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DESCRIPCION
Composiciones de anticuerpos recombinantes contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico
Campo de la invencion
La invencion esta relacionada con el campo de anticuerpos recombinantes para su uso en carcinoterapia humana.
Antecedentes de la invencion

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, acrénimo de Epidermal Growth Factor Receptor)
desempefia una funcién importante en la proliferacion celular asi como en la apoptosis, angiogénesis y propagacion
metastasica, procesos que son cruciales para la progresién tumoral (Salomon et al, Crit. Rev.
Oncology/Haematology, 19: 183-232 (1995); Wu et al, J. Clin. Invest.,, 95: 1897-1905 (1995); Karnes et al,
Gastroenterology, 114: 930-939 (1998); Woodburn et al, Pharmacol. Therap. 82: 241-250 (1999); Price et al, Eur. J.
Cancer, 32A: 1977-1982 (1996)). De hecho, estudios realizados han mostrado que el crecimiento celular mediado
por EGFR esta incrementado en diversos tumores sdlidos, incluyendo cancer pulmonar no microcitico, cancer de
prostata, cancer de mama, cancer gastrico y tumores de cabeza y cuello (Salomon DS et al, Critical Reviews in
Oncology/Haematology, 19: 183-232 (1995)). Adicionalmente, ahora se sabe que la excesiva activacion del EGFR
en la superficie de las células cancerosas esta asociada con enfermedad avanzada, con el desarrollo de un fenotipo
metastasico y con un mal prondstico en pacientes con cancer (Salomon DS et al, Critical Reviews in
Oncology/Haematology 19: 183-232 (1995)).

Asimismo, la expresion de EGFR viene frecuentemente acompafada por la produccion de ligandos de EGFR, TGF-
alfa y EGF, entre otros, por células tumorales que expresan EGFR lo que sugiere que en la progresiéon de estas
células participa un bucle autocrino (Baselga, et al. (1994) Pharmac. Therapeut. 64: 127-154; Modjtahedi, et al.
(1994) Int. J. Oncology. 4: 277-296). Por lo tanto, el bloqueo de la interaccion entre dichos ligandos de EGFR y
EGFR puede inhibir el crecimiento y la supervivencia de tumores (Baselga, et al. (1994) Pharmac. Therapeut. 64:
127-154).

El EGFR es una glucoproteina unida a la membrana con un peso molecular de aproximadamente 170 kDa. El EGFR
consta de un dominio de unién a ligando externo glucosilado (621 restos) y de un dominio citoplasmatico (542
restos) conectados mediante un corto enlazador transmembrana de 23 aminoacidos. La parte extracelular del EGFR
contiene 25 enlaces disulfuro y 12 sitios de glucosilacion ligados a N, y se considera generalmente que consta de
cuatro subdominios. Las estructuras cristalinas de rayos X del EGFR sugieren que el receptor adopta una
conformacion fija autoinhibida que no puede unirse a EGF (Ferguson et al, Mol Cell, 2003, vol 11: 507-517) y una
conformacion activa que puede mediar la union de ligando de EGF vy la dimerizacion del receptor (Garret et al, Cell
2002, vol 110: 763-773; Ogiso et al, Cell, 2002, vol 110: 775-787). En particular, se ha sugerido que el dominio | y el
dominio Il proporcionan contribuciones aditivas para la formacién de un sitio de union a ligando de alta afinidad. Los
dominios Il y IV son regiones de tipo laminina ricas en cisteina que estabilizan el plegamiento de las proteinas y que
contienen una posible interfaz de dimerizacion del EGFR.

Se sabe que el EGFR existe en diversas conformaciones diferentes en la superficie celular, donde la conformacién
fija o inmovilizada es la mas frecuente. La conformacién fija no puede formar dimeros y por tanto es inactiva. Se
sabe que el anticuerpo terapéutico Erbitux estabiliza la conformacion fija a través de la unién con el dominio Il y
obstaculizando estéricamente que el receptor alcance el estado no fijo (libre). Sin embargo, algunos receptores
tienen aun la capacidad de adoptar la conformacion libre, de unirse al ligando y de formar dimeros. Tipicamente, un
anticuerpo monoclonal (mAb, monoclonal antibody) solo sera eficaz en la unién contra una de las conformaciones y
por lo tanto no puede dirigirse eficazmente a células cancerosas que presentan otras conformaciones o a células
cancerosas que presentan diversas conformaciones.

Los anticuerpos monoclonales (mAb) dirigidos al dominio de unién a ligando de EGFR pueden bloquear la
interaccion con ligandos de EGFR y, simultaneamente, la ruta de sefalizacion intracelular resultante.

Erbitux™ (Cetuximab) es un anticuerpo monoclonal quimérico de ser humano/ratén recombinante que se une
especificamente al dominio extracelular de (EGFR) humano. Erbitux se compone de las regiones Fv de un
anticuerpo contra EGFR murino con regiones constantes de cadena pesada y ligera kappa de IgG1 humana y tiene
un peso molecular aproximado de 152 kDa. Erbitux se produce en cultivo de células de mamifero (mieloma murino).
Erbitux esta probado para el tratamiento de pacientes con cancer colorrectal metastasico y cuyos tumores expresan
EGFR. Ademas, Erbitux se usa en combinaciéon con radioterapia para tratar a pacientes con cancer de células
escamosas de la cabeza y del cuello que no pueden extirparse por cirugia o como un tratamiento de segunda linea
del cancer de células escamosas de la cabeza y del cuello donde la terapia convencional basada en platino ha
fracasado.

Vectibix™ (panitumumab) es un anticuerpo monoclonal kappa IgG2 humano, recombinante que se une
especificamente al EGFR humano. Vectibix tiene un peso molecular aproximado de 147 kDa. Panitumumab se
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produce en células de mamifero (Ovario de Hamster Chino) modificadas por ingenieria genética. Vectibix esta
aprobado para el tratamiento de pacientes con cancer colorrectal metastasico y cuyos tumores expresan EGFR con
progresion de la enfermedad o que siguen regimenes de quimioterapia que contienen fluoropirimidina, oxaliplatino e
irinotecan.

Se han identificado diversos receptores de EGF mutantes en células de tumor humano. Estos pueden hacer que el
receptor se active independientemente de la unién al ligando (EGFRVvIIl) conduciendo a una tumorigenicidad
potenciada. Pueden generarse anticuerpos monoclonales contra un EGFR mutante, pero dicho anticuerpo
monoclonal no sera necesariamente eficaz contra un EGFR no mutado.

Se han identificado mutaciones del EGFR en pacientes con cancer humano que afectan su respuesta a la
quimioterapia dirigida contra EGFR. El documento WO 2006/110478 (Novartis) desvel6 43 mutaciones, asi como 18
SNP (single nucleotide polymorphism, polimorfismos mononucleotidicos) en la fase de lectura abierta del EGFR. Se
identifican algunas mutaciones de sentido erréneo en dos o mas tipos de tumores. El documento WO 2006/091899
(Amgen) desvel6 ocho mutaciones adicionales identificadas en diversas células cancerosas. Una o mas de estas
mutaciones pueden localizarse en el epitopo o afectar a la estructura del epitopo unido por uno de los anticuerpos
monoclonales actualmente aprobados. Los pacientes portadores de dicha mutacion (o mutaciones) no podran
tratarse con un anticuerpo monoclonal.

Asimismo, hay informes en la bibliografia que muestran heterogeneidad en la glucosilacion de al menos uno de los
sitios de glucosilacion (Whitson et al., 2005 Biochemistry 44: 14920-31; Zhen et al. 2003 Biochemistry 42; 5478-92).
Dicha heterogeneidad puede dar como resultado, de un modo directo o indirecto, la exposicion diferencial de
epitopos que varia entre las células tumorales.

La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, antibody dependent cellular cytotoxicity) es un
mecanismo alternativo mediante el cual los anticuerpos actian como mediadores en la destrucciéon de las células
tumorales. El nivel de ADCC depende de diversos factores incluyendo el subtipo de IgG (IgM>IgG1>IgG2), la
densidad de anticuerpos en las células diana, el patron de glucosilacion del anticuerpo asi como de las propiedades
de la propia diana.

Friedmann et al (PNAS 2005, 102: 1915-1920) han mostrado que dos anticuerpos monoclonales murinos
seleccionados por su capacidad para inhibir la unién de EGF con EGFR a través de la unién con distintos epitopos
de EGF, pueden regular negativamente de un modo sinérgico la expresion del receptor en células KB y en células
CHO que expresan de un modo transitorio EGFR. Los anticuerpos que inhibian el EGF competitivo en cruzado no
presentaron ninguna sinergia.

Modjtahedi et al (Cell Biophysics vol 22, 1993, 129-146) han ensayado combinaciones de varios anticuerpos contra
EGFR de rata con epitopos no solapantes. Los anticuerpos eran de isotipos diferentes. En todos los casos, el efecto
de usar dos anticuerpos fue intermedio entre los efectos de usar cantidades similares de los dos anticuerpos
monoclonales en solitario. Esto se confirmé tanto in vitro como in vivo.

El documento WO 2004/032960 (Patente de Merck) desvela que el uso combinado de dos anticuerpos
monoclonales, Mab425 y Mab225 (Cetuximab) produce una cantidad aumentada de anticuerpos unidos a la
superficie de células cancerosas que expresan EGFR en comparacion con una cantidad similar de cada uno de los
anticuerpos monoclonales en solitario. La publicacion también desvela la regulacion negativa aumentada de EGFR
cuando se usa la combinacién de anticuerpos en comparacién con los dos anticuerpos monoclonales.

Perera et al (Clin Cancer Res 2005; 11(17): 6390-99) desvelaron un efecto sinérgico de tratamiento de ratones
portadores de xenoinjertos U87MG.de2-7 (delecion de exones 2-7) con una combinacion de dos anticuerpos
monoclonales murinos. Uno de los anticuerpos (mAb 528) se une a todos los subtipos de EGFR con especificidad
similar a la de cetuximab. El otro (mAB 806) solo se une a EGFR de2-7. La linea celular U87MG.de2-7 es una linea
celular transfectada de EGFR de2-7. La linea celular U87MG.DK expresa una quinasa inactiva variante de EGFR
de2-7. No se observo sinergia cuando los dos anticuerpos se usaron contra ratones portadores de xenoinjertos
U87MG.DK. En un modelo de xenoinjerto con la linea celular A431 que expresa EGFR de tipo silvestre, los autores
no proporcionaron pruebas de sinergia. EIl EGFR de2-7 solo esta presente en un nimero limitado de tipos de cancer,
tal como glioma, hasta cierto grado cancer de mama y canceres de pulmon.

Aunque estos estudios han indicado que, en algunos casos, puede existir sinergia entre dos anticuerpos
monoclonales murinos, también muestran que, en muchos casos, no se observa sinergia. Los estudios tampoco
proporcionan una composicion de anticuerpos contra EGFR que sea eficaz contra una gran variedad de lineas de
células de cancer clinicamente relevantes.

Por consiguiente, se necesitan anticuerpos terapéuticos mejorados contra EGFR que sean eficaces en el tratamiento

y/o en la prevencién de enfermedades relacionadas con la sobreexpresion de EGFR cuando se administren a dosis
bajas. También se necesitan anticuerpos terapéuticos contra el cancer, ampliamente aplicables, que puedan usarse
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sin poseer un conocimiento detallado sobre la estructura de EGFR expresado por las células cancerosas en
cuestion.

Sumario de la invencién

La invencién se refiere a una composicion de anticuerpos que comprende una primera molécula de anticuerpo
contra EGFR humano y una segunda molécula de anticuerpo contra EGFR humano distinta, en la que:

a) la primera molécula de anticuerpo contra EGFR comprende las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y
CDRS3 de cadena pesada en la SEQ ID NO: 40 y las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDRS3 de
cadena ligera en la SEQ ID NO: 72; y

b) la segunda molécula de anticuerpo contra EGFR comprende las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y
CDRS3 de cadena pesada en la SEQ ID NO: 41 y las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDRS3 de
cadena ligera en la SEQ ID NO: 73.

Adicionalmente, la invencion se refiere a una molécula de unién biespecifica que se une a EGFR, en la que un
primer sitio de unién a antigeno de la molécula comprende las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3
de cadena pesada en la SEQ ID NO: 40 y las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera
en la SEQ ID NO: 72, y un segundo sitio de unién a antigeno de la molécula comprende las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada en la SEQ ID NO: 41 y las secuencias de aminoacidos de
CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera en la SEQ ID NO: 73.

Adicionalmente en el presente documento se describe una composicion de anticuerpos recombinantes que
comprende al menos 3 moléculas de anticuerpo contra EGFR distintas, en la que los anticuerpos se unen a distintos
primer, segundo y tercer epitopos de EGFR.

También se describe una composicién de anticuerpos recombinantes que comprende al menos dos moléculas de
anticuerpo contra EGFR distintas, en la que una molécula de anticuerpo contra EGFR distinta se selecciona del
grupo que consiste en los anticuerpos: 1030, 1042, 1208, 1229, 1254, 1257, 1260, 1261, 1277, 1284, 1308, 1320,
1344, y 1347 o anticuerpos que tienen las CDR de estos anticuerpos.

Al menos una molécula de anticuerpo contra EGFR distinta como se describe en el presente documento puede
seleccionarse del grupo que consiste en los anticuerpos 1030, 1347, 1277, 1254, 1320, 1260, 1261 y 1284 o
anticuerpos que tienen las CDR de estos anticuerpos. En una realizacién particularmente preferida de la invencion,
la composicion de anticuerpos comprende los anticuerpos 992 y 1024 o dos anticuerpos basados en sus secuencias
de CDR, o en sus secuencias de VL y VH.

Las composiciones de anticuerpos representativas de la invencién han demostrado ser eficaces en la inhibicién de la
proliferacion de lineas de células de cancer representativas, lo que es indicativo de un uso in vivo en el tratamiento
del cancer. Estos resultados se han confirmado en un ensayo con esferoides de células de cancer, que puede ser
mas representativo de la situacién in vivo, donde las células de cancer forman tumores. Asimismo, una composicion
de anticuerpos de la invencion parece reducir la motilidad celular de los esferoides de cancer y por tanto reduce la
tendencia a formar metastasis. La eficacia in vivo en un modelo de xenoinjerto también se ha demostrado con una
composicion de anticuerpos representativa. Estos resultados se han confirmado con una composicién de
anticuerpos particularmente preferida que consiste en los anticuerpos 992 y 1024.

En un modelo de xenoinjerto de cancer humano en ratones, una composicion de anticuerpos representativa de la
invencion ha dado como resultado un grado significativamente mas alto de diferenciacion terminal de las células
tumorales en comparacion con los anticuerpos monoclonales disponibles en el comercio, Vectibix y Erbitux. Parece
que la composicién de anticuerpos preferida de la invencién actua a través de un mecanismo de accién diferente en
comparacion con los anticuerpos monoclonales, ya que no se observa nuevo crecimiento tumoral después de
finalizar el tratamiento con la composicién de anticuerpos de la invencién. El nuevo crecimiento tumoral se observa
después de finalizar el tratamiento con los anticuerpos monoclonales.

En estudios de union, los autores de la invencion han demostrado que algunos de los anticuerpos proporcionados
parecen facilitar la unién de anticuerpos adicionales, aumentando de este modo la cantidad total de anticuerpos
unidos al receptor. También se ha demostrado que la unién de tres anticuerpos de dominio Il facilita la unién
posterior de anticuerpos adicionales. Estas observaciones confirman claramente el uso de una composicién con al
menos 3 moléculas de anticuerpo contra EGFR distintas, en la que los anticuerpos se unen a distintos primer,
segundo y tercer epitopos de EGFR. El efecto también se obtiene usando combinaciones especificas de dos
anticuerpos de la invencién seleccionando anticuerpos que proporcionen este efecto especifico. Dichos anticuerpos
son candidatos preferidos para mezclar con otros anticuerpos.

Las composiciones de la invencion pueden proporcionar varias ventajas adicionales. Las células cancerosas
expresan diversos EGFR. La variacién se observa en la conformacion, en la glucosilacién y en la estructura primaria
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(mutaciones y SNP). Un solo anticuerpo monoclonal puede dirigirse a algunas, aunque no a todas, de estas
variaciones de EGFR. Los mutantes de EGFR pueden ser mutantes de escape para anticuerpos monoclonales. Un
anticuerpo que comprende dos anticuerpos de la invencion o tres o mas anticuerpos distintos que se unen a distintos
epitopos de EGFR es menos susceptible a mutantes, a SNP, a mutantes de delecién y a variaciones en la
glucosilacion. Esto esta confirmado por la amplia eficacia de las mezclas de anticuerpos descritas en el presente
documento contra un panel de lineas de células de cancer humano, que representan diversas conformaciones y
variaciones de EGFR.

La administracion de un anticuerpo monoclonal también puede no suspender la actividad quinasa de EGFR por
completo. Mediante una combinacién de anticuerpos puede obtenerse una inhibicién de sefializacion mas eficaz.

Por lo tanto puede ser beneficioso incluir anticuerpos que se unan a diferentes conformaciones de EGFR (por
ejemplo, una conformacion libre y formando dimeros con el receptor) en una mezcla de anticuerpos. Dicha mezcla
de anticuerpos puede ser mas fuente inhibiendo la actividad de EGFR en comparacién con un anticuerpo
monoclonal que se une solo a una de las conformaciones.

Adicionalmente, usando una estrategia con dos o mas anticuerpos contra EGFR en la composicion es posible
aumentar la densidad de los anticuerpos en la superficie de las células tumorales aumentando de este modo la
destruccion a través de la ADCC en comparacioén con los anticuerpos monoclonales.

En el presente documento también se describe un método para la fabricacién de una composicién de anticuerpos
que comprende:

a) transfectar una primera poblacion de células eucariotas con una primera construccion de expresion que codifica
un primer anticuerpo que comprende un primer par homélogo de cadenas V4 y V. capaz de unirse a un primer
epitopo de EGFR distinto;

b) transfectar una segunda poblacién de células eucariotas con una segunda construccion de expresion que codifica
un segundo anticuerpo que comprende un segundo par homologo de cadenas Vy 'y V. capaz de unirse a un segundo
epitopo de EGFR distinto;

c) opcionalmente repetir la etapa b) para una tercera poblacion o poblaciones adicionales, construcciones de
expresion, pares homologos y epitopos de EGFR;

d) seleccionar una primera, una segunda y, opcionalmente, poblaciones celulares adicionales transfectadas;
e) combinar las poblaciones transfectadas en un recipiente para obtener un banco de células;

f) cultivar células del banco de células en condiciones que permitan la expresion de los anticuerpos; y

g) recuperar y purificar la composicién de anticuerpos del sobrenadante.

Para facilitar la fabricacion, el procesamiento aguas abajo y la caracterizacion, todos los anticuerpos comprenden la
misma region constante de cadena pesada.

En el presente documento también se describe un banco de células que comprende al menos dos subpoblaciones
de células eucariotas; comprendiendo cada subpoblacién transfectada o transducida con una construccién de
expresion que codifica un anticuerpo que comprende un par homologo de cadenas Vy y V. capaz de unirse a un
epitopo de EGFR distinto. Preferentemente, las células se transfectan usando integracién especifica de sitio.

Adicionalmente, en el presente documento se describe un método de reduccién de la sefalizacién de EGFR que
comprende administrar a una composicién de células que expresan EGFR, una composiciéon de anticuerpos de la
invencion y reducir la sefalizacion de EGFR.

También se describe un método de destrucciéon de células que expresan EGFR que comprende administrar a una
composicion de células que expresan EGFR, una composicion de anticuerpos de cualquiera de la invencion y
destruir las células que expresan EGFR.

Adicionalmente se describe un método de induccién de apoptosis en células que expresan EGFR, que comprende
administrar a una composiciéon de células que expresan EGFR, una composicién de anticuerpos de la invencion,
induciendo de este modo la apoptosis.

También se describe un método de inhibicién de la proliferacion de células que expresan EGFR, que comprende
administrar a una composicién de células que expresan EGFR, una composiciéon de anticuerpos de la invencién
inhibiendo de este modo la proliferacion.
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En el presente documento adicionalmente se proporciona una composiciéon de anticuerpos de la invencién para su
uso en la induccién de la diferenciaciéon de las células tumorales. Este aspecto se basa en los efectos observados
sobre la diferenciacion terminal in vivo de las células cancerosas cuando se exponen a una composicién de
anticuerpos de la invencion.

La composiciéon de anticuerpos de la invencion puede usarse en combinacion con al menos un compuesto capaz de
inducir la diferenciacion de las células cancerosas para la administracion simultanea, individual o sucesiva en la
carcinoterapia. Combinando las composiciones de anticuerpos de la invencidon con agentes que se sabe que inducen
la diferenciacion terminal de las células cancerosas, el efecto puede mejorarse ain mas.

La composicion de anticuerpos de la invencion puede usarse en combinacién con al menos un agente
quimioterapéutico o antineoplasico para la administracion simultanea, individual o sucesiva en la carcinoterapia. Es
probable que la composicion de anticuerpos de la invencion pueda usarse para un tratamiento de segunda linea, es
decir, después de, o simultaneamente con, un tratamiento usando agentes quimioterapéuticos o antineoplasicos
convencionales, o después de, o simultaneamente con, radioterapia y/o cirugia.

En el presente documento también se describe un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en un acido
nucleico que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 23 (SEQ ID NO 100); un acido nucleico que
codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 23 (SEQ ID NO 101); un acido
nucleico que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 34A (SEQ ID NO 102); y un acido nucleico
que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 34B (SEQ ID NO 103).
Asimismo se describe un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 23 (SEQ
ID NO 101) y un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 34B (SEQ ID NO
103), vectores de expresion que comprenden dicho acido nucleico, como se ha definido anteriormente, unido
operativamente a una secuencia promotora capaz de dirigir la expresion de dicho acido nucleico, y una célula
transfectada o transducida con dicho vector de expresion.

Estas secuencias constituyen las secuencias polinucleotidicas y polipeptidicas del EGFR del mono Cinomolgo, es
decir, de Macaca fascicularis. Esta especie de mono se usa mucho en estudios de toxicologia en animales. Para que
una especie animal tenga algun valor en un estudio de toxicologia que implique anticuerpos contra autoantigenos
humanos, es esencial que los anticuerpos también se unan a la proteina diana en el animal del dicho estudio de
toxicologia, preferentemente con aproximadamente la misma afinidad. Ahora, gracias a la contribucion de los
autores de la presente invencion ha sido posible el ensayo de anticuerpos para determinar la uniéon al EGFR de
Cinomolgo. El EGFR de Cinomolgo y de ser humano son proteinas altamente homdlogas, pero sorprendentemente,
se han descubierto diversos anticuerpos con afinidad muy diferente contra el EGFR de ser humano y de Cinomolgo.
Esto pone de relieve la importancia, que ha sido demostrada por los autores de la invencioén, del uso preciso de la
proteina de EGFR de Cinomolgo en la exploracion.

En el presente documento también se describe un método para explorar la unién de anticuerpos al EGFR de
Cinomolgo, que comprende las etapas de

- proporcionar al menos un anticuerpo de ensayo;

- realizar un ensayo para determinar la union del anticuerpo con el dominio extracelular del EGFR de Cinomolgo
(Figura 23, SEQ ID NO 101)) o con el EGFR de longitud completa de Cinomolgo (Figura 34B, SEQ ID NO 103)); o
con la superficie de células que expresan el dominio extracelular del EGFR de Cinomolgo o que expresan el EGFR
de longitud completa de Cinomolgo;

- y seleccionar al menos un anticuerpo que se una al dominio extracelular del EGFR de Cinomolgo.

El método puede comprender adicionalmente explorar la unién con el dominio extracelular del EGFR humano o la
unioén con células que expresen el EGFR humano.

También se describe un método de identificacion de anticuerpos contra EGFR que puedan potenciar la union
simultanea de otro anticuerpo contra EGFR con EGFR, comprendiendo dicho método

a. Un primer ensayo, que determina la capacidad de union maxima de un primer anticuerpo con respecto a una
cantidad fija del antigeno EGFR,

b. En un segundo ensayo, saturar una cantidad fija del antigeno EGFR con un segundo anticuerpo contra EGFR,

c. Poner en contacto el complejo EGFR-anticuerpo con dicho primer anticuerpo y determinar la capacidad de unién
maxima, y

d. Comparar las capacidades de unién para determinar si la capacidad de unién maxima de la etapa c. supera la
capacidad de unién maxima de la etapa a.

Este ensayo puede usarse para identificar combinaciones adicionales de anticuerpos que tengan propiedades
similares a las de los anticuerpos 992 y 1024.
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Definiciones

El término “anticuerpo” describe un componente de suero funcional y a menudo hace referencia a cualquiera de una
coleccion de moléculas (anticuerpos o inmunoglobulinas) o a una molécula (la molécula de anticuerpo o la molécula
de inmunoglobulina). Una molécula de anticuerpo tiene la capacidad de unirse a, o reaccionar con, un determinante
antigénico especifico (el antigeno o el epitopo antigénico), que a su vez, puede conducir a la induccién de
mecanismos efectores inmunolégicos. Una molécula de anticuerpo individual normalmente se considera como
monoespecifica, y una composicion de moléculas de anticuerpo pueden ser monoclonal (es decir, consistir en
moléculas de anticuerpo idénticas) o policlonal (es decir, consistir en dos 0 mas moléculas de anticuerpo diferentes
que reaccionan con el mismo epitopo o con epitopos diferentes en el mismo antigeno o incluso en antigenos
diferentes, distintos). Cada molécula de anticuerpo tiene una estructura exclusiva que permite que se una
especificamente a su antigeno correspondiente, y todas las moléculas de anticuerpo naturales tienen la misma
estructura basica general de dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas. Los anticuerpos
también se conocen conjuntamente como inmunoglobulinas. Los términos anticuerpo o anticuerpos, de la manera en
la que se usa en el presente documento, también pretenden incluir anticuerpos quiméricos y monocatenarios, asi
como fragmentos de unién de anticuerpos, tales como Fab, fragmentos Fv o fragmentos scFv, asi como formas
multiméricas tales como moléculas de IgA diméricas o IgM pentavalente . Un anticuerpo puede ser humano, murino,
quimérico, humanizado o puede remodelarse.

La expresion “par codificante Vi y Vi homologo” describe un par original de secuencias codificantes Vy y VL
contenidas dentro, o procedentes de, la misma célula productora del anticuerpo. Por tanto, un par Vy y Vi homdlogo
representa el emparejamiento de Vy y V_ originalmente presente en el donante del cual procede dicha célula. La
expresion “un anticuerpo expresado a partir de un par codificante Vy y V" indica que un anticuerpo o un fragmento
de anticuerpo se produce a partir de un vector, plasmido o similar, que contiene las secuencias codificantes Vi y V..
Cuando se expresa un par codificante V4 y VL homologo, bien como un anticuerpo completo o como un fragmento
estable del mismo, conserva la afinidad y especificidad de unién del anticuerpo originalmente expresado a partir de
la célula de la que procede. Una biblioteca de pares homdlogos también se denomina repertorio o colecciéon de
pares homologos, y puede guardarse individualmente o agruparse.

El término “CDR” - region determinante de la complementariedad - es como definen Lefranc et al (2003) en IMGT
unique numbering for immunoglobulin and T cell receptor variable domains and Ig superfamily V-like domains. Dev.
Comp Immunol 27, 55-77.

La expresién “un miembro distinto de una proteina policlonal recombinante” se refiere a una molécula de proteina de
una composicion de proteinas que comprende moléculas de proteina homdlogas aunque diferentes, siendo cada
molécula de proteina homologa a las otras moléculas de la composicion, aunque conteniendo también uno o mas
tramos de secuencia polipeptidica variable, que se caracteriza (caracterizan) por diferencias en la secuencia de
aminoacidos entre los miembros individuales de la proteina policlonal.

La expresion “promotores cabeza con cabeza” se refiere a un par de promotores que se coloca en estrecha
proximidad de tal manera que la transcripcion de dos fragmentos génicos conducida por los promotores se produce
en direcciones opuestas. Un promotor cabeza con cabeza también puede construirse con un relleno compuesto de
acidos nucleicos irrelevantes entre los dos promotores. Dicho fragmento de relleno puede contener facilmente mas
de 500 nucledtidos. Los promotores cabeza con cabeza también se denominan promotores bidireccionales.

La expresion “inmunoglobulina” normalmente se usa como un nombre colectivo de la mezcla de anticuerpos que se
encuentra en la sangre o en el suero, pero también puede usarse para nombrar una mezcla de anticuerpos que
procede de otras fuentes.

La expresion “molécula de inmunoglobulina” indica una molécula de anticuerpo individual, por ejemplo, que forma
parte de una inmunoglobulina, o parte de cualquier composiciéon de anticuerpos policlonal o monoclonal.

La expresion “una biblioteca de moléculas de acido nucleico variante de interés” se usa para describir el conjunto de
moléculas de acido nucleico, que colectivamente codifica una “proteina policlonal recombinante de interés”. Cuando
se usa para la transfeccion, la biblioteca de moléculas de acido nucleico variante de interés esta contenida en una
biblioteca de vectores de expresién. Dicha biblioteca tipicamente tiene al menos 2, 3, 5, 10, 20, 50, 1000, 104, 10° 0
10® miembros distintos.

La expresion “transferencia masiva” se usa para describir la transferencia de secuencias de acido nucleico de interés
de una poblacién de vectores a otra poblacion de vectores y hacer esto para cada ADN simultaneamente sin recurrir
el aislamiento del ADN individual de interés. Dichas poblaciones de vectores pueden ser bibliotecas que contienen,
por ejemplo, regiones variables, promotores, secuencias lider o elementos potenciadores de interés. Después, estas
secuencias pueden llevarse sin aislamiento previo, por ejemplo, de un vector de fago a un vector de expresion de
mamifero. Especialmente, para secuencias de anticuerpos, esta técnica garantiza que no se pierda la unién entre la
diversidad de Vy y Vi aunque se lleven bibliotecas, por ejemplo, de un vector de seleccion (por ejemplo, un vector de
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presentacion en fagos) a un vector de expresion de mamiferos. Mediante esto el emparejamiento original de Vi y Vi
se conserva.

Como se usa en el presente documento, la expresion “unido operativamente” se refiere a un segmento que se une a
otro segmento cuando se coloca en una relacién funcional con el otro segmento. Por ejemplo, un ADN que codifica
una secuencia sefal esta unido operativamente a un ADN que codifica un polipéptido si este se expresa como un
lider que participa en la transferencia del polipéptido en el reticulo endoplasmatico. Ademas, un promotor o
potenciador esta unido operativamente a una secuencia codificante si estimula la transcripcion de la secuencia.

La expresion “anticuerpo policlonal” describe una composicién de moléculas de anticuerpo diferentes que tienen la
capacidad de unirse a, o reaccionar con, diversos determinantes antigénicos especificos diferentes del mismo
antigeno o de antigenos diferentes. Normalmente, se piensa que la variabilidad de un anticuerpo policlonal se
localiza en las denominadas regiones variables del anticuerpo policlonal. Sin embargo, en el contexto de la presente
invencion, la policlonalidad también puede entenderse para describir diferencias entre las moléculas de anticuerpo
individuales que residen en las denominadas regiones constantes, por ejemplo, como en el caso de mezclas de
anticuerpos que contienen dos o mas isotipos de anticuerpo, tales como los isotipos humanos IgG1, 1gG2, 1gG3,
IgG4, IgA1 e IgA2 o los isotipos murinos 1gG1, 1gG2a, IgG2b, IgG3 e IgA. Para los fines de la presente invencion,
dicho anticuerpo policlonal también puede denominarse “una composicién de anticuerpos”.

El término “epitopo” se usa comunmente para describir una proporciéon de una molécula mas grande o de una parte
de una molécula mas grande (por ejemplo, antigeno o sitio antigénico) que tiene actividad antigénica o
inmunogénica en un animal, preferentemente un mamifero, mas preferentemente un ser humano. Un epitopo que
tiene actividad inmunogénica es una parte de una molécula mas grande que suscita una respuesta de anticuerpos
en un animal. Un epitopo que tiene actividad antigénica es una parte de una molécula mas grande a la que se une
un anticuerpo inmunoespecificamente, tal como se determina mediante cualquier método bien conocido en la
técnica, por ejemplo, mediante los inmunoensayos descritos en el presente documento. Los epitopos antigénicos no
tienen por qué ser necesariamente inmunogénicos. Un antigeno es una sustancia a la cual se une
inmunoespecificamente un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, por ejemplo, una toxina, un virus, una bacteria,
proteinas o ADN. Un antigeno o sitio antigénico a menudo tiene mas de un epitopo, salvo que sea muy pequefio, y a
menudo tiene la capacidad de estimular una respuesta inmunitaria. Los epitopos pueden ser lineales o
conformacionales. Un epitopo lineal consta de aproximadamente 6 a 10 aminoacidos adyacentes en una molécula
de proteina que reconoce un anticuerpo. Por otro lado, un epitopo conformacional consta de aminoacidos que no se
disponen secuencialmente. En este caso el anticuerpo reconoce solo la estructura tridimensional. Cuando una
molécula de proteina se pliega en una estructura tridimensional, los aminoacidos que forman el epitopo se
yuxtaponen, permitiendo que el anticuerpo reconozca la secuencia. En una proteina desnaturalizada solo puede
reconocerse el epitopo lineal. Un epitopo conformacional, por definicién, debe estar fuera de la proteina plegada. Un
anticuerpo que reconoce el epitopo conformacional solo puede unirse con procedimientos no desnaturalizantes,
suaves. Los anticuerpos que se unen a diferentes epitopos en el mismo antigeno pueden tener efectos que varian
sobre la actividad del antigeno al que se unen dependiendo de la localizacion del epitopo. Un anticuerpo que se une
a un epitopo en un sitio activo del antigeno puede bloquear completamente la funciéon del antigeno, mientras que
otro anticuerpo que se une a un epitopo diferente puede tener poco efecto, o ninguno, sobre la actividad del
antigeno solo. Sin embargo, dichos anticuerpos pueden aun activar el complemento y por lo tanto producir la
eliminacion del antigeno, y pueden producir efectos sinérgicos cuando se combinan con uno o mas anticuerpos que
se unen a epitopos diferentes en el mismo antigeno. En la presente invencion, el epitopo es preferentemente una
proporcion del dominio extracelular de EGFR. Los antigenos de la presente invenciéon son preferentemente
proteinas, polipéptidos, o fragmentos de los mismos, de EGFR de dominio extracelular con el cual se une
inmunoespecificamente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Un antigeno asociado a EGFR también puede ser
un analogo o un derivado del dominio extracelular del polipéptido de EGFR, o fragmento del mismo, al cual se une
inmunoespecificamente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

Los anticuerpos que tienen la capacidad de competir entre si por la unién con el mismo antigeno pueden unirse al
mismo epitopo o a epitopos solapantes o pueden tener un sitio de unién en estrecha proximidad entre si, de manera
que la competencia esta principalmente ocasionada por un impedimento estérico. En los ejemplos se describen
métodos para determinar la competicién entre anticuerpos.

Como se usa en el presente documento, la expresion “proteina policlonal” o “policlonalidad”, se refiere a una
composicion de proteinas que comprende moléculas de proteina homodlogas, pero diferentes, seleccionadas
preferentemente de la superfamilia de inmunoglobulinas. Por tanto, cada molécula de proteina es homologa a las
otras moléculas de la composicién, pero también contiene uno o mas tramos de secuencias polipeptidicas variables,
que se caracteriza (caracterizan) por diferencias en la secuencia de aminoacidos entre los miembros individuales de
la proteina policlonal. Como ejemplos conocidos de dichas proteinas policlonales se incluyen moléculas de
anticuerpo o de inmunoglobulina, receptores de células T y receptores de células B. Una proteina policlonal puede
consistir en un subconjunto definido de moléculas de proteina, que se ha definido por una caracteristica comun, tal
como la actividad de union compartida hacia una diana deseada, por ejemplo, en el caso de un anticuerpo policlonal
contra el antigeno diana deseado.
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Por “proteina o “polipéptido” se entiende que es cualquier cadena de aminoacidos, independientemente de la
longitud o modificacion postraduccional. Las proteinas pueden existir como mondmeros o multimeros, que
comprenden dos o mas cadenas polipeptidicas, fragmentos de proteinas, polipéptidos, oligopéptidos o péptidos
ensamblados.

El término “RFLP” (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) se refiere a “polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion”, un método mediante el cual el patrén migratorio del gel de los fragmentos de la molécula
de acido nucleico se analiza después de escisién con enzimas de restriccion.

La expresion “translocacién” describe situaciones en las que dos o mas miembros distintos de una proteina
policlonal que comprende dos cadenas polipeptidicas diferentes, por ejemplo, de la superfamilia de inmunoglobulina,
se expresan a partir de una célula individual. Esta situacion puede surgir cuando la célula individual ha integrado, en
el genoma, mas de un par de segmentos génicos, en el que cada par de segmentos génicos codifica un miembro
distinto de la proteina policlonal. En dichas situaciones pueden hacerse combinaciones involuntarias de las cadenas
polipeptidicas expresadas a partir de los segmentos génicos. Estas combinaciones involuntarias de las cadenas
polipeptidicas podrian no tener ningun efecto terapéutico.

La expresion “translocacion de cadenas Vy-V.” es un ejemplo de la translocacion descrita anteriormente. En este
ejemplo, los segmentos génicos que codifican V4 y Vi constituyen un par de segmentos génicos. La translocacion
ocurre cuando se producen combinaciones involuntarias de polipéptidos de Vy y Vi de una célula en la que dos
pares de segmentos génicos que codifican V4 y V| diferentes se integran en la misma célula. Es probable que dicha
molécula de anticuerpo translocada no conserve la especificidad original y por tanto podria no tener ningun efecto
terapéutico.

El término “transfeccion”, como se usa en el presente documento, es un término amplio para introducir ADN extrafio
en una célula. El término también significa que incluye otros métodos equivalentes funcionales para introducir ADN
extrafio en una célula, tal como, por ejemplo, transformacion, infeccion, transduccion o fusion de una célula
donadora y una célula aceptora.

Las expresiones “secuencia polipeptidica variable” y “region variable” se usan indistintamente.

La expresion “epitopos distintos” significa que cuando dos anticuerpos diferentes se unen a epitopos distintos, hay
una competencia menor del 100 % para la unién antigénica, preferentemente una competencia menor del 50 % para
la union antigénica, mas preferentemente de un modo esencial no hay competencia para la unién antigénica. Un
analisis para “epitopos distintos” de pares de anticuerpos se determina tipicamente mediante experimentos de unién
en condiciones de anticuerpos saturantes con cualquiera de analisis FACS en células que expresan EGFR y
anticuerpos marcados individualmente con fluorescencia o Resonancia de Plasmén Superficial usando el antigeno
EGFR capturado o conjugado con una superficie de célula de flujo como se describe en los ejemplos.

La expresion ser capaz de “inhibir la unién con EGF” cuando se aplica a una molécula de anticuerpo significa que la
molécula de anticuerpo presenta un valor de CI50 con respecto a la union de EGF con EGFR de menos de 10 nM,
preferentemente menos de 8 nM, mas preferentemente menos de 7 nM, mas preferentemente menos de 5 nM, mas
preferentemente menos de 4 nM, mas preferentemente menos de 3 nM, mas preferentemente menos de 2 nM, mas
preferentemente menos de 2 nM, mas preferentemente menos de 1 nM.

Las expresiones “receptor del factor de crecimiento epidérmico” “EGFR” y “antigeno EGFR” se usan indistintamente
en el presente documento, e incluyen variantes, isoformas y homdlogos de especie del EGFR humano. En una
realizacion preferida, la unién de un anticuerpo de la invenciéon con el antigeno EGFR inhibe el crecimiento de
células que expresan EGFR (por ejemplo, una célula tumoral) inhibiendo o bloqueando la unién del ligando de EGFR
con EGFR. La expresion ‘ligando de EGFR” incluye todos los ligandos (por ejemplo fisiolégicos) para EGFR,
incluyendo pero sin limitacion EGF, TGF-alfa, EGF de union a heparina (HB-EGF), anfirregulina (AR), herregulina,
betacelulina y epirregulina (EPI). En otra realizacion preferida, la unién de un anticuerpo de la invencién con el
antigeno EGFR media la fagocitosis de células efectoras y/o la destruccion de células que expresan EGFR.

Estructura de dominio de EGFR: la parte extracelular del EGFR maduro (SwissProt n.° de acceso P00533) consta de
621 aminoacidos y de cuatro dominios receptores: el dominio | incluye los restos 1-165, el dominio Il los restos 166-
312, el dominio Il los restos 313-481 y el dominio IV los restos 482-621 (Cochran et al., 2004, J. Immunol. Methods
287, 147-158). Se ha sugerido que los dominios | y Ill contribuyen a la formaciéon de sitios de unién de alta afinidad
para ligandos. Los dominios Il y IV son regiones similares a laminina ricas en cisteina que estabilizan el plegamiento
de las proteinas y contienen una posible interfaz de dimerizacion con EGFR.

Como se usa en el presente documento, la expresion “inhibe el crecimiento” (por ejemplo, referente a células)
pretende incluir cualquier disminucidon medible en la proliferacion (aumento en el nimero de células) o metabolismo
de una célula cuando se pone en contacto con un anticuerpo contra EGFR en comparacién con el crecimiento de las
mismas células que no se ponen en contacto con un anticuerpo contra EGFR, por ejemplo, la inhibicion del
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crecimiento de un cultivo de células por al menos aproximadamente 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %,
80 %, 90 %, 99 % o0 100 %.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “inhibe la unién” y “bloquea la unién” (por ejemplo, en
referencia a la inhibicion/bloqueo de la unién de un ligando de EGFR con EGFR) se usan indistintamente e incluyen
inhibicion/bloqueo tanto parcial como completo. La inhibicidon/bloqueo de la unién del ligando de EGFR con EGFR
reduce o altera preferentemente el nivel o tipo normal de sefializacion celular que se produce cuando el ligando de
EGFR se une a EGFR sin inhibicion o bloqueo. La inhibicién y el bloqueo también pretenden incluir cualquier
disminucion medible en la afinidad de unién del ligando de EGFR con EGFR cuando se pone en contacto con un
anticuerpo contra EGFR en comparacién con el ligando cuando no se pone en contacto con un anticuerpo contra
EGFR, por ejemplo, el bloqueo de ligandos de EGFR con EGFR por al menos aproximadamente 10 %, 20 %, 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 99 % o 100 %.

La expresion “anticuerpo recombinante” se usa para describir una molécula de anticuerpo o diversas moléculas de
anticuerpo que se expresa (expresan) a partir de una célula o linea celular transfectada con un vector de expresion
que comprende la secuencia codificante del anticuerpo que no esta asociada de manera natural con la célula.

Descripcion de los dibujos

Figura 1: Clasificacion de esplenocitos (para detalles véase el Ejemplo 1). Se realizaron las siguientes selecciones
(representadas):

* Selecciodn 1: células vivas (representacion grafica de FSC/yoduro de propidio). (Panel izquierdo inferior)

* Seleccion 2: las células plasmaticas se seleccionan como CD43 pos/CD138 pos (Panel derecho inferior)

» Seleccion 3: discriminacion doblete (panel derecho superior)

Figura 2: PCR mSymplex™ murina. RT-PCR de extension solapante Multiplex para la amplificacion y union afin de
genes de anticuerpo de cadena pesada y ligera de una sola célula. Para detalles remitase al Ejemplo 1.

Figura 3: Clonacion del repertorio murino. Un conjunto de productos de la PCR mSymplex™ que codificaba los
pares de genes VH/VL de células plasmaticas sencillas se cortaron y empalmaron con el gen que codificaba la
cadena ligera constante kappa humana mediante corte y empalme por extension solapante. El conjunto de genes,
que codificaban anticuerpos quiméricos completos de ser humano-ratén, se insertdé en un vector de expresion
seguido de una insercion de un casete promotor bidireccional (2xCMV)

Figura 4A: Representacion esquematica del vector de expresion de anticuerpos de longitud completa de mamifero
00-VP-002. Amp y Amp pro, gen de resistencia a ampicilina y su promotor; origen pUC, origen de replicacién pUC;
CMV, promotor de mamifero que dirige la expresion de la cadena ligera y la cadena pesada; lider IGHV, lider de
cadena pesada humana genodmica; relleno H, inserto que se intercambia por la secuencia que codifica la region
variable de cadena pesada; IGHG1, secuencia que codifica la region constante de la cadena pesada del isotipo G1
de inmunoglobulina genémica (la secuencia se muestra en el Anexo 2); B globina A de conejo, secuencia poli A de la
betaglobina de conejo; Lider IGKV, lider kappa murino; relleno L, inserto que se intercambia por secuencia que
codifica la cadena ligera, term SV40, secuencia terminadora del virus de simio 40; FRT, sitio de reconocimiento
diana de Flp; Neo, gen de resistencia a neomicina; SV40 poli A, secuencia sefial poli A del virus de simio 40.

Figura 5: Analisis de grupo de la diferencia de absorbancia a 450-620 nm. Los sobrenadantes se agruparon segun
reactividad tal como se indica con el nimero indicado (del 1 al 4) después del nimero de clon. El color gris oscuro
indica una disminucidon en el numero de células metabdlicamente activas, mientras que el gris claro indica un
aumento en el numero de células metabdlicamente activas. El color negro indica sobrenadantes sin efecto sobre el
numero de células metabdlicamente activas.

Figura 6: Grado de inhibicion de anticuerpos contra EGFR con anticuerpos de referencia enumerados dirigidos
contra dominios especificos de EGFR, determinado en un ensayo ELISA de competicion. A) Calculo de inhibicion. B)
La puntuacion de inhibicion es la siguiente: 25-49 %: competicion moderada (+); 50-74 %: competicion fuerte (++);
75-100 %: competicion muy fuerte (+++). Los cuadros que presenta inhibicion significativa (50-100 %) se sombrean
en gris. Erbitux y Vectibix se muestran por duplicado (cuatro experimentos independientes) para ilustrar la
reproducibilidad del ensayo. Ab2 (225) es el precursor murino que conduce a Erbitux.

Figura 7: llustracion de un ciclo de mapeo epitépico realizado en el aparato Biacore 3000 SPR, en el que un mAb de
muestra compite por la unién con el dominio extracelular de EGFR con cuatro anticuerpos de referencia diferentes.

Figura 8: Grado de inhibicion de anticuerpos contra EGFR con anticuerpos de referencia enumerados dirigidos
contra dominios especificos de EGFR, determinado por analisis de competiciéon con tecnologia de resonancia por
plasmon superficial, SPR. A) Calculo de inhibicion. B) La puntuacion de la inhibicion fue la siguiente: 25- 49 %:
competicion moderada (+); 50 - 74 %: competicion fuerte (++); 75-100 %: competicion muy fuerte (+++). Las células
que representan inhibicion significativa (50-100 %) se sombrean en gris. El clon 1229 marcado con asterisco (*) no
se uni6 en el ensayo Biacore.
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Figura 9: Determinacion de grupos de epitopos dentro del repertorio de anticuerpos contra EGFR mediante analisis
de competicion con SPR de pares de anticuerpos contra EGFR. Los anticuerpos se agruparon de acuerdo con un
supuesto reconocimiento de dominio de EGFR. Las células en las que se descubrieron combinaciones de
anticuerpos que se unian a epitopos solapantes que dieron como resultado una inhibicion de mas del 50 % se
sombrean en color gris. Las células en las que no se realizaron determinaciones se colorearon en negro. A) Calculo
de inhibicién. B) La puntuacion de la inhibiciéon fue la siguiente: 25- 49 %: competicion moderada (+); 50- 74 %:
competicion fuerte (++); 75-100 %: competicién muy fuerte (+++).

Figura 10: Mapas epitdpicos de anticuerpos de referencia y anticuerpos contra EGFR dirigidos contra el dominio
extracelular de EGFR determinado por analisis Biacore. A) Mapeo epitopico de anticuerpos dirigidos contra el
dominio | o dominio I/ll del dominio extracelular (ECD, Extra Cellular Domain) de EGFR. B) Mapeo epitdpico de
anticuerpos dirigidos contra el dominio 11l del ECD de EGFR.

Figura 11: Investigacion de la unién simultanea de una mezcla oligoclonal de anticuerpos dirigidos contra epitopos
no solapantes en EGFR. A) adicion secuencial de anticuerpos contra el dominio lll, dominio | o especificidad
desconocida. Los valores de inhibicién de los mAb de muestras sencillas ensayados frente a diferentes mezclas de
mAb o mAb sencillos se muestran en cuadros sombreados. También se muestran los valores de Ur max usados
para calcular la inhibicion. B) Analisis de competicion de seis mAb de muestras distintas dirigidos contra epitopos no
solapantes en EGFR y una mezcla de anticuerpos que contienen los seis anticuerpos ensayados. Las mezclas de
anticuerpos donde no se incluy6 el anticuerpo de muestra ensayado sirvieron como un control positivo. Los valores
de inhibicion de mAb de muestras sencillas ensayados contra diferentes mezclas de mAb se muestran en cuadros
sombreados. También se muestran los valores de Ur max usados para calcular la inhibicion. C) Los sensogramas
correspondientes de los analisis en B ilustran el bloqueo de anticuerpos y, en algunos casos, la potenciacion de la
union de los anticuerpos. D) Ensayo de anticuerpos adicionales dirigidos contra el dominio I, I/ll y especificidad
desconocida contra la mezcla de seis anticuerpos mAb.

Figura 12: Determinacion del bloqueo del ligando EGF mediado por anticuerpos mediante titulacién de anticuerpos
en EGFR de longitud completa y deteccion de la union del ligando EGF biotinilado con un reactivo de estreptavidina-
HRP. Las IgG Erbitux, Vectibix y Synagis (palivizumab) se usaron como controles positivos y negativos,
respectivamente. Después del bloqueo del epitopo del anticuerpo reconocido con los anticuerpos ensayados, se
visualizo el grado de competicion del ligando EGF por adicion de 0,1 pyg/ml de ligando EGF biotinilado y de un
conjugado de estreptavidina-HRP secundario para la deteccion.

Figura 13: Efecto del tratamiento previo con los anticuerpos indicados sobre la fosforilacion de EGFR inducida por
EGF (50 ng/ml) en células HN5. Los anticuerpos (10 pg/ml) indicados en el grafico se incubaron con las células
durante 30 minutos antes de la adicién de EGF durante 7,5 min. Los conjuntos de datos marcados con asterisco (*)
fueron significativamente diferentes del conjunto de datos del control ((-) ctrl) (p <0,05). A. 1208 tuvo un efecto
protector significativo sobre la fosforilacion de EGFR. B. 1277 y 1320 protegieron significativamente contra la
fosforilacion inducida por EGF. Las barras de error representan desviaciones tipicas de tres experimentos
independientes.

Figura 14: Analisis Western celular de EGFR fosforilado (PEGFR) y de EGFR en células HN5. La mezcla indica la
mezcla equimolar de los anticuerpos 992, 1030 y 1042 a una concentracion final de 10 pg/ml, cada uno de los
anticuerpos restantes se uso6 en una concentracion de 10 ug/ml. Se afiadieron 50 pg/ml de EGF durante 7,5 minutos
antes de la fijacion para estimular la fosforilacion de EGFR. Las barras de error representan desviaciones tipicas de
6 (ctlr-) o de 3 (992, 1030, 1042, mezcla o Erbitux) puntos de datos distintos. El 992, 1030, la mezcla y Erbitux
tuvieron un efecto protector significativo (* = p <0,05) sobre la fosforilacion.

Figura 15: Efecto de la incubacion de anticuerpos sobre la internalizacion de EGFR. Los datos se muestran como
porcentaje de receptores retirados de la superficie celular con respecto a la tincién inicial. Las barras de error
corresponden al ETM.

Figura 16: Curvas de crecimiento de células A431-NS en presencia de diversas concentraciones de los anticuerpos
992, 1030 y 1042 y mezclas de los mismos medidas mediante el porcentaje de células metabdlicamente activas en
comparacion con el control no tratado. 1001 es un anticuerpo no funcional con isotipo similar usado como control
negativo.

Figura 17: Curvas de crecimiento de células A431-NS en presencia de 10 pg/ml de los anticuerpos 992, 1030 y 1042
y mezclas de los mismos y diversas concentraciones de ligando EGF de EGFR medidas mediante la absorbancia a
450 nm. 1001 es un anticuerpo no funcional con isotipo similar usado como control negativo.

Figura 18: Curvas de crecimiento de células A431-NS en presencia de diversas concentraciones del anticuerpo 992

y mezclas de 992 y anticuerpos con epitopos no solapantes presentes en el dominio I, Il o Ill. 1001 es un anticuerpo
no funcional con isotipo similar usado como control negativo.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 582 386 T3

Figura 19. Apoptosis en células A431 NS. Se ensay6 la mezcla de EGFR, anticuerpos monoclonales individuales,
Erbitux y Vectibix en diluciones de factor 10. El complejo histona-ADN de células apoptodticas se midié usando un kit
ELISA de Roche.

Figura 20. Cuatro grupos de 10 ratones Balb/C Nu/Nu atimicos recibieron indculo de 1x10° células A431NS. Cuando
los tumores alcanzaron aproximadamente 100 mm?®, se inici6 el tratamiento. Los grupos recibieron inyeccion de
anticuerpos 1 mg/ml cinco veces durante el experimento, como se indica con las flechas. Los diametros tumorales
se midieron con calibradores digitales. Los resultados se muestran como volumen tumoral medio (+/- ETM).

Figura 21. Cuando los ratones individuales se sacrificaron en el experimento mostrado en la Figura 20, los tumores
se extirparon y se pesaron. Se muestran los valores medios +/- ETM. El asterisco indica el significado a un valor de
p <0,05.

Figura 22. Crecimiento de esferoides de A431-NS en presencia de 10 pg/ml de los anticuerpos 1001, Erbitux,
Vectibix y una mezcla de los tres anticuerpos con epitopos no solapantes 992+1030+1042. 1001 es un anticuerpo no
funcional con isotipo similar usado como control negativo.

Figura 23: Secuencia de ADN (SEQ ID NO 100) y de proteina (SEQ ID NO 101) del dominio extracelular de EGFR
de Cinomolgo clonada de ADNc procedente de epidermis de piel de mono Cinomolgo.

Figura 24: Alineamiento de la secuencia de proteina obtenida del ECD de EGFR de Cinomolgo (SEQ ID NO 101)
con el ECD de EGFR humano (SEQ ID NO 108) obtenido del GENBANK numero de registro X00588. También se
muestra una secuencia consenso (SEQ ID NO 109).

Figura 25: Ejemplo de discriminacién con ensayo ELISA entre anticuerpos de reaccion en cruzado y especificos de
especie que se unen a cualquiera de los ECD de EGFR de Humano o de Cinomolgo o a ambos.

Figura 26: Fotomicrografias de secciones tumorales representativas de cada uno de los cuatro grupos
experimentales de ratones xenoinjertados. A un aumento de 200x, las flechas indican focos de diferenciacion
terminal de células A431 in vivo. Obsérvese los focos notablemente mas grandes y mas numerosos de
diferenciacion terminal en el tumor tratado con una mezcla de tres clones contra EGFR (992+1030+1042), en los dos
paneles superiores.

Figura 27: A) Imagenes tomadas a un aumento de 40x de esferoides de NH5, 24 horas después de la adicion de 10
pg/ml del anticuerpo control. (Rituximab, contra CD20) o de la mezcla de anticuerpos 992 y 1024 contra EGFR. B)
Cuantificacion del area cubierta por células usando el programa informatico Image J (* p <0,01).

Figura 28. Diagrama que muestra los niveles de involucrina en los cuatro grupos de tratamiento como porcentaje del
grupo de control no tratado (* #xp <0,005 en comparacion con Erbitux, Vectibix y con el grupo de control Negativo
respectivamente).

Figura 29. A) Imagenes tomadas a aumentos de 60 x de células HN5 y A431NS incubadas durante 2 horas con
Erbitux o con 992+1024 marcados con Alexa-488 10 ug/ml. B) Imagenes tomadas a un aumento de 60 x con un
objetivo estenopeico (pin-hole) pequeiio de células A431NS incubadas durante 2 horas con 10 yg/ml de Erbitux o
con 992+1024 marcados con Alexa-488.

Figura 30. A) Imagenes tomadas a aumentos de 60 x de células HN5 incubadas con 10 ug/ml de Erbitux o 992+1024
marcados con Alexa-488 durante los periodos de tiempo indicados.

Figura 31: Determinacién de la especificidad de la presentacion antigénica de los Fab 992, 1024 y 1030 mediante
titulacion de anticuerpos en serie en células A431-NS y EGFR purificado de longitud completa en ELISA. Los
anticuerpos Fab unidos se visualizaron con un anticuerpo secundario de cabra contra Fab humano conjugado con
HRP especifico. A) Anticuerpos Fab ensayados contra EGFR de longitud completa purificado de células A431. B)
Anticuerpos Fab ensayados contra EGFR expresado en la superficie de células A431-NS.

Figura 32: Determinacion de la afinidad funcional de IgG y fragmentos Fab de anticuerpos 992, 1024, 1030, Erbitux y
Vectibix mediante titulacion en serie en células A431-NS fijadas en paraformaldehido en ELISA. Los anticuerpos Fab
e IgG unidos se visualizaron con un anticuerpo secundario de cabra contra Fab humano conjugado con HRP
especifico. El anticuerpo contra la proteina de F del RSV Synagis se emple6 como un anticuerpo de control
negativo, y no mostré ninguna unién en el ensayo ELISA empleado. A) Unién funcional de anticuerpos IgG con
células A431-NS. B) Union funcional de anticuerpos Fab con células A431-NS.

Figura 33: Determinacion de la potenciacion de la union de IgG con EGFR en células A431-NS después de
saturacion previa del receptor con fragmentos Fab que se unen a epitopos no solapantes. Se dejé que los
fragmentos Fab indicados saturasen el epitopo de EGFR reconocido en células A431-NS durante 30 min, después
de lo cual los anticuerpos IgG especificos se titularon en serie y se unieron a IgG con o sin adicion de Fab
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visualizado con anticuerpo secundario de raton contra Fc de ser humano conjugado con HRP. A) Caracteristicas de
union de IgG 992 con células A431-NS con o sin saturacion previa del receptor con los fragmentos Fab indicados. B)
Caracteristicas de union de IgG 1024 con células A431-NS con o sin saturacion previa del receptor con los
fragmentos Fab indicados. C) Caracteristicas de unién de IgG 1030 con células A431-NS con o sin saturacion previa
del receptor con los fragmentos Fab indicados.

Figura 34: ADNc de EGFR de longitud completa de Cinomolgo (Figura 34A; SEQ ID NO 102) y proteina codificada
(Figura 34B; SEQ ID NO 103).

Figura 35: Apoptosis obtenida en células A431NS con 1 pg/ml de los anticuerpos/combinaciones que se indican. Se
detectaron complejos de histona-AD en un kit ELISA de Roche. Los niveles de apoptosis se relacionaron con los de
un control positivo (apoptosis maxima).

Figura 36: Ratones nu/nu Balb/C reC|b|eron inyeccion de 1x10° células A431 NS. Cuando los tumores alcanzaron un
promedio de aproximadamente 100 mm? los tratamientos se iniciaron. Los ratones recibieron 17 inyecciones con
anticuerpo. El primer tratamiento comenzo el dia 8 y el ultimo el dia 34. El anticuerpo/composiciones se inyectaron a
0,5 mg/dosis o a 0,17 mg/dosis. Se muestran valores medios del volumen tumoral +/- ETM.

Figura 37: Inhibicion de la proliferacion de células A431 NS. El eje X muestra diferentes combinaciones
representativas de 3 anticuerpos de la invencién. El eje Y muestra la actividad metabdlica como porcentaje de
control no tratado (control). Se representan barras de error +/- ETM. Para detalles adicionales véase el Ejemplo 6.

Figura 38. Efecto inhibidor del crecimiento de dos dosis diferentes de la mezcla de 992+1024 en comparamon con
Erbitux en xenoinjertos tumorales humanos A431 NS. Ratones nu/nu BALB/C se inocularon con 10° células A431
NS. Cuando los tumores alcanzaron un tamafo promedio de 100 mm?® (dia 8) los ratones se asignaron al azar en
grupos de 9 y comenzé el tratamiento. Los anticuerpos indicados se inyectaron a 0,5 mg/dosis o a 1 mg/dosis, dos
veces a la semana durante un total de 9 inyecciones. En el grafico, el area en color gris claro indica el periodo de
tratamiento. El inicio de una linea de puntos sefiala el momento en el cual el primer ratéon de un grupo determinado
se sometié a eutanasia debido a un tamafo tumoral excesivo. Las diferencias estadisticamente significativas entre 2
mg/semana de 992+1024 frente a 2 mg/semana de Erbitux y 1 mg/semana de 992+1024 frente a 2 mg/semana de
Erbitux se calcularon todas el dia 60 excepto el grupo de 992+1024 2 mg/semana. El tamafio tumoral de los
animales excluidos antes del dia 60 se realizd, por tanto, el grafico muestra el volumen tumoral acumulado de todos
los ratones en un grupo determinado. Se muestran los valores medios +/- ETM.

Figura 39. Representacion grafica Kaplan-Meyer de la supervivencia de los ratones tratados con la mezcla de
anticuerpos 992+1024, Erbitux o anticuerpo de control (mismo experimento que el mostrado en la Figura 38). Los
resultados se presentan como porcentaje de supervivencia de los ratones tratados. Se observé una diferencia
significativa entre el porcentaje de supervivencia de los ratones en los grupos tratados con una dosis alta (2
mg/semana, P = 0,0008)) y una dosis baja (1 mg/semana, P = 0,0004) cuando se comparaba con 992+1024 y
Erbitux. Ademas, una dosis baja de 992+1024 fue significativamente mejor cuando se comparé con una dosis alta de
Erbitux (P = 0,0087). La diferencia estadistica se calculé usando un ensayo de rango logaritmico (Mantel-Cox).

Figura 40: Analisis de reactividad cruzada de las IgG 992, 1024 y 1320 contra células CHO transfectadas con EGFR
de longitud completa de Cinomolgo y de Humano mediante analisis FACS. El anticuerpo unido se detectd con un
anticuerpo de cabra contra Fc F(ab’), de IgG de ser humano marcado con PE. La seleccién se realizé en células
uniformes (propiedades SCC/FCS) que expresaban EGFR. La union se expres6 como % maximo de union del
anticuerpo a una concentracion de 1 nM.

Figura 41: Alineamiento Clustalw2 de las secuencias de aminoacidos de las regiones variables candidatas
humanizadas (hu) y murinas (qui (quiméricas)) de las cadenas tanto pesada como ligera de 992 (A) y 1024 (B). Las
regiones CDR, definidas por IMGT, se indican subrayadas; los huecos se presentan con (-), los aminoacidos
idénticos con (*), las mutaciones conservativas con (:) y las semiconservativas con (.). El aminoacido en negrita
indica posiciones de aminoacidos donde se realizaran retromutaciones en el resto murino identificado original si las
variantes estructurales completamente humanas presentan afinidad de unién disminuida. Los nimeros de secuencia
ID son los siguientes: VH 992 humanizado (SEQ ID NO 104). VL 992 humanizado (SEQ ID NO 105). VH 1024
humanizado (SEQ ID NO 106). VL 1024 humanizado (SEQ ID NO 107). VH 992 quimérico (aa 3-124 de SEQ ID NO
40). VL 992 quimérico (aa 3-109 de SEQ ID No 72). VH 1024 quimérico (aa 3-120 de SEQ ID NO 41). VL 1024
quimérico (aa 3-114 de SEQ ID NO 73).

Figura 42A: Representacion esquematica de los genes que codifican el dominio variable doble para 992L.1024; IGHV
99211024 (751 pb) se representa desde el sitio de restriccion 5’ Ascl seguido por IGHV 992, el enlazador ASTKGP,
IGHV 1024 y terminacion en el sitio de restriccion 3’ Xhol, IGKV 99211024 (1071 pb) se representa desde el sitio de
restriccion 5 Nhel seguido por IGKV 992, el enlazador TVAAP, IGKV 1024, IGKC vy la terminacion en el sitio de
restriccion 3’ Notl.
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Figura 42B: Representacion esquematica de los genes que codifican el dominio variable doble de 1024L992; IGHV
10241992 (751 pb) se representa desde el sitio de restriccion Ascl/ 5’ seguido por IGHV 1024, el enlazador ASTKGP,
IGHV 992 y terminacion en el sitio de restriccion 3’ Xhol, IGKV 1024L992 (1071 pb) se representa desde el sitio de
restriccion 5’ Nhel seguido por IGKV 1024, el enlazador TVAAP, IGKV 992, IGKC y terminacion en el sitio de
restriccion 3° Notl.

Descripcion detallada de la invencion
Mezclas de anticuerpos

En el presente documento se describe una composicién de anticuerpos que comprende moléculas de anticuerpo
capaces de unirse a al menos tres epitopos de EGFR distintos, preferentemente tres epitopos de EGFR no
solapantes. La naturaleza no solapante de los anticuerpos se determina preferentemente usando anticuerpos
marcados de manera diferente en un analisis FACS con células que expresan EGFR o usando resonancia de
plasmén superficial usando el antigeno EGFR capturado o conjugado con una superficie de célula de flujo. También
pueden usarse métodos basados en ELISA como se describe en los ejemplos. Una composicidon que se une a tres
epitopos de EGFR no solapantes puede usarse contra una amplia serie de tipos de cancer dependiente de EGFR
dado que puede ser menos vulnerable a diferencias en la conformacion de EGFR y menos vulnerable a mutaciones
en comparaciéon con una composicion de anticuerpos monoclonales que se dirige a uno o mas epitopos.
Adicionalmente, la composiciéon de anticuerpos que se une a tres epitopos de EGFR no solapantes puede
proporcionar una eficacia superior en comparacion con una composicion que se dirige a menos epitopos. En
particular, la composicién de anticuerpos puede proporcionar eficacia superior con respecto a la diferenciacion
terminal de células cancerosas in vivo. Figura 37 numerosos ejemplos de fuertes composiciones de anticuerpos que
se unen a tres epitopos de hEGFR distintos ilustran la aplicabilidad general del concepto.

Para una terapia con anticuerpos monoclonales contra EGFR una determinada proporcion de pacientes no
respondera eficazmente al tratamiento con anticuerpos. Para algunos de los pacientes, esto puede deberse a la
rapida eliminacion del anticuerpo o debido a que el anticuerpo genera una respuesta inmunitaria en el paciente
contra el anticuerpo. Para algunos pacientes, la ausencia de respuesta puede ser porque su cancer dependiente de
EGFR particular expresa EGFR en una conformacién en la que el anticuerpo monoclonal no puede unirse a su
epitopo. Esto podria deberse a diferencias en la glucosilaciéon, debido a una delecién de dominio, o debido a
mutaciones y/o SNP.

Ademas, para algunos canceres, la estimulacion autocrina del EGFR causada por la produccion de ligandos de
células cancerosas es importante, aunque en otros casos, el EGFR expresado por las células cancerosas no
requiere estimulacion de ligando. Para los ultimos tipos de cancer, un anticuerpo capaz de inhibir la unién con el
ligando puede que no sea eficaz.

Una composicién de anticuerpos en la que los anticuerpos pueden unirse al menos a tres epitopos distintos en
EGFR sera mas ampliamente aplicable, dado que disminuye la probabilidad de que se cambien los tres epitopos en
comparacion con el epitopo (o epitopos) reconocido por los anticuerpos. Adicionalmente, la probabilidad de que el
paciente elimine todos los anticuerpos es mucho mas baja. Finalmente, los ejemplos muestran que en ensayos
funcionales, una mezcla que comprende tres anticuerpos que se unen a epitopos distintos es superior a un
anticuerpo monoclonal y a una mezcla que comprenda dos anticuerpos. La superioridad se ha mostrado mas
claramente en términos de induccién de diferenciacién terminal de las células cancerosas usando tres anticuerpos
de Dominio Ill con epitopos no solapantes. Dicha diferenciacién terminal eficaz inducida por anticuerpos de las
células cancerosas no se ha notificado anteriormente y representa una etapa significativa hacia adelante en el
disefio eficaz de carcinoterapias basadas en anticuerpos. Resultados posteriores han mostrado que pueden
obtenerse resultados similares o incluso superiores con una combinacién particular de dos anticuerpos.

Para una eficacia clinica mejorada y una utilidad mas general contra una amplia serie de tipos de cancer
dependientes de EGFR, el nUmero de anticuerpos presente en la composicion puede aumentarse. Por tanto, la
composicion puede comprender anticuerpos con capacidad para unirse a cuatro epitopos no solapantes. La
composicion puede comprender anticuerpos con capacidad para unirse a cinco epitopos no solapantes. La
composicion puede comprender anticuerpos con capacidad para unirse a seis epitopos no solapantes. Los ejemplos
de la presente solicitud muestran que al menos seis anticuerpos distintos pueden unirse a la vez al EGFR (Ejemplo
3). Esto no excluye que sea posible, o incluso ventajoso, disefiar una composicion que comprenda anticuerpos con
capacidad para unirse a mas de seis, tal como siete u ocho epitopos no solapantes, seleccionando cuidadosamente
anticuerpos.

La composiciéon puede comprender mas de una molécula de anticuerpo que se una a un epitopo, tal como dos
anticuerpos que se unen a epitopos diferentes aunque solapantes. Puede haber ventajas de incluir anticuerpos con
epitopos solapantes ya que esto aumenta la probabilidad de que se una el epitopo. Una légica detras de esto es que
el epitopo, en algunos pacientes y/o en algunas células cancerosas, puede cambiarse debido a cambios
conformacionales o a mutaciones o a SNP (polimorfismos mononucleotidicos). Aunque esto pueda afectar a la uniéon
de un anticuerpo, puede no afectar a la unién de otro anticuerpo que se una a un epitopo solapante. Asimismo,
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existe un riesgo de que los pacientes eliminen uno de los anticuerpos, dado que este se contempla como un
antigeno. Incluyendo dos anticuerpos que se unan a epitopos diferentes aunque solapantes, la consecuencia de la
eliminacion de uno de los dos anticuerpos y la consecuencia de una mutacion en un epitopo disminuye.

La composicién puede comprender dos anticuerpos que se unen a diferentes epitopos aunque solapantes. La
composicion puede comprender dos moléculas de anticuerpo distintas que se unan al mismo epitopo. Los
anticuerpos que se unen a los mismos epitopos o a epitopos solapantes pueden ser del mismo isotipo o de isotipo
diferente.

Una composicion de anticuerpos que comprende anticuerpos dirigidos contra tres epitopos no solapantes puede
comprender por tanto cuatro, cinco o seis moléculas de anticuerpo distintas de tal manera que dos anticuerpos se
unan a dos epitopos solapantes, o al mismo primer epitopo, que otros dos anticuerpos se unan a otros dos epitopos
solapantes, o al mismo segundo epitopo y que dos anticuerpos se unan a otros dos epitopos solapantes o al mismo
tercer epitopo. Por supuesto, la composicién puede comprender mas de dos, tal como tres o cuatro moléculas de
anticuerpo que pueden unirse a epitopos solapantes o que pueden unirse al mismo epitopo. Por tanto, el nUmero de
anticuerpos total incluido en la composicion puede ser de mas de 6, teniendo mas de un anticuerpo para cada
epitopo o teniendo varios anticuerpos con epitopos solapantes. Manteniendo constante la dosificacion total de
anticuerpo, para cada anticuerpo adicional incluido en la composicién, la concentracion de cada anticuerpo
disminuye. Por lo tanto, se espera que haya un limite con respecto al nimero de anticuerpos que pueda incluirse en
una composicion, manteniendo al mismo tiempo una eficacia aceptable. Basandose en observaciones de los
estudios de unién con Resonancia de Plasmén Superficial y ensayos de proliferacion y teniendo en cuenta los
desafios durante la fabricacion, se espera poder obtener una ventaja adicional limitada (si la hubiera) aumentando el
numero de anticuerpos de 6 a 7, 8, 9, 10 o mas. Por supuesto, esto no excluye que la composicion comprenda mas
de 10 anticuerpos, tal como 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 anticuerpos o mas, tal como 25 anticuerpos o
mas, por ejemplo, 30 anticuerpos o mas, tal como 40 anticuerpos o mas, tal como 50 anticuerpos o mas.

Aungque una composicion de anticuerpos puede comprender anticuerpos que puedan unirse a al menos tres
epitopos de EGFR no solapantes, también se han obtenido resultados superiores con combinaciones especificas de
anticuerpos que pueden unirse a dos epitopos de EGFR no solapantes. Estas composiciones preferidas de “dos
anticuerpos” se describen con mas detalle mas adelante junto con una guia que hace referencia a como disefiar
composiciones de anticuerpos de la invencién. Como resultado se ha obtenido que, comparando con la composicién
de tres anticuerpos que comprende los anticuerpos 992, 1030 y 1042, podria obtenerse una eficacia similar o incluso
mejorada cuando se usa una composicion solo con dos anticuerpos: 992 y 1024. Dado que los anticuerpos 1024 y
1042 pertenecen al mismo grupo, y por lo tanto tienen la misma especificidad de unién, en efecto, los resultados
observados para la composicion de tres anticuerpos, incluyendo el efecto sobre la diferenciaciéon terminal, puede
atribuirse a solo dos de las especificidades de unién (992 y 1024/1042) en la composicion.

Adicionalmente al menos un anticuerpo en la composicién se une a un epitopo de dominio Ill, mas preferentemente
la composicion comprende al menos dos anticuerpos que se unen a epitopos de dominio Ill, y la composicion
también puede comprender tres anticuerpos que se unen a epitopos de dominio Ill.

La composicion puede comprender al menos un anticuerpo con unién a un epitopo de dominio | y puede comprender
al menos dos anticuerpos con unién a epitopos de dominio I.

La composicion puede comprender al menos un anticuerpo con union a un epitopo de dominio Il y puede
comprender anticuerpos con unioén a dos epitopos de dominio |l.

La composicién también puede comprender un anticuerpo con unién a un epitopo de dominio I/ll como se define en
el presente documento.

La composicion puede comprender un anticuerpo que puede unirse a un epitopo de dominio IV.
La composicion puede comprender al menos una molécula de anticuerpo que puede inhibir la unién con EGF.
Adicionalmente, la composicién puede comprender un anticuerpo capaz de prevenir la fosforilaciéon de EGFR.

Adicionalmente la composicion puede comprender un anticuerpo capaz de potenciar la internalizacion/degradacion
de EGFR.

La composicién puede comprender al menos un anticuerpo de dominio Il y al menos un anticuerpo de dominio l/Il.
Adicionalmente, la composicién puede comprender al menos dos anticuerpos de dominio Ill y un anticuerpo de
dominio .

La composicion puede comprender al menos dos anticuerpos de dominio lll, tal como al menos tres anticuerpos de
dominio Ill.
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Los anticuerpos de la composicion pueden ser anticuerpos quiméricos con cadenas variables no humanas y
cadenas constantes humanas. Las cadenas variables no humanas pueden ser de ratén, rata, oveja, cerdo, pollo,
primate no humano u de otro animal adecuado. Para obtener anticuerpos completamente humanos los anticuerpos
pueden generarse en un animal transgénico con genes de anticuerpos humanos. Los anticuerpos también pueden
denominarse anticuerpos humanizados, donde se han injertado las secuencias CDR no humanas en secuencias
marco conservadas humanas.

Preferentemente, la cadena constante humana es de isotipo IgG1 o IgG2. Mas preferentemente todos los
anticuerpos en la composicion tienen el mismo isotipo para facilitar la fabricacion. Sin embargo, puede ser ventajoso
incluir en la composicién anticuerpos de isotipo diferente.

Preferentemente, las composiciones de anticuerpos de la invencion comprenden anticuerpos capaces de unirse a
EGFR seleccionado del grupo que consiste en EGFR humano, EGFR humano mutado, y variantes de delecion de
EGFR humano. Preferentemente, los anticuerpos pueden unirse a EGFR tanto de ser humano como de primate no
humano, de manera que pueden ensayarse en estudios de toxicologia relevantes antes de realizar experimentos
clinicos. Preferentemente, el primate no humano es mono cinomolgo (Macaca fascicularis).

Para confirmar el concepto de tratamiento de cancer dependiente de EGFR, identificado anteriormente, usando
anticuerpos que se unen a tres o a mas epitopos distintos, los autores de la presente invencién han identificado,
fabricado y caracterizado, una serie de anticuerpos quiméricos de ratén/ser humano dirigidos contra EGFR. Estos
anticuerpos quiméricos se han comparado individualmente y en mezclas, con anticuerpos monoclonales del estado
de la técnica, tales como, por ejemplo, Erbitux™ y Vectibix™.

La Tabla 1 muestra un resumen de los anticuerpos quiméricos individuales y de las caracteristicas asociadas con
estos. El N.° de anticuerpo es un ndmero de referencia que se utiliza a lo largo de la presente solicitud. La
especificidad es el dominio del EGFR al cual se une el anticuerpo, como se pone de manifiesto en el Ejemplo 3.
deltaEGFR es la capacidad del anticuerpo para unirse a un mutante de EGFR (EGFRvIIl) como se describe en el
Ejemplo 1. EGFR de cinomolgo es la capacidad del anticuerpo para unirse al EGFR de cinomolgo (Ejemplo 10).
Inhib. de EGF es la capacidad del anticuerpo para inhibir la uniéon con EGF (Ejemplo 4). La proliferacion es la
capacidad del anticuerpo para inhibir la proliferaciéon de lineas de células cancerosas, A431 y HN-5 (Ejemplo 6).

Tabla 1. Anticuerpos de la invencion y como se describe en el presente documento

N.° de Especificidad | deltaEGFR EGFR de Inhib. de | Proliferaciéon
anticuerpo cinomolgo EGF
992 Dominio Il no/débil si si/débil si
1030 Dominio Il si si si si
1024 Dominio Il si si si
1042 Dominio IlI débil si (si) si
1277 Dominio Il si Si si HN5
1254 Dominio Il si Si si HN5
si HN5+/-
1208 Dominio Il si si si 992
1320 Dominio Il débil No si si
1257 Dominio I/l [no si no si
1261 Dominio | no Si no si
1229 Sin  dominio|si No no si (A431)
I/
1284 Dominio | no Si si si
1344 Dominio I/l [no si nd HN5 w/992
1260 Dominio I/l {no Si si A431
1308 Dominio | no si nd HN5 w/992
1347 Dominio | no si nd HN5 w/992
1428 Dominio I y Il [no Si si HN5 w/992

A partir de los datos generados con los anticuerpos quiméricos ensayados en solitario o en combinacién en ensayos
de proliferacion, unién, degradacion/inactivacion de receptor y motilidad, y en modelos animales, pueden extraerse
diversas conclusiones.

Los resultados obtenidos con dos lineas celulares de cancer, HN-5 y A431 (Ejemplo 6) se han repetido con lineas
celulares de diferentes canceres (MDA-MB-468 una linea celular de cancer de mama; DU145 una linea celular de
cancer de prostata). Lo que es evidente a partir de estos experimentos es que las combinaciones de los anticuerpos
proporcionadas por los autores de la presente invencion presentan eficacia contra una serie muy amplia de lineas de
células cancerosas, confirmando la eficacia de las composiciones de anticuerpos contra una serie de
conformaciones de EGFR.
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También se ha mostrado que la superioridad de las mezclas de anticuerpos es mayor en ensayos de proliferacion
cuando se afiaden al medio de crecimiento concentraciones fisiolégicas de ligando (EGF) en comparaciéon con
cuando no se afiade EGF (Figura 17). De acuerdo con la bibliografia (Hayashi y Sakamoto 1998 J Pharmacobiodyn
11; 146-51) el suero contiene aproximadamente de 1 a 1,8 ng/ml o de 0,2 a 0,3 nM de EGF aunque se indica que el
jugo gastrico contiene 0,3 ng/ml (aprox. 0,05 nM) (Pessonen et al. 1987 Life Sci 40; 2489-94). En un entorno in vivo,
el EGF y otros ligandos de EGFR estan probablemente presentes y la capacidad de la mezcla de anticuerpos para
que sea efectiva en presencia de ligando EGFR es por lo tanto una caracteristica importante de las mezclas de
anticuerpos de la presente invencion.

Los anticuerpos de ratén/ser humano quiméricos proporcionan mejores resultados cuando se usan en combinacion
que cuando se usan en solitario. Esto se ilustra en diversos experimentos (véase, por ejemplo, el Ejemplo 6), en el
que cuando los anticuerpos se ensayan en solitario solo muestran efectos antiproliferativos moderados en una linea
celular de cancer (A431-NS), pero cuando se usan en cualquier combinacién, muestran resultados notablemente
superiores. Estos resultados se han confirmado con numerosas combinaciones de los anticuerpos quiméricos de la
presente invencion. Se han obtenido resultados particularmente superiores con una composicién que comprende los
anticuerpos 992 y 1024.

Por ejemplo, en un ensayo de antiproliferacion con A431-NS y HN-5, se han analizado diversos anticuerpos junto
con cualquiera de los anticuerpos 992, 1208, 1254, y 1277.

Estudios de unién con receptores han mostrado que algunos anticuerpos pueden estimular realmente la union de
anticuerpos adicionales, de tal manera que un anticuerpo particular se une en mayores cantidades con el receptor
después de la saturacion del receptor con uno o varios anticuerpos. La union del anticuerpo 992, dirigida contra el
dominio Ill, se beneficia claramente de este efecto sinérgico obtenido por saturacion previa del receptor con uno o
mas anticuerpos que se unen a epitopos no solapantes. Otro ejemplo de este efecto cooperativo se observa cuando
el anticuerpo 1396, dirigido contra un epitopo desconocido, se ensaya contra EGFR saturado con anticuerpos que
se unen a epitopos no solapantes.

Estudios de unién con receptores también han mostrado que es posible unir al menos 6 anticuerpos con el dominio
extracelular de EGFR simultaneamente. Estos 6 anticuerpos representan 3 anticuerpos de dominio lll, un anticuerpo
de dominio |, un anticuerpo de dominio l/ll y un anticuerpo que se une a un epitopo desconocido. Cabe destacar
que, la unién de los tres anticuerpos de dominio Il parece facilitar la unién posterior de anticuerpos adicionales. Esto
confirma claramente el concepto de proporcionar composiciones de anticuerpos con diversos anticuerpos que se
unan a epitopos distintos.

Cuando se disefia la composicién de una composicion de anticuerpos contra EGFR, los anticuerpos con epitopos no
solapantes se usan preferentemente como estos proporcionando un efecto sinérgico superior.

También es preferible que al menos uno de los anticuerpos de la mezcla (cuando se ensaya en solitario) pueda
inhibir la unién del ligando con EGFR, por ejemplo, pueda inhibir la unién con EGF y/o pueda inhibir la unién con
TGFalfa y/o pueda inhibir la unién con la anfirregulina. El anticuerpo que puede inhibir la unién con EGF puede
seleccionarse del grupo que consiste en los anticuerpos 992, 1030, 1024, 1042, 1208, 1254, 1277, 1284, 1320, y
1428, o del grupo que consiste en los anticuerpos 1208, 1260, 1277 y 1320.

Probablemente, es preferible que al menos un miembro de anticuerpo en la mezcla de anticuerpo pueda reducir la
fosforilacion de EGFR. Los ejemplos de anticuerpos con esta propiedad incluyen: 992, 1030, 1042, 1208, 1277 y
1320.

El dominio 1ll de EGFR es de importancia para la union del ligando con el receptor. Ademas, la unién del anticuerpo
con el Dominio Il puede estabilizar al EGFR en la conformacion monomérica unida, que no conduce a la
sefalizacion del receptor. Por estas razones, la composicion de anticuerpos debe contener al menos un anticuerpo
con especificidad para el dominio Ill. Los anticuerpos de dominio Il incluyen los anticuerpos 992, 1024, 1030, 1208,
1254, 1277 y 1320. Adicionalmente, el al menos un anticuerpo de dominio Ill puede seleccionarse del grupo que
consiste en los anticuerpos 992, 1254, 1277, 1208 y 1320. La composicion de anticuerpos puede comprender mas
de un anticuerpo de dominio Il tal como al menos 3 anticuerpos de dominio Ill, por ejemplo al menos 4 anticuerpos
de dominio Ill, tal como al menos 5 anticuerpos de dominio Ill, por ejemplo al menos 6 anticuerpos de dominio Ill.

Como se describe en el presente documento, la composicion de anticuerpos puede comprender al menos un
anticuerpo de dominio I. El al menos un anticuerpo de dominio | puede seleccionarse del grupo que consiste en los
anticuerpos 1284, 1308, 1344 y 1347.

Como se describe en el presente documento, la composicion de anticuerpos puede comprender al menos un
anticuerpo de dominio I/Il. El al menos un anticuerpo de dominio I/ll puede seleccionarse del grupo que consiste en
los anticuerpos 1257, 1260, 1261,1428 y 1434.

Las combinaciones especificas eficaces de dos anticuerpos descritos en el presente documento son:
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Anticuerpo 1280 junto con 1024, 1320, 1308, 1284, 1260 o 1030.
Anticuerpo 1254 junto con 1024, 1030, 1260, 1284, 1308 o 1320.
Anticuerpo 1277 junto con 1024, 1030, 1260, 1284, 1308 o 1320.
Anticuerpo 992 junto con 1030, 1260, 1284, 1308, 1320 o 1024.

Los ejemplos de mezclas superiores de dos anticuerpos incluyen 992+1024; 992+1320; 992+1042; 1277+1320;
1208+1320. Particularmente se prefiere 992+1024.

Las mezclas con tres anticuerpos incluyen: los anticuerpos 992+1030+1042; 992+1320+1024; 992+1024+1030;
1320+1284+1261; 1320+1214+1320; 992+1284+1320; 992+1255+1024; 992+1030+1320; 992+1024+1214;
992+1261+1320; 992+1024+1284; 992+1024+1211; 992+1024+1030; 1260+1214+1254; 992+1255+1320;
992+1211+1320; 992+1030+1261; 992+1260+1030; 992+1260+1320; 992+1030+1214.

Las mezclas con cuatro anticuerpos incluyen: los anticuerpos 992+1320+1024+1030; 992+1024+1030+1284;
1277+1320+1260+1347; 1277+1320+1261+1347; 1277+1320+1261+1284; 1254+1320+1260+1347;
1254+1320+1261+1347; 1254+1320+1261+1284; 1254+1024+1260+1347; 1254+1024+1261+1347;
1254+1024+1261+1284; 1277+1024+1260+1347; 1277+1024+1261+1347; 1277+1024+1261+1284.

Las mezclas con 5 anticuerpos incluyen: 992+1030+1024+1260+1347; 992+1030+1024+1261+1347;
992+1030+1024+1261+1284; 992+1030+1320+1260+1347; 992+1030+1320+1261+1347;
992+1030+1320+1261+1284;

Una mezcla con 8 anticuerpos incluye: 992+1030+1024+1277+1254+1320+1260+1261+1284+1347;

Adicionalmente, para poder realizar un estudio toxicolégico en un primate no humano, es preferible que todos los
anticuerpos de la composicién se unan al EGFR de ser humano asi como a al menos otro EGFR de primate, tal
como EGFR de chimpancé, Macaca mulatta , mono Rhesus y otros monos, o mono cinomolgo. EI mono cinomolgo
es un animal relativamente pequefio, y muy bien adecuado para realizar estudios toxicolégicos. Por lo tanto, el
EGFR de primate adicional es preferentemente EGFR de mono cinomolgo. Preferentemente los anticuerpos se unen
aproximadamente con la misma afinidad al EGFR de ser humano y al de primate no humano.

La presente divulgacion ha mostrado resultados superiores en uno o mas ensayos funcionales cuando se combinan
2, 3,4,5,6, 7, y 8 anticuerpos en una composicion. Aunque estos datos proporcionan una orientacion sobre la
seleccion del numero de anticuerpos en la composicion, de ninguna manera debe interpretarse de un modo
limitante. La composiciéon puede comprender mas de 8 anticuerpos, aun cuando los datos experimentales solo
muestren unién simultanea de 6 anticuerpos. Puede haber otras razones para incluir mas de 6 anticuerpos en la
composicion, tal como, por ejemplo, diferencias en la tasa de eliminacion de los miembros de anticuerpo.

Una caracteristica adicional preferida de los anticuerpos de las composiciones es la homogeneidad de las proteinas,
de tal manera que los anticuerpos pueden purificarse facilmente. Para los miembros de anticuerpos individuales, se
prefiere un perfil de cromatografia de intercambio iénico con un pico distinto para facilitar la caracterizacion. También
se prefiere un perfil de cromatografia de intercambio i6nico claro para facilitar la caracterizacion de la composicion
final de anticuerpos. También es preferible, cuando se combinan los anticuerpos, que puedan diferenciarse usando
cromatografia de intercambio iénico, de tal manera que la composicion con todos los anticuerpos pueda
caracterizarse en un proceso.

Los anticuerpos pueden ser de cualquier origen, tal como ser humano, murino, conejo, pollo, cerdo, llama, cabra.
Los anticuerpos también pueden ser quiméricos, como se describe en los ejemplos, o pueden ser humanizados,
superhumanizados o versiones remodeladas de los mismos usando métodos bien conocidos descritos en la técnica.

Una composicién de anticuerpos preferida

Como se muestra en los ejemplos que se adjuntan, la composicion contra EGFR basada en los anticuerpos 992 y
1024 tiene propiedades unicas y distintas. La union del anticuerpo 992 esta potenciada por la uniéon de otros
anticuerpos que incluyen 1024. A diferencia de lo que ocurre con los anticuerpos comerciales, tanto 992 como 1024
se unen preferencialmente a epitopos conformacionales presentados en las células (Ejemplos 14 y 15). Los dos
epitopos de 992 y 1024 se solapan con pero son distintos del epitopo o epitopos de Erbitux y Vectibix. A diferencia
de diversas otras composiciones de dos anticuerpos en las que los anticuerpos individuales se unen a epitopos no
solapantes, la composicion basada en las especificidades de unién de los anticuerpos 992 y 1024 desencadena la
internalizacion del receptor rapida y eficazmente. Un nuevo mecanismo de accién que implica la diferenciacion
terminal acompafiada de expresion aumentada de involucrina y la aparicién de perlas de queratina se observa en un
modelo animal después de tratamiento con las composiciones de anticuerpos basadas en los anticuerpos 992 y
1024. Este mecanismo de accién exclusivo conduce a una inhibicién del crecimiento mas eficaz y prolongada in vitro
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e in vivo. Esto puede observarse mas claramente en los ejemplos in vivo en los que los tumores contintian
disminuyendo después de finalizar el tratamiento. En el grupo de control que recibe Erbitux, los tumores comienzan
a crecer tan pronto como después de la terminacion del tratamiento. Esto indica claramente un mecanismo de
accion diferente.

Se piensa que el nuevo mecanismo de accién se realiza usando la combinacién de dos especificidades de unién
presentadas por los anticuerpos 992 y 1024 en la composicion de anticuerpos. Este mecanismo de accién también
se observa cuando se usa un tercer anticuerpo que no compite con los anticuerpos 992 y 1024, por ejemplo, en la
combinacioén triple de anticuerpos 992, 1024 y 1030.

Estas observaciones han llevado a realizar el disefio de una composicién de anticuerpos que comprende al menos 2
moléculas de anticuerpo contra EGFR humano distintas, en la que una primera molécula de anticuerpo contra EGFR
distinta se selecciona del grupo que consiste en el anticuerpo 992, un anticuerpo que comprende las secuencias VL
(aminoacidos 3-109 de SEQ ID NO 72) y VH (aminoacidos 3-124 de SEQ ID NO 40) del anticuerpo 992, y un
anticuerpo que tiene las CDR del anticuerpo 992; y en el que una segunda molécula de anticuerpo contra EGFR
distinta se selecciona del grupo que consiste en el anticuerpo 1024, un anticuerpo que comprende las secuencias VL
(aminoacidos 3-114 de SEQ ID NO 73) y VH (aminoacidos 3-120 de SEQ ID NO 41) del anticuerpo 1024, y un
anticuerpo que tiene las CDR del anticuerpo 1024.

La primera molécula de anticuerpo contra EGFR distinta se selecciona del grupo que consiste en el anticuerpo 992,
un anticuerpo que comprende las secuencias VL y VH del anticuerpo 992, y un anticuerpo que tiene las CDR del
anticuerpo 992; y dicha segunda molécula de anticuerpo contra EGFR distinta se selecciona del grupo que consiste
en el anticuerpo 1024, un anticuerpo que comprende las secuencias VL y VH del anticuerpo 1024, y un anticuerpo
que tiene las CDR del anticuerpo 1024.

En el presente documento también se describen mutaciones en las secuencias CDR3 de los anticuerpos 992 y 1024
para proporcionar anticuerpos con la misma especificidad de unién. Por lo tanto, como se describe en el presente
documento, un anticuerpo que tiene la misma especificidad de unién que la del anticuerpo 992 comprende una
CDRH3 que tiene la siguiente formula: CTX1X2X3XsXs5XeX7XeXoX10X11X12X13X14aX15sW en la que X; a X5 se
seleccionan individualmente de los grupos de aminoacidos indicados a continuacion

Xi=RoK;
X2=N,D,Eo0Q;
X3=G,A V,08S;
Xs=D,E,NoQ;
Xs=Y,F,WoH;
Xe=Y,F,WoH;
X7=V,,L0A;
Xs=S, T,GoA;
Xo=S, T,GoA;

X10=G,A,V,OS;
X11=D,E,NoQ;
X12=A, G,V,OS;

X13=M,L,|OV
Xiu=DoE;y
X15=Y,OF;

y una CDRL3 descrita mediante la siguiente férmula: CX1X2X3X4XsXsPPTF en la que Xi a Xg se seleccionan
individualmente de los grupos de aminoacidos indicados a continuacion:

Xi1=QoH;
X2=H,EoQ;
Xs=Y,F,WoH;
Xs=N,QoH;
Xs=T,S,GoA;y
Xe=V,|,LoA.

Como se describe en el presente documento, un anticuerpo que tiene la misma especificidad de unién que la del
anticuerpo 1024 comprende una CDRH3 que tiene la siguiente férmula: CVX1X2X3X4X5XeX7XsXoX10X11W en la que
X1 a X11 se seleccionan individualmente de los grupos de aminoacidos indicados a continuacion

Xi=RoK;

Xo=Y,F,WoH;
Xs=Y,F,WoH;
Xs=G,A V,08S;
Xs=Y,F,WoH;
Xs=D,E,NoQ;
X7=EoD;

Xs=A G, V,08S;
Xe=M,L, 10oV;
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X10=D,E,NoQ;y

X11 = Y, o F;

y una CDRL3 descrita mediante la siguiente formula: CX1X2X3X4XsXsPX7TF en la que X; a X7 se seleccionan
individualmente de los grupos de aminoacidos indicados a continuacion:

Xi1=AG,0V;
X2=QoH;
X3=N, QoH;
Xa=L I,MoV;
Xs=E,D,NoQ;
Xe=L,I,MoV;y
X=Y,F,WoH.

Los anticuerpos con las CDR3 mutadas pueden prepararse usando técnicas convencionales y expresarse y
ensayarse con respecto a su union usando métodos descritos en el presente documento.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencidon pueden ser quiméricos, humanos, humanizados, remodelados o
superhumanizados. Esto puede realizarse usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos
992 y 1024 pueden humanizarse usado los métodos descritos en el Ejemplo 18. En el documento US 6.881.557 se
describen métodos para la “superhumanizacion”.

La primera molécula de anticuerpo contra EGFR distinta se selecciona del grupo que consiste en el anticuerpo 992,
un anticuerpo que comprende las secuencias VL y VH del anticuerpo 992, y un anticuerpo que tiene las CDR del
anticuerpo 992; y dicha segunda molécula de anticuerpo contra EGFR distinta se selecciona del grupo que consiste
en el anticuerpo 1024, un anticuerpo que comprende las secuencias VL y VH del anticuerpo 1024, y un anticuerpo
que tiene las CDR del anticuerpo 1024.

Mas preferentemente la composicion comprende los anticuerpos 992 y 1024.

Como se describe, preferentemente, el primer y segundo anticuerpo contra EGFR, no inhiben entre si la union con el
EGFR humano. Incluso mas preferentemente, al menos uno de los anticuerpos tiene la capacidad de aumentar la
capacidad de unién maxima del otro anticuerpo con respecto al EGFR humano. Este efecto se observa en los
anticuerpos 992 y 1024 (Ejemplo 16).

La proporcion entre los dos anticuerpos no tiene por qué ser exactamente una proporcion de 1:1. Por consiguiente,
la proporcién del primer anticuerpo con respecto al segundo anticuerpo en la composicion puede ser entre 5y 95 %,
tal como entre 10 y 90 %, preferentemente entre 20 y 80 %, mas preferentemente entre 30 y 70, mas
preferentemente entre 40 y 60, tal como entre 45 y 55, tal como aproximadamente 50 %.

Preferentemente, el primer y segundo anticuerpo son del isotipo IgG1 o I1gG2.

Los ejemplos de anticuerpos que se unen al mismo epitopo que el anticuerpo 992 identificados por los autores de la
presente invencion son anticuerpos del grupo de anticuerpos que comprenden los clones 1209, 1204, 992, 996,
1033 y 1220.

Los ejemplos de anticuerpos que se unen al mismo epitopo que el anticuerpo 1024 identificado por los autores de la
presente invencion son anticuerpos del grupo de anticuerpos que comprenden los clones 1031, 1036, 1042, 984,
1024, 1210, 1217, 1221 y 1218.

La CDR3 determina la especificidad de unién de los anticuerpos. Las secuencias CDR de los anticuerpos pueden
encontrarse en la Tabla 12, ejemplo 17.

La competicion de los anticuerpos con el anticuerpo 992 como se describe en el presente documento puede
seleccionarse del grupo que consiste en los anticuerpos 1208, 1254, y 1277. Del mismo modo, la competicion del
anticuerpo con el anticuerpo 1024 puede seleccionarse del grupo que consiste en los anticuerpos 1042 y 1320.

En una realizacién, la composicion no contiene anticuerpos adicionales ademas de dichos primer y segundo
anticuerpo, mas preferentemente no contiene mas anticuerpos contra EGFR.

Cuando la composicién comprende adicionalmente un tercer anticuerpo contra EGFR distinto, en el que dicha
tercera molécula de anticuerpo contra EGFR distinto se selecciona del grupo que consiste en anticuerpo 1030, un
anticuerpo que comprende las secuencias VL (aminoacidos 3-113 de SEQ ID NO 74) y VH (aminoacidos 3-120 de
SEQ ID NO 42) del anticuerpo 1030, un anticuerpo que tiene las CDR3 del anticuerpo 1030 (SEQ ID NO 112y 119),
un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 1030, y un anticuerpo capaz de inhibir la unién del
anticuerpo 1030 con EGFR humano. Dicho tercer anticuerpo da, preferentemente, como resultado una unién
potenciada al EGFR humano de dicho primer y/o segundo anticuerpo. En una realizacion, la composiciéon no
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contiene anticuerpos adicionales ademas de dichos primer, segundo y tercer anticuerpo, mas preferentemente no
contiene mas anticuerpos contra EGFR.

La unién del anticuerpo al mismo epitopo que el anticuerpo 1030 como se describe en el presente documento,
puede seleccionarse del grupo de anticuerpos que consiste en los clones 1195, 1030, 1034, 1194, 980, 981, 1246 y
1223.

El anticuerpo que comprende la CDR3 del anticuerpo 1030 puede comprender adicionalmente la CDR1 y CDR2 de
VH y VL del anticuerpo 1030.

Los anticuerpos pueden formularse en un envase para su administracion. Sin embargo, pueden fabricarse,
purificarse y caracterizarse individualmente y proporcionarse en dos o tres envases distintos como un kit de partes,
con un anticuerpo en cada envase. Como tal, pueden administrarse de manera simultanea, sucesiva o individual.

En un aspecto adicional las dos especificidades de uniéon de los anticuerpos 992 y 1024 se combinan en una
molécula de union biespecifica. La molécula de union biespecifica comprende las CDR de los anticuerpos 992 y
1024, mas preferentemente las secuencias VH y VL de los anticuerpos 992 y 1024. La molécula de union
biespecifica puede ser un anticuerpo con dos dominios variables, como se describe en el ejemplo 19. Una molécula
de union biespecifica también puede disefiarse en forma de un fragmento Fab biespecifico, un scFv biespecifico o
un diacuerpo como se describe en la bibliografia.

Las composiciones de anticuerpos basadas en las especificidades de union pf de los anticuerpos 992 y 1024
conducen preferentemente a una o mas de internalizacion del receptor, regresion de tumores A431 NS in vivo,
induccion de diferenciacion terminal en células A431 NS in vivo y a regulacion positiva de la expresion de involucrina
tumoral in vivo.

En el presente documento se describen varios ejemplos de anticuerpos que tienen los mismos efectos o similares
que la combinacion de anticuerpos 992 y 1024. Los ejemplos de estos incluyen anticuerpos obtenidos de la misma
inmunizacion y que pertenecen a los mismos grupos y anticuerpos que compiten individualmente con uno de los dos
anticuerpos. Las composiciones de anticuerpos con el mismo efecto o similar pueden disefiarse basandose en
secuencias VL y VH de los anticuerpos 992 y 1024 y también basandose en las CDR de estos anticuerpos, en
particular las CDR 3s de los dos anticuerpos.

Pueden realizarse otras composiciones de anticuerpos con los mismos efectos o con efectos similares realizando
inmunizacioén y exploracion esencialmente como se describe en los ejemplos. Los anticuerpos con la misma
especificidad de uniéon que la del anticuerpo 992 y 1024 pueden identificarse en dos ensayos de competicion
distintos como se describe en el presente documento. Finalmente, realizando experimentos de unién esencialmente
como se describe en el Ejemplo 16 pueden identificarse composiciones de anticuerpos en las que un anticuerpo
potencia la unién del otro anticuerpo. Adicionalmente, las composiciones de anticuerpos pueden explorarse como se
describe en los ejemplos para determinar los efectos sobre la internalizacion del receptor, eficacia in vitro e in vivo,
afinidad de union etc.

Usos de las composiciones de anticuerpos de la invencion

Para su uso en el tratamiento in vivo y prevencion de enfermedades relacionadas con la expresion de EGFR (por
ejemplo, sobreexpresion), los anticuerpos de la invencién se administran a pacientes (por ejemplo, sujetos humanos)
a dosificaciones terapéuticamente eficaces (por ejemplo, dosificaciones que daran como resultado la inhibicion del
crecimiento, la fagocitosis, reduccion de la motilidad, diferenciacion terminal y/o destruccion de células tumorales
que expresan EGFR) usando cualquier via de administracion adecuada, tal como inyeccidon u otras vias de
administracion conocidas en la técnica para productos clinicos basados en anticuerpos.

Las enfermedades tipicas relacionadas con EGFR que pueden tratarse, mejorarse y/o prevenirse usando los
anticuerpos de la invencion incluyen, pero sin limitacion, enfermedades autoinmunitarias y canceres. Por ejemplo,
los canceres que pueden tratarse, mejorarse y/o prevenirse incluyen cancer de vejiga, de mama, uterino/de cuello
uterino, de colon, de rifién, de ovario, de préstata, de células renales, de pancreas, de colon, de recto, de estémago,
de células escamosas, pulmonar (no microcitico), de eso6fago, de cabeza y cuello, de piel. Las enfermedades
autoinmunitarias que pueden tratarse incluyen, por ejemplo, soriasis.

En otra realizacién mas, la invencidon se refiere a un método para el tratamiento, mejora y/o prevencion de
glioblastoma, incluyendo glioblastoma multiforme; astrocitoma, incluyendo astrocitoma juvenil; glioma;
neuroblastoma; tumores neuroendocrinos del tracto gastrointestinal; carcinoma bronco alveolar; sarcoma folicular de
células dendriticas; carcinoma de glandulas salivares; ameloblastoma; tumor maligno de la vaina nerviosa periférica,
tumores pancreaticos endocrinos; o tumores de células germinales testiculares, incluyendo seminoma, carcinoma
embrionario, tumor de saco vitelino, teratoma y coriocarcinoma.
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Aislamiento y seleccion de pares que codifican la cadena ligera variable y cadena pesada variable

El proceso para la generacion de una composicion de anticuerpos recombinantes contra EGFR implica el
aislamiento de secuencias que codifican las cadenas pesada variable (V4) y ligera variable (V.) de una fuente
adecuada, generando de este modo un repertorio de pares codificantes Vy y V.. Generalmente, una fuente
adecuada para obtener secuencias codificantes Vy y Vi son fracciones de células que contienen linfocitos tales
como muestras de sangre, bazo o médula ésea de un animal no humano inmunizado/vacunado con un polipéptido o
péptido de EGFR humano o con proteinas de EGFR procedentes de una célula que expresa el EGFR humano o con
células que expresan EGFR humano o fracciones de dichas células. Preferentemente, las fracciones que contienen
linfocitos se extraen de mamiferos no humanos o de animales transgénicos con genes de inmunoglobulina humana.
La fraccidon celular que contiene los linfocitos recogidos puede enriquecerse adicionalmente para obtener una
poblacion de linfocitos particular, por ejemplo, células de la estirpe de linfocitos B. Preferentemente, el
enriquecimiento se realiza usando separacion celular con perlas magnéticas (MACS) y/o separacion celular activada
con fluorescencia (FACS), aprovechando proteinas marcadoras de la superficie celular especificas de estirpe, por
ejemplo, células B, blastos plasmaticos y/o células plasmaticas. Preferentemente, la fracciéon celular que contiene
linfocitos se enriquece o separa con respecto a células B, blastos plasmaticos y/o células plasmaticas. Incluso mas
preferentemente, las células con alta expresion de CD43 y CD138 se aislan del bazo o sangre. Estas células a
veces se denominan células plasmaticas circulantes, células plasmaticas tempranas o blastos plasmaticos. Para
simplificar, en el presente documento reciben solo el nombre de células plasmaticas, aunque pueden usarse
indistintamente otros términos.

El aislamiento de secuencias codificantes Vy y Vi puede realizarse de una forma clasica, en la que las secuencias
codificantes V4 y VL se combinan al azar en un vector para generar una biblioteca combinatoria de pares de
secuencias que codifican Vy y V.. Sin embargo, en el presente documento, se prefiere reflejar la diversidad, la
afinidad y la especificidad de los anticuerpos producidos en una respuesta inmunitaria humoral después de
inmunizacion con EGFR. Esto implica el mantenimiento del emparejamiento de V4 y Vi originalmente presente en el
donante, generando de este modo un repertorio de pares de secuencias en el que cada par codifica una cadena
pesada variable (V1) y una cadena ligera variable (V.) correspondiente a un par V4 y V. presente en un principio en
un anticuerpo producido por el donante a partir del cual se aislan las secuencias. Este también se denomina par
homologo de secuencias codificantes Vi y Vi y el anticuerpo se denomina anticuerpo homadlogo. Preferentemente,
los pares codificantes Vy y Vi, combinatorios u homoélogos, se obtienen de ratones donantes, y por lo tanto las
secuencias son murinas.

Hay varias estrategias diferentes para la generacion de pares homdlogos de secuencias codificantes Vi y Vi, una
estrategia implica la amplificacion y el aislamiento de secuencias codificantes Vy y Vi de células sencillas separadas
de una fraccién celular que contiene linfocitos. Para obtener un repertorio de pares de secuencias codificantes de Vy
y VL que se asemejen a la diversidad de pares de secuencias Vy y V. en el donante, se prefiere un método de alto
rendimiento con una pequefa transposicion (combinacién al azar) de los pares Vy y V. segln sea posible, por
ejemplo, como se describe en el documento WO 2005/042774.

Las secuencias codificantes Vy y Vi pueden amplificarse individualmente y emparejarse en una segunda etapa o
pueden emparejarse durante la amplificacion (Coronella et al. 2000. Nucleic Acids Res. 28: E85; Babcook et al 1996.
PNAS 93: 7843-7848 y documento WO 2005/042774). Una segunda estrategia implica la amplificaciéon en células y
el emparejamiento de las secuencias codificantes Vy y Vi (Embleton et al 1992 Nucleic Acids Res. 20: 3831-3837;
Chapal et al 1997. BioTechniques 23: 518-524). Una tercera estrategia es el método de anticuerpos con linfocitos
seleccionados (SLAM; del inglés, selected lymphocyte antibody method) que combina un ensayo de placa hemolitica
con clonacion de ADNc de Vy y V| (Babcook et al. 1996. PNAS 93: 7843-7848). Otro método que puede usarse con
ratones es la técnica convencional de hibridoma, seguido por exploracion y seleccion de candidatos lider y posterior
clonacién de los anticuerpos codificados.

En una realizacion preferida de la presente invencion se genera un repertorio de pares codificantes Vi y Vi, en el
que los pares de miembros reflejan los pares de genes responsables de la respuesta inmunitaria humoral resultante
de una inmunizacion con EGFR, de acuerdo con un método que comprende las etapas de i) proporcionar una
fraccion celular que contenga linfocitos de un animal donante inmunizado con EGFR humano; ii) opcionalmente
enriquecer células B o células plasmaticas de dicha fraccién de células; iii) obtener una poblacién de células
sencillas aisladas, que comprende distribuir células de dicha fracciéon celular individualmente en una pluralidad de
recipientes; iv) amplificar y efectuar la uniéon de los pares codificantes V4 y Vi, en un procedimiento de PCR en
tiempo real de extension solapante multiple, usando un molde procedente de dichas células sencillas aisladas y v)
opcionalmente realizar una PCR anidada de los pares codificantes Vy y Vi unidos. Preferentemente, los pares
codificantes Vy y Vi homoélogos aislados se someten a un procedimiento de exploracién como se describe mas
adelante.

Una vez generados los pares de secuencias Vy y V|, se realiza un procedimiento de exploraciéon para identificar
secuencias que codifican los pares Vy y Vi con reactividad de unién hacia un antigeno asociado con EGFR.
Preferentemente, el antigeno asociado con EGFR comprende una parte extracelular de EGFR tal como el dominio
I, 11, I y/o IV, fragmentos de los dominios o el dominio extracelular completo. Otros antigenos incluyen mutantes
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tales como mutantes de delecién de EGFR o SNP, o fragmentos de los mismos. Si los pares de secuencias Vy y V.
son combinatorios, puede aplicarse un procedimiento de presentacion en fagos para enriquecer los pares Vu y Vi
que codifican los fragmentos de anticuerpo de union a EGFR antes de la exploracion.

Para reflejar la diversidad, la afinidad y la especificidad de los anticuerpos producidos en una respuesta inmunitaria
humoral después de inmunizacion con EGFR, en el presente documento se describe un procedimiento de
exploracion para los pares homologos, para obtener la diversidad mas amplia posible. Con el fin de explorar, el
repertorio de pares codificantes V4 y V. homdlogos se expresa individualmente como fragmentos de anticuerpo (por
ejemplo scFv o Fab) o como anticuerpos de longitud completa usando un vector de exploracion bacteriano o de
mamiferos transfectado en una célula hospedadora adecuada. El repertorio de Fab/anticuerpos puede explorarse -
sin limitacién — para determinar la reactividad contra EGFR, para determinar la actividad antiproliferativa contra una
linea de células de cancer que exprese EGFR y para determinar la capacidad de inhibir la unién del ligando (por
ejemplo EGF) con EGFR, para determinar la inhibicion de la fosforilacién, la induccion de la apoptosis, la
internalizacion de EGFR.

En paralelo, el repertorio de los Fab/anticuerpos se explora contra antigenos seleccionados, tales como péptidos de
EGFR de ser humano y opcionalmente de mono cinomolgo o chimpancé o mono rhesus. Los péptidos antigénicos
pueden seleccionarse, por ejemplo, del dominio extracelular de EGFR humano, del domino extracelular de EGFR
mutante humano y del dominio extracelular de EGFR de cinomolgo o fragmentos de los mismos. Los péptidos
pueden biotinilarse para facilitar la inmovilizacién en perlas o placas durante la exploracién. También pueden
utilizarse medios de inmovilizacién alternativos. Los antigenos se seleccionan basandose en el conocimiento de la
biologia de EGFR y posiblemente pueden proporcionarse anticuerpos con efectos protectores y/o neutralizantes
esperados capaces de unirse a estos antigenos. Este procedimiento de exploracién puede aplicarse del mismo
modo a una biblioteca combinatoria de presentacion en fagos.

Las proteinas de EGFR recombinante usadas para explorar pueden expresarse en bacterias, en células de insecto,
en células de mamifero o en otro sistema de expresion adecuado. Para el correcto procesamiento (incluyendo la
glucosilacion) las proteinas se expresan en células de mamifero. La proteina EGFR-ECD puede expresarse como
una proteina soluble (sin la region transmembrana e intracelular) o puede fusionarse a una tercera proteina, para
aumentar la estabilidad. Si la proteina EGFR se expresa con una etiqueta de fusion, el compafiero de fusién puede
escindirse antes de la exploracion. Ademas de la exploracién primaria descrita anteriormente, puede realizarse una
exploracién secundaria, para garantizar que ninguna de las secuencias seleccionadas codifican positivos falsos.

Generalmente, los ensayos inmunoldgicos son adecuados para la exploracion descrita en el presente documento.
Dichos ensayos son muy conocidos en la técnica y constituyen, por ejemplo, ensayos de ELISPOT, ELISA, FLISA'y
de membrana (por ejemplo, transferencias Western), micromatrices en filtros y FACS. Los ensayos pueden
realizarse sin ninguna etapa de enriquecimiento previa, utilizando polipéptidos producidos a partir de las secuencias
que codifican los pares Vy y V.. En el caso de que el repertorio de los pares codificantes Vy y V. sean pares
homologos, no se requiere enriquecimiento mediante, por ejemplo, presentaciéon en fagos antes de la exploracion.
Sin embargo, en la exploracién de bibliotecas combinatorias, los inmunoensayos se realizan preferentemente en
combinacién con o después de métodos de enriquecimiento tales como presentacion en fagos, presentacion en
ribosomas, presentacion en superficies bacterianas, presentacion en levaduras, presentacién en virus de eucariotas,
presentacion de ARN o presentacion covalente (revisado en FitzGerald, K., 2000. Drug Discov. Today 5, 253-258).

Las secuencias que codifican los pares V4 y V. seleccionadas en la exploracion, se someten generalmente a
secuenciacion y se analizan con respecto a la diversidad de las regiones variables. En particular la diversidad de las
regiones CDR es de interés, pero también es de interés la representacion de la familia V4 y V.. Basandose en estos
analisis, se seleccionan secuencias que codifican los pares V4 y Vi que representan la diversidad global de los
anticuerpos de unidon a EGFR aislados de uno o mas animales donantes. Preferentemente, se seleccionan
secuencias con diferencias en todas las regiones CDR (CDRH1, CDRH2, CDRH3 y CDRL1, CDRL2 y CDRL3). Si
hay secuencias con una o mas regiones CDR idénticas o muy similares que pertenecen a familias diferentes de V4 o
V|, también se seleccionan. Preferentemente, al menos la region CDR3 de la cadena pesada variable (CDRH3) se
diferencia entre los pares de secuencias seleccionados. Posiblemente, la seleccion de pares de secuencias Vu y Vi
puede basarse solemnemente en la variabilidad de la region CDRH3. Durante el cebado y amplificaciéon de las
secuencias, pueden producirse mutaciones en las regiones marco conservadas de la region variable, en particular
en la primera regién marco conservada. Preferentemente, los errores que se producen en la primera regiéon marco
conservada se corrigen para garantizar que las secuencias corresponden completamente, o al menos, a un 98 %
con respecto a las del origen de la linea germinal, por ejemplo, de tal manera que las secuencias V4 y Vi sean
completamente murinas.

Cuando se garantiza que la diversidad global del conjunto de secuencias seleccionadas que codifican los pares de
Vh y Vi es altamente representativa de la diversidad observada a nivel genético en una respuesta humoral contra
una inmunizacion con EGFR, se espera que la especificidad global de los anticuerpos expresados a partir de un
conjunto de pares codificantes de Vi y V| seleccionados también sea representativa con respecto a la especificidad
de los anticuerpos producidos en los animales inmunizados con EGFR. Una indicacién de si la especificidad de los
anticuerpos expresados a partir de un conjunto de pares codificantes de V4 y V| seleccionados es representativa de
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la especificidad de los anticuerpos suscitados por donantes, puede obtenerse comparando los titulos de los
anticuerpos contra los antigenos seleccionados de la sangre del donante con la especificidad de los anticuerpos
expresados a partir de un conjunto seleccionado de pares codificantes de V4 y V.. Adicionalmente, posteriormente
puede analizarse la especificidad de los anticuerpos expresados a partir de un conjunto de pares codificantes de Vy
y Vi seleccionados. El grado de especificidad se correlaciona con el numero de antigenos diferentes contra los
cuales puede detectarse la reactividad de unién. La especificidad de los anticuerpos individuales expresados a partir
de un conjunto seleccionado de pares codificantes de V4 y Vi puede analizarse por mapeo epitépico.

El mapeo epitopico puede realizarse mediante diversas metodologias, que no se excluyen entre si necesariamente.
Una manera de mapear la especificidad epitdpica de una molécula de anticuerpo es evaluar la unién con péptidos de
diversas longitudes procedentes de la estructura primaria del antigeno diana. Dichos péptidos pueden ser tanto
lineales como conformacionales y pueden usarse en diversos formatos de ensayo, incluyendo ELISA, FLISA y
resonancia de plasmon superficial (SPR, Biacore, FACS). Adicionalmente, los péptidos pueden seleccionarse
l6gicamente usando datos disponibles de estructuras y secuencias que representan, por ejemplo, regiones
extracelulares o regiones conservadas del antigeno diana, o pueden disefiarse como un panel de péptidos
solapantes que representan una parte seleccionada o todo el antigeno (Meloen RH, Puijk WC, Schaaper WMM.
Epitope mapping by PEPSCAN. In: Immunology Methods Manual. Ed Iwan Lefkovits 1997, Academic Press, pags.
982-988). La reactividad especifica de un clon de anticuerpo con uno o mas de dichos péptidos generalmente sera
un indicativo de la especificidad epitdpica. Sin embargo, los péptidos son, en muchos casos, malos miméticos de los
epitopos reconocidos por anticuerpos suscitados contra antigenos proteicos, debido tanto a la ausencia de
conformacioén natural o especifica como al area de superficie de interaccion enterrada, generalmente mas grande,
entre un anticuerpo y un antigeno proteico, en comparacion con un antigeno y un péptido. Un segundo método para
realizar el mapeo epitépico, que permite la definicion de especificidades directamente sobre el antigeno proteico, es
mediante enmascaramiento epitépico selectivo usando anticuerpos existentes, bien definidos. La afinidad reducida
de un segundo anticuerpo de sondeo contra el antigeno después de bloqueo es generalmente indicativa de epitopos
compartidos o solapantes. El mapeo epitdpico mediante enmascaramiento selectivo puede realizarse mediante
diversos inmunoensayos, incluyendo, pero sin limitacion, ELISA y Biacore, que son muy conocidos en la técnica (por
ejemplo, Ditzel et al. 1997. J. Mol. Biol. 267:684-695; Aldaz-Carroll et al. 2005. J. Virol. 79: 6260-6271). Incluso otro
posible método para la determinacién de la especificidad epitépica de anticuerpos contra EGFR es la seleccion de
mutantes de escape en presencia del anticuerpo. Esto puede realizarse, por ejemplo, usando un barrido con alanina.
La secuenciacion de uno o mas genes de interés a partir de dichos mutantes de escape generalmente revelara qué
aminoacidos en el antigeno o antigenos son importantes para el reconocimiento por el anticuerpo y por tanto
constituyen el epitopo (forman parte del mismo).

Produccién de una composicién de anticuerpos contra EGFR a partir de pares codificantes Vi, y Vi seleccionados

Una composicién de anticuerpos de la presente invencion puede producirse a partir de una linea celular de
expresion policlonal en un biorreactor, o en algunos biorreactores, o equivalentes de los mismos. Siguiendo esta
estrategia los anticuerpos contra EGFR pueden purificarse del reactor como una sola preparacion sin tener que
separar los miembros individuales que constituyen la composicion de anticuerpos contra EGFR durante el proceso.
Si la composicion de anticuerpos se produce en mas de un biorreactor, la composicién de anticuerpos contra EGFR
purificada puede obtenerse agrupando los anticuerpos obtenidos de sobrenadantes purificados individualmente de
cada biorreactor.

En los documentos WO 2004/061104 y WO 2006/007850 se describe una manera de producir una composicion de
anticuerpos recombinantes. El método descrito en el presente documento, se basa en una integracion especifica de
sitio de la secuencia codificante del anticuerpo en el genoma de las células hospedadoras del individuo,
garantizando que las cadenas proteicas Vy y Vi se mantienen en su emparejamiento original durante la produccion.
Ademas, la integracion especifica de sitio minimiza los efectos de posicion y por lo tanto se espera que las
propiedades de crecimiento y expresion de las células individuales en la linea celular policlonal sean muy similares.
Generalmente, el método implica lo siguiente: i) una célula hospedadora con uno o mas sitios de reconocimiento de
recombinasa; i) un vector de expresion con al menos un sitio de reconocimiento de recombinasa compatible con el
de la célula hospedadora; iii) la generacion de un conjunto de vectores de expresion transfiriendo los pares
codificantes V4 y V. seleccionados desde el vector de exploracion a un vector de expresion, de tal manera que
pueda expresarse un anticuerpo de longitud completa o un fragmento de anticuerpo desde el vector (dicha
transferencia puede no ser necesaria si el vector de exploracién es idéntico al vector de expresion); iv) transfeccion
de la célula hospedadora con el conjunto de vectores de expresion y un vector que codifica una recombinasa capaz
de combinar los sitios de reconocimiento de recombinasa en el genoma de la célula hospedadora con los del vector;
v) obtener/generar una linea celular policlonal a partir de la célula hospedadora transfectada y vi) expresar y recoger
la composicion de anticuerpos de la linea celular policlonal.

Cuando se usa un numero pequefio de anticuerpos (2-3 o mas) para una composicion, estos pueden expresarse y
purificarse individualmente de una manera similar a la fabricacion de los anticuerpos monoclonales, por ejemplo
como se describe en el documento WO 2004/085474. Los anticuerpos purificados pueden mezclarse después de la
purificacién o envasarse en viales individuales para mezclar antes de la administracién o para una administracion
individual.
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Preferentemente se utilizan células de mamifero, tales como células CHO, células COS, células BHK, células de
mieloma (por ejemplo, células Sp2/0 o NSO), fibroblastos tales como NIH 3T3 y células humanas inmortalizadas,
tales como células Hela, células HEK 293 o PER.C6. Sin embargo, también pueden emplearse células eucariotas
que no son de mamifero o procariotas, tales como células vegetales, células de insecto, células de levadura,
hongos, E. coli, etc. Una célula hospedadora adecuada comprende uno o mas sitios de reconocimiento de
recombinasa adecuados en su genoma. La célula hospedadora también debe contener un modo de seleccion que
esté unido operativamente al sitio de integracion, para poder seleccionar integrantes (es decir, células que tienen
una copia integrada de un vector de expresion o fragmento de un vector de expresion del Ab contra EGFR en el sitio
de integracion). La preparacion de células que tienen un sitio FRT en una localizacion predeterminada en el genoma
se describid, por ejemplo, en el documento US 5.677.177. Preferentemente, una célula hospedadora tiene
Unicamente solo un sitio de integracion, que se localiza en un sitio que permite una alta expresion del integrante (un
denominado punto caliente).

Un vector de expresion adecuado comprende un sitio de reconocimiento de recombinaciéon que coincide con uno o
mas sitios de reconocimiento de recombinasa de la célula hospedadora. Preferentemente el sitio de reconocimiento
de recombinasa esta ligado a un gen de seleccion adecuado diferente del gen de seleccién usado para la
construccion de la célula hospedadora. En la técnica se conocen bien genes de seleccion, y se incluyen, el gen de la
glutamina sintetasa (GS), el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) y el de la neomicina, pudiendo la GS o la
DHFR usarse para la amplificacion génica de la secuencia V4 y V| insertada. El vector también puede contener dos
sitios de reconocimiento de recombinasa diferentes para permitir el intercambio de casetes mediado por
recombinasa (RMCE, del inglés Recombinase-Mediated Casseffe Exchange) de la secuencia codificante del
anticuerpo en lugar de la integracion completa del vector. EI RMCE se describe en Langer et al 2002; Schlake y
Bode 1994. En la técnica se conocen bien sitios de reconocimiento de recombinasa adecuados, e incluyen sitios
FRT, lox y attP/attB. Preferentemente, el vector de integracién es un vector que codifica un isotipo, en el que las
regiones constantes (que incluyen preferentemente intrones) estan presentes en el vector antes de transferir el par
codificante Vy y V. desde el vector de exploracion (o las regiones constantes ya estan presentes en el vector de
exploracion si dicha exploracion se realiza sobre anticuerpos de longitud completa). Las regiones constantes
presentes en el vector pueden ser la region constante de cadena pesada entera (CH1 a CHz 0 a CH4) o la region
constante que codifica la parte Fc del anticuerpo (CH; a CHs o a CHs). La regién constante Kappa o Lambda de
cadena ligera también puede estar presente antes de la transferencia. La eleccion del nimero de regiones
constantes presentes, si hubiera, depende del sistema de exploracion y de transferencia que se utilice. Las regiones
constantes de cadena pesada pueden seleccionarse de los isotipos 1gG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgM, IgD e
IgE. Los isotipos preferidos son IgG1, 1gG2 y/o IgG3. Adicionalmente, el vector de expresion para la integracion
especifica de sitio del acido nucleico que codifica el anticuerpo contra EGFR contiene promotores adecuados o
secuencias equivalentes que dirigen niveles de expresion altos de cada una de las cadenas Vy y V.. La Figura 4
ilustra una posible forma para disefiar el vector de expresion, aunque son posibles numerosos disefios distintos.

La transferencia de los pares codificantes Vy y Vi seleccionados a partir del vector de exploracion puede realizarse
mediante escision con enzimas de restriccion convencionales y ligamiento, de tal manera que cada molécula de
vector de expresion contiene un par codificante Vy y V.. Preferentemente, los pares codificantes Vy y V. se
transfieren individualmente, sin embargo, si se desea, también pueden transferirse en masa. Cuando todos los pares
codificantes Vu y V. seleccionados se transfieren al vector de expresion, se obtiene una coleccion o una biblioteca
de vectores de expresion. Si se desea, también pueden usarse formas de transferencia alternativas. Si el vector de
exploracién es idéntico al vector de expresion, la biblioteca de vectores de expresion esta constituida por los pares
de secuencias V4 y V. seleccionados durante la exploracion, que estan situados en el vector de
exploracién/expresion.

En la técnica se conocen métodos de transfeccién de una secuencia de acido nucleico en una célula hospedadora.
Para garantizar la integracion especifica de sitio, también debe proporcionarse una recombinasa adecuada a la
célula hospedadora. Esto se realiza preferentemente por cotransfeccion de un plasmido que codifica la recombinasa.
Son recombinasas adecuadas, por ejemplo, Flp, Cre o la integrasa del fago ®C31, usadas junto con un sistema de
célula hospedadora/vector con los sitios de reconocimiento de recombinasa correspondientes. La célula
hospedadora puede transfectarse en masa, lo que significa que la biblioteca de vectores de expresion se transfecta
en la linea celular en una sola reaccién obteniendo de este modo una linea celular policlonal. Como alternativa, la
coleccion de vectores de expresion puede transfectarse individualmente en la célula hospedadora, generando de
este modo una coleccion de lineas celulares individuales (cada linea celular produce un anticuerpo con una
especificidad particular). Las lineas celulares generadas después de la transfeccion (individual o policlonal) se
seleccionan después para integrantes especificos de sitio, y se adaptan para el crecimiento en suspension y en
medios aséricos, si aun no tienen estas propiedades antes de la transfeccién. Si la transfeccion se realiza
individualmente, las lineas celulares individuales se analizan adicionalmente con respecto a sus propiedades de
crecimiento y produccion de anticuerpos. Preferentemente, se seleccionan lineas celulares con tasas de
proliferacion y niveles de expresion de anticuerpos similares para la generacion de la linea celular policlonal. La linea
celular policlonal se genera después mezclando las lineas celulares individuales en una proporciéon predefinida.
Generalmente, a partir de la linea celular policlonal, se establece un banco de células maestro policlonales (pMCB),
un banco de células de investigacion policlonales (pRCB) y/o un banco de células de trabajo policlonales (pWCB).
La linea celular policlonal se genera mezclando las lineas celulares individuales en una proporcion predefinida. La
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linea celular policlonal se distribuye en ampollas generando de este modo un banco de células de investigacion
policlonales (pRCB) o un banco de células maestro policlonales (pPMCB) a partir del cual puede generarse un banco
de células de trabajo policlonales (pWCB) expandiendo células desde el banco de células de investigacion o
maestro. El banco de células de investigacion es principalmente para estudios preliminares, en los que la linea
celular policlonal puede no comprender tantos anticuerpos individuales como la linea celular policlonal en el banco
de células maestro. Normalmente, el pMCB se expande adicionalmente para establecer un pWCB con fines de
produccion. Una vez agotada el pWCB una nueva ampolla del pMCB puede expandirse para establecer un nuevo
pWCB.

Una realizacién de la presente invenciéon es una linea celular policlonal capaz de expresar una composicién de
anticuerpos contra EGFR recombinantes de la presente invencion.

Adicionalmente, en el presente documento se describe una linea celular policlonal donde cada célula individual
puede expresar un solo par codificante Vy y Vi, y la linea celular policlonal, en su totalidad, puede expresar una
coleccion de pares codificantes Vy y Vi donde cada par Vy y V. codifica un anticuerpo contra EGFR.
Preferentemente la coleccion de pares codificantes Vy y Vi son pares homologos generados de acuerdo con los
métodos descritos en el presente documento.

Una composicion de anticuerpos recombinantes de la presente invencién puede fabricarse cultivando una ampolla a
partir de un pWCB en un medio apropiado durante un periodo de tiempo que permita la expresion suficiente de
anticuerpos y donde la linea celular policlonal permanezca estable (la ventana es de aproximadamente entre 15 dias
y 50 dias). Pueden utilizarse métodos de cultivo tales como alimentacion por lotes o perfusion. La composicion de
anticuerpos recombinantes se obtiene a partir del medio de cultivo y se purifican mediante técnicas de purificacion
convencionales. La cromatografia por afinidad combinada con etapas de purificacion posteriores, tal como
cromatografia de intercambio idnico, interacciones hidréfobas y filtracion en gel se han usado frecuentemente para la
purificacion de 1gG. Después de la purificacion, se evalua la presencia de todos los miembros individuales en la
composicion de anticuerpos policlonales, por ejemplo, mediante cromatografia de intercambio idnico. La
caracterizacion de dicha composicion de anticuerpos se describe con detalle en el documento WO 2006/007853.

Un método alternativo para expresar una mezcla de anticuerpos en una célula recombinante se describe en el
documento WO 2004/009618. Este método produce anticuerpos con diferentes cadenas pesadas asociadas con la
misma cadena ligera a partir de una sola linea celular. Esta estrategia puede aplicarse si la composicién de
anticuerpos contra EGFR se produce a partir de una biblioteca combinatoria.

Composiciones terapéuticas

Otro aspecto de la invenciéon es una composiciéon farmacéutica que comprende, como principio activo, una
composicion de anticuerpos contra EGFR o un Fab recombinante contra EGFR u otro fragmento de anticuerpo
recombinante contra EGFR, o una molécula de unién biespecifica de la invencion. Preferentemente, el principio
activo de dicha composiciéon es una composicion de anticuerpos recombinantes contra EGFR como se describe en
la presente invencion. Dichas composiciones pretenden mejorar y/o prevenir y/o tratar el cancer. Preferentemente, la
composicion farmacéutica se administra a un ser humano, a un animal doméstico o a una mascota.

La composicion farmacéutica comprende adicionalmente un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Una composicion de anticuerpos contra EGFR o fragmentos de los anticuerpos de la misma, puede administrarse en
un diluyente, transportador o excipiente farmacéuticamente aceptable, en forma de dosificacién unitaria. Puede
emplearse la practica farmacéutica convencional para proporcionar formulaciones o composiciones adecuadas para
administrar a los pacientes con cancer. En una realizacion preferida, la administracion es terapéutica, lo que significa
que se administra después de haberse diagnosticado una afeccién cancerosa. Puede emplearse cualquier via de
administracion adecuada, por ejemplo, la administracion puede ser parenteral, intravenosa, intraarterial, subcutanea,
intramuscular, intraperitoneal, intranasal, mediante administracién en aerosol, supositorios u oral. Por ejemplo, las
formulaciones farmacéuticas pueden estar en forma de soluciones o suspensiones liquidas. Para la administracion
oral, se requiere proteccion contra la degradacién en el estdémago. Para las formulaciones intranasales, los
anticuerpos pueden administrarse en forma de polvos, gotas nasales o aerosoles.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se preparan de una manera de por si conocida, por
ejemplo, mediante procesos de elaboracion por disolucion, liofilizaciéon, mezclado, granulacién convencionales. Las
composiciones farmacéuticas pueden formularse de acuerdo con la practica farmacéutica convencional (véase, por
ejemplo, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy (20.2 ed.), ed. A. R. Gennaro, 2000, Lippincott
Williams y Wilkins, Philadelphia, PA and Encyclopedia of Pharmaceutical Technology, eds. J. Swarbrick y J. C.
Boylan, 1988-1999, Marcel Dekker, Nueva York, NY).

Preferentemente se usan soluciones o suspensiones del principio activo y especialmente soluciones o suspensiones
isoténicas acuosas para preparar las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon. En el caso de
composiciones liofilizadas que comprenden el principio activo en solitario o junto con un transportador, por ejemplo
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manitol, dichas soluciones o suspensiones pueden producirse, si es posible, antes de su uso. Las composiciones
farmacéuticas pueden esterilizarse y/o pueden comprender excipientes, por ejemplo, conservantes, estabilizantes,
agentes humectantes y/o emulsionantes, solubilizantes, sales para regular la presiéon osmotica y/o tampones y se
preparan de una manera de por si conocida, por ejemplo, mediante procesos de disolucién o liofilizacion
convencionales. Dichas soluciones o suspensiones pueden comprender sustancias aumentadoras de la viscosidad,
tal como carboximetilcelulosa sddica, carboximetilcelulosa, dextrano, polivinilpirrolidona o gelatina.

Las composiciones para inyeccion se preparan de una manera habitual en condiciones estériles; lo mismo se aplica
también para introducir las composiciones en ampollas o viales y para el sellado de los envases.

Las composiciones farmacéuticas comprenden de aproximadamente 1% a aproximadamente 95 %,
preferentemente de aproximadamente 20 % a aproximadamente 90 % de principio activo. Las composiciones
farmacéuticas de acuerdo con la invencion pueden estar, por ejemplo, en forma de dosis unitaria, tal como en forma
de ampollas, viales, supositorios, comprimidos, pildoras o capsulas. Las formulaciones pueden administrarse a
individuos humanos en cantidades terapéutica o profilacticamente eficaces (por ejemplo cantidades que previenen,
eliminan o reducen una afeccion patolégica) para proporcionar terapia para una enfermedad o afecciéon. La
dosificacion preferida del agente terapéutico a administrar depende probablemente de dichas variables y de la
gravedad del cancer, del estado de salud general del paciente particular, de la formulacion de los excipientes del
compuesto y su via de administracion.

Usos terapéuticos de las composiciones de acuerdo con la invencion

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion pueden usarse para el tratamiento o mejora
de una enfermedad en un mamifero. Las afecciones que pueden tratarse o prevenirse con las composiciones
farmacéuticas de la presente invencion, incluyen la prevencion y el tratamiento de pacientes con cancer que pueden
someterse, preferentemente, a tratamiento terapéutico con una composicién farmacéutica de acuerdo con la
presente invencion.

Las composiciones proporcionadas en el presente documento son para su uso en la prevencion, tratamiento o
mejora de uno o mas sintomas asociados con cancer en un mamifero.

Una realizacién adicional de la presente invencion es el uso de una composicién de anticuerpos recombinantes
contra EGFR de la presente invencion para la preparacion de una composicion para el tratamiento, mejora o
prevenciéon de uno o mas sintomas asociados con cancer en un mamifero.

Preferentemente, el mamifero en las realizaciones anteriores es un ser humano, un animal doméstico o una
mascota.

Los anticuerpos de acuerdo con la presente invencion estan indicados en el tratamiento de determinados tumores
soélidos. Basandose en diversos factores, incluyendo los niveles de expresion de EGFR, entre otros, los siguientes
tipos de tumores parecen presentar indicaciones preferidas: de mama, de ovario, de colon, de recto, de préstata, de
vejiga, de pancreas, de cabeza y cuello y cancer pulmonar no microcitico. En relacion con cada una de estas
indicaciones, tres rutas clinicas parecen ofrecer distintas posibilidades para una satisfaccion clinica:

Terapia adyuvante: en la terapia adyuvante, los pacientes deben tratarse con anticuerpos de acuerdo con la
presente invencion en combinacion con un agente quimioterapéutico o antineoplasico y/o con radioterapia. Las
dianas principales indicadas anteriormente se trataran bajo protocolo mediante la adicion de anticuerpos de la
invencion para una terapia de primera y segunda linea convencional. Los disefios de protocolo abordaran la eficacia,
evaluada por reduccién en la masa tumoral asi como por la capacidad para reducir dosis habituales de quimioterapia
convencional. Estas reducciones de la dosificacion permitiran una terapia adicional y/o prolongada reduciendo la
toxicidad relacionada con la dosis del agente quimioterapéutico. Los anticuerpos contra EGFR de la técnica anterior,
se han utilizado, o se estan utilizando, en diversos ensayos clinicos con adyuvantes en combinacién con los agentes
quimioterapéuticos o antineoplasicos adriamicina (Erbitux: carcinoma de prostata avanzado), cisplatino (Exbitux:
carcinomas de cabeza y cuello y de pulmén avanzados), taxol (Erbitux: cancer de mama) y doxorrubicina (Erbitux).

Adicionalmente se describen articulos farmacéuticos que comprenden una composicién de anticuerpos de la
invencion y al menos un compuesto que puede inducir la diferenciacion de células cancerosas como una
combinacién para la administracién simultanea, individual o sucesiva en carcinoterapia. Combinando las
composiciones de anticuerpos de la invencién con agentes que se sabe que inducen la diferenciacion terminal de las
células cancerosas, el efecto puede mejorarse adicionalmente.

El al menos un compuesto puede seleccionarse del grupo que consiste en acido retinoico, acidos trans-retinoicos,
acidos cis-retinoicos, fenilbutirato, factor de crecimiento nervioso, dimetil sulfoxido, vitamina D(3) forma activa,
receptor gamma activado por proliferador de peroxisomas, 12-O-tetradecanoilforbol 13-acetato, hexametilen-bis-
acetamida, factor beta de crecimiento transformante, acido butirico, AMP ciclico y vesnarinona. Preferentemente, el
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compuesto se selecciona del grupo que consiste en acido retinoico, fenilbutirato, todos los acidos trans-retinoicos,
vitamina D forma activa.

Los articulos farmacéuticas que comprenden una composicion de anticuerpos de la invencion y al menos un
compuesto quimioterapéutico o antineoplasico pueden usarse como una combinacién para la administracion
simultanea, individual o sucesiva en carcinoterapia. El compuesto quimioterapéutico puede seleccionarse del grupo
que consiste en adriamicina, cisplatino, taxol, doxorrubicina, topotecan, fluoropirimidina, oxaliplatino e irinotecan.

Monoterapia: en relacion con el uso de los anticuerpos de acuerdo con la presente invencién en monoterapia de
tumores, los anticuerpos pueden administrarse a pacientes sin un agente quimioterapéutico o antineoplasico. Los
resultados preclinicos generados a través del uso de anticuerpos de acuerdo con la presente invencion y analizados
en el presente documento han demostrado resultados positivos como una terapia independiente.

Agentes formadores de imagenes: a través de la unidn de un radiontclido (por ejemplo, itrio (*°Y)) con anticuerpos
de acuerdo con la presente invencion, se espera que los anticuerpos radiomarcados de acuerdo con la presente
invencion puedan utilizarse como un agente de diagnéstico, formador de imagenes. En dicho papel, los anticuerpos
de la invencién localizaran tumores tanto sélidos, asi como lesiones metastasicas de células que expresan EGFR.
En relacion con el uso de los anticuerpos de la invencion como agentes formadores de imagenes, los anticuerpos
pueden usarse para ayudar en el tratamiento quirirgico de tumores sdlidos, tanto como una exploracion
prequwurglca asi como posoperatoria, seguido de determinar qué tumor persiste y/o reaparece. Un anticuerpo
( In) -Erbitux se ha usado como un agente formador de imagenes en un ensayo clinico humano en Fase | en
pacientes con carcinomas pulmonares de células escamosas no reseccionables. (Divgi et al. J. Natl. Cancer Inst. 83:
97-104 (1991). Los pacientes se examinaron con una camara gamma de proyeccidon anterior y posterior
convencional. Los datos preliminares indicaron que se identificaron todas las lesiones primarias y las lesiones
metastasicas grandes, mientras que solo se detecto la mitad de las lesiones metastasicas pequefias (menores de 1
cm).

Los inhibidores de tirosina quinasa (TKI) son moléculas sintéticas, de bajo peso molecular, derivadas principalmente
de quinazolina, que interaccionan con el dominio de receptores de tirosina quinasa intracelular e inhiben la
fosforilacion del receptor inducida por ligando compitiendo por el sitio de union Mg-ATP intracelular. Diversos TKI en
desarrollo clinico, incluyendo Gefitinib (Iressa, ZD1839), Erlobtinib (Tarceva, OSI-774), Lapatinib, (Tykerb,
GW572016), Canertinib (CI-1033), EKB-569 y PKI-166 actuan sobre EGFR. El tratamiento de combinacion de los
TKI y contra EGFR ha demostrado ser beneficioso tanto in vivo como in vitro contra células cancerosas
dependientes de EGFR. Los articulos farmacéuticos que comprenden una composiciéon de anticuerpos de la
invencion y al menos un TKI que actian sobre EGFR pueden usarse como una combinacion para la administracion
simultanea, individual o sucesiva en carcinoterapia. Adicionalmente, los inhibidores de molécula pequefia incluyen:
Sorafinib (raf y RTK muiltiples), Sunitinib (RTK Multiples), Temsirolimus (mTOR), RAD001 (mTOR) y AZD217
(VEGFR?2).

Las composiciones de anticuerpos de la presente invencidon pueden usarse en combinacidon con otros agentes
terapéuticos basados en anticuerpos. Los ejemplos de estos incluyen, por ejemplo, anticuerpos contra HER2
(Herceptina) y VEGF (Avastin). Las composiciones de anticuerpos de la presente invencion pueden usarse en
combinacién con un agente que se sabe que estimula células del sistema inmunitario, conduciendo dicho
tratamiento de combinacién a potenciar la mejora mediada por el sistema inmunitario de la eficacia de las
composiciones de anticuerpos de la invencion. Los ejemplos de dichos agentes inmunoestimuladores incluyen, pero
sin limitacion, interleucinas (por ejemplo IL-21 e IL-2) recombinantes.

Dosis y vias de administracion

Aungue aun no se ha determinado la dosificacion especifica para los anticuerpos de acuerdo con la invencion,
comparando con el producto similar (ImClone C225 (Erbitux)) que se ha aprobado, pueden determinarse algunas
cuestlones en cuanto a la dosificacion. El anticuerpo C225 se administra tipicamente con dosis en el intervalo de 5 a
400 mg/m usandose solo dosis mas bajas en relacién con los estudios de seguridad. Por consiguiente, podria
esperarse que la dosificacion en pacientes con anticuerpos de acuerdo con la invencion pueda estar en este
|ntervalo 0 en un intervalo mas bajo, quiza en el intervalo de 50 a 300 mg/m y siga siendo eficaz. La dosificacion en
mg/m a diferencia de la medicién convencional de dosis en mg/kg, es una mediciéon basada en el area superficial y
es una medicién de dosificacién conveniente que se disefa para incluir a pacientes de todas las estaturas, desde
bebés a adultos.

La |nforma0|on de prescripcion disponible para Erbitux (Cetuximab) |ncluye una infusién 1V inicial de 120 minutos de
400 mg/m seguida de infusiones semanales de 60 min de 250 mg/m Estas dosificaciones se recomiendan para
tratamiento individual asi como para combinacion con radioterapia. Para Vectibix (panitumumab) la dosis
recomendada es de 6 mg/kg administrada durante 60 minutos cada 14 dias.

La dosificacion clinica esperada del anticuerpo HuMaxEGFr de Genmab (zumutumumab) es una dosis inicial de
8 mg/kg de HuMax-EGFr, seguida de infusiones semanales de una dosis de mantenimiento hasta la progresion de la
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enfermedad. La dosis de mantenimiento se ajustara, segun sea necesario, hasta que el paciente desarrolle una
erupcioén cutanea limitante de la dosis, hasta una dosis maxima de 16 mg/kg de HuMax-EGFr (Dosificaciones para
un estudio principal en Fase lll, disponible en la descripcién del producto de Genmab).

La dosificacién clinica de las composiciones de anticuerpos de la presente invencién estan posiblemente limitadas
por el grado de erupcion cutanea observado con los anticuerpos contra EGFR monoclonales (Erbitux y Vectibix)
usados en la clinica actualmente. Los datos de un estudio toxicolégico de 6 semanas en monos Cinomolgos no
mostraron sintomas de erupcion cutanea cuando una composicién de anticuerpos de la invenciéon se administré a
una dosis equivalente a la que se usa para el tratamiento con uno de los anticuerpos monoclonales usado en la
clinica (ejemplo 20). Por tanto, las composiciones de anticuerpos de la invencién pueden administrarse por via
intravenosa y con una d03|f|caC|0n semanal de 250 mg/m,, que se traduce en 7,5 mg/kg para un ser humano con
una superficie corporal de 1,8 m? y un peso corporal de 60 kg. Adicionalmente, puede darse una dosis de carga
inicial de 400 mg/m? (que se traduce en 12 mg/kg para un ser humano con una superficie corporal de 1,8 m? y un
peso corporal de 60 kg) antes de la dosificacién semanal posterior.

Se espera que sean Utiles tres estrategias de suministro distintas para suministrar los anticuerpos de acuerdo con la
invencion. El suministro intravenoso convencional sera, presumiblemente, la técnica de suministro convencional para
la mayoria de los tumores. Sin embargo, en relacion con tumores en la cavidad peritoneal, tales como tumores de
los ovarios, conducto biliar, otros conductos y similar, la administracion intraperitoneal puede demostrar ser favorable
para obtener una dosis alta del anticuerpo en el tumor y minimizar la eliminacién del anticuerpo. De una manera
similar, determinados tumores solidos poseen vasculatura que es apropiada para una perfusion regional. La
perfusion regional permitira la obtencion de una dosis alta del anticuerpo en el lugar de un tumor y minimizara la
eliminacion a corto plazo del anticuerpo.

Al igual que con cualquier compuesto terapéutico basado en infusion de proteinas o anticuerpos, las cuestiones de
seguridad estan relacionadas principalmente con (i) el sindrome de liberacion de citocinas, es decir hipotension,
fiebre, convulsiones, escalofrios (ii) el desarrollo de una respuesta inmunogénica contra el material (es decir, el
desarrollo de anticuerpos humanos por el paciente contra el compuesto terapéutico, o respuesta HAHA o HACA) y
(iii) toxicidad contra células normales que expresan el receptor de EGF, por ejemplo hepatocitos que expresan
EGFR. Se utilizaran ensayos convencionales y de seguimiento para monitorizar cada una de estas cuestiones de
seguridad. En particular, la funcion hepatica se monitorizara frecuentemente durante ensayos clinicos para evaluar
dafos en el higado, si hubiera.

Uso diagnéstico

Adicionalmente se describen kits de diagnostico. Los kits pueden comprender una composicion de anticuerpos
contra EGFR de acuerdo con la invencion cuya proteina puede marcarse con un marcador detectable, o no
marcarse, para una deteccion sin marcador. El kit puede usare para identificar individuos que padecen cancer
asociado con sobreexpresion de EGFR.

Ejemplos
Ejemplo 1 Clonacion de anticuerpos contra EGFR
Inmunizaciones

Se utilizaron ratones hembra BALB/c, cepa A, o C57B16 (de 8 a 10 semanas de vida) para inmunizaciones mediante
inyecciones con diferentes proteinas purificadas ademas de células que sobreexpresan EGFR.

Para algunas de las inmunizaciones se usaron proteinas de EGFR disponibles en el comercio (R y D Systems cat n.°
1095-ER o Sigma n.° E3641). Para otras de las inmunizaciones se usaron el EGFR humano recombinante y el
EGFRUVIII, producidos como proteinas de fusién, que consistian en el ECD de EGFR o de EGFRUvIIl y la hormona de
crecimiento humana (hGH), incluyendo también un sitio de escision para el virus del grabado del tabaco (TEV, por
las siglas en inglés Tobacco Etch Virus) ademas de una etiqueta de His descrita en el Ejemplo 10b. En algunos
casos, el ECD de EGFR se aislé mediante escision con proteasas del TEV y posterior purificacion en una columna
de niquel.

La linea celular humana de cancer de cabeza y cuello, HN5 (Easty DM, Easty GC, Carter RL, Monaghan P, Butler
LJ. Br J Cancer. Jun 1981; 43 (6): 772-85. Diez lineas de células de carcmoma humano procedentes de carcinomas
escamosos de la cabeza y cuello) que expresaba aproximadamente 107 receptores/célula se usé para las
inmunizaciones basadas en células. Las células se cultivaron en medio DMEM complementado con FBS (suero
bovino fetal) al 10 %, glicerol 3 mM, piruvato sédico 5 mM y penicilina estreptomicina al 1 %. Antes de cada
inmunizacion las células se lavaron en PBS, se tripsinizaron con TrypLE y se resuspendieron en medio de
crecimiento. Posteriormente las suspensiones celulares se lavaron dos veces en PBS por centrifugacion a 250xg
durante 5 min, se desprendieron y se resuspendieron en PBS estéril 15 ml.
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Las células o antigenos se diluyeron en PBS y después se mezclaron a una proporciéon 1: 1 con adyuvante de
Freund. El adyuvante se usé para potenciar y modular la respuesta inmunitaria. Para la primera inmunizacion se
utilizé adyuvante completo de Freund (CFA) mientras que para inmunizaciones posteriores se utilizd adyuvante
incompleto de Freund (IFA). El IFA es una emulsion de aceite en agua compuesta de aceites minerales y el CFA es
IFA al cual se afiaden especies de Mycobacterium deshidratadas, termodestruidas. Ambos adyuvantes tienen efecto
depdsito. EI CFA da lugar a una persistencia prolongada de la respuesta inmunitaria y se usa para primeras
inmunizaciones para reforzar la respuesta inmunitaria y el IFA se usa para inmunizaciones posteriores. Las
emulsiones se ensayaron afiadiendo una gota sobre la superficie de un vaso con agua. Si la gota permanece como
una gota, la emulsiéon es estable y las inyecciones pueden realizarse. A los ratones solo se les administraron
emulsiones estables.

Dependiendo del programa (véase la Tabla 2), para cada inyeccion se usaron 25-100 ug de antigeno o 107 células.
En total, los ratones recibieron 4 inyecciones. Todos los ratones recibieron inyecciones de 300 pyl o 200 pl de
emulsion. Dependiendo del programa, las inyecciones se realizaron por via subcutanea (s.c.), intraperitoneal (i.p.) o
intravenosa (i.v.).

Al final, los ratones se sacrificaron por luxacion cervical y se extirparon los bazos y se transfirieron a un tamiz celular
de 74 uym (Corning n.° 136350-3479). Las células se maceraron a través del filtro, se resuspendieron en RPMI 1640
enfriado con FBS al 10 % y se centrifugaron a 300xg durante 5 minutos. El sedimento celular se resuspendié en
RPMI 1640 con FBS al 1 %, se filtraron a través de un filtro de jeringa de 50 um (BD n.° 340603) y se recogieron por
centrifugacion. El sedimento celular se crioconservé después de la resuspensién en FCS con DMSO al 10 % y las
células congeladas se conservaron a - 80 °C hasta su separacion por FACS.

Separacion por FACS de células plasmaticas murinas

Viales con esplenocitos congelados se descongelaron a 37 °C y se transfirieron a tubos de 15 ml que adn contenian
hielo. Gota a gota, se afiadieron al tubo 10 ml de RPMI enfriado con hielo con FBS (suero bovino fetal) al 10 % al
mismo tiempo que se agitaba. Después de un lavado en PBS FACS 10 ml, se afiadieron 5 ml de PBS FCS antes de
filtrar las células a través de un Filcon de 50 ym. Después, las células se sedimentaron y se resuspendieron en PBS
1 ml con FBS al 2 % (volumen final) y se tifieron con anti-CD43-FITC y anti-CD138-PE de acuerdo con la dilucion
especifica a una concentracion final de aprox. 5 pug/ml. Las células se incubaron a 4 °C durante 20 min en la
oscuridad. Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con tampén FACS 2 ml. Se afiadieron hasta 15 ml de PBS
FACS. Se afiadi6 yoduro de propidio (PI) a 1:100 (1 parte de Pl con respecto a 100 partes de tampoén PBS FACS), y
las células se separaron posteriormente en placas de PCR de 96 pocillos que contenian tampdn de reacciéon de PCR
(véase mas adelante) y se centrifugaron durante 2 min a 400 xg antes de que las placas se congelasen a -80 °C. Se
seleccionaron células plasmaticas como CD43-positivas/CD-138 positivas como se muestra en la Figura 1.

Ligamiento de pares Vy y Vi homoélogos

El ligamiento de las secuencias codificantes de V4 y V. se realizd en las células sencillas seleccionadas como
células plasmaticas, facilitando el emparejamiento homdlogo de las secuencias codificantes de Vy y V.. El
procedimiento utilizé un procedimiento de PCR de dos etapas basandose en una RT-PCR de extension solapante
Multiplex de una etapa seguido por una PCR anidada. Las mezclas de cebadores usadas en el presente ejemplo
s6lo amplifican cadenas ligeras Kappa. Sin embargo, los cebadores que pueden amplificar las cadenas ligeras
Lambda pueden afiadirse, si se desea, a la mezcla de cebadores Multiplex y a la mezcla de cebadores de PCR
anidada. Si se afiaden cebadores Lambda, el procedimiento de separacion debe adaptarse de tal manera que no se
excluyan células positivas a Lambda. El principio del ligamiento de secuencias Vy y V. homdlogas se ilustra en la
Figura 2.

Las placas de PCR de 96 pocillos producidas se descongelaron y las células separadas sirvieron como molde para
la RT-PCR de extension solapante Multiplex. EI tampdn de separacién afiadido a cada pocillo antes de la separacion
de células sencillas contenia tampoén de reaccion (Tampon de RT-PCR de una etapa; Qiagen), cebadores para RT-
PCR (véase la Tabla 3) e inhibidor de RNasa (RNasin, Promega). Esto se complementé con una Mezcla Enzimatica
de RT-PCR de Una Etapa (25x dilucion; Qiagen) y mezcla de los dNTP (200 uM de cada uno) para obtener la
concentracion final determinada en un volumen de reaccion de 20 ul. Las placas se incubaron durante 30 min a
55 °C para permitir la transcripcion inversa del ARN de cada célula. Después de la transcripcion inversa, las placas
se sometieron a ciclos de PCR siguientes: 10 min a 94 °C, 35x (40 s a 94 °C, 40 s a 60 °C, 5 min a 72 °C), 10 min a
72 °C.

Las reacciones de PCR se realizaron en un ciclador térmico H20BIT con una cesta Peel Seal para 24 placas de 96
pocillos (ABgene) para facilitar un alto rendimiento. Las placas de la PCR se conservaron a -20 °C después del
ciclado.

Para la etapa de PCR anidada, se prepararon placas de PCR de 96 pocillos con la siguiente mezcla en cada pocillo
(reacciones de 20 pl) para obtener una concentracion final determinada: tampon 1x FastStart (Roche), mezcla de los
dNTP (200 pM de cada uno), mezcla de cebador anidado (véase la Tabla 4), ADN Polimerasa Phusion (0,08 U;
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Finnzymes) y combinacion de enzimas de alta fidelidad FastStart (0,8 U; Roche). Como molde para la PCR anidada,
se transfirié 1 pl desde las reacciones de PCR de extension solapante Multiplex. Las placas de la PCR anidada se
sometieron al siguiente termociclado: 35x (30 s a 95 °C, 30 sa60°C,90s a 72°C), 10 mina 72 °C.

Se analizaron reacciones seleccionadas al azar en un gel de agarosa al 1 % para verificar la presencia de un
fragmento de extension solapante de aproximadamente 890 pares de bases (pb).

Las placas se conservaron a -20 °C hasta el procesamiento adicional de los fragmentos de la PCR.

Los repertorios de los pares codificantes Vi y V. ligados de la PCR anidada se agruparon, sin pares de mezcla de
diferentes donantes y se purificaron mediante electroforesis preparativa en gel de agarosa al 1 %. La secuencia
codificante de la cadena ligera constante kappa humana se corté y empalmé mediante extension solapante con la
region codificante V. de los productos de la PCR agrupados de los pares codificantes V4 y V| ligados (Figura 3). La
secuencia codificante de la cadena ligera constante kappa humana se amplificé a partir de un plasmido que contenia
la secuencia codificante de un anticuerpo humano con una cadena ligera kappa en una reaccion que contenia:
Enzima Phusion (2 U; Finnzymes), tampon 1x Phusion, mezcla de los dNTP (200 pM de cada uno), cebador
hKCforw-v2 y cebador Kappa3' (Tabla 5) y molde de plasmido pLL138 (10 ng/pl) en un volumen total de 50 pl. La
reaccion se sometié al siguiente termociclado: 25x (30 s @ 95 °C, 30 s a 55 °C, 45 s a 72 °C), 10 min a 72 °C. El
fragmento de la PCR resultante se purificé mediante electroforesis preparativa en gel de agarosa al 1 %.

Los fragmentos de la PCR agrupados purificados de cada repertorio se cortaron y empalmaron con el fragmento de
la PCR amplificado y purificado de la region que codificaba la cadena constante kappa humana (Anexo 2) mediante
el siguiente corte y empalme por PCR de extension solapante (volumen total 50 ul) que contenia: el fragmento de la
region codificante de la cadena constante kappa humana (1,4 ng/ul), el fragmento de la PCR agrupado purificado
(1,4 ng/ml), la ADN polimerasa Phusion (0,5 U; Finnzymes) y la combinacién de enzimas de alta fidelidad FastStart
(0,2 U; Roche), Tampoén 1x FastStart (Roche), mezcla de los dNTP (200 uM de cada uno), cebador mhKCrev y
conjunto de cebadores mJH (véase la Tabla 5). La reaccion se someti6 al siguiente termociclado: 2 min a 95 °C, 25x
(30sa95°C,30sab55°C, 1 mina72°C), 10 min a 72 °C. El fragmento de la PCR resultante (aprox. 1070 pb) se
purificé mediante electroforesis preparativa en gel de agarosa al 1 %.

Insercion de pares codificantes Vi y Vi homdlogos en un vector de exploracion

Para identificar anticuerpos con especificidad de unién a EGFR, las secuencias codificantes V4 y V. obtenidas se
expresaron como anticuerpos de longitud completa. Esto implico la insercion del repertorio de los pares codificantes
Vh 'y VL en un vector de expresion y la transfeccion en una célula hospedadora.

Para la generacion de un repertorio de vectores de expresion se empled un procedimiento de clonacion de dos
etapas que contenia los pares codificantes Vy y V. ligados. Estadisticamente, si el repertorio de vectores de
expresion contiene plasmidos recombinantes hasta diez veces el niumero de productos PCR Vy y V| emparejados
afines usados para la generacion del repertorio de exploracion, hay una probabilidad del 99 % de que todos los
pares génicos Unicos estén representados. Por tanto, si se obtienen 400 fragmentos del gen V por extension
solapante, se genera un repertorio de al menos 4000 clones para la exploracion.

En resumen, los productos de la PCR purificados del repertorio de los pares codificantes Vy y V. ligados, cortados y
empalmados con la region codificante constante kappa humana, se escindieron con endonucleasas de ADN Xhol y
Notl en los sitios de reconocimiento introducidos en los extremos de los productos PCR. Los fragmentos escindidos
y purificados se ligaron en un vector de expresion de IgG de mamifero digerido con Xhol/Notl, OO-VP-002 (Figura 4)
mediante procedimientos de ligamiento convencionales. La mezcla del ligamiento se sometié a electroporacion en E.
coliy se afiadi6 a placas 2xYT que contenian el antibidtico apropiado y se incubaron a 37 °C durante una noche. El
repertorio de vectores amplificados se purificdé de las células recuperadas de las placas usando métodos de
purificacion de ADN convencionales (Qiagen). Los plasmidos se prepararon para la insercion de fragmentos
promotor-lider por escisién usando endonucleasas Ascl y Nhel. Los sitios de restriccion para estas enzimas se
localizaban entre los pares de los genes codificantes de Vi y V.. Después de la purificacion del vector, se insertd un
fragmento promotor-lider de mamifero bidireccional digerido con Ascl-Nhel en los sitios de restriccion Ascl y Nhel
mediante procedimientos de ligamiento convencionales. El vector ligado se amplificé en E. coli y el plasmido se
purificé usando métodos convencionales. El repertorio de vectores de exploracion generado se transformé en E. coli
mediante procedimientos convencionales. Las colonias obtenidas se consolidaron en placas maestro de 384 pocillos
y se conservaron. El nimero de colonias dispuestas superé al menos 3 veces el nimero de productos de la PCR de
entrada, dando por tanto un 95 % por ciento de probabilidad para la presencia de todos los pares génicos V Unicos
obtenidos.

Exploracién para la unién al dominio extracelular de EGFR

En general, la exploracion se realizé como un procedimiento en dos etapas. Las bibliotecas de anticuerpos se
exploraron con un ensayo ELISA con respecto a la reactividad con la proteina EGFR recombinante, después de lo
cual, se us6 FMAT (FLISA) como una estrategia basada en células, con la linea celular NR6WtEGFR para la
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deteccion de anticuerpos contra EGFR que se unen a EGFR expresado en la superficie celular. Para las bibliotecas
101 y 108/109 (Tabla 2) se realizé ELISA con EGFR recombinante que representa el dominio extracelular de EGFR.

En resumen, para el ensayo ELISA, placas Nunc Maxisorb (catalogo n.° 464718) se recubrieron con proteina 1 pug/ml
(producidas internamente), se diluyeron en PBS a 4 °C durante una noche. Antes de bloquear en Leche-PBS-T al
2 % 50 pl, las placas se lavaron una vez con PBS + Tween 20 al 0,05 % (PBS-T). Las placas se lavaron una vez con
PBS-T, se afiadieron 20 pl de leche-PBS-T al 2 % y sobrenadantes 5 pl para transfectantes CHO-S FreeStyle (véase
mas adelante) y se incubd durante 1 hora 2 a TA después de lo cual las placas se lavaron una vez con PBS-T 20 pl
por pocillo. Se afiadié anticuerpo secundario (de cabra contra IgG humana conjugado con HRP, Jackson, catalogo
n.° 109-035-097) diluido a 1:10000 en leche-PBS-T al 2 % para detectar los anticuerpos unidos en los pocillos y se
incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron una vez en PBS-T antes de la adicién de 25 pl
de sustrato (Kem-en-tec Diagnostics, catalogo n.° 4390) que se incubé durante 5 min. Se afiadieron 25 pl de acido
sulfarico 1 M después de la incubacion para detener la reaccion. La sefial especifica se detectdé en un lector ELISA a
450 nm.

Para la deteccion FMAT basada en células de anticuerpos contra EGFR, células SKBR-3 (ATCC n.° HTB-30) o
NR6WIEGFR (Welsh et al, 1991, J Cell Biol, 114, 3, 533-543) se mantuvieron en medio de crecimiento como se ha
descrito. Las células se contaron y se diluyeron a 125.000 células/ml con el anticuerpo de cabra contra IgG humana
(H-L) conjugado con Alexa-647 (Molecular Probes n.° A21445, Lote n.° 34686A) diluido a 1:40.000. Un total de 20 pl
de esta suspension se transfirié a placas Nunc de fondo transparente de 384 pocillos. Posteriormente, se afiadieron
10 pl de sobrenadante de transfeccion a las células. La sefial FMAT para la reaccion se midié después de 6-10
horas de incubacion.

Los datos de la exploracion indican que 221 (4,8 %) del total de clones fueron positivos en el ELISA. 93 (2,0 %) de
esos clones también fueron positivos en FMAT. En total 220 (4,8 %) de los clones fueron positivos en el FMAT y
entre esos 127 (220-93) unicamente positivos para el antigeno de superficie celular. La biblioteca 111 se explord de
una manera similar, pero dado que el procedimiento de inmunizacion se realizd para generar anticuerpos especificos
para el receptor EGFR mutante de delecién, EGFRVIII, las exploraciones ELISA incluyeron ensayos para detectar
tanto el EGFR de tipo silvestre como el EGFRVIII. En el ELISA se identificaron siete clones que eran especificos
para EGFRUvIIl y, de manera interesante, aquellos clones eran negativos para la tincion de células que expresaban
EGFR de tipo silvestre en el FMAT. Se identificaron 13 clones que eran positivos para el EGFR de ts en FMAT y
ELISA pero no para EGFRUVIIl, que eran exclusivos para esta biblioteca en comparacion con las bibliotecas 101 y
108/109. Todos los clones positivos a ELISA se seleccionaron para analisis posterior.

Analisis de secuencias y seleccion de clones

Los clones identificados como especificos de EGFR en ELISA se recuperaron de las placas maestro originales
(formato de 384 pocillos) y se consolidaron en nuevas placas. El ADN se aislé de los clones y se sometié a
secuenciacion de ADN de los genes V. Las secuencias se alinearon y se seleccionaron todos los clones unicos.
Alineamientos multiples de las secuencias obtenidas revelaron la exclusividad de cada clon particular y permitieron
la identificacion de anticuerpos unicos. Después del analisis de secuencias de 220 clones, se identificaron 70 grupos
de secuencias de anticuerpos genéticamente distintos. Cada grupo de secuencias relacionadas probablemente
habia procedido de hipermutaciones somaticas de un clon precursor comun. Generalmente, se seleccioné de uno a
dos clones de cada grupo para la validacion de secuencias y especificidad. Las secuencias de las secuencias
variables del anticuerpo seleccionado se muestran en el Anexo 1. Las secuencias de nucleétidos incluyen sitios de
restriccion en ambos extremos. Por consiguiente, las secuencias de aminoacidos traducidas correspondientes
(usando la tercera fase de lectura de la secuencia de ADN) incluyen en el extremo N dos aminoacidos que no
forman parte de las secuencias VH y VL de acuerdo con la definicién del IMGT (International ImMunoGeneTics)
(Lefranc et al (2003) numeracion unica IMGT para los dominios variables del receptor de inmunoglobulina y células T
y dominios similares a V de la superfamilia de Ig. Dev. Comp Immunol 27, 55-77). Todas las secuencias VL
mostradas incluyen la misma region constante kappa humana, que comienza con los aminoacidos -TVAAP- y
termina en el extremo C -NRGEC. Para los fines de la presente invencion, la secuencia VL terminal, cuando se
refiere a un anticuerpo especifico, excluye la regiéon constante kappa y los dos aminoacidos N terminales (LA-). La
secuencia VH terminal, cuando se refiere a un anticuerpo especifico, excluye los dos aminoacidos N terminales
(RA-).

Validacién de secuencias y especificidad

Para validar los clones que codifican el anticuerpo, se preparé ADN plasmidico y se realiz6 transfeccion de células
CHO-S FreeStyle (Invitrogen) a una escala de 2 ml para su expresion. El sobrenadante se recogié 96 horas después
de la transfeccion. Los niveles de expresion se estimaron con ELISA contra IgG convencional y la especificidad se
determiné mediante ELISA especifico de EGFR y de EGFRUVIIl. Se mostré que el 85 % de los clones tenian la
especificidad y secuencia correctas.
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Exploracion de efectos antiproliferativos

El dafio celular producira inevitablemente una pérdida de la capacidad de la célula para mantener y proporcionar
energia para crecer y realizar funciones celulares metabdlicas. Los ensayos de actividad metabdlica se basan en
esta premisa. Normalmente miden la actividad mitocondrial. El reactivo de proliferacion celular WST-1 (Roche Cat.
n.° 11 644 807 001) es un sustrato listo para usar que mide la actividad metabdlica de células viables. Se supone
entonces que la actividad metabdlica se correlaciona con el niumero de células viables. En este ejemplo se uso el
ensayo con WST-1 para medir el nimero de células metabdlicamente activas después del tratamiento con
sobrenadantes de cultivo celular que contenian diferentes anticuerpos contra EGFR.

Antes de realizar el ensayo con WST-1 diferentes volumenes de sobrenadantes de 2 ml (0, 10, 25, 50 y 150 pl) se
transfirieron a pocillos apropiados en una placa de 96 pocillos.

Después, células HN5 se lavaron con PBS 1x y se desprendieron por tripsinizacion con solucién de tripsina 3 ml.
Después, se afiadieron 17 ml de medio completo y las células se centrifugaron a 300xg (1200 rcf) durante 5 min. El
sobrenadante se retir6 y las células se resuspendieron en DMEM + FBS al 0,5 %. Las células se contaron y se
ajusté su concentracion y se anadieron 1500 células a los pocillos con sobrenadantes, de tal manera que cada
pocillo contenia en total 200 pl de medio. Las placas se incubaron durante 4 dias en una incubadora humidificada a
una temperatura de 37 °C. Después, se afiadieron 20 pl de reactivo WST-1 por pocillo y las placas se incubaron
durante una hora a una temperatura de 37 °C. Después, las placas se transfirieron a un agitador de placa orbital y se
dejaron otra hora. La absorbancia se midio a 450 y 620 nm (longitud de onda de referencia) en un lector ELISA. La
diferencia en los niveles de células metabdlicamente activas (MAC) se calculd6 como porcentaje de los
sobrenadantes de control de la siguiente manera:

Estos valores se usaron después como base para un analisis de agrupamiento (Cluster) jerarquico supervisado
(agrupado en funcién de la reactividad en el ensayo ELISA) realizado usando el software Cluster y TreeView libre.

Es preferible poder explorar anticuerpos funcionales en una fase temprana en el proceso de seleccion de
anticuerpos. Los sobrenadantes de cultivo de 83 transfecciones de 2 ml se usaron para explorar las funciones
inhibidoras del crecimiento en un ensayo de proliferacion realizado usando células HN5 en FBS al 0,5 %. Los
resultados se visualizaron mediante analisis de agrupamiento jerarquico sencillo. Como puede observarse en el
analisis de agrupamiento (Figura 5) se encontré un nimero de sobrenadantes que disminuia el nimero de células
HNS5 metabodlicamente activas (gris oscuro) de una manera dependiente de la concentracion (Grupo 2). De manera
similar, algunos sobrenadantes aumentaron el nimero de células HN5 metabdlicamente activas (gris claro) de una
manera dependiente de la concentracion (Grupos 1, 3 y 4). Una observacion interesante fue que los sobrenadantes,
que disminuian el numero de células HN5 metabdlicamente activas, tuvieron reactividad 2 (flechas negras) mientras
que los sobrenadantes que aumentaban el nimero de células HN5 metabdlicamente activas, tuvieron reactividad 1
(flechas grises). Los sobrenadantes con reactividad 2 fueron positivos tanto en el ELISA de wtEGFR (wt tipo
silvestre, por wild type) como en el de EGFRUVIIl, mientras que los sobrenadantes con reactividad 1 solo tuvieron
reactividad contra WtEGFR. Por tanto, dichos andlisis pueden proporcionar relaciones entre la reactividad de
anticuerpos en ensayos ELISA y la funcionalidad en ensayos celulares.

Reparacion de clones

Cuando se usa una estrategia con PCR Multiplex, se espera un determinado grado de cebado en cruzado con la
familia génica V intragénica e intergénica, debido a la degeneracion de cebadores y al alto grado de homologia. El
cebado en cruzado introduce aminoacidos que no se producen de manera natural en el armazén de la
inmunoglobulina, con posibles consecuencias diversas, por ejemplo, cambios estructurales y aumento de la
inmunogenicidad, produciendo todo ello una actividad terapéutica disminuida.

Para eliminar estos inconvenientes y garantizar que los clones seleccionados reflejan la respuesta inmunitaria
humoral natural, dichas mutaciones de cebado en cruzado se corrigieron en un proceso denominado reparacion de
clones.

En la primera etapa del procedimiento de reparaciéon de clones, la secuencia Vy se amplific6 por PCR con un
conjunto de cebadores que contenia la secuencia correspondiente a la del clon de interés originado a partir del gen
de V4, corrigiendo de este modo cualquiera de las mutaciones introducidas por cebado en cruzado. El fragmento de
PCR se someti6 a digestion con Xhol y Ascl y se ligd de nuevo en el vector de expresion de mamifero digerido con
Xhol/Ascl (Figura 4) usando procedimientos de ligamiento convencionales. El vector ligado se amplificd en E. coli y
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el plasmido se purificé mediante métodos convencionales. La secuencia V4 se secuencié para verificar la correccion
y el vector se sometié a digestion con Nhel/Notl para prepararlo para la insercion de la cadena ligera.

En la segunda etapa, la cadena ligera completa se amplificé por PCR con un conjunto de cebadores que contenia la
secuencia correspondiente a la del clon de interés originado a partir del gen de V|, corrigiendo de este modo
cualquiera de las mutaciones introducidas por cebado en cruzado. El fragmento PCR se sometié a digestion con
NhellNotl y se ligd en el vector que contenia Vy preparado anteriormente. El producto de ligamiento se amplificéd en
E. coliy el plasmido se purific6 mediante métodos convencionales. Posteriormente, la cadena ligera se secuencio
para verificar la correccion.

En el caso en el que la regidon constante Kappa de un clon seleccionado contenga mutaciones, introducidas durante
la amplificacion de los genes, esta se reemplaza por una region constante no mutada. Esto se realiza en una PCR
solapante en la que el gen V| reparado (amplificado sin la regidon constante) se fusion6 con una regién constante con
secuencia corregida (obtenida en una PCR distinta). La secuencia entera se amplificé y se cloné en el vector que
contenia Vy como se ha descrito anteriormente y en la cadena ligera reparada se secuencié para verificar la

correccion.

Tabla 2 Programas de inmunizacién usados para generar material de partida para la clonacion contra EGFR

Programa, [Cepa [Inyeccion 1 Inyeccion 2 Inyeccion 3 Inyeccion 4 Finalizacion
Grupo de
ratones
101 Balb/c|Dia 1, 25 ug de|Dia 35, 25 pg de|Dia 56, 25 ug de|Dia 70, 25 pyg de|Dia 73
rhEGFR (R&D|rhGH-EGFR rhEGFR* rhEGFR*
systems 1095-ER)|(Symphogen) (Symphogen) (Symphogen)
CFA s.c. IFA s.c IFA s.c IFA s.c
108 Balb/c|Dia 1, 1x10” células|Dia 28, 25 pg de|Dia 42, 1x10’|Dia 56, 25 pg de|Dia 59
HN5 rhEGFR* células HN5 rhEGFR*,
CFAi.p. (Symphogen) IFA i.p. (Symphogen)
IFA s.c. IFA s.c.
109 Balb/c|Dia 1, 1x10” células|Dia 28, 25 pg de|Dia 42, 1x10’|Dia 56, 25 pg de|Dia 59
HNS5, rhEGFR* células HN5 rhEGFR*
CFAi.p. (Symphogen) IFA i.p. (Symphogen)
IFA s.c. PBSi.v.
111 Balb/c|Dia 1, 25 uyg de|Dia 28, 25 ug de|Dia 42, 25 ug de|Dia 56, 25 pg de|Dia 59
rhEGFR* rhEGFR+ rhEGFR+ rhEGFR+
(Symphogen) rhEGFRvIII** rhEGFRvIII** rhEGFRvIII**
CFA s.c. (Symphogen) (Symphogen) (Symphogen)
IFA s.c. IFA s.c. IFA s.c.
118 Balb/c|Dia 1, 1x10” células|Dia 29, 100 ug de|Dia 44, 1x10’|Dia 58, 25 ug de|Dia 61
HN5 CFA i.p. rhGH-EGFR células HN5 rhEGFR, (Sigma
(Symphogen) IFA i.p. E3641) IFA s.c.
IFA s.c.
119 C57B |Dia 1, 1x10’ células|Dia 29, 100 pug de|Dia 44, 1x10’|Dia 58, 25 Mg de|Dia 61
HN5 CFA i.p. rhGH-EGFR células HN5 rhEGFR, (Sigma
(Symphogen) IFA i.p. E3641)
IFA s.c. IFA s.c.
Tabla 3 Mezcla de cebadores de extension para RT-PCR de solapamiento Multiplex
Nombre del [Conc. (nM) |Secuencia SEQID
cebador
mHCre 0,2 GACSGATGGGCCCTTGGTGG 1
mKapp 0,2 GCTGTAGGTGCTGTCTTTGC 2
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mVH
mVH A 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCSAGGTCCARCTGCARCAGYCTG 3
mVH B 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCGARGTGMAGCTKGTKGAGTC 4
mVH C 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCSAGGTGCAGCTKMAGGAGTC 5
mVH 8 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCCAGGTTACTCTGAAAGAGTC 6
mVH 9 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCCAGATCCAGTTGGTGCAGTCTG 7
mVK
mVK D 0,04 GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCGAYATCCAGATGACHCARWCT |8
mVK E 0,04 GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCRACATTGTGMTGACHCAGTC 9
mVK F 0,04 GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCSAMATTGTKCTSACCCARTCTC |10
mVK 1- 0,04 GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCGATRTTGTGATGACBCARRCT 11
W=A/T, R=A/G, S=G/C, Y=C/T, K=G/T, M=A/C, H=ACT, B=GCT; Conc. - concentracion final.
Tabla 4 Conjunto de cebadores anidados
Nombre del Conc. (nM) Secuencia SEQID
cebador
mHCrev 0,2 GGACAGGGMTCCAKAGTTCCADKT 16
hmJK
hmJK1- 0,2 GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTTGATTTCCAGCTTGGTG 17
hmJK2- 0,2 GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTTTATTTCCAGCTTGGTC 18
hmJK4- 0,2 GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTTTATTTCCAACTTTGTC 19
hmJK5- 0,2 GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTTCAGCTCCAGCTTGGTC |20
K=G/T, M=A/C, D=AGT; Conc. - concentracion final.
Tabla 5 Conjunto de cebadores de corte y empalme de la cadena kappa constante
Cebador |Conc. Secuencia SEQID
(nM)
Amplificacién de la cadena constante kappa humana
hKCforw- |0,2 GAACTGTGGCTGCACCATCTGTC 21
v2
Kappa3'" (0,2 ACCGCCTCCACCGGCGGCCGCTTATTAACACTCTCCCCTGTTG 22
Corte y empalme por extension solapante
mhKCrev |0,2 ACCGCCTCCACCGGCGGCCGCTTATTAACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCTT (23
conjunto
mJH
mJH1 0,2 GGAGGCGCTCGAGACGGTGACCGTGGTCCC 12
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mJH2 0,2 GGAGGCGCTCGAGACTGTGAGAGTGGTGCC 13
mJH3 0,2 GGAGGCGCTCGAGACAGTGACCAGAGTCCC 14
mJH4 0,2 GGAGGCGCTCGAGACGGTGACTGAGGTTCC 15

Ejemplo 2 Produccion de anticuerpos contra EGFR de mamifero

Para la expresion transitoria de anticuerpos contra EGFR se usé el sistema de expresion CHO MAX FreeStyle
(Invitrogen). Los anticuerpos se expresaron en un volumen de 200-2000 ml.

Aproximadamente, 24 horas antes de la transfeccion, se realizaron pases de células CHO-S hasta alcanzar una
concentracion de células de 0,5 x 10° células/ml. El plasmido (1,25 pg por ml de medio de cultivo celular) se diluyé
en medio asérico OptiPro y se mezclé con una solucidon de reactivo de transfeccion MAX FreeStyle, como
recomienda el fabricante. Los reactivos de transfeccion se transfirieron al cultivo celular y el sobrenadante se recogio
6 dias después.

Los anticuerpos expresados se purificaron del sobrenadante de cultivo usando una etapa de cromatografia de
afinidad que empleaba una columna de proteina A-Sepharose (MabSelect Sure, GE Health Care) para la purificacion
de las moléculas de IgG1. Los anticuerpos se eluyeron de la columna usando glicina 0,1 M, 2,7. Las fracciones que
contenian anticuerpos, determinado por mediciones de absorbancia a 280 nm, se agruparon y dializaron frente a
acetato sodico 5 mM, NaCl 150 mM, a un pH de 5. Las muestras de los anticuerpos purificados se ensayaron con
respecto a la presencia de endotoxina utilizando el ensayo LAL.

Ejemplo 3 Determinacion de las especificidades de los epitopos
ELISA de competicién con anticuerpos de referencia

Usando anticuerpos de referencia que se unen a dominios de EGFR conocidos, como los publicados en J. R.
Cochran et. al., JIM 2004: 287; 147-158, se desarrollé un ELISA de competicién que podia diferenciar entre los
epitopos de union de los anticuerpos contra EGFR por incubacion con un reactivo secundario que era especifico
para la region Fc humana de los anticuerpos contra EGFR y que no mostraban reactividad cruzada con la region Fc
de IgG de raton o rata. El ELISA se adaptdé de las descripciones publicadas en Ditzel et al, 1995, The Journal of
Immunology, Vol 154, publicacion 2 893-906.

Se realizé un ELISA de bloqueo de epitopo diluyendo antigeno de receptor EGFR de longitud completa a 0,5 pug/ml
en PBS; y recubriendo con 50 pl/pocillos del ELISA durante una noche a 4 °C. A la mafiana siguiente los pocillos se
lavaron dos veces con PBS-T y se bloquearon durante una hora con PBS-T-BSA al 1% a temperatura ambiente
seguido de un lavado doble en PBS-T. Después, se afadieron 25 pl de los mAb de referencia murinos o de rata a
pocillos ELISA independientes en una dilucion conocida de experimentos previos para dar una unidn antigénica
maxima de 200 veces. Después de 15 min, se afadieron anticuerpos contra EGFR 25 pl en una concentracion de 2
pg/ml a pocillos previamente incubados con anticuerpos de referencia o a pocillos que contenian PBS 25 pl. Esto
produjo una concentracion final de 1 ug/ml de anticuerpo contra EGFR y una unién antigénica maxima de 100 veces
de los anticuerpos de referencia después de la mezcla. Los anticuerpos se incubaron durante 45 min a temperatura
ambiente, después de lo cual, los pocillos se lavaron cuatro veces con PBS-T. Un anticuerpo secundario de cabra
contra IgG humana conjugado con HRP se diluy6 a 1: 3000, y se afadieron 50 pl a cada pocillo seguido de una
incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente los pocillos se lavaron cuatro veces con PBS-T y las
placas se revelaron afiadiendo TMB 50 pl/pocillo y cada 5-15-30 minutos se efectud la lectura a 620 nm. Se calculo
el grado de inhibicién a partir de la férmula: % de inhibicion = (1- (DO de competicion/DO sin competicion (PBS))) x
100.

Reactivos para el ensayo ELISA:

1) Tampodn de recubrimiento: 1 x PBS; Gibco cat: 20012-019
2) antigenos: EGFR de longitud completa de tipo silvestre purificado de células A431; Sigma E3641
3) placa ELISA: NUNC Maxisorp; cat: 442404
4) Tampon de bloqueo/dilucion: BSA al 1 % en PBS-T (PBS-T-BSA al 1 %)
5) Tampon de lavado: 1x PBS/Tween 20 al 0,05 % (PBS-T)
6) Control positivo: Erbitux (Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Alemania, Catalogo n.°: 018964; Cetuximab), Vectibix
(Amgen Inc, One Amgen Center Drive, Thousand Oaks CA 91320-1799, EE. UU., Cat n.° 3241400; Panitumumab)
7) Anticuerpos de referencia:
* ICR10 (rata), Abcam, Ab231
* 199.12 (murino), Lab Vision Ab-11, MS-396-PABX
* EGFR.1 (murino), Lab Vision Ab-3, MS-311-PABX
* H11 (murino), Lab Vision Ab-5, MS-316-PABX
* B1D8 (murino), Lab Vision Ab-16, MS-666-PABX
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* 111.6 (murino), Lab Vision Ab-10, MS-378-PABX

* 225 (murino), Lab Vision Ab-2, MS-269-PABX

+ 528 (murino), Lab Vision Ab-1, MS-268-PABX

8) Anticuerpo de cabra contra IgG humana conjugado con HRP; Serotec, Star 106P
9) TMB Plus; KemEnTec, cat n.° 4390L

10) H.SO41 M

El resultado del ELISA de competiciéon se muestra en la Figura 6. Se emplearon ensayos de competicion ELISA para
clasificar sobrenadantes de anticuerpos contra EGFR de acuerdo con la especificidad del dominio de los anticuerpos
de referencia utilizados suscitados contra el dominio extracelular de EGFR. Se tomaron valores de inhibiciéon de 50-
100 % como una indicacion de competicion significativa entre pares de anticuerpos que se unian a epitopos
solapantes o a epitopos muy préximos entre si en el antigeno, mientras que los valores de inhibicién por debajo del
50 % indicaban que los epitopos reconocidos por los pares de anticuerpo no estaban muy préoximos entre si dando
como resultado un impedimento estérico disminuido. Se descubrié que los anticuerpos contra EGFR se unian a una
variedad de epitopos de ECD de EGFR, que incluia los dominios I, Il y lll. Para algunos anticuerpos este analisis no
pudo diferenciar si el mAb especifico se dirigia contra el dominio | o el dominio Il. Dichas especificidades se
designaron como dominio I/ll. Adicionalmente, algunos anticuerpos parecieron unirse a epitopos Unicos, lo cual no
pudo deducirse adicionalmente en el ELISA de competicion empleado (por ejemplo, los clones 1229 y 1320, Figura
6). Es posible que algunos de estos anticuerpos se dirijan contra el dominio IV, por lo cual no tuvieron reactividades
con anticuerpos de referencia. Cabe destacar que los anticuerpos de dominio Il pudieron dividirse adicionalmente
en cuatro subgrupos basandose en los diferentes patrones de competicion obtenidos con los anticuerpos de
referencia murinos ensayados contra este dominio. El grupo | estaba constituido solo por el mAb 992 que se
descubrié que competia por la unién con los anticuerpos de referencia Ab1y Ab2. El grupo |l estaba constituido por
los mAb 1024 y 1042, procedentes ambos de la misma reordenacion de Ig y por consiguiente mostraron una
homologia de secuencia muy préxima a nivel de ADN y de aminoacidos. Se descubrié que estos dos anticuerpos
solo competian por la union con Ab2. El grupo Ill estaba constituido por los mAb 1030, 1208 y 1277 que competian
por la unién con los anticuerpos de referencia Ab1, Ab5 y AB10. Finalmente el grupo IV estaba constituido por el
mAb 1254, que competia por la unién con todos los anticuerpos de referencia de dominio lll Ab1, Ab2, AB5 y AB10
utilizados.

Analisis de competiciéon para distintos epitopos con anticuerpos de la misma especie o de referencia usando
tecnologia de resonancia de plasmén superficial

En un aparato Biacore 3000 que contenia cuatro células de flujo, se realizé analisis SPR (resonancia de plasmon
superficial, por las siglas en inglés Surface Plasmon Resonance). Una microplaca Biacore CM5 se conjugd con
10.000 Unidades de resonancia (Ur) de anticuerpo policlonal contra His en las células de flujo 1 a 4 de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Usando un caudal de 5 pl/min, se inyectaron 15 pyl de ECD de EGFR con 6xHis a
una concentracion de 20 ug/ml y se capturaron en las cuatro células de flujo con las que se habia conjugado el
anticuerpo policlonal contra His. Inmediatamente después de la inyeccion del antigeno se establecié la unidn
maxima del mAb contra EGFR sin competicion en cada célula de flujo durante un proceso de referencia. En
resumen, se inyectaron 5 yl de anticuerpo a una concentracion de 40 ug/ml sobre todas las células de flujo con el
EGFR capturado seguido de separacion del complejo anticuerpo/antigeno con un lavado acido a pH bajo (tiempo de
contacto de 10 segundos con glicina-HCI 10 mM, pH 2). Después de la determinacion de la unién maxima del
anticuerpo contra EGFR en cada célula de flujo, se realizd6 un proceso de competicién durante el mismo ciclo
Biacore. Las células de flujo se saturaron primero con el antigeno ECD de EGFR seguido por inyeccion de diferentes
anticuerpos de referencia o anticuerpos contra EGFR en células de flujo distintas, usando las mismas condiciones
de saturacion del antigeno como se ha indicado anteriormente. Después de esta etapa se realizdé inmediatamente
una segunda inyeccion de anticuerpo contra EGFR sobre la célula de flujo saturada con el antigeno EGFR y
anticuerpo de competicién para minimizar la disociaciéon del antigeno o el bloqueo del anticuerpo. Después, los
complejos anticuerpo/antigeno se separaron con un lavado acido a pH bajo (tiempo de contacto de 10 s con glicina-
HCI 10 mM, pH 2) y el ciclo completo que comenzaba con el proceso de referencia se repiti6 con un nuevo
anticuerpo contra EGFR. El grado de inhibicién de los anticuerpos contra EGFR ensayados se determind
comparando el valor maximo de Ur del anticuerpo contra EGFR individual antes y después de la competicion
introduciendo puntos revelados registrados dos segundos antes y después de la inyeccion de cada muestra. En la
figura 7 se muestra un ejemplo de un ciclo Biacore.

Reactivos:

1. Microplaca CM5; Biacore, Cat. n.° BR-1000-14

2. NHS; Biacore BR-1000-50

3. EDC; Biacore BR-1000-50

4. Tampon acetato 10 mM, pH 4,5; Biacore, Cat. n.° BR-1003-50

5. Anticuerpo Tetra-His (sin BSA); Qiagen, Cat. n.° 34670

6. Etanolamina, 1,0 M pH 8,5; Biacore BR-1000-50

7. Tampédn de desarrollo 10 x HBS-EP: HEPES 0,01 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, Tensioactivo P20 0,005 %
viv
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8. Antigeno: dominio extracelular de EGFR humano recombinante con 6 Histidinas, producido internamente.
9. Glicina-HCI 10 mM, pH 2,0

10. Anticuerpos de referencia:

* ICR10 (rata), Abcam, Ab231

* 199.12 (murino), Lab Vision Ab-11, MS-396-PABX
* EGFR.1 (murino), Lab Vision Ab-3, MS-311-PABX
* H11 (murino), Lab Vision Ab-5, MS-316-PABX

» B1D8 (murino), Lab Vision Ab-16, MS-666-PABX
* 111.6 (murino), Lab Vision Ab-10, MS-378-PABX
* 225 (murino), Lab Vision Ab-2, MS-269-PABX

+ 528 (murino), Lab Vision Ab-1, MS-268-PABX

Para confirmar el analisis de epitopos obtenido en el ensayo ELISA de competicion y realizar analisis de epitopos
adicional mediante competicién entre pares de anticuerpos contra EGFR de la misma especie, se establecié un
ensayo de competicion basado en la uniéon de anticuerpos medida en tiempo real por resonancia de plasmoén
superficial. El mapeo epitopico obtenido de clones contra EGFR ensayados contra el panel de anticuerpos de
referencia se muestra mas adelante en la figura 8. Valores de inhibicion de 50-100 % se tomaron como una
indicacion de competicion significativa entre pares de anticuerpos que se unian a epitopos solapantes o a epitopos
muy proximos entre si en el antigeno, mientras que valores de inhibicién por debajo de 50 % indicaron que los
epitopos reconocidos por los pares de anticuerpos no estaban muy préximos entre si dando como resultado un
impedimento estérico disminuido. Valores de inhibicién por debajo de 25 % no se incluyeron en el analisis para
epitopos solapantes, porque se consideré que representaban una inhibicion no significativa. Se descubrié que, todos
los anticuerpos ensayados, excepto el anticuerpo 1320, competian con uno o mas de los anticuerpos de referencia
empleados, lo que indicaba que el anticuerpo 1320 se dirigia contra un epitopo desconocido para el cual no habia
ninguna reactividad con anticuerpos de referencia. En el andlisis se incluyeron los anticuerpos completamente
humanos o humanizados Vectibix y Erbitux y se descubrié que se unian a epitopos solapantes. Los datos obtenidos
tanto del ELISA competitivo como del analisis con resonancia de plasmoén superficial, SPR, competitivo, se
correlacionaban generalmente bien con respecto a la especificidad de dominio establecida de los anticuerpos contra
EGFR. Sin embargo, algunas veces se observaron ligeras diferencias en el patrén de competicion entre los
anticuerpos de referencia individuales en los dos ensayos, quiza debido al hecho de que en el ensayo de
competicion ELISA se emple6 antigeno del receptor EGFR de longitud completa mientras que en el ensayo de
competiciéon SPR se us6 el dominio extracelular de EGFR recombinante.

Después de haber confirmado el mapeo epitopico de anticuerpos contra EGFR en dos ensayos de competicion
diferentes, se investigaron analisis de competicion de combinaciones de pares de anticuerpos contra EGFR de la
misma especie para resolver qué pares de anticuerpos eran reconocidos en diferentes epitopos y si pares de
anticuerpos que reconocian epitopos solapantes podia dividirse adicionalmente en grupos de epitopos. El resultado
de este analisis se muestra en la Figura 9. De nuevo en este andlisis, los valores de inhibicién de 50-100 % se
tomaron como una indicacion de competicion significativa entre pares de anticuerpos que se unen a epitopos
solapantes. Este criterio parecio valido, dado que los anticuerpos ensayados contra ellos mismos, y por consiguiente
que reconocian epitopos solapantes completos, dieron como resultado valores de inhibicion entre 70 % - 100 %
como se muestra en la figura 9. Adicionalmente, esta observacion ilustra que la disociacion de cualquiera de los
pares de antigenos o anticuerpos dentro del mismo periodo de tiempo del analisis no aparecié tener un impacto
sobre el resultado del experimento para los anticuerpos ensayados. Agrupando los anticuerpos de acuerdo con la
supuesta especificidad del dominio ECD de EGFR en las secciones anteriores, se descubrié que los anticuerpos se
unian exclusivamente al dominio | o a cualquiera de los dominios | o Il (I/ll) se agrupaban principalmente con
miembros de anticuerpos con las mismas especificidades y no con miembros de anticuerpos que reconocian el
dominio lll. Del mismo modo, se descubrié que los anticuerpos de dominio Ill competian por la unién solo con
miembros de anticuerpos que reconocian el dominio Ill y no con anticuerpos que reconocian el domino | o l/ll de
EGFR. Cabe destacar que, aunque se encontré que los dos anticuerpos de dominio 1ll, 1024 y 1042, procedentes
del mismo reordenamiento de IgG, reconocian epitopos solapantes, no se encontré6 que las combinaciones por
pares de cualquiera de 1024 o 1042 con cualquiera de 992 o 1030 dieran como resultado una competiciéon
significativa. Por consiguiente se llegé a la conclusion de que los anticuerpos 992, 1030 y 1024/1042 reconocian tres
epitopos no solapantes en el dominio Il del dominio extracelular de EGFR. Finalmente, se descubrié que el mAb
1320 competia por la uniéon con los mAb 1024 y 1449, ambos dirigidos contra el dominio Ill, y no con otros
anticuerpos de dominio Il ensayados (la competicion de 1320 con 1042 no se determind). Por consiguiente, se
supuso que el mAb 1320 se unia en la periferia del dominio Ill en el dominio extracelular de EGFR. En la figura 10
puede observarse una revision de las especificidades de los epitopos, ilustrandose en dicha figura mapas epitopicos
de los anticuerpos dirigidos contra el dominio I, I/ll o Ill del ECD de EGFR.

Después del descubrimiento de que las combinaciones por pares de 992, 1030 y 1024/1042 no daban como
resultado una competicién de anticuerpos significativa, determinada por RSP, se disefiaron nuevos experimentos
Biacore para examinar cuantos anticuerpos podian unirse simultaneamente con el antigeno receptor. En primer
lugar se investigo el impacto que tenia la saturacion del Dominio Ill con los tres anticuerpos 992, 1024 y 1030 sobre
la union de anticuerpos dirigidos contra otras especificidades de EGFR que no fueran el dominio Ill. El resultado de
este analisis se muestra en la Figura 11A. Las inhibiciones de anticuerpos sencillos se establecieron ensayandolos
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en combinaciones con un solo anticuerpo o con mezclas de anticuerpos de hasta tres anticuerpos generados por
adicién secuencial de un anticuerpo extra durante cada ciclo Biacore. Para garantizar el bloqueo completo del
epitopo reconocido, los anticuerpos se ensayaron en concentraciones individuales de 40 ug/ml. Como se muestra en
la figura 11A, se descubrid que los tres anticuerpos 992, 1024 y 1030 de dominio Il se unian simultaneamente al
receptor sin ninguna inhibicién de unién. Los valores de inhibicion negativos observados que aumentaban por cada
anticuerpo afnadido sugirieron adicionalmente una sinergia en la unién para el siguiente anticuerpo afiadido. Cabe
destacar que, una vez que el dominio lll se incub6 con los tres anticuerpos, otros anticuerpos dirigidos contra
epitopos no solapantes en el dominio I/ll (mAb 1261), dominio | (1347) o uno de especificidad desconocida (1361)
parecia que se unian sin bloqueo epitdépico de la mezcla de los tres mAb. Adicionalmente, estos anticuerpos
ensayados tuvieron pequefios valores de inhibicion negativa lo que indicaba que se unian mejor después de la
saturacion del receptor con la mezcla de los tres mAb. Por consiguiente, este experimento sugiri6 que los seis
anticuerpos ensayados podian unirse al ECD de EGFR simultaneamente. Para ensayar adicionalmente este
fendbmeno observado, se hizo una mezcla de anticuerpos que consistia en todos los anticuerpos ensayados (1261,
1347, 992, 1024, 1030 y 1361) y se ensayod con respecto a la inhibicién de cada anticuerpo de muestra individual en
la mezcla. Las mezclas de anticuerpo en las que no se incluyé el anticuerpo de muestra ensayado también se
ensayaron para servir como un control positivo. Como se representa en la Figura 11B/C, se descubri6 que los seis
anticuerpos ensayados inhibian del 80 - 116 % cuando se ensayaban con respecto a la unién con el receptor de
EGF incubado con la mezcla completa de los anticuerpos. Sin embargo, cuando los anticuerpos de la muestra
individual se retiraron de esta mezcla, no se aprecio inhibicién significativa del anticuerpo de muestra particular, lo
que ilustra que los anticuerpos en la mezcla solo estaban bloqueados, por si mismos, para la unién con el receptor
de EGF. Este experimento ilustra claramente que al menos seis anticuerpos que reconocen epitopos no solapantes
pueden unirse a EGFR de manera simultanea. Como un experimento final se investigo si otros anticuerpos dirigidos
contra el dominio | (1284), I/ll (1257) o contra un grupo de especificidad desconocida (1183, 1255) podian unirse al
EGFR, cuando este se incubaba con la mezcla de los seis anticuerpos. Como se presenta en la Figura 11D ninguno
de los anticuerpos ensayados pudo unirse significativamente a EGFR después de una incubacion previa con la
mezcla de seis anticuerpos. Esto puede deberse a que la coleccion de anticuerpos no incluye anticuerpos contra
ninguno de los sitios dejados sin ocupar por los seis anticuerpos unidos. Como alternativa, es posible que, de hecho,
todos los sitios en los dominios ensayados estuviesen bloqueados con anticuerpos.

Tabla 6 Anticuerpos disponibles en el comercio con especificidades documentadas contra dominios extracelulares

de EGFR.
Clon Especie Dominio | Dominio Il Dominio Il
ICR10 Rata X
199.12/Ab11 Ratoén X
EGFR.1/Ab3 Ratoén X
H11/Ab5 Ratoén X
111.6/Ab10 Ratoén X
528/Ab-1 Ratoén X
225/Ab-2 Ratoén X

Ejemplo 4 Inhibicion de la activacién de EGFR

Determinacion, mediante ELISA competitivo, del bloqueo de la unién del ligando EGF con el receptor EGFR
mediado por anticuerpos

Para verificar que los anticuerpos contra EGFR ensayados se unian con el receptor EGFR y bloqueaban
simultaneamente la union del ligando EGF biotinilado, pocillos ELISA se revistieron con 80 pl/pocillo de EGFR de
longitud completa en una concentracion de 0,5 pg/ml en PBS durante una noche a 4 °C. A la mafiana siguiente los
pocillos se lavaron dos veces con PBS-T y se bloquearon durante una hora con 150 pl de PBS-T-BSA al 1 % a
temperatura ambiente, seguido de un lavado doble en PBS-T. Después, a los pocillos se afiadieron 80 ul de
anticuerpos contra EGFR diluidos en serie y anticuerpos de control y se incubaron durante 30 min a temperatura
ambiente. Después de la incubacion de los anticuerpos, se afadieron 20 ul de ligando EGF biotinilado a una
concentracion de 0,5 ug/ml a todos los pocillos que contenian diluciones de anticuerpos contra EGFR o a los pocillos
que contenian solo PBS-T BSA al 1 % y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente los
pocillos se lavaron cinco veces con PBS-T, seguido de incubacion con 100 pl/pocillo de reactivo secundario
estreptavidina-HRP diluido a 1:1000 en tampdn de blogueo e incubacion a temperatura ambiente durante 30 min.
Finalmente los pocillos se lavaron cinco veces con PBS-T y las placas se revelaron afadiendo sustrato TMB
100 pl/pocillo y se incubaron durante 60 min. Después de la incubacion la reaccion se detuvo por adicion de
100 pl/pocillo de H2SO4 1 My las placas se leyeron a una DO de 450 nm.
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Reactivos ELISA:

1) Tampodn de recubrimiento: 1 x PBS; Gibco cat: 20012-019

2) Antigeno: EGFR de longitud completa de tipo silvestre purificado de células A431; Sigma E2645
3) Placa ELISA: Maxisorp NUNC; cat: 442404

4) Tampon de bloqueo/dilucion: BSA al 1 % en PBS-T (PBS-T-BSA al 1 %)

5) Tampon de lavado: 1x PBS/Tween 20 al 0,05 % (PBS-T)

6) Control positivo: Erbitux, Vectibix

7) Control negativo: Synagis (Medimmune Inc, Palivizumab, cat. n.° NDC 60574-4111-1).
8) Ligando EGF biotinilado; Invitrogen, cat. E3477

9) Estreptavidina-HRP, ultra sensible: Sigma S 2438

10) TMB Plus; KemEnTec, cat. n.° 4390L

11) HoSO41 M

Se emplearon ensayos de competicion ELISA para clasificar la capacidad de los anticuerpos contra EGFR para
inhibir la unién del ligando EGF biotinilado con el receptor EGFR de longitud completa aplicado a pocillos ELISA.
Como se presenta en la figura 12, tanto Erbitux como Vectibix parecieron ser muy fuertes bloqueando la unién del
ligando EGF mientras que el anticuerpo de control negativo Synagis, que no se dirige contra EGFR, no inhibio la
union del ligando EGF. Como se muestra en la figura 12A, los tres anticuerpos 992, 1030 y 1042 dirigidos contra el
dominio Il y que reconocian epitopos no solapantes, se ensayaron en solitario o en una mezcla equimolar para
determinar su capacidad para inhibir la unién al ligando EGF. De los tres anticuerpos ensayados solo el mAb 1030
mostré una actividad de inhibicion del ligando EGF moderada cuando se comparé con Erbitux y Vectibix. La mezcla
equimolar de los mAb 992, 1030 y 1042 pareci6 ser mas eficaz inhibiendo la unién del ligando EGF en comparacion
con los anticuerpos sencillos ensayados en solitario. A una concentracion de IgG total de 1 pg/ml, se descubrié que
la mezcla equimolar inhibia la union del ligando EGF aproximadamente dos veces de un modo mas eficaz que el
mAb 1030 y cuatro veces de un modo mas eficaz que los mAb 992 y 1042 ensayados en solitario, lo que muestra un
efecto sinérgico de mezclar tres anticuerpos de dominio Ill que reconocen epitopos no solapantes. Como se muestra
en la figura 12B, los clones 1208, 1260, 1277 y 1320 contra EGFR, también se analizaron en este ensayo. Estos
cuatro clones pudieron inhibir la unién del ligando EGF de una manera dependiente de la dosis que fue mas eficaz
que lo observado para los clones 992, 1030 y 1042 cuando se compar6 con el control Erbitux. A concentraciones
superiores a 0,33 ug/ml los clones 1208, 1260, 1277 y 1320 contra EGFR parecieron ser tan eficaces bloqueando la
union del ligando EGF como Erbitux ensayado a las mismas concentraciones.

Capacidad para inhibir la fosforilaciéon de EGFR inducida por EGF en células HN5

Los anticuerpos contra EGFR se ensayaron con respecto a la reactividad sobre la fosforilacion de EGFR en un
analisis western celular. El procedimiento western celular permite la deteccion de EGFR y de EGFR fosforilado
(PEGFR) a partir de la misma muestra, que a su vez posibilita comparar la proporcién de la expresién de EGFR con
respecto a pEGFR para cada tratamiento con anticuerpo y conjunto de datos. Se cultivaron células HN5 de acuerdo
con las instrucciones proporcionadas por la ATCC en DMEM complementado con FCS al 10 % y pen./estrep. Se
sembraron 43.000 células HN5 en placas de 96 pocillos de Nunc (cat. n.° 167008) 24 h antes de la inanicion. Las
células se privaron en DMEM 16 h antes de la adicién de los anticuerpos. Los anticuerpos se afiadieron a una
concentracion final de 10 yg/ml en DMEM 200 pl y la mezcla se pipeted hacia arriba y hacia abajo al menos cinco
veces para mezclarla. Después de 30 min de tratamiento con anticuerpo se afiadié EGF a una concentracion de 50
pg/ml a los pocillos apropiados y se dejaron durante 7,5 min. Los western celulares se realizaron esencialmente
siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante del kit western celular (Odyssey, LI-COR biosciences).

Las células se fijaron en formaldehido al 3,7 % (Sigma F-8775, lote 71K500 que contenia ~ metanol al 1 %) durante
20 min después de estimulacion con EGF. Se realizaron cinco lavados de 5 min con PBS-Triton X-100 (0,1 %) para
permeabilizar las membranas celulares antes de bloquear en el tampon de bloqueo LI-COR (927-40.000). Se
afiadieron anticuerpos primarios a concentraciones correspondientes a las de las instrucciones proporcionadas y se
incubaron con agitacion suave a TA durante 2,5 h (EGFR total de raton, dilucion 1:500 biosource International, cat.
n.° AHR5062 y fosfo-EGFR Tyr1173, conejo dilucion 1:100, biosource, cat. n.° 44-794G).

Después de incubacion con los anticuerpos primarios las células se lavaron cinco veces durante cinco minutos en
PBS-T (tween-20 al 0,1 %) después de lo cual se afiadieron anticuerpos secundarios (cabra- anti-conejo IRDye 680,
dilucion 1:200, LI-COR cat. n.° 926-32221 y cabra-anti- raton, IRDye 800 CW dilucion 1:800; LI-COR cat. n.° 926-
32210) y se incubaron durante 1 h a TA con agitacion suave de la placa cubierta con papel de aluminio.

Antes de la medicién en el lector de fluorescencia Tecan, la placa se lavd cinco veces durante cinco minutos en
PBS-T. Todos los lavados terminaron mediante un movimiento de lanzamiento abruptamente abortado de las placas,
lado abierto hacia abajo, para disipar la solucion de lavado, seguido de golpeteo de la placa contra toallitas de papel.
(Idéntico al tratamiento de placas ELISA, la cuestion importante es la idea de que las células permanecen en la
placa durante este tratamiento y que la solucion de lavado puede retirarse mediante este procedimiento en lugar de
por succion, lo que alteraria la integridad de la monocapa celular). Cualquier solucién de lavado residual dejada
desde el ultimo lavado se retiré por succion suave en el lado de los pocillos con una pipeta multicanal. La sefal
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fluorescente se midid para el canal de 680 nm (excitacion 675 nm y emisién 705 nm, ambas con una anchura de
banda de 10 nm) y para el canal de 800 nm (excitacién de 762 nm y emisiéon de 798 nm; ambos con una anchura de
banda de 10 nm).

Usando el analisis western celular, resulta evidente que los tres anticuerpos afecten significativamente (p <0,05) al
estado pEGFR de células HN5; los anticuerpos 1208, 1277 y 1320 (Figura 13).

La mezcla contra EGFR (992, 1030 y 1042) de anticuerpos contra EGFR y los anticuerpos individuales en su interior,
se ensayaron para determinar el efecto en un analisis Western celular de inhibicién de la fosforilacion de EGFR
inducida por EGF. Como se observa en la Figura 14, la mezcla de los anticuerpos 992 y 1030 y contra EGFR
inhibieron significativamente la fosforilacion de EGFR inducida por EGF (p <0,05).

Ejemplo 5 Internalizacién de receptores de EGF en células A431NS

Células A431NS (ATCC n.° CRL-2592) se trataron con tripsina a partir de un matraz de cultivo T175 de confluencia
80-90 % usando TrypLE. Las células liberadas se lavaron en PBS y se suspendieron en DMEM sin suero. Las
células se dividieron en partes de 1-2 ml y se incubaron durante 30 minutos en hielo con los anticuerpos
examinados. La concentracion de anticuerpo era de 10 pug/ml. Las células se lavaron tres veces en DMEM (250 g, 4
min, 4 °C) y se resuspendieron en DMEM 1,8 ml. Cada parte se dividié en seis tubos FACS conteniendo cada uno
de ellos suspension celular 300 pl. Tres tubos de cada parte se colocaron en un bafio de agua a 37 °C exactamente
durante 40 min y los otros tres se pusieron inmediatamente en hielo. Después de la incubacion, las células se
lavaron dos veces (250 g, 4 min, 4 °C) y los sedimentos se redisolvieron en anticuerpo contra IgG Fcy F(ab’),
humano de conejo conjugado con FITC 100 pyl en DMEM. Las células se incubaron durante 30 min a 4 °C antes de
lavar tres veces en DMEM a 4 °C y se analizaron en un FACSCalibur.

En la Figura 15 se muestran los resultados. La incubacion con Erbitux y Vectibix mostré un nivel de internalizacion
equivalente de receptor de aproximadamente 30 % dejando un 70 % de tincion de superficie inicial. La incubacion
solo con 992 conduce a una regulacion negativa del receptor de alrededor del 70%. La incubacion con mezclas de
anticuerpos que contienen dos anticuerpos adicionales con epitopos no solapantes conduce a un aumento en la
regulacion negativa del receptor: 992 + 1024, 74 %; 992 + 1024 + 1030, 83 %.

La adicion de mas anticuerpos no condujo a aumentar mas la internalizacién en el receptor. Por tanto, parecio que
se necesitaban al menos tres anticuerpos para conseguir el nivel de internalizacion maximo en células A431.

Ejemplo 6 - Ensayos de proliferacion

El dafio celular producira inevitablemente una pérdida de la capacidad de la célula para mantener y proporcionar
energia para crecer y realizar funciones celulares metabdlicas. Los ensayos de actividad metabdlica se basan en
esta premisa. Normalmente miden la actividad mitocondrial. El reactivo de proliferacion celular WST-1 (Roche Cat.
n.° 11 644 807 001) es un sustrato listo para usar que mide la actividad metabdlica de células viables. Se supone
entonces que la actividad metabdlica se correlaciona con el niumero de células viables. En este ejemplo se uso el
ensayo con WST-1 para medir el nimero de células metabdlicamente activas después del tratamiento con diferentes
anticuerpos en diferentes concentraciones.

Antes de realizar el ensayo con WST-1 los anticuerpos apropiados y las mezclas de anticuerpos se diluyeron a una
concentracion de anticuerpos total final de 20 pg/ml en DMEM complementado con 0,5 % de FBS y 1 % de P/S
produciendo una concentracion de anticuerpo final de 10 ug/ml en el pocillo con la concentracidon de anticuerpo mas
alta. Después, 150 pl de estas soluciones se afiadieron a pocillos en la columna 2 de una placa de 96 pocillos y se
realizé una dilucion en serie de factor tres en la columna 9 de manera que cada pocillo contenia 100 pl de solucién
de anticuerpo. Se afadieron 100 pl de medios a la columna 11. Se afiadieron 200 ul de medios a las filas 1y 8 asi
como a la columna 1y 12 para disminuir el efecto de la evaporacion de los medios en los pocillos experimentales.

Después las células A431-NS se lavaron con PBS 1x y se liberaron con tripsina con una solucion de tripsina de 3 ml.
Después se afiadieron 17 ml de medio completo y las células se centrifugaron a 300xg (1200 rcf) durante 5 min. El
sobrenadante se retir6 y las células se resuspendieron en DMEM + FBS al 0,5 %. Las células se contaron y su
concentracion se ajustd a 15.000 células/ml. Después, se afiadieron 100 pl de la suspension celular (1500
células/pocillo) a pocillos experimentales en las columnas 2-11. Las placas se incubaron durante 4 dias en una
incubadora humidificada a 37 °C. Después, se afadieron 20 ul de reactivo WST-1 por pocillo y las placas se
incubaron durante una hora a 37 °C. Después, las placas se transfirieron a un agitador de placa orbital y se dejaron
durante otra hora. La absorbancia se midié a 450 y 620 nm (longitud de onda de referencia) en un lector ELISA. La
cantidad de células metabdlicamente activas (CMA) se calculé6 como porcentaje del control no tratado de la siguiente
manera:
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Para los estudios de titulacion de EGF, el ligando se diluy6é a una concentracion de 20 nM/ml en DMEM+FBS al
0,5 %, produciendo una concentracién final de 10 nM/ml en el pocillo con la concentraciéon de EGF mas alta.
Después, se afadieron 150 pl de esta solucién a los pocillos en la columna 2 de una placa de 96 pocillos y se realizd
una dilucién en serie con factor tres en la columna 9 de tal manera que cada pocillo contenia 100 ul de solucién
EGF. Se afhadieron 100 pl de medios a la columna 11. Se afadieron 200 pl de medios a las filas 1 y 8 asi como a la
columna 1 y 12 para disminuir el efecto de la evaporacion de los medios en los pocillos experimentales. Los
anticuerpos apropiados y las mezclas de anticuerpos se diluyeron a una concentracion de anticuerpo total final de 40
pg/ml en DMEM complementado con 0,5 % de FBS y P/S al 1 % produciendo una concentracion final de anticuerpo
de 10 ug/ml en los pocillos. Después, 50 pl de estas soluciones se afiadieron a los pocillos en las columnas 2-9 de la
placa de 96 pocillos.

Después, las células A431-NS se lavaron con PBS 1x y se liberaron con tripsina con una solucién de tripsina de 3
ml. Después, se afadieron 17 ml de medio completo y las células se centrifugaron a 300xg (1200 rcf) durante 5 min.
El sobrenadante se retird y las células se resuspendieron en DMEM + FBS al 0,5 %. Las células se contaron y su
concentracion se ajustd a 40.000 células/ml. Después, se afiadieron 50 ul de la suspension celular (2000
células/pocillo) a pocillos experimentales en las columnas 2-11. Las placas se incubaron durante 4 dias en una
incubadora humidificada a 37 °C. Después, se afadieron 20 ul de reactivo WST-1 por pocillo y las placas se
incubaron durante una hora a 37 °C. Después, las placas se transfirieron a un agitador de placa orbital y se dejaron
una hora mas. La absorbancia se midié6 a 450 y 620 nm (longitud de onda de referencia) en un lector ELISA. La
cantidad de células metabdlicamente activas se indican por la absorbancia a 450 nm menos la absorbancia a la
longitud de onda de referencia de 620 nm.

La cantidad de células metabdlicamente activas (CMA) se calculdé como porcentaje del control no tratado de la
siguiente manera:

Resultados

Para mostrar que una mezcla de los tres anticuerpos contra EGFR con epitopos no solapantes dentro del dominio 1l
es superior a los anticuerpos en solitario, se realizd un experimento que investigd la inhibiciéon del crecimiento de
células A431-NS. Como puede observarse en la Figura 16A, los anticuerpos son, por si mismos, malos inhibidores
del crecimiento de células A431-NS, pero cuando se combinan se obtiene un efecto inhibidor sinérgico en el
crecimiento de células 431-NS. Aunque las mezclas de 992 con cualquiera de 1042 o 1030 son también muy fuertes,
la mezcla de los tres es superior a la de estos en todos los intervalos de concentracién de anticuerpos.

Se investigaron los efectos de los anticuerpos individuales y de las mezclas de anticuerpos sobre el crecimiento de
células A431-NS estimuladas con diversas concentraciones de EGF vy los resultados se muestran en la Figura 17.
Como puede observarse en la Figura 17, las concentraciones de EGF por encima de 0,1 nM en ausencia de
anticuerpos son toxicas para las células. Sin embargo esta claro que una mezcla de tres anticuerpos con epitopos
no solapantes dentro del dominio Ill de EGFR (992, 1030 y 1042) actua sinérgicamente inhibiendo el crecimiento de
células A431-NS en presencia de EGF cuando se ensayan hasta al menos 0,3 nM de EGF y la mezcla es superior a
todos los anticuerpos monoclonales.

A continuacion se demostré que el efecto inhibidor sinérgico sobre el crecimiento de células A431-NS también podia
obtenerse combinando dos anticuerpos con epitopos no solapantes en el dominio Ill de EGFR con anticuerpos con
epitopos dentro de cualquiera del dominio | o Il de EGFR. Como puede observarse en la Figura 18, las
combinaciones de los anticuerpos 992 y 1024, siendo ambos dominios Ill de EGFR, con cualquiera de un reactivo de
anticuerpo con dominio | (1284) o con dominio /Il (1434) de EGFR son tan fuertes como los tres anticuerpos que
reaccionan con epitopos no solapantes en el dominio Ill de EGFR (992 + 1024 + 1030). Ademas, estas mezclas de
anticuerpos son mas fuertes inhibiendo el crecimiento de células A431-NS que los anticuerpos terapéuticos contra
EGFR, Erbitux y Vectibix.

Se realizaron ensayos similares usando dos lineas de células de cancer distintas, DU145 (ATCC n.° HTB-81) y

MDA-MB-468 (ATCC n.° HTB-132). Los resultados de estos ensayos de proliferacion se muestran en las Figuras
16B y 16C. En ambos casos, una mezcla de tres anticuerpos (992, 1030 y 1042) fue superior a mezclas de dos
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anticuerpos y de anticuerpos en solitario. En células DU145 la mezcla de tres anticuerpos fue superior a Vectibix a
todas las concentraciones y en MDA-MB-468 a altas concentraciones.

Usando un método similar al descrito anteriormente se analizaron diferentes combinaciones de tres anticuerpos
contra EGFR.

Resultados

Los efectos de diferentes combinaciones de tres anticuerpos se investigaron en la linea celular A431NS. La actividad
inhibidora del crecimiento de las veinte mas fuertes de estas, se muestran en la Figura 37. Todas las combinaciones
inhibieron la proliferacion de la linea celular A431NS mas del 60 % en comparacion con un control no tratado. Otra
observacion interesante es que con la excepcién de las combinaciones (992+1024+1254 y 992+1024+1320 y
992+1277+1320) las combinaciones contienen anticuerpos con epitopos no solapantes. Esto muestra que es posible
disefar diversas combinaciones de tres anticuerpos que se unen a epitopos distintos.

Ejemplo 7 - Apoptosis.

La apoptosis es un mecanismo bioldgico que conduce a la muerte de la célula. Este mecanismo se ha descrito
previamente mediante el uso de anticuerpos contra EGFR, tal como Erbitux (Baselga J. The EGFR as a target for
anticancer therapy - focus on cetuximab. Eur J Cancer. Sep. 2001:37, Supl 4: S16-22). Por lo tanto se investigé
hasta qué grado los anticuerpos individuales contra EGFR, 992, 1042 y 1030, asi como la mezcla (992+1042+1030)
podia inducir la apoptosis.

Se incubaron 1x10* células A431NS en DMEM complementado con FBS al 0,5 % y antibiéticos en determinaciones
triples en placas de cultivo de 96 pocillos en presencia de la mezcla de EGFR (partes iguales de 992, 1030, 1042),
992,1030, 1042, Erbitux o Vectibix, en concentraciones que variaban de 0,01 pyg/ml a 10 yg/ml. Las células y los
anticuerpos se incubaron durante 22 h. Después, los sobrenadantes se recogieron y se midieron en un kit ELISA de
Roche, Cat. n.°: 11774425001 (Basilea, Suiza) para determinar la presencia de complejos histona-ADN.

El efecto de la mezcla se compard con cada uno de los anticuerpos monoclonales en solitario asi como con los
anticuerpos de referencia Vectibix y Erbitux, usando células A431 NS (resultados en la Figura 19). Los anticuerpos
se ensayaron en una dilucién de factor 10. La mezcla es significativamente (p <0,05) mas eficaz en comparacion con
los anticuerpos monoclonales individuales asi como con Vectibix cuando se ensayan a concentraciones de 1 ug/mly
10 pg/ml. La mezcla aumentd la apoptosis de un modo estadisticamente significativo (p<0,05) en comparacion con
Erbitux a 1 ug/ml.

Ejemplo 7b

Ademas de las mezclas indicadas en el ejemplo 7, para determinar la actividad apoptética, se investigé la mezcla de
992+1024, asi como la mezcla de 992+1024+1030, siguiendo el mismo método que el descrito en el ejemplo 7
(figura 35). El nivel real de apoptosis se relacioné con un control positivo maximo. Las dos mezclas se compararon
con Erbitux y con los anticuerpos monoclonales individuales 992, 1024 y 1030, asi como con un anticuerpo de
control en 1 pg/ml, usando células A431 NS. La mezcla de 992+1024 fue significativamente mejor que Erbitux y que
los anticuerpos monoclonales individuales (todo con un valor de p <0,05).

Ejemplo 8 Eficacia in vivo

La mezcla de anticuerpos contra EGFR, que consistia en los anticuerpos 992, 1030 y 1042, se investigé para
determinar la eficacia in vivo en el modelo de xenoinjerto de ratéon desnudo usando células A431 NS. Este modelo se
utiliza mucho para investigar la fuerza de los anticuerpos monoclonales contra el cancer, incluyendo anticuerpos
contra EGFR. Los ratones desnudos estan inmunocomprometidos y carecen de células T. Esto permite el
crecimiento de células humanas en los ratones.

Dos grupos de ratones desnudos de 6-8 semanas de vida recibieron inyecciones, por via subcutanea, de 1x10°
células A431NS. El tratamiento comenzé cuando el tamafio promedio del tumor alcanzé los 100 mm°. Los ratones
recibieron cinco inyecciones de 1 mg de anticuerpo, por via intraperitoneal, con un intervalo de 2-3 dias. Los
tamafios tumorales se midieron en dos diametros usando calibradores digitales y el volumen se calcul6 usando la
formula: volumen tumoral (mm?) = L x W? x 0,5, en la que L es el diametro mas grande y W es el didmetro mas
pequefio (Teicher BA, Tumor Models in Cancer Research. Humana Press, NJ, EE. UU. 2002, p596). Al final del
experimento, los tumores se extirparon y se pesaron.

Se us6 Synagis como anticuerpo de control. El experimento también incluy6 el tratamiento con Erbitux y Vectibix en

la misma cantidad y utilizando el mismo programa que el utilizado para la mezcla de anticuerpos contra EGFR
(anticuerpos 992, 1030 y 1024).
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Como se observa en la figura 20, la mezcla de 992, 1030 y 1042, inhibié significativamente el crecimiento del tumor
de las células A431 NS (P<0,05). Los pesos promedio se muestran en la figura 21. El resultado se correlacioné con
los tamafios de los tumores medidos. Hay una diferencia significativa entre el grupo de tratamiento y el grupo de
control.

Ejemplo 8b Eficacia in vivo

Ademas del experimento in vivo descrito en el ejemplo 8, las mezclas de los anticuerpos 992+1024 vy
992+1024+1030 se investigaron en el modelo de xenoinjerto utilizando células A431 NS descrito anteriormente
(figura 36). Cuatro grupos, cada uno de 9 ratones desnudos de 6-8 semanas de vida, recibieron inyecciones por via
subcutanea de 1x10° células A431 NS. Cuando el tamafio promedio del tumor alcanzé los 100 mm3, los ratones
recibieron la primera inyeccién de anticuerpos Los tres grupos recibieron cualquiera de las mezclas de 992+1024+,
992+1024+1030, Erbitux o el anticuerpo de control, Synagis. En todos ellos, los ratones recibieron 17 inyecciones de
0,5 mg 4 veces por semana. La primera inyeccion se puso el dia 8 y la ultima inyeccion el dia 34. Los tamafios de
los tumores se midieron durante 56 dias. Después de finalizar el tratamiento con los anticuerpos, el tamafo de los
tumores de los ratones que recibieron Erbitux comenzé a expandirse, mientras que los tumores continuaron
disminuyendo en tamafio para los ratones en los dos grupos que recibieron la mezcla de cualquiera de 992+1024 o
992+1024+1030. No se observé expansion en el tamafio tumoral para el grupo tratado con 992+1024 el dia 91 (57
dias después de finalizar el tratamiento). El dia 56, el tamafio promedio del tumor para la combinacion de 992+1024
fue significativamente mas pequefio (P<0,01) en comparacion con el tamafio promedio del tumor para los ratones
que recibieron Erbitux.

En el experimento también se controlé la supervivencia de los ratones. Los ratones se puntuaron como muertos
cuando los tumores alcanzaron los tamafios maximos permitidos. La siguiente tabla muestra el nimero de ratones
supervivientes 56 dias después de la inoculacion de las células tumorales. Se observa una supervivencia mejorada
para las dos combinaciones en comparacién con Erbitux.

Grupo 992+1024(992+1024+1030| Erbitux|Ab de control
Numero inicial de ratones 9 9 9 9
Ratones supervivientes el dia 56(9 9 2 0

Experimentos adicionales

Datos preliminares sobre lisados tumorales del experimento con xenoinjerto descrito en el ejemplo 8 muestran que la
combinacion de 992+1042+1030 induce una fuerte regulacion negativa de la produccion de VEGF por células A431
NS, siendo el primero un mediador importante de la angiogénesis. La formacidon aumentada de vasos sanguineos es
un fendmeno que se observa en muchos tumores sdélidos, un mecanismo que participa en el aporte prolongado de
nutrientes, etc., afectando por lo tanto a las condiciones de supervivencia.

Ademas, otros datos preliminares muestran que puede observarse un nivel aumentado de la combinacion de
anticuerpos 992+1042+1030 en los lisados tumorales del experimento con xenoinjerto descrito en el ejemplo 8,
cuando se compara con Erbitux y Vectibix.

Ejemplo 8c. Diferenciacion potenciada de células tumorales in vivo

La diferenciacion terminal de las células es un proceso complejo que incluye la activacion de programas de
expresion de genes especificos de tipos de células, que conduce, en un proceso multietapa, a una pérdida
irreversible de su capacidad proliferativa. En enfermedades neoplasicas, las células cancerosas estan, a menudo, en
un estado desdiferenciado caracterizado por una velocidad de proliferacién aumentada, y se ha sugerido que los
farmacos que pueden inducir la diferenciacion terminal de las células cancerosas podrian eliminar las células
malignas y reestablecer la homeostasis celular normal (Pierce GB, Speers WC: Tumors as caricatures of the process
of tissue renewal: prospects for therapy by directing differentiation. Cancer Res 48: 1996-2004, 1988). En
determinadas condiciones experimentales, se ha indicado previamente que los anticuerpos monoclonales contra
EGFR pueden aumentar la velocidad de diferenciacion terminal de células cancerosas escamosas humanas que
crecen como tumores de xenoinjerto en ratones inmunocomprometidos (Milas L, Mason K, Hunter N, Petersen S,
Yamakawa M, Ang K, Mendelsohn J, Fan Z: In vivo enhancement of tumor radioresponse by C225 antiepidermal
growth factor receptor antibody. Clin Cancer Res 6: 701-8, 2000; Modjtahedi H, Eccles S, Sandle J, Box G, Titley J,
Dean C: Differentiation or immune destruction: two pathways for therapy of squamous cell carcinomas with
antibodies to the epidermal growth factor receptor. Cancer Res 54: 1695-701, 1994).

Se examind histolégicamente el grado de diferenciacion terminal en células A431 NS tratadas con anticuerpos
contra EGFR cultivados como xenoinjertos en ratones. El estudio histoldgico incluyé 3 tumores de xenoinjerto de
raton seleccionados al azar de cada uno de los cuatro grupos experimentales del experimento descrito en el ejemplo
8.
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Los tejidos se diseccionaron y se congelaron instantaneamente, después se montaron con Tissue-Tek en un
criomicrotomo (Leitz, modelo 1720), se cortaron en secciones de 5 ym y se tomaron muestras en portaobjetos
Superfrost Plus, después se procesaron para tincion con hematoxilina/eosina. A continuacién, dos observadores
independientes realizaron un examen microscépico de todas las secciones tisulares de una manera oculta,
puntuando areas queratinizadas (“perlas de queratina”) como una medida del grado de diferenciacion terminal
(Modjtahedi et al., 1994). La Tabla 7 indica los resultados obtenidos. Los ratones tratados con una mezcla de tres
anticuerpos contra EGFR (992+1024+1030, grupo 1) tuvieron focos notablemente mas grandes y mas numerosos de
células cancerosas con diferenciacion terminal, en comparaciéon con los ratones tratados con los anticuerpos de
referencia, Erbitux y Vectibix (Grupos 2 y 3, respectivamente). En el grupo de control que recibié PBS en lugar de
anticuerpo (grupo 4) no se detecto diferenciacion terminal.

Usando un microscopio que tenia una camara digital, se tomaron imagenes representativas al microscopio, véase la
figura 26.

En conclusion, una combinacion de tres anticuerpos contra EGFR con epitopos no solapantes dentro del dominio 11l
(clones 992, 1030 y 1042), mostré un efecto inductor de diferenciacion, potenciado, inesperado, en las células
tumorales in vivo en comparacion con los anticuerpos monoclonales Erbitux y Vectibix. Los efectos observados
sobre la diferenciacion terminal llevan a la conclusién de que las composiciones de los anticuerpos de la invencién
pueden usarse en terapia de combinacion con otros agentes inductores de diferenciacion, tales como, acido
retinoico y 4 fenil-butirato.

Tabla 7

Grupo Tumor n.° Puntuacion del N.° de perlas de Comentarios

queratina
1 16 ++++ perlas de queratina grandes
1 17 +++ perlas de queratina grandes
1 54 ++++ perlas de queratina grandes
2 14 ++ perlas de queratina pequefas
2 45 ++ perlas de queratina pequefas
2 49 ++ perlas de queratina pequefas
3 11 ++ perlas de queratina pequefas
3 34 ++ perlas de queratina pequefas
3 56 ++ perlas de queratina pequefas
4 43 -
4 60 -
4 31 -

Ejemplo 8d. Efecto inhibidor del crecimiento sostenido de una composicién de anticuerpos de la invencion.

Se realizé una repeticion del experimento con xenoinjerto tumoral presentado en los ejemplos 8 y 8b para investigar
la eficacia in vivo de la mezcla de anticuerpos 992+1024. En resumen, ratones BALB/c nu/nu recibieron inyeccion
por via subcutanea en el costado de 10° células A431 NS. Los xenoinjertos tumorales se dejaron crecer hasta un
tamafio promedio de tumor de 100 mm?® (dia 7), momento en el cual los ratones se asignaron al azar en cinco grupos
de nueve animales y se iniciaron los tratamientos con los anticuerpos. Los cinco grupos recibieron una dosis alta
(2 mg/semana) o baja (1 mg/semana) de la mezcla 992+1024 o el anticuerpo de referencia Erbitux, o una dosis alta
(2 mg/semana) de Synagis, anticuerpo de control. Todos los ratones recibieron un total de 9 inyecciones de 0,5 o
1 mg de anticuerpo dos veces a la semana comenzando el dia 7 y finalizando el dia 33.

La dosis alta (2 mg/semana) de la mezcla 992+1024 fue muy eficaz controlando el crecimiento tumoral inicial e
induciendo la regresion tumoral prolongada cuando se comparé con Erbitux (P = 0,0002, figura 38). Ninguno de los
animales que recibieron la mezcla de 992+1024 a una dosis de 2 mg/semana llegd a término en el periodo del
estudio (118 dias después del inicio del experimento, figura 38 y 39) un resultado significativamente mejor que en el
del grupo con la dosis alta de Erbitux de 2 mg/semana donde solo quedd uno de los nueve animales el dia 60 (P =
0,0008, figura 39). Esto muestra el efecto sostenido del tratamiento con 992+1024 sobre la supervivencia
prolongada. Aunque menos eficaz que la dosis alta, la dosis baja de la mezcla de 992+1024 (1 mg/semana) también
pudo controlar el crecimiento tumoral y fue significativamente mejor en comparacion con la dosis alta de
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2 mg/semana de Erbitux cuando se estudiaba tanto la supresién tumoral (P = 0,0135, figura 38) como la
supervivencia (P = 0,0087, figura 39). Estos resultados demuestran una fuerza superior de la combinacion de
992+1024 cuando se comparan con los de Erbitux, incluso a una dosis baja. Los resultados también demuestran la
inhibicion del crecimiento sostenido debido a la combinaciéon de 992+1024 en comparacién con un anticuerpo
monoclonal aprobado.

Ejemplo 9 Crecimiento de esferoides

Para el estudio con esferoides, a una placa de 96 pocillos de fondo redondo se afiadieron 35 pl de solucién Poli-
HEMA 120 mg/ml y se dejo evaporar durante una noche en una campana de flujo. Poli-HEMA impide la adhesion
celular. Células A431-NS se trataron como se ha indicado anteriormente, se contaron y su concentracion se ajusto a
100.000 células/ml. Después, 50 ul de la suspension celular (5.000 células/pocillo) se afiadieron a los pocillos
experimentales en las columnas 2-11 junto con 50 pl de una solucién de Matrigel al 5 %. Se afadieron 200 pl de los
medios a las filas 1 y 8 asi como a las columnas 1y 12 para disminuir el efecto de la evaporacion de los medios en
los pocillos experimentales. Las placas se centrifugaron a 300xg durante 5 minutos y se dejaron formar durante una
noche en una incubadora humidificada a 37 °C. Al dia siguiente los anticuerpos y las mezclas de anticuerpos
apropiados se diluyeron a una concentracion de anticuerpos total final de 20 pg/ml en una placa de 96 pocillos vacia.
Esto se realiz6 en DMEM complementado con 0,5 % de FBS y 1 % de P/S lo que produce una concentracion final de
anticuerpos de 10 ug/ml en el pocillo con la concentracion de anticuerpo mas alta. Después se afiadieron 150 pl de
estas soluciones a pocillos en la columna 2 de una placa de 96 pocillos y se realizé una dilucién en serie con factor
tres en la columna 9 de tal manera que cada pocillo contenia 100 ul de soluciéon de anticuerpo. Después, se
afiadieron 100 ul de los medios a la columna 11. A continuacién, 100 ul de estas soluciones se transfirieron a la
placa que contenia los esferoides y se dejaron incubar durante 7 dias. Después, a cada pocillo, se afiadieron 20 pl
de reactivo WST-1 y las placas se incubaron durante una hora a 37 °C. Después, las placas se transfirieron a un
agitador de placa orbital y se dejaron otra hora. Se midi6 la absorbancia a 450 y 620 nm (longitud de onda de
referencia) en un lector ELISA. La cantidad de células metabdlicamente activas (CMA) se calculé como porcentaje
del control no tratado de la siguiente manera:

Una mezcla de tres anticuerpos con epitopos no solapantes dentro del dominio Il (992+1030+1042) inhibe
eficazmente el crecimiento de esferoides A431-NS y es mas fuerte que los anticuerpos contra EGFR terapéuticos
monoclonales, Erbitux y Vectibix (Figura 22).

Ejemplo 10. Union al ECD de EGFR de Cinomolgo
Clonacion del dominio extracelular de EGFR de Cinomolgo.

El dominio extracelular de EGFR de Cinomolgo, excluyendo el péptido sefial, se clon6 a partir de ADNc de
Cinomolgo aislado de epidermis usando PCR anidada y cebadores especificos de secuencia procedentes de la
secuencia publicada del EGFR humano de longitud completa (GENBANK X00588, Ullrich,A. et al. Nature 309(5967),
418-425 (1984)).

Reactivos de la PCR
ADNCc de mono Cinomolgo aislado de epidermis de piel normal:
CytoMol Unimed, Cat. n.%: ccy34218, Lot n.%: A711054.
Tampodn de reaccion Phusion (5X): Finnzymes, Cat. n.°: F-518, Lote n.%: 11.
Enzima Phusion: Finnzymes, F-530S (2 U/ul).
dNTP 25 mM: Bioline, Cat. n.°: BIO-39029, Lote n.°: DM-103F.
Cebadores para la amplificacion del ECD de EGFR de Cinomolgo incluyendo la secuencia sefial parcial y el
dominio transmembrana:
Cebador 5 ATG: 5-TCTTCGGGAAGCAGCTATGC-3’ (SEQ ID NO 135)
Cebador 3’ Tm 2: 5-TTCTCCACTGGGCGTAAGAG-3’ (SEQ ID NO 136)
Cebadores para la amplificacion por PCR anidada del ECD de EGFR de Cinomolgo, 1-1863 pb, e incorporacion
de los sitios de restriccion Xbal, Mlul y del codén de terminacion antes del dominio transmembrana:
5" EGFR Xbal: 5-ATCTGCATTCTAGACTGGAGGAAAAGAAAGTTTGCCAAGGC-3’ (SEQ ID NO 137)
3’ EGFR Mlul: 5-TACTCGATGACGCGTTTAGGATGGGATCTTAGGCCCGTTCC-3 (SEQ ID NO 138)
Condiciones de la PCR:

30 ciclos: temperatura de fusion 98 °C/30 s, hibridacion 55 °C/30 s, extension 72 °C/60 s. Después de 30 ciclos,
los productos de la PCR se dejaron extender durante 5 min mas.
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Las reacciones de la PCR se realizaron con 1 pl de molde y 2 unidades de enzima Phusion en un volumen total de
50 pl de tampdn de reaccion que contenia dNTP 0,2 mM, cebador 0,5 uM.

Se obtuvo una banda de PCR final con una longitud aparente de aproximadamente 1800-1900 pb y se cloné en el
vector de expresion. La secuencia de ADN y de proteinas del dominio extracelular clonado de EGFR de Cinomolgo
se muestra en la figura 23 y la secuencia de proteinas del ECD de EGFR de Cinomolgo alineada con la del ECD de
EGFR humano se muestra en la figura 24. El alineamiento de las secuencias de ADN del ECD de EGFR de Humano
y del ECD de EGFR de Cinomolgo mostré una identidad de secuencia del 97,6 %, mientras que el alineamiento de
secuencias de proteinas correspondientes mostré una identidad de secuencia del 98,6 %.

Demostracion de la reactividad cruzada de los anticuerpos entre el dominio extracelular de EGFR de ser humano y
de mono Cinomolgo en ELISA.

Para verificar que los anticuerpos contra EGFR ensayados se unian igualmente bien tanto al ECD de EGFR de ser
humano como al de mono cinomolgo, y por consiguiente garantizar estudios de toxicologia en monos cinomolgos,
mediante un Elisa se ensayaron diluciones en serie de factor cuatro de anticuerpos comenzando desde 1 yg/ml para
determinar la union con las proteinas recombinantes del ECD de EGFR de ser humano y de mono Cinomolgo. Los
anticuerpos que mostraron perfiles de union idénticos en este ensayo se tomaron como indicativos de buenas
especies para reactividad cruzada con EGFR. Los pocillos del ensayo ELISA se recubrieron con 50 pl/pocillo de
EGFR de longitud completa a una concentracion de 1 pg/ml en PBS durante una noche a 4 °C. A la mafana
siguiente los pocillos se lavaron dos veces con PBS-T y se bloquearon durante una hora con 100 yl de PBS-T-BSA
al 1 % a temperatura ambiente, seguido de un lavado doble en PBS-T. Después, a los pocillos se afiadieron 50 ul de
anticuerpos contra EGFR diluidos en serie y anticuerpos de control y se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente. Después de la incubacion de los anticuerpos los pocillos se lavaron cinco veces con PBS-T, seguido de
incubaciéon con 50 pl/pocillo de reactivo secundario HRP-estreptavidina diluido a 1:3000 en tampdn de bloqueo e
incubacioén a temperatura ambiente durante 30 min. Finalmente los pocillos se lavaron cinco veces con PBS-T y las
placas se revelaron afiadiendo sustrato TMB 50 pl/pocillo y se incubaron a temperatura ambiente. Después de la
incubacion la reaccion se detuvo por adicion de HoSO4 1 M; 100 pl/pocillo y placas se leyeron a una DO de 450 nm.

Reactivos ELISA:

1. Placa ELISA; NUNC Maxisorp; cat: 442404

2. Antigeno: ECD de rEGFR de ser humano; ECD de rEGFR de mono cinomolgo

3. Tampédn de recubrimiento: 1 x PBS; Gibco cat: 20012-019

4. Tampén de lavado: 1xPBS/Tween 20 al 0,05 % (PBS-T)

. Tampodn de bloqueo/dilucion: BSA al 1 % en PBS-T

. Anticuerpo de cabra contra IgG humana conjugado con HRP: Serotec, Star 106P
. TMB Plus (KemEnTec cat. n.° 4390L)

. (H2S04 1 M)

0 N OO,

Como se muestra en la figura 25, el ensayo ELISA descrito pudo discriminar entre anticuerpos contra el ECD de
EGFR de ser humano y Cinomolgo de reactividad cruzada (Figura 25 A) y anticuerpos especificos de especies que
solo reconocen el ECD de EGFR de ser humano utilizados para inmunizaciones en ratones (Figura 25B).

Ejemplo 11. Inhibicién de la motilidad

La mayoria de las muertes por cancer se producen por la diseminacion de las células tumorales y posterior
crecimiento en localizaciones distantes. La invasion local de tejido normal adyacente compromete las funciones
homeostaticas e impide la escisidon quirdrgica o radioldgica del tumor. Recientes investigaciones han destacado el
importante papel que desempefia la motilidad inducida promoviendo esta propagacion. Se sabe que el EGFR facilita
la motilidad y la propagacion celular y por lo tanto la inhibicion de la motilidad mediada por EGFR es un mecanismo
importante de farmacos dirigidos al EGFR.

Se investigd el efecto de una mezcla de los dos anticuerpos 992 y 1024 sobre la motilidad de la linea celular de
carcinoma de cabeza y cuello. Durante una noche se prepararon esferoides que consistian en 10.000 células, como
se describe en el ejemplo 9. Después, los esferoides se transfirieron a matraces de cultivo celular NUNC T25 y se
dejaron adherir durante una noche. Después, se afiadieron 10 pg/ml de la mezcla de anticuerpos 992+1024 o de un
anticuerpo de control negativo y los esferoides se incubaron durante otras 24 horas. Se tomaron imagenes a un
aumento de 40x y se midio el area cubierta con las células usando el programa informatico Image J.

Resultados: Como puede observarse en la Figura 27A, la adicion de anticuerpos 992 y 1024, especificos de EGFR,
conduce a una disminucion significativa del area cubierta con las células tumorales. La motilidad se cuantifica en la
Figura 27B, que muestra que la motilidad disminuye aproximadamente un 60 % en comparacién con el anticuerpo
de control negativo. Esta disminucién en la motilidad es muy significativa p <0,01.

Por tanto, una combinacién de los anticuerpos 992 y 1024 inhibe fuertemente la motilidad celular tumoral mediada
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por EGFR, lo que indica que las combinaciones de anticuerpos contra EGFR podrian usarse para el tratamiento de
la enfermedad diseminada.

Ejemplo 12. Regulacion positiva de la involucrina mediante la composicion de anticuerpos Sym004

La involucrina es un marcador de diferenciacion temprana de células escamosas y una proteina que interviene en la
formacion de la envoltura cérnea. Los niveles de involucrina pueden por tanto usarse como una medicién del nimero
de células tumorales que se han diferenciado. Los niveles de involucrina se calcularon en lisados proteicos de
tumores de xenoinjertos de células A431 NS no tratados o tratados con Erbitux, Vectibix o con una mezcla de los
anticuerpos 992+1030+1042 usando un kit ELISA para Involucrina disponible en el comercio (Biomedical
Technologies). Se prepararon lisados tumorales homogeneizando 30-40 mg de tejidos tumorales en 1 ml de tampdn
RIPA usando el TissueLyzer de Qiagen. La concentracion de proteinas en cada lisado aclarado se determino
usando el kit de ensayo de proteina BCA de Pierce y el nivel de involucrina se estim6 usando el ensayo ELISA en
0,4 ug de proteina de cada muestra.

Resultados: como puede observarse en la Figura 27 la involucrina se encontré a niveles significativamente mas altos
en el grupo de tratamiento con 992+1030+1042 en comparacion con el control negativo y con los grupos de
tratamiento con Erbitux o Vectibix. Por tanto una combinacion de los anticuerpos 992, 1030 y 1042 aumenta los
niveles de involucrina en los tumores de xenoinjerto A431 NS y por lo tanto supuestamente induce un mayor grado
de diferenciacion de células A431 NS. Un resultado que se correlaciona bien con el alto nimero de perlas de
queratina observado en este grupo de tratamiento particular (véase el ejemplo 8).

Ejemplo 13 Internalizacion de EGFR mediante la composicién de anticuerpos Sym004

Algunos anticuerpos actuan induciendo la internalizacion de su diana en superficie. Se sabe que el EGFR
experimenta internalizacién cuando se activa por ligando tal como EGF.

La capacidad de una mezcla de los dos anticuerpos 992 y 1024 para inducir la internalizacion de EGFR se investigd
usando microscopia confocal. Células A431 NS y HN5 se sembraron en portaobjetos de camaras de 8 pocillos de
LabTek y se incubaron durante una noche en DMEM que contenia FBS al 0,5 %. Después, a las células se
afadieron 10 pg/ml de mezcla de anticuerpos 992+1024, o del anticuerpo de control Erbitux, marcados con Alexa-
488, y seguidamente se incubod durante periodos de tiempo diferentes. Se tomaron imagenes, posteriormente, a un
aumento de 60x usando un microscopio confocal BioRad con un objetivo estenopeico (pin-hole) grande o pequefio.

Resultados: como se muestra en la Figura 29A la adicion de los anticuerpos especificos de EGFR, 992 y 1024,
marcados con Alexa-488, durante 2 horas conduce a la acumulacion de los anticuerpos en vesiculas intracelulares
de las dos lineas celulares A431 NS y HN5. En cambio, Erbitux se encuentra principalmente en la superficie celular.
La Figura 29B muestra imagenes de células A431 NS usando un objetivo estenopeico mas pequefio, que produce
imagenes de secciones mas finas de las células. A partir de estas imagenes resulta obvio que los anticuerpos
992+1024 se localizan dentro de las células mientras que Erbitux se encuentra principalmente en la superficie
celular. La figura 30 muestra un periodo de tiempo de la internalizaciéon mediada por 992+1024 y al cabo de tan solo
30 minutos después de la adicién de los anticuerpos puede observarse en vesiculas intracelulares. Después de 4
horas casi todos los anticuerpos 992+1024 se encuentran dentro de las células con una tincion superficial muy
pequefia o muy débil. En cambio, Erbitux permanece en la superficie celular. También se han obtenido pruebas que
muestran que la internalizacion inducida por 992+1024 conduce a una degradacion sostenida y retirada de EGFR en
las células.

Por tanto una combinacién de los anticuerpos 992 y 1024 induce rapida y fuertemente la internalizacion de EGFR
mientras que Erbitux no lo hace.

Ejemplo 14 Medicién de las afinidades de los anticuerpos con resonancia de plasmon superficial.

Medicién de las afinidades monovalentes de los anticuerpos IgG Sym004 contra el ECD de EGFR soluble
recombinante.

Se realizaron analisis cinéticos de los anticuerpos de IgG de longitud completa de la invenciéon en un BlAcore 2000,
empleando un ensayo como se describe en Canziani, Klakamp, et al. 2004, Anal. Biochem, 325: 301-307, que
permite la mediciéon de afinidades monovalentes de moléculas de IgG completas contra el antigeno soluble. En
resumen, aproximadamente 10.000 Ur de un anticuerpo policlonal contra Fc de IgG humana se conjugé con una
superficie de microplaca CM5 de acuerdo con las instrucciones del fabricante, seguido de la captura de 25 ug de
anticuerpos contra EGFR individuales de la invencion o control negativo, Synagis, en la superficie de la microplaca
contra Fc. La densidad de la IgG capturada se optimizé para cada clon, de tal manera que la unién de la
concentracion mas alta del antigeno empleada en el ensayo no supero6 las 25 Ur. Después, para generar curvas de
respuesta, se inyectaron 250 pl del ECD de EGFR humano soluble, que previamente, mediante cromatografia de
exclusion en gel, se mostré que solo contenia proteina monovalente, a un caudal de 25 pl/min, en diluciones en serie
con factor dos en tampén HBS-EP. La superficie de la microplaca se regenerd en ciclos separando los complejos de
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anticuerpo capturado/antigeno con una inyeccion durante 10 segundos de H3PO4 100 mM. Se realizaron analisis
cinéticos restando primero la respuesta de la célula de flujo que contenia el anticuerpo de control negativo, Synagis,
seguido de la resta de la respuesta generada por inyeccion solo del tampdén HBS-EP (“referenciacion doble”). La
constante de la velocidad de asociacion (ka) y la constante de disociacion (kd) se calcularon globalmente a partir de
los sensogramas generados con el programa informatico BIA evaluation 4.1, proporcionado por el fabricante.

Reactivos:

1. Microplaca CM5: Biacore, Cat. n.° BR-1000-14

2. NHS: Biacore BR-1000-50

3. EDC: Biacore BR-1000-50

4. Tampon acetato 10 mM pH 4,5: Biacore, Cat. n.° BR-1003-50

5. Anticuerpo de cabra contra Fc de IgG Humana: Caltag, Cat. n.° H10500

6. Etanolamina, 1,0 M pH 8,5: Biacore BR-1000-50

7. Tampon de desarrollo 10 x HBS-EP: HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, Tensioactivo P20 al
0,005 % viv

8. Antigeno: dominio extracelular de EGFR humano con 6 etiquetas de histidina (6xHis)
9. H3PO4 100 mM

A continuacion, en la Tabla 8, se muestran las afinidades monovalentes calculadas de las IgG de longitud completa
de la invencion contra el ECD de EGFR humano soluble.

Tabla 8. Afinidades medidas de anticuerpos IgG contra EGFR contra el receptor soluble. Las mediciones de los
anticuerpos se realizaron mediante Resonancia de Plasmén Superficial en un BIAcore 2000 empleando el programa
informatico evaluation proporcionado por el fabricante. * La afinidad de 992 se determiné mediante Analisis
Scatchard. NA. No aplicable.

IgG kon (M8 koff (1/s) t1/2 (min) Kp (nM)
992* NA NA 0,2 170,0
1024 1,8E+05 4,9E-03 2.4 26,7
1030 1,3E+04 3,7E-04 31,1 29,2
1254 8,1E+04 1,0E-03 11,3 12,7
1260 3,7E+04 1,6E-04 741 4,2
1261 1,7E+05 3,2E-03 3,6 18,6
1277 1,3E+05 5,3E-05 217,6 0,4
1284 3,2E+04 1,5E-04 78,1 4.6
1320 1,2E+05 2,8E-03 4.1 24,2
1347 2,4E+04 5,0E-04 22,9 21,4

La mayoria de los anticuerpos Sym004 ensayados reconocieron el ECD de EGFR humano soluble con afinidades en
el intervalo de 10-20 nM, excepto los anticuerpos 1260, 1277 y 1284 que tuvieron afinidades mas altas de 4,2 nM,
0,4 nM y 4,6 nM, respectivamente. Finalmente, se descubrié que el anticuerpo 992 se unia al ECD de EGFR soluble
con una afinidad mucho mas baja que la del resto de los anticuerpos ensayados. Por consiguiente, el analisis
cinético de este anticuerpo tuvo que determinarse mediante analisis Scatchard que reveld una afinidad de 170 nM
contra el ECD de EGFR humano soluble.

Medicion de las afinidades de los anticuerpos Fab Sym004 contra el ECD de EGFR recombinante en forma
inmovilizada.

Para investigar posibles diferencias en la presentacion antigénica entre el ECD de EGFR presentado en forma
soluble e inmovilizada, se realizé6 una nueva medicion de la afinidad en un antigeno receptor de EGFR quimérico
inmovilizado denominado EGFR-Fc (R & D Systems, 344-ER) que consistia en el ECD de EGFR humano fusionado
a fragmentos Fc de IgG humana. Para este fin, se generaron fragmentos Fab de los anticuerpos IgG, 992, 1024 y
1030, para permitir la medicién de afinidades monovalentes.

Produccion de fragmentos Fab:

Se produjeron fragmentos Fab de los anticuerpos 992, 1024 y 1030 por digestién con papaina usando un kit de
preparacion de Fab de Pierce y siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, 2 mg de cada anticuerpo IgG
se intercambi6 en tampdn en columnas NAP-5 (Amersham Biosciences) con tampdn de digestion recién preparado
que contenia cisteina-HCI 20 mM, pH 7,0 siguiendo las instrucciones del fabricante. Después, una suspension de
perlas de papaina de 350 pl se lavo dos veces en el mismo tampon de digestion antes de que las perlas se
centrifugasen y se desecho el sobrenadante. Los anticuerpos se sometieron a digestion afiadiendo a las perlas 1 ml
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de anticuerpo de IgG intercambiado en tampon e incubando durante una noche a 37 °C con agitacién a 1000 rpm. A
la mafiana siguiente, los anticuerpos de IgG no digeridos se separaron del Fab bruto por empobrecimiento de IgG de
longitud completa en columnas de proteina A HiTrap (GE Healthcare). El Fab producido se dializé finalmente contra
PBS durante una noche y se analiz6 con SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras. Una banda de
proteina de aproximadamente 50 kDa en condiciones no reductoras se tomé como un indicativo de la produccién
satisfactoria de Fab.

Reactivos:

. Kit de preparacion de Fab ImmunoPure; Pierce; cat. n.° 44885

. Columna desalinizadora NAP5; Amersham, Cat. n.° 17-0853-02

. PBS pH 7,2; Gibco; n.° 20012-019

. Proteina A HP HiTrap, columna de 1 ml; GE Healthcare; n.° 17-0402-01
. NUPAGE 4-12 % Gel Bis-Tris Novex; Invitrogen; n.° NP0322BOX

. Marcador molecular; Seeblue Plus 2,; Invitrogen; n.° LC5925

. Anticuerpos contra EGFR - 2,0 mg de cada uno

NO A WN =

Se realizé un analisis cinético de los anticuerpos Fab de la invencién en un Biacore 2000, usando antigeno
recombinante inmovilizado sobre la superficie detectora a una densidad muy baja para impedir limitaciones en
cuanto al transporte masivo. En resumen, un total de 285 Ur de quimera Fc-ECD EGFR recombinante (R&D
Systems, Cat. No. 344-ER) se conjugd con una superficie de microplaca CM5 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Después, los fragmentos Fab procedentes de los anticuerpos de la invencién se ensayaron en diluciones
en serie de factor dos, comenzando a una concentracion optimizada que no produjo valores Ur max. superiores a 25
cuando se ensayaron en la microplaca con EGFR inmovilizado. El analisis cinético se realizé restando en primer
lugar la respuesta generada por inyeccion solo de tampon HBS-EP. La constante de velocidad de asociacion (ka) y
la constante de disociacion (kd) se evaluaron globalmente a partir de los sensogramas generados con el programa
informatico BIA evaluation 4.1 proporcionado por el fabricante.

En la siguiente Tabla 9 se muestran las afinidades calculadas de los fragmentos Fab ensayados de la invencion
contra el ECD de EGFR Humano inmovilizado.

Tabla 9. Afinidades medidas de los anticuerpos Fab contra EGFR contra el receptor inmovilizado. Las mediciones de
los anticuerpos se realizaron por Resonancia de Plasmén Superficial en un BlAcore 2000 empleando el programa
informatico evaluation proporcionado por el fabricante. * La afinidad de 992 se determiné mediante Analisis
Scatchard. NA. No aplicable.

Fab kon (MTs7) koff (1/s) t1/2 (min) Kp (nM)
Fab 992* NA NA 0,2 150,0
Fab 1024 1,9E+05 4,9E-03 2,3 25,6
Fab 1030 8,7E+04 2,0E-04 57,5 2,3

Como se presenta en la Tabla 9 anterior, se encontré que los fragmentos Fab de 992 y 1024 tenian afinidades de
150 nM y 26 nM respectivamente de acuerdo con las afinidades presentadas en el ejemplo anterior, que ilustran
diferencias minoritarias en el reconocimiento del anticuerpo contra EGFR soluble e inmovilizado para estos dos
anticuerpos. Sin embargo, el anticuerpo 1030 mostré una afinidad diez veces mas alta de 2,3 nM contra el antigeno
inmovilizado en comparacion con el receptor soluble y por consiguiente reconocié preferencialmente un epitopo
expuesto en el antigeno inmovilizado.

Ejemplo 15: Investigacion de la presentacion antigénica de EGFR y clasificacion de afinidades funcionales en células
A431-NS.

Comparacion entre la presentacion antigénica en células A431-NS y el receptor de EGFR de longitud completa
purificado.

Dado que los analisis cinéticos revelaron que el anticuerpo 992 reconocia el ECD de EGFR recombinante con una
afinidad entre 150-170 nM, se investigoé si esta afinidad débil se debia al hecho de que el mAb 992 se unia
preferencialmente a conformaciones nativas de EGFR, como se expresa en células A431-NS a diferencia de
conformaciones presentadas en el ECD de EGFR recombinante o EGFR de longitud completa purificado de células
A431. Para investigar diferencias en las presentaciones antigénicas del receptor de EGF, se realizaron estudios de
union ELISA simultaneos de una subpoblacion de los anticuerpos de la invencion con fragmentos Fab para impedir
efectos de avidez sobre las células A431-NS ensayadas y EGFR de longitud completa purificado de las mismas
células.

Produccién de Fab: la produccion de fragmentos Fab se realizd6 como se ha descrito en el ejemplo 14.
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ELISA Indirecto: para el ELISA indirecto, el EGFR de longitud completa (Sigma E2645) se recubrié a 1 ug/ml en
tampon carbonato (50 pl/pocillo) durante una noche a 4 °C. A la mafiana siguiente, los pocillos se lavaron dos veces
con PBS-T y se bloquearon durante una hora con PBS-T que contenia BSA al 1 % a temperatura ambiente seguido
de dos lavados en PBS-T. Después, se afiadieron 50 ul de diluciones en serie de anticuerpos Fab en DMEM que
contenia BSA al 1% a pocillos ELISA independientes y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente,
después de lo cual los pocillos se lavaron cuatro veces con PBS-T. A continuaciéon se afiadieron 50 ul de un
anticuerpo secundario de cabra contra ser humano (especifico de Fab) conjugado con HRP, diluido a 1:5000 en
DMEM que contenia BSA al 1 % y se incubd en hielo durante 30 min. Finalmente los pocillos se lavaron cuatro
veces con PBS-T y las placas se revelaron afadiendo sustrato TMB 50 pl/pocillo y se leyeron a 620 nm cada 5-15-
30 min. Después de la incubaciéon con sustrato, la reaccion se detuvo por adicion de H.SO4 1 M y se leyo la
absorbancia a 450 nm.

Reactivos, ELISA indirecto

1) Tampodn de recubrimiento: tampdn de Carbonato 50 mM, pH 9,8

2) Antigenos: EGFR de longitud completa de tipo silvestre purificado de células A431; Sigma E2645

3) Placas ELISA: NUNC Maxisorp; Cat. n.°: 442404

4) Tampon de lavado: 1x PBS/0,05 % Tween 20 (PBS-T)

5) Tampén de bloqueo/diluciéon: BSA al 1 % en PBS-T (PBS-T-1 % BSA)

6) Tampodn de dilucién de anticuerpos: DMEM que contiene BSA al 1 %

7) Anticuerpo de cabra contra ser humano (especifico de Fab) conjugado con HRP: Jackson, Cat. n.° 109-035-097
8) Sustrato TMB Plus: KemEnTec, Cat. n.° 4390L

9) H2SO4 1M

ELISA celular: las afinidades de unién relativas definidas como la concentracién molar que proporciona una DO
media maxima (DE50) se determinaron por titulaciones de anticuerpos en células A431-NS. En resumen, 10.000
células A431-NS se cultivaron en placas ELISA de 96 pocillos que contenian DMEM con FCS afiadido al 0,5 % y P/S
al 1 % a 37 °C, con CO; al 5 % durante una noche. A la mafiana siguiente las células confluentes (aproximadamente
20.000/pocillo) se lavaron dos veces con PBS y se fijaron mediante incubacién con una solucion de
paraformaldehido al 1 % durante 15 min a temperatura ambiente seguido de un lavado de cuatro veces con PBS.
Después, los anticuerpos contra EGFR ensayados y el anticuerpo de control negativo Synagis se diluyeron en serie
en DMEM que contenia BSA al 1 % y se afiadieron 50 ul de cada dilucion a los pocillos y se incub6 durante 1 hora a
temperatura ambiente, después de lo cual los pocillos se lavaron cuatro veces con PBS. Después se afiadieron 50 pl
de un anticuerpo secundario de cabra contra ser humano (especifico de Fab) conjugado con HRP diluido a 1:5000
en DMEM que contenia BSA al 1 % y se incubaron en hielo durante 30 min. Finalmente los pocillos se lavaron
cuatro veces con PBS y las placas se revelaron afiadiendo 50 pl/pocillo de sustrato TMB Plus y se leyeron a 620 nm
cada 5-15-30 min. Después de la incubacién con sustrato la reaccion se detuvo por adicion de H.SO4 1 M y se leyo
la absorbancia a 450 nm. La afinidad funcional expresada como valores DE50 se calcul6 restando la unién de fondo
promedio con el reactivo secundario solo, seguido por normalizacion de las curvas de unién representando el %
relativo de unidon maxima de cada anticuerpo ensayado.

Reactivos, ELISA celular:

1) Medio DMEM: Gibco, Cat. n.° 41966-029

2) FCS: Gibco, Cat. n.° 10099-141

3) Penicilina - estreptomicina (P/S): Gibco, , Cat. n.° 15140-122

4) Placa ELISA: Costar, Cat. n.° 3595

5) Tampon de lavado (PBS): Gibco cat. 20012-019

6) Tampon de dilucion de anticuerpo: DMEM que contiene BSA al 1%
7) Solucion de fijacion celular: BD Biosciences, Cat. n.° 340181

8) Anticuerpo de cabra contra ser humano (especifico de Fab) conjugado con HRP: Jackson, Cat. n.° 109-035-097
9) Sustrato TMB Plus: KemEnTec, Cat. n.° 4390L

10) H2SO4 1M

Las diferencias en la presentacion antigénica sobre el receptor de EGF expresado en células A431-NS y sobre
receptor purificado de las mismas células, se determinaron con estudios de unién ELISA simultaneos empleando el
mismo reactivo de anticuerpo secundario y tiempos de incubacion. Los resultados se muestran en la Figura 31. El
experimento muestra claramente que los anticuerpos Fab 992 y 1024 se unen débilmente al EGFR de longitud
completa purificado aplicado a pocillos ELISA cuando se compararon con la unién de las mismas concentraciones
de Fab 1030. Sin embargo, esta débil afinidad de unién de 992 y 1024 se reestablecié cuando los anticuerpos se
ensayaron en células A431-NS contra las cuales los tres Fab mostraron una fuerte actividad de union. La
comparacion de los dos ensayos ELISA diferentes ilustra claramente una preferencia de los Fab 992 y 1024 por la
uniéon a conformaciones de EGFR nativas como se expresa en superficies celulares a diferencia de las
conformaciones presentadas en el antigeno purificado en pocillos ELISA. El resultado también sugiere que la débil
afinidad aparente de 992, medida con resonancia de plasmon superficial, en ECD de EGFR soluble recombinante e
inmovilizado se debia a una presentacion desfavorable del epitopo del anticuerpo 992 en los sistemas ensayados.

Clasificacion de afinidades funcionales en células A431-NS.
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El ELISA celular realizado como se describe anteriormente se usé para clasificar las afinidades funcionales de IgG y
fragmentos Fab de 992, 1024, 1030, Vectibix y Erbitux calculando los valores DO maximos medios expresados
como valores DE50. El resultado de estos analisis se muestran en la Figura 32 y los valores DE50 calculados se
presentan en la siguiente Tabla 10.

Tabla 10: Clasificacién de afinidades funcionales expresadas como valores DE50 basandose en efectos de avidez
de IgG o afinidad monovalente de Fab. Los valores de DE50 se determinaron mediante titulaciones de anticuerpos
en serie en células A431-NS. DT: desviacion tipica del ajuste de curva.

Avidez de IgG
IgG Log DE50 DE50 nM DT
992 -0,56 0,3 0,04
1024 -0,49 0,3 0,05
1030 0,17 1,5 0,02
Vectibix -0,15 0,7 0,04
Erbitux -0,23 0,6 0,04
Afinidad de Fab
Fab Log DE50 DE50 nM DT
992 1,00 9,9 0,11
1024 0,30 2,0 0,02
1030 0,27 1,8 0,05
Vectibix 0,08 1,2 0,04
Erbitux -0,07 0,8 0,06

El experimento muestra claramente que cuando se tienen en cuenta los efectos de avidez, IgG 992 y 1024 parecen
unirse a células A431-NS con mayor avidez que con Erbitux y Vectibix, mientras que 1gG 1030 tuvo una afinidad
mas baja de los anticuerpos IgG ensayados. Sin embargo, cuando la afinidad monovalente en células se determino
usando fragmentos Fab, 992 tuvo la afinidad mas baja de aproximadamente 10 nM. Sin embargo, esta afinidad
funcional monovalente era ain al menos 15 veces mas baja que la ensayada con BlAcore.

Ejemplo 16: investigacion de la potenciacion de union inducida por anticuerpos.

El experimento de competicion BlAcore realizado sobre pares de anticuerpos de la invencién revelé que la unién de
992 y 1024 se potenciaba aproximadamente un 55 % y 58 % respectivamente (Figura 9A), cuando estos anticuerpos
se ensayaron uno frente a otro en ambas direcciones. Para investigar adicionalmente este fendmeno, se disefid un
ensayo ELISA celular usando células no fijas para investigar el efecto de la uniéon de IgG de un clon de anticuerpo
después de la saturacion previa del receptor con el fragmento Fab de un anticuerpo de unién a un epitopo no
solapante.

ELISA celular: el ELISA se realiz6 esencialmente como se describe en el Ejemplo 15 con modificaciones. Las
células se dejaron sin fijar para permitir flexibilidad de EGFR conformacional después de las adiciones de los
anticuerpos. En resumen, se cultivaron 10.000 células A431-NS en placas ELISA de 96 pocillos que contenian
DMEM con FCS al 0,5 % anadido y P/S al 1 % a 37 °C, con CO; al 5 % durante una noche. A la mafana siguiente
las células confluentes (aproximadamente 20.000/pocillo) se lavaron dos veces con PBS, y los pocillos para
investigar la potenciacion de unién inducida por anticuerpo se preincubaron con 25 yl de fragmentos Fab sencillos
40 nM de cualquiera de 992, 1024 o 1030, o con 12,5 ul de 80 nM de cada Fab sencillo en combinaciones dobles
que previamente mostraban dar una unioén saturada. A los pocillos se anadieron 25 ul de DMEM que contenia BSA
al 1 % usado para ensayar anticuerpos de IgG sin fragmentos Fab afiadidos. Después de la adicion de Fab y de
medios, los pocillos ELISA se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente, después de lo cual 25 pl de
diluciones en serie de factor tres de las IgG de la invencién o de control negativo Synagis, comenzando a una
concentracion de 360 nM, se afadieron a los pocillos y se incubaron en hielo durante una hora. Después, los
pocillos se lavaron cuatro veces con PBS y se afiadieron 50 pl de un anticuerpo secundario monoclonal de ratén
contra ser humano (especifico de Fc) conjugado con HRP diluido a 1:5000 en DMEM que contenia BSA al 1 % y se
incubaron en hielo durante 30 min. Finalmente los pocillos se lavaron cuatro veces con PBS y las placas se
revelaron por adicion de sustrato TMB 50 pl/pocillo y se leyeron a 620 nm cada 5-15-30 min. Después de la
incubacion con sustrato la reacciéon se detuvo por adicion de H.SO4 1 M y la absorbancia se leyé a 450 nm. La
afinidad funcional expresada como valores DE50 se calculé restando la union fondo promedio solo con reactivo
secundario, seguido por normalizacion de las curvas de unién representando el % de unién maxima relativa para
cada anticuerpo ensayado.
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Reactivos, ensayo ELISA celular:

1) Medio DMEM: Gibco, Cat. n.° 41966-029

2) FCS: Gibco, Cat. n.° 10099-141

3) Penicilina - Estreptomicina (P/S): Gibco, , Cat. n.° 15140-122

4) Placa ELISA: Costar, Cat. n.° 3595

5) Tampon de lavado (PBS): Gibco cat. 20012-019

6) Tampon de dilucion de anticuerpos: DMEM que contiene BSA al 1 %

7) Anticuerpo de ratén contra ser humano (especifico de Fc) conjugado con HRP: Ab-directo, Cat. n.° MCA647P
8) Sustrato TMB Plus: KemEnTec, Cat. n.° 4390L

9) H2SO4 1M

Se determinaron investigaciones de potenciaciones de unién inducidas por anticuerpo mediante estudios de unién
ELISA simultdneos empleando el mismo reactivo de anticuerpo secundario y los tiempos de incubacion. Los
resultados del estudio se muestran en la figura 33 y los valores DE50 calculados en la siguiente Tabla 11.

Tabla 11: clasificacién de afinidades funcionales expresadas como valores DE50 basandose en efectos de avidez de
IgG con o sin saturacion previa del receptor con los fragmentos Fab indicados. Los valores DE50 se determinaron
mediante titulaciones de anticuerpos IgG en serie en células A431-NS. DT: desviacion tipica de ajuste de curva.

IgG Log DES0 DES0 nM DT
IgG 992 -0,24 0,6 0,07
IgG 992 / Fab 1024 -0,31 0,5 0,02
IgG 992 / Fab 1030 -0,38 0.4 0,05
IgG 992 / Fab 1024 y 1030 -0,34 0,5 0,04
IgG 1024 -0,01 1,0 0,01
IgG 1024 / Fab 992 -0,05 0,9 0,04
IgG 1024 / Fab 992 y 1030 -0,08 0,8 0,02
IgG 1030 0,33 2,2 0,06
IgG 1030 / Fab 992 0,20 1,6 0,03
IgG 1030/ Fab 992 y 1024 0,34 2,2 0,06

Como se presenta en la Figura 33 y en la Tabla 11 anterior, IgG 992 mostré una clara potenciacion de union
después de saturacion previa del receptor con fragmentos Fab de cualquiera de 1024 o 1030 o 1024 junto con 1030.
La incubaciéon con fragmentos Fab produjo valores DE50 disminuidos de 0,5; 0,4 y 0,5 nM respectivamente en
comparacion con 0,6 nM cuando IgG 992 se ensay6 en solitario. Del mismo modo, IgG 1024 y 1030 también
mostraron uniéon aumentada cuando las células se saturaron primero con Fab 992 y solo con 1024 cuando se
afiadieron tanto Fab 992 como 1030 a las células antes de IgG. Este resultado ilustra claramente la utilidad de tener
mas de un anticuerpo contra epitopos no solapantes en el mismo receptor diana.

En este experimento se determinaron las afinidades funcionales ligeramente mas bajas en comparacion con el
ejemplo 2. Este resultado se debe probablemente a que se usd un reactivo secundario diferente en el presente
ejemplo y a que las IgG ensayadas se incubaron con células no fijas en hielo para impedir la internalizacion.

Ejemplo 16B. Clonacién de EGFR de Cinomolgo de longitud completa.

El EGFR de Cinomolgo de longitud completa, incluyendo el péptido sefial, se clon6 de ADNc de Cinomolgo aislado
de epidermis usando PCR anidada y cebadores especificos de secuencia procedentes de la secuencia publicada del
EGFR humano de longitud completa (GENBANK X00588, Ullrich,A. et al. Nature 309(5967), 418-425 (1984)).

Reactivos de la PCR:
ADNCc de Mono Cinomolgo aislado de epidermis de piel normal:

CytoMol Unimed, Cat. n.%: ccy34218, Lot n.%: A711054.

Tampon de reaccion FastStart (10X): Roche, Cat. n.°: 03 553 361 001
Enzima FastStart: Roche, Roche, Cat. n.°: 03 553 361 001

Enzima Phusion: Finnzymes, F-530S (2 U/ul).

dNTP 25 mM: Bioline, Cat. n.°: BIO-39029

Cebadores para la amplificacion del EGFR de Cinomolgo de longitud completa incluyendo la secuencia sefial:
Cebador 5 ATG: 5-TCTTCGGGAAGCAGCTATGC-3’ (SEQ ID NO 135)
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Cebador de terminacién 3': TCATGCTCCAATAAATTCACTG -3’ (SEQ ID NO 139)
Condiciones de la PCR:
95 °C/2 min, 40 ciclos: 95 °C/30 s, 55 °C/30 s, 72 °C/3 min 30 s con una incubacion final a 72 °C durante 5 min.

Cebadores para la amplificacion de EGFR de Cinomolgo de longitud completa por PCR anidada e incorporando
sitios de restriccion Not y Xho:

Not5’ Cin E579 5’ - GGAGTCGGCGGCCGCACCATGCGACCCTCCGGGACGG-3 (SEQ ID NO 140)
Xho5'Cin E580 5’ - GCATGTGACTCGAGTCATGCTCCAATAAATTCACTGC-3 (SEQ ID NO 141)

Condiciones de la PCR:

95 °C/2 min, después 30 ciclos: temperatura de fusion 95 °C/30 s, hibridacién a 55 °C/30 s, extension 72 °C/3 min.
Después de 30 ciclos los productos PCR se dejaron extender durante 10 min mas.

Las reacciones PCR se realizaron con molde 0,5 pl y Enzima Phusion 0,1 pl, enzima FastStart 0,4 pl en un volumen
total de tampodn de reaccion de 50 pl con una concentracion final de tampon FastStart 1 x, INTP 0,2 mMy 0,2 uM de
cada cebador.

Se obtuvo un fragmento PCR con una longitud aparente de aproximadamente 4000 pb y se cloné usando el kit de
clonacion TOPO TA (Invitrogen, Part n.® 4506-41) y se secuencio. La secuencia de ADN y de proteinas del EGFR de
Cinomolgo clonado se muestra en la figura 34. Un alineamiento de las secuencias de proteinas del EGFR de
Cinomolgo y del EGFR de ser humano mostré una identidad de secuencia del 99,2 %.

Demostracion, mediante analisis FACS, de la reactividad cruzada de los anticuerpos entre el EGFR de Cinomolgo y
Humano de longitud completa.

Los EGFR de mono Cinomolgo y de ser humano de longitud completa se expresaron en la superficie de células
CHO mediante transfeccion estable, y mediante analisis FACS se ensayd la unién de las células frente a un panel de
anticuerpos contra EGFR diluidos en serie. Las determinaciones se realizaron en condiciones dependientes de Kp,
manteniendo un exceso molar de anticuerpo que fue al menos 5 veces mayor que el nimero de moléculas de
antigeno de EGFR expresadas en la superficie celular de un namero fijo de células en todas las series de dilucién de
los anticuerpos. Esta configuracion permitio el analisis FACS de la union de anticuerpos a una saturacion completa
del receptor en todas las concentraciones de anticuerpo ensayadas.

En resumen, en un Sistema Bioanalyzer de matriz BD FACS, se realiz6 analisis FACS cuantitativo para determinar
el numero de moléculas de EGFR expresadas en la superficie de células CHO transfectadas con EGFR de longitud
completa de ser humano o de mono Cinomolgo. El analisis se realizé titulando IgG Erbitux marcado con PE en las
células y determinado el niumero de moléculas con PE equivalentes por comparacion con una curva convencional
constituida a partir de particulas de calibraciéon Rainbow con densidad de PE conocida. El analisis cuantitativo reveld
que las células CHO transfectadas con EGFR presentaron aproximadamente 350.000 moléculas en la superficie de
cada célula. Después, se compararon diluciones en serie con factor 5 de anticuerpos de la invencién comenzando a
5 nM incubando con 10.000 células CHO transfectadas con EGFR en volimenes en aumento, permitiendo un
exceso molar de anticuerpo de al menos 5 veces sobre el antigeno EGFR presentado en la superficie en cada
determinacion. Los anticuerpos se incubaron con células durante 14 horas en un agitador, para promover la
saturacion completa del antigeno en todas las concentraciones de anticuerpo ensayadas, al mismo tiempo que se
afiadié tampon FACS NaNs al 0,02 % y la temperatura se mantuvo a 4 °C para impedir la internalizacion del
receptor. Después de la incubacion, las células se sedimentaron a 1200 RPM durante 5 min a 4 °C y se
resuspendieron en tampoén FACS 200 pl. Después, las células se tifieron con un anticuerpo secundario de cabra
contra F(ab’), FcGamma de IgG humana conjugado con PE diluido a 1:500 y se incub6 durante 30 min a 4 °C en un
agitador. Finalmente las células se lavaron dos veces en tampon FACS y se analizaron en un Sistema Bioanalyzer
de matriz BD FACS con seleccion en células CHO que expresan EGFR que presentan propiedades uniformes de
dispersion directa/lateral.

Reactivos FACS:

Particulas de calibracién Rainbow: BD, cat. n.%: 559123

Tampoén FACS: 1xPBS + FCS al 2 % + NaNsz al 0,02 %

Anticuerpo de cabra contra F(ab’), FcGamma de IgG humana conjugado con PE: Jackson ImmunoResearch, cat. n.°
109-116-170

El ensayo de union FACS descrito se uso para la determinacion de la reactividad cruzada de los anticuerpos EGFR
IgG 992 y 1024 y comparar con un anticuerpo de control IgG 1320, que no reaccion6 en cruzado con el EGFR de
Cinomolgo. Como se muestra en la Figura 40 mas adelante, el ensayo FACS descrito fue muy bueno discriminando
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anticuerpos que presentaban buena reactividad cruzada entre el EGFR de ser humano y de cinomolgo de longitud
completa (Figura 40A, 1gG 992 y Figura 40B, IgG 1024) y anticuerpos especificos de especie que solo reconocen el
EGFR de ser humano de longitud completa (Figura 40C, IgG 1320). A partir de este analisis se llego a la conclusion
de que ambas IgG, 992 y 1024, mostraron excelente reactividad cruzada contra ambos EGFR, el de ser humano y el
de Cinomolgo, de longitud completa, expresados en la superficie de células CHO transfectadas de manera estable.
La diferencia en cuanto a la unién entre el EGFR de cinomolgo y de ser humano es sorprendente a la vista del alto
grado de similitud de secuencia y resalta la importancia de los anticuerpos de ensayo por la unién con la secuencia
diana exacta en los animales utilizados para estudios toxicologicos preclinicos.

Ejemplo 17. Clones homologos a 992, 1024 y 1030

La exploracion de clones de los anticuerpos de uniéon a EGFR, basandose en ensayos inmunoabsorbentes (ensayos
ELISA y basados en células), condujo a la identificacion de los clones 992, 1024, 1030, como se describe en los
ejemplos anteriores. También se identificaron clones especificos de EGFR, homologos a 992, 1024 y 1030 (Tabla
12).

Se espera que los clones pertenecientes al mismo grupo tengan la misma especificidad de unién pero que puedan
unirse con afinidades diferentes. Por lo tanto, los clones dentro de un grupo pueden reemplazarse entre si en las
composiciones de anticuerpos de la presente invencién, siempre que las afinidades de unién de los clones no sean
demasiado diferentes.
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Ejemplo 18: humanizacion de los anticuerpos 922 y 1024

Todos los anticuerpos contienen la posibilidad de suscitar una respuesta contra anticuerpos humanos. La respuesta
se correlaciona hasta cierto punto con el grado de “humanidad” del anticuerpo terapéutico aplicado. No es posible
predecir la inmunogenicidad y por lo tanto la respuesta contra anticuerpos humanos, pero hay una tendencia hacia
anticuerpos de preferencia con un alto grado de humanidad para su uso clinico. La humanidad de los anticuerpos
descritos en la presente invencidon puede aumentarse mediante un proceso de humanizacién [Reichert JM.
Monoclonal antibodies in the clinic. Nature Biotechnol, 2001; 19: 819-822; Reichert JM, Rosensweig CJ, Faden LB y
Dewitz MC. Monoclonal antibody successes in the clinic. Nature Biotechnol, 2005; 23: 1073-1078].

La humanizacion de un anticuerpo monoclonal murino se realiza en teoria injertando las regiones determinantes de
complementariedad (CDR, Complementarity Determining Regions) en regiones marco conservadas (FR, Framework
Regions) humanas de los dominios IGHV e IGKV con secuencias estrechamente relacionadas mediante un
procedimiento comunmente denominado injerto de CDR (Jones PT, Dear PH, Foote J, Neuberger MS y Winter G.
Replacing the complementarity-determining regions in a human antibody with those from a mouse. Nature, 1986;
321: 522-525). Sin embargo, el injerto de CDR sencillo de solo las regiones hipervariables puede dar como resultado
una afinidad disminuida debido a que algunos aminoacidos armazén o regiones marco conservadas establecen
contactos cruciales con el antigeno o dan soporte a la conformacion de los bucles de la CDR de unién antigénica
[Queen C, Schneider WP, Selick HE, Payne PW, Landolfi NF, Duncan JF, Avdalovic NM, Levitt M, Junghans RP y
Waldmann TA. A humanized antibody that binds to the interleukin 2 receptor. Proc Natl Acad Sci USA, 1989; 86:
10029-10033; Al-Lazikani B, Lesk AM y Chothia C. Standard conformations for the canonical structures of
immunoglobulins. J Mol Biol, 1997; 273: 927-948]. Por consiguiente la humanizaciéon de anticuerpos debe implicar
tanto el injerto de bucles de CDR de las regiones variables derivadas de murino sobre un armazén humano
estrechamente homologo como la conservacion, al mismo tiempo, de restos armazén murinos clave con influencia
documentada sobre la actividad de union antigénica (Winter, G. y W. J. Harris. "Humanized antibodies".
Immunol.Today 14.6 (1993): 243-46). Se han desarrollado diversos métodos y se han aplicado satisfactoriamente
para conseguir la humanizacion conservando al mismo tiempo la afinidad y funcion de los anticuerpos (revisado en
Almagro, J. C. y J. Fransson. "Humanization of antibodies." Front Biosci. 13 (2008): 1619-33.). La humanizacion
puede realizarse mediante métodos loégicos, por ejemplo, injerto de CDR, modificacion de superficies,
superhumanizacion, optimizacién del contenido de la cadena humana, todo ellos basandose en la construccion de
algunos candidatos de anticuerpos humanizados. La secuencia de aminoacidos de los candidatos se basa en el
entendimiento y la prediccion de la estructura de los anticuerpos y en la contribucién de los aminoacidos individuales
hacia la unién antigénica, tanto directa como indirectamente, a través de la estabilizacion de la estructura global de
las regiones de interaccion con el antigeno. Normalmente, los candidatos tienen que refinarse y algunos
aminoacidos retromutarse en el resto murino original ya que cada anticuerpo tiene algunas limitaciones individuales
inesperadas. Comun para los métodos es que pueden necesitarse diversas rondas sucesivas de disefio, ensayo y
redisefio para conservar la afinidad y las funciones. Las alternativas son los métodos mas empiricos donde se
generan grandes bibliotecas combinatorias y los anticuerpos, con las caracteristicas deseadas, se enriquecen a
partir del conjunto de variantes mediante una seleccién por métodos tales como presentacion en levaduras o en
fagos o métodos de exploracion alternativos.

Los anticuerpos contra EGFR descritos en la presente invencion, pueden humanizarse mediante injerto de CDR en
las regiones V humanas. En el escenario preferido, la regién V humana se selecciona basandose en la homologia
con la region V murina original. También pueden usarse regiones génicas V humanas con otras caracteristicas
deseadas, tales como una inmunogenicidad baja. El presente ejemplo describe un método que se usa en la
humanizacioén de anticuerpos quiméricos contra EGFR, 992 y 1024. Las secuencias humanizadas dadas en la figura
41A se han generado injertando las regiones CDR definidas en el IMGT (International ImMunoGeneTics) de IGHV
992 en IGHV1-46/IGHJ4 y de IGKV 992 en IGKV1-27/IGKJ1-01. Las secuencias de aminoacidos dadas en la figura
41B se han generado con ordenador injertando las regiones CDR definidas en el IMGT de IGHV 1024 en IGHV1-
2*02/*02IGHJ6*02 y de IGKV 1024 en IGKV2-28*01/IGKJ2*01. Los genes artificiales que codifican los anticuerpos
humanizados especificados se sintetizan y se insertan en el vector de expresion de mamifero. Los anticuerpos se
expresan, se purifican y se ensayan con respecto a su actividad como se describe en el Ejemplo 3. Después de un
ensayo inicial, la cinética de unién de los anticuerpos humanizados puede determinarse mediante resonancia de
plasmén superficial como se describe en el Ejemplo 14. De manera similar a la union al hEGFR expresado en la
superficie de las células puede determinarse como se describe en el Ejemplo 15.

Si la actividad de unién de los aminoacidos humanizados es significativamente mas baja que la observada en los
anticuerpos originales, se empleara un esquema de retromutacion secuencial para la regeneracion de la afinidad,
comenzando con los restos armazén humanizados localizados en la zona Vernier o en restos propuestos que dan
soporte a la estructura en las regiones CDR (Foote, J. y G. Winter. "Antibody framework residues affecting the
conformation of the hypervariable loops". J Mol.Biol. 224.2 (1992): 487-99; Padlan, E. A. "Anatomy of the antibody
molecule." Mol.Immunol 31.3 (1994): 169-217.). Estos restos estan en la numeracion del IMGT para los nimeros de
aminoacidos 13, 45 y 80 de IGHV 992; y el aminoacido 25 de IGKV 992; los aminoacidos 13, 45, 80 y 82 de IGHV
1024; el aminoacido 78 de IGKL 10248. Estos mutantes pueden construirse usando mutagénesis dirigida a sitio
mediada por PCR usando métodos de biologia molecular convencionales. Los mutantes construidos se ensayaran
como se describe anteriormente. Se espera que estos conjuntos de candidatos den como resultado anticuerpos
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humanizados con propiedades de union antigénica conservadas. Sin embargo, no pueden excluirse retromutaciones
adicionales o maduracion por afinidad introduciendo sustituciones de aminoacidos en las regiones CDR mediante
mutagénesis dirigida a sitio.

Ejemplo 19: Anticuerpos con dos dominios variables

Una proteina de anticuerpo con dos dominios variables (DVD, Dual Variable Domain) se modificd por ingenieria
genética fusionando los dominios IGHV de 992 y 1024 en tandem mediante un enlazador de 6 aminoacidos
(ASTKGP) y los dominios IGKV de 992 y 1024 mediante un enlazador de 5 aminoacidos (TVAAP ) [Wu C, Ying H,
Grinnell C, Bryant S, Miller R, Clabbers A, Bose S, McCarthy D, Zhu RR, Santora L, vis-Taber R, Kunes Y, Fung E,
Schwartz A, Sakorafas P, Gu J, Tarcsa E, Murtaza A y Ghayur T. Simultaneous targeting of multiple disease
mediators by a dual-variable-domain immunoglobulin. Nature Biotechnol, 2007; 25: 1290-1297]. Las fusiones de los
dos dominios IGHV e IGKV se encuentran después de los dominios IGHC e IGKC, respectivamente. En un
anticuerpo DVD de longitud completa (992L1024), el IGHV e IGKV de 992 esta en posicion N terminal, seguido por
el enlazador y el IGHV e IGKV de 1024, respectivamente. En un segundo anticuerpo DVD de longitud completa
(1024L992), el IGHV e IGKV de 1024 esta en posicion N terminal, seguido por el enlazador y el IGHV e IGKV de
992, respectivamente. EI ADN plasmidico que codifica el anticuerpo 992 y 1024 se us6 como molde para una
construccion mediada por PCR de dos etapas de los genes que codifican el DVD. Las regiones que codifican los dos
dominios variables de IGHV e IGKV se amplifican primero por separado de tal manera que contienen regiones de
extension solapante en la posicion de la regién que codifica el enlazador (para combinaciones de moldes y
cebadores véanse las Tablas 13 y 14). El gen IGKV que codifica el dominio variable proximal de extremo C se
amplificd de tal manera que el gen que codifica el dominio constante de la cadena ligera humana (IGKC) se incluy6
en la secuencia codificante. En el Anexo 3 se muestran las secuencias codificantes y las secuencias de aminoacidos
de las subunidades de los anticuerpos con dos dominios variables.

La primera PCR se preparé con la siguiente mezcla en cada tubo (reacciones de 50 pl) para obtener la
concentracion final determinada: 1x tampon FastStart (Roche), mezcla de dNTP (200 uM de cada uno), cebadores
(10 pmol de cada uno) (véase la Tabla 14), Combinaciéon de Enzima de Alta Fidelidad FastStart (2,2 U; Roche) y
molde plasmidico 100 ng (véase la Tabla 14). La PCR se someti¢ al siguiente termociclado: 2 min a 95 °C, 20 x (30 s
a95°C,30sab55°C,1mina72°C), 10 min a 72 °C. Los productos resultantes de la PCR con el tamafo correcto
de la primera reaccion PCR (véase la Tabla 14) se purificaron mediante electroforesis preparativa en gel de agarosa
y se usaron en una segunda etapa en la que los dos dominios variables se cortaron y empalmaron mediante PCR de
extension solapante. La segunda PCR, de corte y empalme de fragmentos de ADN mediante PCR de extension
solapante, se preparo con la siguiente mezcla en cada tubo (reacciones de 50 pl) para obtener la concentracion final
determinada: 1x tampén FastStart (Roche), mezcla de dNTP (200 uM de cada uno), cebadores (10 pmol de cada
uno, véase la Tabla 15), Combinacién de Enzima de Alta Fidelidad FastStart (2,2 U; Roche) y molde (fragmento de
PCR de 100 ng, véase la Tabla 15). La PCR se sometié al termociclado definido anteriormente. Los productos
resultantes de la segunda etapa de la PCR se purificaron mediante electroforesis preparativa en gel de agarosa y se
trataron con las enzimas de restriccion, Ascl 'y Xhol para el IGHV doble y con Nhel'y Notl para el IGKV doble (IGKC
incluido). Los fragmentos se ligaron consecutivamente en un vector de expresion de IgG de mamifero, 00-VP-002
(Figura 4), mediante procedimientos convencionales de ligamiento y digestion con enzimas de restriccion. El vector
de expresion plasmidico resultante se amplificé en E. coli y la preparacion del plasmido se purific6 mediante medios
convencionales. Los anticuerpos DVD se expresaron y purificaron como se indica en el Ejemplo 2 y se
caracterizaron en cuanto a su actividad como se indica en los ejemplos 3-13.

Si los anticuerpos resultantes muestran union reducida o no muestran unién con el hEGFr diana pueden ensayarse
otros enlazadores.

Tabla 13 Cebadores para construir anticuerpos DVD de 992 y 1024

SEQ ID{Nombre del| Secuencia

NO cebador

121 3'JH GGAGGCGCTCGAGACGGTGACTGAGGTTCCTTGAC

122 992 5'VH CCAGCCGGGGCGCGCCGAGGTCCAACTGCAGCAACCTGGGTCTGAGCTGGTG
123 1024_5'VH CCAGCCGGGGCGCGCCCAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAACTG

124 992 5'VK catgggaatagctagccGACATTCAGATGACTCAGACTACATCCTCCCTG

125 1024_5'VK catgggaatagctagccGACATCGTGATGACACAAGCTGCATTCTCCAATC

126 Kappa3’ ACCGCCTCCACCGGCGGCCGCTTATTAACACTCTCCCCTGTTG

127 992H_0O3% CTGGGGGCCCTTGGTGCTGGCTGACGAGACGGTGACTGAGGTTC

128 1024H_0O5’ GCCAGCACCAAGGGCCCCCAGGTCCAACTGCAGCAGC
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SEQ ID|{Nombre del| Secuencia

NO cebador

129 1024H_0O3 CGGGGCCCTTGGTGCTGGCTGACGAGACGGTGACTGAG
130 992H 0%’ GCCAGCACCAAGGGCCCCGAGGTCCAACTGCAGCAAC

131 992K 0% GTCTGGTGCAGCCACAGTTCGTTTGATTTCCAGCTTGGTG
132 1024K_0O5’ CGAACTGTGGCTGCACCAGACATCGTGATGACACAAGC

133 1024K_0O% GTCTGGTGCAGCCACAGTTCGTTTTATTTCCAGCTTGGTCC
134 992K 0%’ CGAACTGTGGCTGCACCAGACATTCAGATGACTCAGACTAC

Tabla 14 Combinaciones de cebadores y moldes para la 12 etapa de la PCR para construir genes que codifican DVD
de 992y 1024

DVD Moldes para la Cebadores para la amplificacién del gen|Cebadores para la amplificacion del gen
PCR IGHV IGKV
12 etapa de PCR  [1° producto de PCR |12 etapa de PCR|1* producto de PCR
(tamafio en pb) (tamafio en pb)
9921.1024|992 992 5'VH 992HO 992 5'VK 992KO
92H_03% (406 pb) 992K 0% (359 pb)
1024 1024H_0O% HO1024 1024K_0O5 KO1024*
3'JH (381 pb) Kappa3’ (702 pb)
10241L992(992 992H_0O5’ HO992 992K_0O%’ K0992
3'JH (393 pb) Kappa3’ (687 pb)
1024 1024_5'VH 1024HO 1024_5'VK 1024KO*
1024H_0O3% (392 pb) 1024K_03% (374 pb)

*La secuencia codificante amplificada incluye el gen IGKC

Tabla 15 Combinaciones de cebadores y moldes para la 22 etapa de la PCR, corte y empalme mediante extension
solapante, para construir genes que codifican DVD de 992 y 1024

IGHV IGKV

DVD Moldes Cebadores Producto (pb) |Moldes Cebadores |Producto (pb)

99211024 992HO 992 5'VH 766 992KO 992 5'VK 1040
HO1024 3'JH KO1024 Kappa3’

10241992 HO992 1024_5'VH 766 KO992 1024_5VK |1040
1024HO 3'JH 1024K0O Kappa3’
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Ejemplo 20: Estudio de toxicidad en monos Cinomolgos, después de una administracion intravenosa durante 6
semanas, en combinacion con Erbitux.

Objetivo del estudio: el objetivo del estudio era determinar la toxicidad del articulo de ensayo, 992+1024, después de
administracion intravenosa, una vez a la semana, durante 6 semanas, en monos Cinomolgos.

Dado que la toxicidad es un factor limitante de la dosis en la practica clinica con inhibidores de EGFR como Erbitux y
Vectibix, se consideré importante evaluar, en una fase temprana, la tolerabilidad de 992+1024 a dosis clinicamente
relevantes. Se hizo hincapié en esto por el hecho de que 992+1024 parece actuar mediante un mecanismo diferente
en comparacion con los otros productos que se dirigen a EGFR. Posiblemente, esto podria conducir a nuevos
efectos adversos o a un empeoramiento de los efectos observados con otros inhibidores de EGFR.

Se trataron grupos de tres monos cinomolgos hembra con dosis semanales intravenosas (IV) de 992+1024 a 4/2,7 y
a 12/8 mg/kg y 12/8 mg/kg de Erbitux durante 6 semanas. Siendo las primeras dosis de 4 y 12 mg/kg dosis de carga
y administrandose 5 veces las dosis de mantenimiento de 2,7 y 8 mg/kg. La dosis de 12/8 mg/kg es equivalente a la
dosis clinica humana de Erbitux administrada en la practica clinica.

Diseno del estudio

Numero de Descripcion del Nivel de la dosis Volumen de la dosis Numero de
grupo grupo (mg/kg/dia) (ml/kg) animales
Hembras
1 Control 0 19/ 12# 1-3
2 992+1024 dosis 4,2/2,7# 19/ 12# 4-6
Baja
3 992+1024 dosis 12,6 / 8# 19/ 12# 7-9
Alta
4 Erbitux 12,6 / 8# 19/ 12# 10-12

# El primer nivel de dosis es para la dosis de carga, el segundo nivel de dosis es para la administraciéon desde el Dia
8 en adelante

Durante el estudio se siguieron los siguientes parametros: mortalidad, sintomas clinicos, pesos corporales, consumo
de alimento, hematologia, quimica clinica, pesos de los érganos, hallazgos macroscopicos.

Resultados

Mortalidad: a lo largo del estudio no hubo muertes que no estuviesen programadas.

Sintomas clinicos: ningun tratamiento se relacion6 con observaciones clinicas adversas

Pesos corporales: no hubo ningun efecto del tratamiento con ninguno de 992+1024 ni Erbitux en el peso corporal.
Consumo de alimento: no hubo efectos notorios sobre el consumo de alimento.

Hematologia: no hubo efectos sobre los parametros hematoldgicos que sugiriesen un efecto del tratamiento con
ninguno de 992+1024 ni Erbitux.

Quimica clinica: no hubo cambios en los parametros de la quimica clinica que sugiriesen un efecto del tratamiento
con ningun articulo de ensayo.

A la Semana 4, un animal que recibié una dosis de 4,2/2,7 mg/kg de 992+1024/dia mostrd niveles aumentados de
aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa, en comparaciéon con los valores previos al tratamiento.
Estos niveles retornaron a intervalos normales a la semana 6. En ausencia de un efecto similar en otros animales
tratados, el significado toxicoldgico de este aumento en las enzimas hepaticas se desconoce.

Pesos de los 6rganos: no hubo diferencias de significado toxicoldgico en los pesos de los érganos entre los animales
tratados y los de control.

Hallazgos macroscopicos: no se advirtieron observaciones consistentes en la necropsia que sugiriesen un efecto de
992+1024 o Erbitux.

Conclusion preliminar: los datos preliminares muestran que 992+1024 se tolerd bien a las dosis ensayadas y no se
observaron efectos adversos relacionados con el tratamiento.
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Ejemplo 21. Inhibicion del crecimiento de lineas de cancer de células de pulmon.

Se sabe que las lineas de células de cancer de pulmén expresan EGFR con mutaciones en el dominio de tirosina
quinasa (Steiner et al Clin Cancer Res 13.5 (2007): 1540-1551). Mediante un método similar a uno usado en el
ejemplo 6, se investigé la capacidad de una combinacion de los dos anticuerpos 992 y 1024 para inhibir el
crecimiento de las lineas de células de cancer de pulmén HCC827 y H1975, que tenian diferentes mutaciones en
EGFR.

Resultados

Como puede observarse en las Tablas 16 y 17, la combinacion de 992 y 1024 puede inhibir el crecimiento de ambas
lineas celulares. La combinacion es superior a la de los anticuerpos monoclonales 992 y 1024 y a Vectibix.

Tabla 16 Valores de CI50 e inhibicion maxima de crecimiento de los anticuerpos indicados frente a la linea celular

HCC827
HCC827 CI50 (pg/ml) Inhibicién max.
Erbitux 0,013 80 %
Vectibix 0,100 60 %
992 0,050 80 %
1024 0,034 40 %
992+1024 0,031 80 %

Tabla 17 Valores de CI50 e inhibicion maxima de crecimiento de los anticuerpos indicados frente a la linea celular

H1975
H1975 CI50 (pg/ml) Inhibicién max.
Erbitux 0,010 30 %
Vectibix 0,141 30 %
992 0,056 30 %
1024 - 0 %
992+1024 0,024 30 %

Anexo 1. Secuencias de la region variable de los anticuerpos

>992VH (Seq. no. 24)
cgcgccgaggtocaactgcagecaacctgggtetgagetggtgaggectggagettcagtgaagetgtoct
gcaaggettcoctggectacacattcaccagetactggatgcactgggtgaagecagaggectggacaaggect
tgagtggattgggaatatttatectggtagtegtagtactaactacgatgagaagttcaagagcaaggcc
acactgactgtagacacatcctccagcacagectacatgecagctcageagectgacatectgaggactctyg
cggtctattactgtacaagaaatggggattactacgttagtageggggatgctatggactactggggtca
aggaacctcagtcaccgtcteg

>1024VH (Seq. no. 25)
cgcgceccaggtocaactgcagecagectggggetgaactggtggagectgggagttcagtgaagetgtoct

gcaaggcttcoctggectacaccttcaccagtcactggatgecactgggtgaagecagaggectggacaaggect
tgagtggataggtgagattaatcctagcageggtegtaataactacaatgagaagttcaagagtaaggcc
acactgactgtagacaaatcctccagcacagectacatgecaattcageoagectgacatctgaggactctg
cggtctattattgtgtaagatactatggttacgacgaagctatggactactyggggtcaaggaacctcagt
caccgtcteyg

>1030VH (Seq. no. 26)

63



10

15

20

ES 2 582 386 T3

cgegeogaagtgecagetggtggagtetgggggaggettagtgaagectggagggtecectgaaactoteot
gtgrageccoctetggattcactttcagtagtitatgocectgtettgggttcgecagactccagagaggaggcet
ggagtgggtcgcaetcecattagtggtgttggtagecacctactttccagacagtgtgaagggecegtttecace
atgtccagagataatgecaggaacatectgtacctecaaatgageagtectgaggtetgaggacacggoca
tgtattactygtgeaagaggttetgatggttacttetatgetatggactactygggyteaagygaaccteagt
caccegteteg

>1042VH (Seq. no. 27)
cgcegeccaggtgeagettecageagectggggetgaactggtgaagectggggettcagtgaagetgtect
gtazggottcetgygoctacacectteaccageecactyggatgeactgugtgeagoagaggcctggacaagygoct
tgagtggattggagagattcatecctageaacggtegtactaactacaatgagaagttcaagaacaaggaoo
acactgactgtagacasatctoccageacagectacatgquaactecageagtttgacatctgaggactety
cggtetattactgtgeaagatactatggttacgacgatgetatggactactggggtcaaggaaccteagt
caccgtetoeg

>1208VH (Seq. no. 28)
cgegceegaagtgeagetggtggagtoctgggggaggettagtgaagectggagggtecectgaaactotoot
gtgcagcecctectggattegetttcagtagetatgacatgtettgggttogecoagactoocggagasagaggot
ggagtgggtcgeatacattggtagtggtgatgataatacccactatcecagactetgtgaagggecegattc
accatctococagacacaatgccaaaaacacectatacctgeaaatgageagtctgaagtetgaggacacay
ccatgtattactgtgeaagacasgasagtatggtaactacgyggacactatggactactyggggteaaggaac
ctcagtcaccgtecteg

>1229\VH (Seq. no. 29)
cgegeccaggttecagetgaaggagtecaggacectggectggtggeogooctcacagagectgtocatcactt
getetgtetetggtttittcattaaccatetatggtgtacactgggttegecagectecaggaasgggtet
ggagtggctgggagttatgtgggetggtggaaatacagattataatteggeteteatgtecagactgaac
atcageaaggacaattccaagagecaagttttettacaagtgaacagtcetacaaactgatgacacagoca
tgtactattgtaccagagatcccgatggttactacgtggggtggttettecgatgtectggggegeggggac
cacggtcaccygtcecteyg

>1254VH (Seq. no. 30)

cgogccgaagtgecagetggtggagtectagggaggaggettagtgaagectggagggteoctgsaactetoct
gtgeageooctetggattegettacagtaccetatgecatgtettgggttcgecagactccggagaagagyget
ggagtgggtegeatacattagtagtggtggtgatgecgectactateccgacactgtgaagggecgattc
accatcetoecagagacaatgocaaasacacectatacetgeaastgageagtetgasagtectgaggacacag
ccatgtattactgtgcgaggtctcgctatggaaactacggggacgctatggactactggggtcaaggaac
ctcagtcaccgteteg

>1257VH (Seq. no. 31)

cgegecgaggtccagetgeaacagtectggacctgagetggtgaaacctggggettecagtgaagatacect
graagacttetggatacacttteactgactacaacatggectgggtgaageagagecatggaaagagect
tgagtggattggagatattattectaacaatggtggtgetatetacaaccagaasttcaagggcaagygec
actttgactgtagacaaatccteocagtacagectecatggagetecgeagectgacatctgaggacacty
cagtctatttctgtgeaagaaagaatatctactataggtacgacqggggeaggtgetectggactactggygyg
Lcazggzacctcagtcaccgtetcg

>1260VH (Seq. no. 32)

cgegcccaggtgecagetgsaggagtecaggacctggectgatgygcgecetcacagagactgteceateactt
geactgtectetgggttttecattaaccacctatggggtacactgggttegecagecteccaggaaagggtet
ggagtggctgggagtaatatgggectggtggaagecacaaattataattocggetectecatgteccagactgage
atczagaaagacaactccaagagecaagttttcttaaaaatgaacagtctgoaaactgatgacacageca
tgtactactygtgccagagectatggttacaactttgactattgggyccaagygcacecactetecacagtete
g
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>1261VH (Seq. no. 33)

cgcgocgaagtgeagetggtggagtotgggggaggettagtgaagectggagggteccctgaaactetoct
gtgcagtetetggattcactttecagtagetatgteatgtettgggttegecagactecggagasgagget
ggagtgggtegeaaccattactagtggtggtaggaacatcetactatectagacagtgtgaaggggcgatte
actatctocagagacaatgecaagaacaccetgtacectgecaaatgageagtictgaggtctgaggacacyyg
ccatgtattactgtgcaagacatgaggactataggtacgacgygttactatgectatggactactgygygtcsa
aggzacctcagtcaceygteteg

>1277VH (Seq. no. 34)
cgcgccgaagtgcagetggtggagtectggggygaggettagtgaagectggagagtecttgsaactetoct
gtgeageooctetggattegetttcagttactetgacatgtettgggttegecagactceggagaagagyget
ggagtgggtoegcatacatgagtagtgetggtgatgtcacettctattcagacactgtgaagggeocgatte
accatctoccagagacaatgeccaagaacaccctgtatectgecaagtgageagtctgaagtectgaggacacag
ccatatattactygtgtaagacacceygggacgtygetatyggactactyggyteaagyaaccteagteacegt
cteg

>1284VH (Seq. no. 35)
cgcgceccaggtocaactgcagecagectggggectgaactggtgaagectggggecttcagtgaagetgtoct
gcaaggettcoctggectacaccticaccagegactggatgecactggatgaaacagaggectggacaaggect
tgagtggattggagagattaatcctagtaacggtcegctcectagctacaatgagaagttcaagagcaaggce
acactgactgtagacaaatcctccagecacagectacatgecaactcageagectgacatctgaggactcectyg
cggtctattactgtgcaagaataggtggtatctacgtggagacttactggggccaagggactetggteac
tgtcteg

10 >1308VH (Seq. no. 36)

cgogeegaggtocagettcageagtetggagotgagetggtgaggectgggtecetcagtgaagatttoot
gcaaggcttetggetatgecattcagtagetactggatgaactgggtgaggeagaggoctggacagggtot
tgagtggattggacagatttatecctggagatggtgatactaactacaatggaaagttcaagggtagagcce
acactgactgcaaacaaatccteccagecacagectacatgecagetecagecagectaacatctgaggactetyg
cggtctatttectgtguaagaagggecatettooetetatgatgtttacocctactactttgactactgggy
ccaaggeaccactctecacagteteg

>1320VH (Seq. no. 37)

cgcgeccaggtccaactgecageagectaggggotgaactggtgaagectggggettcaatgaagetgtoct
grazggettectggetacacecttecaccasctactggatgecactygyggtgasgeaegaggectggaczaggect
tgaatggattggagaaattaatcctagecaacggtegtactaattacaatgagaagttcaagagcaaggoo
acactgactgtagacaaatcgtccageacagectacatgecaacteageagectgacatctgaggactcetyg
gggtctattactgtgraasaggggggaactactatgattacgactgggactactggggecaaggeaccas
tctecacagtoeteg
15

>1344VH (Seq. no. 38)
cgcgceccaggtgcagectgaaggagtcaggacctggectggtggegecctecacagagectgtecatcactt
gcactgtctctgggttttcattaacecatectatggtgtacactgggttecgecagectccaggaaagggtet
ggagtggctygggagtaatatgggctggtggaaacacaaattataatteggctetecatgtecagactgage

atcagcaaagacaactccaagagtcaagttttcottaaaaatgaacagtetgecaaactgatgacacageeca
tgtacttctgtgccagaggctatggcoctacaatttagactattggggccaaggcaccactotcacagtcete

9
20

>1347VH (Seq. no. 39)
cgcgceccaggtgecagetgasaggagtcaggacctaggectgatgycgecctcacagagoctgteceatecacat
gcaccgtotcaggattctcattaaccgygcoatggtgtaaactgyugttcgceagoctocaggaaagggtot
ggagtggotgggaatgatatggggtgatyggaageacggactataattcaactctcaaatccagactgagt
atcagcaaggacaactcocaagagecaagttttettasaaatgaacagtictgecagactgatgacaccgoca
ggtactactgtgecagagyctacgygetacetttactactttgactactyggyeesaggeaccacteteac
agtcteg
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>992VH (Seq. no. 40)
RAEVOLOOPGIELVEPGASVELICKASGY TEFTSYWMHWVEQRPGQGLEWIGNIYPGSRST

NYDEKFKSKATLTVDTSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCTRNGDYYVSSGDAMDYWGQGTS
VIVS

>1024VH (Seq. no. 41)

RAQVOLOOPGAELVEPCGSVELSCKASGYTFTSHWMHWVEQRPGOGCLEWIGEINPS5GRN
NYNEKFKSKATLTIVDKSSSTAYMOFSSLTSEDSAVYYCVRYYGY DEAMDYWGOGTSVIVS

>1030VH (Seq. no. 42)

RAEVOIVESGGCLVEPGGSLEKLSCARSGETESSYALSWVRQTPERRLEWNVASISGVESTY
FPDSVEGRFTMSRENARNILYLOMSSLRSEDTAMY YCARGSDGY FYAMDYWGQOSTSVTVE

>1042VH (Seq. no. 43)

RAOVOLOQPGAELVKPGASVELSCKASGY TET SHWMHWVOORPGOGLEWIGEIHPSNGRT
NYNEKFENKATLTVDESPSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCARYYGYDDAMDYWGOGTSYVITVS

>1208VH (Seq. no. 44)
RAEVOILVESGGGLVEPGG S LELICAASGFAFSSYDMEWVROTPEKRLEWVAY IGSGDDNT

HYPDSVEGREFTISRHNAENT LY LOMSSLESEDTAMY Y CARQEYGNYGDTMDYWGQGTSVT
Vs

>1229VH (Seq. no. 45)
FAQVOLKESGPGLVAPSOSLSITCSVSGEFSLTIYGVHWVROPPGRGLEWLGVMWAGGHTD
YHSALMSRLNISKDNSKSQVELEVNSLOTDDTAMYYCTRDPDGYYVGWEEDVWGAGTTVT
V5

>1254VH (Seq. no. 46)
RAEVOLVESGGGLVEPGGSILELICAASGFAY STYDMSWVROTPERERLEWVAY ISSGGDARL

YYPDIVEGRETISRDNAENTLYLOMSSLESEDTAMYYCARSRYGNYGDAMDYWGQGTSVT
Vs

>1257VH (Seq. no. 47)
FAEVOLOOSGPELVEPGASVKIPCKTSGYTFTDYNMAWVKOSHGKSLEWIGDI IPNNGGA

IYNOKFRGRATLTVDKSSSTASMELRSLTSEDTAVYFCARKNIYYRYDGAGALDYWGOGT
SVIVS

>1260VH (Seq. no. 48)

RAQVOLKESGPGLVAPSOSLEITCTIVIGESLTTYGVHWVROPPGEGLEWLGVIWAGGSTN
YNSALMSRLSIKKDNSKSQVELEMNS LOTDDTAMY Y CARAYGYNEDYWGQGTITLTVS

>1261VH (Seq. no. 49)
RFAEVOLVESGGGLVEPGGSLKLSCAVSGEFTFSSYVMSWVROTPEKRLEWVATITSGGRNI
YYLDSVEGREFTISRDNAENTLYLOMSSLESEDTAMYYCARHEDYRYDGY YAMDYWGQGTS
VIVS

>1277VH (Seq. no. 50)

RAEVOLVESGGELVKPGESLKLSCAASGFAFSYSDMSWVROT PEKRLEWVAYMSSAGDVT
FYSDTVKGRFTISRDNAKNTLYLOVSSLESEDTAIYYCVRHRDVAMDYWGOGTSVTVS

>1284VH (Seq. no. 51)

RAQVOLOOPGAELVEPGASVELSCKASGY TETSCWMHWMEORPGOGLEW I GEINPSNGRS
SYNERKFKSKATLTVDKSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCARIGGIYVETYWGOSTLVIVS

>1308VH (Seq. no. 52)
FAEVOLOQSGAELVRPGS SVKISCKASGYAFS SYWMNWVRORPGOGLEWIGQIYPGDGDT

NYNGEFEGRATLTANKS S5 TAYMO LS SLTSEDSAVYFCARRASSLYDVYEYYFDYWGQGT
TLTVS
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>1320VH (Seq. no. 53)
RAOVOLOOPGAELVEPGASMELSCEASGY TETNYWMHWVEQORPGOGLEWIGEINPSNGRT

NYNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMOLSSLTSEDSGVYYCAKGGNYYDYDWDYWGQGTTLTV
3

>1344VH (Seq. no. 54)

RACVOLEESGPGLVAPSOSLEITCTVSGESLTIY GVHWVROPPGRGLEWLGY IWAGGNTN
YNSALMSRLEISKDNSKSOVELEMNSLOEDDTAMY FCARGYGYNLDYWGOGTTLIVS

>1347VH (Seq. no. 55)

RAQVOLKESGPCLVAPSOSLSITCTVSGE SLTCHSOVNRVEQPPGRKGLEWLGMIWGDGSTD
YNSTLESRLSISKDNSKSQVELKMNSLOTDDTARYYCARGYGYLYYFDYWGOGTTLTVS

>992VL (Seq. no. 56)

ctageecgacatitcagatgactecagactacatecoctocctgtetgectotctgggagacagagtecaccatea
gttogcaggacasagtrcaggacattggecaattatttaaactggtatcagecagaaacecagatggaactgttaa
actcocctgatctactacacatcaagattacactcaggagtoccatcaaggticagtggeagtgggtctgga
acagatttttetctcaccattaacaacgtggagcaagaggatgttgecacttacttttgeocaacactata
atacggttoctoogacgttceggtggaggeaccaagetggasatcaaacgaactgtggetgeaccatetgt
cttcatctteocogoratetgatgageagttgaaatetggaactgoctetgttgtgtgectgotgaataac
ttoctateccagagaggeccaaagtacagtyggaagotggataacgeceteceaategggtaacteccagyaga
gtgtcacagagcaggacageaaggacageacctacagecteageageacectgacgctgageaaagecaga
ctacgagaaacacaaagtctacgocctgogaagtcaccecatecagggeoctgagectogocecgtcacaaagago
tteaacaggggagagtgt

>1024VL (Seq. no. 57)
ctagecgacategtgatgacacaagetgeattctocaatecagtcactottggaacatcagettecatet
coctygcaggtetagtaagagtecteoctacatagtaatggeatecacttatttgtattggtatetgcagasgac
aggccagtctecctcagectectgattiatcagatgtecaaccttgectcaggagteceagacaggtteagt
agcadtgggtcaggasctgatticacactgagaatcageagagtggaggectgaggatgtgggtgtttatt
actgtgotcaaaatctagaacticoegtacacgttoggaggggggaccaagctygaaataaaacgaactgt
ggotgeaceatectgtettecatettecogecatetgatgagecagttgaaatetyggaactgectotyttyty
tgoctgetgaatazactictatoeccagagaggooaaagtacagtggaaggtggataacgeceatocaatcgg
gtaactceccaggagagtgtcacagageaggacagcaaggacageacctacagectcagecageacecectgac
gctgageaaageagactacgagaaacacaaagtectacgectygegaagtcacecatcagggoectgageteg
ccegtcacaaagagettcaacaggyggagagtgt

>1030VL (Seq. no. 58)

ctagccgacattgtgectgactecagtetoctgettecttageotgtatectectggggecagagggeecaccattt
catgcagggccagcaaaagtgtcagtacatotggetatagttttatgcactggtaccaactgaaacecagg
acagccaccraaactoctcatetatettgeatecaacetagaatetaggggtecetgeraggtteagtgge
agtgggtctgggacagactitcaccetcaacatccatectgtggaagaggaggatgectgecaacctattact
gtcagcacagtagggagtttecgttaacgtteggaggggggaccaagetggaaataasacgaactgtgge
tgcaceatotgtettcatettececgeecatetgatgagecagttgaastetggaactgectetgttgtgtge
ctgctgaatazacttoctatccoagagaggecaaagtacagtggaagytggataacgecectecaatcgggta
actooccaggagagtgtecacagageaggacagcaaggacagecacctacagectecagecageaccetgacget
gagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgectgegaagteacccatcagggectgagetegeee

gtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt

67



ES 2 582 386 T3

>1042VL (Seq. no. 59)
gatattgtgatgactcaggctgcattctecaatocagtcactottggaacatcagettecatectectygea
ggtctagtazgagtoteoctacestagtastggeatecacttatttgtattggtatetgoagaagoecaggecs
gtctectecagetectgatttatcagatgtccaaccttgectcagygagteccagacaggttcagtagecagt
gggtcaagaactgatttcacactgagaatcageagagtggaggctgaggatgtgggtgtttattactgtyg
ctceraastctageacttcogtacacgtteggaggggggaccaagctggaaataasacgaactgtggotge
accatetygtetteatettecogeoatetygatygageagttgaastotggaactgectoctgttgtgtgecty
ctgzataacttotatcecrcagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgcectecaatcgggtaact
cocaggagagtgtecacagageaggacagcaasggacageacctacagectecageageaccctgacgetgayg
caasgeagactacgagaaacaceaaagtotacgeotgegaagteacocatcagggectgagetocgocegta
acasagagettcaacagyggyagagtgt

>1208VL (Seq. no. 60)

ctagcogatgttgtgatgactcagactecactotoocctgectgtoagtettggagatcaageotecoatet
cttgcagatctagteagagecttgtacacagtaatggaaacacctatttacattggtacotygeagaagee
aggecagtotccaaaactococtgatctacaaagtttceccaaccgattttictgggygtococcagacaggttcagt
ggcagtggatcagggacagatttcacactcaagatcageagagtggaggectgaggatoctgggagtttatt
tctgcteteaaagtacacstgticccacgtteggaggggggaccaagetggaaatcaaacgaactygtgge
tgcaccatctgtettecatetteccecgeocatetgatgagecagttgaaatectggaactygectetgttgtgtge
ctgctgaataacttctatocccagagaggeoccaaagtacagtggaaggtggataacgeecctecaatecgggta
actocccaggagagtgtcacagageaggacagcaaggacagcacctacagectcagecagecaccetgacget
gagcaaagceagactacgagaascacaasgtctacgectgegaagtecacceccatcagggectgagetaegeoo
5 gltcacaasagageticaacaggggagagtgt

>1229VL (Seq. no. 61)
ctagccgacattgtgatgacccagtetcacaaattecatgteocacatcagtgggagacagggtcagecatca
cctygcasggecagteaggatgtgactaatgecgtagectygtatoaacaaaaacragygacaateteoctas
actactgatttactgggcatccatecgacacactggagtoccectgategettcacaggecagtagatectggg
acagattatactcteoaccatcaacagtgtgcaggctgaagacctggecctttattattgtcageaacatt
ataacactccgectecacgtteggtgctgggaccaagetygaaataaaacgaactgtyggctgecaccatetgt
cttcatettecogecoatotgatgageagttgaaatetggaactgectetgttgtgtgectgetgaataac
ttctatcccagagaggccaaagtacagtggsaggtggataacgecotocaatcgggtaactecccaggaga
gtgtecacagagoaggacagcaasggacageacctacagcctecagecageaccetgacgectgagecasageadgs
ctacgagaaacacaaasgtotacgeoetgegaagtecacccatcagggoctgagetecgeoegtieacaaagaqe
titcaacaggggagagtgt

10 >1254VL (Seq. no. 62)
ctageccgatgttgtgatgacacagactecactcectocetgeoctgtecagtettggagatecaagecteccatet
cttgcagatoetagtesgagecttgtacacagtastggtascacctatttacattggtacectgeagaageo
aggecagtetcoaaagectectgctctacaaagtttocaaccgattttetggggtececagacaggttecagt
ggcagtggatcagggacagatttcacactcaagatcageagagtggagteotgaggatectgggagtttatt
tctgectetecaaastacacatgtgtacacgttecggagyggggacaaagttggaaataaaacgaactgtgge
tgcaceatctgtettecatettecegecatetgatgagecagttgasaatetggaactgoctetgttgtgtge
ctgetgaataacttetatooccagagaggecaaagtacagtggaaggtggataacgeceteccaategggta
acteccaggagagtgtecacagageaggacagceaadgacageacctacagecteageageaccectgacget
gagcaaagcagactacgagaascacaazgtetacgectgegaagtecacceatcagggectgagetegeee
gtcacaaagagcettcaacaggggagagtgt
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>1257VL (Seq. no. 63)

ctagecccaaattgtgcetcacacagtetecagecaateatgtetgeatectecaggggagaaggtecaccatga
cectygcagtgecagecteaagtgtaagttacattitactyggtacecageagaagecagyatecteceecagact
cctgatttatgacgecetcecaacctggetictggegtecctgttcgettecagtggecagtgggtctgggace
tcttactectetcacaatcagecgaastggaggctgaagatygotgesacttattactgocageagtggagea
gttacccaatcacgttcggctcggggacaaagttggzaataazacgaactgtggetgecaccatectgtott
catcttccocogooatotgatgageagttgaaatetgggsactgectetgttgtgtgectgetgaataactte
tatccecagagaggoecaaagtacagtggaaggtggataacgecrtccaatcgggtaactceccaggagaygty
tcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcetcageaygcaccetgacgetgagecaaagcagacta

cgagaaacacaaagtotacgeotgogaagteacecatcagggectgagetegeocygtecacaaagagette
aaceggggagagtagt

>1260VL (Seq. no. 64)
ctagcegatatceccagatgactcagactacatectecctgtetgectetetgggagacagagteaceatea
gttgcagtgeaagtcagggeattaccaattatttaaactggtatcageagarsacrcagatggaactgtiaa
actcctgatctattactecatcaagtitacacticayggagtoccecatcaaggitecagtggoagtgggtetyggg
acagattattototecaccatcagocaacctggaacctgaagatattgocacttactattgtcageagtata
gtgagattocegtacacgtteggaggggyggaccaagetggagetygasacgaactgtggetgecaccatetgt
cttcatettccegeecatetgatgagecagttgaastectggeactgectetgttgtgtgoctgectgaataac
ttotateocagagaggocaaagtacagtggaaggtggataacgeectccaategggtaactecccaggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacageacctacagectecageageacoctgacgetgageaaageaga
ctacgagaascacaasgtctacgoctgegaagtcacceatecagggectgagetegecegtcacasaagagoe

5 ttcaacaggggagagtgt

>1261VL (Seq. no. 65)

ctagcccaaattgtgetgaccecagtetocageaatecatgtoctgeatctccaggggagaaggtcaccataa
cctgeagtgeragetecaagtgtaagttacatgeactyggttecagragaaygecagycacttoteceasac
ctggatttatagtacatccaacctggettetggagtecetgetegettcagtggeagtggatectgggaca
tcttacteoctetcacaatcageogaatggaggetgaagatgotgecacttattactgeccageaaaggagta
gttacceatacacgtteggaggggggaccaagetggagetgasacgaactgtyggetygeaccatetgtett
catcettecegeratetgatgageagttygaaatetggaactgectetgttgtytgeectygectgaataactte
tatcccagagaggecaaagtacagtggaaggtggataacgeecetecaatecgggtaactcecaggagagtyg
tcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagectcageageaccotgacgotgageaaagecagacta
cgagaaacacaaagtctacgectgegaagtecacceatcagggectygagetegeecgtcacaaagagette
aacaggggagagtgt

10 >1277VL (Seq. no. 66)

ctagcocgatgttgtgatgaccecagactocactcectocctgeooctgtcagtcttggagatcaagecteccatet
cttgcagatoetagtesgagecttgtacacagtastggaascacctatttacattggtacctgeagaageo
aggccagtctccaaagecteccoctgatctacaaagttteccaaccgattttctggggtceccagacaggttcagt
ggcagtggatcagggacagatttcacactcaagatcageagagtggaggetgaggatectgggagtttatt
tctgectetecaaagtacacatgttccgacgtteggtggaggeaccaagctggaaatcaaacgaactgtgge
tgcaceatctgtettecatettecegecatetgatgageagttgaaatetggaactgoctetgttgtgtge
ctgetgaataacttectatoccagagaggeccaaagtacagtggaaggtggataacgecetccaatecgggta
actcccaggagagtgtcacagageaggacagcaaggacageacctacagertcagecageaccetgacget
gagcaaagcagactacgagaascacaazgtctacgectgegaagtecacceatcagggectgagetegeae
gtcacaaagagcettcaacaggggagagtgt
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>1284VL (Seq. no. 67)

ctagecgacattgtgetaacacagtectectgettecttagetgtatetetggggcagagggecaccatct
catgragggecagecaaagtgtecagtacatetacetatagttatatygeactgygtatcaacagaaatcagy
acagceacccaaactecteatcaagtatgeateccaacetagagtetggggteecetgecaggtteagtage
agtgggtctgggacagacticacecctcaacatccatectgtiggaggaggaggatactgecaacatattact
gtecagecacagttgggagattcogtggacgttcggtggaggecaccaagetyggaaatcasacgaactgtygge
tgcaccatotgtettcatettecocegoeatectgatgagecagttgaastetyggaactgoctetgttgtgtge
ctgctgzataacttetateceoceagagaggecaaagtacagtyggaaggtggataacgecoctocaateggygta
actcceaggagagtgtcacagageaggacageaaggacageacctacagectcagecagecaccetgacygot
gagcaasgcagactacgagaaacacaasgtoetacgeotgegaagtecacocatcagggectgagetogece
gtcacasagagcttcasacagggygagagtgt

>1308VL (Seq. no. 68)
ctagccgacatccagatgacacaaactacatoctoecctgtotgectectectgggagacagagtcaccatca
gttgeagggeaagtcaggacattagecaattatttaasctggtateagragaaaceagatgygaactgttaa
agtectgatcectactacacateaagattacactecaggagtececatecaaggtteagtggeagtgggtetgga
acagattattctectcaccattagcaacectggageaagaagatattgecacttacttttgeccaacagggta
atacgcttcegtacacgttecggaggggggaccaagetggaaataazacgaactgtggetgecaccatetgt
ctteatettecegeeatetgatgageagttgaastetggaactguctetgttgtgtgectgetgaataac
ttctatcccagagaggecaaagtacagtyggaaggtggataacgecctecaategggtaactececaggaga

gtgtcacagagcaggacagoaaggacagcacctacagectcageagecaccctgacgectgagecaaageaga
ctacgagaascacaasdtctacgcctgogaagtcaccecatcagggectgagetecgeccgtecacaaagadge
ttcazacaggggagagtgt

>1320VL (Seq. no. 69)
ctagcrogacattecagatgaceocagactacateoteocctgtectygcotetetgygagacagagteacecates
gttgcagtgcaagtoaggacattagcaattatttaaactggtateageagasaccagatggaactgttas
actcocctgatetatecacacatcaactitacactecaggagteoceatecaaggttecagtggeagtgggtectyggg
acagattattctectecaccateageaacctggaacctgaagatattgecacttactattgtcageaatata
gtasgcttcocegtggacgttecggtyggagygcaccaagetggaaatcasacgaactgtggetgecaccatetgt
cttcatettococgcecatectgatgagcagtitgaastctggeactgectetgttgtgtgocetygctgaataac
ttctateccagagaggecaaagtacagtggaaggtggateacgecctccaategggteactecccaggadgsa
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagectcagecageaceetgacgetgagcaaagecaga
ctacgagaazcacaasgtctacgectgegaagtcacceatcagggectgagetegeecegtcacaaagago
ttcaacaggggagagtgt

10 >1344VL (Seq. no. 70)
ctagcegacattcagatgacacagactacttocteooctgtectgeotetetgggagacagagteaceatta
gttgecagtgraagtcagggeattagtasttaetttaasctggtatecageagasaccagatggaactgttas
actoctgatectattacacatcaagtttacacteaggagtoceateaaggticagtggecagtgggtetggy
acagattattctecteaceatecagesacctggaacctgaagatattgeocacttactattgtecageagtata
gtaagcttcoccgtacacgttcggaggggggaccaagctggaaatcasacgaactgtggetgecaccatetgt
cttecatcttoccgeccatctgatgagcagttgaaatctggaactgectectgttgtgtgectgctgaataac
ttctatococagagaggecaaagtacagtggaaggtggataacgeectecaategggtaacteccaggaga
gtgtcacagageaggacaygcasaggacagecacctacagectecagcageaccotgacgetgaycasageadga
ctacgagaaacacaaagtctacgectgegaagteaccecatcagggectgagetegecegtcacaaagage
ttcaacaggggagagtgt
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>1347VL (Seq. no. 71)

ctagecegaaaatgtgetgacteagtectecageaatcatgtectgeatectecaggygaaaaggtcaceatga
cectgeagggecagetecaagtgtaagttecagttacttgeactggtaccageaaaagticaggtgectecee
caaactetggatttatageacatcecaacttiggettctggagtcectgetegettcagtggecagtgggtet
gggacctettactectetecacagtcaacagtgtggagactgaagatgetgecacttattactgecaccagt
acagtggttteceatteacgtieggeteyggggaccaagetygagetygaaacgaactgtygetgeaceate
tgtcttcatcttcocgocatetgatgagragttgaaatectggaactgectetgttgtgtgectgetgaat
aacttctatcccagagaggcraaagtacagtggaaggtggataacgeccteccaategggtaactaeccagy
agagtgtcacagagcaggacageaaggacagceacctacagoctcageageacoctgacgetgagecaaage
adactacgagaaacacaaagtctacygcctgegaadgteacecatecagygectgagetegeecgteacaaay
agcttcaacaggggagagtgt

>992VL (Seq. no. 72)

LADIQMTOTTSSLSASLGDRVTISCRTEQDIGHNYLNNY OOKPDGTVKLLIYY TSRLHSGV
PERESGSGEGTDFSLTINNVEQEDVATY PCOHYNTVPPTFGGGTKLE IKRTVARPSVI T
PPSDEQLEKSGTASVVCLLNNEY PREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1024VL (Seq. no. 73)

LADIVMTQAAFSNPVILGTSASISCRSSKSLLASNGITYLYWYLOKPGOSPOLLIYQMEN
LASGVPDRISESGESGTDITLRISRVEAEDVGVY YCAQNLELFYTFGGGTRLEIKRTVAAR
SYEIFPPSPEQLKSGTASYVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESYVTEQDSKDESTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSEPYVTKSFNRGEC

>1030VL (Seq. no. 74)

LADIVLTOSPASLAVSLGORATISCRASKSVETSGYSEMHWYQLKPGOPPKLLIYLASNL
ESGVPARFSGSGSGTIDFTLNIHPVEEEDRATYYCQHSREFPLTEGGGTKLEIKRTVAAPS
VEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVDNALGSGNSQESVTEQDSKDSTY S
LSSTLTLESKADYERKHKVYACEVTHOGLS SPVIKSENRGEC

>1042VL (Seq. no. 75)

DIVMTQAAESNPVTILGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWY LQKPGQSPQLLIYQMSNLA
SGVPDRESSSGSRTDFTLRISRVEAEDVGVY YCAQNLELPY TFGGETKLEIKRTVAARPSY
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVIEQDSKDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTESENRGEC

>1208VL (Seq. no. 76)

LADVVMTQTPLSLPVSLGDOASTISCRSSOSLVHSNGNTY LHAY LOKPGOSPKLLIYEVSN
RESGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGYY FCSQSTHVPTIGGGTEKLE IKRTVAARS
VEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY PREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTY S
LSSTLTLSKADYEKHEVYACEVTHOGLSSPVTKSEFNRGEC

>1229VL (Seq. no. 77)

LADIVMTQSHEFMSTSVGDRVSITCKASQDVINAVAWY QOKPGOSPEKLLIYWASTIRHTGY
FDRETGSRSGTDYTLTINGVOAEDLALYYCOOHYNT FLTFGAGTKLEIKRTVARAPSVEIFE
PPSDEQLESGTASVVCLLNNEY PREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLS SEVTEKSENRGEC

>1254VL (Seq. no. 78)

LADVVMTQTPLSTEVSLGDOASTSCRESOSLVHSNGNTY LHRY LOKPGUSPEKLLLYKVSN
RISGVEPDRESGEGEGTDE I LKISRVESEDLGVY FCSONTHVY T GGGTKLEIKRTVAAPS
VEIFPPSDEQLKSGTASYVVCLLNNE Y PREAKVOWEVDNALOSGNSQESVTIEQDSKDSTYS
LE3STLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSEFNRGEC
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>1257VL (Seq. no. 79)

LAQIVLTQSPAIMSASPGEKVIMTCSASSSVSYIYWYQOKPGSSPRLLIYDASNLASGVP
VRESGEG3GTEY SLTISRMEAEDAATYYCOOWSSYPITEFGSGTKLETIKRTVAAPSVEIFP
PSDEQLESGTASYVCLLNNEY PREAKVOWEVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHEVYACEVTHQGLS SPVTESFNRGEC

>1260VL (Seq. no. 80)

LADIOMTOTTSSLSASLGDRVTISCSASQGTITHY LNKYQOKPDETVKLLIYYSSE5LHEGY
PSRFSGSGEGTDYSLTISNLEPEDIATYYCOOYSE I PYTFGGGTRKLELEKRTVAAPSVE LT
PESDEQLKSGTASVVCLLNNEFY PREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTIEQDSKDSTYSLSS5T
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1261VL (Seq. no. 81)

LAQIVLTQSPAIMEASPCEKVTITCSASSSVSYMHWFQOKPCTSPEKIWIYSTSNLASGVP
ARESGEGEGESYS LTI SRMEAEDRATYYCOORSSYPYTPGGGTKLELKRTVAAPSVEIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKYVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLESTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

>1277VL (Seq. no. 82)

LADVVMTOTPLSLPVSLGDQASISCRSSOSLVHSNGNTY LHWY LOQKPGOSPELLIYEVSEN
RFESGVPDRFSGSGSGIDFTLKISRVEAEDLGYYFCSQSTHYPTFGGETKLEIKRTVAAPS
VEIFPPSDEQLESGTASVVCLLNNEY PREAKVQWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTY S
L3STLTLEKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

>1284VL (Seq. no. 83)

LADIVLTOSPASLAVELGORATISCRASQSVETSTYSYMHAWYQQOKSGOPPKLLIKYASNL
ESGVPARFSGIGSGTDETLNIHPVEEEDTATY YCOHSWEIPWTFGGGTKLETKRTVAAES
VEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY PREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTY S
L3STLTLSKADYEKHEVYACEVTHQGLSSEVTKSENRGEC

>1308VL (Seq. no. 84)

LADIOMTOTTSSLSASLGDRVT ISCRASODISNY LNWYQOKPDGTVEVLIYYTERLESSG
PSRFSGSGESGTDYSLTISNLEQEDIATYFCOQGNTLPY TFGGGTRKLEIKRTVARPSVIIE
PPSDEQLESGTASVVCLLNNEFY PREARKVOWKVDNALQSGNSQESVIEQDSKDSTYSLIET
LTLSKADYEKHEVYACEVTHQOGLSSPVTESFNRGEC

>1320VL (Seq. no. 85)

LADIOMTOTTSSLSASLEGDRVTISCSASQDTI SHYLNWYOQOKPDETVKLLIYHTSTLHSEGY
PERFSGSGSGTDYSLTISNLEPEDIATYYCOOY SKLPW I FGGGTEKLEIKRTVAAPSVE T
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFY PREAKVOWKVDNALOSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHRKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1344VL (Seq. no. 86)
LADIOMTQTTSSLSASLGDRVTISCSASQGISHYINWYQOKPDSTVKLLIYYTSSLHSGY
PSRESGSGSGTDY SLTISNLEPEDIATYYCOOY SKLEPY TEGGGTRKLEIKRTVAAPSVELE
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREARVOWKVENALOSGNSQESVIEQDSKDSTYSLS ST
LTLSKADYEKHEVYACEVTHQGLSSPVIKSEFNRGEC

>1347VL (Seq. no. 87)
LAENVLTQOSPAIMSASPGEKVIMTCRASSSVESSYLHWYQOKSGASPEKLWIYSTSNLASG
VPARFSGSGSGCTSY SLTVNSVETEDAATYYCHOY SGEPETEGSGTRLELEKRTVAAPSVET
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY PREARKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLES
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLISPVTESFNRGEC
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Anexo 2, secuencias de la region constante de los anticuerpos

>Region de IGKC humana (Seq. no. 88)

ttcatcttcecocegecatetgatgagecagttgaaatctggaactgectetgttgtgtgecctgetgaataact
tctatcccagagaggecaaagtacagtggaaggtggataacgoocctcoccaatecgggtaactocccaggagag
tgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcageaccectgacgoctgagcaaagecagac
tacgagaaacacaaagqtctacgcctgcgaagtcacccatcagggectgagetegeccgtcacaaagagcet

tcaacaggggagagtgttaataageggocgeocggtggaggeggt

>Region de IGKC humana (Seq. No. 89)
TVAAPSVEITPPSDEQLESGTASVVCLINNEY PREAKVOWEYVDNALOSGNSQESVTIEQDS
KESTYSLESTLTLSKADYEKHKVYRACEVTHQGLSSPVTKSENRGES

Exén1 1..298
Intrén 299..689
Exon2 690..734
Intrén 735..852
Exon3 853..1182
Intréon 1183..1279
Exon4 1280..1602

>secuencia genomica del dominio constante de IGHG1 humano (Seq. no. 90)

agtgoctocaccaagggocccateggtcettcceecctggeacectectocaagageacctotgggggcacay
cageectagygetygcctggtecaaggactactteocegaaccggtgacggtategtyggaacteagygegecet
gaccagoggegtgcacaccetteceggetgtectacagtectecaggactetactcecteageagegtggtyg
accgtgecctecageagettgggcacccagacctacatetgeaacgtgaatcacaagooccageaacacoa
agotggacaagagagttggtgagaggocagecacagggagyggaggotgtetgetggaagecaggotcageyg
ctectgectggacgeatoceggetatgeagtoccagtecagggeageaaggeaggeccegtetgectoett
cacccggaggcocctectgeoccocgecocactocatgotcagggagagggtottotggeotttttceccaggetcotyg
ggcaggcacaggctaggtgocectaaccecaggooctgracacaaaggggeaggtgectgggetecagacotyg
ceaagagoeatatocogggaggacectgecectgacctaageecacceeaaaggecaaactetocacteoe
tcageteggacaccttectetocteccagattoragtaacteecaatettoctetetaeagageocaaatot
tgtgacaaaactecacacatgcccacogtgeocaggtaagoecageoeraggectegecctcecagetecaagyge
gggacaggtgocctagagtagectgcatccagggacaggoocecagoogggtgetgacacgtccacctcea
tctettectecagecacctgaacteotgygggggaccgtcagtottootocttcocoocaaaanccaaggacac
cctcatgatectecocggaccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtgagocacgaagaccctgaggte
aagttcaactggtacgtggacggecgtiggaggtigeataatgorcaagacaaagecgocgggaggageagtaca
acagcacgtacogtgtggtecagegtoctcacogtcectgeaceaggactggectgaatggcaaggagtacaa
gtgcaaggtctocaacaaagecctcoccageceocatecgagaasaccatctocaaagocaaaggtggganc
cgtggggtgegagggecacatggacagaggeocoggeteggoocaceotetgeoctgagagtgacegetgta
ccaacctoctgtocctacagggeagoeoccogagaaccacaggtgtacaccooctgecceccatcocgggaggaga
tgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaasaggetteoctatecocagegacatcgecgtggagtyg
ggagagcaatgggcagoeoggagaacaactacaagaccacgectococgtgetggactocgacggectocttc
ttcectetatageaagetcaccgtggacaagagecaggtggecageaggggaacgtetictoatgetoecgtga
tgcatgaggcectctgecacaaccactacacgcagaagagectetecctgteccegggtaaatga

>|GHG1 (Seq. no. 91)

SARSTKGPSVEFPLAPSSKSTSGETARLGCLVKDYFPEPVTVESWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSS SLGTOTYICHNYNHKPENTEVDERVEPKZCDETHTCPPCEPAPELLGGESVI L PPKPKDTLMISRTE
EVTCVVYDVSHEDPEVKINWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVEVLTVLHODWLNGEKEYKCKVSNEA
LPAPIEKTISKEAKGQPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSEFLY SKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLEPGK

Anexo 3. Secuencias de anticuerpos con dos dominios variables
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>992L1024\IGHV (Seq. no. 92)

ggogcgocgaggtocaactgoagezacctgggtetgagetggtgaggectggagettcagtgaagetgto
ctgecaaggettctggetacacatteaccagetactggatgeactgggtgaageagaggectggacasgge
cttgagtggattgggaatatttatoctggtagtecgtagtactaactacyatyagaagttcaagageaayy
ccacactgactgtagacacatcoctocagcacagcctacatgeagetecagecagectgacatctgaggacte
tgeoggtetattactgtacaagaaatggggattactacgttagtageggggatgetatggactactggyggt
caaggaacctcagtecaccgtctegtecagecageaccaaggygerecraggtcraactgeageageectygggy
ctgeactggtggagectgggggttecagtgaagetgtectgeaaggecttetggctacaccttecaccagtea
ctggatgcactgggtgaagcagaggcectggacaaggecttgagtggataggtgagattaatcetageage
ggtcgtaataactacaatgagaagttoasagagtaagygcoacactygactgtagacsaatecteocagcacayg
cctacatgeaattcageagectgacatetgaggaectetgoggtectattattgtgtaagatactatggtta
cgacgaagctatggactactggggtcaaggaacctcagtcaccgtcoctogayg

>9921L. 1024\IGKV (Seq. no. 93)
getagecygacattecagatgacteagactacatecteootgtotgectetetgygagacagagtecaccate
agttgcaggacaagtcaggacattggcagttatttaaactggtatcageagaasccagatggsactgtia
aactcoctgatctactacacatcaagattacactecaggagtoccatecaasggtteagtugecagtgagtectyyg
azcagatttttetotcaccattaacaacytgyageaagaggatgttgecacttacttttgocaacactat
aatacggttectocegacgttcggtggaggcaccaagotggaszatcaascgaactgtggetgecaccagaca
tcegtgsatgacacaagetgeattetocaatecoagteactctiggascatcagoticeatetectgeaggte
tagtaagagtectectacatagtaatggeatecacttatttgtattygtatetgecagasgecagycragtet
ccteagetectygatttateoagatgtecasecttgeetecaggagteccagacaggtteagtageagtgggt
caggaactgatttceacactgagaatecagecagagtggaggotgaggatgtgggtgtttattactgtgctea
aaatctagaacttocgtacacgttcggagyggggaccaagetggaaataaasacgaactgtggetgeasca
tetgtettcatettecogeoatetgatgageagttgasatetggaactgoectetgttgtygtgectgetyga
ataacttctatcecagagaggccsaagtacagtggsaggtggataacgecectocaategggtaactecea
ggagagtotcacagagcaggacagcaaggacagracctacagectcagcagcaccctgacgetgagcaaa
gragactacgagaaacacaaagtctacgeotgegaagtcacocatcagggoctgagetogooogtoacaa
agagcttcaacaggggagagtgttaataagcggeogo

>1024L992\IGHYV (Seq. no. 94)

ggcgegeccaggtocaactygcageagectggggetgaactggtggagectggggat tecagtygaagetygte
ctgcaaggettotggetacacettcaccagteactggatgcactgygtgaagecagagycctggacaaggo
cttgagtggataggtgagattaatectageageggtegtaataactacaatgagaagticaagagtaagg
ccacactgactgtagacazsatoctecagecacagectacatgeaattcagecagectgacatetgaggacte
tgcggtetattattgtgtaagatactatggttacgacgaagetatggactactggggtcaaggaacctca
gtcaccygtetegtecagoecageaceaagygeecoygagygtecaactgeageaacetygggtetygagetgytga
ggcctggagettcagtgaagetgtoctgecaaggoettetggctacacattcaccagetactggatgcactyg
ggtgaagcagaggcctggacaaggecttgagtggattgggaatatttatectggtagtegtagtactaac
tacgatgagaagttcaagagcaaggcecacactgactgtagacacatecteocagcacagectacatgeage
tcagcagectgacatcectgaggactetgeggtectattactygtacaagaaatgyyggattactacgttagtag
cggggatgctatggactactggggtcaaggaacctcagtcacegtetegag
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>1024L992\IGKV (Seq. no. 95)

getagecgacategtgatgacacaagetygeatteteccaatecagteactettggaacateagoettcecate
tectgeaggtoetagtaagagtcectectacatagtaatygygeateascttatttgtattggtatetgecagaage
caggccagtctecteageteoctgattitatecagatgtecaacetigoctecaggagtcecagacaggttcag
tageagtgggtcaggaactgatticacactgagaatcageagagtggagygctgaggatgtgggtgtttat
tactgtgectcaacatctagaacttcecegtacacgtteggaggggggaccaagectggaastazaacgaacty
tggctgecaccagacattcagatgacteagactacateccteocctgtectgectetetggyagacagagteac
catcagttgcaggacaagtcaggacattggeaattatttasactggtatcagcagaaaccagatggaact
gttaaactcectgatctactacacatecasgatitacactcaggagtcecatcasggttcagtgygcagtgggt
ctggaacagatttttetetecaccattaascaacgtyggageaagaggatgttgecacttacttttgecaaca
ctataatacggttccteogacgtteggtggaggeaccaagetggaaateaaacgaactgtggetgracea
tctgtottoatettoccgecatectgatgageagttgaasatctggaactgectectgttgtgtgectgetga
ataascttctatcecagagaggecaasagtacagtggaasggtggatascgecctecaategggtaactecca
ggagagtgtcacagagcagygacagcaaggacagcacctacagectcagecageaccctgacgctgagcaas

gragactacgagaaacacaaagtctacgectgcgaagtcacecatecagggectgagetogecagtcacaa
agagcttcaacaggggagagtgttaataagcggcecge

>992L1024\IGHV (Segq. no. 96)

RAEVOLOQOPGSELVREPGASVELSCRASGY TETSYWMHUVEKQRPGOGLEWIGNIYPGSRST
NYDEKFKSKARTLTYVDTSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCTRNGDY Y VSS5GDAMDYWGOGTS
VIVSSASTEKGPOVOLOOPGAELVEPGGSVKLSCKASGY TET SHWMHWVKORPGOGLEWIG
EINEPSSGRNNYNEKEFESKATLTVDKSSSTAYMQESSLTSEDSAVYYCVRYYGY DEAMDYW
GQGTSVTVS

>992L1024\IGKV (Seq. no. 97)

LADIQMTOTTSSLSASLEDRVTI ISCRTSQDIGNYLNWY QOKPDGTVKLLIYYTSRLHSGY
FSRFSGESGSGTDESLT INNYVEQEDVATY FCOHYNTVEPPTFGGGTELETIKRTVAAPDIVMT
QAAFSNPVILGTSASIECRESKSLLHSNGITY LY WY LOKPGOSPOLLIYOMSNLASGVED
RESSSGSGTIDI TLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELEPY TFGGGTRLEIKRTVAAPSVEIFFEP
SPEQLESGIASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQOSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHEVYACEVTHOGLSSPVTESENRGEC

>1024L992\IGHV (Seg. no. 98)

RAQVULQQPGAELVEPGGSVELSCKASGY TF TS HWMHWVEQRPGQGLEWIGEINFPSSGRN
NYNEKFKSKATLTVDKSS3TAYMOSSLTSEDSAVYYCVRYYCYDEAMDYWSQGTSVTVE
SASTKGPEVOLOQPGSELVRPGASVELSCKASGY TETSYWMHWVKQRPGOGLEWIGNIYP
GSRSTNYDPEKEFKSKATLTVDTESSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCTRNGDYYVSSGDAMDYW
GUGTSVIVSE

>1024L992\IGKV (Seq. no. 99)

LADIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRISKSLLHSNGITYLYWYLOKPGOEPQLLIYQMIN
LASGVPDRESSSGSGTIDFTLRISRVEARDVGVYYCAQNLELPY T GGGTKLEIKRTVARE
DIQMTQOTTSESLEASLGDRVTISCRTSQDIGNYLNWYQOKPDGTVKLLIYYTSRLHEGVPS
RIFSGESGSGTIDESLTINNVEQREDVATY FCOHYNTVPPTTGGGTKLEIKRTVAAPSVI'IFPR
SDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWRVDNALOSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHEKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de anticuerpos que comprende una primera molécula de anticuerpo contra EGFR humano y una
segunda molécula de anticuerpo contra EGFR humano distinta, en la que:

a) la primera molécula de anticuerpo contra EGFR comprende las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y
CDRS3 de cadena pesada en la SEQ ID NO: 40 y las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDRS3 de
cadena ligera en la SEQ ID NO: 72; y

b) la segunda molécula de anticuerpo contra EGFR comprende las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y
CDRS3 de cadena pesada en la SEQ ID NO: 41 y las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDRS3 de
cadena ligera en la SEQ ID NO: 73.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que:

a) la primera molécula de anticuerpo contra EGFR comprende un dominio variable de cadena ligera (VL) que
comprende los aminoacidos 3 a 109 de la SEQ ID NO: 72 y un dominio variable de cadena pesada (VH) que
comprende los aminoacidos 3 a 124 de la SEQ ID NO: 40; y

b) la segunda molécula de anticuerpo contra EGFR comprende un VL que comprende los aminoacidos 3 a 114 de la
SEQ ID NO 73 y un VH que comprende los aminoacidos 3 a 120 de la SEQ ID NO 41.

3. La composicion de la reivindicacion 2, en la que:

a) la primera molécula de anticuerpo contra EGFR comprende una cadena pesada que tiene un VH que comprende
los aminoacidos 3 a 124 de la SEQ ID NO: 40 y una region constante que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 91, y tiene una cadena ligera que comprende los aminoacidos 3 a 216 de la SEQ ID NO: 72; y

b) la segunda molécula de anticuerpo contra EGFR comprende una cadena pesada que tiene un VH que comprende
los aminoéacidos 3 a 120 de la SEQ ID NO: 41 y una region constante que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 91, y tiene una cadena ligera que comprende los aminoacidos 3 a 221 de la SEQ ID NO: 73.

4. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la primera y segunda molécula de
anticuerpo contra EGFR no inhiben la unién entre si con el EGFR humano.

5. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que al menos una de las moléculas de
anticuerpo puede aumentar la capacidad de unién maxima de la otra molécula de anticuerpo con respecto al EGFR
humano.

6. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la proporcién del primer anticuerpo con
respecto al segundo anticuerpo en la composicion comprende entre el 5y el 95 %, entre el 10 y el 90 %, entre el 20
y el 80 %, entre el 30 y el 70 %, entre el 40 y el 60 %, entre el 45 y el 55 % o es de aproximadamente 50 %.

7. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a2y 4 a 6, en la que la primera y segunda molécula
de anticuerpo son del subtipo isotipico IgG1 o I1gG2.

8. La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la composicién puede conducir a la
internalizacion del receptor EGFR.

9. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que la composicién puede conducir a la
regresion de tumores A431 NS in vivo.

10. La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que la composicién puede inducir una
diferenciacion terminal en células A431 NS in vivo.

11. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que la composicion puede regular
positivamente la expresién tumoral de la involucrina in vivo.

12. Una molécula de unién biespecifica que se une al EGFR, en la que un primer sitio de union a un antigeno de la
molécula comprende las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada en la SEQ ID NO:
40 y las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera en la SEQ ID NO: 72, y un segundo
sitio de union a un antigeno de la molécula comprende las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de
cadena pesada en la SEQ ID NO: 41 y las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera en
la SEQ ID NO: 73.

13. La molécula de union biespecifica de la reivindicacién 12, en la que la molécula de unién biespecifica es un
anticuerpo con dos dominios variables, un fragmento Fab biespecifico o un scFv biespecifico.
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14. Uso de la composicién de anticuerpos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o la molécula de unién
biespecifica de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13, para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento, mejora o prevencion de uno o mas sintomas asociados con cancer en un mamifero.

15. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o la molécula de unién biespecifica de una
cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13, para su uso como medicamento para el tratamiento, mejora o prevencion
de uno o mas sintomas asociados con cancer en un mamifero.

16. El uso de la reivindicacién 14 o la composicién o la molécula de unién biespecifica para el uso de la
reivindicacion 15, en la que el mamifero es un ser humano.

17. Una composicién farmacéutica que comprende la composicidon de anticuerpos de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 11, o la molécula de union biespecifica de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13, y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.
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Fig. 11D
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Internalizacion de EGFR en A431
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Fig. 16A
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Efecto de 10 ug/ml de anticuerpo total sobre la actividad metabdlica de células A431-NS en
presencia de diferentes concentraciones de EGF
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ctggaggaaaagaaagttigoccaagygcacgagtaacaaactcacycagtitgggeactittgaagatcatt
tteotragootocagaggatgttraataactgtgaggtggtocttgggaatttggaaattacctacgtgea
gaggaattatgatcttteccttcttaaagaccatccaggaggtggctggttatgtectecategeoctecaac
acagtggagcggattcoctttggaaaacctgeagatcatcagaggaaacatgtactatgaaaattectatg
cettageagtocttatetaactatgatgeaaataaaaceggactgaaggagetgeecatgagaaacttaca
ggaaatcctgeatoe cegtgeggttecageaacaacectgeoctgtygcaacgtggagagecatecagtyg
cgggacatagtcagecagegagtttetcageaacatgtegatggacttecagaaccacoetgggeagetgee
aaaagtgtgatccaagetgtcocaatgggageotgetgggotgoaggagaggagaactgecagaaactgac
caaaatcatcoctgtgeccocageagtgetecgggegetgecgeggeaagteccecagtgactgetgecacaac
cagtgtgecgegggctygcacgggcceccygggagagegactygectggtectgecgeaaattecgagacgaay
ccacgtgcaaggacacctgeccococcactcatgetetacaaccecaccacataccagatggatgtgaaccee
cgagggcaaatacagctttggtgccacctgegtgaagaagtgtccecgtaattatgtggtgacagatecac
ggctegtygegtecgagectgeggggcegacagetatgagatggaggaagacggegteecgecaagtygtaaga
agtgcgaagggccttgecgcaaagtgtgtaatggaataggtattggtgaatttaaagacacactetecat
aaatgctacaaatattaaacacttcaaaaactygcacctccatcagtggcsatetecacatectgocgygty
geatttagggotgactocttcacacacacteoygectetyggatecacaggaactyggatattetgaaaacey
taaaggaaatcacagggtitttygctygatticagyettgygcctgaaaacaggacgyacctecatgettttga
gaacctagaaatcatacgtggeaggaccaagcaacacyggtecagttttetettgecggtegtcagectgaac
ataacatccttygggattacgcteocctcaaggagataagcgatggagatgtgataatttcaggaaacaaaa
atttgtgctatgeaaatacaataaactggaasaaactgrttgggacctecagteagaaaaccaaaattat
adageaacagaggtgaaaacagetgeaaggceracgggecaggbetgecatgesttgtgetecocecegagyyge
tgctygggyccoggageccagggactgcegtecteoctygecagaatgtcagecgaggecagagaatgegtggaca
agtqcaacatc,tqqaqqchaqvcaaqqqagttfqtqqaqaactcfqaqtqpataraqtqc,aCFcaqa
atgectge raggtecatgaacateacct cagge gggaccagac: oY
tacattgacgygcccececcactgegtcaagac ctgu-wd"dqga]tudtgggdgdaddbddtd_u-tgtht
ggaagtacgcagacgccyggecacgtgtgecacctygtgecateccaaactgecacctacggatgecactgggcee
aggtettgaaggctgtgcaaggaacgggcectaagatceecateo

Fig. 23A

LEEKKVCQGTSNELTQLGTEEDHFLSLORMENNCEVVLGNLET TYVORNY DLSFLKTIQEVAGYVLIALN
TVERIPLENLOITIRGNMYYENSYALAVLSNY DANKTGLKELEPMRNLOEI LHGAVRESNNPALCNVESIQOW
RDIVS5SEFLSNMSMDE ONHLﬁSCQKhDP CPNGSCWGAGEENCOKLTKI ICADQCSGRCRGESPSDCCHN
QCAAGCTGPRESDCLVCRKIRDEATCKCTCPPLMLYNPTTYOMDVNPEGKY SCGATCVKKCPRNYVVTDH
G5CVRACGADS wEMEEvaRKLKKLEGPLRKVVNG_G_GE_hDTL::NATNIhH_KNL_HIDJLLHILEV
ACRGDSITHTPPLDPQELDILEKTVEEITGELLIOAWPENRTDLHAFENLEI IRGRTKOQHGOE SLAVVSLN
ITSLGLRSLEEISDGDVIISGNENLCYANTINWKELEGTSSOKTKI ISNRGENSCEKATGQVCHALCSPEG
CWGPEPRDCVSCONVSRGRECYDKCNILEGEPREFVENSECIOCHPECLPOVMNITCTGRGPDNC IOCAH
YIDGPHCVKTCPAGVMGENNT LVWEYADAGHVCHLCHPNCTY GUCTGPGLEGCARNIGPKIES

Fig. 23B
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atgcgaccctoogggacggeeggggeegegekboectggogetgetyggetgogetttgececgegagtegggetetggaggaaaa
gaaagtttgecaaggcacgagtaacaaactcacgcagtrtgggcacttttgaagatcattttetcagectccagaggatgttea
atzactgtgaggtggtecttgggaatttggaaattacctacgtgcagaggaattatgatectttccttcttaaagaccatecag
gaggktggectggttatgtectecategecectcaacacagtggageggattectttggaaaacetgecagatcatcagaggaaacat
gtactatgaaaattectatgeettageagtettatctaactatgatgcaaataaaaccggactgaaggagetgeccatgagaa
acttacaggaaatcctgcatggcgecgtgeggttcagecaacaacoctgecctgtgraacgtggagageateccagtggegggac
atagtcagcagegagtticteageaacatgtegatggacttecagaaceacctgggeagetgccaaaagtgtgatecaagetg
toccaatgggagetgotgggygtgeaggagaggagaactgecagaaactgaccaaaatcatetgtgeocageagtgetecggyge
gotgcococgcgycaagtoccocagtgactactgocacaaccagtgtgeocgogggetgoacggdcccecgggagagegactgoctyg
gtectgecgeaaattoegagacgaagecacgtygeaaggacacctgecceccactcatgetetacaaceecaccacataccagat
ggatgtgaaccocgagggeaaatacagetttggtgocacetgegtgaagaagtgtoceegtaattatgtggtgacagateacy
gctegtgegtoogagcetygcyaggccgacagetatgagatggaggaagacggcygtecgcaagtataagaagtgegaagyggect
tgccgeaaagtgtgtaatggaataggtattggtgaatttaaagacacactetecataaatgectacaaatattaaacacttcaa
aaactgcacctocatcagtggogateteocacatoctgeoggtggecatttaggggtgactecttcacacacactecgeotetgyg
atccacaggaactggatattctgaaaaccgtaaaggaaatcacagggtttttagctgattcaggettaggoctgaaaacaggacy
gacchocatgettttgagaacctagaaatcatacgtggeoaggaccaagcaacacggtcagttttetettgeggtegtcageet
gaacataacatocttgggattacgotcocteaaggagataagegatggagatgtgataatticaggaaacaaaaatttgtget
atgcaaatacaataaactygaaaaaactgtttgggacctecagteagaaaaccaaaattataagcaacagaggtygaaaacage
tgcaaggaocacygggccaggtetgecatgeottgtgrtececogagggetgetgggycccggageccagggactgegteteety
tragaatgtcagoccgaggeagagaatgegtggacaagtgeaacatcotggagggecgagcecaagggagtttgtggagaactcetg
agtgcatacagtgtcacccagaatygcctycccecaggtecatgaacatcacctgcacaggacygggygaceagacaactgtatecay
tgtgcecactacattgacggececcactgegteaagacctgeccageaggagtcatgggagaaaacaacacectgytetggaa
gtacgcagacgocgygccacgtgtgocacctgtgecatecaaactgcacctacgyatgeactyggecaggtcttgaagygctyty
caaggaacgggcctaagatcccatocategecactygggatygtggygyccetectothgetygctggtygtggecectagggate
ggcctettecatygogaaggegeracategttecggaagegracactgeyggagygctyctgecaggagagggagettagtggagectet
tacgccragtggagaagetocecaacecaagetoctottgaggatettgaaggaaactygaattcaagaagatecaaagtgetggget
cryggtgegtteguaactgtgtataagyggactotggatcrocagaaggtgagaaagttaaaattecegtecgetatcaaggaatta
agagaagcaacatctccgaaagccaacaaggaaatecctegatgaagectacgtgatggeocagegtyggacaacccecatgtgty
ccgectgotgggeatotgectoacetecacegtgeageteattacgeagetoatgeestteggetgectactggactacgtae
gggaacacaagdacaatateyggetoccagtacctgetcaactyggtgtytgecagattgcaaagggcatgaactactbggaggac
cggegettggtacacegegacectggcagecaggaacgtactggtgaaaacgocacageatgtcaagatecacagattttgggct
ggccaaactgotgggtgragaagagaaagaataccatgeagaaggaggcaaagtgectatcaagtggatggogttggaatcaa
ttttacaccgaatttatacccaccagagtgatgtotgygagetacggggtgacecgtttgggagttgatgacctitggatoecaag
ccatatgacggaatccetgecagegagatetecteocatoctggagaaaggagaacgectececcagecacecatatgtaceat
cgatgtetacatgatcatggtcaagtgetggatgatagacgcagatagtegeccaaagttecogtgagttgateattgaattot
ceaaaatgygcocgagaccecccagegctacettgttatteagggggatgaaagaatgeatttgecaagecctacagactecaac
ttctaccgtgecctgatyggatgaagaagacatggacgacgtggtggatgecgacgagtacctecatececacageaaggettett

cageagecocotocacgtoacggactacocteotgagetotebgagtgeaactagraacaattecactgbggottgeattgata

Fig. 34A
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gaaatgggctgcaaagetgttecatcaaggaagacagettcettacagegatacagetragaceccacaggegecttgactgag
gacagcatagacygyacaccttoecteccagtgectgaatacataaaccagtetgttaccaaaaggeacygctggectectgtgeoagaa
tootgtotatcacaatecagestotgaacectgegeccagcagagacceacactaccaggaceorseacageacegcagtgggea
accccgagtatctcaacactgtccageecacctgtgtecaacageacattcgacageectgetcattgagececcagaaaggcage
caccaaattagccoctggacaaccatgactaccagecaggacttottteoceaaggaagacaagecaaatggeatetttaagggata

cacagctgaaaatgcagaatacctaagggtegeaccacaaagcagtgaatttattggageatyga

Fig. 34A (Cont.)

MRPSGTAGAALLALLAARLCPASRALEEKKVCOGTSNKLTQLSTFEDHFLSLORMEFNNCEV
VLIGNLE ITYVQRNYDLSFLKT IQEVAGYVLIALNTVERIPLENLOI IRGNMYYENSYALRA
VLSNYDANKTGLKELPMRNLOEILHGAVRESNNPALCNVES IQWRDIVSSEF LSNMSMDE
QUHLGSCQOKCDP GAGEENCQELTKI ICAQQCSGRCREG, HNQCAAGC
TGPRESDCLVCRKFRDEATCKDTCPPLMLYNPTTYOMOVNPEGEYSFGATCVKKCPRNYV
VIDHGSCVRACGRDSYEMEEDGVREKCKKCEGPCREVCNGIGIGEFKDTLSINATNIKITK
HCTSISGLLOILPVAIRGDSE THTFPLDPQELDILKTVRE ITGE LLIQAWPENRTDLHAL
ENLEIIRGRTKQHGQFSLAVVSLNITSLGLRSLKEISDGDVI ISGHKNLCYANTINWEEL
FGTSSQKTKIISNRGENSCKATGQVCHALCS PEGCHGPEPRDCVSCONVSRGRECVDKCN
JLEGEPREFVENSECIQUHPECLPOVMNITCTGRGPLNCIOQCAHYIDGPHCVKTCPAGVM
GENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCARNGPK LPSIATGMVGALLLLLVY
ALGIGLEMRRRHIVREKRTLRRLLOERELVEPLTFSGEAPNQALLREILKETEFKKIKVLGS
GAFGTVYKGLWIPEGEKVKIEVAIKELREATSPKANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGL
CLTSTVQLITQLMPFGCLLDYVREHKDNIGSQYLLNWCVOTAKGMNY LEDRRLVHRDLAA
RNVLVKTEQIVEITDI'GLAKLLGAEEKEYAEGGKVPIKWMALESILIIRIYTHQSDVWSY
GVIVWELMTEGSKPYDGIFASEISS ILEKGERLPQPPICT IDVYMIMVKCWMIDADSREK
IRELIIEFSKMARDPQRYLVIQGDERMHLPSPTLSNEYRALMDEEDMDDVVDADEYLIPQ
OGIFFSSPSTSRTPLLSSLESATSNNSTVACIDRNGLOSCSIKEDSFLORYSSDPTGALTED
SIDDTFLEVPEY INQSVPKRPAGSVQNPVYHNQPLNPAPSRDPHYQDPHSTAVGNPEYLN
TVQPTCVNSTEFDSPAHRAQKGSHY L SLDONPLYQODEFPKEAKPNGI FKGSTAENAEY LRV
APQSSEFIGA

Fig. 34B
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IGHV 992 Enlazador IGHV 1024
|

IGHV 99211024

IGKV 992 Enlazador IGKV 1024 IGKC

IGKV 99211024

Fig. 42A

IGHV 1024 Enlazador IGHV 992
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IGKV 10241992

Fig. 42B
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