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DESCRIPCIÓN

Anticuerpos anti-ErbB3

Campo de la invención 

El campo de la invención es la biología, inmunología y oncología molecular. Más particularmente, el campo es 
anticuerpos humanizados que se unen a ErbB3/HER3 humano.5

Antecedentes

HER3/c-ErbB3 (denominado en el presente documento ErbB3) es un miembro de la familia de receptores del factor 
de crecimiento epidérmico (EGFR). ErbB3 se une a neurregulina/herregulina (NRG/HRG). Los receptores de la 
familia de EGFR son receptores transmembrana individuales con un dominio de tirosina quinasa intracelular. Aunque 
los demás miembros de la familia de EGFR, es decir, EGFR/HER1/ErbB1, HER2/ErbB2, y HER4/ErbB4, poseen 10
cada uno actividad de tirosina quinasa, ErbB3 tiene poca o ninguna actividad de tirosina quinasa, y de ese modo es 
"quinasa inactivo".

El dominio extracelular (ECD) de la familia de EGFR contiene cuatro dominios. Los dominios 1 y 3 (también 
conocidos como dominios L1 y L2) son responsables de la unión de ligandos. Los dominios 2 y 4 ricos en cisteína 
(también conocidos como dominios C1 y C2) están implicados en la dimerización con receptores asociados. 15
Después de la unión de ligando, el ECD experimenta cambios conformacionales. La interacción de los dominios 2 y 
4, que mantienen la conformación enlazada (inactiva) del receptor, se libera, y se adopta una conformación 
extendida (activa). La conformación extendida favorece la dimerización con otros receptores asociados. HER2/ErbB2 
es la única excepción a esta regla general, es decir, Her2-ECD está constitutivamente en la conformación extendida. 
No se ha identificado ningún ligando para HER2 hasta la fecha.20

Debido a que ErbB3 carece de una actividad de quinasa intrínseca, se debe dimerizar con otra tirosina quinasa 
receptora activa para activarse mediante fosforilación de tirosina. La dimerización se puede producir entre dos 
receptores diferentes (heterodimerización), por ejemplo, ErbB3 y EGFR/HER1/ErbB1, HER2/ErbB2, o HER4/ErbB4. 
Recientemente, también se ha mostrado que ErbB3 se dimeriza con MET. Después de la asociación con otra 
tirosina quinasa receptora, ErbB3 se activa mediante fosforilación de al menos nueve restos de tirosina en el dominio 25
intracelular de ErbB3, y a continuación se asocia rápidamente con adaptadores o moléculas de señalización aguas
abajo. Seis de los restos de tirosina fosforilados de ErbB3 se asocian directamente con la subunidad p85 de 
fosfatidilinositol 3-quinasa (PIK3), que da como resultado la activación de la ruta de supervivencia celular controlada 
por el eje PI3K/Akt. La activación constitutiva de ErbB3 mediante dimerización no regulada y/o fosforilación no 
regulada de ErbB3 puede conducir a ciertos cánceres.30

La sobreexpresión de ErbB3 se asocia con mala prognosis en diversos carcinomas (por ejemplo, cánceres de 
mama, ovario, próstata, colorrectal, pancreático, gástrico, y de cabeza y cuello). La sobreexpresión de ErbB3 
también correlaciona con metástasis local a distal en cánceres de pulmón, gástrico, y colorrectal, e invasión ósea en 
cáncer de próstata (Sithanandam et al., 2008, CANCER GENE THERAPY 15:413). La sobreexpresión de ErbB3 se 
ha asociado a resistencia a varios tratamientos de cáncer, incluyendo tratamiento con inhibidores de tirosina quinasa 35
de EGFR en cáncer de pulmón no microcítico (NSCLC) y cánceres de cabeza y cuello, tratamiento con inhibidor de 
Her2 en cánceres de mama, y tratamiento con radioterapia en cánceres pancreáticos. Además, la sobreexpresión de 
NRG, un ligando de ErbB3, también se ha asociado a resistencia a tratamiento con inhibidor de tirosina quinasa de 
EGFR. Chen et al. describen el uso de anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 que inhiben la función de NRG y 
muestran actividad inhibidora del crecimiento frente a células de cáncer de mama y ovario (Chen et al., 1996, J. 40
BIOL. CHEM. 271: 7620).

Existe la necesidad de anticuerpos anti-ErbB3 mejorados que se pueden usar como agentes terapéuticos.

Sumario

La invención se basa en el descubrimiento de una familia de anticuerpos que se une específicamente a ErbB3 
humano. Los anticuerpos contienen sitios de unión a ErbB3 basados en CDR que se unen específicamente a ErbB3 45
humano. Cuando se usan como agentes terapéuticos, los anticuerpos se someten a ingeniería, por ejemplo, 
humanizado, para reducir o eliminar una respuesta inmune cuando se administran a un paciente humano.

Los anticuerpos que se desvelan en el presente documento previenen o inhiben la activación de ErbB3 humano. En 
algunas realizaciones, los anticuerpos previenen que ErbB3 se una a un ligando, por ejemplo, NRG/HRG, 
neutralizando de ese modo la actividad biológica de ErbB3. En otros aspectos, los anticuerpos anti-ErbB3 inhiben la 50
dimerización de ErbB3, neutralizando de ese modo la actividad biológica de ErbB3. Los anticuerpos que se desvelan 
en el presente documento se pueden usar para inhibir la proliferación de células tumorales in vitro o in vivo. Cuando 
se administran a un paciente de cáncer humano (o un modelo animal tal como un modelo de ratón), los anticuerpos 
inhiben o reducen el crecimiento tumoral en el paciente humano (o el modelo animal).

Estos y otros aspectos y ventajas de la invención se ilustran mediante las siguientes figuras, descripción detallada y 55
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reivindicaciones. Como se usa en el presente documento, "incluir" significa sin limitación, y los ejemplos citados no 
son limitantes.

Descripción de las figuras

La invención se puede entender más completamente por referencia a las siguientes figuras.

La Figura 1 (técnica anterior) es una representación esquemática de un anticuerpo habitual.5

La Figura 2 es un diagrama esquemático que muestra la secuencia de aminoácidos de la región variable de la 
cadena pesada de inmunoglobulina completa de los anticuerpos indicados como 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 
18H02, 22A02, y 24C05. Las secuencias de aminoácidos para cada anticuerpo se alinean enfrentadas entre sí, y las 
Secuencias Determinantes de Complementariedad (CDR) (definición de Kabat), CDR1, CDR2, y CDR3, se identifican 
en recuadros. Las secuencias sin recuadrar representan las secuencias marco conservadas (FR).10

La Figura 3 es un diagrama esquemático que muestra las secuencias de CDR1, CDR2, y CDR3 (definición de Kabat) 
para cada una de las secuencias de la región variable de la cadena pesada de inmunoglobulina de la Figura 2.

La Figura 4 es un diagrama esquemático que muestra la secuencia de aminoácidos de la región variable de la 
cadena ligera de inmunoglobulina completa de los anticuerpos 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 22A02, y 
24C05. Las secuencias de aminoácidos para cada anticuerpo se alinean enfrentadas entre sí, y las secuencias 15
CDR1, CDR2, y CDR3 (definición de Kabat) se identifican en recuadros. Las secuencias sin recuadrar representan 
secuencias marco conservadas (FR).

La Figura 5 es un diagrama esquemático que muestra las secuencias CDR1, CDR2, y CDR3 (definición de Kabat) 
para cada una de las secuencias de la región variable de la cadena ligera de inmunoglobulina de la Figura 4.

Las Figuras 6A y 6B son gráficos resumen los resultados de un experimento que mide la actividad de neutralización 20
de control negativo (IgG murina (Δ)) y los anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 04D01 (■), 12A07 (○), 18H02 (0), 
22A02 (●) y 24C05 (□) para inhibir la unión de NRG1-01 a hErbB3 (Figura 6A) y para medir la unión mejorada de
NRG1-β1 a rhErbB3 mediante el mAb anti-ErbB3 09D03 (▲) y 11G01 (*) (Figura 6B).

La Figura 7 es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad de neutralización de
control negativo (IgG murina) y los anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 25
22A02 y 24C05 para inhibir la unión de NRG1-α1 a rhErbB3.

La Figura 8 es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide el reconocimiento de la superficie 
celular de los anticuerpos anti-ErbB3 de la proteína quimérica Her2/3d2 expresada en la superficie de células CHO.

La Figura 9 es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad de antiproliferación de
control negativo IgG (IgG murina (Δ)) y los anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 04D01 (■), 09D03 (▼), 11G01 (♦), 30
12A07 (○), 18H02 (◊), 22A02 (●) y 24C05 (□) en células BaF/3 que expresan Her2 y ErbB3 en presencia de NRG1-
β1.

La Figura 10 es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad de antiproliferación de 
los anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 04D01 (■), 09D03 (▼), 11G01 (♦), 12A07 (○), 18H02 (◊), 22A02 (●) y
24C05 (□) en células MCF7 en presencia de NRG1-β1.35

La Figura 11 es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad de antiproliferación de
control negativo (IgG murina) y los anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 
22A02 y 24C05 en células SKBR-3 tratadas con 5 µg/ml de anticuerpos en presencia de suero.

La Figura 12 es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad inhibitoria de control 
negativo IgG y los anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 22A02 y 24C05 en 40
la fosforilación de ErbB3 inducida por NRG en células SKBR-3. Tampoco se muestran ningún anticuerpo/ningún 
ligando ni ningún control de anticuerpo.

Las Figuras 13A y 13B son gráficos que representan los resultados de un experimento que mide la actividad 
inhibitoria de los anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 22A02 y 24C05 en la 
fosforilación de Akt en respuesta a NRG1-β1 en células MCF7 (Figura 13A) y en células DU145 (Figura 13B) según 45
se determina mediante ELISA. Tampoco se muestran ningún anticuerpo/ningún ligando ni ningún control de 
anticuerpo.

La Figura 14 es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad inhibitoria tumoral de 
los anticuerpos anti-ErbB3 04D01 (Δ), 09D03 (*), 11G01 (□), 12A07 (▲), 18H02 (●), 22A02 (■), 24C05 (○) y un 
control de IgG humana (- -■- -) dosificados a 20 mg/kg en un modelo de xenoinjerto de tumor pancreático BxPC3 en 50
ratones CB 17 SCID (control del vehículo, PBS (♦)).

La Figura 15 es un diagrama esquemático que muestra las secuencias de aminoácidos de la región variable de la 
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cadena pesada completa de 24C05 y las regiones variables de la cadena pesada humanizada completa indicadas 
como Sh24C05 Hv3-7, Sh24C05 Hv3-11, Sh24C05 HvA3-11 N62S, Sh24C05 Hv3-21, Sh24C05 Hv3-23, Sh24C05 
Hv3-30, y Hu24C05 HvA. Las secuencias de aminoácidos para cada región variable de la cadena pesada se alinean 
enfrentadas entre sí, y las Secuencias Determinantes de Complementariedad (CDR) (definición de Kabat), CDR1, 
CDR2, y CDR3, se identifican en recuadros. Las secuencias sin recuadrar representan secuencias marco 5
conservadas (FR).

La Figura 16 es un diagrama esquemático que muestra las secuencias de aminoácidos de la región variable de la 
cadena ligera completa de 24C05 y las regiones variables de la cadena ligera humanizada completa indicadas como
Sh24C05 Kv1-9, Sh24C05 Kv1-16, Sh24C05 Kv1-17, Sh24C05 Kv1-33, Sh24C05 Kv1-39, y Hu24C05 KvA. Las 
secuencias de aminoácidos para cada región variable de la cadena pesada se alinean enfrentadas entre sí, y las 10
Secuencias Determinantes de Complementariedad (CDR) (definición de Kabat), CDR1, CDR2, y CDR3, se identifican 
en recuadros. Las secuencias sin recuadrar representan secuencias marco conservadas (FR).

La Figura 17 son sensorgramas de Biacore que representan los resultados de un experimento que mide los valores 
cinéticos de los anticuerpos monoclonales anti-ErbB3, Sh24C05-31 N62S-IgG1, Ab#6, U1-53, y U1-59.

La Figura 18A es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad de neutralización de15
control negativo (IgG humana (□)) y los anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 Sh24C05-25 N62S-IgG1 (▲), 
Sh24C05-25 N62S-IgG2 (Δ), Sh24C05-31 N62S-IgG1(●) y Sh24C05-31 N62S-IgG2 (○). La Figura 18B es un gráfico 
que resume los resultados de un experimento que mide la actividad de neutralización de IgG humana (□) y los 
anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 Ab#6 IgG2 (▼), U1-53 (0) y U1-59 (■).

La Figura 19A es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad inhibitoria de control 20
negativo (IgG humana (□)) y los anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 Sh24C05-25 N62S-IgG1 (▲), Sh24C05-25 
N62S-IgG2 (Δ), Sh24C05-31 N62S-IgG1 (●) y Sh24C05-31 N62S-IgG2 (○) en células BaF/3 que expresan Her2 y
ErbB3 en presencia de NRG1-β1. La Figura 19B es un gráfico que resume los resultados de un experimento que 
mide la actividad inhibitoria de IgG humana (□) y los anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 Sh24C05-31 N62S-IgG1
(●), Ab#6 IgG2 (V), U1-53 (0) y U1-59 (■) en células BaF/3 que expresan Her2 y ErbB3 en presencia de NRG1-β1.25

La Figura 20 es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad inhibitoria del control 
negativo (IgG humana) y los anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 Sh24C05-25 N62S-IgG1, Sh24C05-25 N62S-
IgG2, Sh24C05-31 N62S-IgG1, y Sh24C05-31 N62S-IgG2 en la fosforilación de estado estacionario de ErbB3 en 
células SKBR-3 en crecimiento.

La Figura 21 es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la degradación del receptor de 30
ErbB3 mediante control negativo (IgG humana) y los anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 Sh24C05-25 N62S-IgG1, 
Sh24C05-25 N62S-IgG2, Sh24C05-31 N62S-IgG1, y Sh24C05-31 N62S-IgG2 en células SKBR-3 en crecimiento.

La Figura 22 es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad inhibitoria de una IgG 
humana, IgG murina, o anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 dosificados a 2 mg/kg en un modelo de xenoinjerto de 
tumor pancreático BxPC3 en ratones CB 17 SCID (24C05 (Δ) murino, Sh24C05-31 N62S IgG1 (●), Sh24C05-31 35
N62S IgG2 (♦), Sh24C05-25 N62S IgG1(▲), Sh24C05-25 N62S IgG2 (■), control de vehículo (□), IgG murina (x), e 
IgG humana (◊)).

La Figura 23A es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad inhibitoria de una 
IgG murina o anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 dosificados a 5 mg/kg en un modelo de xenoinjerto de cáncer de 
pulmón no microcítico Calu-3 en ratones desnudos NCR (control de vehículo (□), IgG murina (x), Sh24C05-31 N62S 40
IgG1 (▲), Ab#6 IgG2 (●), y U1-59 (■)).

La Figura 23B es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad inhibitoria de una 
IgG murina o anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 dosificados a 10 mg/kg en un modelo de xenoinjerto de cáncer 
de pulmón no microcítico Calu-3 en ratones desnudos NCR (control de vehículo (□), IgG murina (x), Sh24C05-31 
N62S IgG1 (▲), Ab#6 IgG2 (●), y U1-59 (■)).45

La Figura 23C es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad inhibitoria de una 
IgG murina o anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 dosificados a 20 mg/kg en un modelo de xenoinjerto de cáncer 
de pulmón no microcítico Calu-3 en ratones desnudos NCR (control de vehículo (□), IgG murina (x), Sh24C05-31 
N62S IgG1 (▲), Ab#6 IgG2 (●), y U1-59 (■)).

La Figura 24 es un gráfico que resume los resultados de un experimento que mide la actividad inhibitoria de una IgG 50
humana, murina o anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 en un modelo de xenoinjerto de cáncer de mama MDA-MB-
453 en ratones NOD SCID (control de vehículo (□), IgG humana (x), Sh24C05-31 N62S IgG1 dosificado a 5 mg/kg 
(◊), Sh24C05-31 N62S IgG1 dosificado a 10 mg/kg (Δ), Sh24C05-31 N62S IgG1 dosificado a 20 mg/kg (▲), Ab#6 
IgG2 dosificado a 10 mg/kg (●), y U1-59 dosificado a 10 mg/kg (■)).

55
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Descripción detallada

Los anticuerpos frente a ErbB3 que se desvelan en el presente documento se basan en sitios de unión a antígeno de 
ciertos anticuerpos monoclonales seleccionados por su capacidad para neutralizar la actividad biológica de los 
polipéptidos ErbB3 humanos. Los anticuerpos contienen secuencias de CDR de región variable de inmunoglobulina 
que definen un sitio de unión para ErbB3. En algunas realizaciones, los anticuerpos previenen que ErbB3 se una a 5
un ligando, por ejemplo, NRG/HRG, neutralizando de ese modo la actividad biológica de ErbB3. En otras 
realizaciones, los anticuerpos anti-ErbB3 inhiben la dimerización de ErbB3, neutralizando de ese modo la actividad 
biológica de ErbB3. Aún en otras realizaciones, los anticuerpos anti-ErbB3 inhiben la fosforilación de ErbB3 y la 
señalización aguas abajo.

A causa de la actividad de neutralización de estos anticuerpos, son útiles para inhibir el crecimiento y/o la 10
proliferación de ciertas células cancerígenas y tumores. Los anticuerpos se pueden someter a ingeniería para 
minimizar o eliminar una respuesta inmune cuando se administran a un paciente humano. En algunas realizaciones, 
los anticuerpos se condensan o conjugan con otros restos, tales como etiquetas detectables o moléculas efectoras 
tales como toxinas de molécula pequeña.

I. Anticuerpos que se unen a ErbB315

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende: (a) una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 
que comprende la estructura CDRH1-CDRH2-CDRH3 y (b) una región de cadena ligera de inmunoglobulina que 
comprende la estructura CDRL1-CDRL2-CDRL3, en el que la región variable de cadena pesada y la región variable de 
cadena ligera juntas definen un sitio de unión individual para unir ErbB3 humano.

De ese modo, un anticuerpo aislado que se une a ErbB3 humano de acuerdo con la invención comprende:20

(i) una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende una 
secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 75, una
CDRH2 que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 58 
y SEQ ID NO: 148, y una CDRH3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 59; y

(ii) una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia 25
de aminoácidos de SEQ ID NO: 60, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 61, y
una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 62.

En la memoria descriptiva, una SEQ ID NO: está seguida entre paréntesis por el anticuerpo que fue el origen de esa 
secuencia. Por ejemplo, "SEQ ID NO: 5 (04D01)" significa que SEQ ID NO: 5 proviene del anticuerpo 04D01.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que 30
comprende una CDRH1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 57 (24C05) o SEQ ID NO: 75
(24C05), una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 58 (24C05), y una CDRH3 que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 59 (24C05).

En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que 
comprende una CDRH1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 57 (24C05), una CDRH2 que 35
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 58 (24C05), y una CDRH3 que comprende la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 59 (24C05).

En otras realizaciones, el anticuerpo comprende una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que 
comprende una CDRH1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 75 (24C05), una CDRH2 que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 58 (24C05), y una CDRH3 que comprende la secuencia de 40
aminoácidos de SEQ ID NO: 59 (24C05).

En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina de una 
CDRH1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 57(24C05) o SEQ ID NO: 75 (24C05), una 
CDRH2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 148 (Sh24C05 Hv3-11 N62S), y una CDRH3

que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 59 (24C05).45

Preferentemente, las secuencias de CDRH1, CDRH2, y CDRH3 se interponen entre FR humanas o humanizadas de 
inmunoglobulina. El anticuerpo puede ser un anticuerpo intacto o un fragmento de anticuerpo de unión a antígeno.

Preferentemente, las secuencias de CDRL1, CDRL2, y CDRL3 se interponen entre FR humanas o humanizadas de 
inmunoglobulina. El anticuerpo puede ser un anticuerpo intacto o un fragmento de anticuerpo de unión a antígeno.

En una realización, el anticuerpo comprende una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 50
seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 54 (24C05), y SEQ ID NO: 154 (Sh24C05 Hv3-11 N62S), y
una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 
56 (24C05), SEQ ID NO: 166 (Sh24C05 Kv1-16), y SEQ ID NO: 168 (Sh24C05 Kv1-17).
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En otra realización, el anticuerpo comprende una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 54 (24C05), y una región variable de cadena ligera de 
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 56 (24C05).

En otra realización, el anticuerpo comprende una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 154 (Sh24C05 Hv3-11 N62S), y una región variable de 5
cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 166 (Sh24C05 Kv1-
16).

En otra realización, el anticuerpo comprende una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 154 (Sh24C05 Hv3-11 N62S), y una región variable de 
cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 168 (Sh24C05 Kv1-10
17).

En otras realizaciones, el anticuerpo comprende (i) una cadena pesada de inmunoglobulina seleccionada entre el 
grupo que consiste en, SEQ ID NO: 133 (24C05), SEQ ID NO: 190 (Sh24C05 Hv3-11 N62S IgG1), y SEQ ID NO: 
192 (Sh24C05 Hv3-11 N62S IgG2), y (ii) una cadena ligera de inmunoglobulina seleccionada entre el grupo que 
consiste en, SEQ ID NO: 135 (24C05), SEQ ID NO: 204 (Sh24C05 Kv1-16 kappa), y SEQ ID NO: 206 (Sh24C0515
Kv1-17 kappa).

En otra realización, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 133 (24C05), y una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 135 (24C05).

En otra realización, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia 20
de aminoácidos de SEQ ID NO: 190 (Sh24C05 Hv3-11 N62S IgG1), y una cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 204 (Sh24C05 Kv1-16 kappa).

En otra realización, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 192 (Sh24C05 Hv3-11 N62S IgG2), y una cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 204 (Sh24C05 Kv1-16 kappa).25

En otra realización, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia
de aminoácidos de SEQ ID NO: 190 (Sh24C05 Hv3-11 N62S IgG1), y una cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 206 (Sh24C05 Kv1-17 kappa).

En otra realización, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 192 (Sh24C05 Hv3-11 N62S IgG2), y una cadena ligera de inmunoglobulina que30
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 206 (Sh24C05 Kv1-17 kappa).

Como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, el término "anticuerpo" significa un 
anticuerpo intacto (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal intacto) o un fragmento de unión a antígeno de un 
anticuerpo (por ejemplo, un fragmento de unión a antígeno de un anticuerpo monoclonal), incluyendo un anticuerpo 
intacto o un fragmento de unión a antígeno que se ha modificado, sometido a ingeniería, o conjugado químicamente. 35
Algunos ejemplos de anticuerpos que se han modificado o sometido a ingeniería incluyen anticuerpos quiméricos, 
anticuerpos humanizados, y anticuerpos multiespecíficos (por ejemplo, anticuerpos diespecíficos). Algunos ejemplos 
de fragmentos de unión a antígeno incluyen Fab, Fab', (Fab')2, Fv, anticuerpos de cadena individual (por ejemplo, 
scFv), minianticuerpos y dianticuerpos. Un ejemplo de un anticuerpo conjugado químicamente es un anticuerpo 
conjugado con un resto de toxina.40

La Figura 1 muestra una representación esquemática de un anticuerpo monoclonal intacto que contiene cuatro 
cadenas de polipéptido. Dos de las cadenas de polipéptido se denominan cadenas pesadas de inmunoglobulina 
(cadenas H), y dos de las cadenas de polipéptido se denominan cadenas ligeras de inmunoglobulina (cadenas L). 
Las cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina se conectan mediante un enlace disulfuro intercadena. Las 
cadenas pesadas de inmunoglobulina se conectan mediante enlaces disulfuro intercadena. Una cadena ligera 45
consiste en una región variable (VL en la Figura 1) y una región constante (CL en la Figura 1). La cadena pesada 
consiste en una región variable (VH en la Figura 1) y al menos tres regiones constantes (CH1, CH2 y CH3 en la Figura 
1). Las regiones variables determinan la especificidad del anticuerpo.

Cada región variable contiene tres regiones hipervariables conocidas como regiones determinantes de 
complementariedad (CDR) flanqueadas por cuatro regiones relativamente conservadas conocidas como regiones 50
marco conservadas (FR). Las tres CDR, denominadas CDR1, CDR2, y CDR3, contribuyen a la especificidad de unión 
del anticuerpo.

En ciertos aspectos, un anticuerpo aislado que se une a ErbB3 humano comprende una región variable de cadena 
pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos un 70 %, 75 %, 80 %, 
85 %, 90 %, 95 %, 98 %, o 99 % idéntica a la secuencia completa de región variable o de región marco conservada55
de SEQ ID NO: 54 (24C05), y SEQ ID NO: 154 (Sh24C05 Hv3-11 N62S).
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En ciertos aspectos, un anticuerpo aislado que se une a ErbB3 humano comprende una región variable de cadena 
ligera de inmunoglobulina que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos un 70 %, 75 %, 80 %, 
85 %, 90 %, 95 %, 98 %, o 99 % idéntica a la secuencia completa de región variable o de región marco conservada 
de SEQ ID NO: 56 (24C05), SEQ ID NO: 166 (Sh24C05 Kv1-16), y SEQ ID NO: 168 (Sh24C05 Kv1-17).

En cada una de las realizaciones precedentes, en el presente documento se contempla que las secuencias de 5
región variable de cadena pesada y/o las secuencias de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina que 
unen conjuntamente ErbB3 humano puedan contener alteraciones de aminoácidos (por ejemplo, al menos 1, 2, 3, 4, 
5, o 10 sustituciones, supresiones, o adiciones de aminoácidos) en las regiones marco conservadas de las regiones 
variables de cadena pesada y/o ligera.

En algunos aspectos, un anticuerpo aislado se une a ErbB3 con una KD de 350 pM, 300 pM, 250 pM, 200 pM, 10
150 pM, 100 pM, 75 pM, 50 pM, 20 pM, 10 pM o inferior. A menos que se especifique otra cosa, los valores de KD se 
determinan mediante métodos de resonancia superficial de plasmones. Los métodos de resonancia superficial de 
plasmones se pueden llevar a cabo usando las condiciones que se describen, por ejemplo, en los Ejemplos 3 y 12, 
donde las medidas se llevan a cabo a 25 ºC y 37 ºC, respectivamente.

En algunas realizaciones, los anticuerpos inhiben la unión de hErbB3 a NRG1-β1. Por ejemplo, los anticuerpos 15
pueden tener un valor de CI50 (concentración para un 50 % de la inhibición máxima) de aproximadamente 5 nM, 
2 nM o inferior, cuando se someten a ensayo usando los protocolos que se describen en los Ejemplos 4 y 13.

II. Producción de anticuerpos

Los métodos para producir anticuerpos que se desvelan en el presente documento se conocen en la técnica. Por 
ejemplo, las moléculas de ADN que codifican las regiones variables de cadena ligera y las regiones variables de 20
cadena pesada se pueden sintetizar químicamente usando la información de secuencia que se proporciona en el 
presente documento. Las moléculas de ADN sintéticas se pueden ligar a otras secuencias de nucleótidos 
apropiadas, que incluyen, por ejemplo, secuencias que codifican regiones constantes, y secuencias de control de 
expresión, para producir construcciones de expresión génica convencionales que codifican los anticuerpos 
deseados. La producción de construcciones génicas definidas está dentro de las habilidades rutinarias en la técnica. 25
Alternativamente, las secuencias que se proporcionan en el presente documento se pueden clonar de hibridomas 
mediante técnicas de hibridación convencionales o técnicas de reacción en cadena de polimerasa (PCR), usando 
sondas de ácidos nucleicos sintéticas cuyas secuencias se basan en la información de secuencia que se 
proporciona en el presente documento, o información de secuencia de la técnica anterior con respecto a los genes 
que codifican las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos murinos en células de hibridoma.30

Los ácidos nucleicos que codifican los anticuerpos que se desvelan en el presente documento se pueden incorporar 
(ligar) a vectores de expresión, que se pueden introducir en células hospedadoras a través de técnicas de 
transfección o transformación convencionales. Algunas células hospedadoras a modo de ejemplo son células de E. 
coli, células de ovario hámster chino (CHO), células HeLa, células de riñón de cría de hámster (BHK), células de 
riñón de mono (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2), y células de mieloma que 35
por lo demás no producen proteínas IgG. Las células hospedadoras transformadas se pueden hacer crecer en 
condiciones que permitan que las células hospedadoras expresen los genes que codifican las regiones variables de 
cadena ligera y/o pesada de inmunoglobulina.

Las condiciones de expresión y purificación específicas variarán dependiendo del sistema de expresión empleado. 
Por ejemplo, si se va a expresar un gen en E. coli, en primer lugar se clona en un vector de expresión posicionando 40
el gen modificado por ingeniería aguas abajo de un promotor bacteriano adecuado, por ejemplo, Trp o Tac, y una 
secuencia de señal procariota. La proteína segregada expresada se acumula en cuerpos refráctiles o de inclusión, y 
se puede recoger después de alteración de las células mediante prensa francesa o tratamiento con ultrasonidos. A 
continuación, se solubilizan los cuerpos refráctiles, y las proteínas se repliegan y escinden mediante métodos
conocidos en la técnica.45

Si la construcción de ADN que codifica un anticuerpo desvelado en el presente documento se va a expresar en 
células hospedadoras eucariotas, por ejemplo, células CHO, en primer lugar se inserta en un vector de expresión 
que contiene un promotor eucariota adecuado, una señal de secreción, potenciadores de IgG, y diversos intrones. 
Opcionalmente, este vector de expresión contiene secuencias que codifican la totalidad o parte de una región 
constante, lo que permite que se exprese una cadena pesada y/o ligera completa, o una parte de la misma. En 50
algunas realizaciones, un vector de expresión individual contiene las regiones variables de cadena tanto pesada 
como ligera que se van a expresar.

La construcción génica se puede introducir en células hospedadoras eucariotas usando técnicas convencionales. 
Las células hospedadoras expresan fragmentos VL o VH, heterodímeros VL-VH, polipéptidos de cadena individual VH-
VL o VL-VH, cadenas pesadas o ligeras de inmunoglobulina completas, o partes de las mismas, cada uno de los 55
cuales puede estar unido a un resto que tiene otra función (por ejemplo, citotoxicidad). En algunas realizaciones, se 
transfecta una célula hospedadora con un vector individual que expresa un polipéptido que expresa la totalidad, o 
una parte de, una cadena pesada (por ejemplo, una región variable de cadena pesada) o una cadena ligera (por 
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ejemplo, una región variable de cadena ligera). En otras realizaciones, se transfecta una célula hospedadora con un 
vector individual que codifica (a) un polipéptido que comprende una región variable de cadena pesada y un 
polipéptido que comprende una región variable de cadena ligera, o (b) una cadena pesada completa de 
inmunoglobulina y una cadena ligera completa de inmunoglobulina. En aún otras realizaciones, se transfecta 
conjuntamente una célula hospedadora con más de un vector de expresión (por ejemplo, un vector de expresión que 5
expresa un polipéptido que comprende la totalidad, o una parte de, una cadena pesada o una región variable de 
cadena pesada, y otro vector de expresión que expresa un polipéptido que comprende la totalidad, o una parte de, 
una cadena ligera o una región variable de cadena ligera).

Un método de producción de un polipéptido que comprende una región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina o un polipéptido que comprende una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina puede 10
comprender hacer crecer una célula hospedadora transfectada con un vector de expresión en condiciones que 
permitan la expresión del polipéptido que comprende la región variable de cadena pesada de inmunoglobulina o el 
polipéptido que comprende la región variable de cadena ligera de inmunoglobulina. A continuación, se puede 
purificar el polipéptido que comprende una región variable de cadena pesada o el polipéptido que comprende la 
región variable de cadena ligera usando técnicas bien conocidas en la técnica, por ejemplo, marcas de afinidad tales 15
como marcas de glutatión-S-transferasa (GST) y de histidina.

Un método de producción de un anticuerpo monoclonal que se une a ErbB3 humano, o un fragmento de unión a 
antígeno del anticuerpo, puede comprender hacer crecer una célula hospedadora transfectada con: (a) un vector de 
expresión que codifica una cadena pesada de inmunoglobulina completa o parcial, y un vector de expresión distinto 
que codifica una cadena ligera de inmunoglobulina completa o parcial; o (b) un vector de expresión que codifica 20
ambas cadenas (por ejemplo, cadenas completas o parciales), en condiciones que permitan la expresión de ambas 
cadenas. El anticuerpo intacto (o el fragmento de unión antígeno) se pueden recoger y purificar usando técnicas bien 
conocidas en la técnica, por ejemplo, Proteína A, Proteína G, marcas de afinidad tales como marcas de glutatión-S-
transferasa (GST) y de histidina. Se encuentra dentro de las habilidades habituales en la técnica expresar la cadena 
pesada y la cadena ligera a partir de un vector de expresión individual o de dos vectores de expresiones distintos.25

III. Modificaciones en los anticuerpos

Los métodos para reducir o eliminar la antigenicidad de anticuerpos y fragmentos de anticuerpo se conocen en la 
técnica. Cuando los anticuerpos se van a administrar a un ser humano, los anticuerpos preferentemente se 
"humanizan" para reducir o eliminar la antigenicidad en seres humanos. Preferentemente, un anticuerpo humanizado 
tiene la misma o básicamente la misma afinidad por el antígeno que el anticuerpo de ratón no humanizado del que 30
deriva.

En un enfoque de la humanización, se crean proteínas quiméricas en las que se reemplazan regiones constantes de 
inmunoglobulina de ratón por regiones constantes de inmunoglobulina humana. Véase, por ejemplo, Morrison et al., 
1984, PROC. NAT. ACAD. SCI. 81:6851-6855, Neuberger et al., 1984, NATURE 312:604-608; y los documentos de 
Patente de Estados Unidos con números 6.893.625 (Robinson); 5.500.362 (Robinson); y 4.816.567 (Cabilly).35

En un enfoque conocido como injerto de CDR, se injertan las CDR de las regiones variables de cadena ligera y 
pesada en regiones marco conservadas de otras especies. Por ejemplo, se pueden injertar CDR murinas en FR 
humanas. En algunas realizaciones, se injertan las CDR de las regiones variables de cadena ligera y pesada de un 
anticuerpo anti-ErbB3 en FR humanas o FR humanas de consenso. Para crear FR humanas de consenso, se 
alinean las FR de varias secuencias de aminoácidos de cadena pesada o cadena ligera humana para identificar una 40
secuencia de aminoácidos de consenso. El injerto de CDR se describe en los documentos de Patente de Estados 
Unidos con números 7.022.500 (Queen); 6.982.321 (Winter); 6.180.370 (Queen); 6.054.297 (Carter); 5.693.762
(Queen); 5.859.205 (Adair); 5.693.761 (Queen); 5.565.332 (Hoogenboom); 5.585.089 (Queen); 5.530.101 (Queen); y 
en Jones et al. (1986) NATURE 321: 522-525; Riechmann et al. (1988) NATURE 332: 323-327; Verhoeyen et al.
(1988) SCIENCE 239: 1534-1536; y Winter (1998) FEBS LETT 430: 92-94.45

En un enfoque denominado "SUPERHUMANIZATION™" ("superhumanización"), se seleccionan secuencias de CDR 
humana entre genes de línea germinal humana, basándose en la similitud estructural de las CDR humanas con las 
del anticuerpo de ratón que se va a humanizar. Véase, por ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos n.º 
6.881.557 (Foote); y Tan et al., 2002, J. IMMUNOL 169:1119-1125.

Otros métodos para reducir la inmunogenicidad incluyen "remodelación", "hiperquimerización", y 50
"revestimiento/renovación superficial". Véase, por ejemplo, Vaswami et al., 1998, ANNALS OF ALLERGY, ASTHMA, 
& IMMUNOL. 81:105; Roguska et al., 1996, PROT. ENGINEER 9:895-904; y el documento de Patente de Estados 
Unidos n.º 6.072.035 (Hardman). En el enfoque de revestimiento/renovación superficial, los restos de aminoácido
accesibles superficialmente del anticuerpo murino se reemplazan por restos de aminoácidos que se encuentran con 
mayor frecuencia en las mismas posiciones en un anticuerpo humano. Este tipo de renovación superficial de un 55
anticuerpo se describe, por ejemplo, en el documento de Patente de Estados Unidos n.º 5.639.641 (Pedersen).

Otro enfoque para convertir un anticuerpo de ratón en una forma adecuada para uso médico en seres humanos se 
conoce como tecnología ACTIVMAB™ (Vaccinex, Inc., Rochester, NY), que implica un vector basado en virus 
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vacuna para expresar anticuerpos en células de mamífero. Se dice que se producen altos niveles de diversidad 
combinatoria de cadenas pesada y ligera de IgG. Véase, por ejemplo, los documentos de Patente de Estados 
Unidos con números 6.706.477 (Zauderer); 6.800.442 (Zauderer); y 6.872.518 (Zauderer).

Otro enfoque para convertir un anticuerpo de ratón en una forma adecuada para su uso en seres humanos es la 
tecnología puesta en práctica comercialmente por KaloBios Pharmaceuticals, Inc. (Palo Alto, CA). Esta tecnología 5
implica el uso de una librería "aceptora" humana patentada para producir una librería "orientada a epítopo" para la 
selección de anticuerpo.

Otro enfoque para modificar un anticuerpo de ratón en una forma adecuada para uso médico en seres humanos es 
la tecnología HUMAN ENGINEERING™ ("ingeniería humana"), que se pone en práctica comercialmente por XOMA 
(US) LLC. Véase, por ejemplo, el documento de Publicación PCT n.º WO 93/11794 y los documentos de Patente de 10
Estados Unidos con números 5.766.886; 5.770.196; 5.821.123; y 5.869.619.

Se puede usar cualquier enfoque adecuado, incluyendo cualquiera de los enfoques anteriores, para reducir o 
eliminar la inmunogenicidad humana de un anticuerpo que se desvela en el presente documento.

Los métodos de preparación de anticuerpos multiespecíficos se conocen en la técnica. Los anticuerpos 
multiespecíficos incluyen anticuerpos diespecíficos. Los anticuerpos diespecíficos son anticuerpos que tienen 15
especificidades de unión por al menos dos epítopos diferentes. Algunos anticuerpos diespecíficos a modo de 
ejemplo se unen a dos epítopos diferentes del antígeno de interés. Los anticuerpos diespecíficos se pueden preparar 
como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos diespecíficos F(ab')2 y 
dianticuerpos) como se describe, por ejemplo, en Milstein et al., NATURE 305:537-539 (1983), documento de 
Patente WO 93/08829, Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991), documento de Patente WO 94/04690, 20
Suresh et al., METHODS IN ENZYMOLOGY, 121:210 (1986), documento de Patente WO96/27011, Brennan et al., 
SCIENCE, 229: 81 (1985), Shalaby et al., J. EXP. MED., 175: 217-225 (1992), Kostelny et al., J. IMMUNOL., 
148(5):1547-1553 (1992), Hollinger et al., PNAS, 90:6444-6448, Gruber et al., J. IMMUNOL., 152:5368 (1994); Wu et 
al., NAT. BIOTECHNOL., 25(11): 1290-1297, el documento de Publicación de Patente de Estados Unidos n.º 
2007/0071675, y Bostrom et al., SCIENCE 323:1640-1644 (2009).25

En algunas realizaciones, el anticuerpo se conjuga con un agente efector tal como una toxina de molécula pequeña 
o un radioisótopo usando química de conjugación in vitro convencional. Si el agente efector es un polipéptido, el 
anticuerpo se puede conjugar químicamente con el efector o se puede unir al efector en forma de una proteína de 
fusión. La construcción de proteínas de fusión esta dentro de la habilidad habitual en la técnica.

IV. Uso de los anticuerpos30

Los anticuerpos que se desvelan en el presente documento se pueden usar para tratar diversas formas de cáncer, 
por ejemplo, cánceres de mama, ovario, próstata, cuello uterino, colorrectal, de pulmón (por ejemplo, cáncer de 
pulmón no microcítico), pancreático, gástrico, de piel, riñón, cabeza y cuello, y schwannoma. Las células 
cancerígenas se exponen a una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo de modo que inhiba o reduzca la 
proliferación de las células cancerígenas. En algunas realizaciones, los anticuerpos inhiben la proliferación de 35
células cancerígenas en al menos un 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, o 100 %.

En algunas realizaciones, el anticuerpo inhibe o reduce la proliferación de una célula tumoral por inhibición de la 
unión de ErbB3 humano a un ligando de ErbB3, por ejemplo, Neurregulina/Herregulina especialmente 
NRGβ1/NRG1-β1/NRGβ1/HRGβ y NRGα1/NRG1-α1/NRGα1/HRGα1. El anticuerpo se puede usar en un método 
para inhibir el crecimiento tumoral en un paciente humano. El método comprende administrar al paciente una 40
cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo.

Los cánceres asociados a la sobreexpresión y/o activación de ErbB3 incluyen cáncer de mama, cáncer de ovario, 
cáncer de próstata, cáncer de cuello uterino, cáncer de pulmón (por ejemplo, cáncer de pulmón no microcítico), 
algunas formas de cáncer de cerebro (por ejemplo, schwannoma), melanomas, cánceres de piel, riñón, y
gastrointestinal (por ejemplo, colorrectal, pancreático, gástrico, de cabeza y cuello).45

Como se usa en el presente documento, "tratar", "que trata" y "tratamiento" significan el tratamiento de una 
enfermedad en un mamífero, por ejemplo, en un ser humano. Esto incluye: (a) inhibir la enfermedad, por ejemplo, 
detener su desarrollo; y (b) aliviar la enfermedad, es decir, causar la regresión de la patología; y (c) curar la 
enfermedad.

Generalmente, una cantidad terapéuticamente eficaz de un componente activo está en el intervalo de 0,1 mg/kg a 50
100 mg/kg, por ejemplo, de 1 mg/kg a 100 mg/kg, de 1 mg/kg a 10 mg/kg. La cantidad administrada dependerá de 
variables tales como el tipo y grado de la enfermedad o indicación que se va a tratar, el estado general de salud del 
paciente, la potencia in vivo del anticuerpo, la formulación farmacéutica, y la vía de administración. La dosificación 
inicial se puede aumentar más allá del nivel superior con el fin de conseguir rápidamente el nivel en sangre o el nivel 
tisular deseado. Alternativamente, la dosificación inicial puede ser menor que la óptima, y la dosificación diaria se 55
puede aumentar progresivamente durante el curso del tratamiento. La dosificación humana se puede optimizar, por 
ejemplo, en un estudio de escalado de dosis de Fase I convencional diseñado para ir de 0,5 mg/kg a 20 mg/kg. La 
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frecuencia de dosificación puede variar dependiendo de factores tales como la vía de administración, la cantidad de 
dosificación y la enfermedad que se está tratando. Algunas frecuencias de dosificación a modo de ejemplo son una 
vez por día, una vez por semana y una vez cada dos semanas. Una vía preferente de administración es parenteral, 
por ejemplo, infusión intravenosa. La formulación de fármacos basados en anticuerpos monoclonales esta dentro de 
la habilidad habitual en la técnica. En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal se liofiliza y se reconstituye en 5
solución salina tamponada en el momento de la administración.

Para uso terapéutico, un anticuerpo se combina preferentemente con un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
Como se usa en el presente documento, "vehículo farmacéuticamente aceptable" significa tampones, vehículos, y 
excipientes adecuados para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin indebida toxicidad, 
irritación, respuesta alérgica, u otro problema o complicación, que correlaciona con una proporción beneficio/riesgo 10
razonable. El vehículo o vehículos deberían ser "aceptables" en el sentido de ser compatibles con los demás 
ingredientes de las formulaciones y no perjudiciales para el receptor. Algunos vehículos farmacéuticamente 
aceptables incluyen tampones, disolventes, medios de expresión, revestimientos, agentes isotónicos y de retraso de 
absorción, y similares, que son compatibles con la administración farmacéutica. El uso de tales medios y agentes 
para sustancias farmacéuticamente activas se conoce en la técnica.15

Las composiciones farmacéuticas que contienen los anticuerpos desvelados en el presente documento se pueden 
presentar en una forma de dosificación unitaria y se pueden preparar mediante cualquier método adecuado. Una 
composición farmacéutica se debería formular para que sea compatible con su vía de administración destinada. 
Algunos ejemplos de vías de administración son administración intravenosa (IV), intradérmica, por inhalación, 
transdérmica, tópica, transmucosa, y rectal. Una vía de administración preferente para anticuerpos monoclonales es 20
infusión IV. Las formulaciones útiles se pueden preparar mediante métodos bien conocidos en la técnica 
farmacéutica. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18ª ed. (Mack Publishing Company, 
1990). La formulación de componentes adecuados para administración parenteral incluye un diluyente estéril tal 
como agua para inyección, solución salina, aceites no volátiles, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros 
disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencílico y metil parabenos; antioxidantes tales 25
como ácido ascórbico y bisulfito sódico; agentes quelantes tales como AEDT; tampones tales como acetatos, citratos 
o fosfatos; y agentes para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro sódico o dextrosa.

Para administración intravenosa, los vehículos adecuados incluyen solución salina fisiológica, oblea bacteriostática, 
Cremophor ELTM (BASF, Parsippany; NJ) o solución salina tamponada con fosfato (PBS). El vehículo debería ser 
estable en las condiciones de fabricación y almacenamiento, y se debería conservar frente a los microorganismos. El 30
vehículo puede ser un disolvente o un medio de dispersión que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por 
ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol líquido), y las mezclas adecuadas de los mismos.

Las formulaciones farmacéuticas son preferentemente estériles. La esterilización se puede conseguir, por ejemplo, 
por filtración a través de membranas de filtración estériles. Cuando la composición se liofiliza, se puede llevar a cabo 
una esterilización por filtración antes o después de la liofilización y reconstitución.35

Ejemplos

Los siguientes Ejemplos son meramente ilustrativos y no se pretende que limiten el alcance o el contenido de la 
invención de ningún modo.

Ejemplo 1 - Producción de anticuerpos monoclonales anti-hErbB3

Las inmunizaciones, fusiones, y análisis sistemáticos primarios se llevaron a cabo en Maine Biotechnology Services 40
Inc. siguiendo el protocolo de Sitios Múltiples de Inmunización Repetitiva (RIMMS). Se inmunizaron tres ratones AJ y 
tres ratones Balb/c con ErbB3/Fc humano recombinante (R&D Systems, n.º de cat. 348-RB). Se realizaron dos 
conjuntos de inmunización con rhErbB3 escindido (Inmunización A) o con rhErbB3 escindido reticulado a su ligando, 
dominio NRG1-β1/HRG1-β1-EGF humano recombinante (R&D Systems, n.º de cat. 396-HB) (Inmunización B). Se 
seleccionaron dos ratones AJ por inmunización con suero que presentaron una alta actividad anti-ErbB3 mediante45
Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas (ELISA) para fusión posterior. Se recogieron los bazos y los 
ganglios linfáticos de los ratones apropiados. A continuación se recogieron los linfocitos B y se fusionaron con una 
línea de mieloma. Los productos de fusión se diluyeron en serie en cuarenta placas de 96 pocillos hasta cerca de la 
clonalidad. Se analizaron sistemáticamente un total de 5280 sobrenadantes de las fusiones resultantes para la unión 
a rhErbB3/Fc recombinante, usando ELISA. Los mismos sobrenadantes también se analizaron sistemáticamente 50
para su unión a ErbB3 humano sobreexpresado en células CHO (mediante ensayo de electroquimioluminiscencia 
Mesoscale). Trescientos sobrenadantes identificados por contener anticuerpos frente a ErbB3 se caracterizaron 
además mediante ensayos in vitro bioquímicos y basados en células como se discute posteriormente. Se seleccionó 
un panel de hibridomas, y los hibridomas se subclonaron y expandieron. Las líneas celulares de hibridoma se 
transfirieron a BioXCell (anteriormente Bio-Express) para expresión y purificación de anticuerpo por cromatografía de 55
afinidad sobre resina de proteína G en condiciones convencionales.

El anticuerpo monoclonal anti-hErbB3 04D01 se generó a partir de la Inmunización A descrita anteriormente. Los 
anticuerpos monoclonales anti-hErbB3 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 22A02 y 24C05 se generaron a partir de la 
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Inmunización B descrita anteriormente.

Ejemplo 2 - Análisis de secuencia de los anticuerpos monoclonales anti-hErbB3

El isotipo de cadena ligera y el isotipo de cadena pesada de cada anticuerpo monoclonal del Ejemplo 1 se determinó 
usando el Kit de Isotipado de Anticuerpo Monoclonal de Ratón IsoStrip™ de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante (Roche Applied Science). Se determinó que todos los anticuerpos eran cadena ligera Kappa y cadena 5
pesada IgG IgG1 o IgG2b.

Las regiones variables de cadena pesada y ligera de los anticuerpos monoclonales de ratón se secuenciaron usando 
5' RACE (Amplificación Rápida de Extremos de ADNc). Se extrajo ARN total de cada línea celular de hibridoma 
monoclonal usando el kit RNeasy® Miniprep de acuerdo con las instrucciones del vendedor (Qiagen). Se generó la 
primera hebra de ADNc de cadena completa que contenía los extremos 5' usando el Kit GeneRacer™ (Invitrogen) o 10
el Kit de Amplificación de ADNc SMARTer™ RACE (Clontech) de acuerdo con las instrucciones del fabricante 
usando cebadores aleatorios para 5' RACE.

Las regiones variables de las cadenas de IgG Kappa y pesada (IgG o IgG2b) se amplificaron por PCR, usando KOD 
Hot Start Polymerase (Novagen) o Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. Para la amplificación de los extremos 5' del ADNc con el Kit GeneRacer™ Kit, se usó el Cebador 5' 15
GeneRacer™, 5' cgactggagcacgaggacactga 3' (SEQ ID NO: 136) (Invitrogen) como cebador 5'. Para la amplificación 
de los extremos 5' de ADNc con el Kit de Amplificación de ADNc SMARTer™ RACE, se usó el cebador Universal 
Primer Mix A (Clontech), una mezcla de 5' CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3' 
(SEQ ID NO: 137) y 5' CTAATACGACTCACTATAGGGC 3' (SEQ ID NO: 138), como cebador 5'. Las regiones 
variables de cadena pesada se amplificaron usando los cebadores 5' anteriores y un cebador 3' específico de 20
Región Constante de IgG1, 5' TATGCAAGGCTTACAACCACA 3' (SEQ ID NO: 139) o 5' 
GCCAGTGGATAGACAGATGGGGGTGTCG 3' (SEQ ID NO: 140). Las secuencias de IgG2b se amplificaron con 5' 
AGGACAGGGGTTGATTGTTGA 3' (SEQ ID NO: 141), 5' GGCCAGTGGATAGACTGATGGGGGTGTTGT 3' (SEQ ID 
NO: 142), o 5' GGAGGAACCAGTTGTATCTCCACACCCA 3' (SEQ ID NO: 143). Las regiones variables de cadena 
Kappa se amplificaron con los cebadores 5' anteriores y un cebador 3' específico de Región Constante Kappa, 5' 25
CTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGACAAT 3' (SEQ ID NO: 144) o 5' CGACTGAGGCACCTCCAGATGTT 3' (SEQ ID 
NO: 145).

Los productos individuales de PCR se aislaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se purificaron usando el 
kit de Purificación en Gel Qiaquick® de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen). Los productos de PCR 
se clonaron posteriormente en el plásmido pCR®4Blunt usando el kit de Clonación de PCR Zero Blunt® TOPO® de 30
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen) y se transformaron en bacterias DH5-α (Invitrogen) a través 
de técnicas de biología molecular convencionales. El ADN de plásmido aislado de los clones bacterianos 
transformados se secuenció usando los cebadores M13 Directo (5' GTAAAACGACGGCCAGT 3') (SEQ ID NO: 146) 
y M13 Inverso (5' CAGGAAACAGCTATGACC 3') (SEQ ID NO: 147) de Beckman Genomics, usando métodos de 
secuenciación convencionales de didesoxiADN para identificar la secuencia de las secuencias de región variable.35
Las secuencias se analizaron usando el software Vector NTI (Invitrogen) y el software IMGT/V-Quest para identificar 
y confirmar las secuencias de región variable.

A continuación se resumen las secuencias de ácido nucleico que codifican y las secuencias de proteína que definen 
las regiones variables de los anticuerpos monoclonales murinos (no se muestran las secuencias de péptido de señal 
amino terminal). Las secuencias de CDR (definición de Kabat) se muestran en negrita/subrayado en las secuencias 40
de aminoácidos.

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada del anticuerpo 04D01 (SEQ ID NO: 1)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada del anticuerpo 04D01 (SEQ ID NO: 2)

45
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 04D01 (SEQ ID NO: 3)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 04D01 (SEQ ID NO: 4)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada del anticuerpo 09D03 (SEQ ID NO: 5
11)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada del anticuerpo 09D03 (SEQ ID NO: 12)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 09D03 (SEQ ID NO: 13)10

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 09D03 (SEQ ID NO: 14)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada del anticuerpo 11G01 (SEQ ID NO: 
21)15
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Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada del anticuerpo 11G01 (SEQ ID NO: 22)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 11G01 (SEQ ID NO: 23)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 11G01 (SEQ ID NO: 24)5

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada del anticuerpo 12A07 (SEQ ID NO: 
30)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada del anticuerpo 12A07 (SEQ ID NO: 31)10

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 12A07 (SEQ ID NO: 32)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 12A07 (SEQ ID NO: 33)

15
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada del anticuerpo 18H02 (SEQ ID NO: 
37)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada del anticuerpo 18H02 (SEQ ID NO: 38)

5

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 18H02 (SEQ ID NO: 39)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 18H02 (SEQ ID NO: 40)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada del anticuerpo 22A02 (SEQ ID NO: 10
47)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada del anticuerpo 22A02 (SEQ ID NO: 48)

15
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 22A02 (SEQ ID NO: 49)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 22A02 (SEQ ID NO: 50)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada del anticuerpo 24C05 (SEQ ID NO: 5
53)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada del anticuerpo 24C05 (SEQ ID NO: 54)

10

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 24C05 (SEQ ID NO: 55)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena Kappa del anticuerpo 24C05 (SEQ ID NO: 56)

Las secuencias de aminoácidos que definen las regiones variables de cadena pesada de inmunoglobulina para los 15
anticuerpos producidos en el Ejemplo 1 se alinean en la Figura 2. No se muestran las secuencias de péptido de 
señal amino terminal (para la expresión/secreción apropiada). CDR1, CDR2, y CDR3 (definición de Kabat) se 
identifican mediante recuadros. La Figura 3 muestra una alineación de las distintas secuencias CDR1, CDR2, y CDR3

para cada anticuerpo.

Las secuencias de aminoácidos que define en las regiones variables de cadena ligera de inmunoglobulina para los 20
anticuerpos del Ejemplo 1 se alinean en la Figura 4. No se muestran las secuencias de péptido de señal amino 
terminal (para la expresión/secreción apropiada). CDR1, CDR2, y CDR3 se identifican mediante recuadros. La Figura 
5 muestra una alineación de las distintas secuencias CDR1, CDR2, y CDR3 para cada anticuerpo.

La Tabla 1 es una tabla de concordancia que muestra la SEQ ID NO. de cada secuencia discutida en este Ejemplo.

25

ES 2 566 602 T3

 



16

Tabla 1

SEQ. ID NO. Ácido nucleico o proteína

1 Región variable de cadena pesada de 04D01-ácido nucleico

2 Región variable de cadena pesada de 04D01-proteína

3 Región variable de cadena ligera (kappa) de 04D01-ácido nucleico

4 Región variable de cadena ligera (kappa) de 04D01-proteína

5 CDR1 de cadena pesada de 04D01

6 CDR2 de cadena pesada de 04D01

7 CDR3 de cadena pesada de 04D01

8 CDR1 de cadena ligera (kappa) de 04D01

9 CDR2 de cadena ligera (kappa) de 04D01

10 CDR3 de cadena ligera (kappa) de 04D01

11 Región variable de cadena pesada de 09D03-ácido nucleico

12 Región variable de cadena pesada de 09D03-proteína

13 Región variable de cadena ligera (kappa) de 09D03-ácido nucleico

14 Región variable de cadena ligera (kappa) de 09D03-proteína

15 CDR1 de cadena pesada de 09D03

16 CDR2 de cadena pesada de 09D03

17 CDR3 de cadena pesada de 09D03

18 CDR1 de cadena ligera (kappa) de 09D03

19 CDR2 de cadena ligera (kappa) de 09D03

20 CDR3 de cadena ligera (kappa) de 09D03

21 Región variable de cadena pesada de 11G01-ácido nucleico

22 Región variable de cadena pesada de 11G01-proteína

23 Región variable de cadena ligera (kappa) de 11G01-ácido nucleico
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SEQ. ID NO. Ácido nucleico o proteína

24 Región variable de cadena ligera (kappa) de 11G01-proteína

25 CDR1 de cadena pesada de 11G01

26 CDR2 de cadena pesada de 11G01

27 CDR3 de cadena pesada de 11G01

28 CDR1 de cadena ligera (kappa) de 11G01

9 CDR2 de cadena ligera (kappa) de 11G01

29 CDR3 de cadena ligera (kappa) de 11G01

30 Región variable de cadena pesada de 12A07-ácido nucleico

31 Región variable de cadena pesada de 12A07-proteína

32 Región variable de cadena ligera (kappa) de 12A07-ácido nucleico

33 Región variable de cadena ligera (kappa) de 12A07-proteína

34 CDR1 de cadena pesada de 12A07

35 CDR2 de cadena pesada de 12A07

36 CDR3 de cadena pesada de 12A07

8 CDR1 de cadena ligera (kappa) de 12A07

9 CDR2 de cadena ligera (kappa) de 12A07

10 CDR3 de cadena ligera (kappa) de 12A07

37 Región variable de cadena pesada de 18H02-ácido nucleico

38 Región variable de cadena pesada de 18H02-proteína

39 Región variable de cadena ligera (kappa) de 18H02-ácido nucleico

40 Región variable de cadena ligera (kappa) de 18H02-proteína

41 CDR1 de cadena pesada de 18H02

42 CDR2 de cadena pesada de 18H02

43 CDR3 de cadena pesada de 18H02
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SEQ. ID NO. Ácido nucleico o proteína

44 CDR1 de cadena ligera (kappa) de 18H02

45 CDR2 de cadena ligera (kappa) de 18H02

46 CDR3 de cadena ligera (kappa) de 18H02

47 Región variable de cadena pesada de 22A02-ácido nucleico

48 Región variable de cadena pesada de 22A02-proteína

49 Región variable de cadena ligera (kappa) de 22A02-ácido nucleico

50 Región variable de cadena ligera (kappa) de 22A02-proteína

51 CDR1 de cadena pesada de 22A02

52 CDR2 de cadena pesada de 22A02

36 CDR3 de cadena pesada de 22A02

8 CDR1 de cadena ligera (kappa) de 22A02

9 CDR2 de cadena ligera (kappa) de 22A02

10 CDR3 de cadena ligera (kappa) de 22A02

53 Región variable de cadena pesada de 24C05-ácido nucleico

54 Región variable de cadena pesada de 24C05-proteína

55 Región variable de cadena ligera (kappa) de 24C05-ácido nucleico

56 Región variable de cadena ligera (kappa) de 24C05-proteína

57 CDR1 de cadena pesada de 24C05

58 CDR2 de cadena pesada de 24C05

59 CDR3 de cadena pesada de 24C05

60 CDR1 de cadena ligera (kappa) de 24C05

61 CDR2 de cadena ligera (kappa) de 24C05

62 CDR3 de cadena ligera (kappa) de 24C05

Las secuencias de CDR de cadena pesada del anticuerpo monoclonal de ratón (definiciones de Kabat, Chothia, e 
IMGT) se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2

Kabat

CDR1 CDR2 CDR3

04D01 SHWLH

(SEQ ID NO: 5)

VLDPSDFYSNYNQNFKG

(SEQ ID NO: 6)

GLLSGDYAMDY

(SEQ ID NO: 7)

09D03 TFGLSVG

(SEQ ID NO: 15)

HIWWDDDKYYNPALKS

(SEQ ID NO: 16)

IGADALPFDY

(SEQ ID NO: 17)

11G01 DHIIH

(SEQ ID NO: 25)

YIYPRDGYIKYNEKFKG

(SEQ ID NO: 26)

GYYYAMDY

(SEQ ID NO: 27)

12A07 SYWMH

(SEQ ID NO: 34)

MIDPSDVYTNYNPKFKG

(SEQ ID NO: 35)

NYSGDY

(SEQ ID NO: 36)

18H02 TYGMS

(SEQ ID NO: 41)

WINTYSGVPTYADDFKG

(SEQ ID NO: 42)

GRDGYQVAWFAY

(SEQ ID NO: 43)

22A02 NYWMH

(SEQ ID NO: 51)

MIDPSDSYTNYNPKFKG

(SEQ ID NO: 52)

NYSGDY

(SEQ ID NO: 36)

24C05 DYAMS

(SEQ ID NO: 57)

TISDGGTYTYYPDNVKG

(SEQ ID NO: 58)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Chothia

CDR1 CDR2 CDR3

04D01 GYTFTSH

(SEQ ID NO: 63)

DPSDFY

(SEQ ID NO: 64)

GLLSGDYAMDY

(SEQ ID NO: 7)

09D03 GFSLSTFGL

(SEQ ID NO: 65)

-WWDDD

(SEQ ID NO: 66)

IGADALPFDY

(SEQ ID NO: 17)

11G01 GYTFTDH

(SEQ ID NO: 67)

YPRDGY

(SEQ ID NO: 68)

GYYYAMDY

(SEQ ID NO: 27)

12A07 GYTFSSY

(SEQ ID NO: 69)

DPSDVY

(SEQ ID NO: 70)

NYSGDY

(SEQ ID NO: 36)

18H02 GYTFTTY

(SEQ ID NO: 71)

NTYSGV

(SEQ ID NO: 72)

GRDGYQVAWFAY

(SEQ ID NO: 43)

22A02 GYTFTNY

(SEQ ID NO: 73)

DPSDSY

(SEQ ID NO: 74)

NYSGDY

(SEQ ID NO: 36)

24C05 GFTFSDY

(SEQ ID NO: 75)

SDGGTY

(SEQ ID NO: 76)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)
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IMGT

CDR1 CDR2 CDR3

04D01 GYTFTSHW

(SEQ ID NO: 77)

LDPSDFYS

(SEQ ID NO: 78)

ARGLLSGDYAMDY

(SEQ ID NO: 79)

09D03 GFSLSTFGLS

(SEQ ID NO: 80)

IWWDDDK

(SEQ ID NO: 81)

ARIGADALPFDY

(SEQ ID NO: 82)

11G01 GYTFTDHI

(SEQ ID NO: 83)

IYPRDGYI

(SEQ ID NO: 84)

ARGYYYAMDY

(SEQ ID NO: 85)

12A07 GYTFSSYW

(SEQ ID NO: 86)

IDPSDVYT

(SEQ ID NO: 87)

ARNYSGDY

(SEQ ID NO: 88)

18H02 GYTFTTYG

(SEQ ID NO: 89)

INTYSGVP

(SEQ ID NO: 90)

ARGRDGYQVAWFAY

(SEQ ID NO: 91)

22A02 GYTFTNYW

(SEQ ID NO: 92)

IDPSDSYT

(SEQ ID NO: 93)

ARNYSGDY

(SEQ ID NO: 88)

24C05 GFTFSDYA

(SEQ ID NO: 94)

ISDGGTYT

(SEQ ID NO: 95)

AREWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 96)

Las secuencias de CDR de cadena ligera Kappa del anticuerpo monoclonal de ratón (definiciones de Kabat, Chothia, 
e IMGT) se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3

Kabat/Chothia

CDR1 CDR2 CDR3

04D01 RSSQSIVHSNGNTYLE

(SEQ ID NO: 8)

KVSNRFS

(SEQ ID NO: 9)

FQGSYVPWT

(SEQ ID NO: 10)

09D03 RSSKSLLHSNGNTYLY

(SEQ ID NO: 18)

RMSNLAS

(SEQ ID NO: 19)

MQHLEYPFT

(SEQ ID NO: 20)

11G01 RSSQSIVHSIGNTYLE

(SEQ ID NO: 28)

KVSNRFS

(SEQ ID NO: 9)

FQGSHVPFT

(SEQ ID NO: 29)

12A07 RSSQSIVHSNGNTYLE

(SEQ ID NO: 8)

KVSNRFS

(SEQ ID NO: 9)

FQGSYVPWT

(SEQ ID NO: 10)

18H02 ITSTDIDDDMN

(SEQ ID NO: 44)

EGNTLRP

(SEQ ID NO: 45)

LQSDNLPYT

(SEQ ID NO: 46)

22A02 RSSQSIVHSNGNTYLE

(SEQ ID NO: 8)

KVSNRFS

(SEQ ID NO: 9)

FQGSYVPWT

(SEQ ID NO: 10)

24C05 RASQEISGYLS

(SEQ ID NO: 60)

AASTLDS

(SEQ ID NO: 61)

LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)
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IMGT

CDR1 CDR2 CDR3

04D01 QSIVHSNGNTY

(SEQ ID NO: 97)

KVS FQGSYVPWT

(SEQ ID NO:10)

09D03 KSLLHSNGNTY

(SEQ ID NO: 98)

RMS MQHLEYPFT

(SEQ ID NO: 20)

11G01 QSIVHSIGNTY

(SEQ ID NO: 99)

KVS FQGSHVPFT

(SEQ ID NO: 29)

12A07 QSIVHSNGNTY

(SEQ ID NO: 97)

KVS FQGSYVPWT

(SEQ ID NO: 10)

18H02 TDIDDD

(SEQ ID NO: 100)

EGN LQSDNLPYT

(SEQ ID NO: 46)

22A02 QSIVHSNGNTY

(SEQ ID NO: 97)

KVS FQGSYVPWT

(SEQ ID NO: 10)

24C05 QEISGY

(SEQ ID NO: 101)

AAS LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

En las Tablas 2 y 3, las secuencias de CDR más largas para la cadena pesada y la cadena ligera de 
inmunoglobulina se muestran en negrita.

Para crear las secuencias de anticuerpo de cadena pesada o kappa completa, cada secuencia variable anterior se 
combina con su respectiva región constante. Por ejemplo, una cadena pesada completa comprende una secuencia 
variable pesada seguida por la secuencia constante de cadena pesada de IgG1 o IgG2b murina y una cadena kappa 5
completa comprende una secuencia variable kappa seguida por la secuencia constante de cadena ligera kappa 
murina.
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la región constante de cadena pesada de IgG1 murina (SEQ ID NO: 102)

Secuencia de proteína que define la región constante de cadena pesada de IgG1 murina (SEQ ID NO: 103)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región constante de cadena pesada de IgG2b murina (SEQ ID NO: 104)5
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Secuencia de proteína que define la región constante de cadena pesada de IgG2b murina (SEQ ID NO: 105)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región constante de cadena ligera kappa murina (SEQ ID NO: 106)

5
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Secuencia de proteína que define la región constante de cadena ligera kappa murina (SEQ ID NO: 107)

Las siguientes secuencias representan las secuencias de cadena pesada y ligera de longitud completa reales o 
contempladas (es decir, que contienen las secuencias de las regiones tanto variable como constante) para cada 
anticuerpo descrito en este Ejemplo. Las secuencias de señal para la secreción apropiada de los anticuerpos 5
también se incluyen en el extremo 5' de las secuencias de ADN o en el extremo amino terminal de las secuencias de 
proteína. Las secuencias de región variable se pueden ligar a otras secuencias de región constante, para producir 
las cadenas pesada y ligera de IgG de longitud completa activas.

Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de 
cadena pesada y región constante de IgG1) de 04D01 (SEQ ID NO: 108)10
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Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de cadena 
pesada y región constante de IgG1) de 04D01 (SEQ ID NO: 109)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y 
región constante de cadena kappa) de 04D01 (SEQ ID NO: 110)5

Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y región 
constante de cadena kappa) de 04D01 (SEQ ID NO: 111)

10
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de 
cadena pesada y región constante de IgG2b) de 09D03 (SEQ ID NO: 112)

Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de cadena 
pesada y región constante de IgG2b) de 09D03 (SEQ ID NO: 113)5
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y 
región constante de cadena kappa) de 09D03 (SEQ ID NO: 114)

Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y región 
constante de cadena kappa) de 09D03 (SEQ ID NO: 115)5

Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de 
cadena pesada y región constante de IgG1) de 11G01 (SEQ ID NO: 116)
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Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de cadena 
pesada y región constante de IgG1) de 11G01 (SEQ ID NO: 117)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y 5
región constante de cadena kappa) de 11G01 (SEQ ID NO: 118)

Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y región 
constante de cadena kappa) de 11G01 (SEQ ID NO: 119)

10
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de 
cadena pesada y región constante de IgG1) de 12A07 (SEQ ID NO: 120)

Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de cadena 
pesada y región constante de IgG1) de 12A07 (SEQ ID NO: 121)5
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y 
región constante de cadena kappa) de 12A07 (SEQ ID NO: 122)

Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y región 
constante de cadena kappa) de 12A07 (SEQ ID NO: 123)5

Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de 
cadena pesada y región constante de IgG1) de 18H02 (SEQ ID NO: 124)
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Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de cadena 
pesada y región constante de IgG1) de 18H02 (SEQ ID NO: 125)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y 5
región constante de cadena kappa) de 18H02 (SEQ ID NO: 126)
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Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y región 
constante de cadena kappa) de 18H02 (SEQ ID NO: 127)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de 
cadena pesada y región constante de IgG1) de 22A02 (SEQ ID NO: 128)5

Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de cadena 
pesada y región constante de IgG1) de 22A02 (SEQ ID NO: 129)

10
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y 
región constante de cadena kappa) de 22A02 (SEQ ID NO: 130)

Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y región 
constante de cadena kappa) de 22A02 (SEQ ID NO: 131)5
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de 
cadena pesada y región constante de IgG1) de 24C05 (SEQ ID NO: 132)

Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena pesada de longitud completa (región variable de cadena 
pesada y región constante de IgG1) de 24C05 (SEQ ID NO: 133)5
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y 
región constante de cadena kappa) de 24C05 (SEQ ID NO: 134)

Secuencia de proteína que define la secuencia de cadena ligera de longitud completa (región variable y región 
constante de cadena kappa) de 24C05 (SEQ ID NO: 135)5

Por conveniencia, la Tabla 4 proporciona una tabla de concordancia que muestra la correspondencia entre las 
secuencias de longitud completa de los anticuerpos discutidos en este Ejemplo con las presentadas en la Lista de 
Secuencias.

Tabla 410

SEQ ID NO. Ácido nucleico o proteína

108 Variable pesada + constante de IgG1 de 04D01-ácido nucleico

109 Variable pesada + constante de IgG1 de 04D01-proteína

110 Variable + constante de kappa de 04D01-ácido nucleico

111 Variable + constante de kappa de 04D01-proteína

112 Variable pesada + constante de IgG2b de 09D03-ácido nucleico

113 Variable pesada + constante de IgG2b de 09D03-proteína

114 Variable + constante de kappa de 09D03-ácido nucleico

115 Variable + constante de kappa de 09D03-proteína

116 Variable pesada + constante de IgG1 de 11G01-ácido nucleico

117 Variable pesada + constante de IgG1 de 11G01-proteína
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SEQ ID NO. Ácido nucleico o proteína

118 Variable + constante de kappa de 11G01-ácido nucleico

119 Variable + constante de kappa de 11G01-proteína

120 Variable pesada + constante de IgG1 de 12A07-ácido nucleico

121 Variable pesada + constante de IgG1 de 12A07-proteína

122 Variable + constante de kappa de 12A07-ácido nucleico

123 Variable + constante de kappa de 12A07-proteína

124 Variable pesada + constante de IgG1 de 18H02-ácido nucleico

125 Variable pesada + constante de IgG1 de 18H02-proteína

126 Variable + constante de kappa de 18H02-ácido nucleico

127 Variable + constante de kappa de 18H02-proteína

128 Variable pesada + constante de IgG1 de 22A02-ácido nucleico

129 Variable pesada + constante de IgG1 de 22A02-proteína

130 Variable + constante de kappa de 22A02-ácido nucleico

131 Variable + constante de kappa de 22A02-proteína

132 Variable pesada + constante de IgG1 de 24C05-ácido nucleico

133 Variable pesada + constante de IgG1 de 24C05-proteína

134 Variable + constante de kappa de 24C05-ácido nucleico

135 Variable + constante de kappa de 24C05-proteína

Ejemplo 3 - Afinidades de unión

Las afinidades de unión y la cinética de la unión de los anticuerpos monoclonales 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 
18H02, 22A02 y 24C05 a la proteína de fusión ErbB3/Fc humana recombinante (rhErbB3-Fc) se midieron mediante 
resonancia superficial de plasmones usando un instrumento Biacore® T100 (Biacore).

Se inmovilizaron IgG de conejo anti-ratón (Biacore, n.º de cat. BR-1008-38) en chips sensores CM4 de dextrano 5
carboximetilado (Biacore, n.º de cat. BR-1005-34) mediante acoplamiento de amina (BIAcore, n.º de cat. BR-1000-
50) usando un protocolo de acoplamiento convencional de acuerdo con las instrucciones del vendedor. Los análisis 
se llevarán a cabo a 25 ºC, usando PBS (Invitrogen, n.º de cat. 14040-133) que contenía un 0,05 % de tensioactivo 
P20 (Biacore, n.º de cat. BR-1000-54) como tampón de procesado.

Los anticuerpos se capturaron en celdas de flujo individuales con un caudal de 10 µl/minuto. El tiempo de inyección 10
se hizo variar para cada anticuerpo para producir una Rmax entre 30 y 60 RU. El tampón o el rhErbB3-Fc diluidos en 
tampón de procesado se inyectaron secuencialmente sobre una superficie de referencia (ningún anticuerpo 
capturado) y la superficie activa (anticuerpo a ensayar) durante 300 segundos a 60 µl/minuto. La fase de disociación 
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se monitorizó durante hasta 3600 segundos. A continuación, se regeneró la superficie con dos inyecciones de 60 
segundos de Glicina-HCl 10 mM, pH 1,7 (preparada a partir de Glicina a pH 1,5 (Biacore, n.º de cat. BR-1003-54) y a 
pH 2,0 (Biacore, n.º de cat. BR-1003-55)) con un caudal de 60 µl/minuto. El intervalo de concentración de rhErbB3-
Fc sometido a ensayo fue de 0,125 nM a 20 nM.

Los parámetros cinéticos se determinaron usando la función cinética del software BIAevaluation (Biacore) con doble 5
resta de referencia. Se determinaron los parámetros cinéticos para cada anticuerpo, ka (constante de velocidad de 
asociación), kd (constante de velocidad de disociación) y KD (constante de equilibrio de disociación). Los valores 
cinéticos de los anticuerpos monoclonales en rhErbB3-Fc a 25 ºC se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5

Anticuerpo Ka (1/Ms) Desviación estándar Kd (1/s) Desviación estándar KD (M) Desviación estándar n

04D01 3,8E+05 3,0E+04 9,3E-05 1,9E-05 2,5E-10 5,6E-11 5

09D03 2,7E+05 3,2E+04 2,0E-05 1,2E-05 8,0E-11 5,5E-11 3

11G01 2,7E+05 9,2E+04 2,2E-05 9,6E-06 9,1E-11 5,5E-11 4

12A07 6,2E+05 8,1E+04 1,9E-04 1,0E-04 3,0E-10 1,4E-10 3

18H02 2,8E+05 3,1E+04 2,5E-05 8,8E-06 9,1E-11 3,7E-11 4

22A02 7,0E+05 8,1E+04 2,2E-04 1,4E-04 3,2E-10 2,4E-10 3

24C05 1,5E+06 2,0E+05 9,2E-06 3,0E-06 6,5E-12 2,8E-12 4

Los datos de la Tabla 5 demuestran que los anticuerpos se unen a rhErbB3 con una KD de aproximadamente 10
350 pM o menos, 250 pM o menos, 200 pM o menos, 150 pM o menos, 100 pM o menos, 50 pM o menos, o 10 pM o
menos.

Ejemplo 4 - Actividad de neutralización

En este ejemplo, los anticuerpos producidos en el Ejemplo 1 se sometieron a ensayo para la capacidad de inhibir la 
unión de rhErbB3 a NRG1-β1 y NRG1-α1. Los anticuerpos se sometieron a ensayo mediante ensayo de 15
electroquimioluminiscencia (ECL) para la inhibición de la unión de hErbB3 a NRG-β1. Se revistieron placas de unión 
convencionales de 96 pocillos MA2400 (Meso Scale Discovery, n.º de cat. L15XA-6) con 50 µl de 0,5 µg/ml de 
rhErbB3/Fc (R&D systems, n.º de cat. 348-RB) en PBS (Invitrogen, n.º de cat. 14040-133) durante una noche a 4 ºC
sin ninguna agitación. A continuación, las placas se lavaron 3 veces con PBS + Tween20 al 0,1 % (Sigma P5927) y 
se bloquearon con 200 µl de PBS que contenía BSA al 5 % (Sera Care Life Sciences, n.º de cat. AP-4510-80) 20
durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Después de lavar las placas 3 veces con PBS, se añadieron 25 µl de las 
diluciones de anticuerpo a las placas durante otra hora a temperatura ambiente con agitación. Se añadió el ligando 
NRG1-β1 (R&D Systems, n.º de cat. 377-HB, 26 kDa) a los pocillos con una concentración final de 0,25 µg/ml. Las 
placas se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con 25 µl de 1 µg/ml de anticuerpo biotinilado frente a NRG1-
β1 humana (R&D systems, n.º de cat. BAF377) preincubado durante una hora con Estreptoavidina SULTO-TAG 25
(Meso Scale Discovery, n.º de cat. R32AD-5) durante una hora a temperatura ambiente con agitación. A 
continuación, las placas se lavaron 3 veces con PBS, y se añadieron 150 µl de tampón de lectura 1x (Meso Scale 
Discovery, n.º de cat. R92TC-1) a cada pocillo antes de que las placas se analizaran en un instrumento Sector®

Imager 2400 (Meso Scale Discovery).

La interacción de NRG1-β1 con ErbB3 se inhibió con los anticuerpos 04D01, 12A07, 18H02, 22A02 y 24C05 (Figura 30
6A). La interacción de NRG1-β1 con rhErbB3 se potenció con el anticuerpo 09D03, pero no tanto como con el 
anticuerpo 11G01 (Figura 6B).

Se calcularon los valores de CI50 de anticuerpo frente a ErbB3 murino anti-humano para la neutralización de la unión 
de NRG1-β1 a rhErbB3 para los anticuerpos (es decir, 04D01, 12A07, 18H02, 22A02 y 24C05) y se resumen en la 
Tabla 6.35
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Tabla 6

CI50 (nM)

Anticuerpo Promedio Desviación estándar n

04D01 0,2232 0,0711 4

12A07 0,2351 0,0530 4

18H02 0,3460 0,0873 4

22A02 0,2418 0,0755 4

24C05 0,3367 0,0764 4

Los resultados mostraron que los anticuerpos 04D01, 12A07, 18H02, 22A02, y 24C05 neutralizaron de forma eficaz 
la unión de NRG1-β1 a rhErbB3. Los anticuerpos 09D03 y 11G01 potenciaron la unión de hNRG1-β1 a hErbB3.

Los anticuerpos se sometieron a ensayo mediante ensayo de ECL para la inhibición de la unión de hErbB3 al 
segundo ligando de ErbB3, NRG1-α1. Para someter a ensayo la inhibición de la unión de NRG1-α1 a rhErbB3, se 5
usó el mismo método usado para NRG1-β1, excepto por los siguientes cambios: las concentraciones de rhErbB3/Fc 
(R&D 4518-RB) y de ligando NRG1-α1 (Thermo Scientific, RP-317-P1AX) en placa fueron 1µg/ml y 1,5 µg/ml,
respectivamente.

La interacción de NRG1-α1 con rhErbB3 se inhibió con 11G01, 12A07, 18H02, 22A02, y 24C05 IgG1, y se potenció 
con el anticuerpo 09D03 (Figura 7).10

Ejemplo 5 - Unión al dominio II de ErbB3

En este ejemplo, los anticuerpos producidos en el Ejemplo 1 se sometieron a ensayo para unión al dominio de 
dimerización (dominio 2) de hErbB3-ECD. El dominio 2 de hErbB3 (118 aminoácidos, posición 210-327) se clonó en 
el lugar del dominio 2 de Her2 (119 aminoácidos, posición AA220-338) en el receptor de Her2 de longitud completa. 
La construcción híbrida Her2/3d2 se clonó en pLenti6,3 y se empaquetó mediante transfección transitoria de células 15
293T en un Lentivirus usando el kit ViraPower™ Lentiviral Support (Invitrogen, n.º de cat. K497000). Se infectaron 
células CHO con el lentivirus que expresa la proteína híbrida Her2/3d2. La unión de los sobrenadantes de hibridoma 
de anti-ErbB3 a Her2/3d2 se sometió a ensayo en estas células CHO sometidas a ingeniería mediante ECL con
anticuerpos anti-ratón sulfomarcados. Los datos de la unión de los sobrenadantes de hibridoma a la proteína 
quimérica Her2/3d2 expresada en la superficie celular de las células CHO se resumen en la Figura 8. Estos 20
resultados muestran que los anticuerpos 09D03 y 11G01 se unen al dominio II de ErbB3, AA210-327.

Ejemplo 6 - Actividad antiproliferativa

Este ejemplo describe una caracterización de los anticuerpos producidos en el Ejemplo 1 para su capacidad de 
inhibir la proliferación de células dependiente de NRG1-β1. Los anticuerpos se sometieron a ensayo en el sistema 
celular BaF/3 sometido a ingeniería para expresar tanto Her2 como ErbB3 humanos en las células de cáncer de 25
mama MCF7 humanas que expresan naturalmente tanto Her2 como ErbB3 y crecen en respuesta a la estimulación 
de NRG1-β1.

Se infectaron células BaF/3 mediante dos lentivirus sometidos a ingeniería para expresar Her2 humano o ErbB3 
humano. Las células infectadas se seleccionaron con blasticidina (15 µg/ml; Invitrogen, n.º de cat. R21001) y se 
aislaron colonias individuales y se sometieron a ensayo para la expresión de ambos receptores. Los clones que 30
expresaban Her2/ErbB3 se mantuvieron en cultivo con selección de blasticidina con [80 % de Medio RPMI 1640 
(GIBCO, n.º de cat. 11875-093), 10 % de suero bovino fetal (GIBCO, n.º de cat. 10438-026) y 10 % de medio 
acondicionado de células WEHI {90 % de Medio de Dulbecco Modificado por ISCOVE (GIBCO, n.º de cat. 
12440053), 10 % de suero bovino fetal (GIBCO, n.º de cat. 10438-026) + L-glutamina 2 mM (GIBCO, n.º de cat.
25030-081) + mercaptoetanol 0,0025 mM (Invitrogen, n.º de cat. 21985-023)}]. Para analizar sistemáticamente 35
anticuerpos antagonistas frente a ErbB3, las células se aclararon con PBS, y se hicieron crecer en ausencia de 
blasticidina y medio acondicionado de WEHI. Los ensayos se llevaron a cabo en una placa de 96 pocillos (5000 
células/pocillo) en presencia de NRG1-β1 (100 ng/ml) y diversas concentraciones de anticuerpos (0,018-5000 ng/ml
un volumen final de 100 µl). Los ensayos de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) se 
llevaron a cabo 3-4 días después de la estimulación de NRG1-β1.40
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Un ejemplo de la inhibición dependiente de dosis de la proliferación celular dependiente de NRG1-β1 de 
Her2/ErbB3-BaF/3 mediante anticuerpos frente a ErbB3 murinos anti-humanos se muestra en la Figura 9. Los datos 
de inhibición de la proliferación de la línea celular Her2/ErbB3-BaF/3 dependiente de NRG1-β1 con anticuerpos 
monoclonales (es decir, 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 22A02 y 24C05) se resumen en la Tabla 7.

Tabla 75

Her2/ErbB3.BaF/3, proliferación dep. de NRG1-β1

Anticuerpo CI50 (nM)-promedio Desviación estándar n

04D01 0,373 0,061 3

09D03 1,395 0,268 3

11G01 1,934 0,116 3

12A07 0,854 0,059 3

18H02 1,930 0,276 3

22A02 1,291 0,151 3

24C05 0,145 0,031 3

Los resultados de la Tabla 7 muestra que los anticuerpos 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 22A02 y 24C05
inhiben fuertemente la proliferación inducida por NRG1-β1 de células BaF/3 que expresan Her2/ErbB3.

Se mantuvieron células MCF7 (ATCC, n.º de cat. HTB-22) según recomienda la ATCC. Las células se cultivaron en 
placa a 5000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se retiro el alimento a las células durante una noche en 
ausencia de suero. Al día siguiente, se añadieron NRG1-β1 (40 ng/ml) y diversas concentraciones de anticuerpos 10
(12,8 pg/ml-20 µg/ml en un volumen final de 100 µl) a las células. Los ensayos de MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) se llevaron a cabo tres días después de la estimulación de NRG1-β1.

Un ejemplo de la inhibición dependiente de dosis de la proliferación celular dependiente de NRG1-β1 de células 
MCF7 mediante anticuerpos frente a ErbB3 murinos anti-humanos se muestra en la Figura 10. Los datos de 
inhibición de la proliferación de células MCF7 dependiente de NRG1-β1 con los anticuerpos 04D01, 09D03, 11G01, 15
12A07, 18H02, 22A02 y 24C05 se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8

Células MCF7, proliferación dependiente de NRG1-β1

Anticuerpo CI50 (nM)-Promedio Desviación estándar n

04D01 0,47 0,23 3

09D03 2,28 0,60 3

11G01 1,98 1,34 3

12A07 0,74 0,48 3

18H02 1,00 0,20 3
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Células MCF7, proliferación dependiente de NRG1-β1

Anticuerpo CI50 (nM)-Promedio Desviación estándar n

22A02 1,62 0,60 3

24C05 0,39 0,04 3

Los resultados de la Tabla 8 demuestran que los anticuerpos 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 22A02, y
24C05 inhibieron fuertemente la proliferación inducida por NRG1-β1 de células MCF7.

Los anticuerpos producidos en el Ejemplo 1 también se sometieron a ensayo para su capacidad de inhibir la 
proliferación de células cancerígenas humanas que expresan ErbB3. Las células de cáncer de mama SKBR-3 
sobreexpresan Her2 y son sensibles a anticuerpos inhibidores específicos de Her2.5

Se mantuvieron células SKBR-3 (ATCC, n.º de cat. HTB-30) según recomienda la ATCC. Las células se sembraron 
en placa a 5000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos en presencia de 5 µg/ml de anticuerpo pero sin NRG1-β1 
exógeno. Los ensayos de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) se llevaron a cabo después 
de tres días en cultivo.

Un ejemplo de la inhibición de la proliferación celular de células SKBR-3 mediante anticuerpos frente a ErbB3 10
murinos anti-humanos se muestra en la Figura 11. Los resultados de la Figura 11 muestran que los anticuerpos 
04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 22A02 y 24C05 inhibieron la proliferación de células SKBR-3.

Ejemplo 7 - Inhibición de la señalización aguas abajo

Este ejemplo describe una caracterización de los anticuerpos producidos en el Ejemplo 1 para su capacidad de 
inhibir la fosforilación dependiente de NRG1-β1 de ErbB3 y la quinasa Akt aguas abajo, como la lectura para la 15
activación de PI3K. Estos anticuerpos también se sometieron a ensayo para su capacidad de inhibir la fosforilación 
de estado estacionario de ErbB3 y Akt en células en crecimiento exponencial.

Se mantuvieron células de cáncer de mama SKBR-3 y MCF7 y células de cáncer de próstata DU 145 según 
recomienda la ATCC. Se retiró el alimento a las células durante una noche en FBS al 0 %, se trataron durante una 
hora con 5 µg/ml de anticuerpo seguido de estimulación de NRG1-β1. Los lisados se analizaron por ELISA con el kit 20
Phospho-ErbB3 de R&D Systems (n.º de cat. DYC1769) o con el kit Phospho-Akt ELISA de Cell Signaling (n.º de 
cat. 7143).

Un ejemplo de la inhibición de la fosforilación inducida por NRG1-β1 de ErbB3 en células SKBR-3 mediante 
anticuerpos frente a ErbB3 murinos anti-humanos se muestra en la Figura 12. Los resultados de la Figura 12 
demostraron que los anticuerpos 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 22A02 y 24C05 inhibieron al menos un 25
50 % de la fosforilación de ErbB3 inducida por NRG1-β1 en células SKBR-3.

Un ejemplo de la inhibición de la fosforilación inducida por NRG1-β1 de Akt en células MCF7 y DU145 mediante 
anticuerpos frente a ErbB3 murinos anti-humanos se muestra en la Figura 13A y la Figura 13B, respectivamente. Los 
resultados de las Figuras 13A y 13B demostraron que los anticuerpos 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 22A02 
y 24C05 inhibieron al menos un 80 % de la fosforilación de Akt en respuesta a NRG1-β1 en células tanto MCF7 30
como DU145.

La capacidad de los anticuerpos anti-ErbB3 para inhibir el estado de fosforilación de estado estacionario de ErbB3 y 
Akt en una línea celular de cáncer de mama SKBR-3 y una línea celular de cáncer pancreático BxPC3 se sometieron 
a ensayo por tratamiento de estas células en crecimiento exponencial durante una hora en presencia de anticuerpos 
a 5 µg/ml.35

Los análisis de transferencia Western de estos experimentos demostraron que los anticuerpos 04D01, 09D03, 
11G01, 12A07, 18H02, 22A02 y 24C05 inhibieron el nivel de estado estacionario de fosforilación de Akt y ErbB3 en 
células tanto SKBR-3 como BxPC3.

Ejemplo 8 - Inhibición de la fosforilación de EGFR inducida por NRG1-β1

En este ejemplo, se sometieron a ensayo los anticuerpos producidos en el Ejemplo 1 para su capacidad de inhibir la 40
fosforilación dependiente de NRG1-β1 de EGFR en la línea celular de cáncer de ovario NCI/ADR-RES. Se retiró el 
alimento a las células NCI/ADR-RES (repositorio de tumor DTP/DCTD NCI) durante una noche en FBS al 0 %, se 
trataron previamente con anticuerpo (5 µg/ml) durante una hora seguido de estimulación de NRG1-β1 (20 ng/ml) 
durante 15 minutos. Se analizó la fosforilación de EGFR en la tirosina 1068 mediante transferencia de Western. Los 
resultados de este experimento demostraron que los anticuerpos 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 22A02 y 45
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24C05 inhibieron la fosforilación de EGFR en respuesta a NRG1-β1 en células NCI/ADR-RES.

Ejemplo 9 - Inhibición de la fosforilación de ErbB3 inducida por EGF

En este ejemplo, se sometieron a ensayo los anticuerpos producidos en el Ejemplo 1 para su capacidad de inhibir la 
fosforilación dependiente de EGF de ErbB3 en la línea celular de cáncer epidermoide A431, que sobreexpresa 
EGFR. Se retiró el alimento a las células A431 (ATCC, n.º de cat. CRL-1555) durante una noche en FBS al 0 %, se 5
trataron previamente con anticuerpo (5 µg/ml) durante una hora seguido de estimulación de EGF (R&D Systems, n.º 
de cat. 236-EG) (50 ng/ml) durante 15 minutos. Se analizó la fosforilación de ErbB3 mediante transferencia de 
Western. Los resultados de este experimento demostraron que los anticuerpos 04D01, 09D03, 12A07, 18H02, 
22A02 y 24C05 inhibieron en diversos grados la fosforilación de ErbB3 en respuesta a EGF en células A431.

Ejemplo 10 - Inhibición de la formación del heterodímero Her2/ErbB3 inducida por NRG1-β110

Este ejemplo describe una caracterización de los anticuerpos producidos en el Ejemplo 1 para su capacidad de 
inhibir la formación del dímero Her2/ErbB3 en respuesta a NRG1-β1 en células SKBR-3. Se retiró el alimento a las 
células de cáncer de mama SKBR-3 durante una noche en FBS al 0 %, se trataron durante una hora con 5 µg/ml de 
anticuerpos seguido de estimulación de NRG1-β1 (30 ng/ml, 30 min). Los lisados se inmunoprecipitaron con 
anticuerpo anti-Her2 (R&D Systems, n.º de cat. BAF1129) y se analizaron mediante transferencia de Western con 15
anticuerpo anti-ErbB3 policlonal (Santa Cruz, n.º de cat. SC285).

Los resultados de este experimento demostraron que los anticuerpos 04D01, 09D03, 11G01, 12A07, 18H02, 22A02 
y 24C05 inhibieron la formación del dímero Her2/ErbB3 inducida por NRG1-β1 en células SKBR-3.

Ejemplo 11 - Inhibición del crecimiento de xenoinjerto de tumor BxPC3

La capacidad de los anticuerpos monoclonales murinos producidos en el Ejemplo 1 para inhibir el crecimiento 20
tumoral se sometió a ensayo en un modelo de xenoinjerto de BxPC3 pancreático. Se hicieron crecer células BxPC3 
pancreáticas humanas en cultivo a 37 ºC en una atmósfera que contenía un 5 % de CO2, usando medio RMPI que 
contenía un 10 % de suero bovino fetal. Se inocularon células BxPC3 por vía subcutánea en el costado de ratones 
hembra CB.17 SCID de ocho semanas de edad (Taconic Labs) con 10 x 106 células por ratón en un 50 % de 
matrigel (BD Biosciences, n.º de cat. 356237). Se tomaron medidas del tumor dos veces por semana usando 25
calibres Vernier. Se calculó el volumen del tumor usando la fórmula: ancho x ancho x longitud / 2. Cuando los 
tumores alcanzaron aproximadamente 200 mm3, los ratones se dividieron aleatoriamente en 9 grupos de 10 ratones 
cada uno. Un grupo recibió PBS y otro recibió control de IgG humana (huIgG). Cada uno de los ocho grupos 
restantes recibió uno de los anticuerpos, 04D01, 09D03, 18H02, 11G01, 24C05, 22A02, o 12A07. Todos los 
anticuerpos se dosificaron a 20 mg/kg de peso corporal, dos veces por semana, mediante inyección intraperitoneal 30
durante 6 semanas. Los volúmenes de los tumores y los pesos corporales de los ratones se registraron dos veces 
por semana. Se analizó la inhibición del crecimiento tumoral usando ANOVA y se expresa como el porcentaje de 
inhibición en comparación con el control de PBS.

Los resultados de la Figura 14 muestran que el anticuerpo 24C05 inhibió el crecimiento tumoral en un 76 % en este 
modelo (p < 0,001). Los anticuerpos 04D01, 18H02 y 11G01 también inhibieron el crecimiento tumoral en este 35
modelo en un 64 %, 71 %, y 72 %, respectivamente (p < 0,001). Los anticuerpos 12A07 y 22A02 demostraron la 
menor actividad, es decir, cerca de un 40 % de inhibición del crecimiento tumoral, mientras que el anticuerpo 09D03
proporcionó un 60 % de inhibición de crecimiento tumoral en este modelo.

Ejemplo 12 - Humanización de anticuerpos anti-ErbB3

A. Construcción de anticuerpos anti-ErbB3 humanizados y quiméricos40

Este ejemplo describe la humanización del anticuerpo murino denominado 24C05, y la caracterización de los 
anticuerpos humanizados resultantes. Los anticuerpos anti-ErbB3 humanizados se diseñaron usando el método 
SUPERHUMANIZATION™ (Arana Therapeutics Ltd. y Hwang, W.Y, et al. (2005) METHODS 36:35-42) o el método 
de injerto de CDR con mutaciones inversas (algunos restos del marco conservado humano se cambiaron por restos 
murinos) (véanse, por ejemplo, los documentos de Patente de Estados Unidos con números 5.530.101; 5.693.761; 45
5.693.762; 5.585.089; 6.180.370; 7.022.500). Con la excepción de la CDR1 de cadena pesada, se usaron las 
definiciones de CDR de Kabat para el injerto de CDR en marcos conservados humanos. Se usó una combinación de 
las definiciones de Kabat y Chothia para el injerto de CDR1 pesada. Las secuencias de aminoácidos diseñadas se 
convirtieron en secuencias de ADN optimizadas por codón y se sintetizaron por DNA2.0, Inc. para incluir (en el 
siguiente orden): sitio de restricción 5' HindIII, secuencia de consenso de Kozak, secuencia de señal amino terminal, 50
región variable humanizada, región constante de IgG1 o kappa humana, codón de terminación, y un sitio de 
restricción 3' EcoRI. Además, se hizo mutar una cadena pesada humanizada, Sh24C05 Hv3-11 Pesada IgG1,
usando PCR por extensión de superposición para mejorar la humanización, dando como resultado la cadena pesada 
de IgG1 Sh24C05 Hv3-11 N62S. También se construyó una versión de IgG2 humana de la cadena pesada Sh24C05 
Hv3-11 N62S.55

Las cadenas de anticuerpos anti-ErbB3 humanizadas de acuerdo con el método SUPERHUMANIZATION™, como 
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se describe en el presente documento, se denominaron con el prefijo "Sh" antes del nombre de la cadena de 
anticuerpo. Las cadenas de anticuerpos anti-ErbB3 humanizadas mediante el método de injerto de CDR con 
mutaciones inversas, como se describe en el presente documento, se denominaron con el prefijo "Hu" antes del 
nombre de la cadena del anticuerpo.

También se construyeron cadenas pesada (IgG1 humana) y ligera (Kappa humana) de 24C05 quiméricas (región 5
variable murina y región constante humana). Las regiones variables murinas se condensaron con la región constante 
humana usando PCR por extensión de superposición, incluyendo (el siguiente orden): sitio de restricción 5' HindIII, 
secuencia de consenso de Kozak, secuencia de señal amino terminal, región variable de ratón, región constante de 
IgG1 o kappa humana, codón de terminación, y un sitio de restricción 3' EcoRI.

Las cadenas pesadas humanizada y quimérica se subclonaron en pEE6.4 (Lonza Biologics) a través de sitios HindIII 10
y EcoRI usando clonación por PCR In-Fusion™ (Clontech). Las cadenas ligeras Kappa humanizada y quimérica se 
subclonaron en pEE14.4 (Lonza Biologics) a través de sitios HindIII y EcoRI usando clonación por PCR In-Fusion™.

Las cadenas de anticuerpo humanizadas o las cadenas de anticuerpo quiméricas se transfectaron transitoriamente 
en células 293T para producir el anticuerpo. El anticuerpo se purificó o se usó en el sobrenadante del medio de 
cultivo celular para posterior análisis in vitro. La unión de los anticuerpos quiméricos y humanizados a ErbB3 15
humano se midió como se describe posteriormente. Los resultados se resumen en la Tabla 15.

Además, algunas combinaciones de cadena pesada y ligera de anticuerpo humanizado se expresaron de forma 
estable en células CHOK1SV usando el sistema GS System™ (Lonza Biologics) con el fin de producir grandes 
cantidades de anticuerpo humanizado purificado. Se construyó un vector de expresión individual por combinación de 
vectores basados en pEE6.4 y pEE14.4. En primer lugar, se digirió pEE6.4 que contenía ADNc de cadena pesada 20
humanizada de longitud completa con NotI y SalI para aislar el promotor hCMV-MIE + ADNc de cadena pesada 
humanizada de longitud completa + fragmento SV40 polyA. Este fragmento se insertó en el vector PEE14.4 que ya 
contenía ADNc de cadena ligera humanizada de longitud completa a través de los sitios NotI/SalI, creando de ese 
modo un vector de expresión que expresaba simultáneamente las cadenas pesada y ligera. El vector de cadena 
pesada y ligera combinada se hizo lineal y se transfectó en células CHOK1SV. Se seleccionaron clones estables en 25
presencia de metionina sulfoximina.

Cada una de las posibles combinaciones de las regiones variables de cadena pesada de inmunoglobulina y cadena 
ligera de inmunoglobulina se exponen a continuación en la Tabla 9.

Tabla 9

Región variable de cadena ligera Región variable de cadena pesada

Hu24C05 KvA (SEQ ID NO: 174) Hu24C05 HvA (SEQ ID NO: 162)

Hu24C05 KvA (SEQ ID NO: 174) Sh24C05 Hv3-21 (SEQ ID NO: 156)

Hu24C05 KvA (SEQ ID NO: 174) Sh24C05 Hv3-23 (SEQ ID NO: 158)

Hu24C05 KvA (SEQ ID NO: 174) Sh24C05 Hv3-30 (SEQ ID NO: 160)

Hu24C05 KvA (SEQ ID NO: 174) Sh24C05 Hv3-7 (SEQ ID NO: 150)

Hu24C05 KvA (SEQ ID NO: 174) Sh24C05 Hv3-11 (SEQ ID NO: 152)

Hu24C05 KvA (SEQ ID NO: 174) Sh24C05 Hv3-11 N62S (SEQ ID NO: 154)

Sh24C05 Kv1-16 (SEQ ID NO: 166) Hu24C05 HvA (SEQ ID NO: 162)

Sh24C05 Kv1-16 (SEQ ID NO: 166) Sh24C05 Hv3-21 (SEQ ID NO: 156)

Sh24C05 Kv1-16 (SEQ ID NO: 166) Sh24C05 Hv3-23 (SEQ ID NO: 158)

Sh24C05 Kv1-16 (SEQ ID NO: 166) Sh24C05 Hv3-30 (SEQ ID NO: 160)
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Región variable de cadena ligera Región variable de cadena pesada

Sh24C05 Kv1-16 (SEQ ID NO: 166) Sh24C05 Hv3-7 (SEQ ID NO: 150)

Sh24C05 Kv1-16 (SEQ ID NO: 166) Sh24C05 Hv3-11 (SEQ ID NO: 152)

Sh24C05 Kv1-16 (SEQ ID NO: 166) Sh24C05 Hv3-11 N62S (SEQ ID NO: 154)

Sh24C05 Kv1-17 (SEQ ID NO: 168) Hu24C05 HvA (SEQ ID NO: 162)

Sh24C05 Kv1-17 (SEQ ID NO: 168) Sh24C05 Hv3-21 (SEQ ID NO: 156)

Sh24C05 Kv1-17 (SEQ ID NO: 168) Sh24C05 Hv3-23 (SEQ ID NO: 158)

Sh24C05 Kv1-17 (SEQ ID NO: 168) Sh24C05 Hv3-30 (SEQ ID NO: 160)

Sh24C05 Kv1-17 (SEQ ID NO: 168) Sh24C05 Hv3-7 (SEQ ID NO: 150)

Sh24C05 Kv1-17 (SEQ ID NO: 168) Sh24C05 Hv3-11 (SEQ ID NO: 152)

Sh24C05 Kv1-17 (SEQ ID NO: 168) Sh24C05 Hv3-11 N62S (SEQ ID NO: 154)

Sh24C05 Kv1-33 (SEQ ID NO: 170) Hu24C05 HvA (SEQ ID NO: 162)

Sh24C05 Kv1-33 (SEQ ID NO: 170) Sh24C05 Hv3-21 (SEQ ID NO: 156)

Sh24C05 Kv1-33 (SEQ ID NO: 170) Sh24C05 Hv3-23 (SEQ ID NO: 158)

Sh24C05 Kv1-33 (SEQ ID NO: 170) Sh24C05 Hv3-30 (SEQ ID NO: 160)

Sh24C05 Kv1-33 (SEQ ID NO: 170) Sh24C05 Hv3-7 (SEQ ID NO: 150)

Sh24C05 Kv1-33 (SEQ ID NO: 170) Sh24C05 Hv3-11 (SEQ ID NO: 152)

Sh24C05 Kv1-33 (SEQ ID NO: 170) Sh24C05 Hv3-11 N62S (SEQ ID NO: 154)

Sh24C05 Kv1-9 (SEQ ID NO: 164) Hu24C05 HvA (SEQ ID NO: 162)

Sh24C05 Kv1-9 (SEQ ID NO: 164) Sh24C05 Hv3-21 (SEQ ID NO: 156)

Sh24C05 Kv1-9 (SEQ ID NO: 164) Sh24C05 Hv3-23 (SEQ ID NO: 158)

Sh24C05 Kv1-9 (SEQ ID NO: 164) Sh24C05 Hv3-30 (SEQ ID NO: 160)

Sh24C05 Kv1-9 (SEQ ID NO: 164) Sh24C05 Hv3-7 (SEQ ID NO: 150)

Sh24C05 Kv1-9 (SEQ ID NO: 164) Sh24C05 Hv3-11 (SEQ ID NO: 152)

Sh24C05 Kv1-9 (SEQ ID NO: 164) Sh24C05 Hv3-11 N62S (SEQ ID NO: 154)
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Región variable de cadena ligera Región variable de cadena pesada

Sh24C05 Kv1-39 (SEQ ID NO: 172) Hu24C05 HvA (SEQ ID NO: 162)

Sh24C05 Kv1-39 (SEQ ID NO: 172) Sh24C05 Hv3-21 (SEQ ID NO: 156)

Sh24C05 Kv1-39 (SEQ ID NO: 172) Sh24C05 Hv3-23 (SEQ ID NO: 158)

Sh24C05 Kv1-39 (SEQ ID NO: 172) Sh24C05 Hv3-30 (SEQ ID NO: 160)

Sh24C05 Kv1-39 (SEQ ID NO: 172) Sh24C05 Hv3-7 (SEQ ID NO: 150)

Sh24C05 Kv1-39 (SEQ ID NO: 172) Sh24C05 Hv3-11 (SEQ ID NO: 152)

Sh24C05 Kv1-39 (SEQ ID NO: 172) Sh24C05 Hv3-11 N62S (SEQ ID NO: 154)

Las secuencias de ácido nucleico que codifican y las secuencias de proteína que definen las regiones variables de 
los anticuerpos 24C05 humanizados se resumen a continuación (no se muestran las secuencias de péptido de señal 
amino terminal). Las secuencias de CDR (definición de Kabat) se muestran en negrita y se subrayan en las 
secuencias de aminoácidos.

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-7 (SEQ ID NO: 149)5

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-7 (SEQ ID NO: 150)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 (SEQ ID NO: 151)

10

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 (SEQ ID NO: 152)
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 N62S (SEQ ID NO: 
153)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 N62S (SEQ ID NO: 154)

5

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada Sh24C05 HvA3-21 (SEQ ID NO: 155)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-21 (SEQ ID NO: 156)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-23 (SEQ ID NO: 157)10

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-23 (SEQ ID NO: 158)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-30 (SEQ ID NO: 159)

15
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Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-30 (SEQ ID NO: 160)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena pesada Hu24C05 KvA (SEQ ID NO: 161)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena pesada Hu24C05 HvA (SEQ ID NO: 162)5

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena kappa Sh24C05 Kv1-9 (SEQ ID NO: 163)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena kappa Sh24C05 Kv1-9 (SEQ ID NO: 164)

10

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena kappa Sh24C05 Kv1-16 (SEQ ID NO: 165)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena kappa Sh24C05 Kv1-16 (SEQ ID NO: 166)

15
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena kappa Sh24C05 Kv-17 (SEQ ID NO: 167)

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena kappa Sh24C05 Kv1-17 (SEQ ID NO: 168)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena kappa Sh24C05 Kv1-33 (SEQ ID NO: 169)5

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena kappa Sh24C05 Kv1-33 (SEQ ID NO: 170)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena kappa Sh24C05 Kv1-39 (SEQ ID NO: 171)

10

Secuencia de proteína que define la región variable de cadena kappa Sh24C05 Kv1-39 (SEQ ID NO: 172)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región variable de cadena kappa Hu24C05 KvA (SEQ ID NO: 173)

15
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Secuencia de proteína que define la región variable de cadena kappa Hu24C05 KvA (SEQ ID NO: 174)

Las secuencias de aminoácidos que definen las regiones variables de cadena pesada de inmunoglobulina para los 
anticuerpos producidos en el Ejemplo 12 se alinean en la Figura 15. No se muestran las secuencias de péptido de 
señal amino terminal (para la expresión/secreción apropiada). Las CDR1, CDR2, y CDR3 (definición de Kabat) se 5
identifican mediante recuadros.

Las secuencias de aminoácidos que definen las regiones variables de cadena ligera de inmunoglobulina para los 
anticuerpos del Ejemplo 12 se alinean en la Figura 16. No se muestran las secuencias de péptido de señal amino 
terminal (para la expresión/secreción apropiada). Las CDR1, CDR2, y CDR3 se identifican mediante recuadros.

La Tabla 10 es una tabla de concordancia que muestra la SEQ ID NO. de cada secuencia discutida en este Ejemplo.10

Tabla 10

SEQ. ID NO. Ácido nucleico o proteína

149 Región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-7-ácido nucleico

150 Región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-7-proteína

57 CDR1 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-7

58 CDR2 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-7

59 CDR3 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-7

151 Región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11-ácido nucleico

152 Región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11-proteína

57 CDR1 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11

58 CDR2 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11

59 CDR3 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11

153 Región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 N62S-ácido nucleico

154 Región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 N62S -proteína

57 CDR1 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 N62S

148 CDR2 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 N62S

59 CDR3 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 N62S

155 Región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-21-ácido nucleico

156 Región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-21-proteína
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SEQ. ID NO. Ácido nucleico o proteína

57 CDR1 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-21

58 CDR2 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-21

59 CDR3 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-21

157 Región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-23-ácido nucleico

158 Región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-23-proteína

57 CDR1 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-23

58 CDR2 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-23

59 CDR3 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-23

159 Región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-30-ácido nucleico

160 Región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-30-proteína

57 CDR1 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-30

58 CDR2 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-30

59 CDR3 de cadena pesada Sh24C05 Hv3-30

161 Región variable de cadena pesada Hu24C05 HvA-ácido nucleico

162 Región variable de cadena pesada Hu24C05 HvA-proteína

57 CDR1 de cadena pesada Hu24C05 HvA

58 CDR2 de cadena pesada Hu24C05 HvA

59 CDR3 de cadena pesada Hu24C05 HvA

163 Región variable de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-9-ácido nucleico

164 Región variable de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-9-proteína

60 CDR1 de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-9

61 CDR2 de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-9

62 CDR3 de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-9

165 Región variable de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-16-ácido nucleico
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SEQ. ID NO. Ácido nucleico o proteína

166 Región variable de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-16-proteína

60 CDR1 de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-16

61 CDR2 de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-16

62 CDR3 de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-16

167 Región variable de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-17-ácido nucleico

168 Región variable de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-17-proteína

60 CDR1 de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-17

61 CDR2 de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-17

62 CDR3 de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-17

169 Región variable de cadena ligera (kappa) S1124C05 Kv1-33-ácido nucleico

170 Región variable de cadena ligera (kappa) S1124C05 Kv1-33-proteína

60 CDR1 de cadena ligera (kappa) S1124C05 Kv1-33

61 CDR2 de cadena ligera (kappa) S1124C05 Kv1-33

62 CDR3 de cadena ligera (kappa) S1124C05 Kv1-33

171 Región variable de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-39-ácido nucleico

172 Región variable de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-39-proteína

60 CDR1 de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-39

61 CDR2 de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-39

62 CDR3 de cadena ligera (kappa) Sh24C05 Kv1-39

173 Región variable de cadena ligera (kappa) Hu24C05 KvA-ácido nucleico

174 Región variable de cadena ligera (kappa) Hu24C05 KvA-proteína

60 CDR1 de cadena ligera (kappa) Hu24C05 KvA

61 CDR2 de cadena ligera (kappa) Hu24C05 KvA

62 CDR3 de cadena ligera (kappa) Hu24C05 KvA
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Las secuencias de CDR de cadena pesada de anticuerpo monoclonal humanizado (definiciones de Kabat, Chothia, e 
IMGT) se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11

Kabat

CDR1 CDR2 CDR3

24C05 DYAMS

(SEQ ID NO: 57)

TISDGGTYTYYPDNVKG

(SEQ ID NO: 58)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Sh24C05 Hv3-7 DYAMS

(SEQ ID NO: 57)

TISDGGTYTYYPDNVKG

(SEQ ID NO: 58)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Sh24C05 Hv3-11 DYAMS

(SEQ ID NO: 57)

TISDGGTYTYYPDNVKG

(SEQ ID NO: 58)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Sh24C05 Hv3-11 N62S DYAMS

(SEQ ID NO: 57)

TISDGGTYTYYPDSVKG

(SEQ ID NO: 148)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Sh24C05 Hv3-21 DYAMS

(SEQ ID NO: 57)

TISDGGTYTYYPDNVKG

(SEQ ID NO: 58)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Sh24C05 Hv3-23 DYAMS

(SEQ ID NO: 57)

TISDGGTYTYYPDNVKG

(SEQ ID NO: 58)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Sh24C05 Hv3-30 DYAMS

(SEQ ID NO: 57)

TISDGGTYTYYPDNVKG

(SEQ ID NO: 58)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Hu24C05 HvA DYAMS

(SEQ ID NO: 57)

TISDGGTYTYYPDNVKG

(SEQ ID NO: 58)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Chothia

CDR1 CDR2 CDR3

24C05 GFTFSDY

(SEQ ID NO: 75)

SDGGTY

(SEQ ID NO: 76)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Sh24C05 Hv3-7 GFTFSDY

(SEQ ID NO: 75)

SDGGTY

(SEQ ID NO: 76)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Sh24C05 Hv3-11 GFTFSDY

(SEQ ID NO: 75)

SDGGTY

(SEQ ID NO: 76)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Sh24C05 Hv3-11 N62S GFTFSDY

(SEQ ID NO: 75)

SDGGTY

(SEQ ID NO: 76)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)
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Sh24C05 Hv3-21 GFTFSDY

(SEQ ID NO: 75)

SDGGTY

(SEQ ID NO: 76)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Sh24C05 Hv3-23 GFTFSDY

(SEQ ID NO: 75)

SDGGTY

(SEQ ID NO: 76)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Sh24C05 Hv3-30 GFTFSDY

(SEQ ID NO: 75)

SDGGTY

(SEQ ID NO: 76)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

Hu24C05 HvA GFTFSDY

(SEQ ID NO: 75)

SDGGTY

(SEQ ID NO: 76)

EWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 59)

IMGT

CDR1 CDR2 CDR3

24C05 GFTFSDYA

(SEQ ID NO: 94)

ISDGGTYT

(SEQ ID NO: 95)

AREWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 96)

Sh24C05 Hv3-7 GFTFSDYA

(SEQ ID NO: 94)

ISDGGTYT

(SEQ ID NO: 95)

AREWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 96)

Sh24C05 Hv3-11 GFTFSDYA

(SEQ ID NO: 94)

ISDGGTYT

(SEQ ID NO: 95)

AREWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 96)

Sh24C05 Hv3-11 
N62S

GFTFSDYA

(SEQ ID NO: 94)

ISDGGTYT

(SEQ ID NO: 95)

AREWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 96)

Sh24C05 Hv3-21 GFTFSDYA

(SEQ ID NO: 94)

ISDGGTYT

(SEQ ID NO: 95)

AREWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 96)

Sh24C05 Hv3-23 GFTFSDYA

(SEQ ID NO: 94)

ISDGGTYT

(SEQ ID NO: 95)

AREWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 96)

Sh24C05 Hv3-30 GFTFSDYA

(SEQ ID NO: 94)

ISDGGTYT

(SEQ ID NO: 95)

AREWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 96)

Hu24C05 HvA GFTFSDYA

(SEQ ID NO: 94)

ISDGGTYT

(SEQ ID NO: 95)

AREWGDYDGFDY

(SEQ ID NO: 96)

Las secuencias de CDR de cadena ligera Kappa de anticuerpo monoclonal humanizado (definiciones de Kabat, 
Chothia, e IMGT) se muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12

Kabat/Chothia

CDR1 CDR2 CDR3

24C05 RASQEISGYLS

(SEQ ID NO: 60)

AASTLDS

(SEQ ID NO: 61)

LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

Sh24C05 Kv1-9 RASQEISGYLS

(SEQ ID NO: 60)

AASTLDS

(SEQ ID NO: 61)

LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

Sh24C05 Kv1-16 RASQEISGYLS

(SEQ ID NO: 60)

AASTLDS

(SEQ ID NO: 61)

LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

Sh24C05 Kv1-17 RASQEISGYLS

(SEQ ID NO: 60)

AASTLDS

(SEQ ID NO: 61)

LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

Sh24C05 Kv1-33 RASQEISGYLS

(SEQ ID NO: 60)

AASTLDS

(SEQ ID NO: 61)

LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

Sh24C05 Kv1-39 RASQEISGYLS

(SEQ ID NO: 60)

AASTLDS

(SEQ ID NO: 61)

LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

Hu24C05 KvA RASQEISGYLS

(SEQ ID NO: 60)

AASTLDS

(SEQ ID NO: 61)

LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

IMGT

CDR1 CDR2 CDR3

24C05 QEISGY

(SEQ ID NO: 101)

AAS LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

Sh24C05 Kv1-9 QEISGY

(SEQ ID NO: 101)

AAS LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

Sh24C05 Kv-16 QEISGY

(SEQ ID NO: 101)

AAS LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

Sh24C05 Kv1-17 QEISGY

(SEQ ID NO: 101)

AAS LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

Sh24C05 Kv1-33 QEISGY

(SEQ ID NO: 101)

AAS LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

Sh24C05 Kv1-39 QEISGY

(SEQ ID NO: 101)

AAS LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)
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Hu24C05 KvA QEISGY

(SEQ ID NO: 101)

AAS LQYDSYPYT

(SEQ ID NO: 62)

En las Tablas 11 y 12, las secuencias de CDR más largas para la cadena pesada y la cadena ligera de 
inmunoglobulina se muestran en negrita.

Para crear las secuencias de anticuerpo de cadena pesada o kappa quiméricas y humanizadas completas, cada 
secuencia variable anterior se combina con su respectiva región constante humana. Por ejemplo, una cadena 
pesada completa comprende una secuencia variable pesada seguida de una secuencia constante de cadena pesada 5
de IgG1 humana o una secuencia constante de cadena pesada de IgG2 humana. Una cadena kappa completa 
comprende una secuencia variable kappa seguida de una secuencia constante de cadena ligera kappa humana.

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región constante de cadena pesada IgG1 humana (SEQ ID NO: 175)

Secuencia de proteína que define la región constante de cadena pesada IgG1 humana (SEQ ID NO: 176)10
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la región constante de cadena pesada IgG2 humana (SEQ ID NO: 177)

Secuencia de proteína que define la región constante de cadena pesada IgG2 humana (SEQ ID NO: 178)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la región constante de cadena ligera kappa humana (SEQ ID NO: 179)5

Secuencia de proteína que define la región constante de cadena ligera kappa humana (SEQ ID NO: 180)

Las siguientes secuencias representan las secuencias de cadena pesada y ligera de longitud completa reales o 
contempladas (es decir, que contienen las secuencias de las regiones tanto variable como constante) para cada 10
anticuerpo descrito en este Ejemplo. También se incluyen las secuencias de señal para la secreción apropiada de 
los anticuerpos en el extremo 5' de las secuencias de ADN o en el extremo amino terminal de las secuencias de 
proteína. También se contempla en el presente documento que las secuencias de región variable se puedan ligar a 
otras secuencias de región constante para producir cadenas ligeras y pesadas de IgG de longitud completa activas.

15
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena pesada de 24C05 quimérica de longitud completa (región 
variable de cadena pesada de ratón y región constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 181)

Secuencia de proteína que define la cadena pesada de 24C05 quimérica de longitud completa (región variable de 5
cadena pesada de ratón y región constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 182)
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena ligera de 24C05 quimérica de longitud completa (región variable 
de cadena kappa de ratón y región constante de kappa humana) (SEQ ID NO: 183)

Secuencia de proteína que define la cadena ligera de 24C05 quimérica de longitud completa (región variable de 
cadena kappa de ratón y región constante de kappa humana) (SEQ ID NO: 184)5
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena pesada Sh24C05 Hv3-7 humanizada de longitud completa
(región variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 185)

Secuencia de proteína que define la cadena pesada Sh24C05 Hv3-7 humanizada de longitud completa (región 
variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG1 humana)(SEQ ID NO: 186)5
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 humanizada de longitud completa
(región variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG1 humana) (SEQ II) NO: 187)

Secuencia de proteína que define la cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 humanizada de longitud completa (región 5
variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 188)

ES 2 566 602 T3

 



60

Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena pesada de IgG1 Sh24C05 Hv3-11 N62S humanizada de longitud 
completa (región variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 189)

Secuencia de proteína que define la cadena pesada de IgG1 Sh24C05 Hv3-11 N62S humanizada de longitud 5
completa (región variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 190)
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena pesada de IgG2 Sh24C05 Hv3-11 N62S humanizada de longitud 
completa (región variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG2 humana) (SEQ ID NO: 191)

Secuencia de proteína que define la cadena pesada de IgG2 Sh24C05 Hv3-11 N62S humanizada de longitud 5
completa (región variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG2 humana) (SEQ ID NO: 192)
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena pesada Sh24C05 Hv3-21 humanizada de longitud completa
(región variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 193)

Secuencia de proteína que define la cadena pesada Sh24C05 Hv3-21 humanizada de longitud completa (región 5
variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 194)
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena pesada Sh24C05 Hv3-23 humanizada de longitud completa
(región variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 195)

Secuencia de proteína que define la cadena pesada Sh24C05 Hv3-23 humanizada de longitud completa (región 5
variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG1 humana)(SEQ ID NO: 196)
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena pesada Sh24C05 Hv3-30 humanizada de longitud completa
(región variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 197)

Secuencia de proteína que define la cadena pesada Sh24C05 Hv3-30 humanizada de longitud completa (región 5
variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG humana) (SEQ ID NO:198)
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena pesada Hu24C05 HvA humanizada de longitud completa (región 
variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 199)

Secuencia de proteína que define la cadena pesada Hu24C05 HvA humanizada de longitud completa (región 5
variable de cadena pesada humanizada y región constante de IgG1 humana)(SEQ ID NO: 200)
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena ligera Sh24C05 Kv1-9 humanizada de longitud completa (región 
variable de cadena kappa humanizada y región constante humana)(SEQ ID NO: 201)

Secuencia de proteína que define la cadena ligera Sh24C05 Kv1-9 humanizada de longitud completa (región 5
variable de cadena kappa humanizada y región constante humana) (SEQ ID NO: 202)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena ligera Sh24C05 Kv1-16 humanizada de longitud completa
(región variable de cadena kappa humanizada y región constante humana)(SEQ ID NO: 203)

10

Secuencia de proteína que define la cadena ligera Sh24C05 Kv1-16 humanizada de longitud completa (región 
variable de cadena kappa humanizada y región constante humana) (SEQ ID NO: 204)
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena ligera Sh24C05 Kv1-17 humanizada de longitud completa
(región variable de cadena kappa humanizada y región constante humana)(SEQ ID NO: 205)

Secuencia de proteína que define la cadena ligera Sh24C05 Kv1-17 humanizada de longitud completa (región 
variable de cadena kappa humanizada y región constante humana) (SEQ ID NO: 206)5

Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena ligera Sh24C05 Kv1-33 humanizada de longitud completa 
(región variable de cadena kappa humanizada y región constante humana)(SEQ ID NO: 207)

Secuencia de proteína que define la cadena ligera Sh24C05 Kv1-33 humanizada de longitud completa (región 10
variable de cadena kappa humanizada y región constante humana) (SEQ ID NO: 208)
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Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena ligera Sh24C05 Kv1-39 humanizada de longitud completa 
(región variable de cadena kappa humanizada y región constante humana)(SEQ ID NO: 209)

Secuencia de proteína que define la cadena ligera Sh24C05 Kv1-39 humanizada de longitud completa (región 5
variable de cadena kappa humanizada y región constante humana) (SEQ ID NO: 210)

Secuencia de ácido nucleico que codifica la cadena ligera Hu24C05 KvA humanizada de longitud completa (región 
variable de cadena kappa humanizada y región constante humana) (SEQ ID NO: 211)

10

Secuencia de proteína que define la cadena ligera Hu24C05 KvA humanizada de longitud completa (región variable 
de cadena kappa humanizada y región constante humana) (SEQ ID NO: 212)
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Por conveniencia, la Tabla 13 proporciona una tabla de concordancia que muestra la SEQ ID NO. de cada secuencia 
discutida en este Ejemplo.

Tabla 13

SEQ ID NO. Ácido nucleico o proteína

175 Constante de IgG1 humana-ácido nucleico

176 Constante de IgG1 humana-proteína

177 Constante de IgG2 humana-ácido nucleico

178 Constante de IgG2 humana-proteína

179 Constante de Kappa humana-ácido nucleico

180 Constante de Kappa humana-proteína

181
Variable de cadena pesada de ratón de 24C05 quimérica + constante de IgG1 humana-ácido 
nucleico

182 Variable de cadena pesada de ratón de 24C05 quimérica + constante de IgG1 humana-proteína

183
Variable de cadena ligera de ratón de 24C05 quimérica + constante de Kappa humana-ácido 
nucleico

184 Variable de cadena ligera de ratón de 24C05 quimérica + constante de Kappa humana-proteína

185 Variable humana pesada Sh24C05 Hv3-7 humanizada + constante de IgG1 humana-ácido nucleico

186 Variable humana pesada Sh24C05 Hv3-7 humanizada + constante de IgG1 humana-proteína

187
Variable humana pesada Sh24C05 Hv3-11 humanizada + constante de IgG1 humana-ácido 
nucleico

188 Variable humana pesada Sh24C05 Hv3-11 humanizada + constante de IgG1 humana-proteína

189
Variable humana pesada de IgG1 Sh24C05 Hv3-11 N62S humanizada + constante de IgG1 
humana-ácido nucleico

190
Variable humana pesada de IgG1 Sh24C05 Hv3-11 N62S humanizada + constante de IgG1 
humana-proteína

191
Variable humana pesada de IgG2 Sh24C05 Hv3-11 N62S humanizada + constante de IgG2 
humana-ácido nucleico

192
Variable humana pesada de IgG2 Sh24C05 Hv3-11 N62S humanizada + constante de IgG2 
humana-proteína

193
Variable humana pesada Sh24C05 Hv3-21 humanizada + constante de IgG1 humana-ácido 
nucleico
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SEQ ID NO. Ácido nucleico o proteína

194 Variable humana pesada Sh24C05 Hv3-21 humanizada + constante de IgG1 humana-proteína

195
Variable humana pesada Sh24C05 Hv3-23 humanizada + constante de IgG1 humana-ácido 
nucleico

196 Variable humana pesada Sh24C05 Hv3-23 humanizada + constante de IgG1 humana-proteína

197
Variable humana pesada Sh24C05 Hv3-30 humanizada + constante de IgG1 humana-ácido 
nucleico

198 Variable humana pesada Sh24C05 Hv3-30 humanizada + constante de IgG1 humana-proteína

199 Variable humana pesada Hu24C05 HvA humanizada + constante de IgG1 humana-ácido nucleico

200 Variable humana pesada Hu24C05 HvA humanizada + constante de IgG1 humana-proteína

201 Variable humana Sh24C05 Kv1-9 humanizada + constante de Kappa humana-ácido nucleico

202 Variable humana Sh24C05 Kv1-9 humanizada + constante de Kappa humana-proteína

203 Variable humana Sh24C05 Kv1-16 humanizada + constante de Kappa humana-ácido nucleico

204 Variable humana Sh24C05 Kv1-16 humanizada + constante de Kappa humana-proteína

205 Variable humana Sh24C05 Kv1-17 humanizada + constante de Kappa humana-ácido nucleico

206 Variable humana Sh24C05 Kv1-17 humanizada + constante de Kappa humana-proteína

207 Variable humana Sh24C05 Kv1-33 humanizada + constante de Kappa humana-ácido nucleico

208 Variable humana Sh24C05 Kv1-33 humanizada + constante de Kappa humana-proteína

209 Variable humana Sh24C05 Kv1-39 humanizada + constante de Kappa humana-ácido nucleico

210 Variable humana Sh24C05 Kv1-39 humanizada + constante de Kappa humana-proteína

211 Variable humana Hu24C05 KvA humanizada + constante de Kappa humana-ácido nucleico

212 Variable humana Hu24C05 KvA humanizada + constante de Kappa humana-proteína

La siguiente Tabla 14 muestra los anticuerpos que contienen cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina 
quiméricas y cada una de las posibles combinaciones de las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina 
humanizadas de longitud completa.
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Tabla 14

Nombre del anticuerpo Cadena ligera Cadena pesada

Sh24C05-1 24C05 Quimérica Kappa

(SEQ ID NO: 184)

GP203 24C05 Quimérica Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 182)

Sh24C05-14 Hu24C05 KvA Kappa

(SEQ ID NO: 212)

Hu24C05 HvA IgG1

(SEQ ID NO: 200)

Sh24C05-15 Hu24C05 KvA Kappa

(SEQ ID NO: 212)

Sh24C05 Hv3-21 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 194)

Sh24C05-16 Hu24C05 KvA Kappa

(SEQ ID NO: 212)

Sh24C05 Hv3-23 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 196)

Sh24C05-17 Hu24C05 KvA Kappa

(SEQ ID NO: 212)

Sh24C05 Hv3-30 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 198)

Sh24C05-18 Hu24C05 KvA Kappa

(SEQ ID NO: 212)

Sh24C05 Hv3-7 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 186)

Sh24C05-19 Hu24C05 KvA Kappa

(SEQ ID NO: 212)

Sh24C05 Hv3-11 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 188)

Sh24C05-19 N62S IgG1 Hu24C05 KvA Kappa

(SEQ ID NO: 212)

Sh24C05 Hv3-11 N62S Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 190)

Sh24C05-19 N62S IgG2 Hu24C05 KvA Kappa

(SEQ ID NO: 212)

Sh24C05 Hv3-11 N62S Pesada IgG2

(SEQ ID NO: 192)

Sh24C05-20 Sh24C05 Kv1-16 Kappa

(SEQ ID NO: 204)

Hu24C05 HvA IgG1

(SEQ ID NO: 200)

Sh24C05-21 Sh24C05 Kv1-16 Kappa

(SEQ ID NO: 204)

Sh24C05 Hv3-21 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 194)

Sh24C05-22 Sh24C05 Kv1-16 Kappa

(SEQ ID NO: 204)

Sh24C05 Hv3-23 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 196)

Sh24C05-23 Sh24C05 Kv1-16 Kappa

(SEQ ID NO: 204)

Sh24C05 Hv3-30 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 198)

Sh24C05-24 Sh24C05 Kv1-16 Kappa

(SEQ ID NO: 204)

Sh24C05 Hv3-7 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 186)

Sh24C05-25 Sh24C05 Kv1-16 Kappa

(SEQ ID NO: 204)

Sh24C05 Hv3-11 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 188)
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Nombre del anticuerpo Cadena ligera Cadena pesada

Sh24C05-25 N62S IgG1 Sh24C05 Kv1-16 Kappa

(SEQ ID NO: 204)

Sh24C05 Hv3-11 N62S Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 190)

Sh24C05-25 N62S IgG2 Sh24C05 Kv1-16 Kappa

(SEQ ID NO: 204)

Sh24C05 Hv3-11 N62S Pesada IgG2

(SEQ ID NO: 192)

Sh24C05-26 Sh24C05 Kv1-17 Kappa

(SEQ ID NO: 206)

Hu24C05 HvA IgG1

(SEQ ID NO: 200)

Sh24C05-27 Sh24C05 Kv1-17 Kappa

(SEQ ID NO: 206)

Sh24C05 Hv3-21 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 194)

Sh24C05-28 Sh24C05 Kv1-17 Kappa

(SEQ ID NO: 206)

Sh24C05 Hv3-23 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 196)

Sh24C05-29 Sh24C05 Kv1-17 Kappa

(SEQ ID NO: 206)

Sh24C05 Hv3-30 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 198)

Sh24C05-30 Sh24C05 Kv1-17 Kappa

(SEQ ID NO: 206)

Sh24C05 Hv3-7 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 186)

Sh24C05-31 Sh24C05 Kv1-17 Kappa

(SEQ ID NO: 206)

Sh24C05 Hv3-11 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 188)

Sh24C05-31 N62S IgG1 Sh24C05 Kv1-17 Kappa

(SEQ ID NO: 206)

Sh24C05 Hv3-11 N62S Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 190)

Sh24C05-31 N62S IgG2 Sh24C05 Kv1-17 Kappa

(SEQ ID NO: 206)

Sh24C05 Hv3-11 N62S Pesada IgG2

(SEQ ID NO: 192)

Sh24C05-32 Sh24C05 Kv1-33 Kappa

(SEQ ID NO: 208)

Hu24C05 HvA IgG1

(SEQ ID NO: 200)

Sh24C05-33 Sh24C05 Kv1-33 Kappa

(SEQ ID NO: 208)

Sh24C05 Hv3-21 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 194)

Sh24C05-34 Sh24C05 Kv1-33 Kappa

(SEQ ID NO: 208)

Sh24C05 Hv3-23 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 196)

Sh24C05-35 Sh24C05 Kv1-33 Kappa

(SEQ ID NO: 208)

Sh24C05 Hv3-30 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 198)

Sh24C05-36 Sh24C05 Kv1-33 Kappa

(SEQ ID NO: 208)

Sh24C05 Hv3-7 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 186)
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Nombre del anticuerpo Cadena ligera Cadena pesada

Sh24C05-37 Sh24C05 Kv1-33 Kappa

(SEQ ID NO: 208)

Sh24C05 Hv3-11 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 188)

Sh24C05-37 N62S IgG1 Sh24C05 Kv1-33 Kappa

(SEQ ID NO: 208)

Sh24C05 Hv3-11 N62S Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 190)

Sh24C05-37 N62S IgG2 Sh24C05 Kv1-33 Kappa

(SEQ ID NO: 208)

Sh24C05 Hv3-11 N62S Pesada IgG2

(SEQ ID NO: 192)

Sh24C05-38 Sh24C05 Kv1-9 Kappa

(SEQ ID NO: 202)

Hu24C05 HvA IgG1

(SEQ ID NO: 200)

Sh24C05-39 Sh24C05 Kv1-9 Kappa

(SEQ ID NO: 202)

Sh24C05 Hv3-21 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 194)

Sh24C05-40 Sh24C05 Kv1-9 Kappa

(SEQ ID NO: 202)

Sh24C05 Hv3-23 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 196)

Sh24C05-41 Sh24C05 Kv1-9 Kappa

(SEQ ID NO: 202)

Sh24C05 Hv3-30 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 198)

Sh24C05-42 Sh24C05 Kv1-9 Kappa

(SEQ ID NO: 202)

Sh24C05 Hv3-7 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 186)

Sh24C05-43 Sh24C05 Kv1-9 Kappa

(SEQ ID NO: 202)

Sh24C05 Hv3-11 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 188)

Sh24C05-43 N62S IgG1 Sh24C05 Kv1-9 Kappa

(SEQ ID NO: 202)

Sh24C05 Hv3-11 N62S Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 190)

Sh24C05-43 N62S IgG2 Sh24C05 Kv1-9 Kappa

(SEQ ID NO: 202)

Sh24C05 Hv3-11 N62S Pesada IgG2

(SEQ ID NO: 192)

Sh24C05-44 Sh24C05 Kv1-39 Kappa

(SEQ ID NO:210)

Hu24C05 HvA IgG1

(SEQ ID NO: 200)

Sh24C05-45 Sh24C05 Kv1-39 Kappa

(SEQ ID NO: 210)

Sh24C05 Hv3-21 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 194)

Sh24C05-46 Sh24C05 Kv1-39 Kappa

(SEQ ID NO: 210)

Sh24C05 Hv3-23 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 196)

Sh24C05-47 Sh24C05 Kv1-39 Kappa

(SEQ ID NO: 210)

Sh24C05 Hv3-30 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 198)

ES 2 566 602 T3

 



74

Nombre del anticuerpo Cadena ligera Cadena pesada

Sh24C05-48 Sh24C05 Kv1-39 Kappa

(SEQ ID NO: 210)

Sh24C05 Hv3-7 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 186)

Sh24C05-49 Sh24C05 Kv1-39 Kappa

(SEQ ID NO: 210)

Sh24C05 Hv3-11 Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 188)

Sh24C05-49 N62S IgG1 Sh24C05 Kv1-39 Kappa

(SEQ ID NO: 210)

Sh24C05 Hv3-11 N62S Pesada IgG1

(SEQ ID NO: 190)

Sh24C05-49 N62S IgG2 Sh24C05 Kv1-39 Kappa

(SEQ ID NO: 210)

Sh24C05 Hv3-11 N62S Pesada IgG2

(SEQ ID NO: 192)

A continuación se designa la construcción de anticuerpo que contiene las cadenas pesadas y ligeras quiméricas de 
longitud completa:

24C05 quimérico = cadena pesada de 24C05 quimérica de longitud completa (región variable de ratón y región 
constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 182) más cadena ligera de 24C05 quimérica de longitud completa (región 
variable de ratón y región constante de Kappa humana) (SEQ ID NO: 184)5

A continuación se designan cuatro de las posibles construcciones de anticuerpo que contienen las cadenas pesadas 
y ligeras de inmunoglobulina de longitud completa que contienen regiones variables humanizadas:

Sh24C05-25 N62S IgG1 = región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 N62S humanizada y región 
constante de IgG1 humana (SEQ ID NO: 190) más región variable de cadena ligera Sh24C05 Kv1-16 y región 
constante de Kappa humana (SEQ ID NO: 204)10

Sh24C05-25 N62S IgG2 = región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 N62S humanizada y región 
constante de IgG2 humana (SEQ ID NO: 192) más región variable de cadena ligera Sh24C05 Kv1-16 y región 
constante de Kappa humana (SEQ ID NO: 204)

Sh24C05-31 N62S IgG1 = región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 N62S humanizada y región 
constante de IgG1 humana (SEQ ID NO: 190) más región variable de cadena ligera Sh24C05 Kv1-17 y región 15
constante de Kappa humana (SEQ ID NO: 206)

Sh24C05-31 N62S IgG2 = región variable de cadena pesada Sh24C05 Hv3-11 N62S humanizada y región 
constante de IgG2 humana (SEQ ID NO: 192) más región variable de cadena ligera Sh24C05 Kv1-17 y región 
constante de Kappa humana (SEQ ID NO: 206)

B. Afinidades de unión de anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 humanizados y quiméricos20

Las afinidades de unión y la cinética de interacción de los anticuerpos monoclonales producidos en el Ejemplo 12 
frente a proteína monomérica ErbB3 humana recombinante (rhErbB3 escindida) se midieron mediante resonancia 
superficial de plasmones usando un instrumento Biacore® T100 (Biacore). El ErbB3 monomérico se obtuvo mediante 
escisión de proteasa de rhErbB3-Fc (R&D Systems, n.º de cat. 348-RB).

Se inmovilizó Fc de IgG de cabra anti-humana (Jackson ImmunoResearch, n.º de catálogo 109-005-098) en chips 25
sensores CM4 de dextrano carboximetilado (Biacore, n.º de catálogo BR-1005-34) mediante acoplamiento de amina 
(Biacore, n.º de catálogo BR-1000-50) usando un protocolo de acoplamiento convencional de acuerdo con las 
instrucciones del vendedor. Los análisis se llevaron a cabo a 37 ºC usando PBS (Invitrogen, n.º de catálogo 14040-
133) que contenía un 0,05 % de tensioactivo P20 (Biacore, n.º de catálogo BR-1000-54) como tampón de 
procesado.30

Los anticuerpos se capturaron en celdas de flujo individuales con un caudal de 60 µl/minuto. El tiempo de inyección 
se hizo variar para cada anticuerpo para producir una Rmax entre 30 y 60 RU. El tampón o el rhErbB3-Fc diluidos en 
tampón de procesado se inyectaron secuencialmente sobre una superficie de referencia (ningún anticuerpo 
capturado) y la superficie activa (anticuerpo a ensayar) durante 300 segundos a 60 µl/minuto. La fase de disociación 
se monitorizó durante hasta 3600 segundos. A continuación, se regeneró la superficie con dos inyecciones de 60 35
segundos de Glicina-HCl a pH 2,25 (preparada a partir de Glicina a pH 2,0 (Biacore, n.º de catálogo BR-1003-55) y 
pH 2,5 (Biacore, n.º de catálogo BR-1003-56)) con un caudal de 60 µl/minuto. Para el análisis sistemático inicial, se 
sometieron a ensayo únicamente una o dos concentraciones de rhErbB3 escindido, por lo general 5,0 y 1,25 nM (los 
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resultados se resumen en la Tabla 15).

Los parámetros cinéticos se determinaron usando la función cinética del software BIAevaluation (Biacore) con doble 
resta de referencia. Se determinaron los parámetros cinéticos para cada anticuerpo, ka (constante de velocidad de 
asociación), kd (constante de velocidad de disociación) y KD (constante de equilibrio de disociación). Los anticuerpos 
monoclonales iniciales se analizaron sistemáticamente usando el sobrenadante del medio de cultivo celular que 5
contenía el anticuerpo secretado, y los valores cinéticos de los anticuerpos monoclonales en rhErbB3 escindido a 
37 ºC se resumen en la Habla 15.

Tabla 15

Anticuerpo ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) n

Sh24C05-1 2,52E+06 4,48E-04 1,78E-10 3

Sh24C05-14 2,88E+06 4,98E-04 1,73E-10 2

Sh24C05-15 2,67E+06 4,99E-04 1,87E-10 2

Sh24C05-16 2,75E+06 4,04E-04 1,47E-10 2

Sh24C05-17 2,79E+06 4,17E-04 1,50E-10 2

Sh24C05-18 2,88E+06 4,63E-04 1,61E-10 2

Sh24C05-20 3,00E+06 2,55E-04 8,55E-11 2

Sh24C05-20 2,67E+06 5,91E-04 2,21E-10 2

Sh24C05-21 3,11E+06 6,62E-04 2,20E-10 2

Sh24C05-22 2,79E+06 6,01E-04 2,16E-10 2

Sh24C05-23 2,79E+06 7,21E-04 2,63E-10 2

Sh24C05-24 2,90E+06 6,28E-04 2,18E-10 2

Sh24C05-25 2,63E+06 4,59E-04 1,75E-10 2

Sh24C05-26 3,36E+06 7,39E-04 2,20E-10 2

Sh24C05-27 3,34E+06 7,98E-04 2,40E-10 2

Sh24C05-28 3,26E+06 6,14E-04 1,89E-10 2

Sh24C05-29 3,25E+06 5,88E-04 1,82E-10 2

Sh24C05-30 4,48E+06 7,87E-04 1,90E-10 2

Sh24C05-31 3,47E+06 2,92E-04 8,65E-11 2

Sh24C05-32 9,98E+06 6,02E-03 6,03E-10 1
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Anticuerpo ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) n

Sh24C05-33 4,02E+06 4,33E-03 1,08E-09 1

Sh24C05-34 1,09E+07 6,00E-03 5,52E-10 1

Sh24C05-35 8,44E+06 5,53E-03 6,55E-10 1

Sh24C05-36 5,18E+06 4,34E-03 8,37E-10 1

Sh24C05-37 5,94E+06 2,00E-03 3,74E-10 2

Sh24C05-38 2,71E+07 1,54E-02 5,67E-10 1

Sh24C05-39 1,18E+07 9,67E-03 8,10E-10 1

Sh24C05-40 2,11E+07 1,06E-02 5,03E-10 1

Sh24C05-41 1,81E+07 1,21E-02 6,69E-10 1

Sh24C05-42 7,35E+06 6,82E-03 9,27E-10 1

Sh24C05-43 6,16E+06 3,58E-03 5,82E-10 1

Sh24C05-44 7,96E+06 5,12E-03 6,44E-10 1

Sh24C05-45 8,57E+06 6,06E-03 7,07E-10 1

Sh24C05-46 7,99E+06 4,40E-03 5,51E-10 1

Sh24C05-47 7,98E+06 4,41E-03 5,53E-10 1

Sh24C05-48 8,72E+06 4,90E-03 5,62E-10 1

Sh24C05-49 4,08E+06 1,70E-03 4,16E-10 2

Los resultados de la Tabla 15 demuestran que los anticuerpos quiméricos y cada uno de los anticuerpos 24C05 
humanizados tienen velocidades de asociación rápidas (ka), velocidades de disociación muy lentas (kd) y afinidades 
muy altas (KD). En particular, los anticuerpos tienen afinidades que varían de aproximadamente 87 pM a 
aproximadamente 1 nM.

También se determinaron las afinidades de unión y la cinética de ciertos anticuerpos monoclonales purificados. Para 5
caracterizar adicionalmente ciertos anticuerpos, se llevaron a cabo los experimentos de resonancia superficial de 
plasmones descritos anteriormente usando concentraciones de rhErbB3 escindido entre 0,3125 nM y 5,0 nM (una 
dilución seriada 2 veces).

Los valores cinéticos de ciertos anticuerpos monoclonales purificados (es decir, Sh24C05-1, Sh24C05-25, Sh24C05-
25 N62S IgG1, Sh24C05-25 N62S IgG2, Sh24C05-31, Sh24C05-31 N62S IgG1, y Sh24C05-31 N62S IgG2) en 10
rhErbB3 escindido a 37 ºC se resumen en la Tabla 16.
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Tabla 16

ka (1/Ms) ka (1/s) KD (M) n

Sh24C05-1 3,5E+06 4,4E-04 1,4E-10 3

Sh24C05-25 4,0E+06 5,0E-04 1,3E-10 4

Sh24C05-25 N62S IgG1 2,9E+06 4,5E-04 1,6E-10 4

Sh24C05-25 N62S IgG2 3,4E-04 1,2E-10 4

Sh24C05-31 4,7E+06 2,8E-04 6,3E-11 3

Sh24C05-31 N62S IgG1 3,5E+06 2,7E-04 7,6E-11 6

Sh24C05-31 N62S IgG2 3,2E+06 2,4E-04 7,4E-11 3

Los resultados de la Tabla 16 demuestran que los anticuerpos purificados tienen unas afinidades que varían de 
aproximadamente 63 pM a aproximadamente 160 pM cuando se someten a ensayo a 37 ºC.

C. Comparación de otros anticuerpos anti-ErbB3

Se construyeron y se expresaron tres anticuerpos humanos que inhiben la función de ErbB3 humano usando 5
información publicada. Se construyó un anticuerpo, denominado Ab #6, como un anticuerpo IgG2/Lambda humano 
basado en la divulgación de Schoeberl et al., documento de Patente US 2009/0291085 (Merrimack Pharmaceuticals, 
Inc.). Se construyeron dos anticuerpos monoclonales adicionales, denominados U1-53 y U1-59, como anticuerpos 
IgG 1/kappa humanos basados en la divulgación de Rothe et al., documento de Patente US 2008/0124345 (U3 
Pharma AG y Amgen, Inc.).10

Los parámetros cinéticos para los anticuerpos Ab#6, U1-53, y U1-59 se determinaron mediante Biacore a 37 ºC
usando rhErbB3 escindido (monómero) como se ha descrito anteriormente (véase la Sección B. Afinidades de unión 
de anticuerpos monoclonales anti-ErbB3 humanizados y quiméricos). Se presentan ambos sensorgramas Biacore 
(Figura 17) y valores cinéticos (Tabla 17) para cada anticuerpo.

Tabla 1715

Anticuerpo ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) n

Sh24C05-31 N62S IgG1 3,5+06 2,7E-04 7,6E-11 6

Ab#6 9,3E+05 1,9E-04 2,3E-10 3

U1-59 1,8E+06 9,4E-04 5,3E-10 3

U1-53 - - - -

Los resultados de la Tabla 17 demuestran que la constante de disociación de equilibrio global (KD) para Sh24C05-31 
N62S IgG1 (76 pM) fue menor (es decir, mayor afinidad) que la KD para los anticuerpos Ab#6 y U1-59 (230 pM (p < 
0,01) y 530 pM (p < 0,0005), respectivamente). La constante de disociación de equilibrio (KD) para U1-53 no se pudo 
determinar la causa de malos ajustes de curva (véase la Figura 17, que muestra una velocidad rápida Koff de U1-53). 
La KD de los anticuerpos Ab #6, U1-53, y U1-59 también se comparó con otras variantes de 24C05 humanizados por 20
comparación de las Tablas 16 y 17.

Por lo tanto, la afinidad para Sh24C05-31 N62S IgG1 es considerablemente mayor que la afinidad de Ab#6 y U1-59 
como se desvela en el presente documento.
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Ejemplo 13 - Actividad de neutralización de los anticuerpos anti-ErbB3 humanizados

En este ejemplo, los anticuerpos humanizados producidos en el Ejemplo 12 se sometieron a ensayo para su 
capacidad de inhibir la unión de rhErbB3 a NRG1-β1 mediante ensayo de ECL. Se revistieron placas de unión 
convencionales de 96 pocillos de serie múltiple (Meso Scale Discovery, n.º de cat. L15XA-3) con 50 µl de 0,5 µg/ml 
de rhErbB3/Fc (R&D systems, n.º de cat. 348-RB) en PBS (Invitrogen, n.º de cat. 14040-133) durante una hora a 5
temperatura ambiente sin ninguna agitación. Las placas se lavaron a continuación tres veces con PBS + Tween20 al 
0,1 % (Sigma P5927) y se bloquearon con 200 µl de 100 % de suero de caballo inactivado térmicamente (GIBCO, 
n.º de cat. 26050-088) durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Después de lavar las placas tres veces con PBS + 
Tween al 0,1 %, se añadieron 25 µl de las diluciones de anticuerpo a las placas durante otra hora a temperatura 
ambiente con agitación. Se añadió el ligando NRG1-β1 (R&D Systems, n.º de cat. 377-HB, 26 kDa) a los pocillos con 10
una concentración final de 0,25 µg/ml. Las placas se lavaron tres veces con PBS + Tween al 0,1 % y se incubaron 
con 25 µl de 1 µg/ml de anticuerpo biotinilado frente a NRG1-β1 humana (R&D systems, n.º de cat. BAF377) 
incubado previamente durante una hora con Estreptoavidina SULTO-TAG (Meso Scale Discovery, n.º de cat. 
R32AD-5) durante una hora a temperatura ambiente con agitación. Las placas se lavaron a continuación tres veces 
con PBS + Tween al 0,1 %, y se añadieron 150 µl de tampón de lectura 1x (Meso Scale Discovery, n.º de cat. 15
R92TC-1) a cada pocillo antes de que las placas se analizaran en un instrumento Sector

®
Imager 2400 (Meso Scale 

Discovery).

La interacción de NRG1-β1 con rhErbB3 se inhibió mediante los anticuerpos Sh24C05-25 N62S-IgG1, Sh24C05-25 
N62S-IgG2, Sh24C05-31 N62S-IgG1, y Sh24C05-31 N62S-IgG2 (Figura 18A). El anticuerpo Ab#6 IgG2 que se 
describe en Schoeberl et al. (véase anteriormente) y los anticuerpos U1-53 y U1-59 que se describen en Rothe et al.20
(véase anteriormente) también se sometieron a ensayo para su capacidad de inhibir la unión de ErbB3 a NRG1-β1. 
Como se muestra en la Figura 18B, cada uno de los anticuerpos Ab#6 IgG2, U1-53, y U1-59 inhibieron la unión de 
ErbB3 a NRG1-β1.

Se calcularon los valores de CI50 para la neutralización de la unión de NRG1-β1 a hErbB3 para los anticuerpos 
24C05 humanizados (es decir, Sh24C05-25 N62S-IgG1, Sh24C05-25 N62S-IgG2, Sh24C05-31 N62S-IgG1, y 25
Sh24C05-31 N62S-IgG2) y se resumen en la Tabla 18. Los valores de CI50 para la actividad de neutralización de 
NRG1-β1 de los anticuerpos anti-ErbB3 humanos Ab#6 IgG2, U1-53 y U1-59 también se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18

CI50 (nM)

Anticuerpo Promedio Desviación estándar n

Sh24C05-25 N62S-IgG1 0,1219 0,0173 4

Sh24C05-25 N62S-IgG2 0,1117 0,0154 4

Sh24C05-31 N62S-IgG1 0,1242 0,0391 5

Sh24C05-31 N62S-IgG2 0,0860 0,0588 4

U1-53 0,1128 0,0615 3

U1-59 0,3181 0,0274 3

Ab#6 IgG2 1,5161 0,5883 5

Los resultados de la Tabla 18 demuestran que los anticuerpos Sh24C05-25 N62S-IgG1, Sh24C05-25 N62S-IgG2, 
Sh24C05-31 N62S-IgG1, y Sh24C05-31 N62S-IgG2 neutralizaron de forma eficaz la unión de NRG1-β1 a rhErbB3. 30
Aunque los anticuerpos humanos anti-ErbB3 Ab#6 IgG2, U1-53 y U1-59 también mostraron actividad de 
neutralización, los anticuerpos Sh24C05 humanizados (es decir, Sh24C05-25 N62S-IgG1, Sh24C05-25 N62S-IgG2, 
Sh24C05-31 N62S-IgG1, y Sh24C05-31 N62S-IgG2) tuvieron una capacidad de neutralización superior que U1-59 o 
Ab#6 IgG2.

Ejemplo 14 - Actividad antiproliferativa35

En este ejemplo, los anticuerpos humanizados producidos en el Ejemplo 12 se sometieron a ensayo para su 
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capacidad de inhibir la proliferación dependiente de NRG1-β1 de células en el sistema celular BaF/3 modificado por 
ingeniería para expresar tanto Her2 como ErbB3 humanos.

Se trataron células BaF/3 que expresan los receptores Her2 y ErbB3 que se describen en el Ejemplo 6 con 
anticuerpos anti-ErbB3 en ausencia de medio acondicionado de WEHI en presencia de NRG1-β1 (100 ng/ml). Los 
ensayos se llevaron a cabo en una placa de 96 pocillos (5000 células/pocillo) en presencia de NRG1-β1 (100 ng/ml) 5
y diversas concentraciones de anticuerpos (0,018-5000 ng/ml en un volumen final de 100 µl). Los ensayos de MTT 
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) se llevaron a cabo 3-4 días después de la estimulación de 
NRG1-β1.

Los resultados demuestran que Sh24C05-25 N62S-IgG1, Sh24C05-25 N62S-IgG2, Sh24C05-31 N62S-IgG1, y 
Sh24C05-31 N62S-IgG2 inhibieron la proliferación celular de Her2/ErbB3-BaF/3 inducida por NRG de una forma 10
dependiente de la dosis (Figura 19A).

Se calcularon los valores de CI50 para la inhibición de la proliferación de la línea celular Her2/ErbB3-BaF/3 
dependiente de NRG1-β1 con los anticuerpos 24C05 humanizados (es decir, Sh24C05-25 N62S-IgG1, Sh24C05-25 
N62S-IgG2, Sh24C05-31 N62S-IgG1, Sh24C05-31 N62S-IgG2) y se resumen en la Tabla 19.

Tabla 1915

Her2/ErbB3-BaF/3, proliferación dependiente de NRG1-β1 

Anticuerpo CI50 (nM)-Promedio Desviación estándar n

Sh24C05-25 N62S-IgG1 0,0981 0,0187 2

Sh24C05-25 N62S-IgG2 0,2482 0,0124 2

Sh24C05-31 N62S-IgG1 0,1245 0,0181 5

Sh24C05-31 N62S-IgG2 0,2392 00217 2

U1-53 0,8128 0,0268 3

U1-59 0,8364 0,0434 5

Ab#6 IgG2 6,3015 0,8577 2

Los resultados de la Tabla 19 demuestran que los anticuerpos Sh24C05-25 N62S-IgG1, Sh24C05-25 N62S-IgG2, 
Sh24C05-31 N62S-IgG1, y Sh24C05-31 N62S-IgG2 inhibieron fuertemente la proliferación inducida por NRG1-β1 de 
células BaF/3 que expresan Her2/ErbB3.

También se sometió a ensayo la actividad inhibidora de los anticuerpos anti-ErbB3 Ab#6 IgG2, U1-53 y U1-59 en el 
ensayo de proliferación de células Her2/ErbB3-BaF/3 dependiente de NRG1-β1. Como se muestra en la Figura 19B, 20
los resultados demuestran que los anticuerpos Ab#6 IgG2, U1-53 y U1-59 inhibieron la proliferación de células 
Her2/ErbB3-BaF/3 inducida por NRG de una forma dependiente de la dosis. Los datos de inhibición de la 
proliferación de células Her2/ErbB3-BaF/3 dependiente de NRG1-β1 con los anticuerpos Ab#6 IgG2, U1-53 y U1-59 
se resumen en la Tabla 19. Los resultados de la Tabla 19 demuestran que los anticuerpos Ab#6 IgG2, U1-53, y U1-
59 inhibieron la proliferación inducida por NRG1-β1 de células Her2/ErbB3-BaF/3. Una comparación de la actividad 25
inhibidora de los anticuerpos anti-ErbB3 sometidos a ensayo en el ensayo de proliferación de células Her2/ErbB3-
BaF/3 dependiente de NRG1-β1 indica que la actividad inhibidora de los anticuerpos Sh24C05 humanizados es 
superior a la actividad inhibidora de los anticuerpos Ab#6 IgG2, U1-53 y U1-59 (por ejemplo, el valor de CI50 fue 
0,1245 nM para Sh24C05-31 N62S-IgG1 en comparación con 0,8128 nM para U1-53).

Ejemplo 15 - Inhibición de la señalización aguas abajo en células SKBR-330

Este ejemplo describe una caracterización de los anticuerpos humanizados producidos en el Ejemplo 12 para su 
capacidad de degradar el ErbB3 total e inhibir la fosforilación de ErbB3 en células SKBR-3 en crecimiento 
exponencial.

Se mantuvieron células de cáncer de mama SKBR-3 según recomienda la ATCC. Las células mantenidas en 
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condiciones de suero completo se trataron durante 1, 2, 4 o 6 horas con 40 µg/ml de anticuerpo anti-ErbB3 (es decir, 
Sh24C05-25 N62S-IgG1, Sh24C05-25 N62S-IgG2, Sh24C05-31 N62S-IgG1, y Sh24C05-31 N62S-IgG2). Los lisados 
se analizaron por ELISA con los kits Total-ErbB3 y Phospho-ErbB3 de R&D Systems (n.º de cat. DYC234 y n.º de 
cat. DYC1769, respectivamente).

Los resultados demostraron que los anticuerpos anti-ErbB3 Sh24C05-25 N62S-IgG1, Sh24C05-25 N62S-IgG2, 5
Sh24C05-31 N62S-IgG1, y Sh24C05-31 N62S-IgG2 inhiben al menos un 50 % de la fosforilación de ErbB3 en 
células SKBR-3 en crecimiento exponencial (Figura 20).

Los resultados también demuestran que los anticuerpos anti-ErbB3 Sh24C05-25 N62S-IgG1, Sh24C05-25 N62S-
IgG2, Sh24C05-31 N62S-IgG1, y Sh24C05-31 N62S-IgG2 degradaron al menos un 50 % del receptor ErbB3 total 
presente en células SKBR-3 en crecimiento exponencial (Figura 21).10

Ejemplo 16 - Inhibición del crecimiento de xenoinjerto de tumor BxPC3

La capacidad de los anticuerpos monoclonales humanizados producidos en el Ejemplo 12 para inhibir el crecimiento 
tumoral se sometió a ensayo en un modelo de xenoinjerto de BxPC3 pancreático. Se hicieron crecer células BxPC3 
pancreáticas humanas en cultivo a 37 ºC en una atmósfera que contenía un 5 % de CO2, usando medio RMPI que 
contenía un 10 % de suero bovino fetal. Se inocularon células BxPC3 por vía subcutánea en el costado de ratones 15
hembra CB.17 SCID de 8 semanas de edad (Taconic Labs) con 10 x 106 células por ratón en un 50 % de matrigel 
(BD Biosciences, n.º de cat. 356237). Se tomaron medidas del tumor dos veces por semana usando calibres Vernier. 
Se calculó el volumen de tumor usando la fórmula: ancho x ancho x longitud / 2. Cuando los tumores alcanzaron 
aproximadamente 200 mm3, los ratones se dividieron aleatoriamente en 8 grupos de 10 ratones cada uno. Un grupo 
recibió PBS, otro recibió control huIgG y otro recibió control muIgG. Cada uno de los cinco grupos restantes recibió 20
uno de los anticuerpos (es decir, 24C05 murino, Sh24C05-25 N62S-IgG1, Sh24C05-25 N62S-IgG2, Sh24C05-31 
N62S-IgG1 o Sh24C05-31 N62S-IgG2). Todos los anticuerpos se dosificaron a 2 mg/kg de peso corporal, dos veces 
por semana, mediante inyección intraperitoneal durante 7 semanas. Los volúmenes de los tumores y los pesos 
corporales de los ratones se registraron dos veces por semana. Se analizó la inhibición del crecimiento tumoral 
usando ANOVA y se expresa como el porcentaje de inhibición en comparación con el control de PBS.25

Los anticuerpos humanizados sometidos a ensayo fueron activos in vivo. Los cuatro anticuerpos anti-ErbB3 
humanizados tuvieron una eficacia similar en el modelo de BxPC3 cuando se dosificaron a 2 mg/kg, variando en una 
inhibición del crecimiento tumoral de un 75-80 % (p < 0,001) (es decir, Sh24C05-25 N62S-IgG1, 75 %; Sh24C05-25 
N62S-IgG2, 76 %; Sh24C05-31 N62S-IgG1, 79 %; y Sh24C05-31 N62S-IgG2, 80 %) en el día 28 del estudio (Figura 
22). El anticuerpo murino demostró una inhibición del crecimiento tumoral de un 65 % en este estudio (p < 0,05). 30
Estos resultados sugieren una potencia y actividad similares para los cuatro anticuerpos humanizados en este 
modelo.

La capacidad de los anticuerpos monoclonales humanizados U1-53, U1-59, y Ab#6 IgG2 para inhibir el crecimiento 
tumoral también se sometió a ensayo en un modelo de xenoinjerto de BxPC3. Usando el protocolo descrito 
anteriormente, se generaron tumores BxPC3 en ratones CB.17 SCID. Cuando los tumores alcanzaron 35
aproximadamente 200 mm

3
, los ratones se dividieron aleatoriamente en 11 grupos de 10 ratones cada uno. Un 

grupo recibió PBS y otro recibió control huIgG. Cada uno de los nueve grupos restantes recibió uno de los 
anticuerpos humanizados (es decir, Sh24C05-31 N62S-IgG1, U1-53, U1-59, o Ab#6 IgG2). Los anticuerpos se 
dosificaron a 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, o 5 mg/kg de peso corporal, dos veces por semana, mediante inyección 
intraperitoneal durante 7 semanas. Los volúmenes de los tumores y los pesos corporales de los ratones se 40
registraron dos veces por semana. Se analizó la inhibición del crecimiento tumoral usando ANOVA y se expresa 
como el porcentaje de inhibición en comparación con el control de PBS.

Los datos de inhibición de crecimiento tumoral determinados en el día 29 después del tratamiento con uno de los 
anticuerpos humanizados (es decir, Sh24C05-31 N62S-IgG1, U1-59, o Ab#6 IgG2) se muestran en la Tabla 20.

Tabla 2045

Gr

Tratamiento Inhibición del 
crecimiento tumoral 

(%)

Análisis ANOVA
(comparado con PBS)

Análisis ANOVA
(comparado con hlgG)

Agente mg/kg

1 PBS - NA NA NA

2 hIgG 5 29,2 NS NS
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Gr

Tratamiento Inhibición del 
crecimiento tumoral 

(%)

Análisis ANOVA
(comparado con PBS)

Análisis ANOVA
(comparado con hlgG)

Agente mg/kg

3
Sh24C05-31 
N62S-IgG1

0,5 63,3 P < 0,001 P < 0,01

4
Sh24C05-31 
N62S-IgG1

1 75,0 P< 0,001 P < 0,001

5
Sh24C05-31 
N62S-IgG1

5 76,5 P < 0,001 P < 0,001

6 Ab#6 IgG2 0,5 31,5 P < 0,05 NS

7 Ab#6 IgG2 1 2,1 NS NS

8 Ab#6 IgG2 5 40,6 P < 0,001 NS

9 U1-59 0,5 32,6 P < 0,01 NS

10 U1-59 1 52,9 P < 0,001 NS

11 U1-59 5 60,3 P < 0,001 P < 0,05

Los resultados demuestran que Sh24C05-31 N62S-IgG1 mostraron la mayor inhibición del crecimiento tumoral en el 
día 29 (76,5 %, p < 0,001) con una dosis de 5 mg/kg en el modelo de xenoinjerto de BxPC3 pancreático. Los 
anticuerpos U1-59 y Ab#6 IgG2 demostraron aproximadamente una inhibición del crecimiento tumoral de un 60 % y 
41 % con una dosis de 5 mg/kg en el modelo de BxPC3, respectivamente (P < 0,001).

Los resultados también demuestran que Sh24C05-31 N62S-IgG1 mostró la mayor inhibición del crecimiento celular 5
en el día 29 con una dosis de 0,5 mg/kg (63,3 %, p < 0,001) y con una dosis de 1 mg/kg (75,0 %, p < 0,001) en el 
modelo de xenoinjerto de BxPC3 pancreático. Los anticuerpos U1-59 y AB#6 IgG2 demuestran aproximadamente 
una inhibición del crecimiento celular de un 33 % (p < 0,01) y un 31 % (p < 0,05) con una dosis de 0,5 mg/kg en el 
modelo de BxPC3, respectivamente. Los anticuerpos U1-59 y AB#6 IgG2 demostraron aproximadamente una 
inhibición del crecimiento tumoral de un 53 % (p < 0,001) y 2 % (no significativo) con una dosis de 1,0 mg/kg en el 10
modelo de BxPC3, respectivamente.

Ejemplo 17 - Inhibición del crecimiento de xenoinjerto de tumor Calu-3

La capacidad de los anticuerpos monoclonales producidos en el Ejemplo 12 para inhibir el crecimiento tumoral se 
sometió a ensayo en un modelo de xenoinjerto de cáncer de pulmón no microcítico Calu-3. La capacidad de los 
anticuerpos monoclonales humanizados U1-59 y Ab#6 IgG2, que se describen en el Ejemplo 12, para inhibir el 15
crecimiento tumoral se sometieron a ensayo en el mismo modelo.

Se hicieron crecer células de cáncer de pulmón no microcítico humano Calu-3 en cultivo a 37 ºC en una atmósfera 
que contenía un 5 % de CO2, usando medio EMEM que contenía un 10 % de suero bovino fetal. Las células Calu-3 
se inocularon por vía subcutánea en el costado de ratones desnudos NCR hembra de 8 semanas de edad (Taconic 
Labs) con 10 x 106 células por ratón en un 50 % de matrigel (BD Biosciences, n.º de cat. 356237). Se tomaron 20
medidas de los tumores dos veces por semana usando calibres Vernier. El volumen de los tumores se calculó 
usando la fórmula: ancho x ancho x longitud / 2.

Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 200 mm
3
, los ratones se dividieron aleatoriamente en 11 grupos 

de 10 ratones cada uno. Un grupo recibió PBS y otro grupo recibió control muIgG. Cada uno de los nueve grupos 
restantes recibió uno de los anticuerpos humanizados (es decir, Sh24C05-31 N62S-IgG1, U1-59, o Ab#6 IgG2) con 25
una dosis de 5 mg/kg, 10 mg/kg o 20 mg/kg de peso corporal, dos veces por semana, mediante inyección 
intraperitoneal durante 4 semanas. Los volúmenes de los tumores y los pesos corporales de los ratones se 
registraron dos veces por semana. Se analizó la inhibición del crecimiento tumoral usando ANOVA y se expresa 
como el porcentaje de inhibición en comparación con el control de PBS.
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Los datos de inhibición del crecimiento tumoral determinados en el día 26 después del tratamiento con uno de los 
anticuerpos humanizados (es decir, Sh24C05-31 N62S-IgG1, UI-59, o Ab#6 IgG2) se muestran en la Tabla 21.

Tabla 21

Gr.

Tratamiento
Inhibición del 

crecimiento tumoral (%)
Análisis ANOVA

(comparado con PBS)
Análisis ANOVA

(comparado con hIgG)
Agente mg/kg

1 PBS NA NA NA

2 muIgG 20 -1,2 NS NA

3
Sh24C05-31 
N62S-IgG1

5 62,3 P < 0,001 P < 0,001

4
Sh24C05-31 
N62S-IgG1

10 62,0 P < 0,001 P < 0,001

5
Sh24C05-31 
N62S-IgG1

20 69,0 P < 0,001 P < 0,001

6 Ab#6 IgG2 5 24,7 NS NS

7 Ab#6 IgG2 10 35,9 P < 0,01 P < 0,01

8 Ab#6 IgG2 20 48,4 P < 0,001 P < 0,001

9 U1-59 5 47,8 P < 0,001 P < 0,001

10 U1-59 10 56,7 P < 0,001 P < 0,001

11 U1-59 20 57,7 P < 0,001 P < 0,001

Los resultados usando el modelo de xenoinjerto de cáncer de pulmón no microcítico Calu-3 demuestran que 
Sh24C05-31 N62S-IgG1 mostró la mayor inhibición del crecimiento tumoral en el día 26 en todas las dosis 5
sometidas a ensayo (es decir, 5 mg/kg, 10 mg/kg, y 20 mg/kg de peso corporal).

Por ejemplo, con la dosis de 10 mg/kg, Sh24C05-31 N62S-IgG1 mostró la mayor inhibición del crecimiento tumoral 
en el día 26 (62 %, P < 0,001) cuando se compara con Ab#6 IgG2 (36 %, NS) o U1-59 (57 %, P < 0,001). Con la 
dosis de 20 mg/kg, Sh24C05-31 N62S-IgG1 también mostró la mayor inhibición del crecimiento celular en el día 26 
(69 %, P < 0,001) cuando se compara con Ab#6 IgG2 (48 %, P < 0,001) o U1-59 (58 %, P < 0,001).10

Ejemplo 18 - Inhibición del crecimiento de xenoinjerto de tumor MDA-MB-453

La capacidad de los anticuerpos monoclonales humanizados producidos en el Ejemplo 12 para inhibir el crecimiento 
tumoral se sometió a ensayo en un modelo de xenoinjerto de mama MDA-MB-453 (que es un modelo de mama 
HER2 positivo). La capacidad de los anticuerpos monoclonales humanizados U1-59 y Ab#6 IgG2, que se describen 
en el Ejemplo 12, para inhibir el crecimiento tumoral también se sometió a ensayo en el mismo modelo.15

Se hicieron crecer células de mama humanas MDA-MB-453 en cultivo a 37 ºC en una atmósfera que contenía un 
0 % de CO2, usando medio Leibovitz ATCC (n.º de cat. 30-2008) que contenía un 10 % de suero bovino fetal. Las 
células MDA-MB-453 se inocularon por vía subcutánea en el costado de ratones NOD SCID hembra de 8 semanas 
de edad (Taconic Labs) con 20 x 106 células por ratón en un 50 % de matrigel (BD Biosciences, n.º de cat. 356237). 
Se tomaron medidas de los tumores dos veces por semana usando calibres Vernier. El volumen de los tumores se 20
calculó usando la fórmula: ancho x ancho x longitud / 2.

Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 200 mm
3
, los ratones se dividieron aleatoriamente en 7 grupos de 

10 ratones cada uno. Un grupo recibió PBS y otro recibió control huIgG. Cada uno de los nueve grupos restantes 
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recibió uno de los anticuerpos humanizados (es decir, Sh24C05-31 N62S-IgG1, U1-59, o Ab#6 IgG2). Sh24C05-31 
N62S-IgG1 se dosificó a 5 mg/kg, 10 mg/kg, o 20 mg/kg de peso corporal, dos veces por semana, mediante 
inyección intraperitoneal durante más de 10 semanas; U1-59, o Ab#6 se dosificaron a 10 mg/kg con la misma 
frecuencia. Los volúmenes de los tumores y los pesos corporales de los ratones se registraron dos veces por 
semana. Se analizó la inhibición del crecimiento tumoral usando ANOVA y se expresa como el porcentaje de 5
inhibición en comparación con el control de PBS.

Los datos de inhibición del crecimiento tumoral determinados en el día 71 después del tratamiento con uno de los 
anticuerpos humanizados (es decir, Sh24C05-31 N62S-IgG1, U1-59, o Ab#6 IgG2) se muestra en la Tabla 22.

Tabla 22

Gr.

Tratamiento
Inhibición del 

crecimiento tumoral (%)
Análisis ANOVA

(comparado con PBS)
Análisis ANOVA

(comparado con hIgG)
Agente mg/kg

1 PBS - NA NA NA

2 hIgG 20 28,87 p < 0,001 p < 0,001

3
Sh24C05-31 
N62S-IgG1

5 86,57 p < 0,001 p < 0,001

4
Sh24C05-31 
N62S-IgG1

10 84,09 p < 0,001 p < 0,001

5
Sh24C05-31 
N62S-IgG1

20 85,26 p < 0,001 p < 0,001

6 Ab#6 IgG2 10 62,48 p < 0,001 p < 0,001

7 U1-59 10 83,93 p < 0,001 p < 0,001

Los resultados usando el modelo de xenoinjerto de MDA-MB-453 demuestran que Sh24C05-31 N62S-IgG1 mostró 10
una potente inhibición del crecimiento tumoral en el día 71 en todas las dosis sometidas a ensayo (es decir, 5 mg/kg, 
10 mg/kg, y 20 mg/kg de peso corporal).

Los resultados también demuestran que con la dosis de 10 mg/kg, Sh24C05-31 N62S-IgG1 mostró mayor inhibición 
del crecimiento tumoral en el día 71 (84 %, P < 0,001) cuando se compara con Ab#6 IgG2 (62 %, P < 0,001). 
Sh24C05-31 N62S-IgG1 mostró una inhibición del crecimiento tumoral equivalente a U1-59 con la misma dosis.15
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Listado de secuencias

<110> AVEO PHARMACEUTICALS, INC.

<120> ANTICUERPOS ANTI-ERBB3 

<130> AVO-009PC

<140> 5
<141> 

<150> 61/322.712
<151> 09-04-2010

<160> 212

<170> PatentIn versión 3.510

<210> 1

<211> 360

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 1

<210> 220

<211> 120

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente25

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 2

ES 2 566 602 T3

 



85

<210> 3

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 3

10

<210> 4

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente
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<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 4

<210> 5

<211> 55

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"10

<400> 5

<210> 6

<211> 17

<212> PRT15

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 620
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<210> 7

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 5

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 7

<210> 810

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente15

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 8

<210> 9

<211> 720

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"25

<400> 9

<210> 10

<211> 9

<212> PRT30

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 1035

<210> 11
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<211> 360

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente5

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 11

<210> 12

<211> 12010

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"15

<400> 12
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<210> 13

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 13

10

<210> 14

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente
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<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 14

<210> 15

<211> 75

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"10

<400> 15

<210> 16

<211> 16

<212> PRT15

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 1620

<210> 17
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<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente5

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 17

<210> 18

<211> 1610

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"15

<400> 18

<210> 19

<211> 7

<212> PRT20

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 1925

<210> 20

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial30

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 20

35

<210> 21
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<211> 351

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente5

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 21

<210> 22

<211> 11710

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"15

<400> 22
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<210> 23

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 5

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 23

<210> 2410

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente15

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 24
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<210> 25

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 5

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 25

<210> 2610

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente15

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 26

<210> 27

<211> 820

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"25

<400> 27

<210> 28

<211> 16

<212> PRT30

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 2835
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<210> 29

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 29

10

<210> 30

<211> 345

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 30

<210> 3120

<211> 115

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente25

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 31
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<210> 32

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 32

10

<210> 33

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 33
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<210> 34

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 34

10

<210> 35

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 35

<210> 3620

<211> 6
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"5

<400> 36

<210> 37

<211> 363

<212> ADN10

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 3715

<210> 38

<211> 121

<212> PRT

<213> Secuencia artificial20

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 38
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<210> 39

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 39

10

<210> 40

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente
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<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 40

<210> 41

<211> 55

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"10

<400> 41

<210> 42

<211> 17

<212> PRT15

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 4220
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<210> 43

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 43

10

<210> 44

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 44

<210> 4520

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente25

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 45

<210> 46

<211> 930

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"35
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<400> 46

<210> 47

<211> 345

<212> ADN5

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 4710

<210> 48

<211> 115

<212> PRT

<213> Secuencia artificial15

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 48

ES 2 566 602 T3
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<210> 49

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 49

10

<210> 50

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente
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<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 50

<210> 51

<211> 55

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"10

<400> 51

<210> 52

<211> 17

<212> PRT15

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 5220
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<210> 53

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 5

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 53

<210> 5410

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente15

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 54
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<210> 55

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 55

10

<210> 56

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente
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<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 56

<210> 57

<211> 55

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"10

<400> 57

<210> 58

<211> 17

<212> PRT15

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 5820

<210> 59
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<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente5

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 59

<210> 60

<211> 1110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"15

<400> 60

<210> 61

<211> 7

<212> PRT20

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 6125

<210> 62

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial30

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 62

35

<210> 63

<211> 7
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"5

<400> 63

<210> 64

<211> 6

<212> PRT10

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 6415

<210> 65

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial20

<220>

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 65

25

<210> 66

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 30

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 66

<210> 6735

<211> 7

<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 675

<210> 68

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial10

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 68

15

<210> 69

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 20

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 69

<210> 7025

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente30

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 70

<210> 71

<211> 735

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 71

5

<210> 72

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 10

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 72

<210> 7315

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente20

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 73

<210> 74

<211> 625

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"30

<400> 74

<210> 75

<211> 7

<212> PRT35

<213> Secuencia artificial
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<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 75

5

<210> 76

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 10

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 76

<210> 7715

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente20

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 77

<210> 78

<211> 825

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"30

<400> 78

<210> 79

<211> 13

<212> PRT35

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente
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<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 79

<210> 80

<211> 105

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"10

<400> 80

<210> 81

<211> 7

<212> PRT15

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 8120

<210> 82

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial25

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 82

30

<210> 83

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 35

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 83
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<210> 84

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 84

10

<210> 85

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 85

<210> 8620

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente25

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 86

<210> 87

<211> 830

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"35

<400> 87
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<210> 88

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 88

10

<210> 89

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 89

<210> 9020

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente25

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 90

<210> 91

<211> 1430

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"35

<400> 91
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<210> 92

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 92

10

<210> 93

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 93

<210> 9420

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente25

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 94

<210> 95

<211> 830

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"35

<400> 95
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<210> 96

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 5

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 96

<210> 9710

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente15

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 97

<210> 98

<211> 1120

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"25

<400> 98

<210> 99

<211> 11

<212> PRT30

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 9935

<210> 100
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<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente5

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 100

<210> 101

<211> 610

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"15

<400> 101

<210> 102

<211> 972

<212> ADN20

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 10225
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<210> 103

<211> 324

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 103

10
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<210> 104

<211> 1008

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 104

10
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<210> 105

<211> 336

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 105

10

ES 2 566 602 T3
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<210> 106

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 106

ES 2 566 602 T3
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<210> 107

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 107

10

<210> 108

<211> 1389

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 108
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<210> 109

<211> 463

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 109

10
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<210> 110

<211> 714

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 110

10
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<210> 111

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 111
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128

<210> 112

<211> 1425

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

ES 2 566 602 T3

 



129

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 112

5

<210> 113

<211> 475

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 10

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 113

ES 2 566 602 T3

 



130

ES 2 566 602 T3

 



131

ES 2 566 602 T3

 



132

<210> 114

<211> 717

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 114

10

<210> 115

<211> 239

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

ES 2 566 602 T3

 



133

<400> 115

<210> 116

<211> 1380

<212> ADN5

<213> Secuencia artificial

ES 2 566 602 T3

 



134

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 116

5

<210> 117

<211> 460

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 10

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 117

ES 2 566 602 T3

 



135

ES 2 566 602 T3

 



136

<210> 118

<211> 714

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 118

ES 2 566 602 T3

 



137

<210> 119

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 119

ES 2 566 602 T3

 



138

<210> 120

<211> 1374

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

ES 2 566 602 T3

 



139

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 120

5

<210> 121

<211> 458

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 10

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 121

ES 2 566 602 T3

 



140

ES 2 566 602 T3

 



141

ES 2 566 602 T3

 



142

<210> 122

<211> 714

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 122

10

<210> 123

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 123

ES 2 566 602 T3

 



143

<210> 124

<211> 1395

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

ES 2 566 602 T3

 



144

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 124

5

<210> 125

<211> 464

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 10

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 125

ES 2 566 602 T3

 



145

ES 2 566 602 T3

 



146

<210> 126

<211> 705

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 126

ES 2 566 602 T3

 



147

<210> 127

<211> 234

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 127

ES 2 566 602 T3

 



148

<210> 128

<211> 1374

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

ES 2 566 602 T3

 



149

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 128

5

<210> 129

<211> 458

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 10

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 129

ES 2 566 602 T3

 



150

ES 2 566 602 T3

 



151

ES 2 566 602 T3

 



152

<210> 130

<211> 714

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 130

10

<210> 131

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 131

ES 2 566 602 T3

 



153

<210> 132

<211> 1386

<212> ADN

ES 2 566 602 T3

 



154

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 1325

<210> 133

<211> 462

<212> PRT

<213> Secuencia artificial10

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

ES 2 566 602 T3

 



155

<400> 133

ES 2 566 602 T3

 



156

<210> 134

<211> 708

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 134

ES 2 566 602 T3

 



157

<210> 135

<211> 236

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 135

ES 2 566 602 T3

 



158

<210> 136

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

ES 2 566 602 T3

 



159

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 136

cgactggagc acgaggacac tga 235

<210> 137

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 10

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 137

ctaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtatcaacgc agagt 45

<210> 13815

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente20

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 138

ctaatacgac tcactatagg gc 22

<210> 139

<211> 2125

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético"30

<400> 139

tatgcaaggc ttacaaccac a 21

<210> 140

<211> 28

<212> ADN35

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 14040

gccagtggat agacagatgg gggtgtcg 28

<210> 141

<211> 21

ES 2 566 602 T3

 



160

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético"5

<400> 141

aggacagggg ttgattgttg a 21

<210> 142

<211> 30

<212> ADN10

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 14215

ggccagtgga tagactgatg ggggtgttgt 30

<210> 143

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial20

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 143

ggaggaacca gttgtatctc cacaccca 2825

<210> 144

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 30

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 144

ctcattcctg ttgaagctct tgacaat 27

<210> 14535

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente40

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 145

cgactgaggc acctccagat gtt 23

ES 2 566 602 T3

 



161

<210> 146

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 5

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 146

gtaaaacgac ggccagt 17

<210> 14710

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente15

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 147

caggaaacag ctatgacc 18

<210> 148

<211> 1720

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Péptido sintético"25

<400> 148

<210> 149

<211> 357

<212> ADN30

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 14935

ES 2 566 602 T3

 



162

<210> 150

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 150

10

<210> 151

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

ES 2 566 602 T3

 



163

<400> 151

<210> 152

<211> 119

<212> PRT5

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 15210

<210> 153

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial15

<220> 

ES 2 566 602 T3

 



164

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 153

<210> 1545

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente10

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 154

<210> 155

<211> 35715

<212> ADN

ES 2 566 602 T3

 



165

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 1555

<210> 156

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial10

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 156

15

<210> 157

ES 2 566 602 T3

 



166

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente5

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 157

<210> 158

<211> 11910

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"15

<400> 158

ES 2 566 602 T3

 



167

<210> 159

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 5

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 159

<210> 16010

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente15

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 160

ES 2 566 602 T3

 



168

<210> 161

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 161

10

<210> 162

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

ES 2 566 602 T3

 



169

<400> 162

<210> 163

<211> 321

<212> ADN5

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 16310

<210> 164

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial15

<220> 

ES 2 566 602 T3

 



170

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 164

<210> 1655

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente10

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 165

<210> 166

<211> 10715

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

ES 2 566 602 T3

 



171

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 166

<210> 167

<211> 3215

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"10

<400> 167

<210> 168

<211> 107

<212> PRT15

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

ES 2 566 602 T3

 



172

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 168

<210> 169

<211> 3215

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"10

<400> 169

<210> 170

<211> 107

<212> PRT15

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

ES 2 566 602 T3

 



173

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 170

<210> 171

<211> 3215

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"10

<400> 171

<210> 172

<211> 107

<212> PRT15

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

ES 2 566 602 T3

 



174

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 172

<210> 173

<211> 3215

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"10

<400> 173

<210> 174

<211> 107

<212> PRT15

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

ES 2 566 602 T3

 



175

<400> 174

<210> 175

<211> 990

<212> ADN5

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 17510

ES 2 566 602 T3

 



176

<210> 176

<211> 330

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 176

ES 2 566 602 T3

 



177

ES 2 566 602 T3

 



178

<210> 177

<211> 978

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 177

ES 2 566 602 T3

 



179

<210> 178

<211> 326

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 178

ES 2 566 602 T3

 



180

ES 2 566 602 T3

 



181

<210> 179

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 179

10

ES 2 566 602 T3

 



182

<210> 180

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 180

10

<210> 181

<211> 1404

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 15

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 181

ES 2 566 602 T3

 



183

<210> 182

<211> 468

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 182

ES 2 566 602 T3

 



184

ES 2 566 602 T3

 



185

ES 2 566 602 T3

 



186

<210> 183

<211> 708

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 183

10

ES 2 566 602 T3

 



187

<210> 184

<211> 236

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 184

ES 2 566 602 T3

 



188

<210> 185

<211> 1413

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

ES 2 566 602 T3

 



189

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 185

5

<210> 186

<211> 471

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 10

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

ES 2 566 602 T3

 



190

<400> 186

ES 2 566 602 T3

 



191

ES 2 566 602 T3

 



192

<210> 187

<211> 1413

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 187

ES 2 566 602 T3

 



193

<210> 188

<211> 471

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 188

ES 2 566 602 T3

 



194

ES 2 566 602 T3

 



195

ES 2 566 602 T3

 



196

<210> 189

<211> 1413

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 189

ES 2 566 602 T3

 



197

<210> 190

<211> 471

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 190

ES 2 566 602 T3

 



198

ES 2 566 602 T3

 



199

ES 2 566 602 T3

 



200

<210> 191

<211> 1401

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 191

10

<210> 192

ES 2 566 602 T3

 



201

<211> 467

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente5

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 192

ES 2 566 602 T3

 



202

ES 2 566 602 T3

 



203

<210> 193

ES 2 566 602 T3

 



204

<211> 1413

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente5

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 193

<210> 194

<211> 47110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

ES 2 566 602 T3

 



205

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 194

ES 2 566 602 T3

 



206

<210> 195

<211> 1413

<212> ADN

ES 2 566 602 T3

 



207

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 1955

<210> 196

<211> 471

<212> PRT

<213> Secuencia artificial10

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"
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<400> 196
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<210> 197

<211> 1413

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 
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<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 197

<210> 1985

<211> 471

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente10

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 198
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<210> 199

<211> 1413

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 199
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<210> 200

<211> 471

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 200
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<210> 201

<211> 708

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 201

10
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<210> 202

<211> 236

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 202
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<210> 203

<211> 708
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"5

<400> 203

<210> 204

<211> 236

<212> PRT10

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 20415
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<210> 205

<211> 708

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 2055

<210> 206

<211> 236

<212> PRT

<213> Secuencia artificial10

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 206

15
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<210> 207

<211> 708

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 207
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<210> 208

<211> 236

<212> PRT5

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 20810
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<210> 209
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<211> 708

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente5

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 209

<210> 210

<211> 23610

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 21015
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<210> 211

<211> 708

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético"

<400> 2115

<210> 212

<211> 236

<212> PRT

<213> Secuencia artificial10

<220> 

<221> fuente

<223> /nota = "Descripción de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 212

15

ES 2 566 602 T3

 



228

ES 2 566 602 T3

 



229

REIVINDICACIONES 

1. Un anticuerpo aislado que se une a ErbB3 humano que comprende:

(i) una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende una 
secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 75, una 
CDRH2 que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 58 5
y SEQ ID NO: 148, y una CDRH3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 59; y

(ii) una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 60, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 61, y 
una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 62.

2. El anticuerpo de la reivindicación 1, en el que la región variable de cadena pesada de inmunoglobulina comprende 10
una CDRH1 que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 
57 y SEQ ID NO: 75, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 148, y una CDRH3

que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 59; y

en el que la región variable de cadena ligera de inmunoglobulina comprende una CDRL1 que comprende la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 60, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 15
NO: 61, y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 62.

3. El anticuerpo de la reivindicación 1, en el que la región variable de cadena pesada de inmunoglobulina comprende 
una CDRH1 que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 
57 y SEQ ID NO: 75, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 58, y una CDRH3 que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 59; y20

en el que la región variable de cadena ligera de inmunoglobulina comprende una CDRL1 que comprende la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 60, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO: 61, y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 62.

4. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que las secuencias de CDR se interponen entre 
las secuencias marco conservadas humanas o humanizadas.25

5. El anticuerpo de la reivindicación 2 que se une a ErbB3 humano que comprende una región variable de cadena 
pesada de inmunoglobulina y una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina seleccionadas entre el grupo 
que consiste en:

(a) una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 154, y una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos 30
de SEQ ID NO: 168; y

(b) una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 154, y una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos 
de SEQ ID NO: 166.

6. El anticuerpo de la reivindicación 5, en el que la región variable de cadena pesada de inmunoglobulina comprende 35
la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 154, y la región variable de cadena ligera de inmunoglobulina 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 168.

7. El anticuerpo de la reivindicación 2 que se une a ErbB3 humano que comprende una cadena pesada de 
inmunoglobulina y una cadena ligera de inmunoglobulina seleccionadas entre el grupo que consiste en:

(a) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 190, y una 40
cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 206; y

(b) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 190, y una 
cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 204.

8. El anticuerpo de la reivindicación 7, en el que la cadena pesada de inmunoglobulina comprende la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 190, y la cadena ligera de inmunoglobulina comprende la secuencia de aminoácidos de 45
SEQ ID NO: 206.

9. El anticuerpo de la reivindicación 3 que se une a ErbB3 humano que comprende una región variable de cadena 
pesada de inmunoglobulina y una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina seleccionadas entre el grupo 
que consiste en:

(a) una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ 50
ID NO: 152, y una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos 
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de SEQ ID NO: 168; y

(b) una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 152, y una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos 
de SEQ ID NO: 166.

10. El anticuerpo de la reivindicación 3 que se une a ErbB3 humano que comprende una región variable de cadena 5
pesada de inmunoglobulina y una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina seleccionadas entre el grupo 
que consiste en:

(a) una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 188, y una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos 
de SEQ ID NO: 206; y10

(b) una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 188, y una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos 
de SEQ ID NO: 204.

11. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que el anticuerpo es un anticuerpo 
monoclonal o un fragmento de unión a antígeno del mismo.15

12. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que el anticuerpo tiene una KD de 200 pM o 
inferior según se mide mediante resonancia superficial de plasmones.

13. Un método para inhibir o reducir la proliferación de una célula tumoral in vitro que comprende exponer la célula a 
una cantidad eficaz del anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para inhibir o reducir la 
proliferación de la célula tumoral.20

14. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para su uso en la inhibición o reducción del 
crecimiento tumoral en un mamífero.

15. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para su uso en el tratamiento de cáncer en un 
mamífero.

16. Un vector de expresión que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una región variable de cadena 25
pesada de inmunoglobulina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 y una secuencia de nucleótidos que 
codifica una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

17. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresión de la reivindicación 16.

18. Una célula hospedadora que comprende:

un vector de expresión que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una región variable de cadena 30
ligera de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10; y

un vector de expresión que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una región variable de cadena 
pesada de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

19. Un método para producir un anticuerpo que se une a ErbB3 humano o un fragmento de unión a antígeno del 
anticuerpo, comprendiendo el método:35

(a) hacer crecer la célula hospedadora de la reivindicación 17 o 18 en unas condiciones para que la célula 
hospedadora exprese un polipéptido que comprenda la región variable de cadena pesada de inmunoglobulina y un 
polipéptido que comprenda la región variable de cadena ligera de inmunoglobulina, produciendo de ese modo el 
anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno del anticuerpo; y

(b) purificar el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno del anticuerpo.40
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