiplicando el area de su
pico ajustada por el respectivo factor de normalizacién del lote (BNF) calculado. Cada valor de RPA ajustado
se multiplica por el respectivo BNF para obtener un valor de RPA normalizado. Dado que, por definicion este
valor de RPA normalizado carece de unidades, su valor se expresa en unidades VERATAG®. Todos los
valores normalizados notificables (no errébneos y no saturados) para una determinada muestra son
promediados para determinar un valor final para esa muestra.

Se han desarrollado diversas comprobaciones del control de calidad para garantizar la maxima calidad de los
datos.

1. Fluoresceina fuera de rango. Un trazo de la muestra con fluoresceina fuera de rango es errénea. El
rango de fluoresceina se calcula utilizando la mediana del valor de fluoresceina ajustado +/-XX%. EIl valor
XX%, tipicamente 20-40%, es ajustable y esta asociado con plantillas individuales. Los picos de la muestra son
erréneo si la altura absoluta del pico es > 7000 unidades, denominado pico saturado.

2. RPA debe ser mayor o igual que 0,03.

3. Si una muestra no diluida de pico convertido es errénea debido a que presenta un RAP<0,03,
entonces todas las muestras diluidas de pico convertido correspondientes también seran erréneas.

4. Al menos dos controles del pico convertido deben presentar valores requeridos para que la
normalizacién del lote del pico convertido continte.

5. Una muestra o control con mala calidad del trazo es errénea.

6. Si los controles realizados Unicamente con la solucion tampén de iluminacion presentan

contaminacién, puede que las muestras sean erréneas si la calidad del trazo puede verse afectada, por
ejemplo si el pico contaminante se solapa con el pico liberado.

7. Un lote con una mala normalizacion del lote es erréneo.
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8. Un lote con un factor de normalizacion del lote anormalmente elevado es erréneo.

Para cada muestra, tras el ensayo VERATAG®, se realizé una tincién con H y E (hematoxilina y eosina) y una
evaluacion para garantizar la presencia de células tumorales y para poder realizar una estimacion del area del
tumor. Estos portaobjetos se desparafinan, hidratan, tifien y, a continuacién, se deshidratan y montan utilizando
procedimientos estandar antes del examen microscopico.

Ejemplo 7: Optimizacién de la concentracion de anticuerpos para aumentar el rango dinamico

Las concentraciones optimas del anticuerpo Ab-6 y B9A1 1 se determinaron variando las concentraciones
finales en el ensayo de HERS3 total VERATAG® HER3 (como se ha descrito anteriormente) en un grupo de
lineas de células que abarcaba la totalidad del rango dinamico del ensayo (293H3-clon 1, MDA-MB-453, MDA-
MB-468, y SKOV3). A continuacién, estos resultados se compararon con los niveles de cambios previstos en
funcién de la citometria de flujo de HER3 y de los resultados de ELISA con la preparacion del bloque FFPE de
la misma linea de células. Se seleccion6 una concentracién 6ptima de 2mg/ml de B9A11 -biotina y 1 mg/ml de
Ab-6 Pro-11 para valorar el rendimiento basdndose en la deteccion exacta de HER3 en comparacion con los
niveles de cambios previstos frente a ELISA y citometria de flujo de este mismo conjunto de lineas de células,
tal y como se muestra en la Figura 6, donde se ha rodeado con un circulo un ratio 2:1 de B9A11 frente a Ab-6.

Ejemplo 8: Exactitud del ensayo de HER3 total VERATAG®

Un lote del ensayo de HER3 total VERATAG® se realizd utilizando tres replicados competentes de cuatro
lineas de células bien caracterizadas (293H3-clon 1, MDA-MB-453, MDA-MB468, MDA-MB-231 y SKOV3) y, a
continuacion, se realiz6 una comparacion para determinar la exactitud de la medicion de VERATAG® con los
datos de la citometria de flujo y ELISA generados internamente. El 100% de los resultados coincidié con los
datos internos de la citometria de flujo y del ELISA en el sentido de que 293H3-clon 1 >MDA-MB-453 >MDA-
MB468 >SKOV3. No se observé ningln solapamiento entre los niveles de sefial de ninguna de las muestras de
las cuatro lineas de células, es decir que cada una de las lineas de células se separd por completo. Los
conjuntos de datos internos sobre los niveles totales de HER3 se generaron mediante ELISA y citometria de
flujo. Los resultados de exactitud para las cuatro lineas de células se presentan en la Figura 7. Los resultados
de la citometria de flujo de HER3 fueron muy similares a los resultados de ELISA de HERS3, en el sentido de
que se demostré la preservacion del mismo orden de clasificacion utilizando estas tecnologias de validacion
cruzada.

Ejemplo 9: Sensibilidad del ensayo de HER3 total VERATAG®

La sensibilidad del ensayo de HER3 total VERATAG® se determiné comparando un lote que contenia ocho
replicados de la linea de células de control con una expresion de HER3 baja, MDA-MB-468, con ocho
replicados de la linea de células de control con una expresion de HER3 baja/negativa, SKOV3. Los valores
para cada replicado de MDA-MB-468 se compararon con los replicados de SKOV3 mediante comparaciones
por pares para determinar la sensibilidad. El 100% (64/64) de las comparaciones por pares entre MDA-MB-468
y SKOV3 dieron como resultado MDA-MB-468>SKOV3 (Figura 8).

Ejemplo 10: Reproducibilidad del ensayo de HERS3 total VERATAG®

La reproducibilidad interensayo se determiné realizando ocho lotes separados del ensayo de HERS total
VERATAG® anteriormente descrito con cuatro lineas de células bien caracterizadas (293H3-clon 1, MDA-MB-
453, MDA-MB-468 y SKOV3) utilizando diferentes instrumentos (CE, iluminadores), diversos operadores y
realizando el ensayo durante un periodo de cuatro semanas. Tras los procedimientos de normalizacion de los
lotes, se compararon los datos de los ocho lotes para determinar la reproducibilidad. La reproducibilidad en
todo el rango dinamico se situ6 en un 8-15% (véase la Figura 9).

Ejemplo 11: Precision del ensayo de HER3 total VERATAG®

La reproducibilidad interensayo se determind realizando un lote/linea de células del ensayo de HER3 total
VERATAG® y comparando el rendimiento de 15 replicados de cada una de las tres lineas de células de control
(293H3-clon 1, MDA-MB-453, MDA-MB-468). Se realizaron comparaciones por pares de los 15 replicados de
cada lote para determinar la precision del ensayo. El 95% de los datos de 293H3-clon 1 se encontraban dentro
de un nivel de cambio de 1,2, el 100% de los datos de MDA-MB-453 se encontraban dentro de un nivel de
cambio de 1,23 y el 95% de los datos de MDA-MB-468 se encontraban dentro de un nivel de cambio de 1,37.
Los resultados se muestran en la Figura 10.

Ejemplo 12: Linealidad del ensayo de HER3 total VERATAG®.

La linealidad del resultado del ensayo de HER3 VERATAG® se determiné tomando lineas de células de control
bien caracterizadas (293H3-clon 1, MDA-MB-453, MDA-MB-468) y realizando sucesivos experimentos
"reducidos" para crear secciones FFPE con las dimensiones siguientes 1,1/2, 1/4, 1/16. A continuacion, estas
secciones "reducidas" se sometieron al ensayo de H3T VERATAG® y los datos normalizados del area de la
seccion final se compararon por pares para entender la linealidad del ensayo con respecto al tamafio de la
seccion (Figura 11). La linea de células MDA-MB-453 demuestra linealidad hasta aproximadamente 1/16 del
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tamafio de muestra original, mientras que MDA-MB-468 demuestra linealidad hasta aproximadamente 1/2 del
tamafio de muestra original. Los resultados se muestran en la Figura 11.

Ejemplo 13: Especificidad del ensayo de HERS3 total VERATAG®

Las muestras de tumor obtenidas del paciente y los controles de las lineas de células se sometieron al ensayo
de HERS3 total VERATAG® y utilizando anticuerpos de control del isotipo. Para Ab-6-Prol 1 de HERS, el control
del isotipo emparejado fue IgGI-Prol 1. Para B9A11-biotina de HER, el control del isotipo emparejado fue IgG 1-
biotin. La sefial de estas reacciones no es especifica de antigeno y representaria unos antecedentes no
especificos. Las muestras se procesaron en cada uno de los tres formatos siguientes y dentro del mismo lote
frente a frente:

Formato 1: HER3 Ab6-Prol 1/B9A11 -biotina (formato normal)
Formato 2: HER2 Ab6-Prol 1/1gGl-biotina
Formato 3: IgGl-Prol 1/B9A11-biotina

Los resultados de las muestras de cada formato de IgGl (Formato 2 y Formato 3) se compararon con el control
negativo, SKOV3, presente en cada lote (parametro de comparacion A); los resultados de las muestras
también se compararon con las respectivas sefiales reales de HERS3 total (Formato 1). Los resultados se
muestran en la Figura 12.

Ejemplo 14: Medicion de los tumores de mama clinicos y rango dindmico

La poblacion del estudio comprendia pacientes (n=105) que fueron prospectivamente observados durante la
terapia basada en trastuzumab en una Unica institucidon entre 1999 y 2006 (el ensayo International Serum Her-
2/neu Study Group). Solamente se incluyeron pacientes ambulatorios (ECOG PS 0-2, edad >18 afos,
esperanza de vida prevista >12 semanas) con una sobreexpresion de HER-2/neu (>10% de las células
tumorales IHC 3+ determinado mediante HercepTest, DAKO Diagnostics, Austria) y/o MBC con ERBB2
amplificado (con analisis FISH positivo obligatorio en todos los casos IHC 2+). Por otra parte, los pacientes no
debian haber estado expuestos anteriormente al trastuzumab y debian presentar una progresion de la
enfermedad mensurable bidimensionalmente dentro de las cuatro semanas anteriores al inicio del tratamiento
(excluyendo las lesiones anteriormente radiadas). Las muestras de este grupo de estudio se sometieron al
ensayo de H3T VERATAG® en ocho lotes separados. Para cada lote, se realizaron los analisis del pico de CE,
asi como andlisis del area del tumor y el lote se someti6 a la correspondiente normalizacién. De las 105
muestras de pacientes sometidas a ensayo, 85 presentaban unos niveles de H3T mensurables superiores al
limite de deteccion, ocho muestras de pacientes no presentaban tumor detectable, una muestra presentaba un
error de fluoresceina que obligaba a excluir los datos y, por Gltimo, habia ocho muestras de pacientes que se
encontraban por debajo del limite de deteccion del ensayo y se consideré que presentaban una expresion de
H3T baja/negativa. Los resultados se muestran en la Figura 13.

Ejemplo 15: Determinacidn del corte 6ptimo para la respuesta a trastuzumab

Utilizando un analisis de deteccion posicional, se determind un corte 6ptimo por el que los pacientes por
encima de un valor de corte estadisticamente significativo presentaban un tiempo hasta la progresion (TTP)
desfavorable frente a los pacientes que se encontraban por debajo de este corte (Figura 14). El valor de corte
era aproximadamente la media de los resultados de la poblacion sometida a ensayo (0,158, HR.=23,
p=0,0004). TTP se definié como el tiempo desde el inicio del tratamiento con trastuzumab hasta la progresion
(SWOG) o censura y OS se definid6 como el tiempo desde el inicio del tratamiento con trastuzumab para el
fallecimiento o la censura. Si se analiza la supervivencia total de esta poblaciéon de pacientes no se podria
determinar ningun valor de corte significativo; sin embargo, existia una tendencia de OS utilizando el valor de
corte de 0,158 (HR=1,7; p=0,059).

Ejemplo 16: Analisis de Kaplan-Meier (KM) para el TTP

Se utilizé un valor de corte de H2T previamente sefialado (logH2T = 1,14) para subdividir a los pacientes en
grupos de HER2 normal (N=26, mediana TTP = 4,1 meses) y sobreexpresiéon de HER2 (N=55, media TTP
=11,1 meses, HR=0,43, p=0,0002). En el grupo de sobreexpresion de HER2, los niveles de expresion de H3T
por encima de los valores de corte éptimos (H3T > 0,158; Figura 14), definidos por una media inferior de
tiempo hasta la progresion (N=25, mediana TTP = 6,1 meses) prevista por la deteccion posicional en
comparacion con la expresion de H3T por debajo del valor de corte (N=30, mediana TTP=13,1 meses, HR=2,7,
p=,0002). Los analisis univariados de riesgos proporcionales de Cox con los que se examiné al subgrupo que
presentaba una sobreexpresion de HER2 identifico el nivel de H3T (superior frente a inferior a un valor de corte
concreto) como el factor de prediccion mas importante del TTP (HR = 2,98, p = 0,0004). Estos resultados se
muestran en la Figura 15.

Ejemplo 17: Expresion total de HER3 analizada mediante VERATAG® en otras enfermedades malignas

El ensayo de H3T VERATAG® se realiz6é con varias enfermedades malignas diferentes ademas del cancer de
mama, tales como cancer de colon, de ovario o tumores sinoviales (Figura 16). Se observaron rangos
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dinamicos similares para todos estos canceres con el siguiente orden de clasificacion del rango:
ovario>carcinoma sinovial>/=colon. El rango dinamico de estos tumores es de 0,5-1,5 logaritmos dependiendo
del cancer.

Ejemplo 18: Medicion de HER3 conjuntamente con P95y correlacion con la respuesta a trastuzumab

Se utilizé un valor de corte de P95 anteriormente sefialado (Solicitud de patente estadounidense 12/629 037)
para continuar estratificando a los pacientes con una sobreexpresion de HER2 anteriormente descritos, tras la
subdivisién inicial basada en su nivel de HER3, al objeto de producir cuatro subgrupos de pacientes mostrados
en la Figura 17. Los pacientes con un nivel bajo de P95 y HER3, definido como inferior a un valor de corte
6ptimo previsto mediante deteccidon posicional, presentaban una media del tiempo hasta la progresion (TTP=
15,0 meses) mayor que cualquier otro subgrupo (prueba de logrank para la tendencia p<0,0001). Los pacientes
con un nivel elevado de P95 y HER3 presentaban las medias mas bajas de tiempo hasta la progresion (TTP -
3,2 meses). Los resultados se muestran en la Figura 17.

Ejemplo 19: Medicién de HER2, HER3 y P95y correlacion con la respuesta a trastuzumab

La poblacion de pacientes del Ejemplo 17 se subdividié en funcién de su nivel de HER2, P95 y HERS3, tal y
como se muestra en la Figura 18. Los pacientes que presentan un nivel de HER2 alto, P95 bajo y HER3 bajo,
definido mediante una metodologia de deteccion posicional, demostraban un tiempo hasta la progresion mayor
que los pacientes con un nivel alto de HER2 y un nivel alto de HER3 o P95, o de ambos, con este ultimo grupo
registrando un tiempo hasta la progresion similar que los pacientes que tenian un valor de HER2 bajo
determinado mediante el ensayo de H2T VERATAG®. Dentro del subgrupo con unos niveles de expresion de
HER2 normales (H2T bajo), los grupos de FISH positiva y FISH negativa experimentaron un tiempo hasta la
progresién similar.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo monoclonal que comprende:

a) una region variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDRS3 con las secuencias que se
recogen en las SEC. ID. N° 13,14 y 15, respectivamente, y una region variable de cadena pesada que
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 16, 17 y 18; y/o

b) una region variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se
recogen en las SEC. ID. N° 19, 20 y 21, respectivamente, y una region variable de cadena pesada que
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 con las secuencias que se recogen en las SEC. ID. N° 22, 23 y 24,
respectivamente; y/o

c) una secuencia de aminoacidos que comprende las SEC. ID. N° 9 y 11 para las cadenas ligera y pesada,
respectivamente; y/o

d) una secuencia de aminoacidos que comprende las SEC. ID. N° 10 y 12 para las cadenas ligera y pesada,
respectivamente.

2. Un método para medir y/o cuantificar la presencia y/o cantidad de Her-3 o Her-3 en un complejo en una
muestra de un sujeto. Este método comprende:

mezclar la muestra con un anticuerpo de la reivindicacion 1 y determinar la presencia y/o cantidad del
anticuerpo unido a Her-3 y/o Her-3 en un complejo.

3. Un método para determinar si un sujeto con cancer es probable que responda al tratamiento con un agente
dirigido a la familia Her, para predecir la evolucion de la enfermedad y/o para predecir la probabilidad de que se
produzca un evento significativo durante la evolucion del céncer del sujeto, que comprende el método
conforme a la reivindicacion 2.

4. El método de la reivindicacién 3, donde si el nivel de Her-3 es elevado, es menos probable que el paciente
responda al agente dirigido a la familia Her; y si el nivel de Her-3 es bajo, es mas probable que el paciente
responda al agente dirigido a la familia Her.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, donde el método comprende la medicion y/o
cuantificacion de la presencia y/o cantidad de al menos uno de los elementos siguientes: Her-3 total,
homodimeros de Her-3 o heterodimeros de Her-3.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, que comprende también la medicion de p95 en la
muestra; y preferiblemente si la cantidad de p95 y la expresion de Her-3 es baja, entonces es probable que el
paciente responda al agente dirigido a la familia Her y/o que el paciente tenga una evolucién prolongada.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, donde la muestra comprende una muestra de tumor;
y/o la muestra comprende una muestra de cancer de mama, una muestra de cancer colorrectal, una muestra
de céncer de ovario, una muestra de cancer de pulmoén no microcitico, o una muestra de cancer gastrico.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, donde la muestra comprende una muestra de cancer
de mama.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, donde la muestra comprende una muestra de cancer
de mama en un estadio temprano o una muestra de cancer de mama metastasico; y/o la muestra es una
muestra FFPE o una muestra FFPE solubilizada.

10. El método de la reivindicacién 8, donde la muestra comprende una muestra Her-2 positiva.
11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, donde el método consiste en:

a) mezclar i) la muestra del sujeto; ii) una sonda de proximidad que es capaz de unirse a Her-3, donde la sonda
de proximidad tiene una proximidad efectiva; y iii) al menos un compuesto de union, de forma que el
compuesto o los compuestos de union son capaces de unirse a Her-3 y de tener una o mas moléculas de
sefalizacién unidas, donde la uniéon de la sonda de proximidad y el compuesto de union dentro de la
proximidad efectiva produce una sefal de las etiquetas moleculares que se correlaciona con la presencia y/o
cantidad de Her-3 y/o Her-3 en un complejo;

b) detectar la sefial de las etiquetas moleculares para determinar la presencia y/o cantidad de Her-3 y/o Her-3
en un complejo;

donde la sonda de proximidad y/o el compuesto de union comprende el anticuerpo de la reivindicacion 1.

12. El método de la reivindicacion 11, donde la sonda de proximidad comprende una sonda de clivaje que tiene
una fraccién que induce el clivaje y el compuesto de uniéon o los compuestos de unién tienen una o mas
etiquetas moleculares unidas al compuesto de unién mediante un enlace clivable, donde el enlace clivable se
puede clivar dentro de la proximidad efectiva, lo que produce una sefial que esta correlacionada con la
presencia y/o cantidad de Her-3.
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13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 12, donde el agente dirigido a la familia Her comprende
un agente dirigido a uno o varios objetivos.

14. El método de la reivindicacion 13, donde el agente dirigido a la familia Her comprende un inhibidor de
quinasas dual o un anticuerpo biespecifico.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 3 o 14, en las que el agente dirigido a la familia Her
comprende trastuzumab, lapatinib, pertuzumab, cetuximab, panitumumab, erlotinib o gefitinib.

16. El método de la reivindicacion 15, donde el agente dirigido a la familia Her comprende trastuzumab.

17. El método de cualquiera de la reivindicaciones 3 a 16, donde la probabilidad de responder, la probabilidad
de tener una evolucion prolongada y/o la probabilidad de que se produzca un evento significativo se mide como
al menos uno de los elementos siguientes: indice de supervivencia total, tiempo hasta la progresion,
supervivencia libre de enfermedad, supervivencia libre de progresion, tiempo hasta una recurrencia distante,
cociente de riesgo y/o respuesta objetiva del tumor o beneficio clinico, utilizando los criterios RECIST.

18. Un anticuerpo conforme a la reivindicacion 1, para su uso en cualquiera de los métodos de las
reivindicaciones 2 a 17.
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ELISA: Grupo de lineas de células

1000
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-~

293 Clon

=293 Clon 1
293 Clon
m293 Clon 10|
m 293 Parental |

10

Linea de células HER3 (ng/mg)

293H3-Clon 13 967

293H3-Clon 1 460

293H3-Clon 4 314

293H3-Clon 10 82

Cepa salvaje 293 1,0
Figura l
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Aminoacidos

Secuencia de péptidos Longitud |de HERS ID del clon |ELISA/IHC/VeraTag
LGSALSLPVLNRPRGTGSQSLLSP |24 1027-1050

SAYHSQRHSLLTPVTPLSP 19 1130-1148 A2 Positivo
VGSDLSASLGSTQSCPLHPVPI 22 1227-1248

CQGPGHQAPHVHYARLKTLRS 21 1296-1315

. LEEVELEPELDLDLDLEAE 19 1000-1018

CFDNPDYWHSRLFPKANA 18 1323-1339 B9A11.B11 [Positivo
CPDYWHSRLFPKANAQRT 18 1326-1342 F9.F9B10 Positivo
CFPKANAQRT 10 1334-1342 F9 Positivo

Figura 2A
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B9A11
(2ug/mL)

B9AM
(2ug/mL)
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SKOV3 (HER? alto, HER3 bajo)

Figura 2B
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Puntuacié IHC
n de
inml{nqhis ELISA Citometria de flujo
toquimica
Linea de células (IHC) VeraTag HER3[ng/mg] (Receptores/célula)
293H3-Clon 1 >3 10,01 502,2 188 045
MDA-MB-453 1+ 1,00 46,2 25716
MDA-MB-468 0 0,24 25 5669
SKOV3 0 0,06 0,4 500

Figura 3
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Figura 4
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Comparacién de las mezclas de anticuerpo B9A11-Biotina, Ab6-Pro11

100 I ]
' N Clon 1
- LB \9A=-Mﬁ453
g 7 RADA-MB 468 .
X . . .
N £ MDA-MB 231
@ -\ .
£ = SKQV3 -
| I R e < 1 - - L L e T Rt o - LT LO L EL U LTI UL RUTECERETEE SISO - .- OS S T O PR CECEPRITPPPPY SETREINNE |5 1 SRRty Y -
2
&
x
Control ' 1,1 : 1,2 ' \\ 2,1
| [B9A11, Ab6] ug/mL .
Clon 1:453 Clon 1:468 Clon 1:SKOV3 453:468 |453:SKOV3 |468:SKGV3
Previsto 9,3 42,3 177,8 4,5 19,0 4,2
Gen 1.0 7,0 23,5 242,0 3,4 34,8 10,3
1,1 55 21,0 142,0 3,8 25,7 6,8
1,2 4,3 25,4 116:7 5,9 26,9. 4,6
2,1 5,0 28,3 119,1 57 23,9 4,2

Figura 6
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100

Exactitud

10

~+* MDA-MB-453

Valor real

" MDA-MB468
0.1 1

" - 'sKovs

.+ 293Clon 1 |

0.01 4~ \
“ 001 . 01 1 10
Valor medio

Figura 7
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Sensibilidad

MDA-MB468

0.1

Valor real

0.01 KL [ e
0.01 0.1 R

Valor medio

Figura 8
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SN

CV=151% CV=1552% CV=13.88% CV=839%

SKOV3 MB468 MB453 293H3CI1

Lineas de células de control

Figura 9
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PRA normalizado
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RPA normalizada
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"MDA-MB 453 Experimento “reducido”

» | , .
Lineas de células

MDA-MB 468 Experimento “reducido”

S

| R
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Lineas de células

Figura 11
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normRPA de H3T final para Lipton 2

normRPA de H3T final para Lipton 1
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Figura 13
(Continuado)

normRPA de H3T final para Lipton 6

normRPA de H3T final para Lipton 5
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Porcentaje libre de progresion
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Figura 18
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