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DESCRIPCION

Anticuerpos dirigidos a HER-3 y usos de los mismos
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a anticuerpos y sus fragmentos de unién que se unen a HER-3 y a polinucleétidos
que codifican los mismos. También se proporcionan vectores de expresion y células hospedadoras que comprenden
los mismos para la produccion del anticuerpo o el fragmento de anticuerpo de la invencién. Ademas, la invencion
proporciona composiciones y métodos para diagnosticar y tratar enfermedades asociadas con la transduccion de
sefiales mediada por HER-3 y/o su ligando heregulina.

2. Antecedentes de la tecnologia

El receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER-3, también conocido como ErbB3) es una proteina
tirosina cinasa receptora y pertenece a la subfamilia de receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) de
proteina tirosina cinasas receptoras, que también incluye HER-1 (también conocido como EGFR), HER-2 y HER-4
(Plowman y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87 (1990), 4905-4909; Kraus y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86
(1989), 9193-9197; y Kraus y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90 (1993), 2900-2904). Como el receptor del factor
de crecimiento epidérmico prototipico, el receptor transmembranario HER-3 consiste en un dominio de unién a
ligando extracelular (ECD), un dominio de dimerizacion dentro del ECD, un dominio transmembranario, un dominio
de proteina tirosina cinasa (TKD) intracelular y un dominio de fosforilacion C-terminal.

El ligando heregulina (HRG) se une al dominio extracelular de HER-3 y activa la ruta de sefalizacién mediada por
receptor al promover la dimerizacién con otros miembros de la familia de receptores del factor de crecimiento
epidérmico humanos (HER) y la transfosforilacion de su dominio intracelular. La formacién de dimeros entre
miembros de la familia de HER expande el potencial de sefializacion de HER-3 y es un medio no solo para la
diversificacion de sefales sino también la amplificacion de sefiales. Por ejemplo, el heterodimero HER-2/HER-3
induce una de las sefales mitogénicas mas importantes entre los miembros de la familia de HER.

Se ha encontrado que HER-3 se sobreexpresa en varios tipos de cancer tales como cancer de mama,
gastrointestinal y pancreatico. De forma interesante, se ha mostrado una correlacion entre la expresion de HER-
2/HER-3 y la progresion desde un estadio no invasivo a uno invasivo (Alimandi y cols., Oncogene 10,1813-1821;
deFazio y cols., Cancer 87, 487-498; Naidu y cols., Br. J. Cancer 78, 1385-1390). Segun esto, son deseables
agentes que interfieran con la sefalizacion mediada por HER-3. Se han presentado anticuerpos para HER-3 murinos
0 quiméricos, tal como en los documentos US5968511, US5480968 y WO03013602. El documento US 2004/071696
divulga anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra el dominio extracelular de HER-3 y su uso para tratar el
cancer.

Se ha mostrado que un anticuerpo monoclonal humanizado contra HER-2, Herceptin®, interfiere con la sefalizacion
mediada por HER-2 y es terapéuticamente eficaz en seres humanos (Fendly y cols., Hybridoma 6, 359-370; Hudziak
y cols., Mol. Cell. Biol. 9, 1165-1172; Stebbing y cols., Cancer Treat. Rev. 26, 287-290). Se ha mostrado que
Herceptin® actua a través de dos mecanismos diferentes, es decir, la asociacion de las células efectoras del sistema
inmunitario asi como un efecto inductor de la apoptosis citotéxico directo.

Sin embargo, solo los pacientes con HER-2 muy amplificado responden significativamente a la terapia con
Herceptin®, limitando asi el nimeros de pacientes adecuados para la terapia. Ademas, el desarrollo de resistencia a
farmacos o un cambio en la expresion o la secuencia epitdpica de HER-2 sobre células tumorales pueden convertir
incluso a los pacientes accesibles en no reactivos con el anticuerpo y de ese modo anular sus efectos terapéuticos.
Por lo tanto, se necesitan mas farmacos para terapias basadas en dianas que se enfoquen a miembros adicionales
de la familia de HER, tales como HER-3.

Breve descripcion de las figuras de los dibujos

La Fig. 1 muestra el nivel de expresion de HER-3 en un grupo de lineas celulares cancerosas humanas y demuestra
que HER-3 se expresa en una variedad de canceres humanos.

La Fig. 2 muestra los resultados del analisis por FACS de un anticuerpo para HER-3 que se une bien a células Ratl
que expresan establemente los diferentes miembros de la familia de HER o bien solamente al vector vacio.

La Fig. 3 muestra compartimentos de unién a anticuerpo cartografiados para dominios de HERS.
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La Fig. 4. muestra los resultados del analisis de afinidad de anticuerpos de Scatchard por FACS indirecta realizado
con anticuerpos anti-HER-3 de la invencién. El analisis indica que los anticuerpos anti-HER-3 de la invencion poseen
grandes afinidades y fuertes constantes de unién para HER-3 expresado sobre la superficie celular.

La Fig. 5 muestra la endocitosis acelerada de HER-3 inducida por anticuerpos anti-HER-3 de la invencion.

Las Figs. 6a-e muestran los resultados de un ensayo de competicion de ligandos realizado con anticuerpos anti-
HER-3 de la invencion. Los resultados demuestran que los anticuerpos de la invencion reducen especificamente la
union de [125I]-G-HRG/[125I]-B-HRG a células que expresan HER-3 enddgeno.

La Fig. 7a muestra los resultados de un ELISA de fosfotirosina de HER-3 realizado con anticuerpos anti-HER-3 de la
invencion. Los anticuerpos segun la presente invencion eran capaces de inhibir la activaciéon de HER-3 mediada por
B-HRG segun se indica por un incremento en la fosforilacion de tirosina del receptor. Por otra parte, la fig. 7b
muestra resultados representativos de este experimento con anticuerpo valorado.

La Fig. 8 muestra el resultado de un ELISA de p42/p44 MAP-cinasa realizado con anticuerpos anti-HER-3 de la
invencion. Los anticuerpos segun la presente invencion eran capaces de reducir la activacion de p42/p44 MAP-
cinasa mediada por B-HRG segun se indica por un incremento en la fosforilacion de MAP-cinasa.

La Fig. 9 muestra el resultado de un ELISA de fosfo-AKT realizado con anticuerpos anti-HER-3 de la invencion. Los
anticuerpos segun la presente invencion eran capaces de reducir la activacion de AKT mediada por 3-HRG segun se
indica por la fosforilacion de AKT.

La Fig. 10 muestra la inhibicion de la proliferacion de células MCF7 por anticuerpos anti-HER-3 humanos de la
invencion. Los anticuerpos segun la presente invencion inhiben el crecimiento celular inducido por HRG en células
cancerosas humanas.

La Fig. 11 muestra la transmigracién de células MCF7 inhibida por anticuerpos anti-HER-3 humanos de la invencion.

Las Figs. 12a-i muestran la inhibicion del crecimiento celular independiente del anclaje por anticuerpos para HER-3
humanos de la invencion.

La Fig. 13 muestra la inhibicion del crecimiento de xenoinjertos de células de cancer de mama humano T47D por un
anticuerpo anti-HER-3 humano de la invencion.

La Fig. 14 muestra la reduccion de células de cancer de pancreas humano BxPC3 en ratones después de la
administracion de anticuerpos anti Her3 (U1-59 y U1-53) o anti EGFR (Erbitux).

La Fig. 15 muestra la reduccion del crecimiento de xenoinjertos de células de cancer de pancreas humano BxPC3
por un anticuerpo anti-HER-3 humano de la invencion y en combinacién con anticuerpos anti EGFR (Erbitux).

La Fig. 16 demuestra que los anticuerpos de la invencion retrasan el crecimiento de células de melanoma humano
(HT144) en ratones nu/nu.

La Fig. 17 muestra la reduccion del crecimiento de xenoinjertos de células de carcinoma de colon humano HT-29 por
anticuerpos para HER-3 humanos de la invencion (U1-53, U1-59 y U1-7).

La Fig. 18 muestra la reduccion del crecimiento de xenoinjertos de células de cancer de pulmén humano Calu-3 por
anticuerpos anti-HER-3 humanos de la invencién (U1-59, U1-53 y U1-7).

La Fig. 19 muestra la reduccion del crecimiento de xenoinjertos de células de cancer de pancreas humano BxPC-3
por anticuerpos anti-HER-3 humanos de la invencion (U1-7, U1-59 y U1-53).

La Fig. 20 demuestra que un anticuerpo de la invencion (U1-59) provoca la supresion de HER-3 en xenoinjertos de
cancer de pancreas humano BxPC3.

Sumario de la invenciéon

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado que se une
a HER-3, que comprende una CDR1 de la cadena pesada representadas por GGSFSGYYWS, una CDR2 de la
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cadena pesada representada por EINHSGSTNYNPSLKS y una CDR3 de la cadena pesada representada por
DKWTWYFDL, y una CDR1 de la cadena ligera representada por RSSQSVLYSSSNRNYLA, una CDR2 de la
cadena ligera representada por WASTRES y una CDR3 de la cadena ligera representada por QQYYSTPRT.

En una realizacion de la presente invencion, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado de la invencion
comprende una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de SEQ ID N°: 70
y una secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de SEQ ID NO 72.

Segun la presente invencion, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado que es capaz de unirse a HER-3
interactiia con al menos un epitopo en la parte extracelular de HER-3. Los epitopos estan situados preferiblemente
en el dominio L1 (aa 19-184) que es el dominio aminoterminal, en el dominio S1 (aa 185-327) y S2 (aa 500-632) que
son los dos dominios ricos en cisteina, o en el dominio L2 (328-499) que esta flanqueado por los dos dominios ricos
en cisteina. Los epitopos también pueden estar situados en combinaciones de dominios tales como, pero no
limitadas a, un epitopo comprendido por partes de L1y S1. Se prefiere mas un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
aislado que se una a una estructura tridimensional formada por los residuos de aminoacido 1-160, 161-358, 359-
575, 1-358 y/o 359-604 de HER-3 maduro, particularmente de HER-3 humano maduro.

Preferiblemente, el anticuerpo anti-HER-3 es U1-59 (SEQ ID N°: 70/72) o un anticuerpo que tiene al menos una
cadena pesada o ligera de dicho anticuerpo.

Ademas, realizaciones adicionales de la presente invencion proporcionan un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
acoplado a un grupo de etiquetaje o un grupo efector. Preferiblemente, tal anticuerpo o fragmento de anticuerpo es
util para el tratamiento de enfermedades hiperproliferativas, particularmente enfermedades oncolégicas tales como
cancer de mama, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, cancer de prostata, cancer ovarico, cancer de
estdmago, cancer endometrial, cancer de las glandulas salivares, cancer de pulmon, cancer de rifidn, cancer de
colon, cancer colorrectal, cancer de tiroides, cancer de vejiga urinaria, glioma, melanoma, cancer de testiculo,
sarcoma de tejidos blandos, cancer de cabeza y cuello, u otros canceres que expresan o sobreexpresan HER-3, y la
formacion de metastasis tumorales.

Otros aspectos de la presente invencion se refieren a una molécula de acido nucleico aislada que codifica un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencién, un vector que tiene una molécula de acido nucleico que
codifica el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion, y una célula hospedadora, p. €j. una célula CHO,
una célula de mieloma NS/0, transformada con tal molécula de acido nucleico o vector.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un método para producir un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de la invencion al preparar dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo a partir de una célula
hospedadora que secrete el anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Preferiblemente, el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de la invencién se prepara a partir de una linea celular de hibridoma que secreta un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo o una célula CHO u otro tipo de célula transformado con una molécula de acido nucleico
que codifica un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para producir un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
de la invencion al preparar dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo a partir de un tejido, producto o secrecion de
un animal, una planta o un hongo transgénico para una molécula de acido nucleico o moléculas de acido nucleico
que codifican el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion. Preferiblemente, un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo de la invencion se prepara a partir del tejido, producto o secrecién de un animal transgénico tal como
una vaca, una oveja, un conejo, un pollo u otra especie de mamifero o ave, una planta transgénica tal como maiz,
tabaco u otra planta, o un hongo transgénico tal como Aspergillus, Pichia u otra especie de hongo.

Otro aspecto de la presente invencion trata de una composicion farmacéutica que comprende como un agente activo
al menos un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion mezclado con portadores, diluyentes y/o
adyuvantes farmacéuticamente aceptables. En otra realizacion preferida de la presente invencion, la composicion
farmacéutica de la invencion contiene adicionalmente al menos otro agente activo, p. ej. al menos un agente
antineoplastico. Otro aspecto mas de la presente invencion trata del uso de al menos un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de la invencion, y opcionalmente al menos otro agente activo, p. €. al menos un agente antineoplastico,
mezclados con portadores, diluyentes y/o adyuvantes farmacéuticamente aceptables para la preparacion de una
composicion farmacéutica. La composicion farmacéutica es adecuada para diagnosticar, prevenir o tratar una
enfermedad hiperproliferativa, particularmente una enfermedad oncolégica tal como cancer de mama, cancer
gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer de prostata, cancer ovarico, cancer de estbmago, cancer endometrial,
cancer de las glandulas salivares, cancer de pulmon, cancer de rifidén, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de
tiroides, cancer de vejiga urinaria, glioma, melanoma u otros canceres que expresan o sobreexpresan HER-3, y la
formacion de metastasis tumorales.

Por otra parte, la presente invencion se refiere en un aspecto adicional al uso de un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de la invenciéon en un método para diagnosticar enfermedades o afecciones asociadas con la expresion
de HER-3, comprendiendo el método poner en contacto una muestra con al menos un anticuerpo o fragmento de
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anticuerpo de la invencion, bajo condiciones adecuadas para permitir la union de dicho anticuerpo o fragmento de
anticuerpo a HER-3 e identificar la unién de dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo a HER-3. Enfermedades o
afecciones preferidas incluyen las enfermedades hiperproliferativas mencionadas anteriormente.

Otro aspecto mas de la presente invencion es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo para el uso en un método
para prevenir o tratar enfermedades o afecciones asociadas con la expresion de HER-3 en un paciente que lo
necesite, comprendiendo el método administrar al paciente una cantidad eficaz de al menos un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de la invencion y opcionalmente al menos otro agente activo, p. ej. al menos un agente
neoplastico. Preferiblemente, el paciente es un paciente mamifero, mas preferiblemente un paciente humano.
Enfermedades o afecciones asociadas con la expresion de HER-3 preferidas son las enfermedades
hiperproliferativas mencionadas anteriormente.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un estuche para el diagndstico, la prevencion o el
tratamiento de enfermedades o afecciones asociadas con la expresién de HER-3, que comprende al menos un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo, y/o molécula de acido nucleico y/o vector de la invencion. Opcionalmente, el
estuche de la invencidon puede comprender ademas al menos otro agente activo, p. ej. al menos un agente
antineoplastico. Preferiblemente, las enfermedades o afecciones asociadas con la expresion de HER-3 son las
enfermedades hiperproliferativas mencionadas anteriormente.

Descripcion detallada

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a HER-
3.

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado de la invencion
comprende una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de SEQ ID NO 70 y una secuencia de aminoacidos
de la cadena ligera de SEQ ID NO 72.

Segun la presente invencion, se ha de entender que la secuencia de aminoacidos del anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de la invencién no se limita a los veinte aminoacidos convencionales (Véase Immunology - A Synthesis
(228 Edicion, E.S. Golub y D.R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass. (1991)). Por ejemplo, los
aminoacidos pueden incluir estereoisdmeros (p. ej. D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos convencionales,
aminoacidos no naturales tales como aminoacidos a-,a-disustituidos, N-alquilaminoacidos, acido lactico y otros
aminoacidos no convencionales. Ejemplos de aminoacidos no convencionales, que también pueden ser
componentes adecuados para el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion, incluyen: 4-hidroxiprolina, y-
carboxiglutamato, ¢€-N,N,N-trimetil-lisina, ¢-N-acetil-lisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-
metilhistidina, 5-hidroxilisina, o-N-metilarginina, y otros aminoacidos e iminoacidos similares, p. €j. 4-hidroxiprolina.

Por otra parte, segun la presente invencion, se contempla que variaciones pequefias en las secuencias de
aminoacidos estén abarcadas por la presente invencién, con la condicién de que las variaciones en la secuencia de
aminoacidos mantengan al menos 75%, mas preferiblemente al menos 80%, 90%, 95%, y lo mas preferiblemente
99% de las secuencias mostradas en SEQ ID N°: 70 y 72. Las variaciones se pueden producir en las regiones de
armazon (es decir fuera de las CDR), pero no dentro de las CDR. Las variaciones preferidas en las secuencias de
aminoacidos mostradas en SEQ ID N°: 70 y 72, es decir supresiones, inserciones y/o sustituciones de al menos un
aminoacido, se producen cerca de los limites de los dominios funcionales. Los dominios estructurales y funcionales
se pueden identificar mediante comparacion de los datos de la secuencia de nucleétidos y/o aminoacidos con bases
de datos de secuencias publicas o patentadas. Se pueden usar métodos de comparacién informaticos para
identificar motivos de secuencia o dominios de conformacién proteinicos predichos que se presentan en otro
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de estructura y/o funcién conocida. Se conocen métodos para identificar
secuencias proteinicas que se pliegan en una estructura tridimensional. Véanse, p. €j., Bowie y cols., Science 253,
164 (1991); Proteins, Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed., W. H. Freeman and Company, Nueva
York (1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden y J. Tooze, eds., Garland Publishing, Nueva York, N.Y.
(1991)); y Thornton y cols., Nature 354, 105 (1991). Asi, los expertos en la especialidad pueden reconocer motivos
de secuencia y conformaciones estructurales que se pueden usar para definir dominios estructurales y funcionales
segun la invencion.

Variaciones especialmente preferidas en las secuencias de aminoacidos mostradas en SEQ ID N° 70 y 72 son las
que conducen a una reduccion de la sensibilidad a la protedlisis o la oxidacion, alteran los patrones de glicosilacion o
alteran las afinidades de unién o confieren o modifican otras propiedades fisicoquimicas o funcionales del anticuerpo
o fragmento de anticuerpo. En particular, se contemplan sustituciones de aminoacidos conservativas. Las
sustituciones conservativas son las que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que estan relacionados
en sus cadenas laterales. Familias de aminoacidos preferidas son las siguientes: familia acida = aspartato,
glutamato; familia basica = lisina, arginina, histidina; familia no polar = alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptéfano; y familia polar no cargada = glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina,
treonina, tirosina. Familias mas preferidas son: familia alifatica-hidroxilada = serina y treonina; familia que contiene
amida = asparagina y glutamina; familia alifatica = alanina, valina, leucina e isoleucina; y familia aromatica =
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fenilalanina, triptéfano y tirosina. Por ejemplo, es razonable esperar que una sustitucion aislada de una leucina por
una isoleucina o valina, un aspartato por un glutamato, una treonina por una serina, o una sustitucion similar de un
aminoacido por un aminoacido relacionado estructuralmente, no tenga un efecto importante sobre la unién o las
propiedades del anticuerpo o fragmento de anticuerpo resultante, especialmente si la sustitucién no implica a un
aminoacido dentro de un sitio de armazon. Sin embargo, todas las otras posibles sustituciones de aminoacidos
también son abarcadas por la presente invencién. Si un cambio de aminoacido da como resultado un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo funcional, es decir un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a HER-3 y reduce
la transduccion de sefiales de miembros de la familia de HER, se puede determinar facilmente al ensayar la
actividad especifica del anticuerpo o fragmento de anticuerpo resultante en ELISA o FACS con respecto a la unién a
HER-3 o un ensayo funcional in vitro o in vivo.

Segun la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencioén interactda con al menos un
epitopo en la parte extracelular de HER-3. Los epitopos estan situados preferiblemente en el dominio L1 (aa 19-
184), que es el dominio aminoterminal, en el dominio S1 (aa 185-327) y S2 (aa 500-632), que son los dos dominios
ricos en cisteina, en el dominio L2 (328-499), que esta flanqueado por los dos dominios ricos en cisteina, o en una
combinacion de dominios de HER-3. Los epitopos también pueden estar situados en combinaciones de dominios
tales como, pero no limitados a, un epitopo comprendido por partes de L1 y S1. Por otra parte, el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de la invencion se caracteriza ademas por que su union a HER-3 reduce la transduccién de
sefiales mediada por HER-3. Segun la presente invencion, una reduccion de la transduccion de sefiales mediada por
HER-3 puede estar provocada, p. €j., por una regulacion a la baja de HER-3 que da como resultado la desaparicion
al menos parcial de moléculas de HER-3 de la superficie celular o por una estabilizaciéon de HER-3 sobre la
superficie celular en una forma sustancialmente inactiva, es decir una forma que exhibe una transduccién de sefiales
menor en comparaciéon con la forma no estabilizada. Alternativamente, una reduccion de la transduccion de sefiales
mediada por HER-3 también se puede provocar al influir, p. €j. disminuir o inhibir, la unién de un ligando u otro
miembro de la familia de HER a HER-3, de GRB2 a HER-2 o de GRB2 a SHC, al inhibir la fosforilacion de tirosinas
receptoras, la fosforilacion de AKT, la fosforilacién de la tirosina PYK2 o la fosforilaciéon de ERK2, o al disminuir la
invasividad tumoral. Alternativamente, una reduccion de las transduccién de sefiales mediada por HER-3 también se
puede provocar al influir, p. €j., disminuir o inhibir, la formacién de dimeros que contienen HER-3 con otros miembros
de la familia de HER. Un ejemplo entre otros puede ser la disminucion o la inhibicién de la formaciéon de complejos
proteinicos de HER3-EGFR.

El término "anticuerpo” o "anticuerpo anti-HER-3", seguin se usa en la presente, significa un anticuerpo monoclonal,
un anticuerpo policlonal, un anticuerpo recombinarte, un anticuerpo humanizado (Jones y cols., Nature 321 (1986),
522-525; Riechmann y cols., Nature 332 (1988), 323-329; y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2 (1992), 593-596), un
anticuerpo quimérico (Morrison y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81 (1984), 6851-6855), un anticuerpo
multiespecifico (p. ej. un anticuerpo biespecifico) formado por al menos dos anticuerpos, o un fragmento de
anticuerpo de los mismos. El término "fragmento de anticuerpo” comprende cualquier porcion de los susodichos
anticuerpos, preferiblemente sus regiones de unién a antigeno variables. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo
incluyen fragmentos Fab, fragmentos Fab', fragmentos F(ab'),, fragmentos Fv, diacuerpos (Hollinger y cols., Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90 (1993), 6444-6448), moléculas de anticuerpo monocatenarias (Plickthun en: The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies 113, Rosenburg y Moore, EDS, Springer Verlag, N.Y. (1994), 269-315) y
otros fragmentos con tal de que exhiban la capacidad deseada de unién a HER-3.

Ademas, el término "anticuerpo” o "anticuerpo anti-HER-3", segun se usa en la presente, puede incluir moléculas
similares a anticuerpo que contienen subdominios manipulados de anticuerpos o variantes de anticuerpos presentes
en la naturaleza. Estas moléculas similares a anticuerpos pueden ser anticuerpos de un solo dominio tales como
dominios solamente VH o solamente VL derivados bien de fuentes naturales tales como camélidos (Muyldermans y
cols., Reviews in Molecular Biotechnology 74, 277-302) o a través de exposicion in vitro de bibliotecas procedentes
de seres humanos, camélidos u otras especies (Holt y cols., Trends Biotechnol., 21, 484-90).

Segun la presente invencion, el "fragmento Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio completo
de reconocimiento de y unidon a antigeno. Esta region consiste en un dimero de un dominio variable de la cadena
pesada y uno de la ligera en asociacion no covalente estrecha. Es en esta configuracién que las tres CDR de cada
dominio variable interactian para definir un sitio de unién a antigeno sobre la superficie del dimero Vu-V..
Colectivamente, las seis CDR confieren al anticuerpo especificidad de union a antigeno. Sin embargo, incluso un
solo dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende solo tres CDR especificas para un antigeno) tiene la
capacidad de reconocer y unirse al antigeno, aunque habitualmente con una afinidad inferior que el sitio de uniéon
entero. El "fragmento Fab" también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante
(CH1) de la cadena pesada. El "fragmento Fab" difiere del "fragmento Fab™ por la adicion de unos pocos residuos en
el extremo carboxi del dominio de la cadena pesada CH1 incluyendo una o mas cisteinas procedentes de la region
bisagra del anticuerpo. El "fragmento F(ab')," se produce originalmente como un par de “fragmentos Fab™ que tienen
cisteinas de bisagra entre ellos. Métodos para preparar tales fragmentos de anticuerpo, tales como digestion con
papaina o pepsina, son conocidos por los expertos en la especialidad.
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En una realizacion preferida de la presente invencion, el anticuerpo anti-HER-3 de la invencion es del tipo IgA, IgD,
IgE, IgG o IgM, preferiblemente del tipo IgG o IBM, incluyendo, pero no limitados a, el tipo IgG1, 19G2, 1IgG3, 1gG4,
IgM1 e IgM2. En las realizaciones mas preferidas, el anticuerpo es del tipo IgG1, 1IgG2 o IgG4.

En otra realizacion preferida de la presente invencién, el anticuerpo anti-HER-3 de la invencién es anti-HER-3
dirigido contra el dominio extracelular (ECD) de HER-3.

En ciertos aspectos, p. €j. en relacion con la generacién de anticuerpos como candidatos terapéuticos contra HER-3,
puede ser deseable que el anticuerpo anti-HER-3 de la invencién sea capaz de fijar el complemento y participar en
la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Existe un nimero de isotipos de anticuerpos que son capaces
de lo mismo, incluyendo, sin limitaciones, los siguientes: IBM murina, IgG2a murina, IgG2b murina, 1IgG3 murina,
IBM humana, IgG1 humana, IgG3 humana e IgA humana. Se apreciara que los anticuerpos que se generan no
necesitan poseer inicialmente tal isotipo sino que, en cambio, el anticuerpo segun se genera puede poseer cualquier
isotipo y el anticuerpo puede cambiar de isotipo al adjuntar los genes o ADNc de la regidon V molecularmente
clonados a genes o ADNc de la region constante molecularmente clonados en vectores de expresion apropiados
usando técnicas de biologia molecular convencionales que son muy conocidas en la especialidad y a continuacion
expresar los anticuerpos en células hospedadoras usando técnicas conocidas en la especialidad. El anticuerpo con
isotipo cambiando también puede poseer una region Fc que se ha manipulado molecularmente para poseer CDC
superior sobre las variantes presentes en la naturaleza (ldusogie y cols., J Immunol., 166, 2571-2575) y se ha
expresado recombinantemente en células hospedadoras usando técnicas conocidas en la especialidad. Tales
técnicas incluyen el uso de técnicas recombinantes directas (véase, p. €j., la Patente de EE. UU. N° 4.816.397),
técnicas de fusion célula-célula (véanse, p. €j., las Patentes de EE. UU. N° 5.916.771 y 6.207.418), entre otras. En la
técnica de fusion célula-célula, se prepara una linea celular de mieloma u otra tal como CHO que posee una cadena
pesada con cualquier isotipo deseado y se prepara ofra linea celular de mieloma u otra tal como CHO que posee la
cadena ligera. Posteriormente, tales células se pueden fusionar y se puede aislar un linea celular que expresa un
anticuerpo intacto. A modo de ejemplo, un anticuerpo anti-lgG4 de HER-3 humano, que posee la union deseada al
antigeno HER-3, se podria cambiar facilmente de isotipo para generar un isotipo de IgM humana, IgG1 humana o
IgG3 humana, mientras que todavia poseeria la misma region variable (que define la especificidad del anticuerpo y
algo de su afinidad). Tal molécula podria ser capaz entonces de fijar el complemento y participar en la CDC.

Por otra parte, también puede ser deseable que el anticuerpo anti-HER-3 de la invenciéon sea capaz de unirse a
receptores Fc sobre células efectoras, tales como monocitos y células asesinas naturales (NK), y participe en la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC). Existe un numero de isotipos de anticuerpos que son
capaces de lo mismo, incluyendo, sin limitacién, los siguientes: 1IgG2a murina, IgG2b murina, IgG3 murina, IgG1
humana e IgG3 humana. Se apreciara que los anticuerpos que se generan no necesitan poseer inicialmente tal
isotipo sino que, en cambio, el anticuerpo segun se genera puede poseer cualquier isotipo y el anticuerpo puede
cambiar de isotipo al adjuntar los genes o ADNc de la regién V molecularmente clonados a genes o ADNc de la
region constante molecularmente clonados en vectores de expresion apropiados usando técnicas de biologia
molecular convencionales que son muy conocidas en la especialidad y a continuacion expresar los anticuerpos en
células hospedadoras usando técnicas conocidas en la especialidad. El anticuerpo con isotipo cambiando también
puede poseer una region Fc que se ha manipulado molecularmente para poseer ADCC superior sobre las variantes
presentes en la naturaleza (Shields y cols. J Biol Chem., 276, 6591-6604) y se ha expresado recombinantemente en
células hospedadoras usando técnicas conocidas en la especialidad. Tales técnicas incluyen el uso de técnicas
recombinantes directas (véase, p. €j., la Patente de EE. UU. N° 4.816.397), técnicas de fusion célula-célula (véanse,
p. €j., las Patentes de EE. UU. N° 5.916.771 y 6.207.418), entre otras. En la técnica de fusion célula-célula, se
prepara una linea celular de mieloma u otra tal como CHO que posee una cadena pesada con cualquier isotipo
deseado y se prepara otra linea celular de mieloma u otra tal como CHO que posee la cadena ligera.
Posteriormente, tales células se pueden fusionar y se puede aislar un linea celular que expresa un anticuerpo
intacto. A modo de ejemplo, un anticuerpo anti-lgG4 de HER-3 humano, que posee la union deseada al antigeno
HER-3, se podria cambiar facilmente de isotipo para generar un isotipo IgG1 humana o IgG3 humana, mientras que
todavia poseeria la misma region variable (que define la especificidad del anticuerpo y algo de su afinidad). Tal
molécula podria ser capaz entonces de unirse a FcyR sobre células efectoras y participar en la ADCC.

Por otra parte, segun la presente invencion, se aprecia que en anticuerpo anti-HER-3 de la invencion es un
anticuerpo completamente humano o humanizado. Los anticuerpos humanos evitan ciertos de los problemas
asociados con anticuerpos xenogeneicos, por ejemplo anticuerpos que poseen regiones variables y/o constantes de
murido o rata. La presencia de proteinas derivadas xenogeneicamente tales como proteinas de murido o rata puede
conducir a la generacién de una respuesta inmunitaria contra el anticuerpo por un paciente, conduciendo
posteriormente a la depuracion rapida de los anticuerpos, pérdida de utilidad terapéutica a través de la neutralizacion
del anticuerpo y/o reacciones alérgicas graves, incluso potencialmente letales.

Preferiblemente, el anticuerpo anti-HER-3 de la invencion es el anticuerpo gu1-59.
En una realizacion preferida de la presente invencion, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion se

acopla a un grupo de etiquetaje. Tal anticuerpo o fragmento de anticuerpo es particularmente adecuado para
aplicaciones de diagndstico. Segun se usa en la presente, el término "grupo de etiquetaje" se refiere a un marcador
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detectable, p. €j. un aminoacido radioetiquetado o un resto biotinilado que se puede detectar mediante avidina
marcada (p. €j. estreptavidina unida a un marcador fluorescente o una actividad enzimatica que se puede detectar
mediante métodos Opticos o colorimétricos). Diversos métodos para etiquetar polipéptidos y glicoproteinas, tales
como anticuerpos, se conocen en la especialidad y se pueden usar al realizar la presente invencion. Ejemplos de
9rup193 dg etlcguetade %gecu?ﬂos |1r;<5:Iu¥en pero no se limitan a, los siguientes: radioisétopos o radionuclidos (p. €j.

C, N, Tc, In, ), grupos fluorescentes (p. ej. FITC, rodamina, fésforos lantanidos), grupos
en2|mat|cos (p. ej. peroxidasa de rabano picante, B-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina), grupos
quimioluminiscentes, grupos biotinilados o epitopos polipeptidicos predeterminados reconocidos por un indicador
secundario (p. ej. secuencias del par de cremallera de leucina, sitios de unidén para anticuerpos secundarios,
dominios de unién a metales, marcas epitdpicas). En ciertos aspectos, puede ser deseable que los grupos de
etiquetaje estén enlazados por ramas espaciadoras de diversas longitudes para reducir el impedimento estérico
potencial.

Alternativamente, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencién se puede acoplar a un grupo efector en
otra realizacion preferida de la invencion. Tal anticuerpo o fragmento de anticuerpo es especialmente adecuado para
aplicaciones terapéuticas. Segun se usa en la presente, el término "grupo efector" se refiere a un grupo citotoxico tal
como un radioisétopo o radionuclido, una toxina, un grupo terapéutico u otro grupo efector conomdo en la
espeuahdad Ejemplos de grupos efectores adecuados son radiois6topos o radionuclidos (p. €j. °H, c, ®N, *s,
Dy, B1c, M, 2, T I) caliqueamicina, analogos de dolastatina tales como auristatinas, y agentes
quimioterapéuticos tales como derivados de geldanamicina y maitansina, incluyendo DM1. En ciertos aspectos,
puede ser deseable que los grupos efectores estén enlazados por ramas espaciadoras de diversas longitudes para
reducir el impedimento estérico potencial.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para preparar un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo aislado de la invencion, que comprende la etapa de aislar el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
una célula hospedadora que secreta el anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Células hospedadoras, que se pueden
usar segun la presente invencion, son hibridomas; células eucaridticas tales como células de mamifero, p. €j. células
de hamster, conejo, rata, cerdo, ratén u otro animal, células vegetales, células fungicas, p. ej. Saccharomyces
cerevisiae , Pichia pastoris; células procarioticas tales como E. coli; y otras células usadas en la especialidad para la
produccion de anticuerpos o fragmentos de anticuerpo. Diversos métodos para preparar y aislar anticuerpos o
fragmentos de anticuerpo de células hospedadoras se conocen en la especialidad y se pueden usar al realizar la
presente invencion. Por otra parte, métodos para preparar fragmentos de anticuerpo, tales como digestion con
papaina o pepsina, técnicas de clonacion modernas, técnicas para preparar moléculas de anticuerpo
monocatenarias (Plickthun en: The Pharmacology of Monoclonal Antibodies 113, Rosenburg y Moore, EDS,
Springer Verlag, N.Y. (1994), 269-315) y diacuerpos (Hollinger y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90 (1993), 6444-
6448), también son conocidos por los expertos en la especialidad y se pueden usar al realizar la presente invencion.

En una realizacion preferida de la presente invencion, se prepara un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la
invencion a partir de un hibridoma que secreta el anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Véase, p. €j., Kéhler y cols.,
Nature 256 (1975), 495.

En una realizacion preferida adicional de la presente invencion, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la
invencion se prepara recombinantemente al optimizar y/o amplificar la expresion del anticuerpo o fragmento de
anticuerpo en una célula hospedadora y aislar el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de dicha célula hospedadora.
A este fin, las células hospedadoras se transforman o transfectan con ADN que codifica un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo o un vector que contiene ADN que codifica el anticuerpo o fragmento de anticuerpo y se cultivan bajo
condiciones apropiadas para producir el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion. Véase, p. €j., la
Patente de EE. UU. N° 4.816.567. Células hospedadoras preferidas pueden ser células CHO, células de mieloma
NS/0, células 293 de rifiébn embrionario humano, E. coliy Saccharomyces cerevisiae.

Los anticuerpos se pueden preparar a partir de animales genéticamente manipulados para elaborar anticuerpos
completamente humanos o a partir de una biblioteca de exposicidon de anticuerpos elaborada en un bacteriéfago,
una levadura, un ribosoma o E. coli. Véanse, p. €j., Clackson y cols., Nature 352 (1991), 624-628, Marks y cols., J.
Mol. Biol. 222 (1991), 581-597, Feldhaus y Siegel J Immunol Methods. 290, 69-80, Groves y Osbourn, Expert Opin
Biol Ther., 5, 125-135 y Jostock y Dubel, Comb Chem High Throughput Screen. 8, 127-133.

Los anticuerpos humanos evitan algunos de los problemas asociados con anticuerpos que poseen regiones
variables y/ constantes de murido o rata. La presencia de tales proteina derivadas de murido o rata puede conducir a
la depuracion rapida de los anticuerpos o puede conducir a la generacion de una respuesta inmunitaria contra el
anticuerpo por un paciente. A fin de evitar la utilizacién de anticuerpos derivados de murido o rata, se pueden
generar anticuerpos completamente humanos a través de la introduccion de loci de anticuerpos humanos
funcionales en un roedor. otro mamifero o animal, de modo que el roedor, otro mamifero o animal produzca
anticuerpos completamente humanos.

Un método para generar anticuerpos completamente humanos es a través de uso de cepas XENOMOUSE® de
ratones que se han manipulado para contener fragmentos de configuracion de linea germinal de 245 kb y 190 kb de
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tamafio del locus de la cadena pesada humana y el locus de la cadena ligera kappa. Otras cepas XenoMouse de
ratones contienen fragmentos de configuracion de linea germinal de 980 kb y 800 kb de tamarfio del locus de la
cadena pesada huma y el locus de la cadena ligera kappa. Otras cepas XenoMouse de ratones adicionales
contienen fragmentos de configuracion de linea germinal de 980 kb y 800 kb de tamafio del locus de la cadena
pesada humana y el locus de la cadena ligera kappa mas un locus de la cadena ligera lambda humana completo
configurado con linea germinal de 740 kb de tamarfio. Véanse Mendez y cols. Nature Genetics 15:146-156 (1997) y
Green y Jakobovits J. Exp. Med. 188:483-495 (1998). Las cepas XENOMOUSE® estan disponibles de Abgenix, Inc.
(Fremont, CA).

La produccion de los ratones XENOMOUSE® se analiza y esboza adicionalmente en las Solicitudes de Patente de
EE. UU. N° de Serie 07/466,008, presentada el 12 de enero de 1990, 07/610.515, presentada el 8 de noviembre de
1990, 07/919.297, presentada el 24 de julio de 1992, 07/922.649, presentada el 30 de julio de 1992, 08/031.801,
presentada el 15 de marzo de 1993, 08/112.848, presentada el 27 de agosto de 1993, 08/234.145, presentada el 28
de abril de 1994, 08/376.279, presentada el 20 de enero de 1995, 08/430.938, 27 de abril de 1995, 08/464.584,
presentada el 5 de junio de 1995, 08/464.582, presentada el 5 de junio de 1995, 08/463.191, presentada el 5 de
junio de 1995, 08/462.837, presentada el 5 de junio de 1995, 08/486.853, presentada el 5 de junio de 1995,
08/486.857, presentada el 5 de junio de 1995, 08/486.859, presentada el 5 de junio de 1995, 08/462.513, presentada
el 5 de junio de 1995, 08/724.752, presentada el 2 de octubre de 1996, y 08/759.620, presentada el 3 de diciembre
de 1996, la Publicacion de Patente de EE. UU. 2003/0217373, presentada el 20 de noviembre de 2002, y las
Patentes de EE. UU. N° 6.833.268, 6.162.963, 6.150.584, 6.114.598, 6.075.181 y 5.939.598 y las Patentes
Japonesas N° 3 068 180 B2, 3 068 506 B2 y 3 068 507 B2. Véanse ademas la Patente Europea N° EP 0 463 151
B1, concesioén publicada el 12 de junio de 1996, la Solicitud de Patente Internacional N° WO 94/02602, publicada el
3 de febrero de 1994, la Solicitud de Patente Internacional N° WO 96/34096, publicada el 31 de octubre de 1996,
WO 98/24893, publicada el 11 de junio de 1998, WO 00/76310, publicada el 21 de diciembre de 2000.

En un enfoque alternativo, otros, incluyendo GenPharm International, Inc., han utilizado un enfoque de "minilocus".
En el enfoque de minilocus, se imita un locus Ig exdgeno a través de la inclusiéon de trozos (genes individuales)
procedentes del locus Ig. Asi, uno o0 mas genes de Vy, uno o mas genes de Dy, uno o mas genes de Jy, una region
constante mu y una segunda regién constante (preferiblemente una region constante gamma) se forman en una
construccion para la insercion en un animal. Este enfoque se describe en la Patente de EE. UU. N° 5,545.807 de
Surani y cols. y las Patentes de EE. UU. N° 5.545.806, 5.625.825, 5.625.126, 5.633.425, 5.661.016, 5.770.429,
5.789.650, 5.814.318, 5.877.397, 5.874.299 y 6.255.458, cada una de Lonberg y Kay, las Patentes de EE. UU. N°
5.591.669 y 6.023.010 de Krimpenfort y Berns, las Patentes de EE. UU. N° 5.612.205, 5.721.367 y 5.789.215 de
Berns y cols., y la Patente de EE. UU. N° 5.643.763 de Choi y Dunn, y las Solicitudes de Patente Internacional de
GenPharm N° de Serie 07/574.748, presentada el 29 de agosto de 1990, 07/575.962, presentada el 31 de agosto de
1990, 07/810.279, presentada el 17 de diciembre de 1991, 07/853.408, presentada el 18 de marzo de 1992,
07/904.068, presentada el 23 de junio de 1992, 07/990.860, presentada el 16 de diciembre de 1992, 08/053.131,
presentada el 26 de abril de 1993, 08/096.762, presentada el 22 de julio de 1993, 08/155.301, presentada el 18 de
noviembre de 1993, 08/161.739, presentada el 3 de diciembre de 1993, 08/165.699, presentada el 10 de diciembre
de 1993, 08/209.741, presentada el 9 de marzo de 1994. Véanse ademas la Patente Europea N° 0 546 073 B1, las
Solicitudes de Patente Internacional N° WO 92/03918, WO 92/22645, WO 92/22647, WO 92/22670, WO 93/12227,
WO 94/00569, WO 94/25585, WO 96/14436, WO 97/13852 y WO 98/24884 y la Patente de EE. UU. N° 5.981.175.
Véanse ademas Taylor y cols., 1992, Chen y cols., 1993, Tuaillon y cols., 1993, Choi y cols., 1993, Lonberg y cols.,
(1994), Taylor y cols., (1994), and Tuaillon y cols., (1995), Fishwild y cols., (1996).

Kirin también ha demostrado la generacion de anticuerpos humanos a partir de ratones en los que, a través de
fusion microcelular, se han introducido grandes trozos de cromosomas, o cromosomas enteros. Véanse las
Solicitudes de Patente Europea N° 773 288 y 843 961. Adicionalmente, se han generado ratones KM™-, que son el
resultado del cruce de ratones Tc de Kirin con ratones con minilocus de Medarex (Humab). Estos ratones poseen el
transcromosoma HC de los ratones de Kirin y el transgén de la cadena kappa de los ratones Medarex (Ishida y cols.,
Cloning Stem Cells, (2002) 4:91-102).

Los anticuerpos humanos también se pueden derivar mediante métodos in vitro. Ejemplos adecuados incluyen, pero
no se limitan a, exposicion de fagos (como la comercializada por Cambridge Antibody Technology, Morphosys,
Dyax, Biosite/Medarex, Xoma, Symphogen, Alexion (anteriormente Proliferon), Affimed), exposicion de ribosomas
(como la comercializada por Cambridge Antibody Technology), exposicion de levaduras, y similares.

Los anticuerpos, que se describen en la presente, se prepararon a través de la utilizacion de la tecnologia
XENOMOUSE®, segun se describe posteriormente. A continuacion, tales ratones son capaces de producir
moléculas de inmunoglobulina y anticuerpos humanos y son deficientes en la produccidon de moléculas de
inmunoglobulina y anticuerpos murinos. Tecnologias utilizadas para conseguir lo mismo se divulgan en las patentes,
solicitudes y referencias divulgadas en la seccion de antecedentes de la presente. En particular, sin embargo, una
realizacion preferida de produccion transgénica de ratones y anticuerpos procedentes de los mismos se divulga en la
Solicitud de Patente de EE. UU. N° de Serie 08/759.620, presentada el 3 de diciembre de 1996, y las Solicitudes de
Patente Internacional N° WO 98/24893, publicada el 11 de junio de 1998, y WO 00/76310, publicada el 21 de
diciembre de 2000. Véase ademas Mendez y cols. Nature Genetics 15:146-156 (1997).
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A través del uso de tal tecnologia, se han producido anticuerpos monoclonales completamente humanos.
Esencialmente, las lineas de ratones XENOMOUSE® se inmunizan con un antigeno de interés (p. €j. HER-3), se
recuperan células linfaticas (tales como células B) de los ratones que expresan anticuerpos, y las lineas celulares
recuperadas se fusionan con una linea celular de tipo mieloide para preparar lineas celulares de hibridoma
inmortales. Estas lineas celulares de hibridoma se criban y se seleccionan para identificar lineas celulares de
hibridoma que produjeran anticuerpos especificos para el antigeno de interés. Se proporcionan en la presente
métodos para la produccién de multiples lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpos especificos para
HER-3. Ademas, se proporciona en la presente la caracterizacion de los anticuerpos producidos por tales lineas
celulares, incluyendo analisis de secuencias de nucleétidos y aminoacidos de las cadenas pesada y ligera de tales
anticuerpos.

En general, los anticuerpos producidos por los hibridomas fusionados eran cadenas pesadas de IgG1 humana con
cadenas ligeras kappa completamente humanas. Los anticuerpos descritos en la presente poseen cadenas pesadas
de 1gG4 humana asi como cadenas pesadas de IgG1. Los anticuerpos también pueden ser de otros isotipos
humanos, incluyendo 1gG2 o IgG3. Los anticuerpos poseian altas afinidades, poseyendo tipicamente una Kp de
aproximadamente 10° a aproximadamente 10" M o menos, cuando se mide mediante técnicas en fase solida y
basadas en células.

Otro aspecto de la presente invencioén se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que codifica un anticuerpo
o fragmento de anticuerpo de la invencion. Dentro del contexto de la presente invencion, el término "molécula de
acido nucleico aislada", segun se usa en la presente, significa un polinucleétido de ADNc genémico, o un origen
sintético o alguna combinacion del mismo, que, en virtud de su origen, la "molécula de acido nucleico aislada" (1) no
esta asociada con la totalidad o una porcién de un polinucleétido en el que el "polinucleétido aislado” se encuentra
en la naturaleza, (2) esta conectada operativamente a un polinucleétido al que no esta conectado en la naturaleza, o
(3) no esta presente en la naturaleza como parte de una secuencia mayor. Ademas, el término "molécula de acido
nucleico", segun se menciona en la presente, significa una forma polimérica de nucleétidos de al menos 10 bases de
longitud, bien ribonucledtidos o bien desoxinucleétidos o una forma modificada de cualquier tipo de nucleétido, tales
como nucleotidos con grupos azucar modificados o sustituido y similares. El término también incluye formas de ADN
de una sola hebra y doble hebra.

En una realizacion de la presente invencién, una molécula de acido nucleico de la invencién esta conectada
operativamente a una secuencia de control. El término "secuencia de control”, segun se usa en la presente, se
refiere a secuencias polinucleotidicas que son necesarias para efectuar la expresion y el procesamiento de
secuencias codificantes a las que estan ligadas. La naturaleza de tales secuencias de control difiere dependiendo
del organismo hospedador. En los procariotas, tales secuencias de control incluyen generalmente promotores, sitios
de unién ribosémica y secuencias de terminacion de la transcripcion. En los eucariotas, generalmente, tales
secuencias de control incluyen promotores y secuencias de terminacion de la transcripcion. Segun la presente
invencion, el término "secuencia de control" esta destinado a incluir, como minimo, todos los componentes cuya
presencia es esencial para la expresion y el procesamiento, y también puede incluir componentes adicionales cuya
presencia es ventajosa, por ejemplo, secuencias lider y secuencias de socios de fusion. Por otra parte, el término
"conectado operativamente”, seguin se usa en la presente, se refiere a posiciones de componentes asi descritos que
estan en una relacién que los permite funcionar en su modo pretendido. Ademas, segun la presente invencion, una
secuencia de control de la expresion conectada operativamente a una secuencia codificante esta ligada de tal
manera que la expresion de la secuencia codificante se consiga bajo condiciones compatibles con la secuencia de
control de la expresion.

Un aspecto adicional de la presente invencién es un vector que comprende una molécula de acido nucleico que
codifica un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion. La molécula de acido nucleico puede estar
conectada operativamente a una secuencia de control. Por otra parte, el vector puede contener adicionalmente un
origen de replicacion o un gen marcador de seleccion. Ejemplos de vectores que se pueden usar segun la presente
invencion son, p. €j., plasmidos, cosmidos, fagos, virus, etc.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un célula hospedadora transformada con una molécula de acido
nucleico o un vector de la invencion. La transformacion se podria realizar mediante cualquier método conocido para
introducir polinucledtidos en una célula hospedadora, incluyendo, por ejemplo, empaquetar el polinucleétido en un
virus (o en un vector viral) y transducir una célula hospedadora con el virus (o el vector) o mediante procedimientos
de transfeccion conocidos en la especialidad, como los ejemplificados por las Patentes de EE. UU. N° 4.399.216,
4.912.040, 4.740.461 y 4.959.455. Particularmente, los métodos para introducir polinucleétidos heterdlogos en
células de mamifero son muy conocidos en la especialidad e incluyen transfeccion mediada por dextrano,
precipitacion con fosfato calcico, transfeccion mediada con polibreno, fusién de protoplastos, electroporacion,
encapsulacion del polinucleétido o los polinucleétidos en liposomas, y microinyeccion directa del ADN en los
nucleos. Ejemplos de células hospedadoras que se pueden usar segin la presente invencidon son células
eucaridticas de hibridoma tales como células de mamifero, p. ej. células de hamster, conejo, rata, cerdo, ratén u
otras células animales; células vegetales y células fungicas, p. ej. maiz, tabaco, Saccharomyces cerevisiae, Pichia
pastoris; células procaridticas tales como E. coli; y otras células de la especialidad para la produccion de
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anticuerpos. Especialmente, las lineas celulares de mamifero disponibles como hospedadores para la expresién son
muy conocidas en la especialidad e incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas disponibles de the American
Type Culture Collection (ATCC), incluyendo pero no limitadas a células de ovario de hamster chino (CHO), células
Hela, células de rifién de cria de hamster (BHK), células de rifion de mono (COS), células de carcinoma
hepatocelular humano (p. ej. Hep G2) y un numero de ofras lineas celulares.

Otro aspecto mas de la presente invencion es una composicion farmacéutica que comprende como un agente activo
al menos un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencién y portadores, diluyentes y/o adyuvantes
farmacéuticamente aceptables. El término "composicion farmacéutica”, segun se usa en la presente, se refiere a un
compuesto quimico o una composicién capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra
apropiadamente a un paciente (The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms, Parker, S., Ed., McGraw-Hill, San
Francisco (1985). Segun la presente invencion, la potencia de la composicion farmacéutica de la invencion se basa
en la unién del al menos un anticuerpo o fragmento de anticuerpo a HER-3. Preferiblemente, esta unidon conduce a
un reduccién de la transduccién de sefiales mediada por HER-3.

Por otra parte, el término "portadores", cuando se usa en la presente, incluye portadores, excipientes o
estabilizantes que son atoxicos para la célula o el mamifero que se expone a los mismos a las dosificaciones y
concentraciones empleadas. A menudo, el portador fisiolégicamente aceptable es una solucién acuosa de pH
tamponado o un liposoma (una pequefa vesicula compuesta por diversos tipos de lipidos, fosfolipidos y/o
tensioactivos que es util para el aporte de un farmaco a un mamifero). Ejemplos de portadores fisiolégicamente
aceptables incluyen tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido
ascorbico; polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas tales como
albumina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales
como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo
glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes sacaricos tales como manitol o
sorbitol; iones conjugados formadores de sales tales como sodio; y/o tensioactivos no iénicos tales como TWEEN™,
polietilenglicol (PEG) y PLURONICS™.

En una realizacion de la presente invencion, el al menos un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion
contenido en la composiciéon farmacéutica esta acoplado a un efector, tal como caliqueamicina, auristatina-PE, un
radiois6topo o un agente quimioterapéutico toxico tal como geldanamicina y maitansina. En particular, estos
conjugados de anticuerpos o fragmentos de anticuerpo son Utiles para elegir como diana células, p. ej. células
cancerosas, que expresan HER-3 para la eliminacion.

Por otra parte, conectar anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de la invencién a radioisétopos, p. €j., proporciona
ventajas a los tratamientos de tumores. A diferencia de la quimioterapia y otras formas de tratamiento del cancer, la
radioinmunoterapia o la administracién de una combinacion de radiois6topo-anticuerpo o fragmento de anticuerpo
directamente elige como diana las células cancerosas con dafio minimo al tejido sano normal circundante. Con esta
"bala magica", el paciente puede ser tratado con cantidades mucho menores de rad|0|sotopos que otras formas de
tratamiento disponibles actualmente. Rad|0|sotopos preferidos incluyen itrio (*°Y), indio"" (*"'In), "'I, ¥mTc,
radioplata-111, radioplata-199 y bismuto?'. La conexion de radioisétopos a anticuerpos o fragmentos de anticuerpo
de la invencién se puede realizar, p. €j., con quelatos bifuncionales convencionales. Puesto que la plata es
monovalente, para la conexion de radioplata-111 y radioplata-199, se pueden utilizar conectores basados en azufre
(Hazra y cols., Cell Biophys. 24-25, 1-7 (1994)). La conexién de radioisotopos de plata puede implicar reducir la
inmunoglobulina con acido ascérbico. Por otra parte, el tiuxetano es un quelador conector de MX-DTPA enlazado a
ibritumomab para formar ibritumomab-tiuxetano (Zevalin) (Witzig, T.E, Cancer Chemother Pharmacol 48 Supl 1, 91-
5 (2001) El |br|tumomab-t|uxetano puede reaccionar con radioistopos tales como indio''" (*"'In) o *°Y para formar
"In-ibritumomab-tiuxetano y Y_ibritumomab-tiuxetano, respectivamente.

Por otra parte, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion, particularmente cuando se usa para tratar el
cancer, se puede conjugar con farmacos quimioterapéuticos toxicos tales como caligueamicina (Hamann y cols.,
Bioconjug. Chem. 13(1), 40-6 (2002), geldanamicina (Mandler y cols., J. Natl. Cancer Inst., 92(19), 1549-51 (2000)) y
maitansina, por ejemplo, el farmaco maitansinoide DM1 (Liu y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:8618-8623
(1996)). Se pueden emplear con esta tecnologia diferentes conectores que liberan los farmacos bajo condiciones
acidas o reductoras o durante la exposicion a proteasas especificas. Segun la presente invencion, un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de la invencion se puede conjugar como se describe en la especialidad.

La auristatina-PE, p. ej., es un agente antimicrotubular que es una modificacion estructural del constituyente
peptidico de moluscos marinos sin concha dolastatina 10. La auristatina-PE tiene tanto actividad antitumoral como
actividad vascular antitumoral (Otani y cols., Jpn. J. Cancer Res. 91(8), 837-44 (2000)). Por ejemplo, la auristatina-
PE inhibe el crecimiento celular e induce la detencion del ciclo celular y la apoptosis en lineas celulares de cancer
pancreatico (Li y cols., Int. J. Mol. Med. 3(6), 647-53 (1999)). Segun esto, para dirigir especificamente la actividad
antitumoral y las actividades vasculares antitumorales de la auristatina-PE a tumores particulares, la auristatina-PE
se puede conjugar al anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion.
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En una realizacion de la presente invencion, la composicion farmacéutica comprende al menos un agente activo
adicional. Ejemplos para agentes activos adicionales, que se pueden usar seguin la presente invencion, son
anticuerpos o inhibidores de bajo peso molecular de otras proteina cinasas receptoras, tales como EGFR, HER-2,
HER-4, IGFR-1 o c-met, ligandos receptores tales como factor endotelial vascular (VEGF), agentes citotdxicos, tales
como doxorrubicina, cisplatino o carboplatino, citocinas o agentes antineoplasticos. Muchos agentes antineoplasticos
se conocen actualmente en la especialidad. En una realizacion, el agente antineoplastico se selecciona del grupo de
proteinas terapéuticas incluyendo, pero no limitadas a, anticuerpos o proteinas inmunomoduladoras. En otra
realizacion, el agente antineoplastico se selecciona del grupo de inhibidores de molécula pequefia o agentes
quimioterapéuticos que consisten en inhibidores mitdticos, inhibidores de cinasa, agentes alquilantes,
antimetabolitos, antibiéticos intercaladores, inhibidores de factores de crecimiento, inhibidores del ciclo celular,
enzimas, inhibidores de topoisomerasa, inhibidores de histona desacetilasa, agentes contra la supervivencia,
modificadores de respuestas bioldgicas, antihormonas, p. ej. antiandrogenos y agentes antiangiogénicos. Cuando el
agente antineoplastico es radiacion, el tratamiento se puede conseguir con un fuente interna (braquiterapia BT) o
externa (terapia de radicacion con haces externos: EBRT).

La composicion farmacéutica de la presente invencion es especialmente adecuada para el diagndstico, la
prevencion o el tratamiento de una enfermedad hiperproliferativa. La enfermedad hiperproliferativa puede estar, p.
€j., asociada con un incremento de la transduccion de sefales de la familia HER. Particularmente, la enfermedad
puede estar asociada con un incremento de la fosforilacion de HER-3 y/o un incremento en la formaciéon de
complejos entre HER-3 y otros miembros de la familia HER y/o un incremento en la actividad de cinasa Pl3 y/o un
incremento en la actividad de cinasa terminal c-jun y/o la actividad de AKT y/o un incremento en la actividad de
ERK2 y/o la actividad de PYK2. Preferiblemente, la enfermedad hiperproliferativa se selecciona del grupo que
consiste en cancer de mama, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, cancer de prostata, cancer ovarico, cancer
de estdbmago, cancer endometrial, cancer de las glandulas salivares, cancer de pulmén, cancer de rifién, cancer de
colon, cancer colorrectal, cancer de tiroides, cancer de vejiga urinaria, glioma, melanoma u otros canceres que
expresan o sobreexpresan HER-3, y la formacion de metastasis tumorales.

Segun la presente invencion, el término "prevencion o tratamiento”, cuando se usa en la presente, se refiere tanto al
tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas, en donde el paciente necesita prevenir o frenar
(reducir) la afeccion o trastorno patolégico elegido. Los que necesitan prevencion o tratamiento incluyen lo que ya
tienen el trastorno asi como los tendentes a tener el trastorno o aquellos en los que se ha de prevenir el trastorno. El
paciente que necesita la prevencion o el tratamiento es un paciente mamifero, es decir cualquier animal clasificado
como un mamifero, incluyendo seres humanos, animales domésticos y de granja, y animales de zooldgico,
deportivos o de compafiia, tales como perros, gatos, vacas, caballos, ovejas, cerdos, cabras, conejos, etc.
Preferiblemente, el paciente que necesita tratamiento es un paciente humano.

Segun la presente invencion, la composicion farmacéutica de la invencion se puede formular al mezclar el agente o
los agentes activos con portadores, diluyentes y/o adyuvantes fisioldgicamente aceptables, y opcionalmente otros
agentes que se incorporan habitualmente en formulaciones para proporcionar una mejora de la transfererencia, el
aporte, la tolerancia y similares. La composicién farmacéutica de la invencion se puede formular, p. €j., en la forma
de formulaciones liofilizadas, soluciones acuosas, dispersiones o preparaciones soélidas, tales como comprimidos,
grageas o capsulas. Una multitud de formulaciones apropiadas se puede encontrar en el listado conocido por todos
los quimicos farmacéuticos: Remington's Pharmaceutical Sciences (182 ed, Mack Publishing Company, Easton, PA
(1990)), particularmente el Capitulo 87 de Block, Lawrence del mismo. Estas formulaciones incluyen, por ejemplo,
polvos, pastas, pomadas, jaleas, ceras, aceites, lipidos, vesiculas que contienen lipidos (catidnicos o aniénicos)
(tales como Lipofectin™), conjugados de ADN, pastas de absorcién anhidras, emulsiones de aceite en agua y agua
en aceite, emulsiones de carbocera (polietilenglicoles de diversos pesos moleculares), geles semisolidos y mezclas
semisodlidas que contienen carbocera. Cualquiera de las mezclas precedentes puede ser apropiada en tratamientos
y terapias segun la presente invencion, con la condicién de que el agente activo en la formulacion no sea inactivado
por la formulacion y la formulacion sea fisiolégicamente compatible y tolerable con la via de administracion. Véanse
ademas Baldrick P., "Pharmaceutical excipient development: the need for preclinical guidance.", Regul. Toxicol.
Pharmacol. 32(2), 210-218 (2000); Wang W., "Lyophilization and development of solid protein pharmaceuticals.", Int.
J. Pharm. 203(1-2), 1-60 (2000); Charman W.N., "Lipids, lipophilic drugs, and oral drug delivery-some emerging
concepts.".J. Pharm. Sci. 89(8), 967-978 (2000); Powell y cols., "Compendium of excipients for parenteral
formulations”, PDA J. Pharm. Sci. Technol. 52, 238-311 (1998); y las citas de las mismas, para una informacion
adicional relacionada con formulaciones, excipientes y portadores bien conocidos en la quimica farmacéutica.

Otro aspecto de la presente invencion trata del uso de al menos un anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado de
la invencion y opcionalmente al menos otro agente activo, p. €j. al menos un agente antineoplastico segun se
describe anteriormente, mezclados con portadores, diluyentes y/o adyuvantes farmacéuticamente aceptables, para
la fabricacion de una composicion farmacéutica para el diagnostico, la prevencion o el tratamiento de una
enfermedad hiperproliferativa. Preferiblemente, la composicion farmacéutica es una composicién farmacéutica como
la descrita anteriormente y la enfermedad hiperproliferativa es una enfermedad hiperproliferativa como la
mencionada anteriormente.
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Otro aspecto mas de la presente invencion esta relacionado con el uso de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
aislado en un método para diagnosticar enfermedades o afecciones asociadas con la expresion de HER-3, que
comprende poner en contacto una muestra con un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion bajo
condiciones adecuadas para permitir la unién de dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo a HER-3, y detectar la
presencia de HER-3 en la muestra. La muestra puede ser una célula que muestra expresion de HER-3, tal como una
célula tumoral, una muestra de sangre u otra muestra adecuada. En una realizacion preferida de la presente
invencion, las enfermedades o afecciones asociadas con la expresién de HER-3 son las enfermedades
hiperproliferativas definidas anteriormente.

Segun la presente invencion, el método se puede usar, p. €j., para la deteccién de antigeno para HER-3 en una
célula, para la determinacion de la concentracion de antigeno para HER-3 en pacientes que sufren una enfermedad
hiperproliferativa como la mencionada anteriormente o para la estadificacion de dicha enfermedad hiperproliferativa
en un paciente. A fin de estadificar el avance de una enfermedad hiperproliferativa en un sujeto bajo estudio, o
caracterizar la respuesta del sujeto a un ciclo de terapia, una muestra de sangre, p. €j., se puede tomar del sujeto y
se determina la concentracion del antigeno para HER-3 presente en la muestra. La concentracion asi obtenida se
usa para identificar en qué intervalo de concentraciones cae el valor. El intervalo asi identificado se correlaciona con
un estadio de avance o un estadio de terapia identificado en las diversas poblaciones de sujetos diagnosticados,
proporcionado de ese modo un estadio en el sujeto bajo estudio. Una biopsia del tejido enfermo, p. ej. con cancer,
obtenido del paciente también se puede usar para determinar la cantidad de antigeno para HER-3 presente. La
cantidad de antigeno para HER-3 presente en el tejido enfermo se puede determinar mediante inmunohistoquimica,
ELISA o matrices de anticuerpos usando los anticuerpos para HER3 de la invencién. Otros parametros de
diagnostico de interés son el estado de dimerizacion asi como los socios de dimerizacion de la proteina de HER3 y
el estado de activacion de ella y sus socios. Métodos analiticos de proteinas para determinar esos parametros son
muy conocidos en la especialidad y son entre otros técnicas de transferencia Western e inmunoprecipitacion,
analisis por FACS, reticulacion quimica, transferencia de energia con resonancia de bioluminiscencia (BRET),
transferencia de energia con resonancia de fluorescencia (FRET) y similares (p. €j. Price y cols, Methods in
Molecular Biology, 218: 255-268 (2002) o la tecnologia eTag (documentos WOO0503707, WO04091384,
WO004011900).

Por otra parte, la presente invencion se refiere en otro aspecto a un anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado
para el uso en un método para prevenir p tratar enfermedades o afecciones asociadas con la expresién de HER-3 en
un paciente, comprendiendo el método administrar a un paciente que lo necesite una cantidad eficaz de al menos un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion. Preferiblemente, las enfermedades o afecciones asociadas
con la expresion de HER-3 son las enfermedades hiperproliferativas definidas anteriormente. El paciente que
necesita prevencion o tratamiento es un paciente mamifero, es decir cualquier animal clasificado como un mamifero,
incluyendo seres humanos, animales domésticos y de granja. y animales de zooldgico, deportivos o de compafiia,
tales como perros, gatos, vacas, caballos, ovejas, cerdos, cabras, conejos, etc. Preferiblemente, el paciente que los
necesita es un paciente humano.

En una realizacién preferida de la presente invencion, el métodos para prevenir o tratar una enfermedad
hiperproliferativa en un paciente que lo necesite comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de al menos
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion y adicionalmente al menos otro agente activo, p. €j., al
menos un agente antineoplastico como el mencionado anteriormente. Preferiblemente, el método es para inhibir el
crecimiento, la migracion o la invasion celular anormal.

Ademas de los modos clasicos de administracion de agentes terapéuticos de anticuerpo o fragmento de anticuerpo
potenciales, p. €j. a través de las susodichas formulaciones, también se pueden usar segun la invencion
modalidades de administracion recientemente desarrolladas. Por ejemplo, se ha presentado la administracién local
de anticuerpo monoclonal etiquetado con 3 para el tratamiento de tumores cerebrales primarios después de la
extirpacion quirdrgica. Adicionalmente, también se esta estudiando clinicamente y preclinicamente la inyeccion
intracerebral estereotactica directa de anticuerpos monoclonales y sus fragmentos. La perfusion hiperosmolar
intracarotidea es una estrategia experimental para dirigirse a una enfermedad maligna cerebral primaria con
anticuerpos monoclonales humanos conjugados a farmacos.

Dependiendo del tipo y la gravedad de la afecciéon que se va a tratar, se pueden administrar de aproximadamente 1
pg/kg a 15 mg/kg del al menos un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion a un paciente que lo
necesite, p. ej. mediante una o mas administraciones separadas o mediante infusidon continua. Una dosificacion
diaria tipica podria variar de aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 100 mg/kg o mas, dependiendo de los
factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas a lo largo de varios dias o mas, dependiendo
de la afeccién que se va a tratar, el tratamiento se mantiene hasta que se produce una supresion deseada de los
sintomas de la enfermedad.

La dosis del al menos un agente antineoplastico administrado depende de una variedad de factores. Estos son, por

ejemplo, la naturaleza del agente, el tipo de tumor y la via de administracion. Se debe enfatizar que la presente no
se limita a ninguna dosis.
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Finalmente, la presente invencion se refiere en un aspecto mas a un estuche para el diagnéstico, la prevencion o el
tratamiento de enfermedades hiperproliferativas asociadas con la transduccion de sefales mediada por HER-3, que
comprende el al menos un anticuerpo o fragmento de anticuerpo y/o la molécula de acido nucleico y/o el vector de la
invencion. Ademas, el estuche de la invencion puede comprender ademas al menos otro agente activo, p. ej. al
menos un agente antineoplastico como el mencionado anteriormente.

Ademas, la presente invencion se explicara mediante los siguientes Ejemplos y las figuras con dibujos adjuntas.
Ejemplos

Los siguientes ejemplos, incluyendo los experimentos efectuados y los resultados alcanzados, se proporcionan
solamente con propdsitos ilustrativos y no se deben considerar limitativos de la presente invencion.

Ejemplo 1: antigeno para HER-3 y preparacion de lineas celulares

En el presente estudio, se prepararon proteinas de HER-3 recombinantes. El dominio extracelular de ADNc de HER-
3 (ECD) se clon6 mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de pcDNA3-HER-3 (vector de
expresion con HER-3 humano de longitud completa, C.Wallasch y cols., EMBO J. 14, 4267-4275) con cebadores
basados en la secuencia de HER-3 (Genebank N° Reg. NM_001982).

Los cebadores usados para la amplificaciéon de HER-3 eran como sigue:
Cebador directo: 5-CGGGATCCATGTCCTAGCCTAGGGGC-3' (SEQ ID Ne: 233)

Cebador inverso: 5'-GCTCTAGATTAATGATGATGATGATGATGTTGTCCTAAA CAGTCTTG-3' (SEQ ID N°: 234

El producto de PCR se digirié6 con BamH1 y Xbal y se ligé a pcDNA3 (Invitrogen) digerido con BamH1 y Xbal. Los
plasmidos se transfectaron en células HEK293 usando un método de CaPOQ4. La proteina de fusion HER-3-HIS se
purificé de medio acondicionado recogido a través de cromatografia de afinidad de Ni-NTA.

Se generaron células Ratl HER-3 mediante transferencia génica retroviral. Brevemente, se sembraron células GP+E
86 (3x10°) en un disco de cultivo de 60 mm y se transfectaron con 2 ug/ml de vector pIXSN o ADNc de pIXSN-HER-
3 (C. Wallasch, PhD Thesis, Max-Planck Insitute of Biochemistry, Martinsried, Alemania) usando el método del
fosfato calcico. Después de 24 h, el medio se reemplazé por medio reciente y las células GP+E 86 se incubaron
durante 4-8 h. A continuacion, las células Rat1 subconfluentes (2x10° células por placa de 6 cm) se incubaron con
sobrenadantes de células GP+E 86 que liberaban pLXSN o pLXSN-HER-3 con alta concentracion, virus p (>1 X 106
G418 c.f.u./ml; m.o.i. de 10) durante 4-12 h en presencia de Polybrene (4 mg/ml; Aldrich). Después de cambiar el
medio se inici6 la seleccion de células Ratl con G418. Habitualmente, se recogian clones estables después de la
seleccion durante 21 dias.

Ejemplo 2: expresion de HER-3 en lineas celulares cancerosas humanas

La tirosina cinasas receptoras, como por ejemplo HER-3, representan un papel crucial en la iniciacién y el avance de
enfermedades hiperproliferativas tales como la transicion del crecimiento celular hiperplastico benigno hasta un
carcinoma maligno. Puesto que la expresion de HER-3 varia entre células tumorales y tejido normal, un analisis de
la expresion de HER-3 es un factor critico para la identificacion de subgrupos de pacientes que se beneficiarian del
tratamiento con anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de la invencioén. Asi, la expresion de HER-3 se cuantifico en
un grupo de lineas celulares cancerosas humanas para elucidar el papel de HER-3 en la formacion de cancer
humano. Se desarrollaron lineas celulares cancerosas segun se recomienda por la ATCC. Con detalle, se
recogieron 10° células con EDTA 10 mM en PBS, se lavaron una vez con tampén de FACS (PBS, FCS al 3%, azida
al 0,4%) y se sembraron en una placa de fondo redondo de 96 pocillos. Las células se centrifugaron durante 3 min a
1000 rpm para retirar el sobrenadante y a continuacién se resuspendieron con anticuerpo para a-HER-3 2D1D12
(documento WO03013602) (3 ug/ml). Las suspensiones celulares se incubaron sobre hielo durante 1 h, se lavaron
dos veces con tampén de FACS y se resuspendieron con anticuerpo secundario (100 ul/pocillos) anti-PE humana de
burro (Jackson) diluido 1:50 en tampdén de FACS. Las suspensiones celulares se incubaron sobre hielo y en la
oscuridad durante 30 min, se lavaron dos veces con tampén de FACS y se analizaron (FACS, Beckman Coulter). La
Fig. 1 muestra resultados representativos del analisis y demuestra que HER-3 se expresa en una variedad de
canceres humanos.

Ejemplo 3: Inmunizacion y valoracion
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La proteina de ECD de HER-3, que se preparaba como se describe en el Ejemplo 1, y células C32 (melanoma
humano; ATCC N° CRL-1585) se usaron como un antigeno. Se desarrollaron anticuerpos monoclonales contra
HER-3 al inmunizar secuencialmente ratones XenoMouse® (cepas XenoMouse® XMG1 y XMG4, Abgenix, Inc.
Fremont, CA). Los animales XenoMouse® se inmunizaron a través de la via de la almohadilla para todas las
inyecciones. El volumen total de cada inyeccion era 50 pl por ratén, 25 pl por almohadilla.

Para la Serie N° 1 (10 ratones XMG1), la inmunizacion inicial era con 10 ug de proteina de ECD de HER-3 mezclada
1:1 (v/v) con TITERMAX GOLD® (Sigma, Oakville, ON) por raton. Las cinco inyecciones de recuerdo posteriores se
realizaron con 10 pyg de proteina de ECD de HER-3 mezclada 1:1 (v/v) con 100 ug de gel de alumbre (Sigma,
Oakville, ON) en D-PBS libre de pirégenos. La sexta inyeccion de recuerdo consistia en 10 ug de proteina de ECD
de HER-3 mezclada 1:1 (v/v) con TITERMAX GOLD®. La séptima inyeccidn consistia en 10 pg de proteina de ECD
de HER-3 mezclada 1:1 v/v con 100 ug de gel de alumbre. Una inyeccién de recuerdo final se realizé con 10 ug de
proteina de ECD de HER-3 en DPBS libre de pir6genos, sin adyuvante. Los ratones XenoMouse® se inmunizaron
los dias 0, 4, 7, 11, 15, 20, 24 y 29 para este protocolo y las fusiones se realizaron el dia 33. Los dos sangrados se
realizaron a través del procedimiento de sangrado retroorbital el dia 13 después de la cuarta inyeccion de recuerdo,
el dia 19 después de la sexta inyeccion de recuerdo. No habia serie n° 2.

Para la Serie n° 3 (10 ratones XMG1) y la Serie n° 4 (10 ratones XMG4), la primera inyeccién era con 10" células
C32 en PBS de Dulbecco (DPBS) libre de pirdgenos mezclada 1:1 (v/v) con TITERMAX GOLD® por ratén. Las
cuatro inyecciones de recuerdo siguientes eran con 10’ células C32 en DPBS libre de E)irégenos, mezclada con 25
Mg de Adju-Phos y 10 pug de CpG por ratén. La sexta inyeccion de recuerdo era con 10° células C32 en DPBS libre
de pirégenos, mezcladas 1:1 (v/v) con TITERMAX GOLD® por raton. La séptima, octava y novena inyecciones de
recuerdo eran con 10" células C32 en DPBS libre de pirégenos, mezclada con 25 pg de Adju-Phos y 10 ug CpG por
raton. De la décima a la decimocuarta inyecciones de recuerdo eran 5 ug de proteina de ECD de HER-3 en DPBS
libre de pirégenos, mezclada con 25 ug de Adju-Phos y 10 ug de CpG por ratén. Una inyeccion de recuerdo final
consistia en 5 ug de proteina de ECD de HER-3 en DPBS libre de pirdgenos, sin adyuvante. Tanto en la Serie n° 3
como en la n° 4, los ratones XenoMouse® se inmunizaron los dias 0,3,7,11,14,17, 21, 24, 28, 33, 35, 38,42 y 45
para este protocolo y las fusiones se realizaron el dia 49. Los tres sangrados se realizaron a través del
procedimiento de sangrado retroorbital en dia 12 después de la cuarta inyeccion de recuerdo, el dia 19 después de
la sexta inyeccion de recuerdo y el dia 40 después de la duodécima inyeccion de recuerdo.

Seleccion de animales para la recogida mediante valoracion

Para la Serie n° 1, los titulos de anticuerpo anti-HER-3 en el suero de ratones XenoMouse® inmunizados se
determinaron mediante ELISA frente a proteina de ECD de HER-3. El titulo especifico de cada animal XenoMouse®
se determiné a partir de la densidad 6ptica a 650 nm y se muestra en la Tabla 1 posteriormente. El valor del titulo es
la reciproca de la dilucion mayor de suero con una lectura de OD dos veces la del fondo. Por lo tanto, cuanto mayor
sea el numero, mayor sera la respuesta inmunitaria humoral a ECD de HER-3.
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TABLA 1
Serie N° 1, XGM1
ID Raton |Después de 4 iny. [ Después de 6 iny.
P3421 8.000 11.000
P3422 850 2.600
P3423 2.700 5.200
P3424 3.200 9.100
P3425 5.400 2.500
P3426 700 1.500
P3427 5.800 7.000
P3428 3.900 4.300
P3429 2.200 2.500
P34210 600 850
NC 250 175
PC 377.000 311.000
NC |mAb IL-8, D39.2.1
PC |xHER-3-2D1D12

Para la serie N° 3 y N° 4, los titulos de anticuerpo anti-HER-3 en el suero de ratones XenoMouse® inmunizados se
determinaron mediante FACS usando células Rat1/HER-3 (linea celular positiva a antigeno) y células Rat1/pLSXN
(linea celular negativa a antigeno). Los datos se presentan como la intensidad de fluorescencia media geométrica
(Media Geo) de la tincion de células anti-HER-3 mediante diluciones en serie de muestras de suero.

TABLA 2

Serie N° 3, XMG1

Después de 6 iny.

Después de 12 iny.

ID Dilucion de la
Ratén muestra Media Geo células | Media Geo células | Media Geo células | Media Geo células
pos. neg. pos. neg.
1:50 9 10 11 10
Q832-1 1:250 6 9 6 6
1:1250 6 7 4
1:50 8 10 29 42
Q832-2 1:250 7 8 11 11
1:1250 5 6 6 5
1:50 7 12 11 9
Q832-3 1:250 5 7 5 5
1:1250 5 5 4 4
1:50 6 10 9 9
Q832-4 1:250 6 6 5 5
1:1250 5 5 4 4
1:50 11 11 17 13
Q832-5 1:250 10 7 6
1:1250 6 5 4
Q832-6 1:50 7 11 15 14
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Serie N° 3, XMG1

Después de 6 iny.

Después de 12 iny.

ID Dilucién de la
Ratén muestra Media Geo células | Media Geo células | Media Geo células | Media Geo células
pos. neg. pos. neg.
1:250 7 7 7 6
1:1250 5 6 6 4
1:50 8 11 7 15
Q832-7 1:250 6 7 5 5
1:1250 5 5 4 4
1:50 7 8 11 20
Q832-8 1:250 6 6 8
1:1250 5 5 5 4
1:50 7 12 15 16
Q832-9 1:250 6 8 6 5
1:1250 6 6
1:50 8 13 34 38
Q?ISZ- 1:250 6 8 9 8
1:1250 6 6
TABLA 3
Serie N° 4, XMG4
Después de 6 iny. Después de 12 iny.
ID Dilucién de la
Raton muestra Media Geo células | Media Geo células | Media Geo células | Media Geo células
pos. neg. pos. neg.
1:50 4 6 91 44
Q856-1 1:250 4 5 32 18
1:1250 4 4 19 10
1:50 4 8 148 54
Q856-2 1:250 4 5 89 23
1:1250 4 4 42 9
1:50 4 5 72 14
Q856-3 1:250 4 4 28 6
1:1250 4 4 18
1:50 4 5 11 49
Q856-4 1:250 4 5 10 17
1:1250 4 4 8 7
1:50 4 4 74 20
Q856-5 1:250 4 4 30 14
1:1250 4 4 16 6
1:50 4 5 86 21
Q856-6 1:250 4 4 32 10
1:1250 4 4 16 5
Q856-7 1:50 5 6 74 32
1:250 4 5 32 14
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Serie N° 4, XMG4

Después de 6 iny. Después de 12 iny.
ID Dilucion de la
Raton muestra Media Geo células | Media Geo células | Media Geo células | Media Geo células
pos. neg. pos. neg.
1:1250 4 4 16 6
1:50 4 5 106 14
Q856-8 1:250 4 4 45
1:1250 4 4 22
1:50 5 6 53 22
Q856-9 1:250 4 4 17 11
1:1250 4 4 11 5
1:50 4 5 72 53
Q?SB' 1:250 4 4 26 17
1:1250 4 4 15 7

Ejemplo 4: Recuperacion de linfocitos, aislamientos de células B, fusiones y generacion de hibridomas

Se sacrificaron ratones inmunizados y se recogieron y se reunieron los nédulos linfaticos de cada serie. Las células
linfoides se disociaron al triturar en DMEM para liberar las células de los tejidos, y las células se suspendieron en
DMEM. Las células se contaron y se afiadieron a la pella celular 0,9 ml de DMEM por 100 millones de linfocitos para
resuspender las células suavemente pero completamente. Usando 100 pl de cuentas magnéticas CD90+ por 100
millones de células, las células se etiquetaron al incubar las células con las cuentas magnéticas a 4°C durante 15
min. La suspension de células etiquetadas magnéticamente que contenia hasta 108 células positivas (o hasta 2x10°
células totales) se cargoé en una columna LS+ y la columna se lavé con DMEM. El efluente total se recogié como la
fraccion negativa a CD90 (se esperaba que la mayoria de estas células fueran células B).

La fusion se realizé al mezclar células B enriquecidas lavadas de lo anterior y células P3X63Ag8.653 de mieloma no
secretor adquiridas de ATCC (N° Cat. CRL 1580) (Kearney y cols, J. Immunol. 123, 1979, 1548-1550) en una
relacion de 1:1. La mezcla de células se aglomer6é suavemente mediante centrifugacion a 800 g. Después de la
retirada completa del sobrenadante, las células se trataron con de 2 a 4 ml de solucién de pronasa (CalBiochem, N°
Cat. 53702; 0,5 mg/ml en PBS) durante no mas de 2 min. A continuacion, se afiadieron de 3 a 5 ml de FBS para
detener la actividad enzimatica y la suspension se ajusté hasta 40 ml de volumen total usando solucién de
electrofusion celular, ECFS (sacarosa 0,3 M, Sigma, N° Cat. S7903, acetato magnésico 0,1 mM, Sigma, N° Cat.
M2545, acetato calcico 0,1 mM, Sigma, N° Cat. C4705). El sobrenadante se retiré después de la centrifugacion y las
células se resuspendieron en 40 ml de ECFS. Esta etapa de lavado se repiti6 y las células se resuspendieron de
nuevo en ECFS hasta una concentracion de 2x10° células/m.

La electrofusion celular se realizé usando un generador de fusién, modelo ECM2001, Genetronic, Inc., San Diego,
CA. El tamafio de la camara de fusion era 2,0 ml, usando los siguientes ajustes del instrumento: Condicion de
alineamiento: voltaje: 50 V, tiempo: 50 s; rotura de la membrana a: voltaje: 3000 V, tiempo: 30 ys; tiempo de reposo
después de la fusion: 3 s.

Después de la ECF, las suspensiones celulares se retiraron cuidadosamente de la camara de fusion bajo
condiciones estériles y se transfirieron a un tubo estéril que contenia el mismo volumen de medio de cultivo de
hibridomas (DMEM (JRH Biosciences), FBS al 15% (Hyclone), complementado con L-glutamina, pen/estrep, OPI
(oxaloacetato, piruvato, insulina bovina) (todos de Sigma) e IL-6 (Boehringer Mannheim). Las células se incubaron
durante de 15 a 30 min a 37°C y a continuacion se centrifugaron a 400 g durante cinco min. Las células se
resuspendieron suavemente en un pequefo volumen de medio de seleccion de hibridomas (medio de cultivo de
hibridomas complementado con 0,5 x HA (Sigma, N° Cat. A9666)) y el volumen se ajustd apropiadamente con mas
medio de seleccién de hibridomas, basado en una siembra final de 5x10° células B totales por placa de 96 pocillos y
200 pl por pocillo. Las células se mezclaron suavemente y se pipetearon en placas de 96 pocillos y se dejaron
crecer. El dia 7 o 10, la mitad del medio se retird y las células se realimentaron con medio de seleccion de
hibridomas.

Ejemplo 5: Seleccion de posibles anticuerpos mediante ELISA
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Después de 14 dias de cultivo, un cribado primario de sobrenadantes de hibridoma de la serie N° 1 (los ratones de la
serie uno se dividieron arbitrariamente en la fusiéon N° 1 y N° 2) con respecto a anticuerpos especificos para HER-3
se realizdé mediante ELISA usando ECD de HER-3 etiquetado con his contracribando frente a una proteina
etiquetada con his irrelevante mediante ELISA usando anti-hulgGFc-HRP de cabra (Caltag Inc., N° Cat. H10507, la
concentracion de uso era una dilucién 1:2000) para detectar la unién de IgG humana a ECD de HER-3 inmovilizado
sobre placas de ELISA. Los sobrenadantes de cultivo antiguos procedentes de los pocillos de crecimiento de células
de hibridoma positivos basados en el cribado primario se retiraron y las células de hibridoma positivas a HER-3 se
suspendieron con medio de cultivo de hibridomas reciente y se transfirieron a placas de 24 pocillos. Después de 2
dias en cultivo, estos sobrenadantes estaban listos para un cribado de confirmaciéon secundario. En el cribado de
confirmacién secundario para anticuerpos para IgGk completamente humanos especificos para HER-3, los positivos
en el cribado primario se cribaron mediante ELISA con dos grupos de anticuerpos detective: anti-hulgGFc-HRP de
cabra (Caltag Inc., N° Cat. H10507, la concentracion de uso era 1:2000 de dilucién) para la deteccién de la cadena
gamma humana y anti-hlg kappa-HRP de cabra (Southern Biotechnology, N° Cat. 2060-05) para la deteccion de la
cadena ligera kappa humana. Habia 91 anticuerpos monoclonales especificos de IgG/kappa HER-3 completamente
humanos que se generaban a partir de la serie N° 1.

Ejemplo 6: Seleccion de posibles anticuerpos mediante FMAT/FACS

Después de 14 dias de cultivo, sobrenadantes de hibridoma procedentes de la serie N° 3 y N° 4 (fusién N° 3 y N° 4)
se cribaron con respecto a anticuerpos monoclonales especificos para HER-3 mediante FMAT. En el cribado
primario, sobrenadantes de hibridoma en una dilucion final 1:10 se incubaron con células Rat1-Her3 que expresan
HER-3 humano y 400 ng/ml de anticuerpo especifico para Fc anti-lgG humana de F(ab)'2 conjugada a Cy5 (Jackson
ImmunoResearch, N° Cat. 109-176-098) a temperatura ambiente durante 6 h. La unién de anticuerpos y complejo de
anticuerpos de deteccion a las células se midié6 mediante FMAT (Applied Biosystems). La uniéon no especifica de
anticuerpos a las células se determiné mediante su unién a las células Rat1 parentales. Un total de 420 hibridomas
que producen anticuerpos especificos para HER se selecciond del cribado primario de la fusién N° 3. Los
sobrenadantes procedentes de estos cultivos expandidos se probaron de nuevo usando el mismo protocolo de
FMAT y se confirmé que 262 de ellos se unian a células que expresan HER-3 especificamente. Un total de 193
hibridomas que producen anticuerpo especificos para HER-3 se seleccioné del cribado primario de la fusion N° 4.
Los sobrenadantes procedentes de estos cultivos expandidos se probaron mediante FACS y se confirmé que 138 de
ellos se unian a células que expresan HER-3 especificamente. En el ensayo de confirmaciéon por FACS, células
Rat1-Xher3 y células Rat1 parentales (como control negativo) se incubaron con sobrenadantes de hibridoma con
una dilucion 1:2 durante 1 h a 40°C en PBS que contenia 2% de FBS. Después del lavado con PBS, la uniéon de los
anticuerpos a las células se detectdé mediante 2,5 pug/ml de anticuerpo especifico para Fc anti-IlgG humana de
F(ab)'2 conjugada a Cy5 (JIRN® 109-176-098) y 5 ug/ml de anticuerpo especifico de anti-kappa humana de F(ab')2
de cabra conjugada a PE (SBN° 2063-09). Después de retirar los anticuerpos no unidos al lavar con PBS, las células
se fijaron mediante cytofix (BDN° 51-2090KZ) con una dilucién 1:4 y se analizaron mediante FACSCalibur.

Ejemplo 7: Seleccion de hibridomas para clonacion

Anticuerpos de las series 1y 2 se seleccionaron para la clonacién de hibridomas basandose en la especificidad para
HER-3 sobre HER1 (EGFR), HER-2 y HER-4 en ELISA usando dominios extracelulares recombinantes purificados
disponibles de, por ejemplo, R&D Biosystems, y analisis basado en FACS de lineas celulares tumorales humanas
que expresan diferentes miembros de la familia de HER, y un incremento de > 5 veces en la intensidad de
fluorescencia media en la tincién con FACS de células positivas a HER-3 sobre un fondo. Basandose en estos
criterios, se seleccioné un total de 23 lineas de hibridoma con respecto a la clonacién mediante siembra celular con
dilucion limitativa.

Anticuerpos de las series 3 y 4 se seleccionaron con respecto a la clonacion de hibridomas basandose en la
especificidad para HER-3 sobre HER-1 (EGFR), HER-2 y HER-4 mas otros tres criterios. El primer criterio era un
cribado por ELISA con respecto a anticuerpos con epitopos contenidos dentro del dominio L2 de HER-3 (véase el
Ejemplo "Analisis estructural de anticuerpos anti-HER-3 en la invencion).

El segundo criterio era la neutralizacion de la union de heregulina-alfa biotinilada a células que expresan HER-3 en
un ensayo basado en FACS. Las células SKBR-3 se recogieron, se lavaron en medio de cultivo, se aglomeraron a
través de centrifugacion y se resuspendieron en medio de cultivo. Las células resuspendidas se dividieron en partes
alicuotas en placas de 96 pocillos. Las placas se centrifugaron para aglomerar las células. Se afiadieron anticuerpos
de prueba en sobrenadantes de hibridoma agotados en 25ul/pocillo y se incubaron durante 1 h sobre hielo para
permitir la unién del anticuerpo. Se afiadieron 50 ul de una solucién de heregulina-alfa 10 nM (R&D Biosystems,
Minneapolis, MN) a cada pocillo para una concentracion final de 5 nM y se incubaron sobre hielo durante 1,5 h. Las
células se lavaron en 150 ul de PBS, se aglomeraron mediante centrifugacion y el sobrenadante se retir6. Las
células se resuspendieron en 50 pl de anticuerpo policlonal anti-HRG-alfa de cabra en 10 pg/ml y se incubaron
durante 45 min sobre hielo. Las células se lavaron en 200 ul de PBS, se aglomeraron mediante centrifugacion y el
sobrenadante se retir6. Se afadieron 50 yl de una solucién de anticuerpo policlonal contra inmunogobulinas de
cabra etiquetado con Cy5 de conejo en 5 ug/ml mas 7AAD en 10 pg/ml y se incubaron sobre hielo durante 15 min.
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Las células se lavaron en 200 pl de PBS, se aglomeraron mediante centrifugacion y el sobrenadante se retird. Las
células se resuspendieron en 100 pl de tampdn de FACS y se leyeron en el FACS. Los anticuerpos para HER-3 de
prueba que reducian la unién de heregulina-alfa eran los que tenian la menor actividad fluorescente. Como controles
positivos, se usaron diluciones en serie 1:5 desde 10.000 ng/ml hasta 16 ng/ml de un mAb para HER-3 de raton
(105.5) o el mAb para HER-3 de IgG1 humana, U1-49. Los controles negativos eran heregulina-alfa sola, células
solas, anticuerpo policlonal anti-heregulina-alfa de cabra solo y anticuerpo policlonal contra inmunoglobulinas de
cabra etiquetado con Cy5 de conejo solo.

El tercer criterio era la clasificacion relativa con respecto a la afinidad y/o la intensidad de fluorescencia media
relativa superior en FACS usando lineas celulares que expresan HER-3. La clasificacion relativa con respecto a la
afinidad se realizé al normalizar concentraciones de anticuerpo especifico para HER-3 y presentan frente a los datos
de ELISA de antigenos limitativo como sigue.

Normalizacién de concentraciones de anticuerpo especifico para antigeno usando ELISA con alto contenido de
antigeno

Usando un método de ELISA, los sobrenadantes para la concentracion de anticuerpo especifico de antigeno se
normalizaron. Usando dos anticuerpos anti-lgG1 humana de HER-3 de la serie 1 de concentracién conocida
valorados en paralelo, se generd una curva estandar y la cantidad de anticuerpo especifico de antigeno en los
sobrenadantes de hibridoma de prueba procedentes de las series 3 y 4 se compararon con el estandar. DE este
modo, se estimé la concentracion de anticuerpo para IgG de HER3 humana en cada cultivo de hibridoma.

Se elaboraron placas de neutravidina al revestir neutravidina en 8 ug/ml en 1XPBS/azida sddica al 0,05% sobre
placas de unién a medio Costar 3368 en 50 ul/pocillo con incubacion durante la noche a 4°C. Al dia siguiente, las
placas se bloquearon con 1XPBS/leche desnatada al 1%. ECD de HER-3 etiquetado con his fotobiotinilado en 500
ng/ml en 1XPBS/leche desnatada al 1% se unid a las placas de neutravidina al incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente. El sobrenadante de hibridoma, diluido en serie 1:2,5 desde una diluciéon de partida de 1:31 hasta una
dilucion final de 1:7568 en 1XPBS/leche desnatada al 1%/azida al 0,05%, se afiadid en 50 pl/pocillo, y a
continuacién se incubd durante 20 horas a temperatura ambiente. Se usaron diluciones en serie para asegurar la
obtencién de lecturas de OD para cada valor desconocidos en el intervalo lineal del ensayo. Posteriormente, un
anticuerpo de deteccion secundario, HRP anti Fc de IgG humana de cabra en 400 ng/ml en 1XPBX/leche desnatada
al 1% se afadio en 50 pl/pocillo. Después de 1 hora a temperatura ambiente, las placas se lavaron de nuevo 5
veces con agua y se afiadieron a cada pocillo 50 pl de sustrato TMB de un componente. La reaccion se detuvo
después de 30 minutos mediante la adicion de 50 pl de acido clorhidrico 1 M a cada pocillo y las placas se leyeron a
una longitud de onda de 450 nm. Se generd una curva estandar a partir de los dos mAb para HER-3 de 1gG1
procedentes de la serie 1, diluidos en serie 1:2 desde 1000 ng/ml hasta 0,06 ng/ml y se ensayaron en un ELISA
usando el protocolo anterior. Para cada valor desconocido, se usaron lecturas de OD en el intervalo lineal del
ensayo para estimar la concentracion de IgG de HER-3 humana en cada muestra.

El analisis de antigenos limitado es un método que clasifica por afinidad los anticuerpos especificos para antigeno
en sobrenadantes de cultivo de células B con relacion a otros anticuerpos especificos de antigeno. En presencia de
un revestimiento muy bajo de antigeno, solo los anticuerpos de afinidad mas alta serian capaces de unirse a
cualquier nivel detectable en el equilibrio. (Véase, p. ej., la Publicacion PCT WO/03048730A2 titulada
"IDENTIFICATION OF HIGH AFFINITY MOLECULES BY LIMITED DILUTION SCREENING" publicada el 12 de
junio de 2003). En este caso, dos mAb procedentes de la serie 1, ambos de concentracion conocida y KD conocida,
se usaron como puntos de referencia en el ensayo.

Se elaboraron placas de neutravidina al revestir neutravidina en 8 ug/ml en 1XPBS/azida sddica al 0,05% sobre
placas de uniéon a medio Costar 3368 en 50 ul/pocillo con incubacion durante la noche a 4°C. Al dia siguiente, las
placas se bloquearon con 1XPBS/leche desnatada al 1%. ECD de HER-3 etiquetado con his biotinilado se uni6 a
placas de neutravidina de 96 pocillos en concentraciones: 125, 62,5, 31,2, 15,6 y 7,8 ng/ml en 1XPBS/leche
desnatada al 1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Cada placa se lavd 5 veces con agua. Sobrenadantes de
hibridoma diluidos 1:31 en 1XPBS/leche desnatada al 1%/azida al 0,05% se afiadieron en 50 ul/pocillo. Después de
20 horas de incubacion a temperatura ambiente en un agitador, las placas se lavaron de nuevo 5 veces con dH;O.
Posteriormente, un anticuerpo de deteccion secundario, HRP (peroxidasa de rabano picante) anti Fc de IgG humana
de cabra en 400 ng/ml en 1XPBS/leche desnatada al 1% se afiadié en 50 pl/pocillo. Después de 1 hora a
temperatura ambiente, las placas se lavaron de nuevo 5 veces con dH;O y se afiadieron a cada pocillo 50 ul de
sustrato TMB de un componente. La reaccién se detuvo después de 30 minutos mediante la adicién de 50 pl de
acido clorhidrico 1 M a cada pocillo y las placas se leyeron a una longitud de onda de 450 nm. Las lecturas de OD
de una concentracion de antigeno que daba valores de OD en el intervalo lineal se usaron para el analisis de datos.

Representar los datos de antigeno altos, que estiman comparativamente la concentracion de anticuerpo especifico
(véase anteriormente para los detalles), frente a la OD de antigeno limitada ilustraba los anticuerpos de afinidad
relativamente superior, p. €j., los que unidos tenian una OD superior en el ensayo con antigeno limitado mientras
que tenian cantidades inferiores de anticuerpo para HER-3 de IgG en el sobrenadante.
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Los hibridomas de las series 3 y 4 para los 33 anticuerpos que se comportan mejor en estos grupos de ensayo se
adelantaron para la clonacién mediante siembra de hibridomas con dilucién limitativa.

Alternativamente, el analisis por FACS de la expresion de HER-3 de células of Ratl/pLXSN y Ratl/HER-3 mostraba
resultados similares (sin reactividad cruzada con epitopos de rata endégenos) (Fig. 2).

Con detalle, se recogieron 1x10° células con EDTA 10 mM en PBS, se lavaron una vez con tampén de FACS (PBS,
FCS al 3%, azida al 0,4%) y se sembraron en una placa de fondo redondo de 96 pocillos. Las células se
centrifugaron durante 3 min a 1000 rpm para retirar el sobrenadante y a continuacién se resuspendieron con los
anticuerpos de la familia HER especificos (3 pg/ml). Las suspensiones celulares se incubaron sobre hielo durante 45
min, se lavaron dos veces con tampon de FACS y se resuspendieron con anticuerpo secundario (100 ul/pocillo) anti-
PE humana de burro (Jackson Immunoresearch, PA) diluido 1:50 en tampoén de FACS. Las suspensiones celulares
se incubaron sobre hielo y en la oscuridad durante 30 min, se lavaron dos veces con tampén de FACS y se
analizaron (FACS, Beckman Coulter).

Ejemplo 8: Andlisis estructural de anticuerpos anti-HER-3

En el siguiente analisis, se proporciona informacioén estructural relativa a anticuerpos preparados segun la invencion.
El contenido de la invencién son anticuerpos como los definidos en las reivindicaciones, en particular el anticuerpo
U1-59. Anticuerpos adicionales se proporcionan solamente como ejemplos comparativos. A fin de analizar
estructuras de anticuerpos producidos segun la presente invencion, genes que codifican los fragmentos de la
cadena pesada y ligera se amplificaron fuera del hibridoma particular. La secuenciacion se efectué como sigue:

Los transcritos de VH y VL se amplificaron de clones de hibridoma individuales en una placa de 96 pocillos usando
la reaccidon en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR). Se aisl6 ARNm de poli(A)+ de
aproximadamente 2x10° células de hibridoma usando un estuche Fast-Track (Invitrogen). Se pusieron en marcha
cuatro reacciones de PCR para cada hibridoma: dos para la cadena ligera (kappa (), y dos para la cadena pesada
gamma (y). Se uso el estuche de PCR a temperatura ambiente QIAGEN OneStep para la amplificacion (Qiagen, N°
Catalogo 210212). En las reacciones de PCR a temperatura ambiente acopladas, se sintetizaron ADNc con una
combinacién de enzimas a temperatura ambiente (Omniscript y Sensiscript) usando el cebador de secuencia
antisentido correspondiente a C-k, o a un consenso de las regiones CH1 de C y genes. La transcripcion inversa se
realizd a 50°C durante 1 h seguida por amplificacion por PCR del ADNc mediante ADN polimerasa HotStarTaq para
una alta especificidad y sensibilidad. Cada reaccion de PCR usaba una mezcla de cebadores de sentido 5'; las
secuencias de los cebadores se basaban en las secuencias lider de VH y VK disponibles en el cibersitio de Vbase
(http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo a 94°C durante 15 min, comienzo en caliente inicial seguido por 40 ciclos
de 94°C durante 30 s (desnaturalizacion), 60°C durante 30 s (renaturalizacion) y 72°C durante 1 min (elongacion).

Los productos de PCR se purificaron y se sometieron a secuenciacion directamente usando cebadores de PCR
directos e inversos usando el ABI PRISM BigDye terminator cycle sequencing ready reaction Kit (Perkin Elmer).
Ambas hebras se sometieron a secuenciacion usando estuches de secuenciacion con terminador de colorante Prism
y una maquina de secuenciacion ABI 377.

Analisis de secuencias

Los analisis de las secuencias de ADNc de cadena pesada V y kappa V humanas de los anticuerpos para HER3 se
efectuaron al alinear las secuencias de HER-3 con secuencias de cadena pesada V y kappa V de la linea germinal
humana usando el software de disefio propio Abgenix (5AS). El software identificada la utilizacion del gen V, el gen
D y el gen J asi como inserciones nucleotidicas en las uniones de recombinaciéon y mutaciones somaticas. También
se generaron secuencias de aminoacidos informaticamente para identificar mutaciones somaticas. Se podrian
obtener resultados similares con un software de analisis de secuencias disponible comercialmente e informacién
disponible publicamente sobre la secuencia de los genes V, D y J humanos, p. €j., Vbase (http://vbase.mrc-
cpe.cam.ac.uk/).

Clonacion molecular del mAb U1-59

Se extrajo ARN total del pocillo de cultivo tisular que contenia mdltiples linajes de hibridomas, incluyendo el linaje de
hibridoma que secreta el anticuerpo U1-59. Una region variable de la cadena pesada se amplificé usando cebadores
especificos de la familia lideres 5', con cebador 3'-C-gamma. Una banda principal se amplific6 usando un cebador
VH4, sin que fueran visibles otras bandas. El fragmento VH4-34 gamma se clond en el vector de expresion pCDNA
en el marco con un gen de la region constante de gamma 1 humana.
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Una region variable de la cadena pesada de IgM se amplificd usando cebadores especificos de la familia VH 5' con
el cebador de la region constante mu 3'. Una banda principal se amplificé6 usando el cebador VH2, sin que fueran
visibles otras bandas. El fragmento VH2-5 se cloné en el vector de expresion pCDNA en el marco con un gen de la
region constante mu humano. Las cadenas kappa V se amplificaron y se sometieron a secuenciacion. Se
identificaron cuatro productos de RT-PCR de la cadena kappa. Los productos se sometieron a secuenciacion y
después del analisis de secuencias a través de traduccion informatica, solo tres de ellos tenian marcos de lectura
abierta. Estas tres cadenas kappa funcionales se clonaron fuera del hibridoma U1-59 oligoclonal bien identificado
basandose en la utilizacién del gen V kappa como (1) VK1 A3-JK2, (2) VK1 A20-JK3 y (3) B3-JK1. Todas las V-
kappa se clonaron en el vector de expresion pCDNA en el marco con el gen de la region constante de la cadena
ligera kappa humana.

Transfecciones:

Cada cadena pesada se transfecté con cada una de las cadenas kappa en transfecciones transitorias para un total
de 6 pared de cadena pesada/cadena ligera kappa. La transfeccion de la cadena gamma con la cadena kappa A20
daba escasa expresion de anticuerpo, mientras que no se secretaba o detectaba anticuerpo cuando la cadena
kappa A20 se cotransfectaba con la cadena mu. Un total de tres IgG sups y dos IgM sups estaba disponible para la
union a HER-3.

Cadena|VH D J Constante| ORF
Pesada | VH4-34|D1-20|{JH2 |Gamma |si
Pesada |VH2-5 [D6-6 |JH4b|Mu si
Ligera |A3 JK2 |Kappa si
Ligera |A20 JK3 |Kappa si
Ligera |B3 JK1 |Kappa si
Ligera |A27 JK3 |Kappa NO

La actividad de union a lineas celulares HER-3+ se detecté en FACS con el mAb de IgG1 que consistia en la cadena
VH4-34 y la B3 kappa. Ninguna de las otras combinaciones VH/Vk daban sefial de fluorescencia por encima del
fondo en FACS usando lineas celulares HER-3+.

Competicion de unién de los anticuerpos anti-HER-3

Se realizé6 una compartimentacion de anticuerpos competitiva multiple segun se publica en Jia y cols. J Immunol
Methods. 288, 91-98 (2004) para determinar aglomerados de anticuerpos para HER-3 que competian con respecto a
la uniéon a HER-3. Los anticuerpos para HER-3 probados de la serie 1 se aglomeraban en 5 compartimentos
basandose en la competicidon con respecto a la union.

Compartimento N° 1

Compartimento N° 2

Compartimento N° 3

Compartimento N° 4

Compartimento N° 5

U 1-42

U1-48

uU1-52

U1-38

uU1-45

U 1-44 U1-50 U1-39 U1-40
U1-62 U1-51 U1-41
U1-46 U1-43
u1-47 U1-49 U1-61
U1-58 U1-53

U1-55

Caracterizacion epitdpica de anticuerpos anti-HER-3

Los epitopos de anticuerpos anti-HER-3 humanos se caracterizaron. En primer lugar, un analisis de transferencia de
gota de la proteina de ECD purificada etiquetada con HER-3-His desnaturalizada reducida mostraba ausencia de
union mediante los anticuerpos anti-HER-3 probados (U1-59, U1-61, U1-41, U1-46, U1-53, U1-43, U1-44, U1-47,
U1-52, U1-40, U1-49)) demostrando que todos tenian epitopos sensibles a la reduccion de enlaces disulfuro,
sugiriendo que todos tenian epitopos discontinuos. Posteriormente, los anticuerpos se cartografiaron a dominios
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definidos en la molécula de HER-3 al manipular diversas moléculas quiméricas de HER-3 de ser humano-rata,
basandose en la division del dominio extracelular de HER-3 en cuatro dominios:

1) L1 (D1): el dominio secundario de unién a ligando,
2) S1 (D2): el primer dominio rico en cisteina,

3) L2 (D3): el principal dominio de unién a ligando, y
4) S2 (D4): el dominio secundario rico en cisteina.

El dominio extracelular (ECD) de ADNc de HER-3 humano se amplificé a partir de células RAT1-HER-3. Los ADNc
de HER-3 de rata se amplificaron mediante RT-PCR a partir de ARN de higado de rata y se confirmaron mediante
secuenciacion. Los ADNc que expresan el ECD de Her3 humano y de rata se clonaron en vectores de expresion de
mamifero como proteinas de fusién V5-His. Los dominios procedentes del ECD de HER-3 humano se
intercambiaron en el andamiaje proporcionado por el ECD de HER-3 de rata al usar los sitios de restriccion internos
Mfe1, BstX1 y Dralll. Por este medio, diversas proteinas de fusion de ECD de HER-3 HIS de rata/ser humano
quiméricas (aminoacidos 1-160, 161-358, 359-575, 1-358, 359-604) se construyeron y se expresaron a través de
transfeccion transitoria de células HEK 293T. La expresién de las construcciones se confirmé usando un anticuerpo
policlonal de rata contra HER-3 humano. Los anticuerpos monoclonales humanos se probaron en ELISA con
respecto a la unién a los ECD quiméricos secretados.

Dos de los anticuerpos humanos, incluyendo el anticuerpo U1-59, reaccionaban cruzadamente con HER-3 de rata.
Para asignar dominios de union, estos mAb se probaron contra una forma truncada de HER-3 que consistia en
proteina etiquetada con L1-S1-V5his purificada del sobrenadante de células HEK 293T transfectadas con un ADN
plasmidico que codifica la expresién de los dominios extracelulares L1-S1 de HER3. El mAb U1-59 se une a la
proteina de L1-S1 en ELISA, implicando que su epitopo esta en L1-S1. EIl mAb 2.5.1 no se unia a la proteina de L1-
S1, implicando que su epitopo esta en L2-S2. Se efectudé una cartografia adicional del anticuerpo U1-59 usando
espectroscopia de masas de tiempo de vuelo SELDI con digestos proteoliticos sobre chip de complejos de mAb-
ECD de HER-3.

Cartografia de epitopos de U1-59 usando SELDI

La cartografia adicional del anticuerpo U1-59 se efectué usando una espectroscopia de tiempo de vuelo SELDI con
digestos proteoliticos sobre chip de complejos de mAb-ECD de HER-3. La proteina A se unia covalentemente a una
micromatriz de proteina PS20 y se usé para capturar el mAb U1-59. A continuacion, el complejo del chip de proteina
PS20 y el anticuerpo monoclonal se incubé con antigeno purificado para HER-3-His. Posteriormente, el complejo
anticuerpo-antigeno se digirid con una alta concentracion de Asp-N. El chip se lavd, dando como resultado una
retencion solamente del péptido de HER-3 unido al anticuerpo sobre el chip. El epitopo se determiné mediante
SELDI y se identificd por la masa del fragmento. El fragmento de 6814 D identificado corresponde a dos posibles
péptidos esperados generados a partir de un digesto parcial del ECD de HER-3-his. Ambos péptidos solapados se
cartografian al dominio S1. Al acoplar los resultados de SELDI con la unién a una construccion con eliminacion de
HER-3, el epitopo se cartografié a los residuos 251 a 325.

La localizacion de los dominios de uniéon en la parte extracelular de HER-3 que son reconocidos por los mAb anti-
HER-3 humanos de la invencion se resume en la Tabla 4. Los resultados de la cartografia de los dominios epitdpicos
eran coherentes con los resultados de compartimentos de competiciéon de unién a anticuerpos, con anticuerpos que
competian cruzadamente entre si con respecto a la unién a HER-3 que también se cartografiaban hasta los mismos
dominios en HER-3 (Fig. 3).

TABLA 4

Un resumen del dominio de union de mAb basado en los resultados del ensayo ELISA
mAb XR de rata |Dominio de union |mAb XR de rata | Dominio de unién

U 1-59 [Si S1 u1-2 No L2

U1-61 [No L2 u1-7 No L2

U1-41 [No L2 u1-9 No L2

U1-46 [No S1 u1-10 No L2

U1-53 [No L2 u1-12 No L2
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Un resumen del dominio de unién de mAb basado en los resultados del ensayo ELISA
mAb XR de rata |Dominio de unién |mAb XR de rata |Dominio de unién
U1-43 |No L2 U1-13 [No L2

U 1-44 |No S1 U1-14 [No L2

U1-47 |No S1 U1-15 [No L2

U 1-52 |Si L2S2 U1-19 [No L2

U1-40 |No L2 U1-20 |[No L2

U1-49 |No L1 U1-21 No L2

U1-21 |No L2 U1-28 |[No L2

U1-22 |No L2 (U1-31) |No L2

U1-23 |No L2 U1-32 [No L2

U 1-24 |No L2 (U1-35) |No L2

U1-25 |No L2 U1-36 [No L2

U1-26 |No L2 (U1-37) |No L2

U1-27 |No L2

XR = reactivo cruzadamente
Ejemplo 9: Determinacion de clases candnicas de anticuerpos

Chothia y cols. han descrito la estructura de los anticuerpos en lo relativo a "clases candnicas" para las regiones
hipervariable de cada cadena de inmunoglobulina (J. Mol. Biol., 20 de agosto de 1987, 196(4):901-17). Las
estructuras atémicas de los fragmentos Fab y VL de una variedad de inmunoglobulinas se analizaron para
determinar la relacion entre sus secuencias de aminoacidos y las estructuras tridimensionales de sus sitios de union
a antigeno. Chothia y cols. encontraron que habia relativamente pocos residuos que, a través de su unién por
enlaces de hidrégeno con empaquetamiento o la capacidad para asumir conformaciones phi, psi u omega inusuales,
fueran fundamentalmente responsables de las conformaciones de la cadena principal de las regiones hipervariables.
Se encontrd que estos residuos se presentaban en sitios dentro de las regiones hipervariables y en el armazon de
lamina B conservado. Al examinar secuencias de inmunoglobulinas que tienen estructura desconocida, Chothia y
cols. muestran que muchas inmunoglobulinas tienen regiones hipervariables que son similares en tamafo a una de
las estructuras conocidas y residuos idénticos adicionalmente contenidos en los sitios responsables de la
conformacioén observada.

Su descubrimiento implicaba que estas regiones hipervariables tienen conformaciones cercanas a las de estructuras
conocidas. Para cinco de las regiones hipervariables, el repertorio de conformaciones parecia estar limitado a un
numero relativamente pequefio de clases estructurales discretas. Estas conformaciones de la cadena principal
comunmente presentes de las regiones hipervariables se denominaron "estructuras candénicas". Un trabajo adicional
de Chothia y cols. (Nature, 21-28 de diciembre de 1989, 342(6252):877-83) y otros (Martin, y cols. J. Mol. Biol., 15
de noviembre de 1996, 263(5):800-15) confirmaban que hay un pequefio repertorio de conformaciones de la cadena
principal para al menos cinco de las seis regiones hipervariables de los anticuerpos.

Las CDR de cada anticuerpo descrito anteriormente se analizaron para determinar su clase candnica. Como se
sabe, las clases candnicas solo han sido asignadas para CDR1 y CDR2 de la cadena pesada del anticuerpo, junto
con CDR1, CDR2 y CDRS3 de la cadena ligera del anticuerpo. Las tablas posteriores resumen los resultados del
analisis. Los datos de las clases candnicas estan en la forma de HCDR1-HCDR2-LCDR1-LCDR2-LCDR3, en donde
"HCDR" se refiere a la CDR de la cadena pesada y "LCDR" se refiere a la CDR de la cadena ligera. Asi, por
ejemplo, una clase canédnica de 1-3-2-1-5 se refiere a un anticuerpo que tiene una HCDR1 que esta dentro de la
clase candnica 1, una HCDR2 que esta dentro de la clase candnica 3, una LCDR1 que esta dentro de la clase
canonica 2, una LCDR2 que esta dentro de la clase canonica 1 y una LCDR3 que esta dentro de la clase candnica
5.

Las asignaciones se hicieron a una clase candnica particular en la que habia 70% o mas de identidad de los
aminoacidos en el anticuerpo con los aminoacidos definidos para cada clase candnica. Los aminoacidos definidos
para cada anticuerpo se pueden encontrar, por ejemplo, en los articulos de Chothia y cols. mencionados
anteriormente. La Tabla 5 y la Tabla 6 presentan los datos de las clases candnicas para cada uno de los anticuerpos
para HER-3. Cuando hay menos de 70% de identidad, la asignacion a la clase candnica estd marcada con un
asterisco ("*") para indicar que se realizaba la mejor estimacion de la clase candnica apropiada, basandose en la
longitud de cada CDR vy la totalidad de los datos. Cuando no existia una clase candnica coincidente con la misma
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longitud de CDR, la asignacion de la clase candnica se marca con una letra s y un ndmero, tal como "s18",
significando que la CDR es de tamafio 18. Cuando no existian datos de secuencia disponibles para una de las

cadenas pesada y ligera, la clase canonica se marca con "Z".

TABLA 5
Anticuerpo H1-H2-L1-L2- [Longitud de|Anticuerpo H1-H2-L1-L2- |Longitud de
(clasificado) L3 H3 (clasificado) L3 H3
U1-38 3-1-4-1-1 9 u1-7 3-1-2-1-1 12
U1-39 1-1-4-1*-1 6 u1-9 3-1-2-1-1 12
U1-40 3-1-4-1-1 15 u1-10 3-1-2-1-1 12
U1-41 3-1-2-1-1 15 u1-12 3-1-2-1-1 12
U1-42 1-2-2-1-1 9 U1-13 3-1-4-1-1 7
U1-43 3-1-2-1-1 17 uU1-14 3-1-2-1-1 12
U 1-44 1-2-2-1-1 9 uU1-15 3-1-8-1-1 14
U1-45 1-2%-2-1-1 16 uU1-19 3-1-2-2-Z 12
U1-46 3-s18-2-Z-Z 17 U1-20 3-1-2-1-1 19
u1-47 3-s18-2-1-1 16 u1-21 3-1-2-1-1 12
U1-48 1-1-Z-Z-Z 16 uU1-22 3-1-2-1-1 12
U1-49 1-3-4-1-1 17 U1-23 3-1-2-1-1 12
U1-50 3-1-2-1-1 17 U1-24 3-1-2-1-1 12
U1-51 1-1-3-1-1 19 U1-25 3-1-2-1-1 12
U1-52 3-1-8-1-1 15 U1-26 3-1-2-1-1 12
U1-53 1-3-2-1-1 10 u1-27 3-1-2-1-1 12
U1-55 3-1-4-1-1 15 U1-28 3-1-2-1-1 12
uU1-57 3-1-4-1-1 15 U1-31 1-2-2-1-1 13
U1-58 1-3-2-1-1 12 U1-32 3-1-2-1-1 12
U1-59 1-1-3-1-1 9 U1-35 1-3-2-1-1 14
U1-61.1 3-1*-2-1-1 16 U1-36 3-1-2-1-1 12
U1-62 1-2-8-1-1 12 uU1-37 1-2-72-72-Z 13
u1-2 3-1-2-1-1 12

La Tabla 7 es un analisis del nimero de anticuerpos por clase. El nimero de anticuerpos que tienen la clase
canonica particular indicada en la columna de la izquierda se muestra en la columna de la derecha. Los cuatro mAb
que carecen de datos de secuencia de una cadena y que tienen asi "Z" en la asignacion candnica no se incluyen en

este recuento.

La estructura mas comunmente observada es 3-1-2-1-1: Veintiuno de cuarenta y un mAb que tienen secuencias de
cadenas tanto pesada como ligera tenian esta combinacion.

TABLA 6
H1-H2-L1-L2-L3|Recuento
1-1-3-1-1 2
1-1-4-1*-1 1
1-2-2-1-1 4
1-2-8-1-1 1
1-3-2-1-1 3
1-3-4-1-1 1
3-1-2-1-1 21
3-1-4-1-1 5
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H1-H2-L1-L2-L3 |Recuento
3-1-8-1-1 2
3-s18-2-1-1 1

Ejemplo 10: Determinacion de la afinidad de los anticuerpos

Se realizaron medidas de afinidad de anticuerpos anti-HER-3 mediante analisis de Scatchard por FACS indirecta.
Por lo tanto, 10° células de interés o células SK-Br 3 se recogieron con EDTA 10 mM en PBS, se lavaron una vez
con tampoén de FACS (PBS, FCS al 3%, azida al 0,4%) y se sembraron en una placa de fondo redondo de 96
pocillos. Las células se centrifugaron durante 3 min a 1000 rpm para retirar el sobrenadante y a continuacion se
resuspendieron con anticuerpo para a-HER-3 (3 pg/ml) o con diluciones de anticuerpo (100 pl/pocillo) partiendo de
20 pg/ml de anticuerpo monoclonal humano en tampén de FACS, diluido en etapas de dilucion 1:2. Las
suspensiones celulares se incubaron sobre hielo durante 1 h, se lavaron dos veces con tampdn de FACS y se
resuspendieron con anticuerpo secundario (100 ul/pocillo) anti-PE humana de burro (Jackson) diluido 1:50 en
tampon de FACS. Las suspensiones celulares se incubaron sobre hielo y en la oscuridad durante 30 min, se lavaron
dos veces con tampon de FACS y se analizaron (FACS, Beckman Coulter). Segun el analisis de Scatchard por
FACS, la media de fluorescencia se calculd para cada medida. La tincion de fondo (= sin el 1° anticuerpo) se
sustrajo de cada media de fluorescencia. Se generd una grafica de Scatchard con valor x = media de fluorescencia y
el valor y = media de fluorescencia/concentracion de mAb (nM). La KD se tom6 como el valor absoluto de 1/m de la
ecuacion lineal. La Fig. 4 muestra un analisis cinético que usa el anticuerpo U1-59 de la invencion. En la tabla 8
siguiente, se proporcionan medidas de afinidad para ciertos anticuerpos seleccionados de este modo.
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TABLA 7
clon KD (nM)
U1-38 |n.d.
uU1-39 |102
u1-40 |6,7
uU1-41 10,18
U1-42 |n.d.
uU1-43 10,57
U1-44 |4
uU1-52 116,8
u1-61 10,13
uU1-62 20,4
U1-46 |13,8
U1-47 19,38
u1-49 |1
U1-50 [39,3
U1-51 |131,6
U1-53 |0,082
U1-55.1|3,7
U1-58 |64
U1-59 13,69
U 1-24 0,06
u1-7 0,02

Ejemplo 11: Los anticuerpos anti-HER-3 inducen la endocitosis del receptor HER-3

El HER-3 se ha identificado como un factor que puede influir en el inicio y el avance de enfermedades
hiperproliferativas a través de servir como un importante “portero” de la sefalizacién celular mediada por la familia
HER. Asi, si HER-3 es depurado eficazmente de la superficie celular/membrana por la internalizacién del receptor, la
sefializacion celular y por lo tanto la transformacion y/o el mantenimiento de células en una enfermedad maligna se
puede disminuir o suprimir finalmente.

A fin de investigar si los anticuerpos anti-HER-3 de la invencién y anticuerpos comparativos son capaces de inducir
la endocitosis acelerada de HER-3, se comparara la cantidad relativa de moléculas de HER-3 sobre la superficie
celular después de 0,5 y 4 h de incubacién de las células con anticuerpos anti-HER-3 de la invencion. Se sembraron
3x10° células en medio de crecimiento normal en un plato de 24 pocillos y se dejo crecer durante la noche. Las
células se preincubaron con 10 pug/ml de mAb anti-HER-3 en medio de crecimiento normal para los tiempos
indicados a 37°C. Las células se separaron con EDTA 10 mM y se incubaron con 10 pg/ml de mAb anti-HER-3 en
tampon de lavado (PBS, FCS al 3%, azida al 0,04%) durante 45 min a 4°C. Las células se lavaron dos veces con
tampon, se incubaron con anticuerpo secundario anti-PE humana de burro (Jackson) diluido 1:100 durante 45 min a
4 °C, se lavaron dos veces con tampdn de lavado y se analizaron mediante FACS (BeckmanCoulter, EXPO).

Los datos mostrados en la Fig. 5 demuestran que el tratamiento de células con anticuerpos anti-HER-3 conduce a la
internalizacion del receptor. Los datos se muestran como % de internalizacién y se refieren a la reduccion de la
intensidad de fluorescencia media de muestras tratadas con anti-HERS3 con relacion a muestras tratadas con control.

Ejemplo 12: Inhibicién de la unién de ligandos a células cancerosas humanas SKBr3 por anticuerpos anti-HER-3
humanos

Se realizaron experimentos de competicion de radioligandos a fin de cuantificar la capacidad de los anticuerpos anti-
HER-3 de la invencion y anticuerpos comparativos para inhibir la unién de ligandos a HER-3 en un ensayo basado
en células. Por lo tanto, el ensayo de unién al receptor HER-3 se realiz6 con 4x10° células SK-BR-3 que se
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incubaban con concentraciones variables de anticuerpos durante 30 min sobre hielo. Se afadieron [I125]

HRG/[125I] -3-HRG 1,25 nM a cada pocillo y la incubacion se continud durante 2 h sobre hielo. Las placas se lavaron
cinco veces, se secaron al aire y se recontaron en un contador de centelleo. Las Figs. 6a-e muestran los resultados
de estos experimentos realizados con anticuerpos anti-HER-3 representatlvos y demuestran que el anticuerpo U1-59
de la invencion es capaz de reducir especificamente la unién de [ I]-cx HRG/[ I] B-HRG a células que expresan
HER-3 enddgeno.

Ejemplo 13: Inhibicion de la fosforilacion de HER-3 inducida por ligando mediante anticuerpos anti-HER-3 humanos

Se realizaron experimentos de ELISA a fin de investigar si los anticuerpos de la invencién y los anticuerpos
comparativos son capaces de bloquear la activacion de HER-3 mediada por el ligando B-HRG -3. La activacion de
HER-3 mediada por ligando se detecté mediante una fosforilacion incrementada de tirosina receptora.

Dia 1: 1 x disco de 96 pocillos se revistio con 20 pg/ml de colageno | en acido acético 0,1 M durante 4 h a 37°C. Se
sembraron 2,5x10° células en medio de crecimiento normal

Dia 2: Las células se sometieron a ayuno en 100 pl de medio libre de suero durante 24 h.

Dia 3: Las células se preincubaron con 10 ug/ml de mAb anti-HER-3 durante 1 h a 37°C y a continuacion se trataron
con 30 ng/ml de dominio B-HRG-EGF (R&D Systems) durante 10 min. El medio se sacudio y las células se fijaron
con solucion de formaldehido al 4% en PBS durante 1 h a temperatura ambiente. La solucion de formaldehido se
retird y las células se lavaron con tampén de lavado (PBS/Tween 20 al 0,1%). Las células se desactivaron con H20-
al 1%, NaNs al 0,1% en tampon de lavado y se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente, a continuacion se
bloquearon con NET-gelatina durante 5 h a 4°C. El anticuerpo primario fosfo-HER-3 (Tyr1289) (conejo policlonal;
Senalizacion celular N° 4791; 1:300) se afiadié durante la noche a 4°C.

Dia 4: La placa se lavo 3 veces con tampoén de lavado, a continuacion se incubd con anti-POD de conejo diluido
1:3000 en PBS - se afiadié BSA al 0,5% a cada pocillo y se incub6 durante 1,5 h a temperatura ambiente. La placa
se lavé 3x con tampon de lavado y una vez con PBS. Se afiadié tetrametilbencidina (TMB, Calbiochem) y se
comprobd a 650 nm. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 100 ul de HCI 250 nM y la absorbancia se leyo a
450 nm con una longitud de onda de referencia de 650 nm usando un lector de placas Vmax (Thermo Lab Systems).

La Fig. 7a muestra resultados representativos de este experimento, que demuestran que los anticuerpos anti-HER-3
eran capaces de reducir la activacion de HER-3 medida por ligando segun se indicaba por la disminucién de la
fosforilacion de la tirosina receptora. Los datos se muestran como porcentaje de reduccion mediante anticuerpos
terapéuticos con relacion al anticuerpo de control.

Para probar la potencia del mAb U1-53 para inhibir la activacion de HER-3 inducida por ligando, células MCF-7 se
sometieron a ayuno durante 24 h, se incubaron con mAb U1-53 durante 1 h a 37°C y se estimularon con HRG- 10
mM durante 10 min. Los lisados se transfirieron a placas de ELISA 1 B4 (mAb anti-HER-3 de ratén) y la fosforilacion
de HER-3 se analiz6 con anticuerpo 4G10. Segun se muestra en la Fig. 7b, la fosforilacion de HER-3 se inhibia casi
completamente de un modo dependiente de la dosis con una IC50 de 0,14 nM.

Ejemplo 14: Inhibicién de la fosforilacion de p42/p44 MAP-cinasa inducida por ligando mediante anticuerpos anti-
HER-3 humanos

Posteriormente, se realizaron experimentos de ELISA a fin de investigar si los anticuerpos de la invencion y los
anticuerpos comparativos son capaces de bloquear la activacion de p42/p44 MAP-cinasa medida por el ligando -
HRG. La activacion de HER-3 mediada por ligando se detecté mediante un incremento en la fosforilacion de proteina
(Thr202/Tyr204).

Dia 1: 1 x plato de 96 pocillos se revistié con 20 ug/ml de colageno | en acido acético 0,1 M durante 4 h a 37°C. Se
sembraron 3x10° células en medio de crecimiento normal

Dia 2: Las células se sometieron a ayuno en 100 pl de medio libre de suero durante 24 h.

Dia 3: Las células se preincubaron con 5 yg/ml de mAb anti-HER-3 durante 1 h a 37°C y a continuacion se trataron
con 20 ng/ml de dominio B-HRG-EGF (R&D Systems) durante 10 min. El medio se sacudio y las células se fijaron
con solucion de formaldehido al 4% en PBS durante 1 h a temperatura ambiente. La solucion de formaldehido se
retird y las células se lavaron con tampén de lavado (PBS/Tween 20 al 0,1%). Las células se desactivaron con H20-
al 1%, NaNs al 0,1% en tampon de lavado y se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente, a continuacién se
bloquearon con PBS/BSA al 0,5% durante 5 h a 4°C. Se afadié durante la noche a 4°C el anticuerpo primario fosfo-
p44/p42 MAP cinasa (Thr202/Tyr204) (conejo policlonal; Sefializacion celular N° 9101; 1:3000).
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Dia 4: La placa se lavd 3 veces con tampdn de lavado, a continuaciéon se incub6 con anti-HRP de conejo diluido
1:5000 en PBS - se afiadié BSA al 0,5% a cada pocillo y se incub6 durante 1,5 h a temperatura ambiente. La placa
se lavé 3x con tampon de lavado y una vez con PBS. Se afiadié tetrametilbencidina (TMB, Calbiochem) y se
comprobd a 650 nm. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 100 ul de HCI 250 nM y la absorbancia se leyo a
450 nm con una longitud de onda de referencia de 650 nm usando un lector de placas Vmax (Thermo Lab Systems).

La Fig. 8 muestra resultados representativos de este experimento. Los anticuerpos de la invencion eran capaces de
reducir la activacion de p42/p44 MAP-cinasa mediada por ligando segun se indica por una disminucion de la
fosforilacion. Los datos se muestran como porcentaje de reduccion por anticuerpos terapéuticos con relacion a un
anticuerpo de control.

Ejemplo 15: Inhibicion de la fosforilacion de fosfo-AKT inducida por B-HRG mediante anticuerpos anti-HER-3
humanos

En el siguiente experimento de ELISA, se investigd si los anticuerpos anti-HER-3 de la invencion y los anticuerpos
comparativos son capaces de bloquear la activacion de AKT-cinasa mediada por el ligando $-HRG. La activacion de
AKT medada por ligando se detecté mediante un incremento en la fosforilacion de proteina (Ser473).

Dia 1: 1 x plato de 96 pocillos se revistioé con 20 ug/ml de colageno | en acido acético 0,1 M durante 4 h a 37°C. Se
sembraron 3x10° células en medio de crecimiento normal

Dia 2: Las células se sometieron a ayuno en 100 pl de medio libre de suero durante 24 h.

Dia 3: Las células se preincubaron con 5 yg/ml de mAb anti-HER-3 durante 1 h a 37°C y a continuacion se trataron
con 20 ng/ml de dominio B-HRG-EGF (R&D Systems) durante 10 min. El medio se sacudio y las células se fijaron
con solucion de formaldehido al 4% en PBS durante 1 h a temperatura ambiente. La solucion de formaldehido se
retird y las células se lavaron con tampén de lavado (PBS/Tween 20 al 0,1%). Las células se desactivaron con H20-
al 1%, NaNs al 0,1% en tampon de lavado y se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente, a continuacién se
bloquearon con PBS/BSA al 0,5% durante 5 h a 4°C. Se afiadié durante la noche a 4°C el anticuerpo primario fosfo-
Akt (Ser473) (conejo policlonal; Sefializacion celular N° 9217; 1:1000).

Dia 4: La placa se lavd 3 veces con tampdn de lavado, a continuaciéon se incub6 con anti-HRP de conejo diluido
1:5000 en PBS - se afiadié BSA al 0,5% a cada pocillo y se incub6 durante 1,5 h a temperatura ambiente. La placa
se lavé 3x con tampon de lavado y una vez con PBS. Se afiadié tetrametilbencidina (TMB, Calbiochem) y se
comprobd a 650 nm. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 100 ul de HCI 250 nM y la absorbancia se leyo a
450 nm con una longitud de onda de referencia de 650 nm usando un lector de placas Vmax (Thermo Lab Systems).

La Fig. 9 muestra resultados representativos de este experimento. Los anticuerpos anti-HER-3 de la invencién eran
capaces de reducir AKT mediada por B-HRG segun se indica por una disminucion en la fosforilacion. Los datos se
muestran como porcentaje de reduccion por anticuerpos terapéuticos con relaciéon a un anticuerpo de control.

Ejemplo 16: Inhibicion de la proliferacion de células MCF7 mediada por a-HRG/B-HRG mediante anticuerpos anti-
HER-3 humanos

Se efectuaron experimentos in vitro a fin de determinar la capacidad de los anticuerpos de la invencién y los
anticuerpos comparativos para inhibir la proliferaciéon celular estimulada por HRG. Se sembraron 2000 células MCF7
en medio que contenia FCS sobre placas de 96 pocillos durante la noche. Las células se preincubaron por
cuadruplicado con anticuerpo diluido en medio con FCS al 0,5% durante 1 h a 37°C. Las células se estimularon con
30 ng/ml de a- o0 20 ng/ml de B-HRG (R&D Systems) al afiadir ligando directamente a solucidon de anticuerpo y se
dejaron crecer durante 72 h. Se afiadid6 AlamarBlue™ (BIOSOURCE) y se incub6 a 37°C en la oscuridad. La
absorbancia se midié a 590 nm cada 30 min. Los datos se tomaron 90 min después de la adicién de alamar blue.
Los resultados que se indican en la Fig. 10 muestran que los anticuerpos inhiben el crecimiento celular inducido por
HRG en células cancerosas humanas. Los datos se muestran como porcentaje de reduccion por anticuerpos
terapéuticos con relacién a un anticuerpo de control..

Ejemplo 17: Inhibicion de la migracion de células MCF7 inducida por B-HRG mediante anticuerpos anti-HER-3
humanos

Se realizaron experimentos de transmigracion a fin de investigar si los anticuerpos de la invenciéon y los anticuerpos
comparativos bloquean la migracion celular. Células MCF7 privadas de suero se preincubaron al afiadir la cantidad
indicada de anticuerpo a la suspension celular e incubar ambos durante 45 min a 37°C. A continuacién, 500 pl de
suspension celular (50.000 células) se pusieron en la camara superior de transpocillos revestidos con colageno | (BD
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Falcon, poros de 8 ym). Se usaron en la camara de fondo 750 yl de medio (MEM, aminoacidos, piruvato Na, pen.-
estrept., BSA al 0,1%, sin suero de ternero fetal) solos o que contenian los ligandos dominio B-HRG-EGF (R&D
Systems). Las células se dejaron migrar durante 8 h a 37°C y se tifieron con DAPI.

Los nucleos tefidos se contaron manualmente; el porcentaje de inhibicion se expresd como la inhibicién relativa a un
anticuerpo de control.

La Fig. 11 muestra el resultado del experimento que demuestra que los anticuerpos anti-HER-3 reducen la migracion
celular inducida por HRG.

Ejemplo 18: Ensayo de formacion de colonias (ensayo en agar blando)

Se efectuaron ensayos en agar blando a fin de investigar la capacidad de los anticuerpos anti-HER-3 de la invencion
para inhibir el crecimiento celular independiente del anclaje. El ensayo de formacion de colonias en agar blando es
un ensayo in vitro estandar para probar células transformadas, ya que solamente tales células transformadas
pueden crecer en agar blando.

Se preincubaron de 750 a 2000 células (dependiendo de la linea celular) con los anticuerpos indicados a 10 pg/ml
en medio IMDM (Gibco) durante 30 min y se resuspendieron en agar noble de Difco al 0,4%. La suspensién celular
se sembro sobre una subcapa de agarosa al 0,75% que contenia FCS al 20% por cuadruplicado en una placa de 96
pocillos. Se dej6 que se formaran colinas durante 14 dias y a continuacion se tifieron con 50 pyl de MTT (0,5 mg/mi
en PBS) durante la noche. Las Figs. 12a-i muestran los resultados de estos experimentos realizados con tres
anticuerpos. Estos resultados demuestran que los anticuerpos anti-HER-3 reducen el crecimiento celular
independiente del anclaje de células de cancer de mama MDA-MB361 y NCI-ADR (Fig. 12a,b), cancer gastrico
MKN-28 (Fig. 12c), células de melanoma HT144 (Fig. 12d), células de carcinoma ovarico Skov3 (Fig. 12e), células
de cancer de prostata PPC-1 (Fig. 12f), células de cancer de pancreas BX-PC3 (Fig. 12g), células de carcinoma
epidermoide A431 (Fig. 12h) y células de carcinoma pulmonar (Fig. 12i). Las colonias se contaron con un sistema de
camara Scanalyzer HTS (Lemnatec, Wuerselen).

Ejemplo 19: Los anticuerpos anti-HER-3 humanos inhiben el crecimiento de carcinoma de mama humano en ratones
atimicos

La eficacia antitumoral de los anticuerpos terapéuticos se evallia a menudo en estudios de tumores xenoinjertados
humanos. En estos estudios, tumores humanos crecen como xenoinjertos en ratones inmunocomprometidos y la
eficacia terapéutica se mide mediante el grado de inhibicion del crecimiento tumoral. A fin de determinar si los
anticuerpos anti-HER-3 de la invencion y los anticuerpos comparativos interfieren con el crecimiento tumoral de
células de cancer de mama humano en ratones atimicos, se implantaron 5x10° células T47D en ratones
atimicos/atimicos NMRI| hembra. Los tumores eran subcutaneos, creciendo sobre el lomo del animal. Los
tratamientos comenzaban cuando los tumores alcanzaban un volumen medio de 20 mm3; ocho dias después de la
implantacion. Antes del primer tratamiento, los ratones se aleatorizaron y se realizaron pruebas estadisticas para
asegurar uniformidad en los voliumenes tumorales de partida (media, mediana y desviacién estandar) a través de los
grupos de tratamiento. El tratamiento empez6 con una dosis de carga de 50 mg/kg seguida por inyecciones de 25
mg/kg una vez a la semana mediante inyeccion intraperitoneal. Una rama de control recibié doxorrubicina (calidad
farmacéutica). Todos los animales se complementaron con 0,5 mg/kg/semana de estrégeno inyectado i.p.

Se dan posteriormente detalles de los grupos de tratamiento.

Gr|N [1” Compuesto|Carga (mg/kg)|Dosis semanal (mg/kg)|Via|Plan
10|PBS - i.p. |luna vez/semana
2. |10 |doxorrubicina 8 mg/kg i.v. |una vez/semana *
10{U1-53 50 mg/kg 25 mg/kg i.p. |una vez/semana
20 ml/kg 10 ml/kg

* tratamiento con doxorrucibina segun se describe por Boveny cols., Cancer Research, 1992.

Los datos para el volumen tumoral mediano (Fig. 13) demostraban que la administracién de un anticuerpo anti-HER-
3 daba como resultado una reduccién de crecimiento del tumor.

Ejemplo 20: Los anticuerpos anti-HER-3 humanos inhiben el crecimiento de tumor pancreatico humano en ratones
SCID
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Para probar el potencial terapéutico de anticuerpos anti-HER3 en otros tipos de tumores sélidos, los anticuerpos
anti-HER-3, U1-53 y U1-59, se probaron en ratones con tumores establecidos derivados de la linea celular de tumor
pancreatico humano BxPC3. Como controles, se incluyeron grupos de ratones tratados bien con el control de
vehiculo, PBS, o bien con el anticuerpo terapéutico establecido, Erbitux. 5x10° células BxPC3 se inocularon
subcutaneamente sm Matrigel en ratones CB17 SCiD. Los ratones que tenian tumores establecidos con un volumen
medio de 140 mm? recibieron 50 mg/kg de U1-53, U1-59, Erbitux o el volumen equivalente de PBS a través de
inyeccion intraperitoneal. Posteriormente, los ratones recibieron inyecciones de 25 mg/kg una vez por semana a lo
largo de la duracioén del estudio.

Los resultados para este experimento se muestran en la Fig. 14. U1-53 y U1-59 reducian el crecimiento de tumores
pancreaticos humanos de un modo citostatico. Notablemente, en este experimento, U1-53 y U1-59 eran mas
eficaces que el anticuerpo que de dirige a EGFR Erbitux para retrasar el crecimiento del tumor. Estos datos
demostraban la eficacia terapéutica de los anticuerpos anti-HER-3 en comparaciéon con el agente terapéutico de
referencia.

Ejemplo 21: Combinar los anticuerpos anti-HER-3 humanos con anticuerpos anti-EGFR incrementa la actividad anti-
tumoral

La monoterapia de las enfermedades hiperproliferativas con anticuerpos dirigidos esta dificultada a menudo por
problemas tales como, por una parte, el desarrollo de resistencia a farmacos, y, por otra parte, un cambio en la
antigenicidad. Por ejemplo, la pérdida de antigenicidad después del tratamiento prolongado puede hacer a las
células tumorales insensibles a anticuerpos terapéuticos, puesto que las células tumorales que no expresan o han
perdido el antigeno buscado tienen una ventaja de crecimiento selectivo. Estos problemas se podrian evitar al usar
los anticuerpos de la invencién en combinacién con un anticuerpo terapéutico que se dirige a un receptor diferente
sobre células tumorales, u otro agente antineoplastico. Intervenir en multiples rutas de sefalizacion o incluso rutas
relacionadas pero en multiples etapas de intervencién también podria proporcionar beneficio terapéutico. Es
probable que estas modalidades de tratamiento combinado sean mas eficaces debido a que combinan dos agentes
anticancerosos, cada uno trabajando a través de un mecanismo de accion diferente.

A fin de demostrar la viabilidad de los anticuerpos anti-HER-3, U1-53 y U1-59, como agentes de combinacion
adecuados, se compararon las administraciones monoterapéuticas de U1-53 o U1-59 con aquellas en las que bien
U1 53 o bien U1-59 se combinaban con en anticuerpo especifico anti-EGR, Erbitux. Se inocularon subcutdneamente
5x10° células BxPCS con Matrigel en ratones CB17 SCID. Después de que los volimenes tumorales hubieran
alcanzado 200 mm?® los ratones se aleatorizaron en grupos de tratamiento individuales. Se realizaron
administraciones |ntraperitoneales semanales de U1-53, U1-59 y Erbitux como agentes simples o combinaciones de
bien de anticuerpos anti-HER3 con Erbitux o bien como un céctel de dos anticuerpos anti HER-3. Todos los
anticuerpos se dosificaron a una sola dosis de carga de 50 mg/kg/semana, seguido por inyecciones semanales de
25 mg/kg durante seis semanas. Las ramas de control recibieron administraciones bisemanales de gemcitabina (120
mg/kg), inyecciones semanales de IgG humana reunida o inyecciones semanales de vehiculo (PBS). Los regimenes
se detallan posteriormente.

Gr. [N [Compuesto Dosis de carga (mg/kg)|Dosis semanal (mg/kg) |Via Plan
4. |12|PBS 20 ml/kg 10 ml/kg cada 7 dias i.p.
5. [12|1gG humana reunida|50 mg/kg 25 mg/kg cada 7 dias i.p.
6. |12]U1-53 50 mg/kg 25 mg/kg cada 7 dias i.p.
7. [12{U1-59 50 mg/kg 25 mg/kg cada 7 dias i.p.
8. [12|Erbitux 50mg/kg 25 mg/kg cada 7 dias i.p.

9. [12|U1-53 + Erbitux 25 mg/kg de cada uno |12,5 mg/kg de cada uno|cada 7 dias i.p.

10 .112|U1-59 + Erbitux 25 mg/kg de cada uno |12,5 mg/kg de cada uno|cada 7 dias i.p.
11 .]112]U1-53 + U1-59 25 mg/kg de cada uno |12,5 mg/kg de cada uno|cada 7 dias i.p.

12 .]112| Gemcitabina ninguna 120 mg/kg 2x por semana|i.p.

Los resultados para este experimento se muestran en la Fig. 15. Los anticuerpos U1-53 y U1-59, cuando se
administraban como agentes individuales, retrasaban el crecimiento de los tumores pancreaticos humanos en el
mismo grado que la gemcitabina, que se usa a menudo como una quimioterapia estandar contra el cancer
pancreatico. La coadministracion de Erbitux con U1-53 o U1-59 daba como resultado una reduccion
significativamente mayor del crecimiento tumoral que la observada con la administracion de cualquier agente
individual de U1-53, U1-59 o Erbitux. Asi, se puede alcanzar una respuesta terapéutica beneficiosa al combinar los
anticuerpos anti-HER-3 con anticuerpos adecuados que se dirigen a antigenos tumorales separados.

31



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2621 546 T3

En resumen, los anticuerpos anti-HER-3 de la invencién tienen una potente eficacia terapéutica contra tumores
humanos in vivo. Se pueden combinar eficazmente con otras terapias antineoplasticas para el incremento de la
actividad antitumoral.

Ejemplo 22: Los anticuerpos anti-HER-3 humanos inhiben el crecimiento tumoral de melanoma humano en ratones
nu/nu

Miembros de la familia erbB de receptores, incluyendo Her3, se expresan anormalmente en una gran variedad de
canceres epiteliales y se sabe que representan un papel importante en el crecimiento y la supervivencia de muchos
de estos tumores solidos. Estos tumores incluyen melanomas, canceres de células escamosas de cabeza y cuello,
canceres pulmonares no microciticos y canceres de prostata, glioma, gastrico, de mama, colorrectal, pancreatico,
ovarico. A fin de verificar que los anticuerpos anti-Her3 de la invencidon no estan restringidos en su actividad
anticancerosa a tipos de tumores individuales, p. ej. canceres pancreaticos (véase el Ejemplo 21), pero se pueden
usar como agentes terapéuticos contra muchos tumores dependientes de HER-3, se probaron U1-53 (anticuerpo
comparativo) y U1-59 en estudlos de xenoinjerto adicionales. Un ejemplo se muestra en la Fig. 16. Se |nyectaron
subcutaneamente 5 x 10° células de melanoma humano, HT144, en ratones CB17 SCID, seguido por inyeccion
intraperitoneal posterior inmediata de 50 mg/kg de U1-53 y U1-59, el volumen equivalente de PBS o dacarbacina
(DITC) en 200 mg/kg. Posteriormente, los ratones recibieron 25 mg/kg de U1-53 o U1-59 una vez por semana,
mientras que se daba DITC una vez cada dos semanas en 200 mg/kg.

Los volumenes tumorales medianos de cada grupo de tratamiento se muestran en la Figura 16. La administracion de
los anticuerpos daba como resultado una reduccion del crecimiento de los melanomas humanos cuando se
comparaba con tumores que se habian tratado con el control de vehiculo. Estos resultados demuestran que los
anticuerpos no estan restringidos en su potencial terapéutico y se dirigen a una amplia variedad de canceres que
expresan HER-3.

Ejemplo 23: Los anticuerpos anti-HER-3 humanos inhiben el crecimiento de xenoinjertos de carcinoma de colon en
ratones

Se suspendieron células de carcmoma de colon humano HT-29 en medio con una relacion 2:1 de Matrigel hasta una
concentracion final de 10 x 10° células i/ml. Se |nyectaron s. ¢. 0,2 ml de suspension celular en el costado derecho
de ratones CD1 nu/nu de 4-5 semanas de edad. Se usé un total de 95 ratones.

Los ratones fueron asignados aleatoriamente a grupos de control y tratamiento. El tratamiento empezo6 el mismos
dia. La duracion del tratamiento era 29 dias. Al terminar el estudio, se recogieron tres tumores por grupo 3 horas
después de la administracion del tratamiento. Los tumores se congelaron rapidamente y se mantuvieron -80°C.

Se llevo a cabo el siguiente protocolo de tratamiento:

Grupo de control: IgG humana no especifica, 25 mg/kg, dos veces por semana, intraperitoneal
Grupo de tratamiento: anticuerpo U1-53, 25 mg/kg, dos veces por semana, intraperitoneal
Grupo de tratamiento: anticuerpo U1-7, 25 mg/kg, dos veces por semana, intraperitoneal
Grupo de tratamiento: anticuerpo U1-59, 25 mg/kg, dos veces por semana, intraperitoneal
Grupo de tratamiento 5-FU: 5-fluorouracilo, 50 mg/kg, 9d x 5, intraperitoneal

Los volumenes tumorales medianos de cada grupo se muestran en la Fig. 17. La administracion de los anticuerpos
daba como resultado una reduccion del crecimiento de los tumores de carcinoma de colon HT-29 cuando se
comparaba con tumores que se habian tratado con IgG1 humana no especifica.

Ejemplo 24: Los anticuerpos anti-HER-3 humanos inhiben el crecimiento de cancer de pulmén en ratones

Células de cancer de pulmoén no microcitico humano Calu-3 se suspendieron en medio con una relacién 1:1 de
Matrigel hasta una concentracion final de 5 x 10" células/ml. Se inyectaron s. c. 0,05 ml de suspension celular en el
costado derechos de ratones CB17 scid hembra de 9 semanas de edad. Se uso un total de 60 ratones.

Los ratones se seleccionaron aleatoriamente a grupo de control y tratamiento. El tratamiento empezé el mismo dia.
La duracion del tratamiento era 32 dias.
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Se llevo a cabo el siguiente protocolo de tratamiento:

Grupo de vehiculo de PBS

Grupo de control de hG: IgG humana no especifica: 25 mg/kg, dos veces por semana, intraperitoneal
Grupo de tratamiento anticuerpo U1-53, 25 mg/kg, dos veces por semana, intraperitoneal

Grupo de tratamiento anticuerpo U1-7, 25 mg/kg, dos veces por semana, intraperitoneal

Grupo de tratamiento anticuerpo U1-59, 25 mg/kg, dos veces por semana, intraperitoneal

Los volimenes tumorales medianos de cada grupo de control y tratamiento se muestran en la Fig. 18. La
administracion de los anticuerpos daba como resultado una reduccion del crecimiento de los xenoinjertos de cancer
de pulmén no microcitico humano cuando se comparaba con tumores que se habian tratado con el control de
vehiculo de PBS o IgG1 humana no especifica.

Ejemplo 25: Los anticuerpos anti-HER-3 humanos inhiben el crecimiento de tumor pancreatico humano en ratones
Balb/C

Se suspendieron células de tumor BxPC3 pancreatico en medio con una relacion 2:1 de Matrigel hasta una
concentracion final de 5 x 10° células por ml. Se inyectaron s. c. 0,2 ml de suspension celular en el costado derecho
de ratones BalbC nu/nu hembra de 5-7 semanas de edad. Se usé un total de 100 ratones.

Los ratones se distribuyeron aleatoriamente en grupos de control y tratamiento. El tratamiento empezé el mismo dia.
La duracion del tratamiento era 27 dias.

Se llevo a cabo el siguiente protocolo de tratamiento:

Grupo de control de higG: IgG2 humana no especifica, 25 mg/kg, dos veces por semana, intraperitoneal
Grupo de tratamiento anticuerpo U1-53, 25 mg/kg, dos veces por semana, intraperitoneal

Grupo de tratamiento anticuerpo U1-7, 25 mg/kg, dos veces por semana, intraperitoneal

Grupo de tratamiento anticuerpo U1-59, 25 mg/kg, semanalmente, intraperitoneal

Grupo de tratamiento con Gemzar, gemcitabina, 80 mg/kg, semanalmente, intraperitoneal

Los volimenes tumorales medianos de cada grupo de control y tratamiento se muestran en la Fig. 19. La
administracion de los anticuerpos daba como resultado una reduccién del crecimiento de los tumores pancreaticos
humanos cuando se comparaba con tumores que se habian tratado con IgG humana no especifica o con Gemzar.

La inhibicion de HER-3 en los tumores pancreaticos humanos también se podria mostrar en un experimento
farmacodinamico. Los xenoinjertos de tumores BxPC3 se hicieron crecer como se describe anteriormente. 3 ratones
se trataron con 500 pg de un anticuerpo de control de IgG1 y 3 ratones se trataron con 500 ug del anticuerpo anti-
HER-3 U1-59. Los ratones se trataron el dia 1 y el dia 4 y a continuacién se sacrificaron el dia 5 para medir la
inhibicion dependiente de anticuerpo de la fosforilacion de HER-3 (pHER-3).

Los tumores se homogeneizaron en un tampoén de RIPA estandar con inhibidores de proteasa. Se separaron 50 ug
de lisado transparente en un gel de Tris-glicina al 4-20%, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se
bloquearon en albumina de suero bovino (BSA) al 3%. Se realiz6 inmunotransferencia usando un anticuerpo anti-
pHER-3 (anticuerpo 21D3, Cell Signaling technology). Se us6 como un control un anticuerpo anti-actina (AB a-2066,
Sigma).

La expresion se detectdé mediante una quimioluminiscencia aumentada (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).
Las imagenes se capturaron con el Versadoc 5000 Imaging System (BioRad, Hercules, CA).
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Los resultados se muestran en la Fig. 20. Después de la administracion del anticuerpo anti-HER-3 humano U1-59,
ya no era detectable la fosforilacion de HER-3. Asi, los anticuerpos de la invencién son capaces de reducir
significativamente la activacion de HER-3 en células de tumor pancreatico humano.

Ejemplo 26: Uso de anticuerpos anti-HER-3 como un agente de diagnéstico

Se puede usar mAn anti-HER-3 en el diagndstico de enfermedades malignas. HER-3 se expresa sobre células
tumorales de un modo muy distinto en comparacion con tejido normal y, por lo tanto, un analisis de la expresion de
HER-3 ayudaria en el diagndstico primario de tumores sélidos, la estadificacion y la graduacion de tumores solidos,
la determinacioén de criterios de pronodstico para enfermedades proliferativas y neoplasias y el manejo del riesgo en
pacientes con tumores positivos a HER-3.

A. Deteccioén de antigeno HER-3 en una muestra

Se desarrolla un ensayo de inmunoabsorcién con enzimas ligadas (ELISA) para la deteccion de antigeno HER-3 en
una muestra. En el ensayo, los pocillos de una placa de microvaloracion, tal como una placa de microvaloracién de
96 pocillos 0 una placa de microvaloracién de 384 pocillos, se adsorben durante varias h con un primer anticuerpo
monoclonal completamente humano dirigido contra el antigeno HER-3. El anticuerpo inmovilizado sirve como un
anticuerpo de captura para cualquier antigeno HER-3 que pueda estar presente en una muestra de prueba. Los
pocillos se enjuagan y se tratan con un agente de bloqueo tal como proteina de la leche o albumina para evitar la
adsorcion no especifica del analito.

Posteriormente, los pocillos se tratan con una muestra de prueba que se sospecha que contiene el antigeno HER-3,
o con una soluciéon que contiene una cantidad estandar del antigeno HER-3. Tal muestra es, por ejemplo, una
muestra de suero procedente de un sujeto que se sospecha que tiene niveles de antigeno HER-3 circulatorios
considerados un diagnoéstico de una patologia. Después de enjuagar la muestra de prueba o el estandar, los pocillos
se tratan con un segundo anticuerpo monoclonal completamente humano anti-HER-3 que se etiqueta mediante
conjugacion con biotina. El anticuerpo anti-HER-3 etiquetado sirve como un anticuerpo de deteccion. Después de
enjuagar el exceso de anticuerpo secundario, los pocillos se tratan con peroxidasa de rabano picante (HRP)
conjugada a avidina y un sustrato cromogénico adecuado. La concentracion del antigeno HER-3 en las muestras de
prueba se determina mediante comparacién con una curva estandar desarrollada a partir de las muestras estandar.

B. Deteccion de antigeno HER3 en inmunohistoquimica (IHC)

A fin de determinar el antigeno HER3 en secciones de tejido mediante IHC, tejidos embebidos en parafina se
desparafinan en primer lugar en xileno durante 2 x 5 min y a continuacién se hidratan con etanol al 100% 2 x 3 min,
etanol al 95% 1 min y se enjuagan en agua destilada. Epitopos antigénicos enmascarados mediante fijacion con
formalina e imbibicion en parafina se exponen mediante desenmascaramiento epitopico, digestion enzimatica o
saponina. Para el desenmascaramiento epitdpico, secciones de parafina se calientan en un vaporizador, un bafio de
agua o un horno de microondas durante 20-40 min en una solucidn de recuperacion epitdpica como por ejemplo
solucion de HCI 2 N (pH 1.0). En el caso de la digestién enzimatica, secciones de tejido se incuban a 37°C durante
10-30 minutos en diferentes soluciones enzimaticas tales como proteinasa K, tripsina, pronasa, pepsina, etc.

Después de enjuagar la solucion de recuperacion epitdpica o la enzima en exceso, las secciones tisulares se tratan
con un tampén de bloqueo para prevenir interacciones inespecificas. El anticuerpo primario se incuba con diluciones
apropiadas en tampon de diluciéon durante 1 hora a temperatura ambiente o durante la noche. El anticuerpo primario
€n exceso se enjuaga las secciones se incuban en solucion de bloqueo de peroxidasa durante 10 min a temperatura
ambiente. Después de ofra etapa de lavado, las secciones tisulares se incuban con un segundo anticuerpo
secundario etiquetado con un grupo que podria servir como un anclaje para una enzima. Ejemplos de los mismos
son anticuerpos secundarios etiquetados con biotina que son reconocidos por peroxidasa de rabano picante
acoplada a estreptavidina. La deteccion de dicho complejo de anticuerpo/enzima se consigue al incubar con un
sustrato cromogénico adecuado.

C. Determinacion de la concentracion de antigeno HER-3 en suero de pacientes

Se desarrolla un ELISA tipo sandwich para cuantificar los niveles de HER-3 en suero humano. Los dos anticuerpos
monoclonales humanos anti-HER-3 usados en el ELISA tipo sandwich reconocian diferentes dominios en la
molécula de HER-3 y no compiten por la unién, por ejemplo, véase el Ejemplo 8. El ELISA se realiza como sigue: 50
pl de anticuerpo de captura anti-HER-3 en tampdn de revestimiento (NaHCO3; 0,1 M, pH 9,6) en una concentracion
de 2 pg/ml se revistieron sobre placas de ELISA (Fisher). Después de la incubacion a 4°C durante la noche, las
placas se tratan con 200 pl de tampon de bloqueo (BSA al 0,5%, Tween 20 al 0,1%, timerosal al 0,01% en PBS)
durante 1 h a 25°C. Las placas se lavaron (3x) usando Tween 20 al 0,05% en PBS (tampdn de lavado, WB). Sueros
normales o de paciente (Clinomics, Bioreclaimation) se diluyen en tampon de bloqueo que contiene 50% de suero
humano. Las placas se incuban con muestras de suero durante la noche a 4°C, se lavaron con WB y a continuacion
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se incubaron con 100 pl/pocillo de anticuerpo de deteccion anti-HER-3 biotinilado durante 1 h a 25°C. Después del
lavado, las placas se incuban con HRP-estreptavidina durante 15 min, se lavaron como anteriormente y a
continuacion se trataron con 100 pl/pocillo de o-fenilendiamina en H>O, (solucidon de revelado de Sigma) para la
generacion de color. La reaccion se detiene con 50 pl/pocillo de H.SO4 (2 M) y se analizaron usando un lector de
placas de ELISA a 492 nm. La concentracién de antigeno HER-3 en muestras de suero se calcula mediante
comparacion con diluciones de antigeno HER-3 purificado usando un programa de ajuste de curvas de cuatro
parametros.

Estadificacion del cancer en un paciente

Basandose en los resultados indicados y analizados bajo los puntos A., B. y C, a través del uso de la presente
invencion, es posible estadificar un cancer en un sujeto basandose en los niveles de expresion del antigeno HER-3.
Para un tipo de cancer dado, se toman muestras de sangre de sujetos diagnosticados de diversos estadios en el
avance de la enfermedad, y/o en diversos puntos en el tratamiento terapéutico del cancer. La concentracion del
antigeno HER-3 presente en las muestras de sangre se determina usando un método que determina
especificamente la cantidad del antigeno que esta presente. Tal método incluye un método de ELISA, tal como el
método descrito bajo los puntos A. y B. Usando una poblacion de muestras que proporciona resultados
estadisticamente significativos para cada estadio de avance o terapia, se sefiala una gama de concentraciones del
antigeno HER-3 que se puede considerar caracteristica de cada estadio.

A fin de estadificar el avance del cancer en un sujeto bajo estudio, o de caracterizar la respuestas del sujeto a un
ciclo de terapia, se toma una muestra de sangre del sujeto y se determina la concentracién del antigeno HER-3
presente en la muestra. La concentracién asi obtenida se usa para identificar en qué intervalo de concentraciones
esta el valor. El intervalo asi identificado se correlaciona con un estadio de avance o un estadio de terapia
identificado en las diversas poblaciones de sujetos diagnosticados, proporcionando de ese modo un estadio en el
sujeto bajo estudio.

Ejemplo 27: Usos de anticuerpos y conjugados de anticuerpo anti-HER-3 para el tratamiento o la prevencion de
enfermedades hiperproliferativas

Muchos tumores soélidos son conducidos por sefializaciéon mediada por la familia HER y se ha demostrado que HER-
3 es un socio crucial a través de la formacion de complejos entre HER-1, HER-2 y HER-4. Por lo tanto, una
reduccion o eliminacién de la sefalizaciéon mediada por HER-3 afectaria a todos los otros miembros de la familia
HER vy dificultaria la sefializacion celular conduciendo a una amplia gama de intervenciones terapéuticas y potencial
en terapia combinada con otros agentes, materiales biolégicos y agentes citotoxicos dirigidos. Asi, los anticuerpos
anti-HER-3 de la invencién se pueden usar para el tratamiento de ciertos trastornos hiperproliferativos o asociados
con HER-3, que se basan en un numero de factores como, por ejemplo, la expresion de HER-3. Tipos de tumores
como cancer de mama, cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer de préstata, cancer ovarico, cancer de
estdbmago, cancer endometrial, cancer de las glandulas salivares, cancer de pulmon, cancer de rifidén, cancer de
colon, cancer colorrectal, cancer de tiroides, cancer de vejiga urinaria, glioma, melanoma, otros canceres que
expresan o sobreexpresan HER-3 parecen presentar indicaciones preferidas, pero las indicaciones no se limitan a
las de la lista precedente. Ademas, los siguientes grupos de pacientes se beneficiaran del tratamiento con mAb
dirigidos anti-HER-3:

Pacientes con resistencia al tratamiento con mAb anti-HER-2

Pacientes no elegibles para el tratamiento con mAb anti-HER-2

Pacientes con resistencia a mAb anti-HER-1 o un inhibidor anti-EGFR de molécula pequefa
Pacientes con cancer de pulmoén no microcitico resistente a erlotinib o gefitinib.

Los anticuerpos anti-HER-3 de la invencién se usaron bien como una monoterapia o en combinacién con uno o mas
agentes en una llamada "terapia combinada". Dicha terapia combinada puede incluir, pero no se limita a, agentes
que se especificaron previamente en la invencioén. La terapia combinada con anticuerpos anti-HER3 y otros agentes
puede prolongar la supervivencia del paciente, el tiempo hasta el avance del tumor o la calidad de vida del paciente.
El protocolo y | disefio de administracion se dirigiran a la eficacia terapéutica asi como a la capacidad para reducir
las dosis habituales de las terapias estandar, como por ejemplo quimio- o radioterapia.

Tratamiento de seres humanos con anticuerpos anti-HER-3 de la invencion
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Para determinar los efectos in vivo del tratamiento con anticuerpos anti-HER-3 en pacientes humanos con tumores,
tales pacientes son inyectados a lo largo de una cierta cantidad de tiempo con una cantidad eficaz de anticuerpo
anti-HER-3 de la invencion. En momentos periddicos durante el tratamiento, los pacientes humanos son controlados
para determinar sus avances de los tumores, en particular si los tumores crecen y se metastatizan.

Un paciente con tumor tratado con los anticuerpos anti-HER-3 de la invencién tiene un nivel inferior de crecimiento
y/o metastasis tumorales en comparacién con el nivel de crecimiento y metastasis tumorales en pacientes con
tumores tratados con el patrén actual de cuidado terapéutico.

Tratamiento con conjugados de anticuerpo anti-HER-3 de la invencion

Para determinar los efectos in vivo de conjugados de anticuerpo anti-HER-3 de la invencién, pacientes humanos o
animales fueron inyectados a lo largo de una cierta cantidad de tiempo con una cantidad eficaz de conjugado de
anticuerpo anti-HER-3 de la invencion. Por ejemplo, el conjugado de anticuerpo anti-HER-3 administrado es
conjugado de DM1-anticuerpo anti-HER-3, un conjugado de auristatina-anticuerpo anti-HER-3 o conjugado de
radiois6topo-anticuerpo anti-HER-3. En momentos periddicos durante el tratamiento, los pacientes humanos o los
animales se controlan para determinar si sus tumores avanzan, en particular si los tumores crecen y se
metastatizan.

Un paciente humano o una animal que exhibe tumores y esta sometido a tratamiento con, por ejemplo, conjugados
de DM1-anticuerpo anti-HER-3 o radiois6topo-anticuerpo anti-HER-3 tiene un nivel inferior de crecimiento y
metastasis tumorales cuando se compara con un paciente o animal de control que exhibe tumores y esta sometido a
tratamiento con una terapia alternativa. DM1-anticuerpos de control que se pueden usar en animales incluyen
conjugados que comprenden DM1 conectado a anticuerpos del mismo isotipo de los anticuerpos anti-HER-3 de la
invencion, pero mas especificamente, no teniendo la capacidad para unirse al antigeno tumoral HER-3.
Radiois6topo-anticuerpos de control que se pueden usar en pruebas en animales incluyen conjugados que
comprenden radioisétopo conectado a anticuerpos del mismo isotipo de los anticuerpos anti-HER-3 de la invencion,
pero mas especificamente, no teniendo la capacidad para unirse a antigeno tumoral HER-3. Nota: los conjugados de
control no se administrarian a seres humanos.

Anotaciones generales

Se considera que la memoria descriptiva escrita anteriormente es suficiente para permitir que un experto en la
especialidad ponga en practica la invencion. La presente invencion no se debe limitar en alcance por la construccion
depositada, ya que la realizacion depositada se entiende como una ilustracion individual de ciertos objetos de la
invencion. El depdsito de material de la presente no constituye una admision de que la descripcion escrita contenida
en la presente sea inadecuada para permitir la practica de cualquier objeto de la invencion, incluyendo el mejo modo
de la misma, ni se debe considerar que limite el alcance de las reivindicaciones a las ilustraciones especificas que
representa.

La descripcion y los Ejemplos precedentes detallan ciertas realizaciones preferidas de la invencion y describen el
mejor modo contemplado por los inventores. Sin embargo, se apreciara que independientemente de cuan detallada
pueda aparecer lo precedente en el texto, la invencién se puede poner en practica de muchas maneras y la
invencion se debe considerar segun las reivindicaciones adjuntas de la misma.

Por otra parte, a menos que se defina otra cosa, los términos cientificos y técnicos usados en relacién con la
presente invencion tienen los significados que se entienden comidnmente por los expertos normales en la
especialidad. Ademas, a menos que sea requerida otra cosa por el contexto, los términos singulares incluiran
pluralidades y los términos plurales incluiran el singular. Generalmente, las nomenclaturas utilizadas en relacion con,
y las técnicas de, el cultivo celular y tisular, la biologia molecular y la quimica y la hibridacién de oligo- y
polinucledtidos descritas en la presente son las bien conocidas y cominmente usadas en la especialidad. Se usan
técnicas estandar para ADN recombinarte, sintesis de oligonucleétidos y cultivo y transformacion tisulares (p. €j.
electroporacion, lipofeccion). Las reacciones enzimaticas y las técnicas de purificacion se realizan segun las
especificaciones de los fabricantes o como se efectian cominmente en la especialidad o como se describen en la
presente. Las técnicas y los procedimientos precedentes se realizan generalmente segin métodos convencionales
bien conocidos en la especialidad y segun se describen en diversas referencias generales y mas especificas que se
citan y se analizan a lo largo de la presente memoria descriptiva. Véase, p. ej. Sambrook y cols. Molecular Cloning:
A Laboratory Manual (32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001)).

Las nomenclaturas utilizadas en relacién con, y los procedimientos y las técnicas de laboratorio de, la quimica
analitica, la quimica organica sintética y la quimica médica y farmacéutica descritas en la presente son las bien
conocidas y comunmente usadas en la especialidad. Se usan técnicas estandar para las sintesis quimicas, los
analisis quimicos, la preparacion farmacéutica, la formulacion y el aporte y el tratamiento de los pacientes.
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LISTA DE SECUENCIAS
Anticuerpo U1-39
1 ADN de la Cadena Pesada:

GAGGTGCAGCTGGETGCAGTCTGGAGGAGGCTTGATCCAGCCTGEGGGGTCCCTGAGACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGGGTTCACCGTCAGTAGCAACTACATCGAGCTGGGT CCGCCAGGLT
CCAGGGAAGGGGCTGGATTGGGTCTCAGTTATTTATAGCCGGTGGCTAGCACATACTACGCA
GACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTT
CAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTCTATTACTGTGCGAGAGGGCAGTGE
CTGGACGTCTGGGGCCAAGCGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

2 Proteina de la Cadena Pesada:

EVOLVESGGGLIQPGGSLRLSCAASGFTVS SNYMSWVRQAPGKGLDWV SVIY3GGSTY YA
DSVEGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGQWLDVWGQGTTVTVSS

3 ADN de la Cadena Ligera:

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGCAGAGCCGGCCTCL
ATCTCCTGCAGGTCAAGTCAGAGCCTCCTGCATAGTAATGGATACAACTATTTGGATTGG
TACCTGCAGAGGCCAGGGCAGTCTCCACAACTCCTGTTCTATTTGGET TTTCATCGGGCC
TCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCACTGGATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGT TGGGETTTATTACTGCAGGCAAGCTCTACAAACTCCG
CTCACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

4 Proteina de la Cadena Ligera:

DIVMTQSPLSLPVIPCGEPASTSCRESQSLLHSNGYNYLDWYLORPGOSPOLLFYLGFHRA
SGVPDRFSGSGSGETDFTLKISRVEAEDVGVYYCROALQTPLTFGGGTKVEIK

Anticuerpo U1-40
5 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTCAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGTACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGCCATTGGGTACATCTATTCCAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGCGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAT
AGGGAACTGGAACTTTACTACTACTACTACGGTATGCACGTCTGGGGCCAAGGGACCALG
GTCACCGTCTCLTC

6 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLOESGPGLVKPSQOTLSLTCTVSGGS IS SGEYYWSWIROHPGKGLEWIGYIVSSGSTY
YNPSLKXSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDRELELYYY YYGMDVWGQGTT
VTVS

7 ADN de la Cadena Ligera:

GATATTGTGATCGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGCCGGCCTCC
ATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTCCTGTATAGTAATGGATACAACTATTTGCGATTGG
TACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTTGEGGTTCTAATCGGGCC
TCCGGGGETCCCTCACAGGTTCAGTGECAGTGGATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGATTTATTACTGCATGCAAGCTCTACAAACTCCG
CTCACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTCGAGATCARA
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8 Proteina de la Cadena Ligera:

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASTSCRESQSLLY SNGYNYLDWYLOKPGQSPOLLIYLGSNRA
SGVPDRFSGSGSGTDF LRI SRVEAEDVGIYYCMOALOTPLTFGGGTKVETK

Anticuerpo U1-38

9 ADN de la Cadena Pesada:

CAGATCACCTTGAAGGAGTCTGGTCCTACGCTGGTGAAACCCACACAGACCCTCACGLTG
ACCTGCACCTTCTCTGGGTTCTCACTCAGCACTAGTGGAGTGGGTGTGGGCTGGATCCGT
CAGCCCCCAGGAAAGGCCCTGCGACTGGCTTGCACTCATTTATTGGAATGATGATAAGCGC

TACAGCCCATCTCTGAAGAGCAGGCTCACCATCACCAAGGACACCTCCAARAACCAGGETG
GTCCTTACAATGACCAACATGGATCTTGTGGACACAGCCACATATTACTGTGTACACAGA
GACGAAGTTCGAGGGTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGECTCCTCA

10 Proteina de la Cadena Pesada:

QITLRKESGPTLVKPTOTLTLTCTFSGF SLSTSGVEVGWIRQOPPGKALDWLALIYWNDDER
¥8PSLXSRLTITKDTSKNQVVLTMTNMDLVDTATY YCVHRDEVRGFDYWGQGTLYTVS S

11 ADN de la Cadena Ligera:

GATGTTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCTTGCACAGCCGGLCCTCC
ATCTCCTGCAGGTCTAGTCAAAGCCTCGTATACAGTGATGGATACACCTACTTGCATTGG
TTTCAGCAGAGGCCAGGCCAATCTCCAAGGCGCCTTATTTATAAGCTTTCTAACTGGGAC
TCTGGGETCCCAGACAGATTCAGCGGCAGTGGETCAGGCACTGATTTCACACTGAAAATC
AGCAGGGTGGAGGCTGAGGATGTTGCGCTTTATTACTGCATGCAAGGTGCACACTGGCCG
ATCACCTTCGGCCAAGGCACACGACTGGAGATTAAA

12 Proteina de la Cadena Ligera:

DVVMTQSPLSLPVTLGOPASI SCRSSQOSLVY SDEYTYLHWFQORPGOSPRRLIYKVINWD
SGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVY YCMOQGAHWPITFGOGTRLETK

Anticuerpo U1-41

13 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTGGGTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGT CGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTTCTGTGCGAGAGAT
CGGGAACTTGAGGGTTACTCCAACTACTACGGTGTGCACGTCTGGGGCCAAGGGACCACG

GTCACCGTCTCCTC
14 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLOESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGGESISSGEYYWSWIROHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLS SVTAADTAVY FCARDRELEGY SNY YGVDVWGQGTT

YTVS

15 ADN de la Cadena Ligera:
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GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGCCATTAGCARCTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGCACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGAATAATAGTCTCCCGATCACCTTCGGCCAA

GGGACACGACTGGAGATTAAA

16 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQATSNYLNWYQORPGKAPKLLIYAASSLOSGVERS
REFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQONNSLPITFGOGTRLEIK

Anticuerpo U1-42

17 ADN de la Cadena Pesada:

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCAGAGGTGAAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGAAGATC
TCCTGTAAGCGGTTCTGGATACAGCTTTACCAGCTACTGGATCGGCTCGGGTGCGCCAGATG
CCCGGGAAACGCCTGEAGTCEATCECGATCATCTATCCTCGTGACTCTGATACCAGATAC
AGCCCGTCCTTCCAAGGCCAGGTCACCATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTAL
CTGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCCGCACACCGCCATGTATTACTGTGCGAGACATGAR
AACTACGGTGACTACAACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

18 Proteina de la Cadena Pesada:

EVQLVQSGAEVEKPCESLKISCKGSGYSFTSYW I CWVROMPCRKGLEWMGII¥PGDSDTRY
SPSFRGQVTISADKSISTAYLOWSSLKASDTAMYYCARHENYGDYNYWGQGTLVTVSS

19 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATCGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTCGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTCGCAGCTATTTAAATTCGCGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTCATCTATGCTGCTTCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GRAGATTTTGCACTTTACTGCTGTCAACAGAGTAACGGTTCCCCGCTCACTTTCGGCGGA
GGGACCAAGGTGGAGATCAAA

20 Proteina de la Cadena Ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIREYLNWYQOKPCKAPRLLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGIDFTLTISSLOPEDFALYCCOOSNGSPLTFGGGTRVETK

Anticuerpo U1-43

21 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGYCCLTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGECCTGEAGTGEATTGCETACATCTATTACAGTEGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAGGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAT
AGAGAGAGAGAGTGGGATGATTACGGTGACCCCCAAGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGE

ACCACGGTCACCGTCTCCTC
22 Proteina de la Cadena Pesada:

QVRLOESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGGSTISSGEYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLRSRVTISVDTSKNQFSLKLS SVTAADTAVY YCARDREREWDDYGDPOQGMDVWGOG

TTVIVS
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23 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTACATTGGTATCAGCACAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCCATGCTGCATCCAGTTTACAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGCATCTGGGACACGATTTCACTCTCACCATCAGTAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTAACCCGCTCACTTTCGGCGGA
GGGACCAAGGTGGAGATCCAA

24 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTOSESSLSASVGDRVTITCRASQSIS SYLIWYQOXPCGKAPKLLIHAASILOSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOQSYSNPLTEGGGTKVEIQ

Anticuerpo U1-44

25 ADN de la Cadena Pesada:

GAGGTGCAGCTGETGCAGTCTGCAGCAGAGGTGAAAAACCCCEGGCAGTCTCTCGAAGATC
TCCTGTAACGGGTTCTGCATACAGCTTTACCAGCTACTGGATCGCCTGGGTGCGCCAGATE
CCCGGGAAAGGCCTGGAGTGGATGGGGATCATCTGGCCTGGTGACTCTGATACCATATAC
AGCCCGTCCTTCCAAGGCCAGGTCACCATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTAL
CTGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCCATGTATTACTGTGCGAGACATGAA
AACTACGGTGACTACAACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTLTCLTCA

26 Proteina de la Cadena Pesada:

EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVROMPGKGLEWMGI IWPGDSDTIY
SPSFQGOVTISADKSISTAYLOWS SLKASDTAMYYCARHENYGDYNYWGQGTLVTVSS

27 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTEGTGGCAGACAGAGTCACT
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTCGAAGTTATTTAAATTCGGTATCAGCAGAAACCG
GGGAATGCCCCTAAACTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCACTTTACTACTGT CAACAGAGTATCAGTTCCCCGCTCACTTTCGGCGGA
GGGACCAAGGTGGAGATCARAA

28 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIRSYLNWYQOKPCGNAPKLLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFALYYCQOSISSPLTFGGGTKVELK

Anticuerpo (U1-45)
29 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACCAGTTATGATATCAACTGGGTGCGACAGGCC
ACTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATGAACCCTAACAGTGGTGACACTGGCTAT
GCACAGGTGTTCCAGGGCAGAGTCACCATGACCTGGAACACCTCCATAAGCACAGCCTAC
ATGGAACTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGATTTGGE
GATCTCCCGTATGACTACAGTTACTACCAATGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTG

GTCACCGTCTCCTC

30 Proteina de la Cadena Pesada:
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QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYDINWVRQATGOGLEWMGWMIN PNSGDTGY
AQVEFQGRVTMTWNTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCARFGDLPYDY SYYEWFDPWGQGTL

VIV3
31 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGCCAAGCCAGAGCATTAGCAGCTATTTARATTGGTATCAGCAGAGACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCACCATCCAGTTTGCAAAGTCGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACACAGTTACAGTACCCCCCTCACTTT CGGCGGA

GGGACCAAGGTGGAGATCAAA

32 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTQSPSSLSASVCDRVIITCRASQSISS YLNWYQORPGKAPKLLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSTPLTFGGGTKVEIK

Anticuerpo (U1-46

33 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGGTCCAGGACTGGTCGAAGCCCTCGCAGACCCTCTCACTC
ACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTGTCTCTAGCAACAGTGCTGCTTGGAACTGGATCAGG
CAGTCCCCATCGAGAGGCCTTGAGTGECTGEGAAGCGACATACTACAGGTCCAAGTGGTAT
AATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCCGAATAACCATCAACCCAGACACATCCAAGAAC
CAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCA
AGAGATCTCTACGATTTTTGGAGTCGTTATCCCTACTACTACGCTATGCGACGTCTGGGGC
CAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTC

34 Proteina de la Cadena Pesada:

QVQLOOSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVS SNSAAWNWIROSPSRGLEWLGRTYYRSKWY
NDYAVSVEKSRITINPDTSKNQFSLOLNSVTPEDTAVYYCARDLYDFWSGYPYYYGMDVWG

QETTVTVS
Anticuerpo U1-47

35 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGGTCCAGGACTGGTGAAGCCCTCGCAGACCCTCTCACTC
ACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTGTCTCTAGCAACAGTGCTGCTTGGAACTGGATCAGG
CAGTCCCCATCGAGAGGCCTTGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTAT
AATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCAACCCAGACACATCCAAGAAC
CAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCA
AGAGATTACTATGGTTCGGGGAGTTTCTACTACTACTACGGTATCGACCTCTGGGGCCAA

GGGACCACGGTCACCGTCTCCTC

36 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLOOSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVISNSAAWNWIRQSPSRGLEWLGRTYYRSKWY

HNMDYAVSVESRITINDPDTSKNOFSLOLNSVTPEDTAVY YCARDYYGSGEFYIYTGHDVGQ
GTTVTVS

37 ADN de la Cadena Ligera:
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GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTCTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGCCAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGCTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGGTCCTGATCTATGCTGCATCCAATTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGCATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCAACTTACTACTCTCAACACAGTTACAGTACCCCTCGGACGTTCGCCCAA

GGGACCAAGGTGGAAATCAAA

38 Proteina de la Cadena Ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQS TS SYLNWYQOKPGKAPKVLIYAASNLOSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYY CQQSYSTPRTFGQGTRVEIK

Anticuerpo U1-48

39 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGETCGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGCCTCCATCAGTAGTTACTACTGGAGCTGGATCCGEGCAGLCE
GCCGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGCATATCTATACCAGTGGGAGCACCAACTACAALC
CCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATGTCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTG
AAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAAGCGATT
TTTGGAGTGGGCCCCTACTACTACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTC

ACCGTCTCCTC
40 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSAGSISSYYWSWIRQPAGKGLEWIGHTIYTSGS TNYN
PSLEKSRVIMSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY YCAREALFGVGRYYYYGMDVWGQGTTV

TVS
Anticuerpo U1-49

41 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACCGGCTACTATATGCACTGGGTGCGACAGGLL
CCTEGACAAGGGCTTGAGTGGATGGCATGGATCAACCCTAATATTGGTGGCACAAACTGT
GCACAGAAGTTTCAGGGCAGGGTCACCATGACCAGGCACACGTCCATCAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTBAGCAGGCTGAGATCTGACGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGA
CGGTATAGCAGCAGCTGGTCCTACTACTACTACGGTATGCGACGTCTGGGGCCAAGGGACC

ACGGTCACCGTCTCCTC
42 Proteina de la Cadena Pesada:

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWVRQAPGOGLEWMGHWINPNIGGTNC
AQKFQGRVIMTRDTS ISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGGRYS SSWSYYYYGMDVWGQGT

TVIVS
43 ADN de la Cadena Ligera:

GATATTCTGATGACCCAGACTCCACTCTCTCTGTCCGTCACCCCTGCACAGCCGGCCTCC
ATCTCCTGCAAGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCTTAGTGATGGAGGGALCCTATTTGTATTGG
TACCTGCAGAAGCCAGGCCAGCCTCCACAGCTCCTGATCTATGAAGTTTCCAACCGGTTC
TCTGGAGTCCCAGATAGGTTCAGTGGCAGCGGGTCAGGCGACAGATTTCACACTGAAAATC
AGCCGGGTGGAGGCTCAGGATGTTGCGGTTTATTACTGCATGCAARGTATGCAGCTTCCG
ATCACCTTCGGCCRAGGGACACGACTGGARATTAAA

44 Proteina de la Cadena Ligera:
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DILMTOTPLSLSVTPGOPASISCEKISQSLLLSDGGTYLYWYLOKPGOPROLLIYEVSNRE
SGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVY YCMOSMOLPITFGOGTRLETK

Anticuerpo U1-50

45 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGCACTGGTCGAAGCCTT COGAGACCCLEICCLTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCETCAGCAGTCGGTGETTACTACTCGAGCTGGATCCGG
CAGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGTATATCTATT ACAGTGGGAGCACCAAC
TACAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCTGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGG
GGGGACAGTAACTACGAGGATTACTACTACTACTACCGTATCGACGTCTGCGGCCAACGG

ACCACGGTCACCGTCTCCTC
46 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSVE SGGYYWSWIROQPPGKCGLEWIGYIYYSGSTN
YNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLEKLS SVTAADTAVYYCARGGDSNYEDY YYYYGMDVWGQG

TTVTVS
47 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTCTCTGCATCTGTACGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCATCTATTTACATTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCTTCATCTCTCCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGCETCCCGTCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGAAGTCTGCAACLCT
GAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACACTTCCCCGATCACCTTCGGCCAA
GGGACACGACTGGAGATTAAA

48 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISIVLHWYQQKPGKAPKLLISAASSLQSGVPS
RFSGSGSCGTDFTLTIRSLOPEDFATYYCQQSYTSPITFGOGTRLEIK

49 Anticuerpo U1-51 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGTAGTTACTACTGGACCTGGATCCGGCAGCCC
CCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTCGGTATATCTATTACAGTGGCAGCACCAACTACAALC
CCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGCACCAGTTCTCCCTG
AAGCTGAGCTCTGTGACCGCTGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCCGAGAGATTCGAGT
TACTATCGATAGTAGTGGTTATTACTTATACTACTACGCTATCGACGTCTGGCGCCAAGGG

ACCACGGTCACCGTCTCCTC
50 Proteina de la Cadena Pesada:

QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKCGLEWIGYIYYSGSTNYN
PSLEKSRVTISVDTSKHQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDSSYYDSSGYYLYYYAMDVWGQG

TTVTVS
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51 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCCAGAGGGCCACT
ATCAACTGCAAGTCCAGCCAGAGTGTTTTATACAGCTCCAACAATAAGAACTACTTAGCT
TGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTTCCTGGECATCTACCLGG
GAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTCGCAGCGCGTCTGGGACAGATTTCACTCTCACC
ATCAGCAGCCTGCAGGCTGAAGATCGTGGCAGT TTATTACTGTCAGCAATATTATACTACT
CCTCTCACTTTCGCCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAA

52 Proteina de la Cadena Ligera:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLY S SNNENYLAWYQQOKPGQPPKLLISWASTR
ESGVPDRISGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYTTPLTFGPGTKVDIK

Anticuerpo U1-53

53 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAACTGGTGGAGT CTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGCGATTCACCTTCAGTATCTATACCATGAACTGGGTCCGCCAGGLT
CCAGGGAAGGCGCTGGAGTGGGTTTCATACATTAGTAGTAGTAGTAGTACCATATACTAC
GCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCARGAACTCACTGTAT

CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGACGAGCGACACGGCTGTGTATTACTGTGCCAGAGATAGG
GGTGACTTCGATCCT I TTCATATCTCGCGCCAAGGCACAATCGTCACCCTLTCTTCA

54 Proteina de la Cadena Pesada:

EVQLVESGGGLVQOPGGSLRLSCAASGFTFEIYSMNWVRQAPGKGLEWVSYISSSSSTIVY
ADSVKGRFTILSRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCARDRGDFDAFDIWGQGTMVTVSS

55 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTCTACGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCAGGCGAGTCAGGACATTACCAACTATTTGAATTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTACCGATGCATCCAATTTGCGAAACAGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGAAGTGGATCTGGGACAGATTTTACTTTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATATTGCAACATATAACTGTCAACAGTGTGAAAATTTCCCGATCACCTTCGGCCAA

GGGACACGACTGGAGATTAAA
56 Proteina de la Cadena Ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCOASQDI TNYLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLETGVPS
RFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATYNCOOCENFPITFGOGTRLETK

Anticuerpo U1-55

57 ADN de la Cadena Ligera:

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGCCGGLCTCC
ATCTCCTGCACGTCTAGTCAGAGCCTCCTGTATAGTAATGGATACAAGTATTTCGCGATTCG
TACCTGCAGRAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTTGGGTTCTAATCGGGCC
TCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGCCACAGATTTTACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTCCEGETTTATTATTGCATCCAGCCTCTACAAACTCCG
ATCACCTTCGCGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAA
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58 Proteina de la Cadena Ligera:

DIVMTQSPLSLPVTPGEPAST SCRSSQSLLYSNGYKYLDWYLOKPGOSPQLLIYLGSNRA
SGVPDRFSGSGSGTDFTLKI SRVEAEDVGVYYCMOALOTPITFGOGTRLEIK

Anticuerpo (U1-55.1)

59 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCGTCAGCAGTGGTGGT TACTACTGGAACTGGATCCGG
CAGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGTATATCAATTACAGTGGGAGCACCAAC
TACAACCCCTCCCTCABAGAGT CGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTC
TCCOTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCTGCOGACACGECCATGTATTACTGTGCGAGAGAT
CGAGAACTGGAACTTTACTACTACTACTACGGTATCGACGTCTGCGGGCCAAGGGACCACG

GTCACCGTCTCCTC
60 Proteina de la Cadena Pesada:

QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSVSSGEYYWNWIRQOP PGKCGLEWIGYINYSGSTH
YNPSLRSRVTISVDTSKNQF SLKLSSVTAADTAVYYCARDRELELYYYYYGMDVWGQGTT

VIVS
Anticuerpo (U1-57)
61 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGT CGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCTGAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCGTCAGCAGTGGTGGTTACTACTGGAACTGGATCCGG
CAGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGTATATCAATTACAGTCGCAGCACCAAC
TACAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATAT CAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTC
PTCCCTCGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCTGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCCGAGAGAT
CGAGAACTGGAACTTTACTACTACTACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACG

GTCACCGTCTCCTC
62 Proteina de la Cadena Pesada:
OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGS VS SGEY YWNWIRQPPCKGLEWICYINY SESTN

YNPSLESRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDRELELYYYYY GHMDVWGQGTT

VTVS

Anticuerpo U1-57.1

63 ADN de la Cadena Ligera:

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCECGTCACCCCTCGAGAGCCGGLCTCC
ATCTCCTGCAGGTCTAGTCACGAGCCTCCTGTATAGTAATGGATACAAGTATTTGCATTGG
TACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCATGATCTATTTGGGTTCTAATCGGGLC
TCCGGGGTCCCTCACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACAGATT' ITACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGEGTTTATTATTGCATGCAGGCTCTACAAACTCCG
ATCACCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTARA
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64 Proteina de la Cadena Ligera:

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQS LDYSNGYKYLDWYLQKPGQSPQLMIYI_.GSNRA
SGVPDRIFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOALOTPITFGQGTRLEIK

Anticuerpo U1-58

65 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGCGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTC
TCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATGCCATGCACTGGGTCCGCCAGGLT
CCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATCGTATCGATGGAAGTAATAMAATACTAT
GCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTAT
CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTCGTATTACTGTGCGAGAGCAGCT
COCCTTEACTACTACTACCCTATCGACGTCTGGGGC CARGGEACCACCGTCACCETCTCC
TCA

66 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLVESGGGVVQOPGRSLRLSCAASGFTFS SYGMHWVROAPGKCLEWVAVIWYDGSNKYY
ADSVKGRFPTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARAARLDYYYGMDVWGQGTTVTIVS

3
67 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGCGAGACAGAGTCTCC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAACAGCTATTTAAATTGGTTTCAGCAGAAGCCA
GGGAAAGCCCCTCAGCTCCTGATCTTTGGTGCATCCGETTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGCGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAACAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTTCCCCGUTCACCTTCGGCCAA
GGGACACGACTGCAGATTARA

68 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVSITCRASQSINSYINWEQOKPGKAPQLLIFGASGLOSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTINSLOPEDFATYYCOQSYSSPLTFGOGTRLEIK

Anticuerpo U1-59

69 ADN de la Cadena Pesada:

CACGGTGCAGCTACAGCAGTGAGGCECAGCGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCGCTGTCTATGETGGGTCCTTCAGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGCCC
CCAGGGAAGGGGCTGCAGTGCGATTGGGCGAAATCAATCATAGTGGAAGCACCAACTACAAC
CCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGAAACGTCCAAGRACCAGTTCTCCCTG
BAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTEGTGTATTACTGTGCGAGAGATAAGTGG
ACCTGGTACTTCGATCTCTGGEGCCGTGCCACCCTGGTCACTGTCTCCTCA

70 Proteina de la Cadena Pesada:

QVQLOOWCAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFIGYYWSWIRQPPGKGLEWIGEINHSGSTNYN
PSLKSRVTISVETSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDEWTIWYFDLWGRGTLVTVSS

71 ADN de la Cadena Ligera:
GACATCGAGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCCACT

ATCAACTGCAGGTCCAGCCAGAGTGTTTTATACAGCTCCAGCAATAGGAACTACTTAGCT
TGGTACCAGCAGAACCCAGGACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTTACTGGGCTTCTACCCGS
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GAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACTCTCACC
ATCAGCAGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCAGT TTATTACTGTCAGCAATATTATAGTACT
CCTCGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

72 Proteina de la Cadena Ligera:

DIEMTQSPDSLAVSLGERATINCRSSQSVLYS SSNRNY LAWY QQNPGOPPKLLIYWASTR
ESGVPDRFSGSGSGTDITLTISSLOAEDVAVY YCOQYYSTPRTIGQGTKVELK

Anticuerpo U1-52

73 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGCGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTCGATGGGGAACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTGAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAACTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAGAGGG
GGAACTGGAACCAATTACTACTACTACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCALCG

GTCACCGTCTCCTC
74 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLOESGPGLVKPSQOTLSLTCTVSGGSIS SGCY YWSWIRQHPCGKGLEWMGNIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSENQFSLELNSVTAADTAVYYCARGGTGTNY YYYYGMDVWGQGTT

VIvs
75 ADN de la Cadena Ligera:

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACC
CTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAA
CCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCTGGGCCACTGGCATCCCA
MAACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAG
CCTGAAGATTTTGCAGTCTATTACTGTCAGCAGTATGGTACCTCACCGCTCACTTTCGGC

GGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

76 Proteina de la Cadena Ligera:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQOKPGOAPRLLIYGASSWATGIP
NRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQOYGSSPLTFGGGTKVEIK

Anticuerpo U1-61

77 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTCGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGTCTCCATCAGCAGTGGTGCTTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGATGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGAAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAT
TCCGAGTCCGAGTATAGCAGCTCGTCGAACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAARGGGACC

ACGGTCACCGTCTCCTC
78 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGVSIS SGEYYWSWIRQHPGMGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISEDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDSESEYSSSSNYGMDVWGOGT

TVTIVES
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Anticuerpo U1-61.1

79 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGCGACTGETGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGETGTCTCCATCAGCAGTGGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGATGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTEEGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGAAGACACGTCTAAGRAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTCCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAT
TCCGAGTCCGAGTATACCAGCTCGTCGAACTACGGTATCCGACGTCTCGGGCCAAGGGACT

ACGGTCACCGTCTCCTC

80 Proteina de la Cadena Pesada:

OVOLOESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGVSISSGOYTWSWIRQHPGMGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISEDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDSESEYSSSSNYGMDVHGQGT

TVTVS
81 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAATCACT
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGACCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGARAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAGGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGTATCTGGGACAGATTTCACCCTCACCGTCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTAACCCGCTCACTTTCGGCGGA

GGGACCAAGGTGGAGATCAAA

82 Proteina de la Cadena Ligera:

DICMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQTISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAAS SLOGGVES
RFSGSVSGTDFTLTVSSLOPEDFATYYCOOSY SNPLTFGGGTKVEIK

Anticuerpo U1-62 (2.9.1)

83 ADN de la Cadena Pesada:

GAGGTGCAGCTGGTECAGTCTGGAGCAGAGGTGAAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGAAGATC
TCCTGTAAGGGTTCTGGATACAGTTTTACCAGCTACTGGATCCGCTGGGTAGCGCCAGATG
CCCGGGARAGGCCTGGAGTGGATGGGGATCATCTATCCTGGTGACTCTGATACCAGATAL
AGCCCGTCCTTCCAAGGCCAGGTCACCATGTCAGCCGACAAGTCCATCAGTACCGCCTAC
CTGCAGCTGAGCAGCCATGAAGGCCTCGGACACCGCCATGTATTACTGTGCGAGACAGAT
GGCTGCGAAACTACGTACATCACGCGTCATCCGACGACGTCCTCGGECCAAGGGACCACGGTC

ACCGTCTCCTC
84 Proteina de la Cadena Pesada:

EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFITSYWIGWVROMPGKGLEWMGEIYPGDSDTRY
SPSFQGQVTMSADKSISTAYLOQLS SHECGLGHRHVLLCETDGWKLRTSRVIETSWGQGTTV

vse
85 ADN de la Cadena Ligera:

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACC
CTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTATCAGCATCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAA
CCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCA
GACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGCGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAG
CCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGTGCAGTTTITGGC

CAGGGGACCAAACTGGAGATCAAA
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86 Proteina de la Cadena Ligera:

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVISIYLAWYOQOKPGOAPRLLTYGASSRATGIP
DRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQOYGESPCSFGOGTKLETK

Anticuerpo U1-2

87 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCLAGCACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGETGGCTCCATCAGCAGTGGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCGL
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGCATTGGGTACATC TATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAGGAGT CGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCETGTATTACTGTGCGAGAGCG
GATTACGATTTTTGCAGTCGGTTATTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC

TCCTCA
88 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLQESGPGLVKPSQOTLSLTCTVSGGSISSCDYYWEWIRQHPGKGLENIGY IYYSGSTY
INPSLRERVTISVDTSKNQFSLEKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGOGTLVTV

35
89 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGACGACAGAGTCACT
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTATCAGCAGATACCT
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTCCABAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAACAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATGGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA

GGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

90 Proteina de la Cadena Ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGIRNDLEWYQOTPGKAPKRLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTINSLOQPEDFATYYCLORENGYPWTFGQGTRKVEIK

Anticuerpo U1-7

91 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTCATTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGACGTGGATTGGATACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCCAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCG
GATTACGATTTTTGGAGTGCTTATTTTCGACTACTGEGCCCCAGGGAACCCTGGTCACCGTL

TCCTCA
92 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLOESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGGSISSGDYYWSWIROHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLEKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTV

388
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93 ADN de la Cadena Ligera:

GACTTCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCALCC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGACATTCGAAATGATTTAGGCTGGTATCGGCAGAAACCT
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTGCACGTTCGGCCAA

GGGACCAAGGTGGAAATCARAC

94 Proteina de la Cadena Ligera:

DFQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASODIRNDLGWYROQKPGKAPKRLIYAASSTOSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPWTFGOGTKVETK

Anticuerpo U1-9

95 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCLCAGGACTGETGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGECTCCATCAGCAGTGGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCGL
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGATACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAATAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCCCGCACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCG
GATTACGATTTTTGGRAATGCTTATTTTGACTACTGGGGCCACCGCGAACCCTGGTCACCGTC

TCCTCA
96 Proteina de la Cadena Pesada:

QVQLOQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGS ISSGDYYWSWIRQHAPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLESRVTISIDTSRNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWNGYFDYWCQGTLVTV

S8
97 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGCGACATTAGAAATGATTTAGGCTGGTATCGGCAGAAACCT
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATCGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT

GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAA

98 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASODIRNDLGWYRQKPGKAPKRLIYAASSLQSGVES
RESGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYY CLOHNS YPWIFGOGTKVELK

Anticuerpo U1-10

99 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTCGAAGCCTACACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGACTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGARAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCEGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCA
GATTACGATTTTTCCAGTGGTTACTTTCACTACTGGGGCCAGEGAACCCTGGTCACCGTC

TCCTCA
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100 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLOESGPGLVKPTOTLSLTCTVSGGS TS SCGDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLKSRLTISVDTSKNQFSLRKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYEFDYWGQGTLVTV
88

101 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGT CACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATGATTTACGGCTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGARAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTPGCAAAGTGGCGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAATTACCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAA

102 Proteina de la Cadena Ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQOKPGKAPKRLIYAASSLQSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNNYPHTFGOGTKVEIK

Anticuerpo U1-12
103 ADN de la Cadena Pesada

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGTAGTCGGTCGATTACTACTGGAGCTGGATCCGL
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTALC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGTTGAGCTCTGTCACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCC
GATTACGATTTTTGGAGTGGTTATTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC
TCCTCA

104 Proteina de la Cadena Pesada:

QVQLOESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGES IS SGDYYWSWIROQHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLEKSRVTISVDTSKNQF SLRLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGOGTLV TV
38

105 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGCGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAATTACCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAA

106 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLEWYQOKPGKAPKRLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNNYPWTFGQGTKVEIK
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Anticuerpo U1 - 13
107 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCLCCAGCACTEETCGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTCGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGL
CAGCACCCAGGGAAGCGCCTGGAGTGCATTGCGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAL
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACCTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAG
GACGACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

108 Proteina de la Cadena Pesada:

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSIS 3GGY YWSWIRQHPGKGLEWI GYIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSRKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAREDDGMDVWGQGTTVTVSS

109 ADN de la Cadena Ligera:

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGLCCGGLLTCC
ATTTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCATAGTAATGGATACAACTATTTGGAATGGE
TACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCCCCACAGTTCATGATTTATTTGGGGTCTAATCGGGCC
TCCGGGGETCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTCGATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGEGEGTTTATTACTGCATGCAAGCTCTACAARACTCCG
ATCACCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAA

110 Proteina de la Cadena Ligera:

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASTISCRISQSLLESNGYNYLEWYLOKPGOSPQFMIYLGSNRA
SGVPDRFSGSGSGTDFTLKI SRVEAEDVGVYYCMOALQTPITFGOGTRLETR

Anticuerpo U1-14
111 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTE
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCGL
CAGTACCCAGGGAAGGGCCTEGACTGGATTGGOGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAL
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGGTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCG
GATTACGATTTTTGGAGTGGTTATTTTGACTACTGCGGCCAGGGAACCCTGETCACCGTC
TCCTCA

112 Proteina de la Cadena Pesada:

QVQLOESGPGLVKEPSOTLSLITCTVSGGES IS SGRYYWSWIRQYPGKGLEWIGYIVYSGSTY
YWPSLKSRVTISVDTSKNQF SLKLRSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTY
33

113 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGEGCAAGTCAGGGCATTAGAAATGAT TTAGGCTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTCGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCACGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATACTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAAC
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114 Proteina de la Cadena Ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWY QOKPGKAPKRLIYAASSLQSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLQHNTY PWTFGOGTKVEIK

Anticuerpo U1-15
115 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGETGGCTCCGTCAGCAGTGETCCGTTACTACTGGAGCTGGATCLGG
CAGCCCCCAGGGAAGGGACTGCAGTGGATTGGGTATATCTATTACAGTGGGAGCACCAAC
TACAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTC

TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCTGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAT
GGGGACGTGGATACAGCTATGGTCGATGCTTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTC
ACCGTCTCCTCA

116 Proteina de la Cadena Pesada:

OVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGEVE SGGY YWESWIRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTN
YNPSLKSRVTISVDTSKNCFSLRKLSSVTAADTAVYYCARDGDVDTAMVDAFDIWGQGTMVY
TV3S

117 ADN de la Cadena Ligera:

CAAATTCTATTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACC
CTCTCCTGCAGCGCCAGTCACGAGTTTAAGCCGGCAACTACTTAGCCTGGTACCACCAGAAG
CCTGGCCAGGCTCCCAGCGCTCATCATCTGTGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCA
GACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTCGGACAGACTTCACTCTCACCATCACAAGACTGGAG
CCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGATAGGTCACCGCTCACTTTCGGL
GGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

118 Proteina de la Cadena Ligera:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSLEGNYLAWYOQOKPGQAPRLIICGASSRATGTP
DRFSGSGSGTDFTLTITRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTIFGGGTKVEIK

Anticuerpo U1-19
119 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGT CGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTCGATTACTACTCGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGA
GATTACGATTTTTGGAGTGGAGAGTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTE
TCCTCA

120 Proteina de la Cadena Pesada:

OVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGS IS SGDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNOFSLKLSSVTIAADTAVY YCARGDYDFWEGEFDYWGQGTLVTV
55
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Anticuerpo U1-20

121 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGETGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGCCTCCATCAGCAGTGGTGCTTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGCGTACATCTATGACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGGTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTCTATTACTGTGCGAGAGAT
CAGGGGCAGGACGGATACAGCTATGETTACGGCTACTACTACGGTATGGACGTCTGGGGC
CAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTC

122 Proteina de la Cadena Pesada:

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGR IS SGGYYWSWIROHPGKGLEWLGYIYDSGSTY
YNPSLEKSRVTISVDTSKNQFSLKLRSVTAADTAVY YCARDOGODGY SYGYGYYYGMDVWG

QGTTVTVS

123 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCAGGCGAGTCAGGACATTAGCAATTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAACTCCTGATCTACGTTGCATCCAATTTGGAAACAGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGAAGTGGATCTGGGACAGATTTTACTTTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATATTGCAACATATTACTGTCAACAGTGTGATAATCTCCCTCTCACTTTCGECGGA
GGGACCAAGGTGGAGATCAAA

124 Proteina de la Cadena Ligera:

124 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCOASODISNY LNWYQOKPGKAPKLLTYVASNLETGVES
RFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATYYCOQUDNLPLT FGGGTKVEIK

Anticuerpo U1-21

125 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTETCCLTC
ACCTGCACTGTCTCTGATGGCTCCATCAGCAGTGGTGATTACTACTGCGAGCTGCGATCCGL
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGATACATCTATTACAGTGCGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCCCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCG
GATTACGATTTTTGCGAGTGCTTATTTTCACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGCTCACCGTLC

TCCTC
126 Proteina de la Cadena Pesada:

OVOLOESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGGSISSGDYYRSWIRQHPGKGLEWIGY IYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNOFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDIWSGYFDYWGQGTLVIY

S
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127 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAACTCAGGACATTAGAAATGATTTAGCCTGGTATCGGCAGAAACCT
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATCCTGCATCCCGTTTGCAMAGTGGCGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA

GGGACCAAGGTGGAAATCAAAC
128 Proteina de la Cadena Ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGPRVTITCRASQDIRNDLGWYRQKPGKAPKRLIYAASRLOSGVP S
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPHTFGOQGTKVELK

Anticuerpo U1-22

129 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTCETGGCTCCATCAGCAGTGGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGEGCCTCGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCC
GATTACGATTTTTGGAGTGGTTATTTTGACTACTGGGCCCAGCCGAACCCTGGTCACCGTC

TCCTCA
130 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLQOESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGGS IS SGDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNOF SLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWS GY FDYWGQGTLVTV

SS
131 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTPGCCGGGCAAGTCAGCGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCCCCTGATCTATCCTCGCATCCAGTTTGCAMAATGGCGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA

GGGACCAAGGTGGAAATCAAAC
132 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQOKPGKAPKRLIYAASSLONGVP S
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATY YCLOHNSYPWIFGOGTKVEIR

Anticuerpo U1-23
Anticuerpo U1-23

133 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCGE
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCS
GATTACGATTTTTGGAGTGGTTATTTTCACTACTGGCGGCCAGGGAATCCTGGTCACCGTC

TCCTC
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134 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLQESGPGLVEPSQTLSLTCTVSGES XS SGDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY YCARADYDFWS GYFDYWCGQGILVTV
3

135 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTAETCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGCTATCAGCAGAAALCCA
GGCAAAGCCCCTAAGCGCCTCGATTTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGCEGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCARAC

136 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTQSPSSLEASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQOKPGKAPKRLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPRTFGQGTKVELK

Anticuerpo U1-24

137 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGLCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGTAGTGGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGTTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCC
GATTACGATTTTTGGAATGGTTATTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC
TCCTCA

138 Proteina de la Cadena Pesada:
OVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGDYYWSWIROHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLEKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWNGYFDYWGOGTLVTV
S8

139 ADN de la Cadena Ligera:
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTACGGAGACAGAGTCACT
ATCACTTCCCCOGCAAGTCAGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCOTAAGCGCCTCATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGCTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTIGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCOT

GAAGATTTTGCRAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAATTACCCGTGCGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCARAA

140 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQOKPGEKAPKRLIYAASSLOSGVRS
RFSGEGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOENNYPHTFGOGTKVEIR

Anticuerpo U1-25

141 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCGT
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTGEGAGCACCTAC
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TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGCACACGCCCOTGTATTACTGTGCGAGAGCC
GATTACGATTTTTGGAGTCGTTATTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC

TCCTCA

142 Proteina de la Cadena Pesada:

QVQLOESGPGLVKPSQOTLSLTCTVSGGSISSCGDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDIFHWSGYFDYWGOGTLVTV

sSs

143 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGCTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGARATGATTTAGGCTGGTATCAGCAGAARCCA
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTCCATCCAGTTTGCAAAATGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGCGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA

GGGACCAAGGTGGAAATCARAC

144 Proteina de la Cadena Ligera:

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQOKPGKAPKRLIYAASSLONGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCLOHNS YPHT FGOGTRVEIK

Anticuerpo U1-26

145 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGT CGGGCCCAGGACTGCTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGATCGCTCCATCAGCAGTGETGATTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGTACCCAGGGARGGGCCTGGAGTGEATTGGGETACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGGGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTTCTGTGCGAGAGCC
GATTACGATTTTTGGAGTGCGTTATTTTGACTTCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC

TCCTC
146 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLOQESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGGSISSGDYYWSWIRQYPGKGLEWIGY IYYSGSTY
YNPSLRSRVTISVDTSKNQFSLEKLGSVTAADTAVYFCARADYDFWS GY FDFWGQGTLVTV

S

147 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGCAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGCGGCATTAGAAATCATTTAGGCTGCGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATCCTCCATCCAGTTTGCAARAGTGGCGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGCGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATGGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA

GGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

148 Proteina de la Cadena Ligera:

DIQMTOSESSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLEWYQQKPGKAPKRLIYAASSLQSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLQENGYPRTFGOGTEVEIK
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Anticuerpo U1-27
149 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGTACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTARGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGGGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTTCTCGTGCGAGAGCC
GATTACGATTTTTGGAGTGGTTATTTTGACTTCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC
TCCTC

150 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLOESCGPGLVKPSOTLSLTCTVSGGEIS SGDYYWSWIRQYPGKGLEWIGY IYYSGITY
YNPSLKSRVTISVDTSKNQF SLKLGSVTAADTAVYFCARADYDFWSGYFDFWGQGTLVTV
3

151 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATCATTTAGGCTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGCACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATGGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

152 Proteina de la Cadena Ligera:

DIQMTQOSPSSLSASYGDRVTITCRASQGIRNDLEGWYQQKPGKAPKRLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNGYPWTFGOGTKVELR

Anticuerpo U1-28
153 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACLCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTCGTGGCTCCATCAGTAGTGGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGCAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGLCG
GATTACGATTTTTGCAGTGGTTATTTTCGACTCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC
TCCTCA

154 Proteina de la Cadena Pesada:

OVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNOFSLKLSSVTAADTAVY YCARADYDFWSEGYFDEWGQGTLVTV
8s

155 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGECAAGTCAGGGCATTAGARAATGATTTAGGCTGGTATCAGCAGATACCT
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTCGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGCACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCLT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATGGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAR

156 Proteina de la Cadena Ligera:
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DIOMTQOSPSSLSASVGDRVTITCRASOGIRNDLAWYQQTPGRKAPKRLIYARSSLQSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNGYPWT FGOGTKVEIK

Anticuerpo U1-31

157 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGTTACACCTTTACCAACTATGGTATCAGCTGGGTGCGGCAGGCE
CCTGCACAAGGGCTTGAGTGGATGGCATGGATCAGCCCTTACGATGGTTACAGAAACTAT
GCACAGAAGCTCCAGGGCAGAGTCACCATGACCACAGACACATCCACGACCACTGCCTAC
ATGGAGCTGAGGAGCCTCAGATCTGACGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGATGTT
CAAGACTACGGTGACTACGACTACTTTGACTACTGCGCGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC

TCCTCA
158 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTNYGISWVROAPGOGLEWMGW L SAYDGYRNY
AQRKLQGRVTMTTDT STTTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDBVODYGDYDYFDYWGQGTLVTV

88
159 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTACGGAGACAGAGTCACC

ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCAGTTAT TTAAATTGGTATCAGCAGAAACCA
GGCGAAAGCCCCTAACCTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGATTCAGGGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCCCATCACCTTCGGCCAA

GGGACACGACTGGAGATTAAA
160 Proteina de la Cadena Ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVITTCRASQSISSYINWYQOKPGKAPNLLIYAASSTQEGVPS
RFRGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOQSYSTPITFGOGTRLETK

Anticuerpo U1-32

161 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTTACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGCTCGCTCCATCAGCACTCOTGATTACTACTCCACCTGCATCCGT
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTGGGACCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
GCCCTGAAGCTGAACTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCL
GATTACGATTTTTGGAGTGGTTATTT TGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC

TCCTCA
162 Proteina de la Cadena Pesada:

QVQLOESGPGLVKPLOTLSLTCTVSGGSISSGDY YWSWIRQHPGKGLEWIGY IYYSGTTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNOFALKLNSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTV
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163 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAGOTCAGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTCAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCCGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCTCTCTCACAATCTCCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

164 Proteina de la Cadena Ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAGQGIRNDLGWY QOKPGKAPORLIYAASSLQSGVPS
RFSGSGSGTEFSLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPWTFGQGTRVETK

Anticuerpo U1-35
165 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTACTACATGAGCTGGATCCGCCAGGLT
CCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTTTCATATATTAGTAGTAGCTCGTAATAACATATACCAC
GCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGGGACAACGCCAAGAACTCACTGTAT
CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGCGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAGAGA
TATAGTGGCTACGACGACCCTGATGGTTTTGATATCTGGGGCCAAGCGCGACAATCGGTCALL
GTCTCTTCA

166 Proteina de la Cadena Pesada:

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVSYTISSSGNNIYH
ADSVEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARERY SGYDDPDGFDIWGQGTMVT
vVSs

167 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCOCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCALCC
ATCACTTGCCAGGCGAGTCAGGACATTAGCAACTATTTAAGTTGGT TTCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCCACGATGCATCCAATTTGCAAACAGCGGTCCCTTCA
AGGTTCAGTGGAAGTGGATCTGGGACAGATTTTACTTTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATATTGCAACATATTACTGTCAACAGTATCGATAATCCCCCGTGCAGTTTTGGCCAG
GGGACCAAGCTGGAGATCAAM

168 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTQSPSSLSASVEDRVTITCOASODISNYLSWEFQQKPGEAPKLLITHDASNLETGVPRS
RFSGSGSGTDFTIFTISSLOPEDIATYYCQQYDHPPCSFGOGTKLEIK

Anticuerpo U1-36
169 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTCGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTTATTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGYGGGACCACCTAC
TACAATCCGTCCTTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAACTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACCGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCC
GATTACGATTTTTGGAGTGGTCACTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTE
TCCTCA
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170 Proteina de la Cadena Pesada:

OVOLOESGPGLVKESOTLSLTCTVSGESISSGYYYWSWIROQHPGKGLEWIGY IYYSGTTY
YNPSFKSRVTISVDTSKNOFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWS GHFDYWGOGTLVTV
58

171 ADN de la Cadena Ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTCTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTCGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTCCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGAT CTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAA

172 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTQOSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQOKPGRAPKRLIYAASSLOSGVP S
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPWTFGOGTKVE LK

Anticuerpo U1-37
173 ADN de la Cadena Pesada:

CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTCGAGCGTGAAGAAGCCTGCGCGCCTCAGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGTTACACCTTTACCAGCTATGGTATCAGCTGGGTGCGACAGGCC
CCTGGACAAGGACTTGAGTGCATGGGATCCATCAGCCGCTTACGATGCGTCACACAAACTAT
GCACAGAAGCTCCAGGGCAGAGTCACCATGACCACAGACACATCCACGAACACAGCCTAC
ATGGAGCTGAGGAGCCTGAGATCTGACGACACGGCCATTTATTACTGTGCGAGAGACCCC
CATGACTACAGTAACTACGAGCCTTTTGACTTCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC
TCCTC

174 Proteina de la Cadena Pesada:

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTSYGISWVROAPGOGLEWMGWI SAYDGHTNY
AQRLOGRVTMTTDTS TNTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDPHDY SNYEAFDFWGQGTL VTV
s

175 ADN de la Cadena Ligera

atgaggteecctgectecagetectggggetectgetactectggebecegaggtgecagatgtyg
acatccagatgacccagtocteccatectecctgtetgecatctgtaggagacagagtcaceat
cacttgecegggcaagtcagagecattageagttatttaaattggtatcagecagaaaccaggg
aaagccocctaacctectgatctatgectgecatecagtttgcaaagtggggtcccatcaagat
tcagtggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatecagecagtectgcaacctgaaga
ttttgcaacttactactgtcaacagagttacagtacccccatcacctteggecaagggaca
cgactggagattaaacgaactgtggetgcaccatetgtettecatettecegecatetgatg
agcagttgaaatctggaactgectetgttgtgtgectgetgaatasacttetatcocagaga
ggccaaagtacagtggaaggtggataacgec

176 Proteina de la Cadena Ligera:

DIOMTOSPSSLSASVGDRVIITCRASQOSISIYLNWYQQKPGKAPNLLIYAASSLOSGVPSR
FSGEGSGTDFTLTISSLOPEDFATY YCQQSYSTPITFGOGTRLETK
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Anticuerpo U1-34

177 ADN de la Cadena Pesada:

accatggactggacctggagggtectttibecttggbtggeagecagecaacaggtgeccactecoceca
ggktcagctggtgeagtecbggagetgaggigaagaagectggggectcagtgaaggtotoct
gcaaggcttctggttacacctttaccaactatggtatcagétgggtgcggcaqqcccctqqa
caagggcttgagtggatgggatggatcagegettacgatggttacagaaactatgcacagaa
gectcoragggcagagtcaccatgacracagacacatcacacgacecactgectacatggagetga
ggagectgagatctgacgacacggeceogtgtattactgtgecgagagatgttcaagactacggt
gactacgactactttgactactggggecagggaacectggtbcacegtetectecagettcecac
caagggcccatcegtecttecceccctgatgecectgecteccaggagecaccteccgagageacagocyg
cecctgggetgeotggtecaaggactacttoccecgaaceg

178 Proteina de la Cadena Pesada

OVQLVQSGAEVKKPGASVEVSCKASGYTFTNYGT SWVRQAPGQGLEWMGWISAYDGYRNYA
QKLOGRVIMTTDTS TTTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDVODYGDYDYFDYWGQGTLVTVSS

179 ADN de la Cadena Ligera:

cagcotcctggggekectgectactectggetcegaggtgocagatgtgacateccagatgaceo
agtctceccatcectcoccetgtetgeatectgtaggagacagagteaccatcacttgecogggecaag
tcagagcattageagttatttaaattggtatcagcagaaaccagggaaageccctaaccte
ctgatctatgctgcatccagttitgecaaagtggggteccatcaagattecagtggecagtggat
ctgggacagatttcactctcaccatcagcagtetgeaacctgaagattttgecaacttacta
ctgtcaacagagttacagtaccececcatcaccttcggocaagggacacgactggagattaaa
cgaactgtggctgcaccatctgtecttcatectbtccegecatetgatgagecagttgaaatetg
gaactgcctetgttgtgtgooctgebgaataacttctatcoccagagaggccaaagtacagtyg
gaaggtggataacgcc

180 Proteina de la Cadena Ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQOKPGKAPNLLIYAASSLQSGVPSR
FSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQRSYSTPITFGOGTRLEIX

Anticuerpo U1-1

181 ADN de la Cadena Pesada:

catctgtggttocttcecteoctgetggtggeagotceccagatgggtectgteccaggtgeage
tgecaggagtocgggeccaggactggtgaagectteacagacectgtececteacctgeactgt
ctetggtggctecatcaacagtggtgattactactggagetggatecgecageaccocaggy
aagggcctggagtggat tgggtacatctattacagtgggageacctactacaaccegtece
tcaagagtcgagttacecatatcagtagacacgtctaagaaccagttctoceococtgaagetgag
ctctgbgackgeccocgcggacacggecgbgtattactgtgecgagagcagattacgatttttgg
agtggttactttgactactggggccagggaaccctggtcaccgtectectcageetececacca
agggcccatoggtet tececcoctggeaccecteocteccaagagecacctetgggggoacaacgge
cctygg

182 Proteina de la Cadena Pesada

QVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTYVSGGS INSGDY YWEWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTYY
NPSLKSRVIISVDTSKNOFSLKLSSYTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTVSS
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183 ADN de la Cadena Ligera:

atgagggtccctgctcagectcetggggetectgectackbetggtteccecaggbtgecaggtgtga
catccagatgaccragtcoctecatecteceoctgtetgeatctgtaggagacagagtecaccatca
ctbtgecgggecaagicagggeattagaaatgatibtaggetggtatcagcagaaaccagggaaa
geecctaagegectgatetatgectgcateccagtttgcaaagtggggtoccatcaaggtteag
cggcadtggatctgggacadaakttcactctcacaatcagcagectgecagecctgaagattttg
caacttattactgtctacagecataatagttacccecgtggacgtbtecggecaagggaccaaggtyg
gaaatcaaacgaactgtggctgoaccatectgtcttcatetbtececegecatetgatgageagtt
gaaatctggaactgcecteotgtigtgtgectgotgaataacttetatececagagaggccaaaqg

tacagtggaaggtggataacgc
184 Proteina de la Cadena Ligera

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLEWYQQKPGKAPKRLIYAASSLOQSGVPSR
FSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNSY PWTFGOGTKVEIK

Anticuerpo U1-3

185 ADN de la Cadena Pesada:

tggttcttoecttectgetggtggecageteccagatgggtecctgteccaggtgecagetgeagga
gtcgggceccaggactggtgaagectteacagaccctgtecectcacctgeactgtectetggtyg
getccatcageagtggtggttactactggagetggatccgecagecacceagggaadggecty
gagtggattgggtacatctattacagtgyggagcacctactacaaccegtecctecaagagteg
agttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagttctoccctgaagetgageotectatgacty
ccgoggacacaggecgtgtattactgtgegagagatggectatgatagiagtggttattaceac
ggctacttigactactggggeccagggaaccctggtcacegtctecctecagectececaccaaggy

cCc
186 Proteina de la Cadena Pesada

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGS ISSGOYYWSWIROQHPGKGLEWIGYIYYSGSTYY
NPSLRSRVTISVDTSRKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDGYDS SGYYHGYFDYWGQGTLVT

VSS

187 ADN de la Cadena Ligera:

H3_130_1N1K

caggtctteoatttetctgttgotetggatetectggtgectacguggacategtgatgacce
agtctccagactecectggetgtgtetectgggegagagggecaccatcaactgecaagtecag
ccagagtgttttatacageteocaacaataagaactacttagettggtaccagecagaaacca
ggacagcctcctaagetgetecatttactgggecatectaccecgggaatecggggtecctgace
gattcagtggcagcgggtectgggacagatttcactecteaccatcagecageetgecaggetga
agatgtggcagtttattactgtcagecaatattatagtactecgectcactticggeggaggg
accaaggtggagatcaaacgaactgtggetgeaccatcbgtcettcatetteccegecatetg
atgagcagttgaaatctggaactgectetgttgtgtgectgetgaataacttctateccag
agaggccaaagtacagtggaaggtggataacge

188 Proteina de la Cadena Ligera:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQS VLY SSNNKNYLAWYOQKPGOPPKLLIYWASTRE
SGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQOYYSTPLTFGGGTRVEILK
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Anticuerpo U1-4
H3_133_1N1G1

189 ADN de la Cadena Pesada

ctgtggttcecttectoctgetggtggoageteccagatgggtectgteccaggtgeagetgea
ggagtogggeoccaggactggtgaageecttecacagacecectgtececteacetgractgtaototyg
gtggctceccatcagtagtggtgattactactaggagetggatceogecageaccecagggaaggge
ctggagtggattgggtacatctattacagtgggagcacctactacaacccgtecctecaagag
tcgagttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagttcteccctgaagttgagctetgtga
ctgcogeggacacggocgtgtattactgtgecgagageegattacgakttttggagtggttat
ttigactactggggccagggaacccbggtecacegtetectecagecticcaccaagggeccate
ggtckteccectggeacacte

190 Proteina de la Cadena Pesada

QVRLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVIEGSISSGDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTYY
NPSLKSRVTTISVDTSKNQFSLKILSSVITAADTAVYY CARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTVSS

191 ADN de la Cadena Ligera

H3_133_1N1K

gtgcccgetragegectggggetactgetgetectggtteccaggtgecaggtgtgacatoo
agatgacccagtctccatcectecctgtctgcatetgtaggagacagagtecacecatecacttg
cegggeaagtecagggeattagaaatgatttaggetggtatcagcagaaaccagggaaagee
cctaageogectgatetatgetgeateccagtttgcaaagtggggbccecatcaaggttecageg
geagtggatctgggacagaatticactectecacaatcageagectgeagectgaagattttge
aacttattactgtctacagecataataattaccocgtggacgktcggccaagyggaccaaggty
gaaatcaaacgaactgtggctgecaccatetgtbettecateticcegecatetgatgageagh

tgaaatctggaactg
192 Proteina de la Cadena Ligera

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKRL IYAASSLQSGVPSRF
SGSGSGTEFTLTIS SLOPEDFATYYCLOENNY PHTFGQGTKVEIK

Anticuerpo U1-5
193 ADN de la Cadena Pesada:

H3_138_1N1G1

tggttcttecttctgetggtggecagetecocagatygggtectgteccaggtgecagetgcagga
gtcgggcccaggactggtgaagecticacagaccetgtecetecacctgeactgtctetygygty
gctccatcagcagtggtgattactactggagetggatocgecageacecagggaagggecty
gagtggatibgggtacatectattacagtgggageacctactacaaccegtcectcaagagtcg
agttaccatatcagtagacacgtcotaagaaccagttetecetgaagetgagectectgtgactg
ccgeggacacggecgtgtatttetgtgocgagagecgattacgatttttggagtggttattbtt
gactactggggccagggaacectggteacegteteetecagectecaccaagggece

194 Proteina de la Cadena Pesada

QVOLOESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGGS IS SGDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTYYN
PSLESRVTISVDTSKNQF SLEKLSSVTAADTAVYFCARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTVSS
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195 ADN de la Cadena Ligera:

H3_138_1N1K

atgagggteccccgcetecagetectggggetectgetgetetggtbaccaggtgocaggtgtga
catccagatgaccecagtctecatectecctgtetgeatectotaggagacagagtcaccatea
cttgeocgggeaagteagggeattagaaatgatttaggotggtatcagecagaaaccagggaaa
goccckaagegectgatetatgectgcatecagtitgecaaagbggggtbccecatcaaggt tecag
cggecagtggatctgggacagaattecactctecacaatcagecageetgcagectgaagatthty
caacttalbtactgtctacagecataatacttaccecgtyggacgttcggecaagggaccaaggtyg
gaaatcaaacdaactgtggetgraccatctgtecttcatectitcocecgeocatctgatgageagtt
gaaatctggaactgrctectgttgtgtgecctgetgaataactictatceccagagaggoecaaag
tacagtggaaggtggataacgce

196 Proteina de la Cadena Ligera

DIQMTQSPSSLSASYGDRVTITCRASQGIRNDLGWYOQKPCKAPKRLIYAAS SLOSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNTY PHIFGOGTKVELK

Anticuerpo U1-6
197 ADN de la Cadena Pesada:

H3_162_1N1G1

tggttecttecttetgectggtggeageteccagatgggtectgtccecaggtgcagetgecagga
gtegggeccaggactggtgaageettcacagacectgteceteacetgeactgtetetggtyg
gotceateoageagtggtgattactactggagetggatcecgecageaccecagggaagggecty
gagtggattgggtacatctattacagtgggageacctactacaaccegteccteaagagtey
agttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagttctcecctgaagectgagetectgtgactyg
ccgcggacacggccagtgtatttctgtgecgagageccgattacgatttttggaatggttatttt
gactactggggccagggaaccctggtecaccgtectectecagectcecaccaagggeed

198 Proteina de la Cadena Pesada

OVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGESISSGDYYWSWIROHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNESLESRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY FCARADYDEWNGY FDYWGQGTLV TV

ss

199 ADN de la Cadena Ligera:

H3_162_1N1K

atgagggtccecgctecagetectggggetectgetgeketggttecccaggtgecaggtgtga
catccagatgacccagtcteecatectecctgtetgeatctgtaggagacagagtecacecatca
cttgecgggecaagtcagggcattagaaatgatttaggetggtatcagcagaaaccagggaaa
geecctaagogectgatctatgectgetteccagtttgecanagtggggteccatcaaggttcag
cggcaghtggatctgggacagaattcactctcacaatcagcagecctgcagcctgaagatthttg
caacttattactgtctacagecataatacttaccecgtggacgttcggecaagggaccaaggtg
gaaatcaaacgaactgtggctgeaccatectgtettecatettecegecatectgatgagecagtte
gaaatctggaactgcctctgttgtgtgectgetgaataacttectateccagagaggccaaag

tacagtggaaggtggataacgcc

200 Proteina de la Cadena Ligera

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIYAASSLOSGVPS
RFSCGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOQHNTYPWTFGQGTKVEIK

Anticuerpo U1-8
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201 ADN de la Cadena Pesada:
H3 174 _1N1G1

ttggtggeagcagoctacaggcacceacgeecaggtecagetggtacagtebggggetgaggt
gaagaagcctggggecteagtgaaggtebecectgecaaggtttecggatacacectecactgaat
tatccatgtactgggtgegacaggetoctggaaaagggettgagtggatgggaggttttgat
cctgaagatggtdaaacaatctacgcacagaagticcagggcagagtcaccatgaccgagga
cacakctacagacacagcctacatggagectgagecagectgagatectgaggacacggoeegtgth
attactgtgcaactgggtggaactacgtctikbgactactggggccagggaaccctggtcacce
gtcotecteagecteccaccaagggeecoe

202 Proteina de la Cadena Pesada

QVQLVQSGARVKKPGASVKVSCKVSGY TLTELSMYWVROAPGKGLEWMGGFDPEDGETIYA
QKFQGRVTMTEDTSTDTAYMELS SLRSEDTAVYYCATGWNY VFDYWGQGTLVTVSS

203 ADN de la Cadena Ligera:
H3_174_1N1K

gygatccagtggggatattgtgatgactcagtcteccactctececctgecegteacecoctggaga
geceggectecatetoctgecaggiccagbcagagectectgecatagtaatggatbacaactatt
tggattggtacctgcagaagccagggeagtctecacagetectgatectatttggattcteat
cgggccteoeggggtecctqgacaggtteagtggecagtggatcaggecacagattttacactgaa
aatcagecagagtggaggctgaggatgttggggtttattactgeatgecaagectctacaaacte
cgctcacttteggeggagggaccaaggbggagatbecaaacgaactgtggetgeaccatetgte
ttcatctteccgecat

204 Proteina de la Cadena Ligera

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLOKPGOSPOLLIYLDSHRA
SGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOALQTPLTFGGGTKVEILK

Anticuerpo U1-11
205 ADN de la Cadena Pesada:
H3 178 _1N1G1

tggttcttcececttectgetggtggcageteccagatgggtectgtecccaggtgcagetgecagga
gtegggeccaggactggtgaageecttecacagacectgtecectecacetgecactgtctetggtg
gcteecatcagcagtggtgattactactggagctggatcegecageacccagggaagggectyg
gagtggattgggtacatctattacagtgggagecacctactacaaccecgtecctecaagagteyg
agttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagttctcecctgaagectgagetetgtgactyg
cegeggacacggecgtgtatitetgtgegagagecgattacgatttbtggagtggttatttt
gactactggggccagggaaccctggtcaccgtectecctcagectccaccaagggcccatocgag
tctteccactgg

206 Proteina de la Cadena Pesada

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGDYYWSWIROHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY FCARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTV
S8
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207 ADN de la Cadena Ligera:

H3_178_1N1K

atgagggtcecccgetecagetecctggggetectgetgectetggbtecccaggtgecaggtgeg
acatccagatgacccagtbectcratectecectgtectgeatetgtaggagacagagtcaccat
cacttgeccgggcaagteagggcattagaaatgatitaggetggtatecagcagaaaccaggy
aaagcccoctaagegectgatctatgetgeateccagtttgeaaagtggggteccatcaaggt
tcagecggcagtggatctgggacaaaattcactctcactatcagecageoctgragectgaaga
ttttgcaacttattactgtctacageataatacttaccegbggacgttcggoccaagggaceo
aaggtggaaatcagacgaactgtggctgcaccatctgtcticatettcecegecatetgatg
agcagttgaaatctggaactgecctctgtigtgtgectoctgaataacttectateceocagaga
ggceaaagtacagtggaaggtggataacgec

208 Proteina de la Cadena Ligera

DIQMTQSPSSLEASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYDQOKPGKAPKRLIYAASSLOSGVP
SRESGSGSGTKFTLTISSLOPEDFATY Y CLOENTYPWTFGOGTRVEIR

Anticuerpo U1-16
209 ADN de la Cadena Pesada:

H3_221_1N1G1

accatgaaacatctgtggttettectectgetggtggecageteccagatgggtectgtece
aggtgcagctgeaggagtogggeccaggactggtgaagecttecacagacectgtoccteac
ctgecactgtctetggtggetecatcagecagtggtgattactactggagetggatcegeecag
cacccaggqgaaggdcectggagtggattgggtacatctattacagtgggagecacctactaca
acccgtcectcaagagtecgagttaccatatcagtagacacgtectaagaaccagttetcecct
gaagctgagetotgtygactgeegoggacacggecgtgtattactgtgegagageggattac
gatttttggagtggttattttgactactggggccagggaatectggtcacegtetbtecteag
ccteecaccaagggeccatecggtetbcocececctggecacectecteccaagaacacctetgggayg
cacagcggecctygggetgectggtcaaggactactteccegaaccggtgacggtgtectgg

aactcaggcecgecctg
210 Proteina de la Cadena Pesada

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGE ST S3EDYYWSWIROHPGKGLEWIGYIYYSGSTYY
NPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGQGTIIVTVSS

211 ADN de la Cadena Ligera:

H3 221 1N1K

atgagggtcccegetcagetectggggectectgetgetectggttececaggtgecaggtgt
gacateccagatgacccagtctccatectecctgtectgeatetgtaggagacagagtcacce
atcacttgecgggraagtcagggeattagaaatgatttaggetggtatcagecagaaacea
gggaaagcccctaagegectgatectatgetgeateccagtttgeaaagtggggtoceatea
aggttecageggecagtggatetgggacagaattecactectecacaatecagecagectgcagecet
gaagattttgcaacttattactgtetacagcataatagttaccegtggacgticggeocaa
gggaccaaggtggaaatcaaacgaactgtggetgecacceatetgtebtecatectteocegeca
tctgatgagcagttgaaatctggaactgectetgitgtgtgectgotgaataacttotat
cocagagaggecaaagtacagtggaaggtggataacgeo

212 Proteina de la Cadena Ligera

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQOKPGKAPKRLIYAASSLOSGVPSR
FSGEGSGTEFTLTISSLOPEDFATYY CLOENSY PHIFGQGTKVELK
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Anticuerpo U1-17
213 ADN de la Cadena Pesada:
H3 224 1N1G1

tggttcttecttectgetggtggragetecececagatgggtectgteeccaggitgeagetgecagy
agtcgggcecaggactggtgaagecttecacagacectgtecctecacctygcactgtetetgg
tggctecatcagecaghggtgattactactggagectyggatceogocageacecagggaaggge
ctggagtggattggatacatctattacagtgggagecacctactacaattegtcecteaaga
gtegagttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagkbtcectocetgaagetgagetetgt
gactgccgecggacacggecgbgtattactgtgegagageggattacgatttttggagtggt
tattttgactactggqgccagggaaccctqgtcaccgtctcctcaqcctccaccaaqggcc
catcg :

214 Proteina de la Cadena Pesada

OVOLOESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGGS IS SGDY YWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTYY
NSSLKSRVTLSVDTSKNQEFSLKLSSVTAADTAVYYCARADY DFWSGYFDYWGQGTLVTVSS

215 ADN de la Cadena Ligera:
H3 224 1N1K

ggtgccaggtgbtgacatccagatgacccagtctecatcectecetgtetgeatectgtaggayg
actagagtcaccatcacttgecegggeaagteagggcakbtagaaatgatttaggetggtatca
geagaaacctgggaaageecctaagegeetgatetatgetgeateccagttbtgecaaagtggyg
gtcccatcaaggttecageggecagtggatckgggacagaatctcactctcacaatkcageagec
tgecagectgaagattttgcaacttattactgtctacagecacaatagttaccegtggacatt
cggccaagggaccaaggtgdaaatecaaacgaactgtggetgeacceatetgicttecatetto
cegoca

216 Proteina de la Cadena Ligera

DIOQMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGIRNDLGWYQOKPGKAPKRLIYAASSLOSGVES
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPWT FGQGTRVEIK

Anticuerpo U1-18
217 ADN de la Cadena Pesada:
H3 227 1N1G1

aggttcttecttctgetggtggrageteeccagatgggtectgteccaggtgeagetgeagg
agtcgggcccaggactggtgaagecttcacagaccectgtoccetecacctgeactgtetetgg
tggctecatcagecagtggtgattactactggagetggatecegecageaceccagggaagggce
ctggagtggattggatacatctattacagtgggagecacctactacaaccegtcecctcaaga
gtcgagttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagttctecctgaagetgagetetgt
gactgccgeggacacggecgtgtattactgtgegagagecgattacgatttttggagtggt
tattttgactactggggccagggaaccctggtcacegtectbectecagectccaccaagggee
catcggtoktteececectggracecetectecaagagecacctectgggggecacageggoecctggyg
ctgcctyggtcaaggactacttecececgaaccggtgacggtgteghggaactcaggegecet

218 Proteina de la Cadena Pesada

QVOLOESGPGLVKP3QTLSLTCTVSGGSISSEDYYWIWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTYY
NPSLKSRVTISVDTSKNQF SLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTVSS

219 ADN de la Cadena Ligera:
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H3_227_1N1K

atgagggtcecocgctcagetectggggetectgetgetectggttcccaggtgecaggtgtga
catccagatgacccagtctcecatecctecectgtetgeatectgtaggagacagagtecaccatca
cttgecgggcaagtcagggecattagaaatgatttaggetggtatcageagaaaccagggaaa
gecectaagegectgatctatgetgeateccagtttgeaaagtggggtececcatcaaggtteag
cggcagtggatetgggacagaattcactctcacaatcagcageectgecagectgaagattbtyg
caacttattactgtctacagcataatagttacccgtggacgticggccaagggaccaaggtyg
gaaatcaaacgaactgtggctgecaccatetgtcttecatecttccegeccatetgatgageagtt
gaaatctggaactgcctcectgbtgtgtgectgetgaataacttctatecccagagaggecaaag

tacagtggaaggtggataacg

220 Proteina de la Cadena Ligera

DIQMTQSPSSLEASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQOKPCGKAPKRLIYARASSLOSGVDS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNS YPWTFGQGTKVEIK

Anticuerpo U1-33
221 ADN de la Cadena Pesada:

H4_ 14 1N1G4

ctgtggttcttecttetgotggtagecagetececagatgggtectgteccaggtgecagotge
aggagtcgggcccaggactggtgaagecctbecacagaccectgtecectecacctgeactgtcte
tggtggctecatcagecagbggtgattactactggagectggatecgecagecacecagggaay
ggcctggagtggattgggtacatctattacagtgggagecacctactacaacccgtecctea
agagbtcgagttaccatgtecagtagacacgtctaagaaccagttctecctgaagetgageto
tgtgactgecgeoggacacggecgtgtattactgtgegagagecgattacgatttttggagt
ggtcactttgactgctggggccagggaaccotggteaccgtctoctcaget toccaccaagy
gcececatcegtckbtecceco

222 Proteina de la Cadena Pesada

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGEISSGDY YWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTYY
NPSLKSRVIMSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGHFDCWGQGTLVTVSS

223 ADN de la Cadena Ligera:

H4_14_1N1K

atgagggtcccegcetcagetectggggetectgetgectetggttecccaggtgecaggtgtga
catccagatgaccecagtctccatcctecetgtetgeatetgtaggagacagagtcaccatea
cttgcogggcaagtcagggeattagagatgatttaggectggtatcagecagaaaccagggaaa
gcecctaagegectgatctatgetgaatcecagtittgcaaagtggggteccaktcaaggttcag
cggcagtggatctgggacagaattcactecteacaatcageagectgecagectgaagattttg
caacttattactgtctacagcatcatagttaccegtggacgtteggecaagggaccaaggtg
gaaatcaaacgaactgtggectgcaccatctgtettcatctteoccgee ’

224 Proteina de la Cadena Ligera

DIQMTQSPSST.SASVGDRVTITCRASOGIRDDLGWYQQKPGKAPKRLIYAES SLOSGVPSR
FSGSGSGTEFTLTI SSLOPEDFATYYCLOHESYPWTFGOGTKVEIK
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Anticuerpo U1-29
225 ADN de la Cadena Pesada:
H4 _107_1N1G4

tggctgagctgggttttectegtbgetettttaagaggtgtececagtigicaggtgeagetgg
tggagtetgggggagagcgtggtecagectgggaggtecectgagactetectgtgeagegte
tggattcaccttcaatagetatgacatgeactgggtecgocaggelccaggcaaggggoty
gagtgggtggcagttatatggtatgatggaagtaataaatactatgeagactecgtgaagy
geecgatbtcaccatcetctagagacaattccaagaacacgctgtatetgecaaatgaacagect
gagagcegaggacacggetgtgtattactgtgcegagagaccgectigtgtactaatggigta
tgctatgaagactacggtatggacgtetggggecaagggacecacggteaccgtetectecag
cttecaccaagggececatecegtetteoecoectggegecctgotecagdagecacctecgagag
cacagcecgeectggge

226 Proteina de la Cadena Pesada

QVQLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGFTFNSYDMHWVROAPGKGLEWVAVIWYDGSNKYYA
DSVKCERFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRLCTNGVCYEDYGMDVWGQGTTV
TVSS

227 ADN de la Cadena Ligera:
H4_107_1N1K

atgagggtccctgctecagetectggggetectgectgetetggetetcaggtgocagatgtga
catccagatgacccagtcteocatectecctgtetgeatetgtaggagacagagtcaccatea
cttgccaggegagtecaggacattageaactatttaaattggtatcagcagaaaccagggaaa
goccectaaggteckbgatctacgatgeateccaatttggaaacaggggteccatcaaggttecayg
tggaagtggatctgggacagattttactibtcaccatcageagectgecagectgaagatgbtyg
caacatattactgtraacactatgatactcteccgecteacttteggeggagggaccaaggty
gagatcaaacgaactgtggctgecaccatectgtetbtcatecttecegecatetgatgagecagth
gaaatctggaactgectetgttgtgtgectgotgaataacttetateccagagaggecaaag
tacagtygg

228 Proteina de la Cadena Ligera

DTOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASODISNY LNWYDQKPCKAPKVLIYDASNLETGVPSR
FSGSGSGIDFTFTISSLOPEDVATYYCOHYDTLPLTFGGGTRVEIK

Anticuerpo U1-30
229 ADN de la Cadena Pesada:
H4 116_1 1N1G4

ggactgtgcaagaacatgaaacacetgtggttettectectgetggtggeagetoceagaty
ggtcctgteccaggtgecagetgeaggagtegggeccaggactggtgaagectttacagacce
tgtccectecacctgeactgtctetggtggectecatcagcagtggtgattactactggagetgg
atccgceccagecacccagggaagggcectggagtggattgggtacatctattacagtgggaccac
ctactacaacccegteoecteaagagtegagttaccatatcagtagacacgtctaagaaceagt
tecgeccctgaagetgaactetgtgactgecgeggacacggecgtgtattactgktgegagageo
gattacgatttttggagtggttattttgactactggggccagggaaccctggtcacegtete
ctcagctteocacecaagggeccateegtettececctygg

70



ES 2621 546 T3

230 Proteina de la Cadena Pesada

QVQLQESGEGLVKPLOTLSTL.TCTVSGAS IS SGRY YWSWIROHPGKGLEWIGYIYYSGTTYY
NPSLKSRVTISVDTSKNQFALKLNSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTVSS

231 ADN de la Cadena Ligera:

H4_116_1_1N1K

atgagggtcoectgeckcagoteoctggggcteoctgeotgetectggtteccaggtgecaggtgtg
acatccagatgacccagtcotceccatecctecectgtetgecatectgtaggagacagagtcacecat
cacttgecgggcaggtecagggeattagaaatgatttaggetagtatcagecagaaaccaggg
aaagccectcagegectgatetatgetgecatecagtitgeaaagtggggteccatcaaggt
tcageggcagtggatctgggacagaattectetetecacaatecteccagectgecagectgaaga
ttttgcaacttattactgtctacageataatagttaccocgtggacgttcggecaagggacce
aaggtggaaatcaaacgaactgtggctgcaccatcigtecttcatettoccgecatetgatg
agcagttgaaatctggaactgectectgtitgtgtgcctgectgaataacttetatcccagaga
ggccaaagtacagtggaaggtggataacgeccettecaateggg

232 Proteina de la Cadena Ligera

DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCRAGOGIRNDLGWYQOKPGKAPORLIYAASSLOSGVPSR
FSGSGSGTEFSLTISSLOPEDFATYYCLOQHNSY PWTFGQOGTRKVELK
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LISTA DE SECUENCIAS

Cebador (SEQ ID N°: 233): CGGGATCCATGTCCTAGCCTAGGGGC

Cebador (SEQ ID N°: 234): GCTCTAGATTAATGATGATGATGATGATGTTGTCCTAAA

Tabla de secuencias de CDR

Cadena de Ab |Pat. ID: |CDR1 CDR2 CDR3

pesada u1-1 GGSINSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
pesada u1-2 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLRS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNGYPWT
pesada uU1-3 GGSISSGGYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS DGYDSSGYYHGYFDY
ligera KSSQSVLYSSNNKNYLA WASTRES QQYYSTPLT
pesada u1-4 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNNYPWT
pesada u1-5 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNTYPWT
pesada uU1-6 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWNGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNTYPWT
pesada u1-7 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQDIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
pesada uU1-8 GYTLTELSMY GFDPEDGETIYAQKFQG GWNYVFDY
ligera RSSQSLLHSNGYNYLD LDSHRAS MQALQTPLT
pesada u1-9 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWNGYFDY
ligera RASQDIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
pesada u1-10 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNNYPWT
pesada u1-11 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNTYPWT
pesada u1-12 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNNYPWT
pesada U1-13 GGSISSGGYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS EDDGMDV

ligera RSSQSLLHSNGYNYLE LGSNRAS MQALQTPIT
pesada uU1-14 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNTYPWT
pesada U1-15 |[|GGSVSSGGYYWS YIYYSGSTNYNPSLKS DGDVDTAMVDAFDI
ligera RASQSLSGNYLA GASSRAT QQYDRSPLT
pesada U1-16 |[GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
pesada U1-17 |[GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNSSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
pesada U1-18 |[GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
pesada U1-19 |[GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS GDYDFWSGEFDY
ligera secuencia no disponible
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Cadena de Ab |Pat. ID: |CDR1 CDR2 CDR3

pesada U1-20 |[GGSISSGGYYWS YIYDSGSTYYNPSLKS DQGQDGYSYGYGYYYGMDV
ligera QASQDISNYLN VASNLET QQCDNLPLT
pesada U1-21 |GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQDIRNDLG AASRLQS LQHNSYPWT
pesada U1-22 [GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQN LQHNSYPWT
pesada U1-23 [GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
pesada U 1-24 [GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWNGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNNYPWT
pesada U1-25 |[GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQN LQHNSYPWT
pesada U1-26 |[GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDF
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNGYPWT
pesada U1-27 |[GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDF
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNGYPWT
pesada U1-28 |[GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDS
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNGYPWT
pesada U1-29 |GFTFNSYDMH VIWYDGSNKYYADSVKG RLCTNGVCYEDYGMDV
ligera QASQDISNYLN DASNLET QHYDTLPLT
pesada U1-30 [GGSISSGDYYWS YIYYSGTTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RAGQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
pesada U1-31 [GYTFTNYGIS WISAYDGYRNYAQKLQG |DVQDYGDYDYFDY
ligera RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTPIT
pesada U1-32 [GGSISSGDYYWS YIYYSGTTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
ligera RAGQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
pesada U1-33 [GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGHFDC
ligera RASQGIRDDLG AESSLQS LQHHSYPWT
pesada U 1-34 [GYTFTNYGIS WISAYDGYRNYAQKLQG |DVQDYGDYDYFDY
ligera RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTPIT
pesada U1-35 |[GFTFSDYYMS YISSSGNNIYHADSVKG ERYSGYDDPDGFDI
ligera QASQDISNYLS DASNLET QQYDNPPCS
pesada U1-36 |[GGSISSGYYYWS YIYYSGTTYYNPSFKS ADYDFWSGHFDY
ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
pesada U1-37 [GYTFTSYGIS WISAYDGHTNYAQKLQG DPHDYSNYEAFDF
ligera RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTPIT
pesada U1-38 |GFSLSTSGVGVG LIYWNDDKRYSPSLKS RDEVRGFDY

ligera RSSQSLVYSDGYTYLH KVSNWDS MQGAHWPIT
pesada U1-39 [GFTVSSNYMS VIYSGGSTYYADSVKG GQWLDV

ligera RSSQSLLHSNGYNYLD LGFHRAS RQALQTPLT
pesada U1-40 |[GGSISSGGYYWS YIYSSGSTYYNPSLKS DRELELYYYYYGMDV
ligera RSSQSLLYSNGYNYLD LGSNRAS MQALQTPLT
pesada U1-41 |[GGSISSGGYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS DRELEGYSNYYGVDV
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Cadena de Ab |Pat. ID: |CDR1 CDR2 CDR3

ligera RASQAISNYLN AASSLQS QQNNSLPIT

pesada U1-42 |[GYSFTSYWIG IIYPGDSDTRYSPSFQG HENYGDYNY

ligera RASQSIRSYLN AASSLQS QQSNGSPLT

pesada U1-43 |[GGSISSGGYYWS YIYYSGSTYYNPSLRS DREREWDDYGDPQGMDV
ligera RASQSISSYLH AASSLQS QQSYSNPLT

pesada U1-44 |GYSFTSYWIG IIWPGDSDTIYSPSFQG HENYGDYNY

ligera RASQSIRSYLN AASSLQS QQSISSPLT

pesada U 1-45 [GYTFTSYDIN WMNPNSGDTGYAQVFQG |FGDLPYDYSYYEWFDP
ligera RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTPLT

pesada U1-46 |[GDSVSSNSAAWN RTYYRSKWYNDYAVSVKS |DLYDFWSGYPYYYGMDV
ligera secuencia no disponible

pesada U1-47 |[GDSVSSNSAAWN RTYYRSKWYNDYAVSVKS |DYYGSGSFYYYYGMDV
ligera RASQSISSYLN AASNLQS QQSYSTPRT

pesada U1-48 |GGSISSYYWS HIYTSGSTNYNPSLKS EAIFGVGPYYYYGMDV
ligera secuencia no disponible

pesada U1-49 |[GYTFTGYYMH WINPNIGGTNCAQKFQG GGRYSSSWSYYYYGMDV
ligera KSSQSLLLSDGGTYLY EVSNRFS MQSMQLPIT

pesada U1-50 [GGSVSSGGYYWS YIYYSGSTNYNPSLKS GGDSNYEDYYYYYGMDV
ligera RASQSISIYLH AASSLQS QQSYTSPIT

pesada U1-51 |GGSISSYYWS YIYYSGSTNYNPSLKS DSSYYDSSGYYLYYYAM DV
ligera KSSQSVLYSSNNKNYLA WASTRES QQYYTTPLT

pesada U1-52 [GGSISSGGYYWS NIYYSGSTYYNPSLKS GGTGTNYYYYYGMDV
ligera RASQSVSSSYLA GASSWAT QQYGSSPLT

pesada U1-53 |[GFTFSIYSMN YISSSSSTIYYADSVKG DRGDFDAFDI

ligera QASQDITNYLN DASNLET QQCENFPIT

pesada U1-55.1 [ GGSVSSGGYYWN YINYSGSTNYNPSLKS DRELELYYYYYGMDV
ligera will be same as U1-55

pesada U1-55 |will be same as U1-55.1

ligera RSSQSLLYSNGYKYLD LGSNRAS MQALQTPIT

pesada U1-57.1 | will be same as U1-57

ligera RSSQSLLYSNGYKYLD LGSNRAS MQALQTPIT

pesada U1-57 [GGSVSSGGYYWN YINYSGSTNYNPSLKS DRELELYYYYYGMDV
ligera will be same as U1-57.1

pesada U 1-58 |GFTFSSYGMH VIWYDGSNKYYADSVKG  |AARLDYYYGMDV

ligera RASQSINSYLN GASGLQS QQSYSSPLT

pesada U1-59 |[GGSFSGYYWS EINHSGSTNYNPSLKS DKWTWYFDL

ligera RSSQSVLYSSSNRNYLA WASTRES QQYYSTPRT

pesada U1-61.1 [ GVSISSGGYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS DSESEYSSSSNYGMDV
ligera RASQTISSYLN AASSLQG QQSYSNPLT

pesada U1-61 [GVSISSGGYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS DSESEYSSSSNYGMDV
ligera will be the same as U1-61.1

pesada U1-62 |[GYSFTSYWIG IIYPGDSDTRYSPSFQG QMAGNYYYGMDV

ligera RASQSVISIYLA GASSRAT QQYGSSPCS
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado que se une a HER-3, que comprende

una CDR1 de la cadena pesada representada por GGSFSGYYWS, una CDR2 de la cadena pesada representada
por EINHSGSTNYNPSLKS y una CDR3 de la cadena pesada representada por DKWTWYFDL, y

una CDR1 de la cadena ligera representada por RSSQSVLYSSSNRNYLA, una CDR2 de la cadena ligera
representada por WASTRES y una CDR3 de la cadena ligera representada por QQYYSTPRT.

2. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado segun la reivindicacion 1, que comprende la secuencia de
aminoacidos de la cadena pesada de SEQ ID N°: 70 y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de SEQ ID
N°:72.

3. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado segun la reivindicacién 1 o 2, que es un anticuerpo monoclonal,
un anticuerpo policlonal, un anticuerpo recombinarte, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo multiespecifico o un fragmento de anticuerpo del mismo, en donde el fragmento
de anticuerpo es preferiblemente un fragmento Fab, un fragmento Fab', un fragmento F(ab');, un fragmento Fv, un
diacuerpo o una molécula de anticuerpo monocatenaria.

4. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde dicho
anticuerpo aislado es del tipo IgG1, IgG2, IgG3 o 1gG4.

5. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el
anticuerpo esta acoplado a un grupo de etiquetaje, que es preferiblemente un radioisétopo o radiontclido, un grupo
fluorescente, un grupo enzimatico, un grupo quimioluminiscente, un grupo biotinilado o un epitopo polipeptidico
predeterminado.

6. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo se acopla a un grupo efector, que preferiblemente es un radioisétopo o
radiondclido, una toxina o un grupo terapéutico o quimioterapéutico, en donde el grupo terapéutico o
quimioterapéutico se selecciona, p. e€j., del grupo que consiste en caliqueamicina, auristatina-PE, geldanamicina,
maitansina y sus derivados.

7. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica un anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la molécula de acido nucleico preferiblemente esta conectada
operativamente a una secuencia de control.

8. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 7.
9. Una célula hospedadora transformada con el vector segun la reivindicacion 8.

10. Un procedimiento para preparar el anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, que comprende la etapa de aislar dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo de una célula
hospedadora, en donde la célula hospedadora preferiblemente es una célula de mamifero, una célula vegetal, una
célula fungica o una célula procaridtica.

11. Una composicion farmacéutica que comprende como un agente activo al menos un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo aislado segun una de las reivindicaciones 1-6 y un portador, diluyente o adyuvante farmacéuticamente
aceptable.

12. La composicién farmacéutica segun la reivindicacion 11, adecuada para uso terapéutico.
13. La composicién farmacéutica segun la reivindicacion 11, adecuada para uso diagnostico.

14. Uso de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en un método
para diagnosticar una enfermedad asociada con HER-3, particularmente una enfermedad hiperproliferativa, que se
selecciona preferiblemente del grupo que consiste en cancer de mama, cancer gastrointestinal, cancer de pancreas,
cancer de prostata, cancer ovarico, cancer de estdémago, cancer endometrial, cancer de las glandulas salivares,
cancer de pulmon, cancer de rifién, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de tiroides, cancer de vejiga urinaria,
glioma, melanoma, otros canceres que expresan o sobreexpresan HER-3, cancer de testiculo, sarcoma de tejidos
blandos, cancer de cabeza y cuello y formacion de metastasis tumorales, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto una muestra con el anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, bajo condiciones adecuadas para permitir la unién de dicho anticuerpo a HER-3; y
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(b) identificar la unién de dicho anticuerpo a HER-3.

15. El uso segun la reivindicacion 14, en el que dicha enfermedad hiperproliferativa esta asociada con un incremento
de la fosforilacion de HER-3, un incremento de la heterodimerizacion de HER-2/HER-3 o un incremento de la
actividad de Pls-cinasa, cinasa c-jun-terminal, AKT, ERK2 y/o PYK2.

16. Un estuche que comprende el anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6.

17. El estuche segun la reivindicacion 16, que comprende un agente terapéutico adicional, en donde el agente
terapéutico adicional es preferiblemente un agente antineoplastico, p. €j. un anticuerpo antitumoral o un agente
quimioterapéutico.
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