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DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales contra epitopo HER2
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos monoclonales dirigidos al receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2) y a los usos de dichos anticuerpos, en particular a su uso en el tratamiento del cancer.

Antecedentes de la invencion

HER2 es un receptor tirosina cinasa de la superficie celular de 185 kDa y miembro de la familia de los receptores del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR, de sus siglas en inglés) que comprende cuatro receptores distintos:
EGFR/ErbB-1, HER2/ErbB-2, HER3/ErbB-3 y HER4/ErbB-4. Tanto los homodimeros como los heterodimeros estan
formados por los cuatro miembros de la familia EGFR, siendo HER2 el compafiero de dimerizacion preferido y mas
potente para otros receptores ErbB (Graus-Porta et al., Embo J 1997;16:1647-1655; Tao et al., J Cell Sci
2008;121:3207-3217). HER2 se puede activar mediante sobreexpresion o mediante heterodimerizacién con otros
ErbB que se pueden activar mediante la unién de ligandos (Riese y Stern, Bioessays 1998; 20:41-48). En el caso de
HER2, no se ha identificado ningun ligando. La activacion de HER2 conduce a la fosforilacion del receptor, que
desencadena una cascada de sefiales cadena abajo a través de multiples vias de sefalizacion, tales como MAPK,
fosfoinositol 3-cinasa/AKT, JAK/STAT y PKC, lo que finalmente da como resultado la regulacion de muiltiples
funciones celulares, tales como crecimiento, supervivencia y diferenciacion (Huang et al., Expert Opin Biol Ther
2009; 9:97-110).

Gran parte de la atencién sobre HER2 en tumores se ha centrado en su papel en el cancer de mama, en el que se
informa sobre la sobreexpresion de HER2 en aproximadamente el 20 % de los casos y se correlaciona con un mal
pronostico (Reese et al., Stem Cells 1997;15:1-8; Andrechek et al., Proc Natl Acad Sci U S A 2000;97:3444-3449; y
Slamon et al., Science 1987;235:177-182). Ademas del cancer de mama, la expresion de HER2 también se ha
asociado con otros tipos de carcinoma humano, incluyendo cancer de prostata, cancer de pulmén no microcitico,
cancer de vejiga, cancer de ovario, cancer gastrico, cancer de colon, cancer de esdfago y carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello (Garcia de Palazzo et al., Int J Biol Markers 1993;8:233-239; Ross et al., Oncologist
2003;8:307-325; Osman et al., J Urol 2005;174:2174-2177; Kapitanovic et al., Gastroenterology 1997;112:1103-
1113; Turken et al., Neoplasma 2003;50:257-261; y Oshima et al., Int J Biol Markers 2001;16:250-254).

Trastuzumab (Herceptin®) es un anticuerpo monoclonal humanizado recombinante dirigido contra el dominio IV de la
proteina HER2, que bloquea asi la homodimerizaciéon de HER2 independiente del ligando y, en menor medida, la
heterodimerizacion de HER2 con otros miembros de la familia en células con una alta sobreexpresion de HER2 (Cho
et al., Nature 2003;421:756-760 y Wehrman et al., Proc Natl Acad Sci U S A 2006;103:19063-19068). En células con
niveles modestos de expresiéon de HER2, se encontré que el trastuzumab inhibe la formaciéon de heterodimeros
HER2/EGFR (Wehrman et al, (2006), citado anteriormente; Schmitz et al., Exp Cell Res 2009;315:659-670).
Trastuzumab media la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, de sus siglas en inglés) y previene el
desprendimiento de ectodominio, que de otro modo daria lugar a la formacion de una proteina constitutivamente
activa truncada en células que sobreexpresan HER2. También se ha informado de la inhibiciéon de la proliferacion
tanto in vitro como in vivo de células tumorales que expresan altos niveles de HER2 para el trastuzumab (revisado
en Nahta y Esteva, Oncogene 2007; 26:3637-3643). Herceptin® ha sido aprobado para el tratamiento de primera
linea y adyuvante del cancer de mama metastasico que sobreexpresa HER2, ya sea en combinacion con
quimioterapia, o como un solo agente después de uno o mas regimenes de quimioterapia. Se ha encontrado que el
trastuzumab es eficaz solo en el 20-50 % de los pacientes con tumores mamarios que sobreexpresan HER2 y
muchos de los que respondieron inicialmente muestran una recaida después de unos pocos meses (Dinh et al., Clin
Adv Hematol Oncol 2007; 5:707-717).

El Pertuzumab (Omnitarg™) es otro anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra el dominio Il de la proteina
HER2, que da como resultado la inhibicion de la heterodimerizacion inducida por ligando (es decir, la dimerizacion
de HER2 con otro miembro de la familia ErbB al que se une un ligando); un mecanismo informado de que no
requiere estrictamente altos niveles de expresion de HER2 (Franklin et al., Cancer Cell 2004; 5:317-328). Aunque el
pertuzumab también media en la ADCC, el principal mecanismo de accién del pertuzumab se basa en su bloqueo de
la dimerizacion (Hughes et al., Mol Cancer Ther 2009; 8:1885-1892). Por otra parte, se encontré que el pertuzumab
aumenta la internalizacién y la regulacion por disminucion de EGFR mediante la inhibicion de la formacion de
heterodimeros EGFR/HER2, que de otro modo atan los EGFR en la membrana plasmatica (Hughes et al., 2009,
citado anteriormente). Esto se correlaciona con la observacion de que los homodimeros de EGFR se internalizan
mas eficazmente que los dimeros de EGFR/HER2 (Pedersen et al., Mol Cancer Res 2009; 7:275-284. Los
mecanismos de accion complementarios de pertuzumab y trastuzumab dan como resultado, segun se informa,
eficacia y efectos antitumorales mejorados cuando se combinan en pacientes que progresaron durante la terapia
previa con trastuzumab (Baselga et al., J Clin Oncol 2010; 28:1138-1144), y se lleva a cabo un ensayo de fase ll|
para evaluar esta combinacion de anticuerpos junto con Docetaxel en cancer de mama metastasico positivo para
HER2 no tratado previamente.
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Un enfoque alternativo para mejorar la terapia con anticuerpos dirigidos es mediante el suministro de células o
farmacos citotoxicos especificamente a las células cancerosas que expresan el antigeno. Por ejemplo, los llamados
anticuerpos trifuncionales son anticuerpos biespecificos, que se dirigen con un brazo al antigeno en la célula tumoral
y con el otro brazo, por ejemplo, a CD3 en linfocitos T. Al unirse, se forma un complejo de linfocitos T, células
tumorales y células efectoras que se unen a Fc, lo que lleva a la destruccion de las células tumorales (Muller y
Kontermann, BioDrugs 2010; 24:89-98.). Ertumaxomab es uno de estos anticuerpos trifuncionales contra HER2, que
induce citotoxicidad en lineas celulares con baja expresiéon de HER2 y que se encuentra en desarrollo clinico de
Fase Il en cancer de mama metastasico (Jones et al., Lancet Oncol 2009; 10:1179-1187 y Kiewe et al., Clin Cancer
Res 2006;12:3085-3091).

Un conjugado de farmaco y anticuerpo (ADC, de sus siglas en inglés) HER2 se encuentra actualmente en desarrollo
clinico. T-DM1 consiste en trastuzumab conjugado con la toxina fungica maitansina. En los ensayos de Fase I, se
informaron las respuestas en una cohorte de pacientes pretratada en exceso que incluia terapia previa con
trastuzumab y/o lapatinib (Krop et al., J Clin Oncol. 2010 (publicado en linea antes de imprimir) y Lewis Phillips et al.,
Cancer Res 2008;68:9280-9290). Se esta realizando un ensayo de Fase Ill para evaluar la eficacia y la seguridad de
T-DM1 frente a capecitabina + lapatinib en pacientes con cancer de mama localmente avanzado o metastasico
positivo para HER2 que recibieron tratamiento previo con trastuzumab.

Si bien estan involucrados muchos factores en la seleccion de un anticuerpo adecuado para la terapia dirigida a
HER2, normalmente es una ventaja para un enfoque de ADC si el complejo HER2-anticuerpo se internaliza de
manera eficaz tras la unién al anticuerpo. Los estudios sobre anticuerpos HER2 murinos han demostrado que ciertas
combinaciones de anticuerpos instigan la endocitosis del HER2 (Ben-Kasus et al., PNAS 2009;106:3294-9). Se ha
informado que los anticuerpos F5 y C1 del HER2 humano se internalizan relativamente rapido por si mismos y se
unen al mismo epitopo (documentos WO 99/55367 y WO 2006/116107). En comparacion con EGFR, sin embargo, la
internalizacion de HER?2 esta dafiada. De hecho, los homodimeros de EGFR se internalizan mucho mas eficazmente
que los homodimeros de HER2 (Dinh et al., Clin Adv Hematol Oncol 2007; 5:707-717). EGFR, y también HERS3,
pueden aumentar la endocitosis de HER2 mediante la formacion de heterodimeros EGFR/HER2 y HER3/HER2,
respectivamente (Baulida et al., J Biol Chem 1996; 271:5251-5257; Pedersen NM, et al., Mol Cancer Res
2009;7:275-84).

Rockbjerg et al., Molecular Oncology 2009; 3, 238-247 desvela anticuerpos especificos para HER2 dirigidos a unir
epitopos diferentes de los reconocidos por trastuzumab y pertuzumab, permitiendo asi potencialmente una mejor
seleccion simultanea de epitopos separados y distintos. Se ha demostrado que los anticuerpos que se unen a los
epitopos LPESFDGD o LQVF dentro del dominio 3 aportan inhibicion del crecimiento.

El documento WO 2008/019290 desvela anticuerpos especificos de ErbB2 completamente humanos producidos en
XenoMouse. Los anticuerpos inhiben la fosforilacion de ErbB2, muy probablemente mediante el bloqueo de la
heterodimerizacién del receptor o la induccion de la regulacién por disminucion del receptor. Ninguno de los
anticuerpos bloquea la uniéon de ErbB2 a 2C4 o trastuzumab, lo que sugiere que los anticuerpos pertenecen a un
intervalo de epitopos diferente.

Los complejos mecanismos que regulan la funcion de HER2 merecen una mayor investigacion sobre estrategias
terapéuticas nuevas y optimizadas contra este protooncogén. Por consiguiente, sigue existiendo la necesidad de
productos eficaces y seguros para tratar enfermedades relacionadas con HER2, tal como cancer.

Sumario de la invenciéon

Es un objeto de la presente invencién proporcionar nuevos anticuerpos monoclonales HER2 altamente especificos y
eficaces para uso médico. Los anticuerpos de la invencion exhiben caracteristicas de union a HER2 que difieren de
los anticuerpos descritos en la materia. En particular, los anticuerpos de la invencién se unen a un segmento
diferente de HERZ2, en el sentido de que se bloquean entre si pero no con trastuzumab, pertuzumab o F5/C1 de la
union a HER2. Ademas, a diferencia de los anticuerpos conocidos, los anticuerpos de la invenciéon se pueden
internalizar eficazmente en células que expresan HER2 sin promover la proliferacién celular.

Los anticuerpos pueden ser completamente humanos, unirse a nuevos epitopos y/o tener otras propiedades
favorables para su uso terapéutico en pacientes humanos. Las propiedades ejemplares incluyen, aunque no de
forma limitativa, caracteristicas de union favorables a células cancerosas que expresan HER2 humano en niveles
altos o bajos, unién especifica a células epiteliales Rhesus que expresan un ortélogo de HERZ2, internalizacion eficaz
tras la union a HERZ2, alta capacidad para destruir células cancerosas que expresan niveles altos o bajos de HER2
cuando se administran como un conjugado de anticuerpo y farmaco (ADC), sin efecto agonista importante en la
proliferacion de células cancerosas que expresan HER2, y proporcionan una destruccion eficaz de las células que
expresan HER2 mediada por ADCC, asi como cualquier combinacién de las propiedades anteriores.

Estos y otros aspectos de la invencién se describen con mas detalle a continuacion.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Alineacion de las secuencias de la region variable de la cadena pesada (VH) del HuMab con las
secuencias (A-D) de la linea germinal (referencia). En cada secuencia VH, se resaltan los aminoacidos que
difieren de los de la linea germinal (referencia) en posiciones especificas. Se muestran las secuencias VH
consenso, donde "X" indica las posiciones en las que son posibles los aminoacidos alternativos (seleccionados
de aquellos alineados en la posicion indicada). Las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 estan subrayadas en cada
secuencia VH. Las secuencias CDR consenso se definen con mas detalle en la Tabla 4.

Figura 2: Alineacion de las secuencias de la region variable de la cadena ligera (VL) del HuMab con las
secuencias (AB) de la linea germinal (referencia). En cada secuencia VL, se resaltan los aminoacidos que
difieren de los de la linea germinal (referencia) en posiciones especificas. En la Figura 2A, todas las secuencias
VL procedian del mismo segmento V (IgKkV3-20-01), pero el segmento J mas cercano diferia entre los
anticuerpos. Se muestran las secuencias VL consenso, donde "X" indica las posiciones en las que son posibles
los aminoacidos alternativos (seleccionados de aquellos alineados en la posicion indicada). Las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 estan subrayadas en cada secuencia VL. Las secuencias CDR consenso se definen con
mas detalle en la Tabla 4.

Figura 3: Curvas de union de anticuerpos HER2 a lineas celulares que expresan HER2 (A) altas (AU565) y (B)
bajas (A431), determinadas como se describe en el Ejemplo 12. Los datos mostrados son las intensidades
medias de fluorescencia (MFI, de sus siglas en inglés) de un experimento representativo para cada linea celular.
Los valores ECs indican las afinidades aparentes.

Figura 4: Union de anticuerpos HER2 a HER2 expresados en células epiteliales de Rhesus. Los datos
mostrados son las intensidades medias de fluorescencia (MFI) de un experimento, descrito en el Ejemplo 13.
Figura 5: Ensayo de liberacion de cromo (ADCC) de anticuerpos HER2, que muestra la lisis mediada por PBMC
de células SK-BR-3 marcadas con °'Cr después de la incubaciéon con anticuerpo HER2. Los valores
representados son los porcentajes maximos medios de liberacion de *ICr + la desviacién estandar de un
experimento de ADCC in vitro representativo con células SK-BR-3. Véase el Ejemplo 15 para obtener detalles.
Figura 6: Efecto de los anticuerpos HER2 sobre la proliferacion de células AU565, en comparacion con células
no tratadas (establecido al 100 %). Los datos que se muestran son porcentajes de proliferacion de células AU565
en comparacion con células no tratadas medidas en tres experimentos independientes + la desviacion estandar.
Véase el Ejemplo 16 para obtener detalles.

Figura 7: Ensayo ADC, que muestra la destruccion de las células AU565 (A) o de las células A431 (B) a través
de anticuerpos HER2 conjugados con anti-kappa-ETA’. (A) Los datos que se muestran son las intensidades
medias de fluorescencia (MFI) de un experimento representativo con células AU565 tratadas con anticuerpos
HER2 no conjugados y conjugados con anti-kappa-ETA’. (B) Los datos que se muestran son las intensidades
medias de fluorescencia (MFI) de un experimento representativo con células A431 tratadas con anticuerpos
HER2 no conjugados y conjugados con anti-kappa-ETA'. Véase el Ejemplo 17 para obtener detalles.

Figura 8: Anticuerpo inducido por modulacién por disminucion de HER2. Porcentaje relativo de HER2 expresado
en lisado de células AU565 después de 3 dias de incubacién con 10 ug/ml de anticuerpo. La cantidad de HER2
se cuantificé utilizando un ELISA de captura especifico de HER2 y se representd como un porcentaje con
respecto a las células no tratadas. Los datos mostrados son la media de tres experimentos * desviacion
estandar. Véase el Ejemplo 19 para obtener detalles.

Figura 9: Analisis de colocalizacion de anticuerpos HER2 (FITC) con el marcador lisosomal LAMP1 (Cy5), que
muestra la intensidad de los pixeles de FITC superpuesta con Cy5 para varios anticuerpos HER2
monoespecificos. Se representa para cada anticuerpo la intensidad de los pixeles de FITC en pixeles positivos
de LAMP1/Cy5 de tres imagenes diferentes. El anticuerpo 005 muestra mayores intensidades de pixeles de FITC
en los compartimentos positivos de LAMP1/Cy5 en comparacion con los anticuerpos Herceptin y pertuzumab.
Véase el Ejemplo 20 para obtener detalles.

Figura 10: Unidn del anticuerpo HER2 a las células CHO-S transfectadas con diferentes construcciones del ECD
de HER2 analizadas mediante citometria de flujo. Hu-HER2 = HER2 completamente humano, Hu-HER2-ch(l)
CR1 = hu-HER2 con dominio | de pollo, Hu-HER2-ch(ll) = hu-HER2 con dominio Il de pollo, hu-HER2-ch(lll) = hu-
HER2 con dominio Il de pollo y Hu-HER2-ch(IV) = hu-HER2 con dominio IV de pollo. Los datos mostrados son
las intensidades medias de fluorescencia (MFI) de un anticuerpo representativo, 106. Véase el Ejemplo 21 para
obtener detalles.

Figura 11: Efecto in vivo del HuMab HER2 005 en el modelo de xenoinjerto de carcinoma gastrico humano NCI-
N87 en ratones hembra CB.17 con inmunodeficiencia combinada grave (SCID, de sus siglas en inglés). Los
datos mostrados son la media del tamafio del tumor + E.E.M. por grupo (n = 10 ratones por grupo) (A) y
supervivencia (B). Véase el Ejemplo 22 para obtener detalles.

Descripcion detallada de la invencién

Definiciones

El término "HER2" (también conocido como ErbB-2, NEU, HER-2 y CD340), cuando se utiliza en el presente
documento, se refiere al receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (SwissProt P04626) e incluye

cualquier variante, isoformas y homologos de especies de HER2 que se expresan de forma natural mediante las
células, incluidas las células tumorales, o se expresan en células transfectadas con el gen HER2. Las especies
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homologas incluyen HER2 de mono Rhesus (Macaca mulatta; n.° de registro GenBank G1:109114897).

El término "inmunoglobulina" se refiere a una clase de glucoproteinas relacionadas estructuralmente que consisten
en dos pares de cadenas polipeptidicas, un par de cadenas ligeras (L) de bajo peso molecular y un par de cadenas
pesadas (H), las cuatro interconectadas mediante enlaces disulfuro. La estructura de las inmunoglobulinas ha sido
bien caracterizada. Véase, por ejemplo, Fundamental Immunology Ch. 7 (Paul, W., ed., 22 ed. Raven Press, N. Y.
(1989)). En resumen, cada cadena pesada esta comprendida, normalmente, de una region variable de la cadena
pesada (abreviado en el presente documento como V4 0 VH) y una regiéon constante de la cadena pesada. La region
constante de la cadena pesada comprende, normalmente, tres dominios, Cny1, C42 y Cn3. Cada cadena ligera
comprende, normalmente, una region variable de la cadena ligera (abreviada en el presente documento como V. o
VL) y una region constante de la cadena ligera. La region constante de la cadena ligera comprende, normalmente,
un dominio, C.. Las regiones Vy y V. pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad (o
regiones hipervariables que pueden ser hipervariables en secuencia y/o en forma de bucles estructuralmente
definidos), también denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada una de las V4 y V. esta compuesta,
normalmente, por tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino hasta el extremo carboxilo en el
siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4 (véase también Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196, 901-
917 (1987)). A menos que se establezca lo contrario o se contradiga con el contexto, las secuencias CDR en el
presente documento se identifican de acuerdo con las reglas de IMGT (Brochet X., Nucl Acids Res. 2008;36:W503-
508 and Lefranc MP., Nucleic Acids Research 1999;27:209-212; véase también la direccion http de Internet
imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest?livret=0&Option=humanlg. Sin embargo, la numeracién de restos de aminoacido
en una secuencia de anticuerpo se puede realizar también mediante el método descrito en Kabat et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD.
(1991) (frases como "numeracioén de restos del dominio variable como en Kabat", "posicién de Kabat" o "de acuerdo
con Kabat" en el presente documento se refieren a este sistema de numeracion). En particular, para la numeracion
de aminoacidos en la region constante, el sistema de numeracién de indice de la UE de acuerdo con Kabat et al,
citado anteriormente, se pueden utilizar. La numeracion de Kabat de los restos puede determinarse para un
anticuerpo dado por alineacion en las regiones de homologia de la secuencia del anticuerpo con una secuencia
numerada de Kabat "convencional”.

El término "anticuerpo” (Ab, de sus siglas en inglés) en el contexto de la presente invencion se refiere a una
molécula de inmunoglobulina, un fragmento de una molécula de inmunoglobulina, o un derivado de cualquiera de
ellos, que tiene la capacidad de unirse especificamente a un antigeno en condiciones fisioldgicas normales con una
semivida de periodos de tiempo significativos, tal como al menos aproximadamente 30 minutos, al menos
aproximadamente 45 minutos, al menos aproximadamente una hora, al menos aproximadamente dos horas, al
menos aproximadamente cuatro horas, al menos aproximadamente 8 horas, al menos aproximadamente 12 horas,
aproximadamente 24 horas o mas, aproximadamente 48 horas o mas, aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7 o mas dias,
etc., o cualquier otro periodo relevante definido funcionalmente (tal como un tiempo suficiente para inducir,
promover, mejorar y/o modular una respuesta fisioldgica asociada con la unién del anticuerpo al antigeno y/o el
tiempo suficiente para que el anticuerpo reclute una actividad efectora). Las regiones variables de las cadenas
pesada y ligera de la molécula de inmunoglobulina contienen un dominio de unién que interactia con el antigeno.
Las regiones constantes de los anticuerpos (Ab) pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a los tejidos o
factores del hospedador, incluidas varias células del sistema inmunitario (tales como células efectoras) vy
componentes del sistema del complemento, tales como C1q, el primer componente en la via clasica de la activacion
del complemento. El anticuerpo HER2 puede ser también un anticuerpo biespecifico, un diacuerpo o una molécula
similar (véase, por ejemplo, PNAS utiliza 90(14), 6444-8 (1993) para una descripcion de los diacuerpos). De hecho,
los anticuerpos biespecificos, diacuerpos y similares, proporcionados por la presente invencion pueden unirse a
cualquier diana adecuada ademas de una porciéon de HER2. Como se indicé anteriormente, el término anticuerpo en
el presente documento, a menos que se establezca lo contrario o se contradiga claramente con el contexto, incluye
fragmentos de un anticuerpo que son fragmentos de unién a antigeno, es decir, retienen la capacidad de unirse
especificamente al antigeno. Se ha demostrado que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo se puede
realizar mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de union a
antigeno incluidos en el término "anticuerpo” incluyen (i) un fragmento Fab o Fab’, un fragmento monovalente que
consiste en los dominios V|, V4, CL y Cu1, 0 un anticuerpo monovalente como se describe en el documento
WO02007059782 (Genmab); (ii) fragmentos F(ab’),, fragmentos bivalentes que comprenden dos fragmentos Fab
unidos mediante un puente disulfuro en la regién de bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste, esencialmente, en
los dominios Vu y Cu1; (iv) un fragmento Fv que consiste, esencialmente, en los dominios V. y V4 de un solo brazo
de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., Nature 341,544-546 (1989)), que consiste, esencialmente, en
un dominio V4 y también llamados anticuerpos de dominio (Holt et al; Trends Biotechnol. 2003 Nov;21(11):484-90);
(vi) camélidos o nanocuerpos (Revets et al; Expert Opin Biol Ther. 2005 Jan;5(1):111-24) y (vii) una region
determinante de complementariedad (CDR) aislada. Adicionalmente, aunque los dos dominios del fragmento Fv, V.
y V4, estan codificados por genes independientes, estos se pueden unir, utilizando métodos recombinantes,
mediante un enlazador sintético que les permite conformar una sola cadena de proteina en la que las regiones V, y
V4 se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como anticuerpos monocatenarios o Fv
monocatenarias (scFv), véase, por ejemplo, Bird et al., Science 242, 423-426 (1988) y Huston et al., PNAS utiliza 85,
5879-5883 (1988)). Dichos anticuerpos monocatenarios estan incluidos dentro del término anticuerpo, a menos que
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se indique lo contrario o esté claramente indicado por el contexto. Aunque dichos fragmentos generalmente se
incluyen dentro del significado de anticuerpo, colectivamente y cada uno independientemente son caracteristicas
Unicas de la presente invencion, que exhiben diferentes propiedades bioldgicas y utilidad. Estos y otros fragmentos
de anticuerpos Utiles en el contexto de la presente invencion, asi como los formatos biespecificos de dichos
fragmentos, se discuten adicionalmente en el presente documento. También debe entenderse que el término
anticuerpo, a menos que se especifique otra cosa, también incluye anticuerpos policlonales, anticuerpos
monoclonales (mAb), polipéptidos similares a anticuerpos, tales como anticuerpos quiméricos y anticuerpos
humanizados, y fragmentos de anticuerpos que conservan la capacidad de unirse especificamente al antigeno
(fragmentos de unién a antigeno) proporcionados mediante cualquier técnica conocida, tal como escision enzimatica,
sintesis de péptidos y técnicas recombinantes. Un anticuerpo como generado puede poseer cualquier isotipo.

Como se utiliza en el presente documento, "isotipo" se refiere a la clase de inmunoglobulina (por ejemplo, 1gG1,
1gG2, 1IgG3, IgG4, IgD, IgA, IgE o IgM) que esta codificada mediante los genes de la region constante de la cadena
pesada.

La expresiéon "anticuerpo monovalente" significa en el contexto de la presente invencion que una molécula de
anticuerpo es capaz de unirse a una sola molécula del antigeno y, por lo tanto, no es capaz de reticular el antigeno.

Un "anticuerpo deficiente en la funcién efectora" o un "anticuerpo deficiente en funcién efectora" se refiere a un
anticuerpo que tiene una capacidad significativamente reducida o nula para activar uno o mas mecanismos
efectores, tales como la activacion del complemento o la unién al receptor Fc. Por tanto, los anticuerpos deficientes
en funcién efectora tienen una capacidad significativamente reducida o nula para mediar en la citotoxicidad mediada
por células dependientes de anticuerpos (ADCC) y/o la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC, de sus
siglas en inglés). Un ejemplo de dicho anticuerpo es IgG4.

Un "anticuerpo HER2" o "anticuerpo anti-HER2" es un anticuerpo como se describe anteriormente, que se une
especificamente al antigeno HER2.

La expresiéon "anticuerpo humano”, como se utiliza en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que
tienen regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana.
Los anticuerpos humanos de la invencién pueden incluir restos de aminoacidos no codificados por las secuencias de
inmunoglobulinas de la linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas mediante mutagénesis
aleatoria o especifica de sitio in vitro o mediante mutacién somatica in vivo). Sin embargo, la expresion "anticuerpo
humano", como se utiliza en el presente documento, no pretende incluir anticuerpos en que los que secuencias CDR
procedentes de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, se hayan injertado en secuencias
marco humanas.

Como se utiliza en el presente documento, un anticuerpo humano "procede de" una secuencia de linea germinal
particular si el anticuerpo se obtiene de un sistema que utiliza secuencias de inmunoglobulina humana, por ejemplo,
mediante la inmunizacién de un raton transgénico portador de genes de inmunoglobulina humana o mediante la
seleccion de una biblioteca de genes de inmunoglobulina humana, y donde el anticuerpo humano seleccionado es al
menos el 90 %, tal como al menos el 95 %, por ejemplo, al menos el 96 %, tal como al menos el 97 %, por ejemplo,
al menos el 98 %, o tal como al menos el 99 % idéntico en secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos
codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal. Normalmente, fuera de la CDR3 de la cadena pesada,
un anticuerpo humano procedente de una secuencia de linea germinal humana particular no mostrara mas de 20
diferencias de aminoacidos, por ejemplo, no mas de 10 diferencias de aminoacidos, tal comonomas de 9, 8,7,6 o
5, por ejemplo, no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencia de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos codificada por el
gen de inmunoglobulina de linea germinal.

El anticuerpo se puede aislar. Un "anticuerpo aislado”, como se utiliza en el presente documento, pretende referirse
a un anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades
antigénicas (por ejemplo, un anticuerpo aislado que se une de manera especifica a HER2 esta sustancialmente libre
de anticuerpos que se unen de manera especifica a antigenos que no sean HER2). Un anticuerpo aislado que se
une especificamente a un epitopo, isoforma o variante de HER2 puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con
otros antigenos relacionados, por ejemplo, de otras especies (tales como los homologos de especies de HER2). Por
otra parte, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otro material celular y/o agentes quimicos. En
una realizaciéon de la presente invencion, dos o mas anticuerpos monoclonales "aislados" que tienen diferentes
especificidades de union a antigeno se combinan en una composicion bien definida.

Cuando se utiliza en el presente documento, en el contexto de dos o mas anticuerpos, la expresion "compite con" o
"compite de forma cruzada con" indica que los dos o mas anticuerpos compiten por unirse a HER2, por ejemplo,
compiten por la union de HER2 en el ensayo descrito en el Ejemplo 14. Un anticuerpo "bloquea" o "bloquea de forma
cruzada" uno o mas anticuerpos que no se unen a HER2 si el anticuerpo compite con uno o mas del 25 % de
anticuerpos o mas, con un 25 %-74 % representando un "bloqueo parcial" y un 75 %-100 % representando "bloqueo
completo”, preferentemente segun lo determinado utilizando el ensayo del Ejemplo 14. Para algunos pares de
anticuerpos, la competencia o el bloqueo en el ensayo de los Ejemplos solo se observa cuando un anticuerpo esta



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2718 821 T3

recubierto en la placa y el otro se utiliza para competir, y no al revés. A menos que se defina lo contrario o se niegue
por contexto, las expresiones "compite con", "compite de forma cruzada con", "bloquea" o "bloquea de forma
cruzada" cuando se utilizan en el presente documento también pretenden cubrir dichos pares de anticuerpos.

El término "epitopo" significa un determinante proteico capaz de unirse especificamente a un anticuerpo. Los
epitopos generalmente consisten en agrupaciones superficiales de moléculas tales como aminoacidos o cadenas
laterales de azucar y generalmente tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como
caracteristicas de carga especificas. Los epitopos conformacionales y no conformacionales se distinguen porque la
unién a los primeros, pero no los ultimos, se pierde en presencia de disolventes desnaturalizantes. El epitopo puede
comprender restos de aminoacidos directamente implicados en la uniéon (también llamado componente
inmunodominante del epitopo) y otros restos de aminoacidos, que no estan directamente implicados en la union,
como los restos de aminoacidos que estan eficazmente bloqueados por el péptido de union al antigeno
especificamente (en otras palabras, el resto de aminoacido esta dentro de la huella del péptido de union al antigeno
especificamente).

La expresiéon "anticuerpo monoclonal" como se utiliza en el presente documento se refiere a una preparacion de
moléculas de anticuerpos de composicion molecular Unica. Una composicién de anticuerpo monoclonal muestra una
especificidad y afinidad de union Unicas para un epitopo concreto. Por consiguiente, la expresion "anticuerpo
monoclonal humano" se refiere a anticuerpos que expresan una Unica especificidad de uniéon que tiene regiones
variables y constantes procedentes de secuencias de inmunoglobulinas de la linea germinal humana. Los
anticuerpos monoclonales humanos se pueden generar mediante un hibridoma que incluye un linfocito B obtenido de
un animal no humano transgénico o transcromosoémico, tal como un ratén transgénico, que tiene un genoma que
comprende un transgén de la cadena pesada y un transgén de la cadena ligera humanos, fusionados a una célula
inmortalizada.

Como se utiliza en el presente documento, el término "unién" en el contexto de la uniéon de un anticuerpo a un
antigeno predeterminado es, normalmente, una unién con una afinidad correspondiente a una KD de
aproximadamente 10-7 M o menos, tal como aproximadamente 10-8 M o menos, tal como aproximadamente 10-9 M
0 menos, aproximadamente 10-10 M o menos, o aproximadamente 10-11 M o incluso menos cuando se determina,
por ejemplo, mediante tecnologia de resonancia de plasmon de superficie (SPR, de sus siglas en inglés) en un
instrumento BlAcore 3000 que utiliza el antigeno como el ligando y el anticuerpo como el analito, y se une al
antigeno predeterminado con una afinidad correspondiente a una KD que es al menos diez veces menor, tal como al
menos 100 veces menor, por ejemplo, al menos 1.000 veces menor, tal como al menos 10.000 veces menor, por
ejemplo, al menos 100.000 veces menor que su afinidad para unirse a un antigeno no especifico (por ejemplo, BSA,
caseina) que no sea el antigeno predeterminado o un antigeno estrechamente relacionado. La cantidad con la que la
afinidad es menor depende de la KD del anticuerpo, de modo que cuando la KD del anticuerpo es muy baja (es
decir, el anticuerpo es muy especifico), entonces la cantidad con la cual la afinidad por el antigeno es menor que la
afinidad por un antigeno no especifico puede ser al menos 10.000 veces.

El término "kq" (seg'1), como se utiliza en el presente documento, se refiere a la constante de velocidad de
disociacion de una interaccion particular anticuerpo-antigeno. Dicho valor también se conoce como el valor Kef.

El término "k," (M'1 X seg'1), como se utiliza en el presente documento, se refiere a la constante de velocidad de
asociacion de una interaccion particular anticuerpo-antigeno.

El término "Kp(M), como se utiliza en el presente documento, se refiere a la constante de equilibrio de disociacion de
una interaccion particular anticuerpo-antigeno.

El término "Ka" (M™") como se utiliza en el presente documento, se refiere a la constante de equilibrio de asociacion
de una interaccion particular anticuerpo-antigeno y se obtiene mediante la division de la ks, por la kg.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion "inhibe la proliferacion” (por ejemplo, refiriéndose a células,
tales como células tumorales) pretende incluir cualquier disminucién sustancial en la proliferacién celular cuando se
pone en contacto con un anticuerpo HER2 en comparacion con la proliferacion de las mismas células que no estan
en contacto con un anticuerpo HER2, por ejemplo, la inhibicién de la proliferacién de un cultivo celular en al menos
aproximadamente el 10 %, al menos aproximadamente el 20 % o al menos aproximadamente el 30 %, o al menos
tanto como un anticuerpo de referencia como el trastuzumab, por ejemplo, como determinado mediante un ensayo
en los Ejemplos.

Como se utiliza en el presente documento, la expresién "promueve la proliferacion” (por ejemplo, refiriéndose a
células, tales como células tumorales) pretende incluir cualquier aumento sustancial en la proliferacion celular
cuando se pone en contacto con un anticuerpo HER2 en comparacion con la proliferacion de las mismas células que
no estan en contacto con un anticuerpo HER2, por ejemplo, la promocion de la proliferacion de un cultivo celular en
al menos aproximadamente el 10 %, al menos aproximadamente el 20 % o al menos aproximadamente el 30 %, o al
menos tanto como un anticuerpo de referencia como el F5, por ejemplo, como determinado mediante un ensayo en
los Ejemplos.
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Como se utiliza en el presente documento, "internalizacién”, cuando se utiliza en el contexto de un anticuerpo HER2
incluye cualquier mecanismo mediante el cual el anticuerpo se internaliza en una célula que expresa HER2 de la
superficie celular y/o del medio circundante, por ejemplo, a través de la endocitosis. La internalizacién de un
anticuerpo se puede evaluar utilizando un ensayo directo que mide la cantidad de anticuerpo internalizado (tal como,
por ejemplo, el ensayo fab-CypHer5E descrito en el Ejemplo 18), o un ensayo indirecto en donde se mide el efecto
de un conjugado de toxina-anticuerpo internalizado (tal como, por ejemplo, el ensayo anti-kappa-ETA' del Ejemplo
17).

La presente divulgacion también proporciona anticuerpos que comprenden variantes funcionales de la region VL, la
region VH o una o mas CDR de los anticuerpos de los ejemplos. Una variante funcional de una VL, VH o CDR
utilizada en el contexto de un anticuerpo HER2 todavia permite que el anticuerpo retenga al menos una proporcion
sustancial (al menos aproximadamente el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas) de la afinidad/avidez y/o la
especificidad/selectividad del anticuerpo parental y, en algunos casos, dicho anticuerpo HER2 puede estar asociado
con una mayor afinidad, selectividad y/o especificidad que el anticuerpo parental.

Dichas variantes funcionales retienen, normalmente, una identidad de secuencia significativa con el anticuerpo
parental. El porcentaje de identidad entre dos secuencias es una funcion del nimero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias (es decir, % de homologia = numero de posiciones idénticas/nimero total de
posiciones x 100), teniendo en cuenta el nimero de espacios y la longitud de cada espacio, que necesita
introducirse para una alineacion 6ptima de las dos secuencias. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de
nucledtidos o aminoacidos puede, por ejemplo, determinarse utilizando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller,
Comput. Appl. Biosci 4, 11-17 (1988) que se incorporé al programa ALIGN (versién 2.0), utilizando una tabla de
restos de peso PAM120, una penalizacion de longitud de espacio de 12 y una penalizacién de espacio de 4.
Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede determinar utilizando el
algoritmo Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48, 444-453 (1970).

Las variantes ejemplares incluyen aquellas que difieren de una secuencia VH y/o VL del anticuerpo parental que se
muestra en las Figuras 1 y 2 en una o mas posiciones de aminoacidos "variantes", indicadas con "X" en la secuencia
consenso correspondiente. Las variantes preferidas son aquellas en las que el nuevo aminoacido se selecciona de
aquellos en la posicién correspondiente en una de las secuencias alineadas en la Figura 1 o 2 (para detalles sobre
las variantes de secuencia de CDR, véase la Tabla 4). De manera alternativa o adicional, la secuencia de variantes
de VH, VL o CDR puede diferir de la secuencia de VH, VL o CDR de las secuencias de anticuerpos parentales
principalmente por sustituciones conservativas; por ejemplo, al menos 10, tales como al menos 9, 8,7, 6, 5,4, 3,20
1 de las sustituciones en la variante son reemplazos conservativos de restos de aminoacidos.

En el contexto de la presente divulgacion, las sustituciones conservativas pueden definirse mediante sustituciones
dentro de las clases de aminoacidos reflejadas en la siguiente tabla:

Clases de restos de aminoacidos para sustituciones conservativas

Restos acidos Asp (D) y Glu (E)

Restos basicos Lys (K), Arg (R) y His (H)

Restos hidrdéfilos no cargados | Ser (S), Thr (T), Asn (N) y GIn (Q)
Restos alifaticos no cargados | Gly (G), Ala (A), Val (V), Leu (L) e lle (I)
Restos no polares no cargados | Cys (C), Met (M) y Pro (P)

Restos aromaticos Phe (F), Tyr (Y)y Trp (W)

La expresion "célula hospedadora recombinante” (o simplemente "célula hospedadora"), como se utiliza en el
presente documento, pretende referirse a una célula en la que se ha introducido un vector de expresion, por ejemplo,
un vector de expresion que codifica un anticuerpo de la invencion. Las células hospedadoras recombinantes
incluyen, por ejemplo, transfectomas, tales como células CHO, células HEK293, células NS/0 y linfocitos.

La expresion "animal no humano transgénico" se refiere a un animal no humano que tiene un genoma que
comprende uno o mas transgenes o transcromosomas de la cadena pesada y/o ligera humana (ya sea integrado o
no integrado en el ADN genémico natural del animal) y que es capaz de expresar anticuerpos completamente
humanos. Por ejemplo, un raton transgénico puede tener un transgén de la cadena ligera humana y un transgén de
la cadena pesada humana o un transcromosoma de cadena pesada humana, de modo que el ratén produce
anticuerpos HER2 humanos cuando se inmuniza con antigeno HER2 y/o células que expresan HER2. El transgén de
la cadena pesada humana puede integrarse en el ADN cromosémico del ratén, como es el caso de los ratones
transgénicos, por ejemplo, los ratones HUMAb, como los ratones HCo7, HCo12 o HCo17, o el transgén de la cadena
pesada humana se puede mantener de manera extracromosémica, como es el caso de los ratones KM
transcromosémicos como se describe en el documento W0O02/43478. Ratones similares, que tienen un repertorio de
genes de Ab humano mas grande, incluyen HCo7 y HCo20 (véase, por ejemplo, el documento W02009097006).
Dichos ratones transgénicos y transcromosémicos (denominados colectivamente en el presente documento como
"ratones transgénicos") son capaces de producir multiples isotipos de anticuerpos monoclonales humanos contra un
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antigeno dado (tal como IgG, IgA, IgM, IgD y/o IgE) al someterse a recombinacién V-D-J y a cambio de isotipo. El
animal no humano transgénico también se puede utilizar para la produccion de anticuerpos contra un antigeno
especifico mediante la introduccion de genes que codifican dicho anticuerpo especifico, por ejemplo, mediante la
unién de manera operativa de los genes a un gen que se expresa en la leche del animal.

"Tratamiento" se refiere a la administracion de una cantidad eficaz de un compuesto terapéuticamente activo de la
presente invencion con el propdsito de aliviar, mejorar, detener o erradicar (curar) los sintomas o estados de
enfermedad.

Una "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad que es eficaz, en las dosificaciones y durante los periodos de tiempo
necesarios, para lograr un resultado terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo
HER2 puede variar de acuerdo con factores, tales como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del
individuo y de la capacidad del anticuerpo HER2 para desencadenar una respuesta deseada en el individuo. Una
cantidad terapéuticamente eficaz también es una en la que cualquier efecto téxico o perjudicial del anticuerpo se ve
compensado por los efectos terapéuticamente beneficiosos.

Un anticuerpo "antiidiotipo" es un anticuerpo que reconoce determinantes Unicos generalmente asociados con el sitio
de unién a antigeno de un anticuerpo.

Como se ha descrito anteriormente, en un primer aspecto, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal que se
une a HER2.

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencién pueden producirse, por ejemplo, mediante el método de
hibridoma descrito por primera vez por Kohler et al., Nature 256, 495 (1975), o pueden producirse mediante métodos
de ADN recombinante. Los anticuerpos monoclonales también se pueden aislar a partir de fagotecas de anticuerpos
utilizando las técnicas descritas en, por ejemplo, Clackson et al., Nature 352, 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol.
Biol. 222, 581-597 (1991). Los anticuerpos monoclonales pueden obtenerse de cualquier fuente adecuada. Por
tanto, por ejemplo, pueden obtenerse anticuerpos monoclonales a partir de hibridomas preparados a partir de
linfocitos B esplénicos murinos obtenidos de ratones inmunizados con un antigeno de interés, por ejemplo, en forma
de células que expresan el antigeno en la superficie, o un acido nucleico que codifica un antigeno de interés. Los
anticuerpos monoclonales también pueden obtenerse a partir de hibridomas procedentes de células que expresan
anticuerpos de seres humanos inmunizados o de mamiferos no humanos, como ratas, perros, primates, etc.

El anticuerpo de la invencion puede ser un anticuerpo humano. Los anticuerpos monoclonales humanos dirigidos
contra HER2 humana se pueden generar utilizando ratones transgénicos o transcromosémicos que contienen partes
del sistema inmunitario humano en lugar del sistema de ratén. Dichos ratones transgénicos y transcromosoémicos
incluyen ratones denominados en el presente documento como ratones HUMAD y ratones KM, respectivamente, y se
denominan conjuntamente en el presente documento "ratones trasgénicos".

El raton HuMAb contiene miniloci del gen de la inmunoglobulina humana que codifica las secuencias de la
inmunoglobulina de la cadena pesada (m y y) y la cadena ligera k humana no reordenadas, junto con mutaciones
dirigidas que inactivan los loci endégenos de las cadenas m y k (Lonberg, N. et al., Nature 368, 856-859 (1994)). Por
consiguiente, los ratones presentan una expresion reducida de IgM o k de ratén y, en respuesta a la inmunizacion,
los transgenes de la cadena pesada y ligera humanos introducidos, sufren un cambio de clase y mutacion somatica
para generar anticuerpos monoclonales anti-lgG,k humana de alta afinidad (Lonberg, N. et al. (1994), citado
anteriormente; revisado en Lonberg, N. Handbook of Experimental Pharmacology 113, 49-101 (1994), Lonberg, N. y
Huszar, D., Intern. Rev. Immunol. Vol. 13 65-93 (1995) y Harding, F. y Lonberg, N. Ann. N. Y. Acad. Sci 764 536-546
(1995) ). La preparacion de los ratones HUMAD se describe en detalle en Taylor, L. et al., Nucleic Acids Research 20,
6287-6295 (1992), Chen, J. et al., International Immunology 5, 647-656 (1993), Tuaillon et al., J. Immunol. 152, 2912-
2920 (1994), Taylor, L. et al., International Immunology 6, 579-591 (1994), Fishwild, D. et al., Nature Biotechnology
14, 845-851 (1996). Véase también los documentos US 5.545.806, US 5.569.825, US 5.625.126, US 5.633.425, US
5.789.650, US 5.877.397, US 5.661.016, US 5.814.318, US 5.874.299, US 5.770.429, US 5.545.807, WO 98/24884,
WO 94/25585, WO 93/1227, WO 92/22645, WO 92/03918 y WO 01/09187.

Los ratones HCo7, HCo12, HCo17 y HCo020 tienen una alteracion de JKD en sus genes enddgenos de la cadena
ligera (kappa) (como se describe en Chen et al., EMBO J. 12, 821-830 (1993)), una alteracion de CMD en sus genes
enddgenos de la cadena pesada (como se describe en el Ejemplo 1 del documento WO 01/14424) y un transgen de
la cadena ligera kappa humana KCo5 (como se describe en Fishwild et al., Nature Biotechnology 14, 845-851
(1996)). De manera adicional, los ratones Hco7 tienen un transgén de la cadena pesada humana HCo7 (como se
describe en el documento US 5.770.429), los ratones HCo12 tienen un transgén de la cadena pesada humana
HCo12 (como se describe en el Ejemplo 2 del documento WO 01/14424), los ratones HCo17 tienen un transgen de
la cadena pesada humana HCo17 (como se describe en el Ejemplo 2 del documento WO 01/09187) y los ratones
HCo20 tienen un transgen de la cadena pesada humana HCo020. Los ratones resultantes expresan transgenes de
las cadenas ligera kappa y pesada de inmunoglobulina humana en un fondo homocigético para la alteracion de los
loci de las cadenas ligera kappa y pesada enddgenas de ratén.
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En la cepa de raton KM, el gen endégeno de la cadena ligera kappa de ratdon se ha alterado de forma homocigota
como se describe en Chen et al., EMBO J. 12, 811-820 (1993) y el gen enddgeno de la cadena pesada de raton se
ha alterado de forma homocigota como se describe en el Ejemplo 1 del documento WO 01/09187. Esta cepa de
raton lleva un transgén de la cadena ligera kappa humana, KCo5, como se describe en Fishwild et al., Nature
Biotechnology 14, 845-851 (1996). Esta cepa de ratén también lleva un transcromosoma humano de la cadena
pesada compuesto del fragmento de cromosoma 14 hCF (SC20) como se describe en el documento WO 02/43478.
Los ratones HCo12-Balb/C se pueden generar mediante el cruzamiento de HCo12 a KCo5[J/K](Balb) como se
describe en el documento WO 097006. Los esplenocitos de estos ratones transgénicos se pueden utilizar para
generar hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales humanos de acuerdo con técnicas bien conocidas.

Ademas, los anticuerpos humanos de la presente invencion o los anticuerpos de la presente invencién de otras
especies pueden identificarse a través de tecnologias de tipo de visualizacion, incluyendo, sin limitacion,
presentacion en fagos, presentacion retroviral, presentacion ribosomal y otras técnicas, que utilizan técnicas bien
conocidas en la materia y las moléculas resultantes pueden someterse a una maduracién adicional, tal como
maduracion de afinidad, siendo dichas técnicas bien conocidas en la materia (véase, por ejemplo, Hoogenboom et
al., J. Mol. Biol. 227, 381 (1991) (presentacion en fagos), Vaughan et al., Nature Biotech 14, 309 (1996)
(presentacion en fagos), Hanes and Plucthau, PNAS utiliza 94, 4937-4942 (1997) (presentacion ribosomal), Parmley
y Smith, Gene 73, 305-318 (1988) (presentacion en fagos), Scott TIBS 17, 241-245 (1992), Cwirla et al., PNAS utiliza
87, 6378-6382 (1990), Russel et al., Nucl. Acids Research 21, 1081-1085 (1993), Hogenboom et al., Immunol.
Reviews 130, 43-68 (1992), Chiswell y McCafferty TIBTECH 10, 80-84 (1992), y el documento US 5.733.743). Si se
utilizan tecnologias de visualizacion para producir anticuerpos que no son humanos, dichos anticuerpos pueden
humanizarse.

En un aspecto, el anticuerpo HER2 de la invencién se une al dominio Ill de HER2 humano. Los inventores de la
presente invencion han demostrado que los anticuerpos 005, 006, 059, 060, 106 y 111 muestran una internalizacion
mejorada, una degradacion lisosomal y una toxicidad en el sistema modelo anti-kappa-ETA'. Por lo tanto, sin estar
vinculado por ninguna teoria, la unién de un anticuerpo al dominio Ill de HER2 puede ser importante para la
internalizacion del anticuerpo y, por lo tanto, util para los conjugados de farmacos y anticuerpos (ADC). Los
anticuerpos 005, 006, 059, 060, 106 y 111 reconocen un epitopo que reside en el dominio lll de HER2, que no tiene
funcién conocida en la heterodimerizacion de HER2. Mientras, se ha informado que el dominio IV de HER2 (unido
mediante Herceptin) esta involucrado en la heterodimerizaciéon independiente de ligando de HER2 (Juntilla et al.,
Cancer Cell 2009; 15:429-440), y se ha informado de que el dominio Il de HER2 (unido mediante pertuzumab) esta
involucrado en la heterodimerizacion de HER2 inducida por ligandos (Landgraf et al., Breast Cancer Research 2007;
9: 202). La hipotesis es que la formacion de heterodimeros HER2/ErbB es fundamental para obtener una
internalizacion y degradacion suficientes de los complejos de receptor/anticuerpo HER2. Por lo tanto, los anticuerpos
HER2 que utilizan la internalizacion y degradacién impulsada por el heterodimero HER2 parecen muy atractivos para
las futuras terapias de ADC dirigidas a HER2. En particular, en células tumorales que no sobreexpresan HER2 a
niveles extremadamente altos, la formaciéon de heterodimeros HER2/ErbB puede representar un enfoque atractivo
para los anticuerpos HER2 para administrar un ADC.

El anticuerpo HER2 de la presente divulgacion, puede ser un anticuerpo que no bloquea la unién a HER2 soluble de
un segundo anticuerpo, opcionalmente en forma inmovilizada, que comprende las secuencias VH y VL de cualquiera
de trastuzumab, pertuzumab, F1 y C5, cuando se determinan como se describe en el Ejemplo 14.

El anticuerpo puede bloquear o bloquear de forma cruzada la unién a HER2 soluble de uno o mas de los nuevos
anticuerpos humanos descritos en el presente documento.

El anticuerpo puede bloquear la union a HER2 soluble de un anticuerpo de referencia, opcionalmente inmovilizado,
en donde el anticuerpo de referencia comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1y una
region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5 (005), preferentemente en donde el anticuerpo esta
completamente bloqueado cuando se determina como se describe en el Ejemplo 14.

El anticuerpo puede bloquear la union a HER2 soluble de un anticuerpo de referencia, opcionalmente inmovilizado,
en donde el anticuerpo de referencia comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 y una
region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 12 (006), preferentemente en donde el anticuerpo esta
completamente bloqueado cuando se determina como se describe en el Ejemplo 14.

El anticuerpo puede bloquear la union a HER2 soluble de un anticuerpo de referencia, opcionalmente inmovilizado,
en donde el anticuerpo de referencia comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15y
una region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 19 (059), preferentemente en donde el anticuerpo esta
completamente bloqueado cuando se determina como se describe en el Ejemplo 14.

El anticuerpo puede bloquear la union a HER2 soluble de un anticuerpo de referencia, opcionalmente inmovilizado,
en donde el anticuerpo de referencia comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22 y
una region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26 (060), preferentemente en donde el anticuerpo esta
completamente bloqueado cuando se determina como se describe en el Ejemplo 14.
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El anticuerpo puede bloquear la unién a HER2 soluble de un anticuerpo de referencia, opcionalmente inmovilizado,
en donde el anticuerpo de referencia comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 29 y
una region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 33 (106), preferentemente en donde el anticuerpo esta
completamente bloqueado cuando se determina como se describe en el Ejemplo 14.

El anticuerpo puede bloquear la union a HER2 soluble de un anticuerpo de referencia, opcionalmente inmovilizado,
en donde el anticuerpo de referencia comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 36 y
una region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 40 (111), preferentemente en donde el anticuerpo esta
completamente bloqueado cuando se determina como se describe en el Ejemplo 14.

El anticuerpo tal como se desvela en el presente documento puede bloquear la unién de dos, tres, cuatro, cinco o
seis anticuerpos de referencia de la realizacién anterior, tales como, por ejemplo, los anticuerpos 005 y 111, los
anticuerpos 005 y 006; los anticuerpos 059 y 106; los anticuerpos 006 y 059; los anticuerpos 059, 106, 005 y 060; los
anticuerpos 006, 59, 060 y 111; o los anticuerpos 059, 106, 005, 060, 111 y 006.

El anticuerpo puede competir por al menos el 25 %, preferentemente al menos el 50 % para unirse a HER2 soluble
con todo lo siguiente:

un anticuerpo de referencia, opcionalmente inmovilizado, que comprende una region VH que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 1 y una regién VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5 (005);

un anticuerpo de referencia, opcionalmente inmovilizado, que comprende una region VH que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 15 y una region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 19 (059);

un anticuerpo de referencia, opcionalmente inmovilizado, que comprende una region VH que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 22 y una region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26 (060);

un anticuerpo de referencia, opcionalmente inmovilizado, que comprende una region VH que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 29 y una region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 33 (106);

un anticuerpo de referencia, opcionalmente inmovilizado, que comprende una region VH que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 36 y una region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 40 (111), cuando se
determinan como se describe en el Ejemplo 14.

Cuando esta inmovilizado, el anticuerpo puede bloquear la unién a HER2 soluble de al menos un anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste en:

un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 y una region VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5 (005);

un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 y una region VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 12 (006);

un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 19 (059);

un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26 (060);

un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 29 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 33 (106); y

un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 36 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 40 (111),

preferentemente en donde el anticuerpo inmovilizado esta totalmente bloqueado cuando se determina como se
describe en el Ejemplo 14.

Cuando esta inmovilizado, el anticuerpo puede competir por la unién a HER2 soluble con todos los anticuerpos
definidos en la realizacién anterior por el 25 % o mas, preferentemente, el 50 % o mas, cuando se determinan como
se describe en el Ejemplo 14.

El anticuerpo puede unirse al mismo epitopo en HER2 que uno o mas de los nuevos anticuerpos humanos descritos
en el presente documento.

El anticuerpo puede unirse al mismo epitopo que un anticuerpo que comprende una regiéon VH que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 1 y una region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5 (005).

El anticuerpo puede unirse al mismo epitopo que un anticuerpo que comprende una regiéon VH que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 8 y una regién VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 12 (006).

El anticuerpo puede unirse al mismo epitopo que un anticuerpo que comprende una regiéon VH que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 15 y una region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 19 (059).

El anticuerpo puede unirse al mismo epitopo que un anticuerpo que comprende una regiéon VH que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 22 y una region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26 (060).
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El anticuerpo puede unirse al mismo epitopo que un anticuerpo que comprende una regiéon VH que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 29 y una region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 33 (106).

El anticuerpo puede unirse al mismo epitopo que un anticuerpo que comprende una regiéon VH que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 36 y una region VL que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 40 (111).

El anticuerpo puede unirse al mismo epitopo que al menos un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en:

a) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 43 y una region VL
qgue comprende la secuencia de SEQ ID NO: 44 (041)

b) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 45 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 46 (150), y

c) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 47 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 48 (067);

d) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 49 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 50 (072);

€) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 51 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 52 (163);

f) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 53 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 54 (093);

g) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 55 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 56 (044).

La presente divulgacion proporciona ademas un anticuerpo que se une a HER2 y comprende una secuencia de la
CDR3 VH, de la region VH y/o de la region VL similar o idéntica a una secuencia de los nuevos anticuerpos descritos
en el presente documento.

En una realizacion, el anticuerpo comprende una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de
las SEQ ID NO: 2, 3y 4, respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de
las SEQ ID NO: 6, GAS, y SEQ ID NO: 7, respectivamente (005).

En una realizacion, el anticuerpo comprende una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de
las SEQ ID NO: 9, 10 y 11, respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de las SEQ ID NO: 13, DAS, y SEQ ID NO: 14, respectivamente (006).

En una realizacion, el anticuerpo comprende una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de
las SEQ ID NO: 16, 17 y 18, respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de las SEQ ID NO: 20, GAS, y SEQ ID NO: 21, respectivamente (059).

En una realizacion, el anticuerpo comprende una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de
las SEQ ID NO: 23, 24 y 25, respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de las SEQ ID NO: 27, GAS, y SEQ ID NO: 28, respectivamente (060).

En una realizacion, el anticuerpo comprende una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de
las SEQ ID NO: 30, 31y 32, respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de las SEQ ID NO: 34, GAS, y SEQ ID NO: 35, respectivamente (106).

En una realizacion, el anticuerpo comprende una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de
las SEQ ID NO: 37, 38 y 39, respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de las SEQ ID NO: 41, GAS, y SEQ ID NO: 42, respectivamente (111).

El anticuerpo puede comprender:

a) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 vy, preferentemente, una regiéon VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5 (005)
b) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 vy, preferentemente, una region VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 11 (006)
c) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15 y, preferentemente, una regién VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 19 (059)
d) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22 y, preferentemente, una region VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26 (060)
e) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 29 y, preferentemente, una regién VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 33 (106)
f) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 36 y, preferentemente, una regién VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 40 (111)
g) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 43 y, preferentemente, una region VL que
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comprende la secuencia de SEQ ID NO: 44 (041)
h) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 45 y, preferentemente, una region VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 46 (150),
i) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 47 vy, preferentemente, una region VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 48 (067),
j) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 49 vy, preferentemente, una regiéon VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 50 (072),
k) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 51 vy, preferentemente, una region VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 52 (163),
I) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 53 y, preferentemente, una region VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 54 (093),
m) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 55 y, preferentemente, una regién VL que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 56 (044),

En realizaciones separadas, el anticuerpo comprende:

a) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1y, una regién VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 5 (005)

b) una regiéon VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 y, una regiéon VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 11 (006)

c) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15y, una regién VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 19 (059)

d) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22 y, una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 26 (060)

e) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 29 y, una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 33 (106)

f) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 36 y, una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 40 (111)

g) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 43 y, una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 44 (041)

h) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 45 y, una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 46 (150),

i) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 47 y, una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 48 (067),

j) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 49 y, una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 50 (072),

k) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 51 y, una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 52 (163),

1) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 53 y, una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 54 (093), y

m) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 55y, una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 56 (044).

El anticuerpo puede bloquear de forma cruzada parcial o completamente la unién a HER2 soluble de uno o mas de
los nuevos anticuerpos descritos en el presente documento, preferentemente cuando se determinan como se
describe en el Ejemplo 14; y puede caracterizarse adicionalmente por una o mas propiedades determinadas como
se describe en los Ejemplos 12, 13, 15, 16, 17 y 18.

En una realizacion, el anticuerpo HER2 tiene un valor de ECs inferior, que es inferior a 0,80, 0,50 o 0,30 pg/mli,
cuando se determina como se describe en el Ejemplo 12, y bloquea la unién a HER2 soluble de un anticuerpo de
referencia seleccionado del grupo que consiste en

a) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 y una regién VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5 (005);

b) un anticuerpo que comprende una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 y una regién VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 11 (006); y

c) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 19 (059).

El anticuerpo de la realizacién precedente se une preferentemente al mismo epitopo que el anticuerpo 005, 006,
059, o una combinacién de los mismos.

En una realizacion adicional o alternativa, el anticuerpo HER se une especificamente a células epiteliales de Rhesus

positivas para HER2, cuando se determina como se describe en el Ejemplo 13, y bloquea la unién a HER2 soluble
de un anticuerpo de referencia seleccionado del grupo que consiste en:
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a) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5 (005)

b) un anticuerpo que comprende una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 y una regién VL
qgue comprende la secuencia de SEQ ID NO: 11 (006)

c) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15 y una region VL
qgue comprende la secuencia de SEQ ID NO: 19 (059)

d) un anticuerpo que comprende una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26 (060)

€) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 29 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 33 (106)

f) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 36 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 40 (111).

El anticuerpo de la realizacién precedente se une preferentemente al mismo epitopo que el anticuerpo 005, 006,
059, 060, 106, 111 o una combinacion de los mismos.

El anticuerpo HER2 puede unirse especificamente a las células AU565 que expresan HER2 pero promover la
proliferacion independiente de ligando de las células menos de F5, preferentemente, promoviendo la proliferaciéon en
menos del 30 %, mas preferentemente, en menos del 20 %, cuando se determina como se describe en el Ejemplo
16, y bloquear de forma cruzada al menos un anticuerpo seleccionado de:

a) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 y una regién VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5 (005); y
b) un anticuerpo que comprende una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26 (060).

El anticuerpo de la realizaciéon precedente se une preferentemente al mismo epitopo que el anticuerpo 005, 060, o
una combinacion de los mismos.

En una realizacion adicional o alternativa, el anticuerpo, cuando se conjuga directa o indirectamente con una fraccion
terapéutica, tal como una forma truncada de la pseudomonas-exotoxina A, es mas eficaz que el trastuzumab para
destruir células AU565, células A431 o ambas células AU565 y A431, cuando se determinan como se describe en el
Ejemplo 17.

En una realizacién, el anticuerpo conjugado destruye al menos el 60 %, preferentemente al menos el 70 % de una
linea celular tumoral que expresa HER2, tal como las células AU565 o las células A431, cuando se determina como
se describe en el Ejemplo 17, y bloquea la unién a HER2 soluble de una referencia seleccionada de

a) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5 (005)

b) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26 (060)

c) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 19 (059), y

d) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 36 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 40 (111).

El anticuerpo de la realizaciéon precedente se une, preferentemente, al mismo epitopo que el anticuerpo 005, 060,
059, 111, o una combinacion de los mismos.

Cuando se conjuga directa o indirectamente con una fraccion terapéutica, el anticuerpo puede ser capaz de destruir
células tumorales que expresan una cantidad promedio mas baja de copias de HER2 por célula que las células
AU565, como un promedio de aproximadamente 500.000 o menos, 100.000 o menos, o 30.000 o menos copias de
HER2 por célula (cuando se determina, por ejemplo, como se menciona en el Ejemplo 12), en concentraciones
donde el anticuerpo no conjugado no induce la destruccion de las células, preferentemente cuando se determina
como se describe en el Ejemplo 17.

El anticuerpo de la realizacion anterior puede destruir al menos el 80 % de las células A431 cuando se determina
como se describe en el Ejemplo 17, y bloquear de forma cruzada al menos un anticuerpo seleccionado de

a) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 y una regién VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5 (005), y
b) un anticuerpo que comprende una regiéon VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26 (060).

El anticuerpo de la realizaciéon precedente se une preferentemente al mismo epitopo que el anticuerpo 005, 060 o
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una combinacién de los mismos.

En una realizacién adicional o alternativa, el anticuerpo es internalizado por células tumorales que expresan HER2,
como las células AU565, en una cantidad mayor que el trastuzumab, preferentemente, mas de dos veces o tres
veces la cantidad de trastuzumab internalizado, cuando se determina de acuerdo con el Ejemplo 18, y bloquea de
forma cruzada al menos un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en:

a) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 y una regién VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5 (005)

b) un anticuerpo que comprende una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 y una regién VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 11 (006)

c) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15 y una regién VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 19 (059)

d) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26 (060)

€) un anticuerpo que comprende una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 29 y una region VL
qgue comprende la secuencia de SEQ ID NO: 33 (106)

f) un anticuerpo que comprende una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 36 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 40 (111).

El anticuerpo de la realizacién precedente se une preferentemente al mismo epitopo que el anticuerpo 005, 006,
059, 060, 106, 111 o una combinacion de los mismos.

El anticuerpo puede promover la proliferacion de células tumorales que expresan HER2 menos que F5, y se
internaliza mas que el trastuzumab en células tumorales que expresan HER2, preferentemente cuando se determina
como se describe en los Ejemplos.

Formatos de anticuerpos

La presente invencion proporciona anticuerpos HER2 que se unen a e internalizan de manera eficaz en células
tumorales que expresan HER2, normalmente sin promover significativamente la proliferacion de las células
independiente del ligando. Dependiendo de las propiedades funcionales deseadas para un uso particular, los
anticuerpos particulares se pueden seleccionar del conjunto de anticuerpos proporcionado en la presente invencion
y/o su formato se puede adaptar para cambiar estas propiedades, como se describe mas adelante.

El anticuerpo de la invencion puede ser de cualquier isotipo. La eleccion del isotipo, normalmente, se guiara por las
funciones efectoras deseadas, tales como la induccién ADCC. Los isotipos ejemplares son IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4.
Se puede utilizar cualquiera de las regiones constantes de la cadena ligera humana, kappa o lambda. Si se desea, la
clase de un anticuerpo HER2 de la presente invencion puede cambiarse mediante métodos conocidos. Por ejemplo,
un anticuerpo de la presente invencién que originalmente era IgM se puede cambiar de clase a un anticuerpo IgG de
la presente invencion. Ademas, se pueden utilizar técnicas de cambio de clase para convertir una subclase de IgG a
otra, por ejemplo de IgG1 a IgG2. Por tanto, la funcién efectora de los anticuerpos de la presente invencién puede
cambiarse mediante el cambio de isotipo a, por ejemplo, un anticuerpo 1gG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgD, IgA, IgE o IgM
para diversos usos terapéuticos. En una realizacién, un anticuerpo de la presente invencion es un anticuerpo 1gG1,
por ejemplo, un IgG1 k.

El anticuerpo de la invencion puede ser modificado por ingenieria genética para reducir la fucosa y asi aumentar la
ADCC, por ejemplo, mediante la adicién de compuestos a los medios de cultivo durante la produccion de anticuerpos
como se describe en el documento US2009317869 o como se describe en van Berkel et al. (2010) Biotechnol.
Bioeng. 105:350 o mediante el uso de células FUT8 desactivadas, por ejemplo, como se describe en Yamane-
Ohnuki et al (2004) Biotechnol. Bioeng 87:614. La ADCC puede optimizarse alternativamente utilizando el método
descrito por Umafia et al. (1999) Nature Biotech 17:176.

El anticuerpo de la invencion puede disefiarse para potenciar la activacion del complemento, por ejemplo, como se
describe en Natsume et al. (2009) Cancer Sci. 100:2411.

En una realizacion, el anticuerpo de la invencidon es un anticuerpo de longitud completa, preferentemente, un
anticuerpo 1gG1, en particular, un anticuerpo IgG1,k. Como alternativa, el anticuerpo de la invencion puede ser un
fragmento de anticuerpo o un anticuerpo monocatenario.

Los fragmentos de anticuerpos pueden, por ejemplo, obtenerse mediante fragmentacion utilizando técnicas
convencionales, y los fragmentos se seleccionaran para determinar su utilidad de la misma manera que se describe
en el presente documento para anticuerpos completos. Por ejemplo, los fragmentos F(ab’), se pueden generar
tratando un anticuerpo con pepsina. El fragmento F(ab’), resultante se puede tratar para reducir los puentes disulfuro
con un agente reductor, tal como el ditiotreitol, para producir fragmentos Fab'. Los fragmentos Fab se pueden
obtener tratando un anticuerpo con papaina. También se puede producir un fragmento F(ab'), mediante la unién de
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los fragmentos de Fab' a través de un enlace tioéter o un enlace disulfuro. Los fragmentos de anticuerpos también
se pueden generar mediante la expresion de acidos nucleicos que codifican dichos fragmentos en células
recombinantes (véase, por ejemplo, Evans et al., J. Immunol. Meth. 184, 123-38 (1995)). Por ejemplo, un gen
quimérico que codifica una parte de un fragmento F(ab'), podria incluir secuencias de ADN que codifican el dominio
Ch1 y la region bisagra de la cadena H, seguido de un codén de terminacion de la traduccion para producir dicha
molécula de fragmento de anticuerpo truncado.

Tal y como se ha explicado anteriormente, en una realizacion, el anticuerpo HER2 de la invencién es un anticuerpo
bivalente.

En otra realizacion, el anticuerpo HER2 de la invencién es un anticuerpo monovalente.

El anticuerpo de la invencion puede ser un fragmento Fab o un anticuerpo monocatenario, tal como se describe en el
documento US20080063641 (Genentech) u otro anticuerpo monovalente, por ejemplo, tal como se describe en el
documento W0O2007048037(Amgen).

En una realizacién preferida, un anticuerpo monovalente tiene una estructura como se describe en el documento
WO02007059782 (Genmab) que tiene una delecion de la region bisagra. Por consiguiente, el anticuerpo puede ser un
anticuerpo monovalente, en donde dicho anticuerpo HER2 puede construirse mediante un método que comprende:

i) proporcionar una construccién de acido nucleico que codifica la cadena ligera de dicho anticuerpo
monovalente, comprendiendo dicha construccion una secuencia de nucledtidos que codifica la region VL de un
anticuerpo HER2 especifico del antigeno seleccionado y una secuencia de nucleétidos que codifica la region CL
constante de una Ig, en donde dicha secuencia de nucledtidos que codifica la regidon VL de un anticuerpo
especifico del antigeno seleccionado y dicha secuencia de nucleétidos que codifica la region CL de una Ig estan
unidas operativamente, y en donde, en el caso de un subtipo IgG1, la secuencia de nucleétidos que codifica la
region CL se ha modificado de tal manera que la regién CL no contiene ningin aminoacido capaz de formar
enlaces disulfuro o enlaces covalentes con otros péptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos
idéntica de la region CL en presencia de IgG policlonal humana o cuando se administra a un animal o ser
humano;

ii) proporcionar una construccién de acido nucleico que codifica la cadena pesada de dicho anticuerpo
monovalente, comprendiendo dicha construccion una secuencia de nucleétidos que codifica la region VH de un
anticuerpo especifico del antigeno seleccionado y una secuencia de nucledtidos que codifica una region CH
constante de una Ig humana, en donde la secuencia de nucleétidos que codifica la region CH se ha modificado
de tal manera que la regién correspondiente a la regiéon bisagra y, segun lo requerido por el subtipo Ig, otras
regiones de la region CH, como la regiéon CH3, no comprende ningln resto de aminoacido que participe en la
formacion de enlaces disulfuro o enlaces de cadenas inter-pesadas no covalentes covalentes o estables con
otros péptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos idéntica de la regiéon CH de la Ilg humana en
presencia de IgG policlonal humana o cuando se administran a un animal humano, en donde dicha secuencia de
nucledtidos que codifica la region VH de un anticuerpo especifico del antigeno seleccionado y dicha secuencia
de nucledtidos que codifica la region CH de dicha Ig estan operativamente unidos;

iii) proporcionar un sistema de expresion celular para producir dicho anticuerpo monovalente;

iv) producir dicho anticuerpo monovalente mediante la expresidon conjunta de las construcciones de acido
nucleico de (i) y (ii) en células del sistema de expresion celular de (iii).

De manera similar, en una realizacion, el anticuerpo HER2 es un anticuerpo monovalente, que comprende

(i) una region variable de un anticuerpo de la invencién como se describe en el presente documento o una parte
de unidn a antigeno de dicha region, y

(i) una region Cy de una inmunoglobulina o un fragmento de la misma que comprende las regiones Cx2 y Cx3,
en donde la region Cy o fragmento de la misma se ha modificado de tal manera que la regién correspondiente a
la region bisagra y, si la inmunoglobulina no es un subtipo IgG4, otras regiones de la region Cy, como la region
Ch3, no comprenden ningun resto de aminoacido, que sea capaz de formar enlaces disulfuro con una region Cy
idéntica u otros enlaces de cadena inter-pesada no covalente covalentes o estables con una region Cy idéntica
en presencia de 1gG policlonal humana.

En una realizacion adicional del presente documento, la cadena pesada del anticuerpo HER2 monovalente se ha
modificado de tal manera que se ha eliminado toda la bisagra.

El anticuerpo monovalente puede ser del subtipo IgG4, pero la regién Cx3 se ha modificado de modo que se hayan
realizado una o mas de las siguientes sustituciones de aminoacidos:

16



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2718 821 T3

Numeraciéon de mutaciones de CH3

KABAT* indice G4*delaUE  Mutaciones

E378 E357 E357A o E357T o0 E357V o E3571

S387 S364 S364R o S364K

T389 T366 T366A o T366R o0 T366K o T366N

L391 L368 L368A o0 L368V o L368E o0 L368G o L368S o L368T

D427 D399 D399A o D399T o D399S

F436 F405 F405A o F405L o F405T o F405D o F405R o F405Q o F405K o F405Y
Y438 Y407 Y407A o Y407E o0 Y407Q o Y407K o Y407F

F436y Y438 F405 y Y407 (F405T y YAOTE) o (F405D y Y40TE)

D427 y Y438 D399 y Y407 (D399S y Y407Q) o (D399S y Y407K) 0 (D399S y Y4O7E)

*KABAT indica la numeraciéon de aminoacidos de acuerdo con Kabat (Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5% Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991). El indice
de la UE indica la numeracion de aminoacidos de acuerdo con el indice de la UE como se describe en Kabat et al.,
(anteriormente citado).

La secuencia de dicho anticuerpo monovalente también puede haber sido modificada para que no comprenda
ningun sitio aceptor para la glucosilaciéon unida a N.

Los anticuerpos HER2 de la invencién también incluyen anticuerpos monocatenarios. Los anticuerpos
monocatenarios son péptidos en los que las regiones Fv de la cadena pesada vy ligera estan conectadas. En una
realizacion, la presente invencién proporciona una Fv monocatenaria (scFv) en donde las cadenas pesada y ligera
en la Fv de un anticuerpo HER2 de la presente invencion se unen con un enlazador peptidico flexible (normalmente
de aproximadamente 10, 12, 15 o mas restos de aminoacidos) en una sola cadena peptidica. Los métodos para
producir dichos anticuerpos se describen en, por ejemplo, el documento US 4.946.778, Pluckthun en The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds. Springer-Verlag, Nueva York, pag. 269-
315 (1994), Bird et al., Science 242, 423-426 (1988), Huston et al., PNAS utiliza 85, 5879-5883 (1988) y McCafferty
et al., Nature 348, 552-554 (1990). El anticuerpo monocatenario puede ser monovalente, si solo se utiliza una sola
Vh y V|, bivalente, si se utilizan dos Vy y V|, o polivalente, si se utilizan mas de dos Vy y V..

En una realizacién, el anticuerpo HER2 de la invencién es un anticuerpo deficiente en la funcién efectora. El
anticuerpo HER?2 deficiente en la funcion efectora puede ser un anticuerpo IgG4 estabilizado, que se ha modificado
para prevenir el intercambio del brazo Fab (van der Neut Kolfschoten et al. (2007) Science 317 (5844): 1554-7).
Ejemplos de anticuerpos IgG4 estabilizados adecuados son anticuerpos, en donde la arginina en la posicion 409 en
una region constante de la cadena pesada de la IgG4 humana, que se indica en el indice de la UE como en Kabat et
al., esta sustituida por lisina, treonina, metionina o leucina, preferentemente lisina (descrita en el documento
WO02006033386 (Kirin)) y/o en donde la regién bisagra se ha modificado para comprender una secuencia Cys-Pro-
Pro-Cys.

El anticuerpo HER2 IgG4 estabilizado puede ser un anticuerpo 1IgG4 que comprende una cadena pesada y una
cadena ligera, en donde dicha cadena pesada comprende una region constante de IgG4 humana que tiene un resto
seleccionado del grupo que consiste en: Lys, Ala, Thr, Met y Leu en la posicidon correspondiente a 409 y/o un resto
seleccionado del grupo que consiste en: Ala, Val, Gly, lle y Leu en la posicion correspondiente a 405, y en donde
dicho anticuerpo comprende opcionalmente una o mas sustituciones, deleciones y/o inserciones adicionales, pero no
comprende una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la region bisagra. Preferentemente, dicho anticuerpo comprende un
resto de Lys o Ala en la posiciéon correspondiente a 409 o la region CH3 del anticuerpo ha sido reemplazada por la
region CH3 de IgG1 humana, de IgG2 humana o de IgG3 humana. Véase también el documento WO2008145142
(Genmab).

El anticuerpo HER2 IgG4 estabilizado puede ser un anticuerpo 1IgG4 que comprende una cadena pesada y una
cadena ligera, en donde dicha cadena pesada comprende una region constante de IgG4 humana que tiene un resto
seleccionado del grupo que consiste en: Lys, Ala, Thr, Met y Leu en la posicidon correspondiente a 409 y/o un resto
seleccionado del grupo que consiste en: Ala, Val, Gly, lle y Leu en la posicion correspondiente a 405, y en donde
dicho anticuerpo comprende opcionalmente una o mas sustituciones, deleciones y/o inserciones adicionales y donde
dicho anticuerpo comprende una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la region bisagra. Preferentemente, dicho
anticuerpo comprende un resto de Lys o Ala en la posicion correspondiente a 409 o la region CH3 del anticuerpo ha
sido reemplazada por la region CH3 de IgG1 humana, de IgG2 humana o de IgG3 humana.

El anticuerpo HER2 deficiente en la funcion efectora es un anticuerpo de tipo no 1gG4, por ejemplo IgG1, 1gG2 o
IgG3 que se ha mutado de tal manera que la capacidad de mediar funciones efectoras, tal como ADCC, se ha
reducido o incluso eliminado. Dichas mutaciones, por ejemplo, se han descrito en DallAcqua WF et al., J Immunol.
177(2): 1129-1138 (2006) y Hezareh M, J Virol. ;75(24):12161-12168 (2001).
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Conjugados

En una realizacion adicional, la presente invencion proporciona un anticuerpo HER2 conjugado con una fraccion
terapéutica, tal como una citotoxina, un farmaco, tal como un farmaco quimioterapéutico, una citocina o un
radiois6topo. Asimismo, el anticuerpo HER2 puede conjugarse con un inmunosupresor. Dichos conjugados se
denominan en el presente documento como "inmunoconjugados”. Los inmunoconjugados que incluyen una o mas
citotoxinas se conocen como "inmunotoxinas".

Una citotoxina o agente citotdxico puede incluir cualquier agente que sea perjudicial para las células (por ejemplo,
las destruye). Los agentes terapéuticos adecuados para formar inmunoconjugados de la presente invencion incluyen
taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina,
vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorubicina, dihidroxiantracindiona, maitansina o un analogo o derivado de
la misma, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina,
lidocaina, propranolol y puromicina,; caliqueamicina o analogos o derivados de la misma; antimetabolitos (tales como
metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-fluorouracilo, dacarbazina, hidroxiurea,
asparaginasa, gemcitabina, cladribina), agentes alquilantes (tales como mecloretamina, tioepa, clorambucilo,
melfalan, carmustina (BSNU), lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina,
dacarbazina (DTIC), procarbazina, mitomicina C, cisplatino y otros derivados del platino, tales como carboplatino; asi
como duocarmicina A, duocarmicina SA, CC-1065 (alias raquelmicina), o analogos o derivados de CC-1065),
antibidticos (tales como dactinomicina (formalmente actinomicina), bleomicina, daunorrubicina (formalmente
daunomicina), doxorrubicina, idarrubicina, mitramicina, mitomicina, mitoxantrona, plicamicina, antramicina (AMC)),
agentes antimitoticos (por ejemplo, inhibidores de tubulina) tales como monometil auristatina E, monometil
auristatina F, u otros analogos o derivados de dolastatina 10; toxina de la difteria y moléculas relacionadas (tales
como la cadena A de la difteria y fragmentos activos de la misma y moléculas hibridas); toxina de ricina (como la
ricina A o una toxina de cadena A de ricina desglucosilada), toxina colérica, una toxina tipo Shiga (SLT-I, SLT-II,
SLT-IIV), toxina LT, toxina C3, toxina Shiga, toxina pertussis, toxina tetanica, inhibidor de la proteasa Bowman-Birk
de soja, exotoxina de Pseudomonas, alorina, saporina, modecina, gelanina, la cadena A de abrina, la cadena A de
modeccina, alfasarcina, las proteinas de Aleurites fordii, las proteinas de diantina, las proteinas de Phytolaca
americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), el inhibidor de Momordica charantia, curcina, crotina, el inhibidor de Sapaonaria
officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina y toxinas de enomicina. Otras moléculas conjugadas
adecuadas incluyen péptidos antimicrobianos/liticos tales como CLIP, Magainina 2, melitina, Cecropina, y P18;
ribonucleasa (RNasa), DNasa |, enterotoxina A estafilococica, proteina antiviral de la hierba carmin, toxina diftérica y
endotoxina de Pseudomonas. Véase, por ejemplo, Pastan et al., Cell 47, 641 (1986) y Goldenberg, Calif. A Cancer
Journal for Clinicians 44, 43 (1994). Los agentes terapéuticos que pueden administrarse en combinaciéon con un
anticuerpo HER2 de la presente invencidon como se describe en otra parte del presente documento, tales como, por
ejemplo, citocinas o quimiocinas anticancerigenas, también son candidatos para fracciones terapéuticas utiles para
la conjugacion con un anticuerpo de la presente invencion.

El anticuerpo HER2 puede comprender un acido nucleico conjugado o una molécula asociada a acido nucleico. El
acido nucleico conjugado puede ser una ribonucleasa citotoxica, un acido nucleico antisentido, una molécula de ARN
inhibidora (por ejemplo, una molécula de ARNip) o un acido nucleico inmunoestimulador (por ejemplo, una molécula
de ADN inmunoestimuladora que contiene un motivo CpG). En otra realizacion, un anticuerpo HER2 de la invencion
se conjuga con un aptamero o una ribozima.

Se proporcionan de acuerdo con la presente divulgacion anticuerpos HER2 que comprenden uno o mas
aminoacidos radiomarcados. Un anticuerpo HER2 radiomarcado se puede utilizar tanto para fines diagndsticos como
terapéuticos (otra conjugacion con moléculas radiomarcadas es otra caracteristica posible). Los ejemplos no
limitantes de marcadores para polipéptidos incluyen 3H, 14C, 15N, 35S, 90Y, 99Tc, y 1251, 1311, y 186Re.

El anticuerpo puede conjugarse con un radiois6topo o con un quelato que contiene radioisétopos. Por ejemplo, el

anticuerpo se puede conjugar con un enlazador quelante, por ejemplo, DOTA, DTPA o tiuxetan, que permite la

complejacion del anticuerpo con un radioisétopo. El anticuerpo también puede, o comprender alternativamente, o

conjugarse con uno o mas aminoacidos radiomarcados u otra molécula radiomarcada. Se puede utilizar un

anticuerpo CD74 radiomarcado con fines tanto diagnésticos como terazpéuticos. Ejemplos no limitantes de
P . 3 14 15 35 90 99. 125, 11 131, 186 213 25 227

radiois6topos incluyen “H, “C, ®N, =S, Y, “Tc, I, ""'In, “'l, "°Re, ““Bs, ““Acy “'Th.

Los anticuerpos HER2 también pueden modificarse quimicamente mediante conjugacion covalente a un polimero
para, por ejemplo, aumentar su semivida circulante. Los polimeros ejemplares y los métodos para unirlos a péptidos,
se ilustran en, por ejemplo, los documentos US 4.766.106, US 4.179.337, US 4.495.285 y US 4.609.546. Los
polimeros adicionales incluyen polioles polioxietilados y polietilenglicol (PEG) (por ejemplo, un PEG con un peso
molecular de entre aproximadamente 1.000 y aproximadamente 40.000, tal como entre aproximadamente 2.000 y
aproximadamente 20.000).

Cualquier método conocido en la materia para conjugar el anticuerpo HER2 con la(s) molécula(s) conjugada(s), tales

como los descritos anteriormente, se puede emplear, incluyendo el método descrito por Hunter et al., Nature 144,
945 (1962), David et al., Biochemistry 13, 1014 (1974), Pain et al., J. Immunol. Meth. 40, 219 (1981) y Nygren, J.
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Histochem. y Cytochem. 30, 407 (1982). Dichos anticuerpos pueden producirse mediante la conjugacion quimica de
la otra fraccion con el lado N-terminal o el lado C-terminal del anticuerpo HER2 o fragmento del mismo (por ejemplo,
una cadena H o L del anticuerpo HER2) (véase, por ejemplo, Antibody Engineering Handbook, editado por Osamu
Kanemitsu, publicado por Chijin Shokan (1994)). Dichos derivados de anticuerpos conjugados también se pueden
generar mediante conjugacion en restos internos o azucares, cuando sea apropiado.

Los agentes pueden acoplarse directa o indirectamente a un anticuerpo HER2 de la presente invencién. Un ejemplo
de acoplamiento indirecto de un segundo agente es el acoplamiento a través de una fraccion espaciadora a restos
de cisteina o lisina en el anticuerpo. En una realizacién, un anticuerpo HER2 se conjuga con una molécula
profarmaco que se puede activar in vivo con un farmaco terapéutico a través de un espaciador o enlazador. Después
de la administracion, los espaciadores o enlazadores se escinden mediante enzimas asociadas a células tumorales
u otras afecciones especificas del tumor, mediante las cuales se forma el farmaco activo. Ejemplos de dichas
tecnologias de profarmacos y enlazadores se describen en los documentos WO002083180, W0O2004043493,
WO02007018431, W0O2007089149, y WO2009017394 por Syntarga BV, et al. La tecnologia de profarmaco-
anticuerpo adecuada y los analogos de duocarmicina también se pueden encontrar en la Patente de Estados Unidos
N.° 6.989.452 (Medarex).

El anticuerpo HER2 de la presente invencidon puede unirse a un enlazador quelante, por ejemplo, tiuxetan, que
permite conjugar el anticuerpo a un radioisétopo.

Anticuerpos biespecificos

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a una molécula biespecifica que comprende un primer sitio de union
a antigeno de un anticuerpo HER2 de la invencion como se describid en el presente documento anteriormente y un
segundo sitio de unién a antigeno con una especificidad de unién diferente, tal como una especificidad de unién para
una célula efectora humana, un receptor Fc humano, un receptor de linfocitos T, un receptor de linfocitos B o una
especificidad de unién para un epitopo no superpuesto de HER2, es decir, un anticuerpo biespecifico en donde el
primer y segundo sitios de unién a antigeno no se bloquean entre si para la union a HER2, por ejemplo, cuando se
prueba como se describe en el Ejemplo 14.

Las moléculas ejemplares de anticuerpos biespecificos de la invencién comprenden (i) dos anticuerpos, uno con una
especificidad por HER2 y otro por una segunda diana que se conjugan entre si, (ii) un Unico anticuerpo que tiene una
cadena o brazo especifico de HER2 y una segunda cadena o brazo especifico para una segunda molécula, (iii) un
anticuerpo monocatenario que tiene especificidad para HER2 y una segunda molécula, por ejemplo, a través de dos
scFv unidas en tandem por un conector peptidico adicional; (iv) un anticuerpo de dominio variable doble (DVD-lg),
donde cada cadena ligera y pesada contiene dos dominios variables en tandem a través de un enlace peptidico
corto (Wu et al., Generation and Characterization of a Dual Variable Domain Immunoglobulin (DVD-Ilg™) Molecule,
en: Antibody Engineering, Springer Berlin Heidelberg (2010)); (v) un fragmento (Fab'), biespecifico quimicamente
unido; (vi) un TandAb, que es una fusion de dos diacuerpos monocatenarios que dan como resultado un anticuerpo
biespecifico tetravalente que tiene dos sitios de union para cada uno de los antigenos diana; (vii) un flexocuerpo, que
es una combinacion de scFv con un diacuerpo que da como resultado una molécula multivalente; (viii) una
denominada molécula "dock and lock", basada en el "dominio de dimerizacién y acoplamiento” en la Proteina cinasa
A, que, cuando se aplica a Fab, puede producir una proteina de unién biespecifica trivalente que consiste en dos
fragmentos Fab idénticos unidos a un fragmento Fab diferente; (ix) una denominada molécula Escorpion, que
comprende, por ejemplo, dos scFv fusionadas a ambos extremos de una region Fc humana; y (x) un diacuerpo. En
una realizacion, el anticuerpo biespecifico de la presente invencion es un diacuerpo.

La segunda molécula puede ser un antigeno de cancer/antigeno asociado a tumor, como el antigeno
carcinoembrionario (CEA), antigeno especifico de préstata (AEP), RAGE (antigeno renal), a-fetoproteina, CAMEL
(antigeno reconocido en CTL en el melanoma), antigenos CT (tales como MAGE-B5, -B6, -C2, -C3, y D; Mage-12;
CT10; NY-ESO-1, SSX-2, GAGE, BAGE, MAGE, y SAGE), antigenos de mucina (por ejemplo, MUC1, mucina-
CA125, etc.), antigenos gangliosidos, tirosinasa, gp75, c-Met, C-myc, Marti, MelanA, MUM-1, MUM-2, MUM-3, HLA-
B7, Ep-CAM o una integrina asociada al cancer, tal como la integrina a583. Como alternativa, la segunda molécula
puede ser un antigeno de linfocitos T y/o células NK, tal como CD3 o CD16. La segunda molécula puede ser un
factor angiogénico u otro factor de crecimiento asociado con el cancer, tal como un factor de crecimiento endotelial
vascular, un factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento epidérmico, angiogenina o un receptor de
cualquiera de estos, en particular los receptores asociados con la progresion del cancer (por ejemplo, otro de los
receptores HER; HER1, HER3 o HER4). El segundo sitio de uniéon a antigeno puede unirse a un sitio diferente,
preferentemente no bloqueante, en HER2 que el que esta unido por el anticuerpo de la invencion. Por ejemplo, la
segunda molécula puede proceder de la unién a HER2 de bloques cruzados de, trastuzumab, pertuzumab, F5 o C1.

Secuencias de acido nucleico, vectores y células hospedadoras

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a secuencias de acido nucleico, tales como secuencias de ADN, que
codifican una secuencia de aminoacidos VH y VL seleccionadas del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1y 5; 8y
12; 15y 19; 22y 26; 29y 33; 36 y 40; 43y 44; 45y 46; 47 y 48; 49 y 50; 51 y 52; 53 y 54; 55 y 56.
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La presente divulgacion también proporciona un vector de expresion, o un conjunto de vectores de expresion, que
codifica un anticuerpo de la invencion. La cadena pesada y ligera del anticuerpo puede estar codificada por el mismo
vector o por un vector diferente.

Dichos vectores de expresion se pueden utilizar para la produccién recombinante de anticuerpos de la invencion.

El vector de expresion de la invencién puede comprender una secuencia de nucleétidos que codifica una o mas de
las secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 1, 5, 8, 12, 15, 19, 22, 26, 29,
33, 36, 40, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, y 56.

El vector de expresion de la presente divulgacion puede comprender una secuencia de nucleotidos que codifica una
o0 mas de las secuencias de aminoacidos de VH seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO: SEQ ID NO:
1, 8,15, 22, 29, 36, 43, 45, 47, 49, 51, 53, y 55.

El vector de expresion de la presente divulgacion puede comprender una secuencia de nucleotidos que codifica una
o0 mas de las secuencias de aminoacidos de VL seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO: SEQ ID NO:
5,12, 19, 26, 33, 40, 44, 46, 48, 50, 52, 54, y 56.

El vector de expresion puede comprender ademas una secuencia de nucleétidos que codifica la regidon constante de
una cadena ligera, una cadena pesada o ambas cadenas ligera y pesada de un anticuerpo, por ejemplo, un
anticuerpo humano.

Un vector de expresion en el contexto de la presente divulgacion puede ser cualquier vector adecuado, incluidos
vectores de acido nucleico cromosémico, no cromosomico y sintético (una secuencia de acido nucleico que
comprende un conjunto adecuado de elementos de control de expresion). Los ejemplos de dichos vectores incluyen
derivados de SV40, plasmidos bacterianos, ADN de fagos, baculovirus, plasmidos de levadura, vectores
procedentes de combinaciones de plasmidos y ADN de fagos, y vectores de acido nucleico viral (ARN o ADN). En
una realizacion, un acido nucleico que codifica el anticuerpo HER2 esta comprendido en un vector de ADN o ARN
desnudo, incluyendo, por ejemplo, un elemento de expresion lineal (como se describe en, por ejemplo, Sykes y
Johnston, Nat Biotech 17, 355-59 (1997)), un vector de acido nucleico compactado (como se describe en, por
ejemplo, los documentos US 6.077.835 y/o WO 00/70087), un vector plasmido tal como pBR322, pUC 19/18, o pUC
118/119, un vector de acido nucleico de tamafio minimo "mosquito” (como se describe, por ejemplo, en Schakowski
et al., Mol Ther 3, 793-800 (2001)), o como una construccion de vector de acido nucleico precipitado, como una
construccioén precipitada con CaP04 (como se describe en, por ejemplo, el documento WO 00/46147, Benvenisty y
Reshef, PNAS utiliza 83, 9551-55 (1986), Wigler et al., Cell 14, 725 (1978), y Coraro y Pearson, Somatic Cell
Genetics 7, 603 (1981)). Dichos vectores de acido nucleico y el uso de los mismos son bien conocidos en la materia
(véase, por ejemplo, los documentos US 5.589.466 y US 5.973.972).

Los ejemplos de vectores de expresion para los anticuerpos de la invencion también se describen en los Ejemplos 2
y 3.

El vector puede ser adecuado para la expresion del anticuerpo HER2 en una célula bacteriana. Los ejemplos de
dichos vectores incluyen vectores de expresion tales como BlueScript (Stratagene), vectores pIN (Van Heeke &
Schuster, J Biol Chem 264, 5503-5509 (1989), vectores pET (Novagen, Madison WI) y similares).

Un vector de expresion también puede ser, o alternativamente, un vector adecuado para la expresién en un sistema
de levadura. Se puede emplear cualquier vector adecuado para la expresién en un sistema de levadura. Los
vectores adecuados incluyen, por ejemplo, vectores que comprenden promotores constitutivos o inducibles tales
como factor alfa, alcohol oxidasa y PGH (revisados en: F. Ausubel et al., ed. Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing and Wiley InterScience New York (1987), y Grant et al., Methods in Enzymol 153, 516-544
(1987)).

Un vector de expresion también puede ser, o alternativamente, ser un vector adecuado para la expresiéon en células
de mamiferos, por ejemplo, un vector que comprende glutamina sintetasa como un marcador seleccionable, tal como
los vectores descritos en Bebbington (1992) Biotechnology (NY) 10:169-175.

Un acido nucleico y/o vector también puede comprender una secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de secrecion/localizacion, que puede dirigir un polipéptido, tal como una cadena polipeptidica naciente, al
espacio periplasmico o al medio de cultivo celular. Dichas secuencias son conocidas en la materia e incluyen
péptidos sefial o lider de secrecion.

En un vector de expresién de la invencién, los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo HER2 pueden
comprender o estar asociados con cualquier promotor, potenciador y otros elementos facilitadores de la expresion
adecuados. Los ejemplos de dichos elementos incluyen fuertes promotores de expresion (por ejemplo,
promotor/potenciador CMV IE humano asi como RSV, SV40, SL3-3, MMTV y VIH LTR), secuencias de terminacion
poli (A) eficaces, un origen de replicacion para productos plasmatico en E. coli, un gen de resistencia a antibiéticos
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como marcador seleccionable, y/o un sitio de clonaciéon conveniente (por ejemplo, un polienlazador). Los acidos
nucleicos también pueden comprender un promotor inducible en oposicién a un promotor constitutivo tal como CMV
IE.

En una realizacion, el vector de expresion que codifica el anticuerpo HER2 puede posicionarse y/o administrarse a la
célula hospedadora o al animal hospedador mediante un vector viral.

En un aspecto aun mas, la invencion se refiere a una célula hospedadora eucariota o procariota recombinante, tal
como un transfectoma, que produce un anticuerpo de la invencién como se define en el presente documento. Los
ejemplos de células hospedadoras incluyen células de levaduras, bacterias y mamiferos, tales como células CHO o
HEK. Por ejemplo, en una realizacion, la presente invenciéon proporciona una célula que comprende un acido
nucleico integrado de manera estable en el genoma celular que comprende una secuencia que codifica la expresion
de un anticuerpo HER2 de la presente invencion. La presente divulgacion proporciona una célula que comprende un
acido nucleico no integrado, tal como un plasmido, césmido, fagémido o elemento de expresion lineal, que
comprende una secuencia que codifica la expresion de un anticuerpo HER2 de la invencion.

En la presente divulgacion se proporciona ademas un hibridoma que produce un anticuerpo de la invencién como se
define en el presente documento. En la presente divulgacion se proporciona ademas un animal no humano o planta
transgénica que comprende acidos nucleicos que codifican una cadena pesada humana y una cadena ligera
humana, en donde el animal o planta produce un anticuerpo de la invencién.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un método para producir un anticuerpo HER2 de la invencion,
comprendiendo dicho método las etapas de

a) cultivar un hibridoma o una célula hospedadora de la invencién como se describe anteriormente en el presente
documento, y
b) purificar el anticuerpo de la invencion a partir de los medios de cultivo.

Composiciones

En un aspecto principal adicional, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende:

- un anticuerpo HER2 como se define en el presente documento, y
- un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede contener un anticuerpo de la presente invencién o una
combinacién de diferentes anticuerpos de la presente invencion.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse de acuerdo con técnicas convencionales tales como las
desveladas en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicién, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co.,
Easton, PA, 1995. Una composicion de la presente invencion puede, por ejemplo, incluir diluyentes, cargas, sales,
tampones, detergentes (por ejemplo, un detergente no iénico, tal como Tween-20 o Tween-80), estabilizadores (por
ejemplo, azlcares o aminoacidos libres de proteinas), conservantes, fijadores de tejidos, solubilizantes y/u otros
materiales adecuados para su inclusién en una composicion farmacéutica.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen cualquiera y todos los disolventes adecuados, medios de
dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes de isotonicidad, antioxidantes y agentes
retardantes de la absorcion, y similares que son fisioldgicamente compatibles con un compuesto de la presente
invencion. Los ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las
composiciones farmacéuticas de la presente invencion incluyen agua, solucion salina, solucién salina tamponada
con fosfato, etanol, dextrosa, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares) y mezclas
adecuadas de los mismos, aceites vegetales, soluciones coloidales de carboximetilcelulosa, goma de tragacanto y
ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo y/o varios tampones. Los vehiculos farmacéuticamente
aceptables incluyen soluciones acuosas estériles o dispersiones y polvos estériles para la preparacion
extemporanea de soluciones estériles inyectables o dispersiones. La fluidez adecuada se puede mantener, por
ejemplo, mediante el uso de materiales de recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio
de particula necesario en caso de dispersiones, y mediante el uso de tensioactivos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden comprender antioxidantes
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, (1) antioxidantes solubles en agua, tales como &acido ascorbico,
hidrocloruro de cisteina, bisulfato sddico, metabisulfito de sodio, sulfito sddico y similares; (2) antioxidantes solubles
en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, lecitina, galato de propilo,
alfa—tocoferol, y similares; y (3) agentes quelantes de metales, tales como acido citrico, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosférico, y similares.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden comprender agentes de isotonicidad,
tales como azucares, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol, glicerol o cloruro sddico en la composicion.
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Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden contener uno o mas adyuvantes
apropiados para la via de administracion elegida, tales como conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes, agentes dispersantes, conservantes o tampones, lo que puede aumentar la vida util o la eficacia de
la composicion farmacéutica. Los compuestos de la presente invencién se pueden preparar con vehiculos que
protegeran el compuesto contra la liberacion rapida, tal como una formulacion de liberacion controlada, incluyendo
implantes, parches transdérmicos y sistemas de suministro microencapsulados. Dichos vehiculos pueden incluir
gelatina, monoestearato de glicerilo, diestearato de glicerilo, polimeros biodegradables y biocompatibles como el
etileno vinil acetato, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico solo o con una
cera, u otros materiales bien conocidos en la materia. Los métodos para la preparacién de dichas formulaciones se
conocen generalmente por los expertos en la materia.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse mediante la incorporacién del compuesto activo en la
cantidad necesaria en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de los ingredientes, por ejemplo,
enumerados anteriormente, segun sea necesario, seguido de esterilizacion por microfiltracién. Generalmente, las
dispersiones se preparan mediante la incorporacién del principio activo a un vehiculo estéril que contiene un medio
de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos, por ejemplo, de los enumerados anteriormente. En el caso
de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los ejemplos de métodos de preparacion
son el secado al vacio y el secado en frio (liofilizacién) que producen un polvo del principio activo mas cualquier
ingrediente adicional deseado a partir una solucién del mismo previamente esterilizada por filtracion.

Los niveles reales de dosificacion de los principios activos en las composiciones farmacéuticas pueden variarse para
obtener una cantidad del principio activo que sea eficaz para conseguir la respuesta terapéutica deseada para un
paciente, composicién y modo de administracion particular, sin que sean tdxicos para el paciente. El nivel de
dosificacion seleccionado dependera de una diversidad de factores farmacocinéticos que incluyen la actividad de las
composiciones concretas de la presente invencién utilizadas, o de la amida de las mismas, la via de administracion,
el tiempo de administracion, la tasa de excrecion del compuesto particular que se esta empleando, la duracién del
tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados junto con las composiciones concretas utilizadas,
la edad, el sexo, el peso, la afeccion, el estado de salud general e historial médico previo del paciente que se esta
tratando, y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas.

La composicion farmacéutica puede administrarse mediante cualquier via y modo adecuado. Una composicion
farmacéutica de la presente invencién puede administrarse por via parenteral. "Administrado por via parenteral”
como se utiliza en el presente documento significa modos de administracion diferentes de la administracion enteral y
topica, habitualmente mediante inyeccién e incluye inyeccion epidermal, intravenosa, intramuscular, intraarterial,
intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, intratendinosa, transtraqueal,
subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, intracraneal, intratoracica, epidural
e intraesternal e infusion.

La composicion farmacéutica puede administrarse mediante infusién o inyeccion intravenosa o subcutanea.
Usos

En un aspecto principal adicional, la invencion se refiere a un anticuerpo HER2 de la invencién para su uso como un
medicamento.

Los anticuerpos HERZ2 de la invencién se pueden utilizar para varios propésitos. En particular, los anticuerpos de la
invencion se pueden utilizar para el tratamiento de diversas formas de cancer, incluyendo cancer metastasico y
cancer refractario.

En una realizacion, los anticuerpos HER2 de la invencién se utilizan para el tratamiento de una forma de cancer
seleccionada del grupo que consiste en cancer de mama, (incluyendo cancer de mama primario, metastasico y
refractario), cancer de prostata, cancer de pulmoén no microcitico, cancer de vejiga, cancer de ovario, cancer
gastrico, cancer colorrectal, cancer de esdfago, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, cancer de
cuello uterino, cancer pancreatico, cancer testicular, melanoma maligno y un cancer de tejidos blandos (por ejemplo,
sarcoma sinovial).

El anticuerpo puede conjugarse con ofra fraccion.

El cancer también puede seleccionarse del grupo que consiste en cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de
cuello de utero/endometrial, cancer de pulmoén, melanoma maligno, cancer de ovario, cancer pancreatico, cancer de
prostata, cancer testicular, un tumor de tejidos blandos como el sarcoma sinovial y el cancer de vejiga.

La presente divulgacién proporciona ademas el uso de un anticuerpo monoclonal que se une al HER2 humano para
la preparacién de un medicamento para el tratamiento del cancer, como una de las indicaciones especificas para el
cancer mencionadas anteriormente.

Asimismo, la divulgacion se refiere a un anticuerpo monoclonal para su uso en el tratamiento del cancer, como una
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de las indicaciones de cancer mencionadas anteriormente.

La eficacia del tratamiento proporcionado de acuerdo con la presente divulgacion, puede controlarse durante la
terapia, por ejemplo, en puntos predefinidos en el tiempo, mediante la determinacion de la carga tumoral o los
niveles de expresion de HER2 en las células tumorales relevantes.

Los regimenes de dosificacion en los métodos de tratamiento y usos anteriores se ajustan para proporcionar la
respuesta 6ptima deseada (por ejemplo, una respuesta terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar un Unico
bolo, se pueden administrar varias dosis divididas a lo largo del tiempo o se puede reducir o aumentar
proporcionalmente la dosis segun se indique por las exigencias de la situacion terapéutica. Las composiciones
parenterales pueden formularse en forma de unidad de dosificacion para facilitar la administracion y la uniformidad
de la dosificacion.

Las dosificaciones eficaces y los regimenes de dosificacion para los anticuerpos HER2 dependen de la enfermedad
o afeccion a tratar y pueden determinarse por los expertos en la materia. Un intervalo no limitativo ejemplar para una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la presente invencién es aproximadamente 0,1-100 mg/kg, tal
como aproximadamente 0,1-50 mg/kg, por ejemplo, aproximadamente 0,1-20 mg/kg, tal como aproximadamente 0,1-
10 mg/kg, por ejemplo, aproximadamente 0,5, aproximadamente, tal como, 0,3, aproximadamente 1,
aproximadamente 3, aproximadamente 5 o aproximadamente 8 mg/kg.

Un médico o veterinario que tenga experiencia en la materia puede determinar y prescribir faciimente la cantidad
eficaz de la composicion farmacéutica requerida. Por ejemplo, el médico o el veterinario podria empezar con dosis
del anticuerpo HER2 empleado en la composicién farmacéutica a niveles inferiores que los requeridos para
conseguir el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosificacion hasta conseguir el efecto deseado.
En general, una dosis diaria adecuada de una composicién de la invencion sera aquella cantidad del compuesto que
sea la dosis eficaz mas baja para producir un efecto terapéutico. La administracion puede, por ejemplo, ser
parenteral, tal como intravenosa, intramuscular o subcutanea. Los anticuerpos HER2 pueden administrarse por
infusién en una dosis semanal de 10 a 500 mg/m? tal como de 200 a 400 mg/m® Dicha administracion puede
repetirse, por ejemplo, de 1 a 8 veces, tal como de 3 a 5 veces. La administracion se puede realizar por infusion
continua durante un periodo de 2 a 24 horas, tal como de 2 a 12 horas. Los anticuerpos HER2 pueden administrarse
por infusion continua lenta durante un largo periodo, tal como mas de 24 horas, para reducir los efectos secundarios
toxicos.

Los anticuerpos HER2 se pueden administrar en una dosis semanal de 250 mg a 2000 mg, tal como, por ejemplo,
300 mg, 500 mg, 700 mg, 1000 mg, 1500 mg o 2000 mg, hasta 8 veces, tal como de 4 a 6 veces. Dicho régimen se
puede repetir una o mas veces segun sea necesario, por ejemplo, después de 6 meses o 12 meses. La dosis puede
determinarse o ajustarse mediante la medicion de la cantidad de compuesto de la presente invencion en la sangre
tras la administracion mediante, por ejemplo, la extraccion de una muestra bioldgica y utilizando anticuerpos
antiidiotipos que se dirigen a la region de unién al antigeno de los anticuerpos HER2 de la presente invencion.

Los anticuerpos HER2 pueden administrarse mediante terapia de mantenimiento, tal como, por ejemplo, una vez a la
semana por un periodo de 6 meses 0 mas.

Un anticuerpo HER2 también se puede administrar profilacticamente para reducir el riesgo de desarrollar cancer,
retrasar la aparicion de un evento en la progresion del cancer y/o reducir el riesgo de recurrencia cuando el cancer
esta en remision.

Los anticuerpos HER2 también pueden administrarse en terapia de combinacién, es decir, combinados con otros
agentes terapéuticos relevantes para la enfermedad o afeccién a tratar. Por consiguiente, el medicamento que
contiene anticuerpo puede ser para combinacion con uno o mas agentes terapéuticos adicionales, tales como un
agente citotdxico, quimioterapéutico o anti-angiogénico.

Dicha administracién combinada puede ser simultanea, separada o secuencial. Para la administraciéon simultanea,
los agentes pueden administrarse como una composicion o como composiciones separadas, segun sea adecuado.

Un agente terapéutico adicional para su uso junto con un anticuerpo HER2 de la presente divulgacion puede
seleccionarse de un antimetabolito, tal como metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-
fluorouracilo, dacarbazina, hidroxiurea, asparaginasa, gemcitabina o cladribina.

Dicho agente terapéutico adicional también puede seleccionarse de un agente alquilante, tal como mecloretamina,
tioepa, clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU), lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol,
estreptozotocina, dacarbazina (DTIC), procarbazina, mitomicina C, cisplatino y otros derivados del platino, tales
como carboplatino.

Dicho agente terapéutico adicional también puede seleccionarse de un agente antimitético, tal como taxanos, por
ejemplo, docetaxel y paclitaxel y alcaloides de la vinca, por ejemplo vindesina, vincristina, vinblastina y vinorelbina.
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Dicho agente terapéutico adicional también puede seleccionarse de un inhibidor de topoisomerasa, como topotecan
o irinotecan, o un farmaco citostatico, como etopdsido y tenipdsido.

Dicho agente terapéutico adicional también puede seleccionarse de un inhibidor del factor de crecimiento, tal como
un inhibidor de ErbB1 (EGFR) (tal como un anticuerpo EGFR, por ejemplo, zalutumumab, cetuximab, panitumumab
o nimotuzumab u otros inhibidores de EGFR, tales como gefitinib o erlotinib), otro inhibidor de ErbB2 (HER2/neu) (tal
como un anticuerpo HER2, por ejemplo, trastuzumab, trastuzumab-DM1 o pertuzumab) o un inhibidor de EGFR y
HER2, tal como lapatinib).

Dicho agente terapéutico adicional también puede seleccionarse de un inhibidor de la tirosina cinasa, tal como
imatinib (Glivec, Gleevec STI571) o lapatinib, PTK787/2ZK222584.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo HER2 de la presente invencién puede administrarse con al
menos un inhibidor de la angiogénesis, neovascularizacion y/u otra vascularizacion a un sujeto que lo necesite.
Ejemplos de dichos inhibidores de la angiogénesis son inhibidores de la urocinasa, inhibidores de metaloproteasa de
matriz (tales como marimastat, neovastat, BAY 12-9566, AG 3340, BMS-275291 y agentes similares), inhibidores de
migraciéon y proliferacion de células endoteliales (tales como TNP-470, escualamina, 2-metoxiestradiol,
combretastatinas, endostatina, angiostatina, penicilamina, SCH66336 (Schering-Plough Corp, Madison, NJ),
R115777 (Janssen Pharmaceutica, Inc, Titusville, NJ) y agentes similares), antagonistas de factores de crecimiento
angiogénico (tales como ZD6474, SU6668, anticuerpos contra agentes angiogénicos y/o sus receptores (tales como
VEGF (por ejemplo, bevacizumab), bFGF, y angiopoyetina-1), talidomida, analogos de talidomida (tales como CC-
5013), Sugen 5416, SU5402, ribozima antiangiogénica (tal como angiozima), interferén a (tal como interferén a2a),
suramina y agentes similares), inhibidores de VEGF-R cinasa y otros inhibidores de tirosina cinasa anti-angiogénica
(tales como SU011248), inhibidores de sefalizacion de integrina/supervivencia especifica de endotelio (tales como
vitaxina y agentes similares), antagonistas/quelantes de cobre (tales como tetratiomolibdato, captopril y agentes
similares), carboxiamido-triazol (CAl), ABT-627, CM101, interleucina-12 (IL-12), IM862, PNU145156E asi como
moléculas de nucledtidos que inhiben la angiogénesis (tales como ADNc antisentido de VEGF, ADNc que codifica
angiostatina, ADNc que codifica p53 y ADNc que codifica el receptor-2 deficiente de VEGF).

Otros ejemplos de dichos inhibidores de angiogénesis, neovascularizacion y/u otra vascularizacion son derivados
antiangiogénicos de heparina (por ejemplo, heperinasa lll), temozolomida, NK4, factor inhibidor de migracion de
macrofagos, inhibidores de ciclooxigenasa-2, inhibidores de factor 1 inducible por hipoxia, isoflavonas
antiangiogénicas de soja, oltipraz, fumagilina y analogos de los mismos, analogos de somatostatina, polisulfato de
pentosan, tecogalan sodio, dalteparina, tumstatina, trombospondina, NM-3, combrestatina, canstatina, avastatina,
anticuerpos contra otras dianas, tales como la integrina anti-alfa-v/beta-3 y los anticuerpos anti-cininostatina.

Un agente terapéutico para su uso en combinacioén con un anticuerpo HER2 para tratar los trastornos como se
describié anteriormente puede ser un inmundgeno contra el cancer, tal como un antigeno de cancer/antigeno
asociado a tumor (por ejemplo, una molécula de adhesion de células epiteliales (EpCAM/TACSTD1), mucina 1
(MUCH1), antigeno carcinoembrionario (CEA), glucoproteina asociada a tumor 72 (TAG-72), gp100, Melan-A, MART-
1, KDR, RCAS1, MDA?7, vacunas virales asociadas con el cancer (por ejemplo, vacunas contra el virus del papiloma
humano) o las proteinas de choque térmico procedentes de tumores.

El agente terapéutico para su uso en combinaciéon con un anticuerpo HER2 para tratar los trastornos como se
describe anteriormente también puede ser una citocina, quimiocina o combinacién de las mismas contra el cancer.
Los ejemplos de citocinas y factores de crecimiento adecuados incluyen IFNy, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-
13, IL-15, IL-18, IL-23, IL-24, IL-27, IL-28a, IL-28b, IL-29, KGF, IFNa (por ejemplo, INFa2b), IFNB, GM-CSF, CD40L,
ligando de FIt3, factor de células madre, ancestim, y TNFa. Las quimiocinas adecuadas pueden incluir quimiocinas
negativas Glu-Leu-Arg (ELR), tales como IP-10, MCP-3, MIG y SDF-1a de las familias de quimiocinas CXC y C-C
humanas. Las citocinas adecuadas incluyen derivados de citocinas, variantes de citocinas, fragmentos de citocinas y
proteinas de fusién de citocinas.

Un agente terapéutico para su uso en combinacion con un anticuerpo HER2 para tratar los trastornos como se
describe anteriormente puede ser un regulador del control del ciclo celular/apoptosis (o "agente regulador"). Un
regulador del control del ciclo celular/apoptosis puede incluir moléculas que se dirigen y modulan los reguladores del
control del ciclo celular/apoptosis, tales como (i) cdc-25 (tal como NSC 663284), (ii) cinasas dependientes de ciclina
que estimulan en exceso el ciclo celular (tal como flavopiridol (L868275, HMR1275), 7-hidroxiestaurosporina (UCN-
01, KW-2401), y roscovitina (R-roscovitina, CYC202)), y (iii) moduladores de telomerasa (como BIBR1532, SOT-095,
GRN163 y composiciones descritas en, por ejemplo, los documentos US 6.440.735 y US 6.713.055). Entre los
ejemplos no limitativos de moléculas que interfieren con las vias apoptéticas se incluyen el ligando inductor de la
apoptosis relacionada con el TNF (TRAIL)/ligando de la apoptosis-2 (Apo-2L), los anticuerpos que activan los
receptores de TRAIL, los IFN y el Bcl-2 antisentido.

Un agente terapéutico para su uso en combinacion con un anticuerpo HER2 para tratar los trastornos como se

describié anteriormente puede ser un agente regulador hormonal, tales como agentes utiles para la terapia anti-
androgeno y anti-estrogeno. Ejemplos de dichos agentes reguladores hormonales son tamoxifeno, idoxifeno,
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fulvestrant, droloxifeno, toremifeno, raloxifeno, dietilestilbestrol, etinilestradiol/estinilo, un antiandrégeno (tal como
flutaminde/eulexin), una progestina (tal como caproato de hidroxiprogesterona, medroxiprogesterona/provera,
megestrol acepate/megace), un adrenocorticosteroide (tal como hidrocortisona, prednisona), hormona liberadora de
hormona luteinizante (y analogos de la misma y otros agonistas de la LHRH, como la buserelina y la goserelina), un
inhibidor de la aromatasa (tal como anastrazol/arimidex, aminoglutetimida/citradeno, exemestano) o un inhibidor de
hormonas (tal como octreétido/-sandostatina).

Un agente terapéutico para su uso en combinacioén con un anticuerpo HER2 para tratar los trastornos como se
describio anteriormente puede ser un agente antianérgico, tal como compuestos que son moléculas que bloquean la
actividad de CTLA-4, por ejemplo, ipilimumab.

Un agente terapéutico para su uso en combinacion con un anticuerpo HER2 para tratar los trastornos como se
describié anteriormente puede ser un acido nucleico anticancer o una molécula de ARN inhibidora de cancer.

Ejemplos de otros agentes anticancerigenos, que pueden ser relevantes como agentes terapéuticos para su uso en
combinacion con un anticuerpo HER2 para tratar los trastornos como se describié anteriormente son los agentes
inductores de la diferenciacion, analogos de acido retinoico (tal como todo el acido transrretinoico, acido 13-cis
retinoico y agentes similares), analogos de la vitamina D (tales como seocalcitol y agentes similares), inhibidores de
ErbB3, ErbB4, IGF-IR, receptor de insulina, PDGFRa, PDGFRbeta, FIk2, Flt4, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4,
TRKA, TRKC, RON (tal como un anticuerpo antiRON ), Sea, Tie, Tie2, Eph, Ret, Ros, Alk, LTK, PTK7 y agentes
similares.

Ejemplos de otros agentes anticancerigenos, que pueden ser relevantes como agentes terapéuticos para su uso en
combinacion con un anticuerpo HER2 para tratar los trastornos como se describié anteriormente son estramustina y
epirubicina.

Ejemplos de otros agentes anticancerigenos, que pueden ser relevantes como agentes terapéuticos para su uso en
combinacioén con un anticuerpo HER2 para tratar los trastornos como se describié anteriormente son un inhibidor de
HSP90 como 17-alil amino geld-anamicina, anticuerpos dirigidos contra un antigeno tumoral como PSA, CA125,
KSA, integrinas, por ejemplo, integrina 1, o inhibidores de VCAM.

Ejemplos de otros agentes anticancerigenos, que pueden ser relevantes como agentes terapéuticos para su uso en
combinacién con un anticuerpo HER2 para tratar los trastornos como se describié anteriormente son los inhibidores
de la calcineurina (tales como valspodar, PSC 833 y otros MDR-1 o inhibidores de p-glucoproteina), inhibidores de
TOR (tales como sirolimus, everolimus y rapamcyin) e inhibidores de los mecanismos de "aniquilacion de linfocitos"
(tal como FTY720), y agentes con efectos en la sefializacion celular, tales como los inhibidores de moléculas de
adhesion (por ejemplo, anti-LFA).

El anticuerpo HER2 de la invencién puede ser para uso en combinacién con uno o mas anticuerpos terapéuticos,
tales como ofatumumab, zanolimumab, daratumumab, ranibizumab, Zenapax, Simulect, Remicade, Humira, Tysabri,
Xolair, Raptiva y/o Rituximab.

Se pueden utilizar dos o mas anticuerpos diferentes de la invencion como se describe en el presente documento en
combinacioén para el tratamiento de la enfermedad. Las combinaciones particularmente interesantes incluyen dos o
mas anticuerpos no bloqueantes. Dicha terapia de combinacion puede conducir a la unién de un numero
incrementado de moléculas de anticuerpo por célula, lo que puede aumentar la eficacia, por ejemplo, a través de la
activacion de la lisis mediada por complemento.

Ademas de lo anterior, otras divulgaciones de terapias de combinacion incluyen lo siguiente:

Para el tratamiento del cancer de mama, un anticuerpo HER2 o un conjugado terapéutico del mismo, en
combinacién con metotrexato, paclitaxel, doxorrubicina, carboplatino, ciclofosfamida, daunorubicina, epirrubicina, 5-
fluorouracilo, gemcitabina, ixabepilona, mutamicina, mitoxantrona, vinorelbina, docetaxel, tiotepa, vincristina,
capecitabina, un anticuerpo EGFR (por ejemplo, zalutumumab, cetuximab, panitumumab o nimotuzumab) u otro
inhibidor de EGFR (tal como gefitinib o erlotinib), otro anticuerpo HER2 o conjugado (tal como, por ejemplo,
trastuzumab, trastuzumab-DM1 o pertuzumab), un inhibidor de EGFR y HER2 (tal como lapatinib), y/o en
combinacién con un inhibidor de HERS3.

Para el tratamiento del cancer de pulmén de células no pequefias, un anticuerpo HER2 en combinaciéon con
inhibidores de EGFR, tales como un anticuerpo EGFR, por ejemplo, zalutumumab, cetuximab, panitumumab o
nimotuzumab u otros inhibidores de EGFR (tales como gefitinib o erlotinib), o en combinacién con otro agente HER2
(tal como un anticuerpo HER2, por ejemplo, trastuzumab, trastuzumab-DM1 o pertuzumab) o en combinacién con un
inhibidor de EGFR y HERZ2, tal como lapatinib, o en combinacién con un inhibidor de HER3.

Para el tratamiento del cancer colorrectal, un anticuerpo HER2 en combinacién con uno o mas compuestos

seleccionados de: gemcitabina, bevacizumab, FOLFOX, FOLFIRI, XELOX, IFL, oxaliplatino, irinotecan, 5-FU/IV,
capecitabina, UFT, agentes dirigidos a EGFR, tales como cetuximab, panitumumab, zalutumumab; inhibidores de
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VEGF, o inhibidores de la tirosina cinasa, tal como sunitinib.

Para el tratamiento del cancer de préstata, un anticuerpo HER2 en combinacién con uno o mas compuestos
seleccionados de: terapias hormonales/antihormonales; tales como antiandrégenos, agonistas de la hormona
liberadora de hormona luteinizante (LHRH, por sus siglas en inglés) y quimioterapéuticos, tales como taxanos,
mitoxantrona, estramustina, 5FU, vinblastina, e ixabepilona.

Radioterapia - cirugia

La presente divulgacion-invencién proporciona el uso de un anticuerpo HER2, tal como un anticuerpo HER2 de la
presente invencién, para la preparacidon de una composicién farmacéutica para tratar el cancer que se va a
administrar en combinacién con radioterapia.

La radioterapia puede comprender la radiacién o se proporciona la administraciéon asociada de radiofarmacos a un
paciente. La fuente de radiacién puede ser externa o interna al paciente que se esta tratando (el tratamiento de
radiacion puede, por ejemplo, ser en forma de radioterapia de haz externo (EBRT, de sus siglas en inglés) o
braquiterapia (BT, de sus siglas en inglés)). Los elementos radiactivos que pueden utilizarse en la practica de tales
métodos incluyen, por ejemplo, radio, cesio-137, iridio-192, americio-241, oro-198, cobalto-57, cobre-67, tecnecio-99,
yoduro-123, yoduro-131 e indio-111.

Usos diagnésticos

Los anticuerpos HER2 de la invencién también pueden utilizarse para fines de diagnéstico. Por tanto, la invencion se
refiere a una composicion de diagnoéstico que comprende un anticuerpo HER2 como se define en el presente
documento.

Los anticuerpos HER2 de la presente invencion se pueden utilizar in vivo o in vitro para diagnosticar enfermedades
en donde las células activadas que expresan HER2 desempefian un papel activo en la patogénesis, mediante la
deteccion de los niveles de HER2 o los niveles de células que contienen HER2 en la superficie de su membrana.
Esto se puede lograr, por ejemplo, mediante la puesta en contacto de una muestra para analizar, opcionalmente
junto con una muestra de control, con el anticuerpo HER2 en condiciones que permitan la formacion de un complejo
entre el anticuerpo y HER2.

Por tanto, en un aspecto adicional, la invencioén se refiere a un método para detectar la presencia de antigeno HER2,
0 una célula que expresa HER2, en una muestra que comprende:

- poner en contacto la muestra con un anticuerpo HER2 de la invencién en condiciones que permitan la formacion
de un complejo entre el anticuerpo y HERZ2; y
- analizar si se ha formado un complejo.

Este método pueden realizarse in vitro.

Mas concretamente, la presente divulgacion proporciona métodos para la identificacion y el diagnostico de células y
tejidos invasivos y otras células a las que se dirigen los anticuerpos HER2 de la presente invencion, y para el
monitoreo del progreso de los tratamientos terapéuticos, el estado después del tratamiento, el riesgo de cancer en
desarrollo, progresion del cancer, y similares.

Los marcadores adecuados para el anticuerpo HER2 y/o anticuerpos secundarios utilizados en dichas técnicas son
bien conocidos en la materia.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un kit para detectar la presencia de antigeno HER2, o una célula
que expresa HERZ2, en una muestra que comprende

- un anticuerpo HER2 de la invencién o una molécula biespecifica de la invencion; e
- instrucciones de uso del kit.

La presente divulgacion proporciona ademas un kit para el diagndstico de cancer que comprende un recipiente que
comprende un anticuerpo HER2 y uno o mas reactivos para detectar la union del anticuerpo HER2 a HER2. Los
reactivos pueden incluir, por ejemplo, marcadores fluorescentes, marcadores enzimaticos u otros marcadores
detectables. Los reactivos también pueden incluir anticuerpos secundarios o terciarios o reactivos para reacciones
enzimaticas, en donde las reacciones enzimaticas producen un producto que puede visualizarse.

Anticuerpos antiidiotipo

La presente divulgacion también se refiere a un anticuerpo antiidiotipo que se une a un anticuerpo HER2 de la
invencién como se describe en el presente documento.
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Un anticuerpo "antiidiotipo” (Id) es un anticuerpo que reconoce determinantes Unicos generalmente asociados con el
sitio de unién a antigeno de un anticuerpo. Un anticuerpo Id se puede preparar mediante la inmunizacién de un
animal de la misma especie y tipo genético como la fuente de un mAb HER2 con el mAb para el cual se esta
preparando un anti-ld. El animal inmunizado normalmente puede reconocer y responder a los determinantes
idiotipos del anticuerpo inmunizante mediante la produccién de un anticuerpo de estos determinantes idiotipicos (el
anticuerpo anti-1d).

Un anticuerpo anti-ld también se puede utilizar como un "inmundégeno” para inducir una respuesta inmunitaria en otro
animal, produciendo el llamado anticuerpo anti-anti-ld. Un anti-anti-ld puede ser epitdopicamente idéntico al mAb
original, lo que indujo al anti-ld. Por tanto, mediante el uso de anticuerpos contra los determinantes idiotipicos de un
mAb, es posible identificar otros clones que expresan anticuerpos de idéntica especificidad.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no debe interpretarse como
limitante del alcance de la invencién.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Construcciones de expresion para HER2 y variantes del HER2

Se generaron construcciones completamente optimizadas con codones para la expresion de HER2 de longitud
completa (1255 aa, Swissprot P04626), el dominio extracelular (ECD, de sus siglas en inglés) de HER2 (Her2-
ECDHis, aa 1-653 con un marcador His6 en C-terminal), la variante de empalme HER2 de origen natural (Her2-
delex16, resultante de la eliminacion del exén 16 y que carece de los aa 633-648) y una forma truncada del receptor
HER2 (Her2-achaparrado, aa 648-1256). La construccion contenia sitios de restriccion adecuados para la clonacion
y una secuencia de Kozak éptima (Kozak, M., Gene 1999;234(2): 187-208.). Las construcciones se clonaron en el
vector de expresion de mamifero pEE13.4 (Lonza Biologics; Bebbington, C. R., et al., Biotechnology (NY) 1992;
10(2):169-75) y se secuenciaron completamente para confirmar la exactitud de la construccion.

Ejemplo 2 - Construcciones de expresion para pertuzumab, C1y F5

Se generaron construcciones completamente optimizadas con codones para la expresion de la cadena pesada (HC,
de sus siglas en inglés) y la cadena ligera (LC, de sus siglas en inglés) de los anticuerpos IgG1 pertuzumab, C1y F5
en células HEK. Las regiones variables codificadas mediante estas construcciones son idénticas a las descritas en la
Patente de Estados Unidos N.° 6.949.245 para cadena pesada y ligera de pertuzumab y la Patente de Estados
Unidos N.° 7.244.826 para cadena pesada y ligera de C1y F5. Para C1y F5, se utilizaron los vectores de expresion
de mamiferos p33G1f y p33K o p33L (pcDNA3.3 (Invitrogen)) que contienen la regién constante completamente
optimizada con codones para la cadena pesada de IgG1 humana (alotipo f), la cadena ligera kappa humana o la
cadena ligera lambda humana, respectivamente. Para pertuzumab, se utilizaron los vectores de expresion de
mamiferos pG1f (pbEE12.4 (Lonza Biologics) y pKappa (pEE6.4 (Lonza Biologics), que contienen la region constante
completamente optimizada con codones para la cadena pesada de IgG1 humana (alotipo f) y la cadena ligera kappa
humana, respectivamente.

El trastuzumab (Herceptin®) se puede producir de la misma manera, utilizando las secuencias de cadenas pesada y
ligera descritas en, por ejemplo, la patente de EE.UU. n.° 7.632.924.

Ejemplo 3 - Expresion transitoria en células HEK-293 o CHO

Se obtuvieron células Freestyle™ 293-F (un subclon HEK-293 adaptado al crecimiento en suspension y medio
Freestyle quimicamente definido, (HEK-293F)) de Invitrogen y se transfectaron con el ADN plasmidico apropiado,
utilizando 293fectin (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En el caso de la expresion de
anticuerpos, se coexpresaron los vectores de expresion de cadena pesada y ligera apropiados.

pEE13.4Her2, pEE13.4Her2-delex16 y pEE13.4Her2-achaparrado se transfectaron transitoriamente en la linea
celular Freestyle™ CHO-S (Invitrogen) utilizando el reactivo de transfeccion Freestyle MAX (Invitrogen). La
expresion de HER2 y Her2-delex16 se probé mediante analisis FACS como se describe a continuacion.

Ejemplo 4 - Expresion de grupo policlonal estable en NSO

pEE13.4Her2, pEE13.4Her2-delex16 y pEE13.4Her2-achaparrado se transfectaron de forma estable en células NSO
mediante nucleofeccion (Amaxa). Se establecié un grupo de células transfectadas de manera estable después de la
seleccion en el crecimiento dependiente de glutamina, basado en el marcador integrado de seleccion de glutamina
sintetasa (Barnes, L.M., et al., Cytotechnology 2000;32(2):109-123).

Ejemplo 5 - Purificacion de HER2 marcado con His

Her2ECDHis se expresdé en células HEK-293F. El marcador His en Her2ECDHis permitid la purificacion con
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cromatografia de afinidad con metales inmovilizados, ya que la proteina marcada con His se une fuertemente a las
perlas de resina, mientras que otras proteinas presentes en el sobrenadante del cultivo no se unen fuertemente.

En este proceso, un quelante fijado en la resina cromatografica se cargd con cationes Co’+. el sobrenadante que
contenia Her2ECDHis se incubé con la resina en modo discontinuo (es decir, solucion). Después de la incubacion,
las perlas se recuperaron del sobrenadante y se empaquetaron en una columna. La columna se lavé para eliminar
las proteinas débilmente unidas. Las proteinas Her2ECDHis fuertemente unidas se eluyeron luego con un tampén
que contenia imidazol, que compite con la unién de His a Co’+. El eluyente se elimind de la proteina mediante
intercambio de tampdén en una columna de desalinizacion.

Ejemplo 6 - Procedimiento de inmunizacién de ratones transgénicos

Los anticuerpos 005, 006, 041, 044, 059, 060, 067, 072, 093, 106 y 111 se derivaron del siguiente procedimiento de
inmunizacioén: dos ratones hembras HCo12, un ratén hembra y uno macho HCo12-Balb/C, un ratén hembra y uno
macho HCo17, y dos ratones macho HCo020 (Medarex, San José, CA, EE.UU.) se inmunizaron cada quince dias,
alternando entre 5x10° células NSO transfectadas de forma transitoria con Her2ECD intraperitoneal (IP) y 20 pg de
proteina Her2ECDHis acoplada al hapteno de hemocianina de lapa californiana (KLH, de sus siglas en inglés)
subcutanea (SC) en la base de la cola. Se realizd un maximo de ocho inmunizaciones por ratén (cuatro
inmunizaciones IP y cuatro inmunizaciones SC). La primera inmunizaciéon con células se realizé6 en adyuvante
completo de Freunds (CFA; Difco Laboratories, Detroit, Ml, EE.UU.). Para todas las demas inmunizaciones, las
células se inyectaron IP en PBS y se inyectd KLH acoplado Her2ECD SC utilizando adyuvante incompleto de
Freunds (IFA; Difco Laboratories, Detroit, MI, EE.UU.).

El anticuerpo 150 se derivé de la inmunizacion de un ratén hembra HCo17 (Medarex) alternando con 5x10° células
NSO transfectadas transitoriamente con Her2delex16 IP y 20 ug de proteina Her2ECDHis acoplada al hapteno de
hemocianina de lapa californiana (KLH) SC en la base de la cola, con un intervalo de catorce dias. Se realizdé un
maximo de ocho inmunizaciones (cuatro inmunizaciones IP y cuatro inmunizaciones SC). La primera inmunizacion
con células se realizé en adyuvante completo de Freunds (CFA; Difco Laboratories, Detroit, Ml, EE.UU.). Para todas
las demas inmunizaciones, las células se inyectaron IP en PBS y se inyecté KLH acoplado Her2ECD SC utilizando
adyuvante incompleto de Freunds (IFA; Difco Laboratories, Detroit, MI, EE.UU.).

El anticuerpo 163 se derivd de la inmunizacién de un raton macho HCo20 (Medarex) con 20 pg de proteina
Her2ECDHis acoplada al hapteno de hemocianina de la lapa californiana (KLH), alternando IP y SC en la base de la
cola con un intervalo de catorce dias. Se realizd6 un maximo de ocho inmunizaciones (cuatro inmunizaciones IP y
cuatro inmunizaciones SC). La primera inmunizacion se realizé IP en adyuvante completo de Freunds (CFA; Difco
Laboratories, Detroit, MI, EE.UU.). Las otras inmunizaciones se inyectaron con un adyuvante incompleto de Freunds
(IFA; Difco Laboratories, Detroit, Ml, EE.UU.).

Los ratones con al menos dos titulos secuenciales contra TC1014-Her2, TC1014-Her2delex16 o TC1014-Her2
achaparrado en el ensayo de deteccion de FMAT especifico de antigeno (como se describe en el Ejemplo 7), se
consideraron positivos y fusionados.

Ejemplo 7 - Ensayo de deteccion especifico de antigeno homogéneo

La presencia de anticuerpos HER2 en sueros de ratones inmunizados o hibridoma HuMab (anticuerpo monoclonal
humano) o sobrenadante de cultivo de transfectoma se determiné mediante ensayos homogéneos de deteccion de
antigenos especificos (cuatro cuadrantes) utilizando tecnologia de ensayo de micro volumen fluorométrico (FMAT;
Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos). Para ello, se utilizé6 una combinacion de 4 ensayos basados
en células. Se determiné la uniéon a TC1014-Her2 (células HEK-293F que expresan de forma transitoria el receptor
HERZ2; producido como se describié anteriormente), TC1014-Her2delex16 (células HEK-293F que expresan de
forma transitoria el dominio extracelular de Her2-delex (un mutante de delecion de 16 aminoacidos del receptor
HERZ2; producido como se describié anteriormente) y TC1014-Her2 achaparrado (células HEK-293F que expresan
de forma transitoria el dominio achaparrado extracelular del receptor HERZ2; producido como se describid
anteriormente), asi como las células de tipo silvestre HEK293 (células de control negativo que no expresan HER2).
Se agregaron muestras a las células para permitir la union a HER2. Posteriormente, se detecto la unién de HuMab
utilizando un conjugado fluorescente (anti-lgG-Cy5 humana de cabra; Jackson ImmunoResearch). TH1014-
Pertuzumab (producido en células HEK-293F) se usé como control positivo y el suero combinado de HuMab de raton
y HuMab-KLH se utilizaron como controles negativos. Las muestras se escanearon utilizando un sistema de
deteccion celular Applied Biosystems 8200 (8200 CDS) y se utilizaron los recuentos x fluorescencia como lectura.
Las muestras se declararon positivas cuando los recuentos fueron superiores a 50 y los recuentos x fluorescencia
fueron al menos tres veces mayores que el control negativo.

Ejemplo 8 - Generacion de hibridomas de HuMab
Se sacrificaron ratones HuMab con un desarrollo de titulos especifico de antigeno suficiente (definido anteriormente)

y se recogieron el bazo y los ganglios linfaticos que flanquean la aorta abdominal y la vena cava. La fusion de
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esplenocitos y células de ganglios linfaticos a una linea celular de mieloma de raton se realizé mediante
electrofusion utilizando un sistema de electrofusion CEEF 50 (Cyto Pulse Sciences, Glen Burnie, MD, EE.UU.),
esencialmente de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuacién, los pocillos primarios se subclonaron
utilizando el sistema ClonePix (Genetix, Hampshire, Reino Unido). Con este fin, se sembraron hibridomas de pocillos
primarios especificos en medio semisdlido hecho de CloneMedia al 40 % (Genetix, Hampshire, Reino Unido) y
medio completo HyQ 2x al 60 % (Hyclone, Waltham, EE.UU.). Los subclones se volvieron a probar en el ensayo de
union especifica a antigeno como se describe en el Ejemplo 7 y los niveles de IgG se midieron utilizando un Octet
(Fortebio, Menlo Park, EE.UU.) para seleccionar el clon mas especifico y el que mejor produce por pocillo primario
para una expansion adicional. La expansion y el cultivo adicionales de los hibridomas de HuMab resultantes se
realizaron en base a protocolos estandar (por ejemplo, como se describe en Coligan J.E., Bierer, B.E., Margulies,
D.H., Shevach, E.M. y Strober, W., ed. Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc., 2006). Los clones
procedentes de este proceso se designaron PC1014.

Ejemplo 9 - Espectrometria de masas de anticuerpos purificados

Se purificaron pequefias alicuotas de 0,8 ml de anticuerpo que contenia sobrenadante de 6 pocillos o fase de
Hyperflask utilizando columnas PhyTip que contenian resina de Proteina G (PhyNexus Inc., San José, EE.UU.) en
una estacion de trabajo Sciclone ALH 3000 (Caliper Lifesciences, Hopkinton, EE.UU.). Las columnas PhyTip se
utilizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante, aunque los tampones se reemplazaron por: tampén de
union PBS (B. Braun, Medical B.V., Oss, Paises Bajos) tampon de elucion HCI-Glicina 0,1M pH 2,7 (Fluka Riedel-de
Haén, Buchs, Alemania). Después de la purificacién, las muestras se neutralizaron con Tris-HCI 2M, pH 9,0 (Sigma-
Aldrich, Zwijndrecht, Paises Bajos). Como alternativa, en algunos casos se purificaron grandes volumenes de
sobrenadante de cultivo utilizando MabSelect SuRe.

Después de la purificacion, las muestras se colocaron en una placa de 384 pocillos (Waters, placa de pocillos
cuadrados de 100 pl, pieza n.° 186002631). Las muestras se desglucosilaron durante la noche a 37 °C con N-
glucosidasa F (n° de cat. 11365177001 de Roche). Se afadié DTT (15 mg/ml) (1 pl/pocillo) y se incubd durante 1
hora a 37 °C. Las muestras (5 o 6 pl) se desalaron en una Acquity UPLC™ (Waters, Milford, EE.UU.) con una
columna BEH300 C18 de 1,7 um, 2,1 x 50 mm a 60 °C. El agua MQ y el acetonitrilo de grado LC-MS (Biosolve, n° de
cat. 01204101, Valkenswaard, Paises Bajos) con acido férmico al 0,1 % (Fluka, n°® de cat. 56302, Buchs, Alemania),
se utilizaron como eluyentes A y B, respectivamente. Los espectros de masas de ionizacién por electropulverizacion
en tiempo de vuelo se registraron en linea en un espectrometro de masas micrOTOF™ (Bruker, Bremen, Alemania)
que funciona en el modo de i6n positivo. Antes del analisis, se calibré una escala de 900-3000 m/z con la mezcla de
sintonizacion ES (Agilent Technologies, Santa Clara, EE.UU.). Los espectros de masas se desconvoludan con el
software DataAnalysis™ v. 3.4 (Bruker) utilizando el algoritmo de Entropia Maxima en busca de pesos moleculares
entre 5y 80 kDa.

Después de la desconconvoludacion, se compararon las masas de las cadenas pesada vy ligera resultantes para
todas las muestras con el fin de encontrar anticuerpos duplicados. Esto se debié a veces a la presencia de una
cadena extra ligera, pero en la comparacion de las cadenas pesadas, también se tuvo en cuenta la posible presencia
de variantes de lisina en C-terminal. Esto dio como resultado una lista de anticuerpos Unicos, es decir, una
combinacion Unica de cadenas pesadas y ligeras especificas. En el caso de que se encontraran anticuerpos
duplicados, se seleccioné un anticuerpo Unico en base a los resultados de otras pruebas.

Ejemplo 10 - Analisis de secuencia de los dominios variables del anticuerpo HER2 y clonaciéon en vectores
de expresion

El ARN total de los HuMabs HER2 se preparé a partir de 5x10° células de hibridoma y el ADN complementario 5'-
RACE (ADNCc) se prepar6 a partir de 100 ng de RNA total, utilizando el kit de Amplificacion de ADNc SMART RACE
(Clontech), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las regiones codificantes de VH y VL se amplificaron
mediante PCR y se clonaron directamente, en fase, en los vectores de expresion pG1f y pKappa, mediante
clonacion independiente de la ligacion (Aslanidis, C. y P.J. de Jong, Nucleic Acids Res 1990; 18(20): 6069-74). Los
clones procedentes de este proceso se designaron TH1014. Para cada anticuerpo, se secuenciaron 16 clones VL y
8 clones VH. Los clones que predijeron la masa de la cadena pesada y ligera de acuerdo con la masa del material
derivado del hibridoma del mismo anticuerpo (segun lo determinado mediante espectrometria de masas) se
seleccionaron para su estudio y expresion adicionales.

Las secuencias resultantes se muestran en las Figuras 1 y 2 y en el Listado de secuencias. Las secuencias
seleccionadas también se describen con mas detalle a continuaciéon. Las secuencias de CDR se definieron de
acuerdo con IMGT (Lefranc MP. Et al., Nucleic Acids Research, 27, 209-212, 1999 y Brochet X. Nucl. Acids Res. 36,
W503-508 (2008)). La Tabla 1, la Tabla 2 y la Tabla 3 dan una vision general de la informacion de la secuencia del
anticuerpo o las secuencias de la linea germinal, y la Tabla 4 muestra las secuencias consenso.
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Tabla 1: Secuencias de la region variable de la cadena pesada (VH), regién variable de la cadena ligera (VL) y CDR
de los HuMabs 005, 006, 059, 060, 106 y 111.

SEQIDNO:1 | VH 005 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKASGYSFHFYWIGW
VRQMPGKGLEWMGSIYPGDSDTRYRPSFQGQVTISA
DKSISTAYLQWTSLKASDTAIYYCARQRGDYYYFYGM
DVWGQGTTVTVSS

SEQID NO:2 |VH 005, CDR1| GYSFHFYW

SEQID NO: 3 |VH 005, CDR2| |YPGDSDT

SEQID NO:4 |VH 005, CDR3| ARQRGDYYYFYGMDV
SEQID NO: 5

VL 005 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWY
QQKPGQVPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQYGSS-LTFGGGTKVEIK

SEQID NO:6 |VL 005, CDR1 | QSVSSSY
VL 005, CDR2 | GAS

SEQIDNO:7 |VLO005, CDR3 | QQYGSSLT
SEQIDNO:8 | VH 006 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYALIWYV
RQAPGKGLEWVSIIRGGAGSTYYADSVKGRFTISRD

NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKARIWGPLFDYW
GQGTLVTVSS

SEQID NO: 9 |VH 006, CDR1| GFTFSNYA
SEQID NO: 10| VH 006, CDR2 | |RGGAGST
SEQ ID NO: 11| VH 006, CDR3| AKARIWGPLFDY

SEQID NO: 12| VL 006 EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQ
QKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTI
SSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPLTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO: 13| VL 006, CDR1 | QSVSSY

VL 006, CDR2 | DAS

SEQ ID NO: 14| VL 006, CDR3 | QQRSNWPPLT

SEQ ID NO: 15| VH 059 QVQLVQSGAEVKKPGASVRVPCKASGYTFTRYGISW
VRQAPGQGLEWMGWISAYNGKTYYAQKLQGRVTMT
TDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARSPLLWFEELY

FDYWGQGTLVTVSS
SEQ ID NO: 16| VH 059, CDR1| GYTFTRYG

SEQ ID NO: 17 | VH 059, CDR2| |SAYNGKT
SEQID NO: 18| VH 059, CDR3| ARSPLLWFEELYFDY

SEQ D NO: 19| VL 059 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSTYLAWY
QQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQYGTSLFTFGPGTKVDIK

SEQ ID NO: 20| VL 059, CDR1 | QSVSSTY

VL 059, CDR2 | GAS

SEQID NO: 21|VL 059, CDR3 | QQYGTSLFT

SEQ ID NO: 22| VH 060 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYRFTSYWIGW
VRQMPGKGLEWMGSIYPGDSYTRNSPSFQGQVTISA
DKSIATAYLQWNSLKASDTAMYYCARHAGDFYYFDG
LDVWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO: 23| VH 060, CDR1| GYRFTTSYW
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SEQ ID NO: 24| VH 060, CDR2| |YPGDSYT
SEQ ID NO: 25|VH 060, CDR3| ARHAGDFYYFDGLDV
SEQID NO: 26 V1. 060 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWY
QQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPPITFGQGTRLEIK
SEQ ID NO: 27 | VL 060, CDR1 | QsVvsSsY
VL 060, CDR2 | GAS
SEQ ID NO: 28| VL 060, CDR3 | QQYGSSPPIT
SEQID NO: 29| VH 106 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTRYWIGW
VRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSFQGQVTISA
DKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARLTGDRGFDYY
SGMDVWGQGTTVTVSS
SEQ ID NO: 30| VH 106, CDR1| GYSFTRYW
SEQID NO: 31|VH 106, CDR2| |yPGDSDT
SEQ ID NO: 32| VH 106, CDR3| ARLTGDRGFEDYYSGMDV
SEQID NO: 33| VL 106 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWY
QQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQYGSS-FTFGPGTKVDIK
SEQ ID NO: 34| VL 106, CDR1 | QSVSSSsY
VL 106, CDR2 | GAS
SEQ ID NO: 35|VL 106, CDR3 | QQYGSSFT
SEQID NO: 36| VH 111 QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYGISW
VRQAPGPGLEWMGRIIPILGIANYAQKFQGRVTITAD
KSTNTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDQEYSSNWYYW
GQGTLVTVSS
SEQ ID NO: 37|VH 111, CDR1| GGTFSSYG
SEQ ID NO: 38| VH 111, CDR2| ||PILGIA
SEQ ID NO: 39| VH 111, CDR3| ARDQEYSSNWYY
SEQID NO: 40| VL 111 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVRSSYLAWY
QQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQLYGSSPTFGPGTKVDIK
SEQ ID NO: 41|VL 111, CDR1 | QSVRSSY
VL 111, CDR2 | gAS
SEQID NO:42|VL 111, CDR3 | QLYGSSPT

Tabla 2: Origen del ratén y homologias de secuencia de la cadena pesada y ligera de los HuMabs 005, 006, 059,
060, 106y 111.

HuMab: Raton: Cepa: VH de la linea germinal: | VL de la linea germinal:
005 350611 HCo12-BalbC IgHV5-51-1 IgKV3-20-01
006 350611 HCo12-BalbC IgHV3-23-1 IgKV3-11-01
059 350654 HCo17 IgHV1-18-1 IgKV3-20-01
060 350654 HCo17 IgHV5-51-1 IgKV3-20-01
106 350660 HCo17 IgHV5-51-1 IgKV3-20-01
111 350660 HCo17 IgHV1-69-4 IgKV3-20-01
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Tabla 3: Secuencias de la region variable de la cadena pesada (VH), region variable de la cadena ligera (VL) de los
HuMabs 041, 150, 067, 072, 163, 093 y 044. Las respectivas CDR corresponden a las subrayadas en las Figuras 1y
2, para las secuencias VH y VL, respectivamente.

SEQIDNO:43 |VH041 | EyQL VQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGL
EWMGSIYPGDSHTRYRPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASD
TAMYYCARQKGDFYYFFGLDVWGQGTAITVSS

SEQIDNO:44 |VL 041 | E1VLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYG
SSLTFGGGTKVEIK

SEQIDNO:45 | VH150 | EyQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGL
EWMGSIYPGDSHTRYRPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASD
TAMYYCARQAGDYYYYNGMDVWGQGTTVTVSS

SEQIDNO:46 | VL 150 | ETvVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLTWYQQKPGQAPR
LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYG
SSLTFGGGTKVEIK

SEQIDNO:47 |VHO67 | EvQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGL
EWMGIIYPGDSDTRYSPSFQGQVTISVDKSISTAYLQWSSLKASDT
AMYYCARQKGDYYYHYGLDVWGQGTTVTVSS

SEQIDNO:48 \VLO67 | g1y TQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYG
SSPRLTFGGGTKVEIK

SEQIDNO:49 | VH 072 | EyQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGL
EWMGIIYPGDSDTRYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDT
AMYYCARQKGDYYYFNGLDVWGQGTTVTVSS

SEQIDNO:50 | VLO72 | g1y TQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYG
SSPRLTFGGGTKVEIK

SEQIDNO: 51 | VH163 | EyQLVQSGAEVKKPGESLKISCQGSGYRFISYWIGWVRQMPGKGL
EWMGRIYPGDSDTRYSPSFQGQVTISVDKSISTAYLQWSSLKASD
TAMYYCARQRGDYYYFNGLDVWGQGTTVTVSS

SEQIDNO: 52 | VL 163 | ETy| TQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYG
SSLTFGGGTKVEIK

SEQIDNO: 53 |VH 093 | EyQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGL
EWMGRIYPGDSDTRYSPSFQGQVTISADKSITTAYLQWSSLRASDT
AMYYCARQRGDYYYFFGLDIWGQGTTVTVSL

SEQIDNO:54 |VL 093 | ETv| TQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYG
SSLTFGGGTKVEIK

SEQIDNO:55 |VHO044 | EvQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYRFSSYWIGWVRQMPGKGL
EWMGSIFPGDSDTRYSPSFQGQVTISADKSITTAYLQWSSLKASDT
AMYYCARQAGDYYYYNGMDVWGQGTTVTVSS

SEQIDNO: 56 |VL 044 | ETVL TQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYG
SSLTFGGGTKVEIK
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Ejemplo 11 - Purificacion de anticuerpos

El sobrenadante del cultivo se filtré sobre filtros sin salida de 0,2 ym, se cargd en columnas MabSelect SuRe de 5 ml
(GE Health Care) y se eluyd con citrato de sodio-NaOH 0,1 M, pH 3. El eluido se neutralizé inmediatamente con Tris-
HCI 2M, pH 9y se dializ6 durante la noche a NaH2PO4 12,6 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4 (B.Braun). Como alternativa,
después de la purificacion, el eluido se cargé en una columna de desalinizacion HiPrep y el anticuerpo se
intercambié en tampon de NaH2PO4 12,6 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4 (B.Braun). Después de la dialisis o el
intercambio de tampdn, las muestras se filtraron de forma estéril en filtros sin salida de 0,2 ym. La pureza se
determiné mediante SDS-PAGE y la concentracion se midié mediante nefelometria y absorbancia a 280 nm. Los
anticuerpos purificados se almacenaron a 4 °C. La espectrometria de masas se realizé para identificar la masa
molecular de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo expresada por los hibridomas como se describe en el
Ejemplo 9.

Ejemplo 12 - Union de clones de HER2 a células tumorales que expresan HER2 unido a la membrana medido
mediante analisis FACS

La unién de los anticuerpos HER2 a las células AU565 (adquiridas en ATCC, CRL-2351) y las células A431
(adquiridas en ATCC, CRL-1555) se prob6 mediante citometria de flujo (FACS Canto Il, BD Biosciences). El analisis
de Qifi (Dako, Glostrup, Dinamarca) reveld que las células AU565 expresaron en promedio 1.000.000 de copias de
proteina HER2 por célula, mientras que las células A431 expresaron en promedio 15.000 copias por célula. La unién
de los anticuerpos HER2 se detectd utilizando un anticuerpo de cabra anti-lgG humana conjugado con ficoeritrina
(PE) (Jackson). Se utilizé Herceptin® (Roche) de grado clinico como control positivo, y se utilizé un anticuerpo de
control de isotipo como control negativo. Los valores de CEsp se determinaron mediante regresion no lineal (dosis-
respuesta sigmoidal con pendiente variable) utilizando el software GraphPad Prism V4.03 (software GraphPad, San
Diego, CA, Estados Unidos).

Como se muestra en la Figura 3, todos los anticuerpos HER2 probados se unieron a HER2 expresados en ambas
células AU565 y A431 de una manera dependiente de la dosis. Los valores de CEsp para la unién variaron entre
0,304-2,678 pg/ml para células AU565 y entre 0,106-1,982 ug/ml para células A431. Especialmente en las células
A431, se observaron grandes diferencias en los valores de CEsy entre los anticuerpos probados. También se
observaron algunas diferencias en los niveles maximos de unién entre diferentes anticuerpos. En particular, los
anticuerpos 005 y 006 demostraron niveles de unién maximos mas altos en A431 en comparacioén con otros
anticuerpos HER2.

Ejemplo 13 - Union de anticuerpos HER2 a HER2 unido a la membrana expresado en células epiteliales de
Rhesus medida mediante analisis FACS

Para determinar la reactividad cruzada con HER2 de Rhesus, la unién de los anticuerpos HER2 a las células
epiteliales de Rhesus positivas para HER2 (4MBr-5; adquiridas en ATCC) se analizé mediante citometria de flujo
(FACS Canto I, BD Biosciences). Se utilizé un anticuerpo de cabra anti-lgG humana conjugado con ficoeritrina
(Jackson) como un conjugado secundario. Un anticuerpo control de isotipo se us6 como anticuerpo de control
negativo.

Como se muestra en la Figura 4, todos los anticuerpos HER2 probados presentaron reactividad cruzada con HER2
de mono Rhesus. A ambas concentraciones probadas (1 pg/ml y 10 pg/ml), los anticuerpos HER2 fueron capaces de
unirse especificamente a HER2 de mono Rhesus. No se observé unién con el anticuerpo de control de isotipo.

Ejemplo 14 - Competicion de anticuerpos HER2 para unirse a Her2ECDHis soluble medido en ELISA tipo
sandwich

Las concentraciones optimas de recubrimiento de los anticuerpos HER2 probados y la concentracion 6ptima de
Her2ECDHis se determinaron de la siguiente manera: Los pocillos de ELISA se recubrieron durante la noche a 4 °C
con HuMabs HER?2 diluidos en serie en PBS (0,125-8 pg/ml en diluciones dobles). A continuacion, los pocillos de
ELISA se lavaron con PBST (PBS complementado con Tween-20 al 0,05 % [Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Paises
Bajos]) y se bloquearon durante una hora a temperatura ambiente (TA) con PBSTC (PBST complementado con
suero de pollo al 2 % [v/v] [Gibco, Paisley, Escocia]). Los pocillos de ELISA se lavaron luego con PBST y se
incubaron durante una hora a TA con Her2ECDHis diluido en serie en PBSTC (0,25-2 pg/ml en diluciones dobles). El
Her2ECDHis no unido se lavé con PBST y el Her2ECDHis unido se incubé durante una hora a TA con 0,25 ug/ml de
anti-6xhis-biot de conejo biotinilado (Abcam, Cambridge, Reino Unido). La placa se lavo posteriormente con PBST y
se incubé durante una hora con 0,1 pg/ml de estreptavidina-poli-HRP (Sanquin, Amsterdam, Paises Bajos) diluida en
PBST. Después del lavado, la reaccion se visualizdé a través de una incubacion de 15 minutos con 2,2'-azino-bis
(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS: un comprimido de ABTS diluido en 50 ml de tampén ABTS (Roche
Diagnostics, Almere, Almere, Paises Bajos)) a TA (temperatura ambiente) protegida de la luz. La colorizacion se
detuvo mediante la adicion de un volumen igual de acido oxalico (Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Paises Bajos). La
fluorescencia a 405 nm se midid en un lector de placas de microtitulacion (Biotek Instruments, Winooski, EE.UU.).
Las concentraciones de anticuerpos que dieron como resultado una unién subodptima de cada anticuerpo se
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determinaron y utilizaron para los siguientes experimentos de bloqueo cruzado.

Cada anticuerpo HER2 se recubrié en los pocillos de ELISA a la dosis subdptima que se determind como se
describe anteriormente. Después del bloqueo de los pocillos de ELISA, los pocillos se incubaron con la
concentracion predeterminada de 1 ug/ml de Her2ECDHis biotinilado en presencia o ausencia de un exceso de un
segundo anticuerpo HER2 (competidor). El ELISA se realizé como se describe anteriormente. La unién residual de
Her2ECDHis al anticuerpo recubierto se expres6 como un porcentaje relativo a la unién observada en ausencia de
anticuerpo competidor. El porcentaje de competencia para cada combinacién de anticuerpos se determiné como 100
menos el porcentaje de inhibicion. El 75 % de competencia representd bloqueo completo, con el 25-74 % de
competencia representando bloqueo parcial, y el 0-24 % de competencia sin bloqueo.

Como se muestra en la Tabla 5, todos los anticuerpos HER2 compitieron por unirse a Her2ECDHis, al menos
parcialmente, con ellos mismos. Trastuzumab (Herceptin® de grado clinico) y pertuzumab (TH1014-pert, producido
de forma transitoria en células HEK-293) solo podrian competir entre si y no con ninguno de los otros anticuerpos
HER2 enumerados. C1 y F5 (ambos producidos de forma transitoria en las células HEK-293) compitieron entre si
por la unién a Her2ECDHis, pero no compitieron con otros anticuerpos HER2.

Los anticuerpos 005, 006, 059, 060, 106 y 111 compitieron entre si para unirse a Her2ECDHis, pero no se cruzaron
con el trastuzumab, pertuzumab, C1 o F5. Los clones 005, 059, 060 y 106 solo bloquearon 006 cuando 006 era el
anticuerpo competidor. En la reaccioén inversa donde se inmovilizé 006, no se encontré bloqueo con 005, 059, 060 o
106. Este fue posiblemente el resultado de la mayor afinidad aparente del clon 006 en comparacién con 005, 059,
060, 106 y 111, que se muestra en las Figuras 3A y 3B. Los valores superiores al 100 % se pueden explicar por los
efectos de avidez y la formacion de complejos de anticuerpo-Her2ECDHis que contienen dos anticuerpos no
bloqueantes.

Tabla 5: Competencia y bloqueo de anticuerpos HER2 para unirse a Her2ECDHis

mAb de competencia: —
mAb inmovilizado i C1 F5 106 111 005 006 059 060
Trastuzumab 103 99 114 166 137 110 120 119
TH1014-pert 106 125 115 145 151 125 132 118
TH1014-C1 65
TH1014-F5 197 178 70
PC1014-106 323 275 471
PC1014-111 110 102 122
PC1014-005 126 115 157
PC1014-006 163 136 136
PC1014-059 117 107 78
PC1014-060 106 99 108
Grupo de bloqueo cruzado 1 2 3

25 - 74 % de competencia,
0 - 24 % de competencia

Los valores representados son porcentajes medios de inhibicion de la union en relacion con la unidon observada en
ausencia de anticuerpo competidor, de dos experimentos independientes. Los experimentos de competencia con C1
y F5 producidos por HEK (TH1014-C1 y TH1014-F5) se realizaron una vez. Trastuzumab (Herceptin® de grado
clinico) y pertuzumab producido por HEK (TH1014-pert) también se analizaron dos veces.

Ejemplo 15 - Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC)

Se recogieron células SK-BR-3 (adquiridas en ATCC, HTB-30) (5x10° células), se lavaron (dos veces en PBS, 1500
rpm, 5 min) y se recogieron en 1 ml de medio RPMI 1640 complementado con suero de ternera cosmica (CCS) al 10
% (HyClone, Logan, UT, EE.UU.), al que se agregaron 200 uCi *'Cr (Chromium-51; Amersham Biosciences Europe
GmbH, Roosendaal, Paises Bajos). La mezcla se incubd en un bafio de agua con agitacion durante 1,5 horas a 37
°C. Después del lavado de las células (dos veces en PBS, 1500 rpm, 5 min), las células se resuspendieron en medio
RPMI 1640 complementado con CCS al 10 %, se contaron mediante exclusion de azul de tripano y se diluyeron a
una concentracion de 1x10° células/ml.

Mientras tanto, se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC, de sus siglas en inglés) a partir de
capas leucocitarias frescas (Sanquin, Amsterdam, Paises Bajos) utilizando una centrifugaciéon de densidad estandar
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de Ficoll de acuerdo con las instrucciones del fabricante (medio de separacion de linfocitos; Lonza, Verviers,
Francia). Después de la resuspension de las células en medio RPMI 1640 complementado con CCS al 10 %, las
células se contaron mediante exclusion con azul de tripano y se concentraron hasta 1x10” células/ml.

Para el experimento ADCC, se preincubaron 50 ul de células SK-BR-3 marcadas con Scr (5.000 células) con 15
pg/ml de anticuerpo HER2 (IgG1,k) en un volumen total de 100 pl de medio RPMI complementado con CCS al 10 %
en una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Después de 15 min a TA, se agregaron 50 yl de PBMC (500.000
células), lo que dio como resultado una relacién de efector a diana de 100:1. La cantidad maxima de lisis celular se
determiné mediante la incubacion de 50 pl de células SK-BR-3 marcadas con °'Cr (5.000 células) con 100 pl de
Triton-X100 al 5 %. La cantidad de lisis espontanea se determiné mediante la incubacion de 5.000 células SK-BR-3
marcadas con °'Cr en 150 pl de medio, sin ningun anticuerpo o células efectoras. El nivel de lisis celular
independiente de anticuerpo se determind mediante la incubacion de 5.000 células SK-BR-3 con 500.000 PBMC sin
anticuerpo. Posteriormente, las células se incubaron 4 horas a 37 ° C, CO2 al 5 %. Para determinar la cantidad de
lisis celular, las células se centrifugaron 21200 rom, 3 min) y se transfirieron 75 pl de sobrenadante a tubos
micronicos, después de lo cual se conté el 'Cr liberado utilizando un contador gamma. Los recuentos medidos por
minuto (cpm, de sus siglas en inglés) se utilizaron para calcular el porcentaje de lisis mediada por anticuerpos de la
siguiente manera:

(cpom de muestra- com de lisis independiente de Ab)/(com de lisis maxima- com de lisis espontanea}x 100 %

Como se muestra en la Figura 5, todos los anticuerpos HER2 indujeron una lisis eficaz de las células SK-BR-3 a
través de ADCC. El porcentaje promedio de lisis por los diferentes anticuerpos vari6 entre el 15 % y el 28 %, a
excepcion del trastuzumab (Herceptin®), que mostré un promedio de lisis del 41 %. Sin pretender quedar vinculado
por teoria alguna, el mayor porcentaje de lisis mediante trastuzumab posiblemente se debié a un mayor grado de
fucosilacion no central (12,4 %) debido a su produccién de CHO, en comparacién con aproximadamente el 4 % de
fucosilacién no central en los otros anticuerpos HER2 producidos por HEK, o mediante el reconocimiento de un
epitopo que induce una menor internalizacion de los complejos receptor-anticuerpo HER2.

Ejemplo 16 - Inhibicion de la proliferacion independiente de ligando de células AU565

Los anticuerpos HER2 se probaron para determinar su capacidad para inhibir la proliferacion de células AU565 in
vitro. Debido a los altos niveles de expresion de HER2 en las células AU565 (~ 1.000.000 de copias por célula como
se describe en el Ejemplo 12), HER2 es constitutivamente activo en estas células y, por lo tanto, no depende de la
heterodimerizacion inducida por el ligando.

En una placa de cultivo de tejidos de 96 pocillos (Greiner bio-one, Frickenhausen, Alemania) se sembraron 9.000
células AU565 por pocillo en presencia de 10 ug/ml de anticuerpo HER2 en medio de cultivo celular sin suero. Como
control, las células se sembraron en medio sin suero sin anticuerpo. Después de 3 dias, la cantidad de células
viables se cuantifico con Alamarblue (BioSource International, San Francisco, EE.UU.) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La fluorescencia se monitorizéd utilizando el lector EnVision 2101 Multilabel
(PerkinElmer, Turku, Finlandia) con la configuracion estandar de Alamarblue. La sefial de Alamarblue de las células
tratadas con anticuerpos se representd como un porcentaje en relaciéon con las células no tratadas. La prueba de
Dunnett se aplico para el analisis estadistico.

Los resultados se muestran en la Figura 6, que muestra el porcentaje de proliferacion de células AU565 después del
tratamiento con anticuerpo HER2 en comparacién con células no tratadas, que se establecié en 100 %. Herceptin
aparentemente inhibid la proliferacion de células AU565, pero este efecto no fue estadisticamente significativo.
TH1014-F5 aumentd significativamente la proliferacion de células AU565, lo que indica que se trata de un anticuerpo
agonista, mientras que ninguno de los ofros anticuerpos analizados (005, 060 y pertuzumab) tuvo un efecto
sustancial sobre la proliferacion de AU565. Para trastuzumab (Herceptin®) y pertuzumab, esto estuvo de acuerdo
con los resultados descritos por Juntilla et al. (Cancer Cell 2009; 15 (5):353-355).

Tabla 6: Porcentaje promedio de proliferacion de células AU565 después del tratamiento con anticuerpo HER2 en
comparacion con células no tratadas, que se establecié en 100 %.

anticuerpo % de proliferacion
PC1014-005 103
PC1014-060 104
TH1014-F5 180
TH1014-pert 101
Herceptin 83
control de isotipo 101
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Ejemplo 17 - Ensayo anti-kappa-ETA'

Para investigar la idoneidad de los anticuerpos HER2 para un abordaje del conjugado anticuerpo-farmaco, se
desarrollé un ensayo genérico de destruccion in vitro basado en células utilizando pseudomonas-exotoxina A dirigida
por kappa (anti-kappa-ETA"). El ensayo hace uso de un anticuerpo anti-dominio kappa de alta afinidad conjugado
con una forma truncada de la pseudomonas-exotoxina A. Tras la internalizacién, el anticuerpo anti-dominio kappa-
ETA' experimenta una protedlisis y una reduccion del enlace disulfuro, separando el catalizador del dominio de
union. El dominio catalitico se transporta desde el Golgi al reticulo endoplasmico a través del motivo de retencion
KDEL y, posteriormente, se transloca al citosol donde inhibe la sintesis de proteinas e induce la apoptosis (Kreitman
RJ, BioDrugs 2009; 23 (1): 1-13). En este ensayo, para identificar los anticuerpos HER2 que permiten la
internalizacion y la destruccion a través de la toxina, los anticuerpos HER2 se preconjugan con el anti-kappa-ETA’
antes de la incubacién con células positivas para HER2. Como se ha sefialado anteriormente, las células AU565
expresan un alto numero de moléculas de Her2 por célula (~ 10° moléculas/célula), mientras que las células A431
expresan un bajo numero de moléculas de Her2 por célula (~ 30.000 moléculas/célula).

En primer lugar, se determind la concentracion éptima de anti-kappa-ETA' para cada linea celular, es decir, la dosis
maxima tolerada que no conduce a la induccién de destruccién celular no especifica. Se sembraron células AU565
(7500 células/pocillo) y células A431 (2500 células/pocillo) en medio de cultivo celular normal en una placa de cultivo
de tejidos de 96 pocillos (Greiner bio-one) y se dejaron adherir durante al menos 4 horas. A continuacion, las células
se incubaron con 100, 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001 y O yg/ml de diluciones de anti-kappa-ETA' en medio de cultivo de
células normales. Después de 3 dias, la cantidad de células viables se cuantific6 con Alamarblue (BioSource
International, San Francisco, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La fluorescencia se monitorizd
utilizando el lector EnVision 2101 Multilabel (PerkinElmer, Turku, Finlandia) con la configuracion estandar de
Alamarblue. La concentracion mas alta de anti-kappa-ETA' que no destruyd las células por si misma se utilizd para
los siguientes experimentos (0,5 pg/ml para AU565 y 1 ug/ml para A431).

A continuacion, se analizé la internalizacion y destruccién mediada por anticuerpos mediante la toxina para detectar
diferentes anticuerpos HER2. Las células se sembraron como se describe anteriormente. Las series de dilucién de
anticuerpos HER2 se incubaron previamente durante 30 minutos con la concentracion predeterminada de anti-
kappa-ETA' antes de agregarlos a las células. Después de 3 dias de incubacion, la cantidad de células viables se
cuantific6 como se describe anteriormente. La sefial de Alamarblue de las células tratadas con anticuerpos
conjugados con anti-kappa-ETA' se representd en comparacion con las células tratadas con el anticuerpo solo. Se
utilizaron 23,4 pg/ml de estaurosporina como control positivo para la destruccion celular. Un anticuerpo control de
isotipo se us6 como control negativo.

Como se muestra en la Figura 7A y en la Tabla 7, todos los anticuerpos HER2 conjugados con anti-kappa-ETA'
fueron capaces de destruir las células AU565 de una manera dependiente de la dosis. Herceptin conjugado con anti-
kappa-ETA' destruyd solo el 32 % de las células AU565, mientras que todos los demas anticuerpos conjugados
indujeron el 50-72 % de la destruccion celular. Por otra parte, los anticuerpos 005 y 111 demostraron mas de tres
veces mejores valores de CEs (respectivamente, 15,13 y 24,20 ng/ml) en comparacion con trastuzumab (78,49 ng /
ml). Excepto por el trastuzumab, los anticuerpos HER2 no conjugados no indujeron la destruccion de células AU565
en las concentraciones probadas.

Tabla 7: Destruccion de células AU565 mediante anticuerpos HER2 conjugados con anti-kappa-ETA'. Los datos que
se muestran son los valores de CEsp y el porcentaje maximo de destruccion celular de las células AU565 tratadas
con anticuerpos HER2 conjugados con anti-kappa-ETA', medidos en un experimento representativo. La destruccion
celular inducida por estaurosporina se establecié como 100 % y la MFI de las células no tratadas se establecié como
0 %. "Ndet" significa no detectado.

anticuerpo % de destruccion celular CE50 ng/ml
PC1014-111 72,0 24,2
PC1014-005 69,7 15,13
PC1014-059 67,0 67,65
PC1014-060 64,3 79,38
PC1014-106 59,1 107,9
PC1014-006 50,4 45,14
Trastuzumab 31,9 78,49
control de isotipo Ndet Ndet

Como se muestra en la Figura 7B y en la Tabla 8, los anticuerpos 005 y 060 fueron capaces de inducir la destruccion
eficaz de células A431 (= 85 %) cuando se conjugaron con anti-kappa-ETA', mientras que Herceptin conjugado anti-
kappa-ETA'y el control de isotipo no indujeron la destruccion de células A431. Por otra parte, los anticuerpos 005 y
111 demostraron la destruccion de células A431 ya a bajas concentraciones de anticuerpos (10 ng/ml) con valores
de CEsp de ~ 10 ng/ml. No se observé destruccion celular con anticuerpos HER2 no conjugados.
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Tabla 8: Destruccion de células A431 mediante anticuerpos HER2 conjugados con anti-kappa-ETA'. Los datos que
se muestran son los valores de CEsp y el porcentaje maximo de destruccion celular de las células A431 tratadas con
anticuerpos HER2 conjugados con anti-kappa-ETA', medidos en un experimento representativo. La destruccion
celular inducida por estaurosporina se establecié como 100 % y la MFI de las células no tratadas se establecié como

0 %.
anticuerpo % de destruccion celular CE50 ng/ml
PC1014-005 88,5 ~10,07
PC1014-060 85,0 ~10,03
Trastuzumab Ndet Ndet
control de isotipo Ndet Ndet

Ejemplo 18 - Internalizacion de anticuerpos HER2 medidos con un ensayo fab-CypHer5E basado en FMAT

Para investigar si la destruccion mejorada de células AU565 observadas en el ensayo kappa-toxina-ETA' descrito en
el Ejemplo anterior correlacionado con la internalizacion mejorada de los anticuerpos HER2, se realiz6 un ensayo de
internalizacion basado en fab-CypHer5E. CypHer5E es un colorante sensible al pH que no es fluorescente a pH
basico (extracelular: medio de cultivo) y fluorescente a pH acido (intracelular: lisosomas), con una constante de
disociacion acida (pKa) de 7,3.

Se sembraron células AU565 en placas de cultivo de tejidos de 384 pocillos (Greiner bio-one), a una densidad de
3000 células/pocillo en medio de cultivo celular normal complementado con 240 ng/ml de fab-CypHer5E
(conjugacion en casa de anticuerpo de cabra fab anti-lgG humana [Jackson] con CypHer5E [GE Healthcare,
Eindhoven, Paises Bajos] de acuerdo con las instrucciones del fabricante). A continuacion, los anticuerpos HER2 se
diluyeron en serie en un medio de cultivo celular normal, se agregaron a las células y se dejaron a temperatura
ambiente durante 9 horas. Las intensidades medias de fluorescencia (MFI) de CypHer5E intracelular se midieron
utilizando el 8200 FMAT (Applied Biosystems, Nieuwerkerk A/D IJssel, Paises Bajos) y se utilizaron los recuentos x
fluorescencia como lectura. Un anticuerpo control de isotipo se usé como anticuerpo de control negativo. Los valores
de CEsp y MFI maxima se determinaron mediante regresion no lineal (dosis-respuesta sigmoidal con pendiente
variable) utilizando el software GraphPad Prism V4.03 (software GraphPad, San Diego, CA, Estados Unidos).

Los resultados se muestran en la Tabla 9, que representan los valores de CEsp y la MFI maxima para todos los
anticuerpos HER2 probados en el ensayo de internalizacion CypHer5E con células AU565. Los valores maximos de
MFI reflejan cuantos anticuerpos HER2 se internalizaron tras la unién. Todos los anticuerpos HER2 humanos
mostraron valores de MFI maximos mas altos (130,529-57,428) que trastuzumab (35,000) y TH1014-pert (35,323), lo
que indica que estos anticuerpos indujeron una mayor internalizacion del receptor. La internalizacién mejorada de
TH1014-F5 puede ser el resultado de su actividad agonistica y la induccidon de la dimerizacion de HER2-HER2
(véase el Ejemplo 16).

Tabla 9: Ensayo de internalizaciéon basado en Cypher-5 de anticuerpos HER2. Los datos mostrados son valores de
MFI y CEso de un experimento representativo de dos experimentos con células AU565 tratadas con anticuerpos
HER2 marcados con Fab-CypHer5E.

Cypher 5

Anticuerpo CEso ng/ml MFI maxima
PC1014-006 23,08 130829
PC1014-005 21,37 95117
PC1014-111 35,22 81680
PC1014-059 14,77 77123
PC1014-060 36,16 68184
PC1014-106 68,60 57428
TH1014-F5 22,65 113116
TH1014-pert ~ 1041 35323
Trastuzumab 21,70 35000

Ejemplo 19 - Modulacion por disminuciéon de HER2

Para investigar si la internalizacion de HER2 mejorada inducida por los anticuerpos de la presente invencion también
da como resultado una modulacion por disminucién mejorada del receptor, se seleccioné 005 como anticuerpo
representativo y se probd su capacidad para inducir la modulacion por disminucion de HER2. Para este fin, las
células AU565 se incubaron 3 dias con anticuerpos HER2 y se analizaron para detectar la presencia de HER2. Se
sembraron células AU565 en una placa de cultivo tisular de 24 pocillos (100.000 células/pocillo) en medio de cultivo
celular normal y se cultivaron durante 3 dias a 37 °C en presencia de 10 yg/ml de anticuerpo HER2. Después de
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lavar con PBS, las células se lisaron mediante incubacién durante 30 min a temperatura ambiente con 25 ul de
tampon de lisis Surefire (Perkin Elmer, Turku, Finlandia). Se cuantificaron los niveles totales de proteinas utilizando
el reactivo de ensayo de proteinas del acido bicinconinico (BCA) (Pierce) de acuerdo con el protocolo del fabricante.
Los niveles de proteina HER2 en los lisados se analizaron utilizando un ELISA tipo sandwich especifico de HER2. El
anticuerpo de conejo anti-dominio intracelular de HER2 humano (sefializacion celular) se utilizé para capturar HER2
y el anticuerpo policlonal de cabra anti-HER2 humano biotinilado (R&D), seguido de estreptavidina-poli-HRP, se usé
para detectar HER2 unido. La reaccion se visualizd utilizando acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico
(ABTS: diluir un comprimido de ABTS en 50 ml de tampon ABTS [Roche Diagnostics, Almere, Paises Bajos]) y se
detuvo con acido oxalico (Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Paises Bajos). La fluorescencia a 405 nm se midié en un lector
de placas de microtitulacion (Biotek Instruments, Winooski, EE.UU.) y la cantidad de HER2 se expres6 como un
porcentaje con respecto a las células no tratadas.

Los resultados se muestran en la Figura 8 y en la Tabla 10 a continuacién, que representan la cantidad de HER2
expresada como un porcentaje en comparacion con las células no tratadas. Los resultados en la Figura 8 y la Tabla
10 demuestran que el anticuerpo 005 indujo aproximadamente el 30 % de la modulacién por disminucién de HER2,
mientras que Herceptin indujo aproximadamente el 20 % de la modulacién por disminucion de HER2. Esto estaba en
linea con la internalizacion mejorada observada por el anticuerpo 005.

Tabla 10: Modulacion por disminucion de HER2 inducida por el anticuerpo representada como porcentaje de HER2
en comparacion con las células no tratadas

anticuerpo % de HER2 en comparacion con las células no tratadas
Herceptin 80
IgG1-1014-005 70
control de isotipo 108

Ejemplo 20 - Colocalizacion de anticuerpos HER2 con marcador lisosomal LAMP1 analizado mediante
microscopia confocal.

El ensayo de modulaciéon por disminucién de HER2 como se describe en el ejemplo 19 y el ensayo de internalizacion
basado en CypHer-5E indicaron que los anticuerpos HER2 de la presente invencion se internalizaron mas
eficazmente y se dirigieron a los lisosomas. Para confirmar estos hallazgos, se aplico tecnologia de microscopia
confocal. Las células AU565 se cultivaron en cubreobjetos de vidrio (espesor 1,5 micras, Thermo Fisher Scientific,
Braunschweig, Alemania) en medio de cultivo de tejidos estandar a 37 °C durante 3 dias. Las células se incubaron
previamente durante 1 hora con 50 yg/ml de leupeptina (Sigma) para bloquear la actividad lisosomal, después de lo
cual se agregaron 10 ug/ml de anticuerpo HER2. Las células se incubaron durante 3 o 18 horas adicionales a 37 °C.
A continuacion, se lavaron con PBS y se incubaron durante 30 min. a TA (temperatura ambiente) con formaldehido
al 4 % (Klinipath). Los portaobjetos se lavaron con tampon de bloqueo (PBS complementado con saponina al 0,1 %
[Roche] y BSA al 2 % [Roche]) y se incubaron durante 20 minutos con tampdn de bloqueo que contenia NH4Cl 20
mM para inactivar el formaldehido. Los portaobjetos se lavaron de nuevo con tampdn de bloqueo y se incubaron
durante 45 min a TA con anti-CD107a humano de ratén (LAMP1) (BD Pharmingen) para identificar lisosomas.
Después del lavado con tampon de bloqueo, los portaobjetos se incubaron 30 min a TA con un céctel de anticuerpos
secundarios; anti-lgG-Cy5 de ratén de cabra (Jackson) y anti-lgG-FITC humano de cabra (Jackson). Los
portaobjetos se lavaron de nuevo con tampon de bloqueo y se montaron en portaobjetos de microscopio utilizando
20 pl de medio de montaje (6 gramos de Glicerol [Sigma] y 2,4 gramos de Mowiol 4-88 [Omnilabo] se disolvieron en
6 ml de agua destilada a la que se afiadié 12 ml de Tris 0,2 M [Sigma] pH 8,5 seguido de incubacién durante 10
minutos a 50-60 °C. El medio de montaje se dividid en partes alicuotas y se almacen6 a -20 °C). Se tomaron
imagenes de los portaobjetos con un microscopio confocal Leica SPE-Il (Leica Microsystems) equipado con una
lente objetivo de inmersién en aceite 63x 1,32-0,6 y el software LAS-AF. Para permitir la cuantificacion de
intensidades de pixeles superpuestas, la intensidad del laser, la ganancia y el desplazamiento se ajustaron para
visualizar los anticuerpos sin saturacion de pixeles. Esta configuracion se mantuvo igual para todos los portaobjetos
confocales.

Las imagenes TIFF en escala de grises de 12 bits se analizaron para la colocalizacion utilizando el software
MetaMorph® (version Meta Series 6.1, Molecular Devices Inc, Sunnyvale California, EE.UU.). Las imagenes FITC y
Cy5 se importaron como pilas y se restdé el fondo. Se utilizaron ajustes de umbrales idénticos (establecidos
manualmente) para todas las imagenes FITC y todas las imagenes Cy5. La colocalizacion se describié como la
intensidad de pixel de FITC en la region de superposicion (ROI), donde la ROl se compone de todas las regiones
positivas a Cy5. Para comparar diferentes portaobjetos tefiidos con varios anticuerpos HER2, las imagenes se
normalizaron utilizando la intensidad de pixeles de Cy5. Se usé anticuerpo de cabra anti-lgG-Cy5 de raton para tefiir
el marcador lisosomal LAMP1 (CD107a). La intensidad de pixeles de LAMP1 no debe diferir entre los distintos
anticuerpos HER2 probados.
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Valores normalizados para la colocalizacion de FITC y Cy5 =

(Total de intensidad de pixeles FITC x porcentaje de colocalizacion FITC-Cy5 / 100)
Total de Intensidad de pixeles Cy5

Los resultados se muestran en la Figura 9 y en la Tabla 11 a continuacion, y representan la superposicion de la
intensidad de pixeles de FITC con Cy5 para varios anticuerpos HER2. Para cada anticuerpo, se analizaron tres
imagenes diferentes de un portaobjetos que contiene ~ 1, 3 0 > 5 células. Se observé una variacion significativa
entre las diferentes imagenes dentro de cada portaobjetos. Aun asi, fue evidente que el anticuerpo 005 demostré un
aumento de la colocalizacion con el marcador lisosomal LAMP1, en comparacion con Herceptin y pertuzumab. Estos
resultados indican que una vez internalizado, el anticuerpo HER2 005 se clasifica de manera eficaz hacia los
compartimentos lisosémicos, lo que lo hace especialmente interesante para un enfoque de conjugado de farmaco y
anticuerpo.

Tabla 11: Las intensidades de pixel FITC medias se superponen con Cy5 representado como unidades arbitrarias

anticuerpo intensidad de pixel FITC en lisosomas [unidades arbitrarias]
TH1014-005 0,619
TH1014-pert 0,214

Herceptin 0,236

Ejemplo 21 - El dominio extracelular de HER2 se selecciona de forma aleatoria de humano a pollo

Para definir mejor las regiones de union a HER2 reconocidas por los anticuerpos de la presente invencion, se realizd
un experimento de orden aleatorio de dominio extracelular de HER2. Para este fin, se generd una pequefia biblioteca
de sintesis génica con cinco construcciones, intercambiando las secuencias del dominio I, II, Ill o IV del dominio
extracelular del HER2 humano por la secuencia correspondiente del HER2 de pollo (Isoforma de Gallus gallus B
NCBI: NP_001038126.1): 1) HER2 completamente humano (Uniprot P04626) en adelante denominado hu-HER2, 2)
hu-HER2 con dominio | de pollo (que reemplaza los aminoacidos (aa) 1-203 del Her2 humano con la
correspondiente regién Her2 de pollo) en adelante denominada hu-HER2-ch(l), 3) hu-HER2 con dominio Il de pollo
(que reemplaza los aminoacidos (aa) 204-330 del Her2 humano con la correspondiente regién Her2 de pollo) en
adelante denominada hu-HER2-ch(ll), 4) hu-HER2 con el dominio Il de pollo (que reemplaza los aa 331-507 del
Her2 humano con la correspondiente regién Her2 de pollo) en adelante denominada hu-HER2-ch(lll) y 5) hu-HER2
con el dominio IV de pollo (que reemplaza los aa 508-651 del Her2 humano con la correspondiente region Her2 de
pollo) en adelante denominada hu-HER2-ch(lV). Los ortélogos de HER2 humanos y de pollo muestran una
homologia del 67 % en su dominio extracelular con una homologia del 62 % en el dominio I, una homologia del 72 %
en el dominio Il, una homologia del 63 % en el dominio Il y una homologia del 68 % en el dominio IV. Las
construcciones se transfectaron de forma transitoria en la linea celular Freestyle™ CHO-S (Invitrogen) utilizando el
reactivo de transfeccion Freestyle MAX (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y las células
transfectadas se cultivaron durante 20 horas. La unién del anticuerpo HER2 a las células transfectadas se analizd
mediante citometria de flujo:

las células CHO-S transfectadas se recogieron, se lavaron con tampén FACS y se incubaron con 10 ug/ml de
anticuerpo HER2 (30 minutos en hielo). La unidn de los anticuerpos HER2 se detectd utilizando un anticuerpo de
cabra anti-lgG humana conjugado con ficoeritrina (PE) (Jackson). Para verificar si la expresion entre diferentes lotes
fue la misma, las células se fijaron y se permeabilizaron utilizando solucion Cytofix/Cytoperm (BD) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante y se tifieron con un anticuerpo anti-HER2 humano intracelular de conejo (DAKO) en
combinacion con un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado con PE (Jackson). Un anticuerpo control
de isotipo se us6 como control negativo. La fluorescencia se midié en un FACSCanto-Il (BD) y las curvas de union
se realizaron mediante regresion no lineal (dosis-respuesta sigmoidal con pendiente variable) utilizando el software
GraphPad Prism V4.03 (GraphPad Software, San Diego, CA, Estados Unidos). La pérdida de unidon se usé como
lectura para identificar qué dominios HER2 fueron reconocidos por los diferentes anticuerpos.

Las curvas de union ejemplares para el anticuerpo 106 se muestran en la figura 10. Todos los resultados de unién se
muestran en la Tabla 12. Herceptin mostré una pérdida de unién a Hu-HER2-ch(lV), pero no a las proteinas con uno
de los dominios restantes seleccionados de forma aleatoria, lo que confirma que los epitopos de Herceptin residen
en el dominio IV de HER2. El Pertuzumab mostré solo una pérdida de union a Hu-HER2-ch(ll), lo que confirma que
su epitopo reside en el dominio Il de HER2. Los anticuerpos 005, 006, 060 y 111 mostraron pérdida de union tras la
sustitucién del dominio Ill de HER2, lo que demostré que el epitopo reside en el dominio Il de HER2. De forma
interesante, los anticuerpos 059 y 106 demostraron una pérdida de unién tanto a hu-HER2-ch(lll) como a hu-HER2-
ch(l), lo que implica que los anticuerpos 059 y 106 reconocen un epitopo conformacional dentro de estos dos
dominios.
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Tabla 12: Resumen de la unién del anticuerpo HERZ2 a diferentes construcciones de receptores HER2ECD. FL; hu-
HER2, |; hu-HER2-ch(l), Il; hu-HER2-ch(ll), 1ll; hu-HER2-ch(lll), IV; hu-HER2-ch(IV). +++ indica unién normal, +
indica una unién reducida en comparacion con la unién observada en hu-HER2, - indica que no se ha detectado
ninguna union.

Dominio HER2 seleccionado de forma aleatoria

Anticuerpo FL | Il

Herceptin +++ +++ +++
Pertuzumab +++ +++ +

005 +++ +++ +++
006 +++ +++ +++
059 +++ +++
060 +++ +++ +++
106 +++ +++
111 +++ +++ +++

Ejemplo 22 - Eficacia in vivo del HuMab HER2 005 en xenoinjertos de carcinoma gastrico humano NCI-N87 en
ratones SCID

Se determino el efecto in vivo del HuMab HER2 005 sobre el crecimiento y la supervivencia del tumor en un modelo
de xenoinjerto de carcinoma gastrico humano NCI-N87 en ratones CB.17 hembra con inmunodeficiencia combinada
grave (SCID). Se inyectaron s.c. 10x10° células tumorales NCI-N87 en matrigel al 50 % en ratones SCID hembra, 10
ratones por grupo. Ocho dias después de la inoculacién del tumor, se inici6 el tratamiento intravenoso con los
HuMabs HER2 005 o el anticuerpo de control HuMab-HepC. En la figura 11, esto se indica como dia 1, dia de inicio
del tratamiento. La primera dosis fue de 40 mg/kg, seguida de 10 mg/kg en los dias 4, 8, 11, 15, 18, 22 y 25 después
del inicio del tratamiento.

El volumen del tumor se determiné al menos 2 veces por semana. Los volumenes (mm ) se calcularon a partir de las
medidas de calibre (PLEXX) como (ancho? x largo)/2. Los tumores se callbraron dos veces a la semana y cada
animal se sacrifico cuando su tumor alcanzo el punto final predeterminado (800 mm®).
Como se muestra en la Figura 11A y 11B, los ratones administrados con el HuMab 005 demostraron un crecimiento
tumoral mas lento (A) y una mejor supervivencia (B), respectivamente que los ratones que recibieron el anticuerpo
de control negativo HuMab-HepC.
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Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Pro

ES 2718 821 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Asp

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Gln Ser Val Ser Ser Thr Tyr

1

5

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Gln Gln Tyr Gly Thr Ser Leu Phe Thr

1

5

48

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Thr

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Thr

Leu

Ser

Glu

80

Leu
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Ile

Ser

50

Gly

Gln

Arg
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Gly

35
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Gln
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<210> 25
<211>15
<212> PRT
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Leu

Ile
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Trp

Tyr

Val

Asn

Ala

100

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

ES 2718 821 T3

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Val

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Phe

Thr

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Tyr

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Ser

Tyr

105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Phe

Ser

Val

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Arg

Gly

Asn

60

Ile

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ala

Met

Leu

Gly Tyr Arg Phe Thr Thr Ser Tyr Trp

1

5

Ile Tyr Pro Gly Asp Ser Tyr Thr

1

5

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Val

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr
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Cys

Trp

Ala Arg His Ala Gly Asp Phe Tyr Tyr Phe Asp Gly Leu Asp Val
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1
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1
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Tyr

Ile
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65

Pro
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Ile
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Tyr
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Gly
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Phe
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Leu

Tyr
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85

Gly
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Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gln

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

Pro Gly

Arg Ala

25

Lys Pro

40

Ala Thr

Phe Thr

Tyr Cys

Thr Arg

105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Leu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Glu

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr

1

5

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Lys

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Pro Ile Thr

1

5

50

10

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg
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Pro
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Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro
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Glu Val Gln Leu

Ser Leu Lys Ile
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Trp Ile Gly Trp
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Gly Ile Ile Tyr
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Gln Gly Gln Val
65

Leu Gln Trp Ser

Ala Arg Leu Thr
100

Val Trp Gly Gln
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<212> PRT
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Val

Ser

Val
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Thr

Ser
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Gly

Gly

Gly Tyr Ser Phe Thr Arg Tyr Trp

1

ES 2718 821 T3

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Thr

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Arg

Thr

Gly Ala

Gly Ser

Met
40

25

Pro

Ser Asp

Ala Asp

Ala Ser

Gly Phe

Val
120

105

Thr

5

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Asp

Val

Val

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

Ser

Ile Tyr Pro Gly Asp Ser Asp Thr

1

5

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Met

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys
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Ala Arg Leu Thr Gly Asp Arg Gly Phe Asp Tyr Tyr Ser Gly Met Asp

1

5
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Glu Ile
1

Glu Arg
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Ile Tyr
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Gly Ser
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Pro Glu

Thr Phe
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<212> PRT
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<213> Homo sapiens
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Thr Leu
20
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Ser Gly

Phe Ala
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Pro Gly
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ES 2718 821 T3

Gln
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Ser

Thr
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Val

Thr
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Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Lys

Pro Gly

Arg Ala
25

Lys Pro

40

Ala Thr

Phe Thr

Tyr Cys

Val Asp
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Lys

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr

1

5

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Phe Thr

1

5
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Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser
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Arg

Arg

Arg

Ser

Pro
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Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser
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Ser

Glu
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Gln

Ser

Gly

Gly

Gln

65
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Ala
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<211>8
<212> PRT

Val

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Asp

Val
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<213> Homo sapiens
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<210> 39
<211>12
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

1

Leu

Val

20

Trp

Ile

Vval

Ser

Gln

100

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Glu

Val

ES 2718 821 T3

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Ser

Ser

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Ile

Ala Asp

Ser Glu

Ser Asn
105

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

Trp

Val

Gly

Pro

Asn

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Gly

1

5

Ile Tle Pro Ile Leu Gly Ile Ala

1

5

5

53

10

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Ala Arg Asp Gln Glu Tyr Ser Ser Asn Trp Tyr Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

Glu

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Thr

<210> 41
<211>7
<212> PRT

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Phe

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp
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<213> Homo sapiens
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<210> 43
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Leu Thr

Thr Leu
20

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

85

Pro Gly
100

ES 2718 821 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Thr

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Val

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Asp
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Leu

Lys

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Gln Ser Val Arg Ser Ser Tyr

1

Gln Leu Tyr Gly Ser Ser Pro Thr

1

5

54

5

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Arg

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro
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Glu

Ser

Trp

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Gly

<210> 44
<211> 107
<212> PRT

Val

Leu

Ile

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Gln

Gln

Lys

Gly

35

Ile

Gln

Trp

Gln

Gly
115

<213> Homo sapiens

<400> 44

Glu Ile Val

1

Glu Arg Ala

Tyr Leu Ala

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Lys

100

Thr

Leu

Thr
20

Trp

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Ala

ES 2718 821 T3

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ile

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Phe

Thr

Thr Gln Ser

5

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Tyr

Val
120

Pro

Leu Ser Cys Arg

Tyr Gln Gln Lys

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Ser

Tyr

105

Ser

Gly

Ala
25

Pro

55

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Phe

Ser

Val

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Arg

Ser

Met

Leu

Thr Leu Ser Leu

10

Ser Gln Ser Val

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Asp
110

Gly Glu
15

Ser Tyr

Trp Met

Ser Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Val Trp

Ser Pro Gly

15

Ser Ser Ser

30

Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
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Ile

Gly
65

Pro

Thr

<210> 45
<211>122
<212> PRT

Tyr Gly

50

Ser Gly

Glu Asp

Phe Gly

35

<213> Homo sapiens

<400> 45
Glu
1

Ser

Trp

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Gly

<210> 46

<211> 107
<212> PRT

Val

Leu

Ile

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Gln

Gln

Lys

Gly

35

Ile

Gln

Trp

Gln

Gly
115

<213> Homo sapiens

<400> 46

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Ala

100

Thr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

ES 2718 821 T3

Ser

Thr

70

Val

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Val

Arg

55

Asp

Tyr

Lys

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Tyr

Thr

40

Ala

Phe

Tyr

Val

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Tyr

Val
120

Thr

Thr

Cys

Glu
105

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Ser

Tyr

105

Ser

56

Gly

Leu

Gln

90

Ile

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Tyr

Ser

Ile

Thr

75

Gln

Lys

Val

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Asn

Pro
60

Ile

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

45

Asp Arg Phe Ser

Ser Arg Leu Glu

Gly Ser Ser

Lys

Phe

Leu

45

Arg

Ser

Met

Met

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Asp
110

95

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Val

80

Leu

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp
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Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Thr

<210> 47
<211>122
<212> PRT

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Phe

Val

Ala

Thr

35

Gly

Gly

Asp

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 47

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

ES 2718 821 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Thr

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Lys

Pro Gly

Arg Ala

25

Lys Pro

40

Ala Thr

Phe Thr

Tyr Cys

Val Glu
105

57

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Lys

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Leu
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Ser

Trp

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Gly

<210> 48

<211> 109
<212> PRT

Val

Leu

Ile

Ile

50

Gly

Gln

Arg

Gln

Gln

Lys

Gly

Ile

Gln

Trp

Gln

Gly
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<213> Homo sapiens

<400> 48

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Lys

100

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

ES 2718 821 T3

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Val

Ser

Lys

Gln

Asp

Ser

Lys

Tyr

Thr

Gly

Gly

Met

40

Ser

Val

Ala

Tyr

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Ser

Tyr

105

Ser

58

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

His

Ser

Val

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Val

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp
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Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Arg
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<212> PRT

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Leu

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Thr
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<400> 49

Glu
1

Ser

Trp

Gly

Gln

65

Leu

Val

Leu

Ile

Ile

50

Gly

Gln

Gln

Lys

Gly

35

Ile

Gln

Trp

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

ES 2718 821 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Thr

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys
105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Ser

59

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Val

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Glu

Val

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Lys

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys
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ES 2718 821 T3

90

95

Ala Arg Gln Lys Gly Asp Tyr Tyr Tyr Phe Asn Gly Leu Asp Val Trp

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
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<210> 50

<211>109

<212> PRT
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<400> 50

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Tyr Leu Ala
35

Ile Tyr Gly
50

Gly Ser Gly
65

Pro Glu Asp

Arg Leu Thr
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

100

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

120

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Thr

105

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys
105

60

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Val

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Glu

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Lys

110

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro



Glu Val Gln

Ser Leu Lys

Trp Tle Gly

Gly Arg Ile
50

Gln Gly Gln
65

Leu Gln Trp

Ala Arg Gln

Gly Gln Gly
115

<210> 52
<211>107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Leu

Ile
20

Trp

Tyr

Val

Ser

Arg

100

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

ES 2718 821 T3

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Val

Ser

Gln

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Tyr

Thr

Gly

Gly

Met
40

Ser

Val

Ala

Tyr

Val
120

Ala

Ser
25

Pro

Asp

Asp

Ser

Tyr

105

Ser

61

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Phe

Ser

Val

Tyr

Lys

Arg

Ser
75

Thr

Asn

Lys

Arg

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu
45

Ser

Ser

Met

Leu

Pro

Ile

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Asp
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Val

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr
80

Cys

Trp



10

Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Thr

<210> 53

<211>122
<212> PRT

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Phe

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 53

Glu vVal Gln

1

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Leu

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

ES 2718 821 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Thr

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Lys

Pro Gly

Arg Ala
25

Lys Pro

40

Ala Thr

Phe Thr

Tyr Cys

Val Glu
105

Val Gln Ser Gly Ala

5

62

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Lys

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Leu

Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu

10

15



10

Ser

Trp

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Gly

<210> 54
<211> 107
<212> PRT

Leu

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Gln

Lys

Gly

35

Ile

Gln

Trp

Gln

Gly
115

<213> Homo sapiens

<400> 54

Glu
1

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Thr

<210> 55

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Phe

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Gly

Ile Ser
20

Trp Val

Tyr Pro

Val Thr

Ser Ser
85

Arg Gly
100

Thr Thr

Leu Thr

Thr Leu
20

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

85

Gly Gly
100

ES 2718 821 T3

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Val

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Thr

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Arg

Tyr

Thr

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Lys

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Tyr

Val
120

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Val

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Ser

Tyr

105

Ser

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Glu
105

63

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Phe

Leu

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Ile

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Phe

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Phe

Leu

45

Ser

Thr

Met

Leu

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Asp
110

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Ile

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Leu
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15

<211>122
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55
Glu
1

Ser

Trp

Gly

Gln
65

Leu

Ala

Gly

<210> 56
<211> 107
<212> PRT

Val

Leu

Ile

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Gln

Gln

Lys

Gly

Ile

Gln

Trp

Gln

Gly
115

<213> Homo sapiens

<400> 56

Leu

Ile

20

Trp

Phe

Val

Ser

Ala

100

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

ES 2718 821 T3

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Val

Ser

Lys

Gln

Asp

Ser

Lys

Tyr

Thr

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Tyr

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Ser

Tyr

105

Ser

64

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Tyr

Ser

Val

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Asn

Lys

Arg

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Thr

Met

Met

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Val

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp
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15

20

25

30

35

Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Thr

<210> 57
<211>8
<212> PRT

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Phe

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Gly

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)
<223> Xaa es Ser o Arg

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)
<223> Xaa es Ser, Thr, His o lle

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)
<223> Xaa es Ser, Arg o Phe

<400> 57

<210> 58
<211>8
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> Xaa es Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Gly

ES 2718 821 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr
70

Val

Thr

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Val

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Glu
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
90

Ile

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr
75

Gln

Lys

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Gly Tyr Xaa Phe Xaa Xaa Tyr Trp

1

5

65

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro
15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu
80

Leu
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<223> Xaa es Asp, Tyr o His

<400> 58
Ile Xaa Pro Gly Asp Ser Xaa Thr
1 5

<210> 59

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> Xaa es GIn, His o Leu

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> Xaa es Arg, Ala, Thro Lys

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa es Gly

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa es Asp

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> Xaa es Arg 0 ninguno

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> Xaa es Gly o ninguno

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> Xaa es Tyr o Phe

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> Xaa es Tyr o Asp

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa es Tyr, Phe o His

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (13)..(13)

<223> Xaa es Tyr, Asp, Ser, Phe o0 Asn

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (15)..(15)

<223> Xaa es Met o Leu

66
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<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Xaa es Val o lle

<400> 59

Ala Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Gly Xaa Asp

1

Xaa

<210> 60

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa es Asn o Ser

<400> 60

<210> 61

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa es Arg o Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> Xaa es Gly o Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa es Ala o Gly

<400> 61

<210> 62

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> Xaa es Leu o Tyr

<400> 62

5

Gly Phe Thr Phe Ser Xaa Tyr Ala

1

Ile Xaa Gly Xaa Xaa Gly Ser Thr

1

ES 2718 821 T3

10

5

5

67
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Ala lLys Arg Ile Trp Gly Pro Xaa Phe Asp Tyr

1

<210> 63

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa es Arg o Ser

<400> 63

<210> 64

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> Xaa es Lys o Asn

<400> 64

<210> 65

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 65

Ala Arg Ser Pro Leu Leu Trp Phe Glu Glu Leu Tyr Phe Asp Tyr

1

<210> 66

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> Xaa es Gly o Ala

<400> 66

<210> 67

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE

ES 2718 821 T3

5

10

Gly Tyr Thr Phe Thr Xaa Tyr Gly

1

5

Ile Ser Ala Tyr Asn Gly Xaa Thr

1

1

5

5

68

Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Xaa
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<222> (9)..(9)
<223> Xaa es Asn o Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> Xaa es Trp o Phe

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)

<223> Xaa es Tyr o Asp

<400> 67

Ala Arg Asp Gln Glu Tyr Ser Ser Xaa Xaa Xaa

1

<210> 68

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> Xaa es Ser o Arg

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa es Sero Thr

<400> 68

<210> 69

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaaes GIno Leu

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa es Sero Thr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> Xaa es Pro o ninguno

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> Xaa es Pro, Leu, Arg o ninguno

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

Gln Ser Val Xaa Ser Xaa Tyr

1

ES 2718 821 T3

5

5

69



ES 2718 821 T3

<223> Xaa es Leu, Phe, lle o ninguno
<400> 69

Gln Xaa Tyr Gly Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Thr
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal que se une al receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), que
comprende una regiéon VH y una region VL seleccionadas de los grupos que consisten en:

a) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 2, 3 y 4,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 6,
GAS, y SEQ ID NO: 7, respectivamente (005);

b) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 9, 10 y 11,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 13,
DAS, y SEQ ID NO: 14, respectivamente (006);

c) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 16, 17 y 18,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 20,
GAS, y SEQ ID NO: 21, respectivamente (059);

d) una regiéon VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 23, 24 y 25,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 27,
GAS, y SEQ ID NO: 28, respectivamente (060);

e) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 30, 31 y 32,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 34,
GAS, y SEQ ID NO: 35, respectivamente (106); y

f) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 37, 38 y 39,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 41,
GAS, y SEQ ID NO: 42, respectivamente (111).

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, que comprende una region VH y una region VL seleccionadas del grupo que
consiste en:

a) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 y una regién VL que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 5 (005);

b) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 y una regiéon VL que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 11 (006);

c) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15y, una regién VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 19 (059);

d) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22 y una regién VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 26 (060);

e) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 29 y una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 33 (106);

f) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 36 y una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 40 (111); y

g) una variante de cualquiera de a), d) o e), en donde dicha variante tiene como maximo 1, 2 o 3 sustituciones de
aminoacidos, y en donde el nuevo aminoacido es uno en la misma posicion en una secuencia VH alineada en la
Figura 1A o una secuencia VL alineada en la Figura 2A.

3. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que tiene un valor de CEs para la unién a células
A431 inferior a 0,80 ug/ml, preferentemente inferior a 0,50 pg/ml, cuando se determina como se describe en el
Ejemplo 12, y bloquea la unién a HER2 soluble de un anticuerpo de referencia que comprende las regiones VH y VL
seleccionadas del grupo que consiste en

a) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 y una region VL que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 5 (005);

b) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 y una region VL que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 11 (006); y

c) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15 y una regién VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 19 (059).

4. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que se une especificamente a células epiteliales de
Rhesus positivas para HER2, cuando se determina como se describe en el Ejemplo 13, y bloquea la unién a HER2
soluble de un anticuerpo de referencia que comprende las regiones VH y VL seleccionadas del grupo que consiste
en

a) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 y una regién VL que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 5 (005);

b) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 y una region VL que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 11 (006);

c) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15 y una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 19 (059);
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d) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22 y una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 26 (060);

e) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 29 y una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 33 (106); y

f) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 36 y una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 40 (111).

5. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo, cuando se conjuga con una
fraccion terapéutica, tal como una forma truncada de la pseudomonas-exotoxina A, destruye al menos el 60 %,
preferentemente al menos el 70 % de una linea celular de tumor que expresa HER2 cuando se determina como se
describe en el Ejemplo 17, y bloquea la unién a HER2 soluble de un anticuerpo de referencia que comprende las
regiones VH y VL seleccionadas de los grupos que consisten en:

a) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 y una regién VL que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 5 (005)

b) un anticuerpo que comprende una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22 y una region VL
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26 (060)

c) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15 y una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 19 (059), y

d) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 36 y una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 40 (111).

6. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde una cantidad mayor del anticuerpo que el
trastuzumab se internaliza por una linea celular de tumor que expresa HER2 cuando se determina de acuerdo con el
Ejemplo 18, y en donde el anticuerpo bloquea de forma cruzada un anticuerpo de referencia que comprende las
regiones VH y VL seleccionadas del grupo que consiste en:

a) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 y una regién VL que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 5 (005);

b) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 y una regién VL que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 11 (006);

c) una regién VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15 y una regiéon VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 19 (059);

d) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22 y una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 26 (060);

e) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 29 y una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 33 (106); y

f) una region VH que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 36 y una region VL que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 40 (111).

7. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo es un anticuerpo
bivalente.

8. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo es un fragmento de
union a antigeno, o es un anticuerpo de longitud completa, preferentemente, un anticuerpo 1gG1, en particular, un
anticuerpo 1gG1,k.

9. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo es un anticuerpo
deficiente en la funcion efectora, por ejemplo, un anticuerpo IgG4 humano estabilizado, tal como un anticuerpo en
donde la arginina en la posicion 409 en la regién constante de la cadena pesada de la IgG4 humana esta sustituida
con lisina, treonina, metionina o leucina, preferentemente lisina y/o en donde la regién bisagra comprende una
secuencia Cys-Pro-Pro-Cys.

10. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el anticuerpo es un anticuerpo
monovalente.

11. El anticuerpo de la reivindicacion 10, en donde el anticuerpo monovalente comprende ademas una region Cy de
una inmunoglobulina o un fragmento de la misma que comprende las regiones Cx2 y Cn3, en donde la region Cy o
fragmento de la misma se ha modificado de tal manera que la region correspondiente a la region bisagra y, si la
inmunoglobulina no es un subtipo IgG4, otras regiones de la region Cy, como la region Cy3, no comprenden ningun
resto de aminoacido, que sea capaz de formar enlaces disulfuro con una regién Cy idéntica u otros enlaces de
cadena inter-pesada no covalente covalentes o estables con una region Cy idéntica en presencia de IgG policlonal
humana.

12. El anticuerpo de la reivindicacion 11, en donde la inmunoglobulina mencionada en la etapa ii) es del subtipo gG4.
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13. El anticuerpo de la reivindicacion 12, en donde la cadena pesada se ha modificado de manera que se ha
eliminado toda la regién bisagra.

14. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo es un anticuerpo
biespecifico, que comprende una primera regiéon de uniéon a antigeno de un anticuerpo como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, y una segunda regiéon de unién a antigeno que tiene una especificidad
de union diferente, tal como una especificidad de unién para una célula efectora humana, un receptor Fc humano, un
receptor de linfocitos B o un epitopo no bloqueante de HER2.

15. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo esta conjugado con
otra fraccion, tal como una fraccién citotéxica, un radioisétopo, un farmaco o una citocina.

16. El anticuerpo de la reivindicacién 15, que

i) se conjuga con una fraccion citotoxica seleccionada del grupo que consiste en maitansina, caliqueamicina,
duocarmicina, raquelmicina (CC-1065), monometil auristatina E, o un analogo, derivado o profarmaco de
cualquiera de ellos;

ii) se conjuga con una citocina seleccionada del grupo que consiste en IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL-
15, IL-18, IL-23, IL-24, IL-27, IL-28a, IL-28b, IL-29, KGF, IFNa, IFNB, IFNy, GM-CSF, CD40L, ligando de FIt3,
factor de células madre, ancestim, y TNFa; o

iii) se conjuga con un radiois6topo.

17. Un conjunto de secuencias de nucledtidos que codifican una secuencia de aminoacidos de una VH y una VL
seleccionadas del grupo que consiste en las SEQID NO: 1y 5; 8y 12; 15y 19; 22y 26; 29y 33; 36 y 40; 43 y 44; 45
y 46; 47 y 48; 49y 50; 51y 52; 53 y 54; 55 y 56.

18. Un vector de expresion que comprende un conjunto de secuencias de nucledtidos de acuerdo con la
reivindicacion 17, en donde el vector codifica ademas una regién constante unida operativamente a una cadena
ligera y una region constante unida operativamente a una cadena pesada; o una combinaciéon de dos vectores de
expresion que codifican un conjunto de secuencias de nucleétidos de acuerdo con la reivindicacion 17, en donde uno
de los dos vectores codifica una secuencia de aminoacidos de la VL de la reivindicaciéon 17 y ademas codifica una
region constante unida operativamente a una cadena ligera, y el segundo vector de los dos vectores codifica una
secuencia de aminoacidos de la VH de la reivindicacién 17 y codifica ademas una region constante unida
operativamente de una cadena pesada.

19. Una célula hospedadora eucariota o procariota recombinante que produce un anticuerpo como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.

20. Una composiciéon farmacéutica que comprende un anticuerpo como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 16 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

21. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 para su uso como medicamento.
22. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 para su uso en el tratamiento de cancer.

23. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 22, en donde el cancer se selecciona del grupo que
consiste en cancer de mama, cancer de préstata, cancer de pulmoén no microcitico, cancer de vejiga, cancer de
ovario, cancer gastrico, cancer colorrectal, cancer de eséfago, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello,
cancer de cuello uterino, cancer pancreatico, cancer testicular, melanoma maligno y cancer de tejidos blandos.

24. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 22 a 23, en donde el anticuerpo
es para el tratamiento del cancer en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos adicionales, tales como un
agente quimioterapéutico.

25. Uso del anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 para la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento del cancer.

26. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 para su uso en el tratamiento del cancer en un
sujeto que comprende células tumorales que coexpresan HER2 y EGFR y/o HERS3.

27. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 26, en donde el cancer se selecciona del grupo que
consiste en cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de cuello de utero/endometrial, cancer de pulmoén,
melanoma maligno, cancer de ovario, cancer pancreatico, cancer de prostata, cancer testicular, un tumor de tejidos
blandos como el sarcoma sinovial y el cancer de vejiga.

28. Un método para producir un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, comprendiendo dicho
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método las etapas de

a) cultivar una célula hospedadora de la reivindicacion 19, y
b) purificar el anticuerpo a partir de los medios de cultivo.

29. Un método para detectar la presencia de HER2 en una muestra, que comprende:
- poner en contacto la muestra con un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 en condiciones
que permitan la formacion de un complejo entre el anticuerpo y HER2; y
- analizar si se ha formado un complejo.

30. Un kit para detectar la presencia de HER2 en una muestra, que comprende

- un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16; e
- instrucciones de uso del kit.
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Figura 1A

ES 2718 821 T3

IgHV5-51-1 / IGHJ6-02 —Alineacién de VH

IgHV5-51-1
TH1014-005
TH1014-060
TH1014-106
VH1014-041
VH1014-150
VH1014-067
VH1014-072
VH1014-163
VH1014-093
VH1014-044

Consenso

IgHV5-51-1
TH1014-005
TH1014-060
TH1014-106
VH1014-041
VH1014-150
VH1014-067
VH1014-072
VH1014-163
VH1014-093
VH1014-044

Consenso

EVQLVQSGAEVEKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSEQ
EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCK@SGYSF@ YWIGWVRQMPGKGLEWMG%IYPGDSDTRY%PSFQ
EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGY%FTSYWIGWVRQMPGKGLEWMGEIYPGDSETR%SPSFQ
EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTﬁYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSFQ

EVOLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTS YWIGWVROMPGKGLEWMGET YPGDSETRYEPSFQ

EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGLEWMG%IYPGDSﬁTR EPSFQ
EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSEQ

EVQLVQSGAEVEKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSEQ

EVQLVQSGAEVKKPGESLKISC%GSG ; YWIGWVRQMPGKGLEWMG%IYPGDSDTRYSPSFQ

EVOLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTS YWIGWVROMPGKGL EWMGRT YPGDSDTRYSPSFQ
I¥PGDSDTRYSPSFQ
$PSFQ

EVOLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYRFES YWIGWVROMPGKGLEWMG
¢ YWIGWVRQMPGKGLEWMGHKI ¥PGDSKTR

EVQLVQOSGAEVEKKPGESLKISC

GQVTISADKSISTAYLOWSSLEASDTAMYYCAR-—————————— GMDVWGQGTTVIVSS

GQVTISADKSISTAYLOWESLKASDTARYYCAREE — VY YBYGMDVWGQGTTVIVSS
Y YRBGEDVWGQGTTVIVSS

YYBGMDVWGQGTTVTVSS

GQVTISADKS TATAYLOWHSLKASDTAMYYCARERE
GQVTISADKSISTAYLOWSSLKASDTAMY YCAR)

IGEDVWGQGTTVIVSS
IGEDVWGQGTTVTVSS
GEDIWGOGTTVIVSE
¥YYYHGMDVIGQETTVTVS S
RWGQCTRETVSH

GQVTISADKS AYLQWSSLKASDTAMYYCAR?,

GQVTISHDKS IRTAYLOWKSLEASDTARYYCARS
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Figura 1B
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lgHV3-23-1 / |GHJ4-02 —Alineacién de VH

IgHV3-23-1
TH1014-006
Consenso

IgHV3-23-1
TH1014-006

consenso

Figura 1C

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAI SGSGGSTYYADSVEG
EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSHYAYFWVRQAPGKGLEWVSE

GSTYYADSVKG

EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCARSGFTESEYARMWVROAPGKGLEWVSE ¥R GSTYYADSVKE

RETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK—————— YFDYWGQGTLVTIVSS
RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKARIWGP%FDYWGQGTLVTVSS

RETISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY YCAKARIWGPXFDYWGQGILVIVSS

lgHV1-18-1 / IGHJ4-02 — Alineacién de VH

IgHV1-18-1
TH1014-059

Consenso

IgHV1-18-1
TH1014-059

Consenso

Figura 1D

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQGLEWMGWI SAYNGNTNYAQKLQG
QVQLVQSGAEVKKPGASVEVE

QVQLVQSGAEVKKPGASVS

RVIMITDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR-———————— YFDYWGQGTLVTIVSS
RVIMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARSPLLWFEELYFDYWGQGTLVIVSS

RVIMITDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARSPLLWFEELYFDYWGQGTLVIVSS

IlgHV1-69-4 / IGHJ4-02 —Alineacion de VH

IgHV1-69-4
TH1014-111

Consenso

IgHV1-69-4
TH1014-111

Consenso

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTEFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGRI IPILGIANYAQKFQG
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSY%ISWVRQAPG%GLEWMGRIIPILGIANYAQKFQG
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSY%ISWVRQAPG%GLEWMGRIIPILGIANYAQKFQG

RVIITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR-————— YFDYWGQGTILVTIVSS
RVTITADKSTHTAYMELSSLRSEDTAVY YCARDOEYSSHE¥YWGOGTLVIVSS
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Figura 2A

ES 2718 821 T3

lgKV3-20-01 / |GKJ4-01 — Alineacion de VL

IgKv3-20-01
VL1014-005
VL1014-059
VL1014-060
VL1014-106
VL1014-111
VL1014-041
VL1014-150
VL1014-067
VL1014-072
VL1014-163
VL1014-093
VL1014-044
Consenso
IgKV3-20-01
VL1014-005
VL1014-059
VL1014-060
VL1014-106
VL1014-111
VL1014-041
VL1014-150
VL1014-067
VL1014-072
VL1014-163
VL1014-093
VL1014-044

Consenso

EIVLTQSPGILSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQOKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGS
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQ%PRLLIYg&ESRATGIPDRFSGS
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSS@YLAWYQQKPGQAPRLLIYgéESRATGIPDRFSGS
EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQOKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGS
EIVLTQOSPGILSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRESGS
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSV%ESYLAWYQQKPGQAPRLLIYQ&ESRATGIPDRFSGS
EIVLTQSPGILSLSPGERATLSCRASQSVESSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRESGS
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYL%WYQQKPGQAPRLLIYQ&QSRATGIPDRFSGS
EIVLTOSPGILSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRESGS
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRESGS
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDREFSGS
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQOQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRESGS
EIVLTQSPGILSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRESGS

EIVLTQSPGILSLSPGERATLSCRASQSVRSKY LEWYQQKPGOXPRLLI YGASSRATGIPDRFSGS

GSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSP-LTFGGGTEVEIK

GSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSS#-LTFGGGTKVEIK

GSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQVYGHS-EETFGPGTKVEIK

GSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPRITFGQG

GSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSH-FTFGPGTKVDIK
GSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQ%YGSS

GSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSHZLTFGGGTKVEIK
GSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSS

GSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSERLTFGGGTEVEIK

FGPGTKVDIK

LTFGGGTEVEIK

GSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSS
GSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSER
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Figura 2B

lgKV3-11-01 / |GKJ4-01 —Alineacién de VL
IgKkv3-11-01 EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGS
VL1014-006 EIVLIQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGS

Consenso EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARESGS

IgKVv3-11-01 GSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPLTFGGGTKVEIK

VL1014-006 GSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPLTFGGGTKVEIK

Consenso GSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPLTFGGGTKVEIK
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Figura 3A
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Unién a AU565

Unidn a A431
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nombre del clon

PC1014-005
PC1014-0086
PC1014-059
PC1014-060
PC1014-1086
PC1014-111

Herceptin

bttt totd

Control de isotipo

nombre del clon
PC1014-005
PC1014-006
PC1014-059
PC1014-060
PC1014-106
PC1014-111

Herceptin

RO IR L SR

Control de isotipo

CEso
pg/ml
0,818
0,304
1,309
2,678
1,548
0,915
0,547

CEso
Mg/ml
0,789
0,106
0,213
1,082
1,664
0,996
0,845
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7A

Intensidad de fluorescencia
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Conjugados con anti-kappa-ETA'
PC1014-005
PC1014-006
PC1014-059
PC1014-060
PC1014-106
PC1014-111
Herceptin

Control de isotipo

Células AU565

SEER IR 20 I B I

No conjugados
~e- PC1014-005

0,0-

Figura 7B
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N N & % PC1014-060
A ¢ PC1014-106
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~e- Herceptin
~®- Control de isotipo
~* control con estaurosporina

Concentracion de mAb
(ng/ml)

Intensidad de fluorescencia

40000001

Células A431 ) )
Conjugados con anti-kappa-ETA’
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3000000
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1000000 -
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Figura 8
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Figura 10
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Figura 11A

Modelo NCI-N87

Comienzo del tratamiento terapéutico 8 dias después de la inyeccion del tumor

900-
800-
700-
600-
500-
400-

-~ HuMab-HepC
~¢= HuMab 005

& tratamiento 40 mg/kg
& tratamiento 10 mg/kg

Tamafio del tumor (mm3)

Y D S S——
0 S 10 15 20 25

Dias después del inicio del tratamiento
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Figura 11B

Supervivencia
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Tiempo (dias después de la inoculacién del tumor)

Porcentaje de supervivencia

85



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

