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DESCRIPCION
Anticuerpo anti-EGFR y usos del mismo
Campo de la invencion

Esta divulgacion se refiere generalmente a los usos terapéuticos de un anticuerpo anti-EGFR. En particular, la presente
divulgacion se refiere a métodos y composiciones que comprenden un anticuerpo anti-EGFR para el tratamiento de
canceres que expresan EGFR.

Antecedentes

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) estd compuesto por un dominio de unién a ligando
extracelular, un segmento transmembrana y un dominio de tirosina quinasa intracelular. Tras la unién de un ligando
como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento transformante a (TGFa), el EGFR forma
homo o heterodimeros con los otros miembros de la familia ErbB, dando como resultado la autofosforilacion del
dominio intracelular y la activacién de las vias de sefalizacion cadena abajo, incluyendo la via de la MAP quinasa
inducida por Ras, la via de PI3-quinasa y la via de JAK/STAT. Esto puede indicar proliferacion de células cancerosas,
inhibicion de apoptosis y activacion de la invasion y estimular la neovascularizacion inducida por tumor. Los canceres
humanos que expresan EGFR a menudo se tratan con un anticuerpo especifico de EGFR que inhibe la sefializacion
del receptor y la proliferacion de células tumorales, como el mAb anti-EGFR aprobado, cetuximab (Erbitux®).

El mecanismo directo de accion del cetuximab es el bloqueo de la unién de ligando-receptor y, por tanto, la inhibicion
de la activacion mediada por ligando de la tirosina quinasa de EGFR. Como resultado de este bloqueo de EGFR, una
variedad de procesos regulados por las vias de sefalizacion de EGFR en células tumorales o células estromales en
el microentorno tumoral se interrumpen (Fan Z, et al. 1994; Abanell J, et al. 2001; Prewett M, et al. 1996; Huang SM,
et al. 1999; Fan Z, et al. 1993a; Fan Z, et al. 1993b). Es probable que otros mecanismos, incluyendo la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y la internalizacion del receptor, también desempefien un papel importante
(Kawaguchi Y, et al. 1996; Kimura H, et al. 2007). ADCC depende de las interacciones entre el FcyR celular y el
anticuerpo monoclonal, que desencadena respuestas inmunolégicas innatas que involucran linfocitos citoliticos
naturales, monocitos, macréfagos, linfocitos T activados y granulocitos. La internalizacion del receptor hacia abajo
regula el numero de receptores de superficie celular disponibles y, por tanto, podria influir en la activacion de EGFR.

Beck (2011) mAbs, vol.3, n.° 2, 107-110 informa que en algunas areas de EE. UU. se ha informado de una alta
prevalencia de reacciones de hipersensibilidad al cetuximab y que se demostré que los anticuerpos IgE responsables
de la reaccién son especificos de galactosa-a-1,3 -galactosa cuando la molécula se produce en la linea celular SP2/0
murina. US2014/0178415 se refiere a derivados de conector farmacoldgico maitansinoides que pueden unirse a una
unidad de unién a antigeno, y farmacos maitansinoides unidos a una unidad de unién a antigeno, para administracion
dirigida a tejidos enfermos. US2014/0178415 describe que pueden usarse unidades de union a antigeno que tienen
una especificidad a un antigeno tumoral (por ejemplo, EGFR), y en este se describen secuencias de cadena ligera 'y
pesada de un anticuerpo dirigido a EGFR.

Las reacciones de hipersensibilidad son un efecto secundario frecuente de cetuximab y pueden resultar mortales para
los receptores. La presente divulgaciéon proporciona terapias alternativas dirigidas por EGFR (tiles para individuos que
tienen sensibilidades al cetuximab que impiden su uso adicional. En particular, la divulgacion proporciona un
anticuerpo anti-EGFR que tiene la misma especificidad y eficacia que cetuximab, pero con modificaciones que lo hacen
menos inmunorreactivo y mas estable que el cetuximab. El anticuerpo es util solo o en combinacién con uno o mas
agentes terapéuticos adicionales para el tratamiento de canceres que expresan EGFR.

Sumario

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo que comprende las secuencias de aminoacidos
presentadas en la Tabla 2. En algunos casos, el anticuerpo comprende acido N-acetilneuraminico (NANA) y carece
de galactosa-a-1,3-galactosa.

El anticuerpo puede conjugarse con un marcador detectable. En algunos casos, el marcador detectable puede
comprender un radionuclido. En algunos casos, el marcador detectable comprende una etiqueta fluorescente.

El anticuerpo puede conjugarse con uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales. El uno o mas agentes terapéuticos
adicionales pueden comprender un agente quimioterapéutico.

El agente quimioterapéutico puede seleccionarse del grupo que consiste en un alcaloide de la vinca, un agente
alterador de microtubulos, un agente antiangiogénico, un anticuerpo terapéutico, un agente de direccionamiento a
EGFR, un agente de direccionamiento a tirosina quinasa, un complejo de metal de transicién, un inhibidor del
proteasoma, un antimetabolito, un agente alquilante, un agente a base de platino, un antibidtico antraciclina, un
inhibidor de la topoisomerasa, un macrdlido, un retinoide, geldanamicina o un derivado de la misma, adriamicina,
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colchicina, ciclofosfamida, actinomicina, bleomicina, duanorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, mitomicina,
metotrexato, mitoxantrona, fluorouracilo, carboplatino, carmustina (BCNU), metil-CCNU, cisplatino, etopésido,
interferones, camptotecina y derivados de la misma, fenesterina, taxanos y derivados de los mismos, topetecan,
vinblastina, vincristina, tamoxifeno, piposulfan, nab-5404, nab-5800, nab-5801, Irinotecan, HKP, ortataxel,
gemcitabina, oxaliplatino, Herceptin®, vinorelbina, Doxil®, capecitabina, Alimta®, Avastin®, Velcade®, Tarceva®,
Neulasta®, lapatinib, sorafenib, y erlotinib.

En un aspecto, la presente divulgaciéon proporciona una composicion que comprende un anticuerpo que comprende
las secuencias de aminoacidos presentadas en la Tabla 2 y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La composicion puede comprender ademas un agente quimioterapéutico seleccionado del grupo que consiste en un
alcaloide de la vinca, un agente alterador de microtubulos, un agente antiangiogénico, un anticuerpo terapéutico, un
agente de direccionamiento a EGFR, un agente de direccionamiento a tirosina quinasa, un complejo de metal de
transicién, un inhibidor del proteasoma, un antimetabolito, un agente alquilante, un agente a base de platino, un
antibiético antraciclina, un inhibidor de la topoisomerasa, un macrélido, un retinoide, geldanamicina o un derivado de
la misma, adriamicina, colchicina, ciclofosfamida, actinomicina, bleomicina, duanorrubicina, doxorrubicina,
epirrubicina, mitomicina, metotrexato, mitoxantrona, fluorouracilo, carboplatino, carmustina (BCNU), metil-CCNU,
cisplatino, etopdsido, interferones, camptotecina y derivados de la misma, fenesterina, taxanos y derivados de los
mismos, topetecan, vinblastina, vincristina, tamoxifeno, piposulfan, nab-5404, nab-5800, nab-5801, Irinotecan, HKP,
ortataxel, gemcitabina, oxaliplatino, Herceptin®, vinorelbina, Doxil®, capecitabina, Alimta®, Avastin®, Velcade®,
Tarceva®, Neulasta®, lapatinib, sorafenib, y erlotinib.

En un aspecto, la presente divulgacién proporciona una célula de ovario de hamster chino (CHO) que comprende
acidos nucleicos que codifican un anticuerpo que comprende las secuencias de aminoacidos presentadas en la Tabla
2. En algunos casos, los acidos nucleicos estan presentes en un vector replicable separado del genoma de la célula
CHO. En algunos casos, los acidos nucleicos estan integrados de manera estable en el genoma de la célula CHO.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para tratar el cancer en un sujeto que lo necesita, que
comprende administrar al sujeto un anticuerpo que comprende las secuencias de aminoacidos presentadas en la Tabla
2.

El método puede comprender ademas administrar uno o mas agentes terapéuticos adicionales seleccionados del
grupo que consiste en un alcaloide de la vinca, un agente alterador de microtubulos, un agente antiangiogénico, un
anticuerpo terapéutico, un agente de direccionamiento a EGFR, un agente de direccionamiento a tirosina quinasa, un
complejo de metal de transicién, un inhibidor del proteasoma, un antimetabolito, un agente alquilante, un agente a
base de platino, un antibidtico antraciclina, un inhibidor de la topoisomerasa, un macrélido, un retinoide, geldanamicina
o un derivado de la misma, adriamicina, colchicina, ciclofosfamida, actinomicina, bleomicina, duanorrubicina,
doxorrubicina, epirrubicina, mitomicina, metotrexato, mitoxantrona, fluorouracilo, carboplatino, carmustina (BCNU),
metil-CCNU, cisplatino, etopdsido, interferones, camptotecina y derivados de la misma, fenesterina, taxanos y
derivados de los mismos, topetecan, vinblastina, vincristina, tamoxifeno, piposulfan, nab-5404, nab-5800, nab-5801,
Irinotecan, HKP, ortataxel, gemcitabina, oxaliplatino, Herceptin®, vinorelbina, Doxil®, capecitabina, Alimta®, Avastin®,
Velcade®, Tarceva®, Neulasta®, lapatinib, sorafenib, y erlotinib.

El anticuerpo puede conjugarse con uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales. En algunos casos, €l uno o mas
agentes terapéuticos adicionales comprenden un agente quimioterapéutico. En algunos casos, el agente
quimioterapéutico se selecciona del grupo que consiste en un alcaloide de la vinca, un agente alterador de
microtubulos, un agente antiangiogénico, un anticuerpo terapéutico, un agente de direccionamiento a EGFR, un agente
de direccionamiento a tirosina quinasa, un complejo de metal de transicion, un inhibidor del proteasoma, un
antimetabolito, un agente alquilante, un agente a base de platino, un antibidtico antraciclina, un inhibidor de la
topoisomerasa, un macrolido, un retinoide, geldanamicina o un derivado de la misma, adriamicina, colchicina,
ciclofosfamida, actinomicina, bleomicina, duanorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, mitomicina, metotrexato,
mitoxantrona, fluorouracilo, carboplatino, carmustina (BCNU), metil-CCNU, cisplatino, etopdsido, interferones,
camptotecina y derivados de la misma, fenesterina, taxanos y derivados de los mismos, topetecan, vinblastina,
vincristina, tamoxifeno, piposulfan, nab-5404, nab-5800, nab-5801, Irinotecan, HKP, ortataxel, gemcitabina,
oxaliplatino, Herceptin®, vinorelbina, Doxil®, capecitabina, Alimta®, Avastin®, Velcade®, Tarceva®, Neulasta®,
lapatinib, sorafenib, y erlotinib.

En algunos casos, el sujeto tiene niveles elevados de IgE anti-cetuximab en comparacién con una muestra de control
negativo. En algunos casos, el sujeto tiene niveles elevados de IgE anti-galactosa-a-1,3-galactosa en comparacion
con una muestra de control negativo.

En algunos casos, el método puede comprender ademas determinar si el sujeto es hipersensible al cetuximab o esta
predispuesto a tener una reaccion de hipersensibilidad al cetuximab. En algunos casos, la determinacién comprende
medir la presencia de IgE anti-cetuximab o anti-galactosa-a-1,3-galactosa en una muestra de suero del sujeto, en
donde un nivel elevado de IgE anti-cetuximab o anti-galactosa-a-1,3-galactosa en comparacion con una muestra de
control negativo indica que el sujeto es hipersensible al cetuximab o esta predispuesto a tener una reacciéon de
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hipersensibilidad al cetuximab. En algunos casos, la medicién comprende el uso de un ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA).

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para producir un anticuerpo que comprende las
secuencias de aminoacidos presentadas en la Tabla 2, que comprende poner en contacto una célula de ovario de
hamster chino (CHO) con acidos nucleicos que codifican la secuencia de aminoacidos presentada en la Tabla 2. En
algunos casos, los acidos nucleicos estan integrados de manera estable en el genoma de la célula CHO.

Mas especificamente, la presente invencién proporciona lo siguiente:

[1] un anticuerpo producido en una célula CHO, en donde el anticuerpo comprende NANA y carece de galactosa-
a-1,3-galactosa, en donde el anticuerpo comprende una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos
como se establece en la reivindicacion 1, y una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos como se
establece en la reivindicacién 1, y en donde el anticuerpo comprende NANA en el sitio de N-glicano Asn88 de la
secuencia de aminoacidos de cadena pesada;

[2] el anticuerpo de [1], en donde el anticuerpo se conjuga con un marcador detectable, opcionalmente en donde
el marcador detectable comprende un radionuclido o comprende una etiqueta fluorescente;

[3] el anticuerpo de [1], en donde el anticuerpo se conjuga con uno o mas agentes terapéuticos adicionales;

[4] el anticuerpo de [3], en donde el uno o mas agentes terapéuticos adicionales comprenden un agente
quimioterapéutico y en donde el agente quimioterapéutico se selecciona del grupo que consiste en un alcaloide de
la vinca, un agente alterador de microtubulos, un agente antiangiogénico, un anticuerpo terapéutico, un agente de
direccionamiento a EGFR, un agente de direccionamiento a tirosina quinasa, un complejo de metal de transicion,
un inhibidor del proteasoma, un antimetabolito, un agente alquilante, un agente a base de platino, un antibiético
antraciclina, un inhibidor de la topoisomerasa, un macrdlido, un retinoide, geldanamicina o un derivado de la misma,
adriamicina, colchicina, ciclofosfamida, actinomicina, bleomicina, duanorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina,
mitomicina, metotrexato, mitoxantrona, fluorouracilo, carboplatino, carmustina (BCNU), metil-CCNU, cisplatino,
etopdsido, interferones, camptotecina y derivados de la misma, fenesterina, taxanos y derivados de los mismos,
topetecan, vinblastina, vincristina, tamoxifeno, piposulfan, nab-5404, nab-5800, nab-5801, Irinotecan, HKP,
ortataxel, gemcitabina, oxaliplatino, Herceptin®, vinorelbina, Doxil®, capecitabina, Alimta®, Avastin®, Velcade®,
Tarceva®, Neulasta®, lapatinib, sorafenib, y erlotinib;

[5] una composicion que comprende el anticuerpo de uno cualquiera de [1] a [4] y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable;

[6] la composiciéon de [5], que comprende ademas un agente quimioterapéutico seleccionado del grupo que
consiste en un alcaloide de la vinca, un agente alterador de microtubulos, un agente antiangiogénico, un anticuerpo
terapéutico, un agente de direccionamiento a EGFR, un agente de direccionamiento a tirosina quinasa, un complejo
de metal de transicién, un inhibidor del proteasoma, un antimetabolito, un agente alquilante, un agente a base de
platino, un antibidtico antraciclina, un inhibidor de la topoisomerasa, un macrélido, un retinoide, geldanamicina o
un derivado de la misma, adriamicina, colchicina, ciclofosfamida, actinomicina, bleomicina, duanorrubicina,
doxorrubicina, epirrubicina, mitomicina, metotrexato, mitoxantrona, fluorouracilo, carboplatino, carmustina (BCNU),
metil-CCNU, cisplatino, etopésido, interferones, camptotecina y derivados de la misma, fenesterina, taxanos y
derivados de los mismos, topetecan, vinblastina, vincristina, tamoxifeno, piposulfan, nab-5404, nab-5800, nab-
5801, Irinotecan, HKP, ortataxel, gemcitabina, oxaliplatino, Herceptin®, vinorelbina, Doxil®, capecitabina, Alimta®,
Avastin®, Velcade®, Tarceva®, Neulasta®, lapatinib, sorafenib, y erlotinib;

[7] una célula CHO que comprende acidos nucleicos que codifican el anticuerpo de [1];

[8] una célula CHO segun [7], en donde: (i) los acidos nucleicos estan presentes en un vector replicable separado
del genoma de la célula CHO; o (ii) los acidos nucleicos estan integrados de manera estable en el genoma de la
célula CHO;

[9] un método para producir un anticuerpo que comprende las secuencias de aminoacidos de cadena ligera y
pesada presentadas en [1], comprendiendo el método expresar el anticuerpo en una célula CHO segun [7]u [8], y
opcionalmente en donde el método comprende ademas aislar y purificar el anticuerpo y/o incorporar el anticuerpo
en una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable;

[10] el anticuerpo de uno cualquiera de [1] a [4], o de [9], para uso en un método para tratar el cancer en un sujeto
que lo necesite.

[11] el anticuerpo para el uso segun [10], en donde el método comprende ademas administrar uno o mas agentes
terapéuticos adicionales seleccionados del grupo que consiste en un alcaloide de la vinca, un agente alterador de
microtubulos, un agente antiangiogénico, un anticuerpo terapéutico, un agente de direccionamiento a EGFR, un
agente de direccionamiento a tirosina quinasa, un complejo de metal de transicion, un inhibidor del proteasoma,
un antimetabolito, un agente alquilante, un agente a base de platino, un antibiético antraciclina, un inhibidor de la
topoisomerasa, un macroélido, un retinoide, geldanamicina o un derivado de la misma, adriamicina, colchicina,
ciclofosfamida, actinomicina, bleomicina, duanorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, mitomicina, metotrexato,
mitoxantrona, fluorouracilo, carboplatino, carmustina (BCNU), metil-CCNU, cisplatino, etopdsido, interferones,
camptotecina y derivados de la misma, fenesterina, taxanos y derivados de los mismos, topetecan, vinblastina,
vincristina, tamoxifeno, piposulfan, nab-5404, nab-5800, nab-5801, Irinotecan, HKP, ortataxel, gemcitabina,
oxaliplatino, Herceptin®, vinorelbina, Doxil®, capecitabina, Alimta®, Avastin®, Velcade®, Tarceva®, Neulasta®,
lapatinib, sorafenib, y erlotinib;

[12] el anticuerpo para el uso segun [10], en donde el anticuerpo se conjuga con uno o mas agentes terapéuticos
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adicionales;

[13] el anticuerpo para el uso segun [12], en donde el uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales comprenden un
agente quimioterapéutico y en donde el agente quimioterapéutico se selecciona del grupo que consiste en un
alcaloide de la vinca, un agente alterador de microtubulos, un agente antiangiogénico, un anticuerpo terapéutico,
un agente de direccionamiento a EGFR, agente de direccionamiento a tirosina quinasa, complejo de metal de
transicion, un inhibidor del proteasoma, un antimetabolito, un agente alquilante, un agente a base de platino, un
antibiético antraciclina, un inhibidor de la topoisomerasa, un macrdélido, un retinoide, geldanamicina o un derivado
de la misma, adriamicina, colchicina, ciclofosfamida, actinomicina, bleomicina, duanorrubicina, doxorrubicina,
epirrubicina, mitomicina, metotrexato, mitoxantrona, fluorouracilo, carboplatino, carmustina (BCNU), metil-CCNU,
cisplatino, etopdsido, interferones, camptotecina y derivados de la misma, fenesterina, taxanos y derivados de los
mismos, topetecan, vinblastina, vincristina, tamoxifeno, piposulfan, nab-5404, nab-5800, nab-5801, Irinotecan,
HKP, ortataxel, gemcitabina, oxaliplatino, Herceptin®, vinorelbina, Doxil®, capecitabina, Alimta®, Avastin®,
Velcade®, Tarceva®, Neulasta®, lapatinib, sorafenib, y erlotinib;

[14] el anticuerpo para el uso segun uno cualquiera de [10] a [13], en donde:

(i) el sujeto tiene niveles elevados de IgE anti-cetuximab en comparacion con una muestra de control negativo;
(ii) el sujeto tiene niveles elevados de IgE anti-galactosa-a-1,3-galactosa en comparacién con una muestra de
control negativo; o

(iii) el sujeto es hipersensible al cetuximab o esta predispuesto a tener una reaccion de hipersensibilidad al
cetuximab.

[15] el anticuerpo para uso segun uno cualquiera de [10] a [14], en donde el método para tratar el cancer comprende
administrar el anticuerpo en un régimen de tratamiento de dosificacion repetida.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras incluidas en este documento representan realizaciones ejemplares no limitantes de la tecnologia descrita
en este documento y se proporcionan para ayudar al lector a comprender la divulgacion.

Figuras 1A-B son graficos que muestran inhibicion de fosforilacion inducida por TGF de EGFR por LR004 y
Erbitux® en las lineas celulares tumorales A549 y FaDu.

Figura 2 es un grafico que muestra ADCC el efecto de LR004 y Erbitux® en las células FaDu de carcinoma
hipofaringeo.

Figuras 3A-C son graficos que muestran la especificidad de union de LR004 y Erbitux® como se muestra mediante
el ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA).

Figura 4 es un grafico que muestra la unién de LR004 y Erbitux® a EGFR soluble como se muestra por ELISA.

Figura 5 es un grafico que muestra la uniéon de LR004 o Erbitux® a EGFR de superficie celular en lineas celulares
tumorales.

Figuras 6A-C son graficos que muestran la inhibicién de la unién a LR004 marcado con FITC en lineas celulares
que expresan EGFR con Erbitux®.

Figura 7 es un grafico que muestra la inhibicién de la unién a Erbitux® marcado con FITC por LR004 (LR-004) en
células cancerosas MDA-MB-468.

Figuras 8A-D son graficos que muestran el efecto de LR004 o Erbitux® en el crecimiento in vitro de lineas celulares
tumorales. Las lineas celulares evaluadas incluyeron A) células de carcinoma de mama MDA-MB-468, B) linea
celular de cancer de colon LoVo, C) linea de carcinoma hipofaringeo FaDu y D) células de carcinoma epidermoide
A431. La inhibicién del crecimiento in vitro por LR004 y Erbitux® se determiné mediante ensayos CCK-8 (Ay B) o
ATPLite (C y D).

Figura 9 es un grafico que muestra el efecto de dosis elevadas de LR004 o Erbitux® en el crecimiento tumoral de
GEO en ratones atimicos BALB/c. Los datos representan el promedio del total de ratones para cada grupo; barras,
DT. (N = 5/grupo).

Figura 10 es un grafico que muestra el efecto de la respuesta a la dosis de LR004 en el crecimiento tumoral de
GEO en ratones atimicos BALB/c in vivo. Los datos representan el promedio del total de ratones para cada grupo;
barras, DT. (N = 8/grupo).

Figura 11 es un gréafico que muestra el perfil de concentracion-tiempo para LR004 y Erbitux® después de
administracion IV a monos cinomolgos (18 mg/kg).
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Figura 12 es un grafico que muestra las concentraciones séricas de LR004 después de dosificacion IV en monos
cinomolgos.

Figura 13 es un grafico que muestra las concentraciones séricas de LR004 en monos cinomolgos después de
administracion 1V de 18 mg/kg los dias 1, 21, 28 y 35.

Figuras 14A-B son graficos que muestran modificaciones con acido sialico de LR004 y Erbitux® determinadas por
RP-HPLC.

Figura 15 es un grafico que muestra los niveles de Neu5Gc (acido N-glicoliineuraminico (NGNA)) con LR004 y
Erbitux® determinados por ELISA.

Figuras 16A-B son graficos que muestran la termoestabilidad de LR004 y Erbitux® determinada por calorimetria
diferencial de barrido (DSC).

Descripcion detallada de la invencién
|. GENERAL

La presente divulgaciéon proporciona métodos y composiciones que comprenden un anticuerpo especifico de EGFR
util para tratar canceres que expresan EGFR. Se debe observar que ciertos aspectos, modos, realizaciones,
variaciones y caracteristicas de la tecnologia desvelada en este documento se describen a continuacién en diversos
niveles de detalle para proporcionar una tecnologia de comprensién sustancial.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen
generalmente el mismo significado que comunmente entiende un experto en la materia a la que pertenece esta
tecnologia. Como se usan en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
"un" "uno" y "el/la" incluyen las referencias en plural, salvo que el contenido indique claramente otra cosa. Por ejemplo,
la referencia a "una célula" incluye una combinacién de dos o mas células, y similares. Generalmente, la nomenclatura
y los procedimientos de laboratorio que se utilizan en el presente documento, en cultivo celular, genética molecular,
quimica organica, quimica analitica y quimica de acidos nucleicos e hibridacion descritas a continuacién son las bien
conocidas y comunmente empleadas en la técnica. Para la sintesis de acidos nucleicos y péptidos se utilizan técnicas
estandar. Para sintesis quimicas y analisis quimicos se utilizan técnicas estandar, o modificaciones de las mismas.

A continuacion, se proporcionan las definiciones de determinados términos tal y como se utilizan en esta memoria
descriptiva. Las definiciones de otros términos pueden encontrarse en el lllustrated Dictionary of Immunology, 2a
Edicion (Cruse, J.M. y Lewis, R.E., Eds., Boca Ratén, FL: CRC Press, 1995).

Como se usa en el presente documento, el término "sinergia" o "sinérgico" se refiere a un efecto que surge entre dos
0 mas agentes, entidades, factores o sustancias que producen un efecto mayor que la suma de sus efectos
individuales. La sinergia entre agentes biolégicamente activos, como el anticuerpo LR004 y un agente
quimioterapéutico puede determinarse mediante el coeficiente de interaccion farmacoldgica (es decir, CDI) (véase p.
ej., Cao SS, et al, Potentiation of antimetabolite antitumor activity in vivo by dipyridamole and amphotericin B. Cancer
Chemother Pharmacol 1989; 24: 181-186). En algunos casos, CDI se calcula como sigue: CDI = AB/A3B. Segun la
quimioluminiscencia de cada grupo, AB es la relacién de los grupos de combinacién respecto al grupo de control; A o
B es la relacion del grupo de agente unico respecto al grupo de control. La combinacién farmacolégica es sinérgica
cuando el valor de CDI es inferior a 1. Al determinar una interaccion sinérgica entre dos o mas componentes, en
algunos casos, el intervalo 6ptimo para el efecto y el intervalo de dosis absoluto de cada componente para el efecto
puede medirse mediante la administracién de los componentes en diferentes intervalos de relacion p/p y/o diferentes
dosis a pacientes que necesitan tratamiento. La observacion de sinergia en una especie puede predecir el efecto en
otras especies, y los resultados de dichos estudios pueden usarse para predecir la dosis eficaz.

Como se usa en el presente documento, el término "sinergia significativa" o "efecto sinérgico significativo" se refiere a
un efecto que surge entre dos o mas agentes, entidades, factores o sustancias que estadisticamente producen un
efecto significativamente mayor que la suma de sus efectos individuales. A modo de ejemplo, aunque sin limitacién,
una combinacion farmacoldgica es significativamente sinérgica cuando el valor de CDI es inferior a 0,7.

Como se usa en el presente documento, el término "aditivo" se refiere a un efecto que surge entre dos o mas agentes,
entidades, factores o sustancias que producen un efecto igual a la suma de sus efectos individuales.

Como se usa en el presente documento, el término "antergia" o "antagonista" se refiere a un efecto que surge entre
dos o mas agentes, entidades, factores o sustancias que producen un efecto menor que la suma de sus efectos
individuales. A modo de ejemplo, aunque sin limitacién, una combinacién farmacolégica es aditiva cuando el valor de
CDI es superior a 1.

Como se usa en el presente documento, el término "EGFR" se refiere al receptor de superficie celular para miembros
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de la familia de ligandos de proteinas extracelulares del factor de crecimiento epidérmico (EGF). El receptor es
miembro de cuatro receptores relacionados con tirosina quinasas (RTK): EGFR (ErbB-1), FIER2/c-neu (ErbB-2), Her
3 (ErbB-3), y Her 4 (ErbB-4). Como se conoce bien en la técnica, la activacion mutacional de EGFR puede conducir a
sefalizacion independiente de ligando, promocién de proliferacion y crecimiento celular, y desarrollo de varios tipos
de cancer.

Como se usa en el presente documento, la administracion de un agente o farmaco a un sujeto incluye
autoadministraciéon y administracion por otro. También debe observarse que los diversos modos de tratamiento o
prevencion de afecciones médicas como se describe pretenden significar "sustancial”, que incluye tratamiento o
prevencion total pero también inferior al total, y en donde se logra algun resultado biolégico o médicamente relevante.

Como se usa en el presente documento, el término "aminoacido" incluye aminoacidos naturales y aminoacidos
sintéticos, asi como analogos de aminoacido y miméticos de aminoacido que funcionan de manera similar a los
aminodacidos naturales. Los aminoacidos naturales son los codificados por el cédigo genético, asi como aquellos
aminoacidos que se modifican posteriormente, p. ej., hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, y O-fosfoserina. Los analogos
de aminoacido se refieren a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido natural,
es decir, un carbono a que estd unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R, p. €j.,
homoserina, norleucina, metionina sulféxido, metionina metil sulfonio. Dichos analogos pueden tener grupos R
modificados (por ejemplo, norleucina) o cadenas peptidicas modificadas, pero conservan la misma estructura quimica
basica que un aminoacido natural. Aminoacidos miméticos se refiere a compuestos quimicos que tienen una estructura
que es diferente de la estructura quimica general de un aminoacido, pero que funciona de manera similar a un
aminodcido natural. Los aminoacidos se pueden citar en el presente documento bien por sus simbolos habitualmente
conocidos de tres letras, o mediante los simbolos de una letra recomendados por la Comisiéon de Nomenclatura
bioquimica de la IUPAC-IUB. Los nucleétidos, asimismo, se pueden citar por sus cédigos de una sola letra
comunmente aceptados.

Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo” significa un polipéptido que comprende una regién
marco de un gen de inmunoglobulina o fragmentos del mismo que se une y reconoce especificamente un antigeno, p.
ej., EGFR. El uso del término anticuerpo esta destinado a incluir anticuerpos completos, incluyendo anticuerpos
completos de cadena sencilla y fragmentos de union a antigeno de los mismos. El término "anticuerpo” incluye
anticuerpos biespecificos y anticuerpos multiespecificos siempre que exhiban la actividad o funcién biolégica deseada.

Como se usa en el presente documento, la expresion "polipéptido relacionado con anticuerpo” significa fragmentos de
anticuerpo de unién a antigeno, incluyendo anticuerpos monocatenarios, que pueden comprender la regién(regiones)
variable sola o en combinacién, con todos o parte de los siguientes elementos polipeptidicos: region bisagra, dominios
CH+, CH2 y CH3 de una molécula de anticuerpo. En la divulgacion también esta incluida cualquier combinacion de
regiéon(regiones) variable y regién bisagra, dominios CH+1, CH2 y CHs. Las moléculas de anticuerpo de la tecnologia
actual incluyen, p. ej., pero no se limitan a, Fab, Fab’ y F(ab’)2, Fd, Fvs de cadena sencilla (scFv), anticuerpos
monocatenarios, Fvs unidos por disulfuro (sdFv) y fragmentos que comprenden un dominio VL o VH. Los ejemplos
incluyen: (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios Vi, Vu, CL y CHy; (ii) un
fragmento F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos mediante un puente disulfuro
en la region de bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios Vi 'y CHs; (iv) un fragmento Fv que consiste
en los dominios VL y Vi de un solo grupo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward, et al., Nature 341: 544-546,
1989), que consiste en un dominio Vy; y (vi) una region determinante de complementariedad (CDR) aislada. Como
tales "fragmentos de anticuerpo" pueden comprender una parte de un anticuerpo de longitud completa, generalmente
la regiéon de unién al antigeno o variable del mismo. Algunos ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen
fragmentos Fab, Fab', F(ab’)2 y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo monocatenarias; y
anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos. Las moléculas de anticuerpo de cadena
sencilla pueden comprender un polimero con varias moléculas individuales, por ejemplo, dimero, trimero u otros
polimeros.

Como se usa en el presente documento, la expresion "muestra bioldgica" significa material de muestra derivado en
contacto con células vivas. La expresién "muestra biologica" pretende incluir tejidos, células y fluidos bioldgicos
aislados de un sujeto, asi como tejidos, células y fluidos presentes en un sujeto. Las muestras bioldgicas de la
tecnologia actual incluyen, p. ej., pero no se limitan a, sangre completa, plasma, semen, saliva, lagrimas, orina, material
fecal, sudor, bucal, piel, liquido cefalorraquideo y cabello. Las muestras biolégicas también pueden obtenerse de
biopsias de érganos internos o de canceres.

Como se usa en el presente documento, la expresion "anticuerpo injertado con CDR" significa un anticuerpo en donde
al menos una CDR de un anticuerpo "aceptor" se reemplaza por un "injerto" de CDR de un anticuerpo "dador" que
posee una especificidad de antigeno deseable.

Como se usa en el presente documento, la expresion "anticuerpo quimérico" significa un anticuerpo en donde la region
constante Fc de un anticuerpo monoclonal de una especie (p. €j., una region constante Fc de ratén) se reemplaza,
utilizando técnicas de ADN recombinante, con una regién constante Fc de un anticuerpo de otra especie (p. €j., una
region constante de Fc humano). Véase, en general, Robinson, et al., PCT/US86/02269 (publicado como WO
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87/02671); Akira, et al., Solicitud de Patente Europea 184.187; Taniguchi, Solicitud de Patente Europea 171.496;
Morrison, et al., Solicitud de Patente Europea 173.494; Neuberger, et al., WO 86/01533; Cabilly, et al. Patente de
Estados Unidos N.° 4.816.567; Cabilly, et al., Solicitud de Patente Europea 125.023; Better, et al., Science 240: 1041-
1043, 1988; Liu, et al., Proc Natl Acad Sci USA 84: 3439-3443, 1987; Liu, et al., J Immunol 139: 3521-3526, 1987;
Sun, et al., Proc Natl Acad Sci USA 84: 214-218, 1987; Nishimura, et al., Cancer Res 47: 999-1005, 1987; Wood, et
al., Nature 314: 446-449, 1885; y Shaw, et al., J Natl Cancer Inst 80: 1553-1559, 1988.

Como se usa en el presente documento, la expresidon "ventana de comparacion” significa un segmento de uno
cualquiera del nimero de posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste en 20 a 600 aminoacidos o
nucledtidos, por lo general, de aproximadamente 50 a aproximadamente 200, mas generalmente de aproximadamente
100 a aproximadamente 150 en donde una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia del mismo
numero de posiciones contiguas después de que las dos secuencias se alineen de manera 6ptima.

Como se usa en el presente documento, la expresién "FR consenso" significa una regidon de anticuerpo marco (FR)
en una secuencia consenso de inmunoglobulina. Las regiones FR de un anticuerpo no entran en contacto con el
antigeno.

Como se usa en el presente documento, la expresidn "secuencia consenso"” se refiere a la secuencia formada a partir
de los aminoacidos (o nucleétidos) mas frecuentes en una familia de secuencias relacionadas (véase p. €j., Winnaker,
From Genes to Clones (Verlagsgesellschaft, Weinheim, Alemania, 1987). Es decir, en una familia de proteinas, cada
posicién en la secuencia consenso esta ocupada por el aminoacido que se da con mas frecuencia en esa posicién en
la familia. Si dos aminoéacidos se dan con la misma frecuencia por igual, se puede incluir cualquiera de ellos en la
secuencia consenso.

Como se usa en el presente documento, el término "en contacto" cuando se aplica a una célula o tejido se refiere al
proceso por el cual un anticuerpo EGFR de la tecnologia actual, composicion de anticuerpo, agente o resto citotdxico,
un gen, secuencia proteica y/o antisentido, se administra a una célula dianan o se coloca en proximidad directa con la
célula diana. Esta administracion puede ser in vitro o in vivo y puede implicar el uso de un sistema de vector
recombinante.

Como se usa en el presente documento, la expresion "resto citotéxico" significa un resto que inhibe el crecimiento
celular o favorece la muerte celular cuando se encuentra cerca o es absorbido por una célula. Los restos citotdxicos
adecuados en este sentido incluyen agentes radiactivos o is6topos (radionuclidos), agentes quimiotéxicos como
inductores de diferenciacion, inhibidores y farmacos quimiotoxicos pequenos, proteinas de toxina y derivados de las
mismas, asi como secuencias de nucleétidos (o su secuencia antisentido). Por lo tanto, el resto citotdxico puede ser,
a modo de ejemplo no limitante, un agente quimioterapico, una toxina fotoactivada o un agente radiactivo.

Como se usa en el presente documento, el término "diacuerpos"” se refiere a fragmentos de anticuerpos pequefios con
dos sitios de unién a antigeno, fragmentos que comprenden un dominio variable de cadena pesada (V1) conectado a
un dominio variable de cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (V1 VL). Al usar un conector que es
demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios se ven
obligados a emparejarse con los dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno. Se
describen diacuerpos de manera mas completa en, p. €j., el documento EP 404.097; WO 93/11161; y 30 Hollinger, et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 90: 6444-6448 (1993).

Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad eficaz" de una composicién, es una cantidad suficiente
para lograr un efecto terapéutico y/o profilactico deseado, p. €j., una cantidad que da como resultado la prevencion
de, o una disminucion de, los sintomas asociados con una enfermedad que se esta tratando, p. €j., las enfermedades
asociadas con el polipéptido diana. La cantidad de una composicion de la presente tecnologia administrada al sujeto
dependera del tipo y la gravedad de la enfermedad y de las caracteristicas del individuo, tales como la salud general,
edad, sexo, peso corporal y tolerancia a farmacos. También dependera del grado, gravedad y tipo de enfermedad. El
experto en la materia podra determinar dosis adecuadas dependiendo de estos y otros factores. Las composiciones
de la presente tecnologia también pueden administrarse en combinacién entre si, o con uno o mas compuestos
terapéuticos adicionales.

Como se usa en el presente documento, "expresion" incluye, pero no se limita a, uno o mas de los siguientes:
transcripcion del gen en ARNm precursor; empalme y otro procesamiento del ARNm precursor para producir ARNm
maduro; estabilidad del ARNm; traduccion del ARNm maduro en proteina (incluyendo uso de codones y disponibilidad
de ARN); y glicosilacion y/u otras modificaciones del producto de traduccién, si fuera necesario para una expresion y
funcion adecuadas.

Como se usa en el presente documento, el término "gen" significa un segmento de ADN que contiene toda la
informacién para la biosintesis regulada de un producto de ARN, incluyendo promotores, exones, intrones y otras
regiones no traducidas que controlan la expresion.

Como se usa en el presente documento, el término "genotipo” significa una secuencia de 5' a 3' sin fases de pares de
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nucledtidos que se encuentran en uno o mas sitios polimorficos o mutantes en un locus en un par de cromosomas
homalogos en un individuo. Como se usa en el presente documento, el genotipo incluye un genotipo completo y/o un
subgenotipo.

Como se usa en el presente documento, la expresion "anticuerpo de secuencia humana" incluye anticuerpos que
tienen regiones variables y constantes (si estuvieran presentes) derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea
germinal humana. Los anticuerpos de secuencia humana de la presente tecnologia pueden incluir restos de
aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones
introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica del sitioin vitro o por mutaciéon somatica in vivo). Dichos anticuerpos
pueden generarse en animales transgénicos no humanos, p. €j., como se describe en las PublicacionesPCT N.°¢ WO
01/14424 y WO 00/37504. Sin embargo, la expresién "anticuerpo de secuencia humana", como se usa en el presente
documento, no pretende incluir anticuerpos en los que las CDR procedentes de la linea germinal de otra especie de
mamifero, tal como de un ratén, se han injertado en secuencias marco humanas (p. €j., anticuerpos humanizados).

Como se usa en el presente documento, el término formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo,
murinos) son anticuerpos quiméricos que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana.
En su mayoria, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas en donde los restos de la region
hipervariable del receptor se reemplazan por los restos de la region hipervariable de una especie no humana
(anticuerpo donante) como raton, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad
deseadas. En algunos casos, los restos de region marco conservada (FR) de Fv de la inmunoglobulina humana se
reemplazan por restos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender
restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo dador. Estas modificaciones se realizan para
refinar ain mas el rendimiento del anticuerpo tal como afinidad de unién. Generalmente, el anticuerpo humanizado
comprendera sustancialmente la totalidad de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en donde todos
o sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todas o
sustancialmente todas las regiones FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana, aunque las regiones
FR pueden incluir una o mas sustituciones de aminoacidos que mejoran la unién afinidad. EI numero de estas
sustituciones de aminoacidos en el FR tipicamente no es superior a 6 en la cadena H, y en la cadena L, no superior a
3. El anticuerpo humanizado comprendera también opcionalmente al menos una parte de una region constante de
inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana. Para mas detalles, véase Jones, et al., Nature
321:522-525 (1986); Reichmann, et al., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).

En un caso, la presente divulgacion contempla modificaciones de aminoacidos del anticuerpo EGFR de la presente
tecnologia. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades biologicas del
anticuerpo. Las variantes de secuencia de aminoacidos del anticuerpo EGFR pueden prepararse introduciendo
cambios de nucledtidos apropiados en el acido nucleico del anticuerpo, o mediante sintesis peptidica. Dichas
modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de, y/o inserciones en y/o sustituciones de, restos dentro de las
secuencias de aminoacidos del sitio de unién a EGFR. Puede efectuarse cualquier combinaciéon de supresion,
insercion y sustitucién para obtener el anticuerpo de interés, siempre que el anticuerpo obtenido tenga las propiedades
deseadas, p. ej., actividad bioldgica. La modificacion también incluye el cambio del patron de glicosilacién de la
proteina. Un método util para identificar ubicaciones preferentes para mutagénesis se llama "mutagénesis de barrido
de alanina" como lo describen Cunningham y Wells en Science, 244:1081-1085 (1989). El anticuerpo mutado después
se analiza para la actividad deseada.

Como se usa en el presente documento, la expresion "region hipervariable" se refiere a los restos de aminoacido de
un anticuerpo que son responsables de la unién al antigeno. La regién hipervariable generalmente comprende restos
de aminoacido de una "region determinante de complementariedad" o "CDR" (por ejemplo, alrededor de los restos 24-
34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en VL y alrededor de 31-35B (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en Vx (Kabat, et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
MD. (1991)) y/o los restos de un "bucle hipervariable" (por ejemplo, restos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en VLy
26-32 (H1), 52A-55 (H2) y 96-101 (H3) en Vu (Chothia y LeskJ. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)).

Como se usa en el presente documento, los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad", cuando se usan en el
contexto de dos o mas secuencias de acidos nucleicos o polipéptidos, se refiere a dos o mas secuencias o
subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje especifico de restos de aminoacido o nucleétido que son iguales
(es decir, aproximadamente 60 % de identidad, preferentemente 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad en una regidn especifica (p.ej, secuencia de nucledtidos
que codifica un anticuerpo descrito en este documento o secuencia de aminoacidos de un anticuerpo descrito en este
documento), cuando se compara y se alinea para obtener la correspondencia maxima respecto a una ventana de
comparacion o region designada) tal como se mide utilizando los algoritmos de comparacion de secuencia BLAST o
BLAST 2.0 con los parametros predeterminados que se describen a continuacion, o mediante alineamiento manual e
inspeccion visual (véase, p. ej., sitio web de NCBI). Se dice que tales secuencias son "sustancialmente idénticas".
Este término también se refiere o puede aplicarse, al complemento de una secuencia de prueba. El término también
incluye secuencias que tienen deleciones y/o adiciones, asi como aquellas que tienen sustituciones. Como se describe
a continuacion, los algoritmos preferidos pueden tener en cuenta huecos y similares. En algunos casos, la identidad
existe sobre una regidon que tiene al menos aproximadamente 25 aminoacidos o nucledtidos de longitud;
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adicionalmente o de manera alternativa, en algunos casos, la identidad existe respecto a una regién que tiene 50-100
aminoacidos o nucleétidos de longitud.

Un polipéptido "aislado" o "purificado" o una parte biolégicamente activa del mismo esta sustancialmente libre de
material celular u otros polipéptidos contaminantes de la fuente celular o tisular de la que se deriva el polipéptido, o
sustancialmente libre de precursores quimicos u otros quimicos cuando se sintetiza quimicamente. Por ejemplo, un
anticuerpo EGFR aislado es uno sustancialmente libre de material celular u otros polipéptidos contaminantes de la
fuente celular o tisular de la que se deriva el anticuerpo. Tales polipéptidos contaminantes pueden incluir enzimas,
hormonas y otros solutos proteicos y no proteicos, que pueden interferir o no con la actividad biolégica del anticuerpo.

Como se usa en el presente documento, la expresion "inducir la muerte celular” o "capaz de inducir la muerte celular”
se refiere a la capacidad de un agente para hacer que una célula viable se vuelva inviable. En algunas realizaciones,
el anticuerpo LR004 induce la muerte celular en células cancerosas in vitro o in vivo. La muerte celular y la viabilidad
celular pueden determinarse mediante varios métodos en la técnica, como el ensayo de exclusion de azul de tripano
y otros ensayos de viabilidad celular. En la presente tecnologia, la muerte celular se refiere a "apoptosis”, también
conocida como "muerte celular programada", que se indica mediante activacién de caspasa, union de anexina V a la
superficie celular, fragmentacion de ADN, pérdida de volumen celular, dilatacion del reticulo endoplasmico,
fragmentacion celular y/o formacién de vesiculas de membrana (cuerpos apoptoéticos). La apoptosis puede medirse
utilizando métodos conocidos en la técnica, incluyendo, entre otros, deteccion de tincién de anexina V, fragmentacion
de ADN o activacién de caspasa.

Como se usa en el presente documento, la expresion "anticuerpo intacto" significa un anticuerpo que tiene al menos
dos polipéptidos de cadena pesada (H) y dos polipéptidos de cadena ligera (L) interconectados por enlaces disulfuro.
Cada cadena pesada esta compuesta por una region variable de cadena pesada (abreviada en este documento como
HCVR o VH) y una region constante de cadena pesada. La region constante de la cadena pesada estda compuesta por
tres dominios, CH1, CH2 y CHs. Cada cadena ligera se compone de una region variable de cadena ligera (abreviada
en este documento como LCVR o VL) y una region constante de cadena ligera. La region constante de la cadena ligera
estda comprendida por un dominio, CL. Las regiones V4 y VL pueden subdividirse ademas en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada Vn y VL estd compuesta por tres CDR y cuatro
FR, dispuestas desde el extremo amino hasta el extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDRs, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras contienen un dominio de unién que interacciona
con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a tejidos
o factores del hospedador, incluyendo diversas células del sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el
primer componente (Clq) del clasico sistema del complemento.

La expresion "anticuerpo monoclonal" tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido
a partir de una poblaciéon de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacion son idénticos salvo por las posibles mutaciones que tienen lugar de manera natural que
pueden estar presentes en pequefias cantidades. Los anticuerpos monoclonales son muy especificos, dirigiéndose
contra un unico sitio antigénico. Ademas, al contrario de las preparaciones de anticuerpos convencionales
(policlonales) que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos),
cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un unico determinante del antigeno. El modificador "monoclonal” indica
la naturaleza del anticuerpo obtenido de una poblaciéon de anticuerpos sustancialmente homogénea y no debe
interpretarse como que requiere la produccion del anticuerpo por ningun método concreto. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales que se usaran segun la presente tecnologia pueden prepararse mediante el método de hibridoma
descrito por primera vez por Kohler, et al., Nature 256:495 (1975) o pueden prepararse mediante métodos de ADN
recombinante (véase, p. ej., Patente de Estados Unidos N.° 4.816.567). Los "anticuerpos monoclonales" también
pueden aislarse de bibliotecas de anticuerpos de fago utilizando las técnicas descritas en Clackson, et al., Nature
352:624-628 (1991) y Marks, et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), por ejemplo.

Como se usa en el presente documento, la expresion "afeccion médica" incluye, pero no se limita a, cualquier afeccion
o enfermedad manifestada como uno o mas sintomas fisicos y/o psicolégicos para los cuales es deseable el
tratamiento y/oprevencion, e incluye enfermedades y otros trastornos identificados previamente y recientemente.

Como se usa en el presente documento, el término "modulador" incluye inhibidores y activadores. Los inhibidores son
agentes que, p. €j., se unen a, estimulan el bloqueo parcialmente o totalmente, disminuyen, previenen, retrasan la
activacion, inactivan, desensibilizan o regulan negativamente la actividad de una molécula diana. Los activadores son
agentes que, p. €j., se unen a, estimulan, incrementan, abren, activan, facilitan, potencian la activacion, sensibilizan o
regulan positivamente la actividad de una molécula diana. En algunos casos, la molécula diana es un receptor de
EGFR. Los moduladores incluyen versiones genéticamente modificadas de un ligando natural para la molécula diana,
asi como ligandos naturales y sintéticos, antagonistas, agonistas, pequefias moléculas quimicas y similares.

Como se usa en el presente documento, la expresién "anticuerpo neutralizante" significa una molécula de anticuerpo

que puede eliminar o reducir significativamente al menos una (1) funcion biolégica de una molécula diana. En algunos
casos, la molécula diana es un receptor de EGFR.
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Como se usa en el presente documento, la expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" pretende incluir todos
y cada uno de disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, compuestos antibacterianos y antifungicos,
compuestos isotonicos y que retrasan la absorcion, y similares, compatibles con la administracién farmacéutica.
Como se usa en el presente documento, los términos "polipéptido", "péptido" y "proteina" se usan indistintamente en
el presente documento para significar un polimero que comprende dos o0 mas aminoacidos unidos entre si por enlaces
peptidicos o enlaces peptidicos modificados, es decir, isdsteros peptidicos. El polipéptido se refiere a cadenas cortas,
habitualmente denominadas péptidos, glicopéptidos u oligdmeros, y a cadenas mas largas, generalmente
denominadas proteinas. Los polipéptidos pueden contener aminoacidos distintos de los 20 aminoacidos codificados
por genes. Los polipéptidos incluyen secuencias de aminoacidos modificadas por procesos naturales, tales como el
procesamiento postraduccional, o mediante técnicas de modificacién quimica que son bien conocidas en la técnica.
Dichas modificaciones estan bien descritas en textos basicos y en monografias mas detalladas, asi como en una
amplia bibliografia de investigacion. En un caso particular, el polipéptido contiene secuencias polipeptidicas de un
receptor de EGFR.

Como se usa en el presente documento, el término "recombinante” cuando se usa con referencia, p. €j., a una célula,
0 un acido nucleico, proteina, o vector, indica que la célula, acido nucleico, proteina o vector, se ha modificado
mediante la introduccién de un acido nucleico o proteina heteréloga o la alteracién de un acido nucleico o proteina
nativa, o que el material se deriva de una célula asi modificada. Por tanto, p. €j., las células recombinantes expresan
genes que no se encuentran en la forma natural (no recombinante) de la célula o expresan genes naturales que de
otra forma se expresarian de forma anémala, expresados en baja cantidad, o no expresados en absoluto.

Como se usa en el presente documento, la expresién "epitopo de unién al receptor de rescate" se refiere a un epitopo
de la region Fc de una molécula de IgG (p.ej, 1IgG1, 1gG2, IgGs 0 IgGa) que es responsable de aumentar la semivida
sérica in vivo de la molécula de IgG para aumentar la semivida sérica del anticuerpo, se puede incorporar un epitopo
de union al receptor de rescate en el anticuerpo (especialmente un fragmento de anticuerpo) como se describe en la
Patente de Estados Unidos 5.739.277, por ejemplo.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "anticuerpos de cadena simple" o "Fv de cadena simple
(scFv)" se refieren a una molécula de fusiéon de anticuerpos de los dos dominios del fragmento Fv, VL y Vu. Aunque
los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes separados, se pueden unir, utilizando métodos
recombinantes, mediante un conector sintético que les permite hacerse como una cadena de proteina unica en donde
las regiones VL y V1 se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena simple (scFv).
Véase, p. €j., Bird, et al., Science 242: 423-426, 1988; y Huston, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 85: 5879-5883,
1988). Dichos anticuerpos de cadena sencilla se incluyen por referencia al término fragmentos de "anticuerpo”, y
pueden prepararse mediante técnicas recombinantes o escision enzimatica o quimica de anticuerpos intactos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "molécula pequena" significa una composicion que tiene un peso
molecular de menos de aproximadamente 5 kDa y mas preferentemente menos de aproximadamente 2 kDa. Las
moléculas pequefas pueden ser, p. €j., acidos nucleicos, péptidos, polipéptidos, glicopéptidos, peptidomiméticos,
hidratos de carbono, lipidos, lipopolisacaridos, combinaciones de estas u otras moléculas organicas o inorganicas.

Como se usa en el presente documento, la expresion "union especifica" de un receptor y ligando significa el contacto
entre un receptor y un ligando que tiene una afinidad de union de al menos 10 M. En algunos casos, los ligandos se
unen con afinidades de al menos aproximadamente 107 M, 108 M, 10° M, 107" M, 10" M o 10"'2 M. En algunos
casos, el receptor y el ligando son EGFR y un anticuerpo EGFR. En algunos casos, el anticuerpo EGFR es el
anticuerpo LR004.

Como se usa en el presente documento, la expresion "condiciones estrictas de hibridacidon" significa condiciones bajo
las cuales una sonda hibridara con su subsecuencia diana, tipicamente en una mezcla compleja de acidos nucleicos,
pero a ninguna otra secuencia. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seran distintas en circunstancias
distintas. Las secuencias mas largas se hibridan especificamente a temperaturas mas altas. Una ampliaria para la
hibridacion de acidos nucleicos se encuentra en Tij ssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology -
Hybridization with Nucleic Probes, "Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays"
(1993). Generalmente, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5-10 °C mas bajas
que el punto de fusion térmica (Tm) para la secuencia especifica a un pH de fuerza i6nica definida. La Tm es la
temperatura (bajo fuerza ionica definida, pH y concentracion nucleica) en donde el 50 % de las sondas
complementarias a la diana hibridan con la secuencia diana en equilibrio (ya que las secuencias diana estan presentes
en exceso, en Tm, 50 % de las sondas estan ocupadas en equilibrio). Las condiciones estrictas también pueden
lograrse con la adicién de agentes desestabilizadores como formamida. Para hibridacidn selectiva o especifica, una
sefial positiva es al menos dos veces el fondo, preferentemente 10 veces la hibridacién de fondo. Las condiciones de
hibridacion estrictas ejemplares pueden ser las siguientes: formamida al 50 %, 5x SSC y SDS al 1 %, incubacion a 42
°C, 0, 5x SSC, SDS al 1 %, incubacion a 65 °C, con lavado en 0,2x SSC, y SDS al 0,1 % a 65 °C.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto" se refiere a un animal, preferentemente un mamifero, tal
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como un ser humano, pero también puede ser otro mamifero, p. ej., animales domésticos (p. €j., perros, gatos y
similares), animales de granja (por ejemplo, vacas, ovejas, cerdos, caballos y similares) y animales de laboratorio (p.ej,
mono, ratas, ratones, conejos, cobayas y similares).

Como se usa en el presente documento, la expresiéon "sustituciéon de aminoacidos" se refiere a la alteracién de un
aminoacido dentro de un péptido a un aminoéacido diferente. Como se conoce en la técnica, las sustituciones de
aminoacidos pueden ser "conservativas" o "no conservativas" dependiendo de sus efectos en la actividad bioldgica
del péptido. Las llamadas "sustituciones conservadoras" se muestran a continuacion en la Tabla con el titulo
"sustituciones preferentes".

TABLA 1: Sustituciones de aminoacidos

Resto original Sustituciones ejemplares Sustituciones preferentes
Ala (A) val; leu; ile val
Arg (R) lys; gln; asn lys
Asn (N) gln; his; asp, lys; arg gln
Asp (D) glu; asn glu
Cys (C) ser; ala ser
GIn (Q) asn; glu asn
Glu (E) asp; gin asp
Gly (G) ala ala
His (H) asn; gln; lys; arg arg
lle (1) leu; val; met; ala; phe; norleucina | leu
Leu (L) norleucina; ile; val; met; ala; phe ile
Lys (K) arg; gln; asn arg
Met (M) leu; phe; ile leu
Phe (F) leu; val; ile; ala; tyr tyr
Pro (P) ala ala
Ser (S) thr thr
Thr (T) ser ser
Trp (W) tyr; phe tyr
Tyr (Y) trp; phe; thr; ser phe
Val (V) ile; leu; met; phe; ala; norleucina leu

Como se usa en el presente documento, la expresion "célula diana" significa cualquier célula en un sujeto (por ejemplo,
un humano o animal) a la que se puede dirigir el anticuerpo EGFR de la tecnologia actual.

Como se usa en el presente documento, la expresion "agente terapéutico” significa un compuesto que, cuando esta
presente en una cantidad eficaz, produce un efecto terapéutico deseado en un sujeto que lo necesita.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar" o "tratamiento" o "alivio" se refieren al tratamiento
terapéutico. Un sujeto es "tratado" con éxito por un céncer en donde las células cancerosas que expresan EGFR
donde, después de recibir una cantidad terapéutica de anticuerpo EGFR, el sujeto muestra una reduccion observable
y/o medible en o ausencia de uno o mas signos y sintomas de cancer, como, incluyendo, pero sin limitarse a, una
reduccién del numero de células cancerosas presentes en el individuo; una reduccién del tamafio tumoral, el peso,
volumen o numero, inhibicion del crecimiento tumoral y/o metastasis, un aumento de la duraciéon de la remision,
reduccién o alivio del dolor, una reduccién de morbilidad y mortalidad; un aumento del peso corporal o una mejora
general de la calidad de vida. "Prevenciéon” o "prevenir" una enfermedad o afeccion se refiere a medidas profilacticas
o preventivas, en donde el objeto es prevenir o disminuir (reducir) la afeccion o trastorno patoldgico dirigido.

Como se usa en el presente documento, el término "variable" se refiere al hecho de que ciertos segmentos de los
dominios variables difieren ampliamente de la secuencia entre los anticuerpos. El dominio V media la unién a antigeno
y define la especificidad de un anticuerpo particular para su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no se
distribuye uniformemente a través del intervalo de aminoacidos de los dominios variables. Al contrario, las regiones V
consisten en tramos relativamente invariables denominadas regiones flanqueantes (FR) de 15-30 aminoacidos
separadas por regiones mas cortas de mucha variabilidad denominadas "regiones hipervariables" que son, cada una,
de 9-12 aminoacidos de longitud. Los dominios variables de las cadenas pesadas y ligeras naturales comprenden,
cada uno, cuatro FR, que adoptan en gran medida una configuracion en lamina 3, conectadas por tres regiones
hipervariables, que forman bucles que conectan y, en algunos casos, forman parte de, la estructura de lamina (3. Las
regiones hipervariables en cada cadena se mantienen juntas en proximidad estrecha por las FR y, con las regiones
hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién a antigeno de los anticuerpos (véase
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD. (1991)). Los dominios constantes no estan implicados directamente en la unién de un
anticuerpo a un antigeno, sino que muestran diversas funciones efectoras, como participacion del anticuerpo ADCC.

II. ANTICUERPO Y CONJUGADOS DE ANTICUERPO LR004
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LR004 es un anticuerpo monoclonal quimérico, recombinante, de humano/ratén que se une especificamente a la parte
N-terminal de un receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (EGFR). EGFR es miembro del receptor del
factor de crecimiento epidérmico humano (HER) o familia ErbB, también conocido como receptor de tirosina quinasa
tipo 1 o ErbB 1/HER1. Los otros miembros de la familia incluyen ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4).
La sefalizacién de EGFR en células tumorales es responsable de regular una red diversa de funciones celulares que
influyen en el crecimiento neoplasico, incluyendo proliferacion, supervivencia, reparacién de dafos, adhesion,
migracion y neovascularizacion. EGFR se expresa a varios niveles en varios canceres humanos de origen epitelial.
Los tumores epiteliales que comunmente expresan EGFR incluyen vejiga, mama, cuello del utero, colon, cabeza y
cuello, rifidn, pulmoén, pancreatico y prostatico. La regulacion errénea de EGFR, a través de sobreexpresion o
mutacién, conduce a una actividad constitutiva o una disminucién de la regulacién negativa del receptor y puede causar
una transformacion maligna de la célula. Los efectos oncogénicos de EGFR incluyen inicio de la sintesis de ADN,
crecimiento celular mejorado, invasién y metéstasis.

LR0O04 es una versidon mejorada de cetuximab, que tiene los mismos mecanismos de accién, incluyendo bloqueo de
la union al ligando EGFR que conduce a la inhibicién de los efectos posteriores, como inhibicion de la sefalizacion
intracelular, inhibicion de la progresion del ciclo celular, induccién de apoptosis e inhibicion de la reparacion del ADN,
angiogénesis, motilidad de células tumorales, invasion y metastasis. Los estudios que demuestran la inhibicion de
LR004 de la fosforilacion de EGFR inducida por TGF, estimulacién de ADCC y efectos antitumorales in vitro e in vivo
se presentan a continuacién. Es menos probable que LR004 induzca reacciones de hipersensibilidad que cetuximab
debido a las diferencias en la modificacion de carbohidratos postraduccional, y es util para el tratamiento de sujetos
que no pueden continuar el tratamiento con cetuximab debido a estos efectos secundarios.

La secuencia de aminoacidos de LR004 se modificé a partir de la secuencia de cetuximab publicada en el Drug Bank
(Numero de Acceso: DB00002). Una comparacioén de las secuencias de LR004 y cetuximab disponible comercialmente
se realizé mediante analisis LC-MS/MS. Aunque la secuencia Fab de LR004 es idéntica a la de cetuximab, la secuencia
Fc difiere en 5 aminoacidos, mostrada en negrita en la Tabla 2. LR004 tiene una repeticion Pro-Lys-Ser en los restos
222 a 224 de la cadena pesada, mientras que cetuximab no contiene la repeticion. Los restos de CH3 Aspartato361 y
Leucina363 estan presentes en LR004. Por el contrario, CH3 Glutamato361 y Metionina363 se encuentran en
cetuximab. Estas diferencias representan diferentes alotipos de Fc de IgG1 de LR004 (G1m1, 17) y cetuximab (G1m3).
Ambos alotipos son comunes entre los anticuerpos monoclonales aprobados. Las secuencias de aminoacidos de la
cadena ligera y la regién variable de la cadena pesada son idénticas a las del cetuximab.

Los pesos moleculares tedricos de las cadenas ligera y pesada de LR004 son 23718 Da (LC alquilado) y 53037 Da
(HC alquilado, GOF/GOF), respectivamente. EI LR004 funcional consta de cuatro cadenas polipeptidicas y un peso
molecular aparente de =200 KDa por SDS-PAGE no reducido. La caracteristica para LR004 es una multitud de bandas
detectables por IEF entre las bandas marcadoras de pl 7,0 y 8,6, representando diferentes isoformas de carga de
LR0O04.

El anticuerpo LR004 comprende dos diferencias en la estructura del carbohidrato en comparaciéon con cetuximab,
debido a aspectos de su produccién. Aunque cetuximab se expresa en células SP2/0, LR004 se expresa en células
de ovario de hamster chino (CHO). Como resultado, el acido sialico del LR004 es el acido N-acetilneuraminico (NANA)
a diferencia del acido N-glicolil-neuraminico (NGNA) en cetuximab. NANA se considera mas humano que NGNA.
También, aunque cetuximab contiene un alto nivel de galactosa-a-1,3-galactosa (Gala1,3Gal), un potente inmundgeno
de oligosacaridos, | carbohidratoLR004 no contiene una cantidad detectable de dicha estructura del carbohidrato. La
expresion en células CHO le da a LR004 un perfil de glicano que es notablemente mucho menos inmunorreactivo que
el de cetuximab. Con estas dos modificaciones, LR004 es un producto mas seguro que cetuximab, pero tiene el mismo
mecanismo de accion y eficacia. Como se muestra a continuacién, LR004 también demuestra una semivida sérica
mas larga que cetuximab en regimenes de tratamiento de dosis repetidas, y una mayor termoestabilidad.

La secuencia de aminoacidos de LR004 se proporciona en la Tabla 2. La cadena ligera contiene 214 aminoacidos y
la cadena pesada contiene 452 aminoacidos. La secuencia de la cadena ligera es idéntica a la del cetuximab. En la
tabla 2, la posicién de los enlaces disulfuro se muestra como lineas rectas conectadas y dos sitios ocupados de N-
glicano en la cadena pesada estan subrayados, uno dentro del marco 3 de la region variable (Fv) en Asn® con una
gama de azucares, incluyendo &cido sialico, acido N-acetil neuraminico (NANA) y el otro dentro del dominio CH2 en
Asn®02. En la cadena pesada hay un piroglutamato N-terminal. Las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas del
anticuerpo LR004 se resumen en la Tabla 3.

Como se describe en los ejemplos incluidos en este documento, LR004 se une especificamente al EGFR humano e
inhibe el crecimiento y la sefializacion de células tumorales que expresan EGFR. Los estudios in vitro demuestran los
efectos de LR004 en la fosforilacion de EGFR y en ADCC en células de carcinoma hipofaringeo (FaDu). Las
evaluaciones farmacodinamicas descritas incluyen ELISA y estudios de afinidad de union basados en SPR, estudio
de especificidad de unién a ELISA, asi como evaluacién de citometria de flujo de la uniéon de LR004 a células tumorales
intactas in vitro. La actividad antitumoral también se muestra in vitro en lineas celulares de cancer humano e in vivo
en estudios de xenoinjerto de ratén con tumores de células GEO de cancer de colon humano. Los estudios de eficacia
in vivo adicionales demostraran alin mas la eficacia de LR004 en comparacion con cetuximab.
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LR0OO04 es util para el tratamiento de canceres que expresan EGFR, administrado solo o en combinaciéon con uno o
mas agentes terapéuticos adicionales. En particular, LR004 es util para tratar pacientes con hipersensibilidad al
cetuximab que impide la continuacion del tratamiento con cetuximab.

Tabla 2: Secuencia de Aminoacidos de LR004
Cadena ligera de LR004 (cadena L)

1 Asp-lle-Leu-Leu-Thr-G[n—Ser-Pro-VaI-IIe-Leu-Ser-VaI-Ser-Pro-Gly-GIu-ArgvVaI-Ser-Phe-Ser{ysn-Arg-Ala

26 Ser-GIn-Ser-lle-Gly-Thr-Asn-lle-His-Trp-Tyr-GIn-GlIn-Arg-Thr-Asn-Gly-Ser-Pro-Arg-Leu-Leu-lle-Lys-Tyr

51 Ala-Ser-Glu-Ser-lle-Ser-Gly-lle-Pro-Ser-Arg-Phe-Ser-Gly-Ser-Gly-Ser-Gly-Thr-Asp-Phe-Thr-Leu-Ser-lle

|
76 Asn-Ser-VaI-Glu-Ser-GIu-Asp-lFe-AIa-Asp-Tyr-Tyr-Cvsss-GIn-GIn-Asn-Asn-Asn-Trp-Pro-Thr-Thr-Phe-G[y-AIa
101 Gly-Thr-Lys-Leu-Glu-Leu-Lys-Arg-Thr-Val-Ala-Ala-Pro-Ser-Val-Phe-lle-Phe-Pro-Pro-Ser-Asp-Glu-Gin-Leu

126 Lys-Ser~Gly‘Thr-AIa—Ser-VaI—VaIACvsm-Leu—Leu-Asn—Asn-Phe—Tyr—Pro—Arg-GIu—AIa—Lys-Va!-Gin—Trp—Lvs—Val
|

151 Asp-Asn-Ala-Leu-GIn-Ser-Gly-Asn-Ser-GIn-Glu-Ser-Val-Thr-Glu-GIn-Asp-Ser-Lys-Asp-Ser-Thr-Tyr-Ser-Leu |

|
176 Ser-Ser-Thr-Leu-Thr-Leu-Ser-Lvs-AIa-Asp-Tyr-G!u-Lys-His~Lvs-Va!-Tyr-Ala-Cysm-Glu-Val-Thr-His-Gin-le

201 Leu—Ser—Ser—Pro—Val~Thr—L\,I's~5e3r—Phe—r’«sn—&rg—n’jlv—GIu—Cys’m

14



ES 2 804 826 T3

(continuacion)

Tabla 2: Secuencia de Aminoacidos de LR004

Cadena pesada de LR004 (cadena H)

1 GIn-VaI-GIn-Leu-Lys-Gtn-Ser-GIy-Pro-Giv-Lcu-VaI‘Gin-Pro-Sr:r-GIn-Scr-LeuASer-iIe-Thr-CvsR‘Thr-Val-Ser
26  Gly-Phe-Ser-Leu-Thr-Asn-Tyr-Gly-Val-His-Trp-Val-Arg-GIn-Ser-Pro-Gly-Lys-Gly-Leu-Glu-Trp-Leu-Gly-Val
51 lle-Trp-Ser-Gly-Gly-Asn-Thr-Asp-Tyr-Asn-Thr-Pro-Phe-Thr-Ser-Arg-Leu-Ser-lle-Asn-Lys-Asp-Asn-Ser-Lys
76 SerAGIn-VaI-Phe-Phe-Lys-Met-Asn-Ser-Leu-GIn-Sr.'r-Asn‘qg-AsgAThr-Ala-Ilc‘Tyr-Tvr-CylsgS-Ala-Arg-Ala-Leu-Thr
101 Tyr-Tyr-Asp-Tyr-Glu-Phe-Ala-Tyr-Trp-Gly-GIn-Gly-Thr-Leu-Val-Thr-Val-Ser-Ala-Ala-Ser-Thr-Lys-Gly-Pro

126 Ser-Val-Phe-Pro-Leu-Ala-Pro-Ser-Ser-Lys-Ser-Thr-Ser-Gly-Gly-Thr-Ala-Ala-Leu-Gly-Cys -Leu-Val-Lys-Asp
151 Tvr-Phe-Pro—G[u-Pro-VaI-Thr—VaI-Ser—Trp—Asn—Ser-GIv-AJa-Leu—Thr—Ser-GIv-Vaf-His—Tlllr—Phe-Pro-AIa—VaI
176 Leu-Gln-Ser-Ser-Gly-Leu-Tyr-Ser-Leu-Ser-Ser-Val-Val-Thr-Val-Pro-Ser-Ser-Ser-Leu-Gly-Thr-GIn-Thr-Tyr

146

226 ;f-'«s».,crLg,rs-Thr-His-TI!r-C\_.rsm

|
201 IIE-CVSZDJ—ASH—VBI—Asn-Hi5-Lvs—Pro-Ser—Asn—Thr—L\_.!S—Va|—Asp-Lys—Arg—VaI-G|u—Pro—Lys—Ser—Pro—Lys-Serm—Cst
-ProvPro-C\rsmvPro-.ﬂ.la-Pro-G!u-Leu-LEu-GIy-GIy-Pro~Ser-VaI-th-Leu-Phe-Pro-Pro

251 Lys-Pro-Lys-Asp-Thr-Leu-Met-lle-Ser-Arg-Thr-Pro-Glu-Val-Thr-Cys***-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp

25

L
276 Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Ala-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin
301 Tyr-Asn’”-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-GIn-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys

351 Pro-GIn-VaI-Tyr-Thr—Leu-Pro-Pro-Ser-Arg-Aspm-Glu-l.eu

|
326 Cys’*-Lys-Val-Ser-Asn-Lys-Ala-Leu-Pro-Ala-Pro-lle-Glu-Lys-Thr-lle-Ser-Lys-Ala-Lys-Gly-GIn-Pro-Arg-Glu

363

376 Gly-Phe-Tyr-Pro-Ser-Asp-lle-Ala-Val-Glu-Trp-Glu-Ser-Asn-Gly-GlIn-Pro-Glu-Asn-Asn-Tyr-Lys-Thr-Thr-Pro
401 Pro-Val-Leu-Asp-Ser-Asp-Gly-Ser-Phe-Phe-Leu-Tyr-Ser-Lys-Leu-Thr-Val-Asp-Lys-Ser-Arg-Trp-GIn-GIn-Gly

-Thr-Lys-Asn-GIn-Val-Ser-Leu-Thr-Cys

"?}-Leu-Va}-Lvs

451 Gly-Lys

I
426 Asn-\.I’al-Phe-Ser-Cys"'m-Ser-VaI-Met-His-GIu-AIa-Leu-His-Asn-His-Tyr-Thr-GIn-Lvs-Ser-Leu-Ser-Leu-Ser-Pro

Tabla 3: Propiedades fisicoquimicas y biolégicas de LR004

Propiedad

Método analitico

Resultado

Peso molecular

Espectrometria de masas

LC: 23718 Da (alquilado) HC: 53037
Da (GOF/GOF alquilado)

Secuencia N-terminal

Degradacion de Edman

2 HC: (Q)VQLKQSGPGLVQPS LC:
DILLTQSPVILSVSP

Estructuras de Glicoforma

Waters Q-TOF

GOF/GOF, GOF/G1F GIF/GIF,
G1F/IG2F, G1F/G1F-SA® G1F/G2F-

EGFR

SAP:
Punto de fusion DSC 88,84 °Cc
pl IEF 7,0-8,6
Coeficiente de Extincion UV Ecuacion de ritmo 1,652 ml/mg cm
ELISA de Unién a Antigeno ELISA Unién a EGFR
Inhibicion del Crecimiento de S - ,
Células Tumorales Positivas para Cultivo celular Inhibicion del crecimiento de células
MDA-MB 468

@ Después de tratamiento con piroglutamato aminopeptidasa
b SA: Acido sialico, Acido N-acetilneuraminico (NANA)

¢ El punto de fusion de Erbitux® es 85,28 °C en el mismo tampdn de formulacién (NaCl 100 mM, glicina 100 mM,
polisorbato 80 al 0,01 %, acido citrico 10 mM, pH 5,5 a una concentraciéon de 20 mg 6 10 mg/ml)

IEF: enfoque isoeléctrico

pl: punto isoeléctrico
UV: ultravioleta

ELISA: ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
DSC: calorimetria diferencial de barrido

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo para el tratamiento de canceres que expresan EGFR,
y composiciones que lo comprenden. En algunos casos, el anticuerpo es LR004. En algunos casos, el anticuerpo esta
LR004 conjugado con un agente adicional. En algunos casos, el agente adicional comprende un marcador detectable

0 un agente terapéutico. En algunos casos, el marcador detectable incluye, pero no se limita a, un marcador

fluorescente o un marcador radiactivo. En algunos casos, el agente terapéutico comprende un agente
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quimioterapéutico, como un agente terapéutico para el cancer.

En general, los restos terapéuticos pueden conjugarse con el anticuerpo LR004 mediante cualquier técnica adecuada,
con la consideracion apropiada de la necesidad de estabilidad farmacocinética y una toxicidad general reducida para
el sujeto. Un agente terapéutico, citotoxico, o de marcado/formaciéon de imagenes (es decir, un "moiety") puede
acoplarse al anticuerpo directa o indirectamente (por ejemplo, mediante un grupo conector). Una reaccién directa entre
un resto y el anticuerpo LR004 es posible cuando cada uno posee un grupo funcional capaz de reaccionar con el otro.
Por ejemplo, un grupo nucledfilo, como un grupo amino o sulfhidrilo, puede reaccionar con un grupo que contiene
carbonilo, como un anhidrido o un haluro de acido, o con un grupo alquilo que contiene un buen grupo saliente (p. €j.,
un haluro). Como alternativa, puede usarse un grupo conector quimico adecuado. Un grupo conector puede funcionar
como un espaciador para distanciar el anticuerpo LR004 de un resto para evitar interferencias con las capacidades de
union. Un grupo conector también puede servir para aumentar la reactividad quimica de un sustituyente en un resto o
el anticuerpo LR004, y asi aumentar la eficacia del acoplamiento. Un aumento de la reactividad quimica también puede
facilitar el uso de restos o grupos funcionales en restos, que de lo contrario no seria posible.

Las quimicas de enlace adecuadas incluyen conectores de maleimidilo y enlaces de haluro de alquilo (que reaccionan
con un sulfhidrilo en el resto del anticuerpo) y enlaces de succinimidilo (que reaccionan con una amina primaria en el
resto de anticuerpo). Varios grupos de amina primaria y sulfhidrilo estan presentes en las inmunoglobulinas, y pueden
disefiarse grupos adicionales en moléculas de inmunoglobulinas recombinantes. Para los expertos en la materia sera
evidente que una variedad de reactivos bifuncionales o polifuncionales, tanto homo- como hetero-funcionales (como
los descritos en el catalogo de Pierce Chemical Co., Rockford, Ill.), pueden usarse como grupo conector. El
acoplamiento puede verse afectado, p. ej., mediante grupos amino, grupos carboxilo, grupos sulfhidrilo o restos de
carbohidratos oxidados (véase, p. €j., Pat. N.° 4.671.958).

Como método de acoplamiento alternativo, un resto al anticuerpo LR004 puede acoplarse mediante un grupo de
carbohidratos oxidados en un sitio de glicosilacion, como se describe en las patentes de EE.UU. N.°s 5.057.313 y
5.156.840. Otro método alternativo para acoplar el anticuerpo LR004 a un resto es mediante el uso de un par de unién
no covalente, como estreptavidina/biotina o avidina/biotina. En estas realizaciones, un miembro del par esta acoplado
covalentemente al anticuerpo LR004 y el otro miembro del par de unién esta acoplado covalentemente al resto.

Cuando un resto citotdxico o terapéutico es mas potente cuando esta libre de la parte de anticuerpo LR004 de los
inmunoconjugados de la tecnologia actual, puede ser deseable usar un grupo conector que sea escindible durante o
tras la internalizacion en una célula, o que sea escindible gradualmente con el tiempo en el entorno extracelular. Se
han descrito varios grupos enlazadores escindibles diferentes. Los ejemplos de la liberacion intracelular de un resto
citotdxico de estos grupos conectores incluyen, p. €j., pero no se limitan a, escision por reduccion de un enlace disulfuro
(p. €j., patente de EE.UU. N.° 4.489.710), por irradiacion de un enlace fotolabil (p. ej., patente de EE.UU. N.°
4.625.014), por hidrolisis de cadenas laterales de aminoacidos derivatizadas (p. €j., patente de EE.UU. N.° 4.638.045),
por hidrélisis mediada por complemento de suero (p. €]., patente de EE.UU. N.° 4.671.958), e hidrdlisis catalizada con
acido (p. €j., patente de EE.UU. N.° 4.569.789).

En una realizacion, el anticuerpo LR004 esta acoplado a mas de un agente terapéutico, fraccion citotoxica y/o de
formacion de imagenes. Al poli-derivatizar el anticuerpo LR004, pueden implementarse simultaneamente varias
estrategias citotdxicas, el anticuerpo LR004 puede hacerse util como agente de contraste para varias técnicas de
visualizacién, o un anticuerpo terapéutico puede marcarse para seguimiento mediante una técnica de visualizacion.
En una realizacién, multiples moléculas de un resto citotdxico se acoplan a un anticuerpo LR004. En una realizacion,
el anticuerpo LR004 esta acoplado a una mezcla de al menos dos restos seleccionados del grupo que consiste en: un
resto citotdxico; resto terapéutico; y resto de marcado/formacion de imagenes. Es decir, mas de un tipo de resto puede
acoplarse a un anticuerpo LR004. Por ejemplo, un resto terapéutico, como un polinucleétido o secuencia antisentido,
puede conjugarse con el anticuerpo LR004 junto con un resto quimiotdxico o radiotéxico, para aumentar la eficacia de
la terapia quimio- o radiotoxica, ademas de reducir la dosis requerida necesaria para obtener el efecto terapéutico
deseado. Independientemente de la realizacién particular, dos inmunoconjugados con mas de un resto pueden
prepararse de varias maneras. Por ejemplo, mas de un resto puede acoplarse directamente al anticuerpo LR004, o
conectores que proporcionan multiples sitios para la union (p. ej., pueden usarse dendrimeros). Como alternativa,
puede usarse un vehiculo con la capacidad de contener mas de un resto citotoxico.

Como se explico anteriormente, el anticuerpo LR004 puede soportar el resto(s) de varias maneras, incluyendo enlaces
covalentes ya sea directamente o mediante un grupo conector y asociaciones no covalentes. En una realizacion, el
anticuerpo se combina con vehiculos de encapsulacion. Esto es especialmente util en realizaciones terapéuticas
quimiotoxicas, ya que pueden permitir que las composiciones terapéuticas liberen gradualmente el resto quimiotoxico
del anticuerpo LR004 a lo largo del tiempo mientras lo concentran cerca de las células diana.

En una realizacion, el anticuerpo LR004 esta acoplado con un resto citotdxico que es un radionuclido. Los radionuclidos
preferentes para uso como restos citotdxicos son radionuclidos que son adecuados para administraciéon farmacologica.
Dichos radionticlidos incluyen 21, 12|, 131] 90y 211At, 67Cy, 186Re, 188Re, 212Pb, y 2'2Bi. Los is6topos de yodo y astatina
son los radionuclidos mas preferentes para uso en las composiciones terapéuticas de la tecnologia actual, ya que se
ha acumulado una gran cantidad de bibliografia sobre su uso. '3l es particularmente preferente, al igual que otros
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nuclidos emisores de radiacion B, que tienen un alcance eficaz de varios milimetros. 231, 125, 131] o 2"1At pueden
conjugarse con el anticuerpo LR004 para usar en las composiciones y métodos que utilizan cualquiera de varios
reactivos de conjugacién conocidos, incluyendo yodogeno, 3- [?''At]astatobenzoato de N-succinimidilo, 3-
['®*"l]yodobenzoato de N-succinimidilo (SIB), y, 5- ['3'llyodob-3-piridinacarboxilato de N-succinimidilo (SIPC). Cualquier
is6topo de yodo puede utilizarse en los reactivos de yodo mencionados. Otros radionuclidos pueden conjugarse con
el anticuerpo LR004 mediante agentes de quelacion adecuados conocidos por los expertos en las técnicas de medicina
nuclear.

En una realizacion, el anticuerpo LR004 esta acoplado con un resto quimiotdxico. Los agentes quimiotdxicos incluyen,
pero no se limitan a, farmacos de molécula pequefia como metotrexato y analogos de pirimidina y purina. Los
inductores de diferenciacién de quimiotoxina incluyen ésteres de forbol y acido butirico. Los restos quimiotdxicos se
pueden conjugar directamente con el anticuerpo LR004. En una realizacion, el anticuerpo LR004 est4 acoplado a un
resto citotoxico mediante un conector quimico. En otra realizacién, un resto se encapsula en un vehiculo, que, a su
vez, estd acoplado al anticuerpo LR004.

En una realizacion, el anticuerpo LR004 esta acoplado con un resto de toxina proteica. Las proteinas de toxina
preferentes para uso cgomo restos citotoxicos, incluyen, p. ej., pero no se limitan a, antibidticos de Actinomycetes o
Streptomyces, duocarmicina, taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopésido,
tenopésido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracina didne, mitoxantrona,
mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propanolol y
puromicina y analogos u homélogos de los mismos. Las proteinas de toxina preferentes para uso como restos
citotdxicos incluyen ademas ricina, abrina, toxina diftérica, toxina colérica, gelonina, exotoxina de Pseudomonas, toxina
de Shigella, proteina antiviral de hierba carmin y otras proteinas de toxina conocidas en las técnicas de bioquimica
medicinal. Como estos agentes de toxina pueden provocar respuestas inmunitarias indeseables en el sujeto,
especialmente si se inyectan por via intravascular, es preferente encapsularlos en un vehiculo para acoplamiento al
anticuerpo LR004.

En una realizacién, el anticuerpo LR004 se combina con una toxina enzimaticamente activa. La toxina
enzimaticamente activa puede ser de origen bacteriano o vegetal, o un fragmento enzimaticamente activo ("cadena
A") de dicha toxina. Las toxinas enzimaticamente activas y sus fragmentos Utiles en la presente tecnologia son la
cadena de difteria A, fragmentos activos de no uniéon de la toxina de difteria, cadena A de la exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, sarcina alfa, proteinas
de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolacca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de
Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina y enomicina. Los conjugados del anticuerpo LR004 con restos citotdxicos se preparan usando una variedad
de agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales. Ejemplos de tales reactivos son SPDP, IT, derivados
bifuncionales de imidoésteres como HC1 de adipimidato de dimetilo, ésteres activos como suberato de disuccinimidilo,
aldehidos como glutaraldehido, compuestos de bis-azido como bis(p-azidobenzoilhexanodiamina, derivados de bis-
diazonio como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina, diisocianatos como 2,6-diisocianato de tolileno y compuestos de
fldor bis-activos como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno. La parte de lisis de una toxina puede unirse al fragmento Fab
del anticuerpo LR004.

En una realizacion, el anticuerpo LR004 esta acoplado con un resto terapéutico. Un resto terapéutico incluye, p. €j.,
pero no se limita a, anti-metabolitos (p. ej., metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil
decarbazina), agentes alquilantes (p. ej., mecloretamina, tioepa clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU) y
lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiamina-
platino (Il) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina),
antibidticos (por ejemplo, dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC)),
doxorrubicina (adriamicina), cisplatino, sulfato de bleomicina, carmustina, clorambucilo, ciclofosfamida hidroxiurea o
ricina A, y agentes anti-mitéticos (p. ej., vincristina y vinblastina).

Las técnicas para conjugar tal resto terapéutico con el anticuerpo LR004 son bien conocidas, véase, p. €j., Arnon, et
al., "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies And Cancer
Therapy, Reisfeld, et al. (eds.), pags. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom, et al., "Antibodies For Drug Delivery",
en Controlled Drug Delivery (2a Ed.), Robinson, et al. (eds.), pags. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe,
"Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", en Monoclonal Antibodies '84: Biological And
Clinical Applications, Pinchera, et al. (eds.), pp. 475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future Prospective Of The
Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And
Therapy, Baldwin, et al. (eds.), pp. 303-16 (Academic Press 1985), y Thorpe, et al., "The Preparation And Cytotoxic
Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev., 62: 119-58 (1982).

En una realizacion, el anticuerpo LR004 esta acoplado con un resto marcador, es decir, grupo detectable. El marcador
particular o grupo detectable conjugado con el anticuerpo LR004 no es un aspecto critico de la tecnologia actual,
siempre que no interfiera significativamente con la unién especifica del anticuerpo. El grupo detectable puede ser
cualquier material que tenga una propiedad fisica o quimica detectable. Dichos marcadores detectables se han
desarrollado bien en el campo de los inmunoensayos y la formacién de imagenes, en general, la mayoria de las
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etiquetas Utiles en tales métodos puede aplicarse a la tecnologia actual. Por tanto, una etiqueta es cualquier
composicion detectable por espectroscopia, fotoquimicos, actividades bioquimicas, inmunoquimicas, eléctricas,
medios 6pticos o quimicos. Las etiquetas utiles incluyen perlas magnéticas (p. ej., Dynabeads™), tintes fluorescentes
(p. €j., isotiocianato de fluoresceina, rojo Texas, rodamina y similares), radiomarcadores (p. €j., °H, '*C, 38, 125, 121,
"2|n, ¥mTc), otros agentes de formacién de imagenes como microburbujas (para imagenes por ultrasonidos), '8F, ''C,
50, (para tomografia por emision de positrones), %™TC, ""'In (para tomografia de emisién de foton Gnico), enzimas
(p. €j., peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina y otras utilizadas cominmente en un ELISA), y etiquetas
calorimétricas como perlas de oro coloidal o vidrio coloreado o plastico (p. €j., poliestireno, polipropileno, latex, y
similares). Las patentes que describen el uso de tales etiquetas incluyen las patentes de EE.UU. N.°s 3.817.837;
3.850.752; 3.939.350; 3.996.345; 4.277.437; 4.275.149; y 4.366.241. Véase también Handbook of Fluorescent Probes
and Research Chemicals (62 ed., Molecular Probes, Inc., Eugene OR.).

El marcador puede acoplarse directa o indirectamente al componente deseado de un ensayo segun métodos bien
conocidos en la técnica. Como se indicd anteriormente, puede utilizarse una amplia variedad de etiquetas, con la
eleccion de la etiqueta segun la sensibilidad requerida, facilidad de conjugaciéon con el compuesto, requisitos de
estabilidad, instrumentacién disponible y disposiciones de eliminacion.

Las etiquetas no radiactivas a menudo se adhieren por medios indirectos. Generalmente, una molécula de ligando (p.
ej., biotina) se une covalentemente a la molécula. El ligando después se une a una molécula anti-ligando (por ejemplo,
estreptavidina) que se detecta inherentemente o se une covalentemente a un sistema de sefial, como una enzima
detectable, un compuesto fluorescente o un compuesto quimioluminiscente. Pueden usarse varios ligandos y anti-
ligandos. Cuando un ligando tiene un anti-ligando natural, p. €j., biotina, tiroxina y cortisol, puede usarse junto con anti-
ligandos, naturales, marcados. Como alternativa, cualquier compuesto hapténico o antigénico puede usarse en
combinacién con el anticuerpo LR004.

Las moléculas también pueden conjugarse directamente a compuestos generadores de sefiales, p. €j., por conjugacion
con una enzima o fluoréforo. Las enzimas de interés como etiquetas seran principalmente hidrolasas, particularmente
fosfatasas, esterasas y glicosidasas u oxidorreductasas, particularmente peroxidasas. Los compuestos fluorescentes
utiles como restos de marcado, incluyen, pero no se limitan a, p. ej., fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus
derivados, dansilo, umbeliferona y similares. Los compuestos quimioluminiscentes utiles como restos de marcado,
incluyen, pero no se limitan a, p. €j., luciferina y 2,3-dihidroftalazinadionas, p. €j., luminol. Para una revision de varios
sistemas de marcado o produccion de sefiales que pueden usarse, véase, Pat. de EE. UU. N.° 4.391.904.

Los medios de deteccion de etiquetas son bien conocidos por los expertos en la materia. Por tanto, por ejemplo,
cuando la etiqueta es una etiqueta radiactiva, los medios para deteccion incluyen un contador de centelleo o una
pelicula fotografica como en autorradiografia. Cuando la etiqueta es una etiqueta fluorescente, puede detectarse
excitando el fluorocromo con la longitud de onda de luz adecuada y detectando la fluorescencia resultante. La
fluorescencia puede detectarse visualmente, mediante una pelicula fotografica, mediante el uso de detectores
electronicos como dispositivos de carga acoplada (CCD) o fotomultiplicadores y similares. Igualmente, los marcadores
enzimaticos pueden detectarse proporcionando los sustratos apropiados para la enzima y detectando el producto de
reaccion resultante. Finalmente, las etiquetas colorimétricas simples pueden detectarse simplemente observando el
color asociado con la etiqueta. Por tanto, en varios ensayos con tira reactiva, el oro conjugado a menudo aparece
rosado, mientras que varias perlas conjugadas aparecen del color de la perla.

lll. PREPARACION DE LR004

LR0O04 es un anticuerpo monoclonal quimérico, recombinante, humano/ratén recombinante que se une
especificamente a la parte N-terminal de un EGFR humano. La secuencia de las cadenas pesadas y ligeras LR004 se
proporciona en la Tabla 2. Como se discutié anteriormente, la secuencia se modificé a partir de la secuencia de
cetuximab publicada en el Drug Bank (Numero de Acceso: DB00002), que incorpora cinco cambios de aminoacidos.

El anticuerpo LR004 puede producirse en células CHO usando métodos conocidos en la técnica. La produccion del
anticuerpo en estas células da como resultado dos diferencias en la estructura del carbohidrato en comparacién con
cetuximab, que se produce en células SP2/0. En particular, el acido sidlico del LR004 es el acido N-acetilneuraminico
(NANA) a diferencia del acido N-glicolilneuraminico (NGNA) en cetuximab. NANA se considera mas humano que
NGNA. También, aunque cetuximab contiene un alto nivel de galactosa-o-1,3-galactosa, que es un potente
inmundégeno de oligosacaridos, LR004 no contiene una cantidad detectable de dicha estructura del carbohidrato. El
perfil de glicano de LR004 es mucho menos inmunorreactivo que el de cetuximab, haciendo que sea mas seguro para
administracion a sujetos humanos. También, debido a estas secuencias y diferencias postraduccionales, LR004
demuestra una semivida sérica mas larga que cetuximab en regimenes de tratamiento de dosis repetidas y una mayor
termoestabilidad.

El anticuerpo recombinante LR004 puede expresarse en células CHO usando métodos conocidos en la técnica. En
algunas realizaciones, el anticuerpo se expresa usando un vector de expresion de mamifero introducido en las células
CHO del hospedador. En algunas realizaciones, el anticuerpo se expresa a partir de secuencias recombinantes
integradas de manera estable en el genoma de la célula CHO del hospedador.
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Las construcciones de polinucleétidos recombinantes que codifican el anticuerpo LR004 incluiran tipicamente una
secuencia de control de expresion unida operativamente a las secuencias codificantes del anticuerpo. Como tal, otro
aspecto de la presente tecnologia incluye vectores que contienen una o mas secuencias de &cidos nucleicos que
codifican el anticuerpo LR0O04. Lerner, et al., han descrito métodos para producir diversas poblaciones de vectores,
Pat. de EE.UU. N.° 6.291.160; 6.680.192.

Un acido nucleico que codifica el anticuerpo LR004 de la presente tecnologia puede expresarse en células CHO
usando un vector de expresion de mamifero. Los ejemplos de vectores de expresién en mamiferos incluyen, pero no
se limitan a, pCDM8 (Seed,. Nature 329: 840, 1987) y pMT2PC (Kaufman,, et al., EMBO J. 6: 187-195, 1987). Por
ejemplo, los promotores usados comunmente derivan de polioma, adenovirus 2, citomegalovirus, y virus simio 40.
Para sistemas de expresidon adecuados para células eucariotas Utiles para expresion del anticuerpo LR004. Véase, p.
€j., Capitulos 16 y 17 de Sambrook, et al., "MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL. 2a ed., Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una célula CHO en donde se ha introducido un vector de
expresion de mamifero que comprende secuencias codificantes de LR004. En algunas realizaciones, las secuencias
codificantes de LR004 estan presentes en un vector replicable separado del genoma de la célula CHO. En algunas
realizaciones, las secuencias codificantes de LR004 estan integradas de manera estable en el genoma de la célula
CHO.

Una vez expresados, el anticuerpo LR004 puede aislarse y purificarse usando métodos conocidos en la técnica. La
actividad biolégica del anticuerpo puede determinarse usando métodos conocidos en la técnica y descritos en este
documento. Por ejemplo, la actividad biolégica del anticuerpo puede determinarse in vitro evaluando la especificidad
de union del anticuerpo para EGFR, la capacidad del anticuerpo para inhibir la fosforilaciéon de EGFR in vitro o in vivo,
y evaluar el efecto del anticuerpo sobre la proliferacién de células tumorales in vitro o en modelos animales.

IV. METODOS DE TRATAMIENTO

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos para tratar canceres que expresan EGFR que
comprenden administrar el anticuerpo LR004 a un sujeto que lo necesita, solo o en combinaciéon con uno o mas
agentes terapéuticos adicionales. En algunos casos, el uno o mas agentes terapéuticos comprende, una proteina o
péptido, como, por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa o fragmento activo de la misma, como abrina, ricina A,
exotoxina de Pseudomonas, o toxina de difteria; una proteina como factor de necrosis tumoral o interferén alfa; o,
modificadores de la respuesta bioldgica, tales como, p. €j., linfoquinas, interleucina-1 ("IL-1"), interleucina-2 ("IL-2"),
interleucina-6 ("IL-6"), factor estimulante de las colonias de granulocitos ("GM-CSF"), factor estimulante de las colonias
de granulocitos ("G-CSF") u otros factores de crecimiento.

En algunos casos, el agente terapéutico comprende un agente quimioterapéutico, incluyendo, pero sin limitarse a,
alcaloides de la vinca, agentes que interrumpen la formacién de microtubulos (como colchicinas y sus derivados),
agentes antiangiogénicos, anticuerpos terapéuticos, agentes dirigidos a EGFR, agente de direccionamiento de tirosina
quinasa (como inhibidores de tirosina quinasa), complejos de metales de transicion, inhibidores de proteosoma,
antimetabolitos (como analogos de nucledsidos), agentes alquilantes, agentes a base de platino, antibidticos de
antraciclina, inhibidores de topoisomerasa, macrdlidos, retinoides (como acidos all-trans retinoicos o sus derivados);
geldanamicina o un derivado de la misma (como 17-AAG), y otros agentes quimioterapéuticos estandar bien
reconocidos en la técnica.

En algunos casos, el agente quimioterapéutico incluye uno o mas de adriamicina, colchicina, ciclofosfamida,
actinomicina, bleomicina, duanorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, mitomicina, metotrexato, mitoxantrona,
fluorouracilo, carboplatino, carmustina (BCNU), metil-CCNU, cisplatino, etopdsido, interferones, camptotecina y
derivados de la misma, fenesterina, taxanos y derivados de los mismos (por ejemplo, taxol, paclitaxel y derivados del
mismo, taxotere y derivados del mismo, y similares), topetecan, vinblastina, vincristina, tamoxifeno, piposulfan, nab-
5404, nab-5800, nab-5801, Irinotecan, HKP, ortataxel, gemcitabina, oxaliplatino, Herceptin®, vinorelbina, Doxil®,
capecitabina, Alimta®, Avastin®, Velcade®, Tarceva®, Neulasta®, lapatinib, sorafenib, erlotinib, Erbitux®, derivados
de los mismos, agentes quimioterapéuticos conocidos en la técnica, y similares. En algunos casos, el agente
quimioterapéutico es una composicion que comprende nanoparticulas que comprenden un derivado de tiocolchicina y
una proteina vehiculo (como albumina).

En algunos casos, el agente quimioterapéutico es un agente antineoplasico que incluye, pero no se limita a,
carboplatino, Navelbine® (vinorelbina), antraciclina (Doxil®), lapatinib (GW57016), Herceptin®, gemcitabina
(Gemzar®), capecitabina (Xeloda®), Alimta®, cisplatino, 5-fluorouracilo (5-Fu), epirrubicina, ciclofosfamida, Avastin®,
Velcade®, etc.

En este documento la referencia a un agente quimioterapéutico se aplica al agente quimioterapéutico o sus derivados

Y, en consecuencia, la presente tecnologia incluye cualquiera de estos casos (agente; agente o derivado(s)). Los
"derivados" o "analogos" de un agente quimioterapéutico u otro resto quimico incluyen, pero no se limitan a,
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compuestos que son estructuralmente similares al agente o resto quimioterapéutico o estan en la misma clase quimica
general que el agente o resto quimioterapéutico. En algunos casos, el derivado o analogo del agente o resto
quimioterapéutico conserva propiedades quimicas y/o fisicas similares (incluyendo, por ejemplo, funcionalidad) del
agente o resto quimioterapéutico.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para tratar el cancer que comprende determinar si un
sujeto es hipersensible al cetuximab o esta predispuesto a tener una reaccién de hipersensibilidad al cetuximab. En
algunos casos, el método comprende determinar si IgE anti-cetuximab esta presente en el suero del sujeto. En algunos
casos, el método comprende determinar si IgE anti-galactosa-a-1,3-galactosa (Gala1,3Gal) esta presente en el suero
del sujeto. En algunos casos, IgE anti-cetuximab o IgE anti-Gala1,3Gal se mide mediante ELISA. En algunos casos,
IgE anti-cetuximab o la IgE anti-Gala1,3Gal se mide usando un ensayo de radioalergosorcion. En algunos casos, IgE
anti-cetuximab o IgE anti-Gala1,3Gal se mide con ImmunoCAP®.

La deteccion de IgE anti-cetuximab o IgE anti-Gala1,3Gal mediante ELISA puede realizarse utilizando protocolos
conocidos en la técnica, como los descritos en Plum, et al., J. Biol. Chem. 286(50):43103-43111 (2011); Mariotte, et
al., mAbs 3(4):396-401 (2011); y Chung, et al., N. Engl. J. Med. 358(11): 1109-1117 (2008). Por ejemplo, Gala1,3Gal
o el propio cetuximab pueden usarse como reactivo de recubrimiento para proporcionar determinantes inmovilizados
para union a IgE. IgE anti-cetuximab o IgE anti-Gala1,3Gal unida a los determinantes inmovilizados pueden detectarse
usando anticuerpos secundarios especificos de IgE y medios apropiados para desarrollar y/o cuantificar el marcador.

Las muestras de pacientes pueden compararse con controles positivos y negativos preparados usando sueros
apropiados y/o reactivos bioquimicos. Por ejemplo, los controles negativos pueden prepararse utilizando sueros de
sujetos que se sabe que carecen de hipersensibilidad a cetuximab, con controles positivos preparados con sueros de
sujetos con hipersensibilidad conocida a cetuximab. La definicion y la clasificacion de la hipersensibilidad al cetuximab
pueden basarse en los sintomas enumerados en National Cancer Institute Common Toxicity Criteria, version 3.11,16,
que proporciona las caracteristicas de una reaccion de grado 1 como enrojecimiento transitorio o erupciéon cutanea
con fiebre de menos de 38 °C (100,4 °F); los de una reaccién de grado 2 como erupcién o enrojecimiento, urticaria y
disnea con o sin fiebre de mas de 38 °C; los de grado 3 como erupcién cutanea, disnea e hipotension; y los de grado
4 como anafilaxis.

Como se conoce en la técnica, los sujetos que tienen IgE anti-cetuximab en suero o IgE anti-Gala1,3Gal tienen una
mayor incidencia de hipersensibilidad severa al cetuximab que los que no tienen IgE. En consecuencia, el nivel de IgE
anti-cetuximab o IgE anti-Gala1,3Gal de un sujeto puede servir como indicador de si el sujeto ha tenido o esta
predispuesto a tener una hipersensibilidad severa al cetuximab, y si el sujeto es candidato para el tratamiento con
cetuximab. Un nivel de IgE anti-cetuximab o IgE anti-Gala1,3Gal mayor que los controles negativos indica que un
sujeto tiene un riesgo elevado de hipersensibilidad a cetuximab en comparacién con los sujetos que no tienen un nivel
de IgE anti-cetuximab o IgE anti-Gala1,3 Gal mas alto que los controles negativos.

En algunos casos, un sujeto con mayor riesgo de hipersensibilidad a cetuximab tiene niveles séricos de IgE anti-
cetuximab o anti-Gala1,3Gal IgE de al menos aproximadamente 1 a al menos aproximadamente 99 por ciento mas
que un sujeto que no tiene un mayor riesgo de hipersensibilidad a cetuximab. En algunos casos, el sujeto tiene niveles
de IgE anti-cetuximab o IgE anti-Gala1,3Gal al menos aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77,
78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99 por ciento mas que un sujeto
que no ha aumentado riesgo de hipersensibilidad al cetuximab.

En algunos casos, un sujeto con mayor riesgo de hipersensibilidad al cetuximab tiene niveles séricos de IgE anti-
cetuximab o IgE anti-Gala1,3Gal de al menos aproximadamente 1 a al menos aproximadamente 100 veces superior.
En algunos casos, el sujeto tiene niveles de IgE anti-cetuximab o IgE anti-Gala1,3Gal al menos aproximadamente 1,2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
68, 69, 70,71, 72,73, 74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99, 99 veces mayor que un sujeto que no tiene un mayor riesgo de hipersensibilidad a cetuximab.

El anticuerpo LR004 puede incorporarse en composiciones farmacéuticas adecuadas para administraciéon al sujeto
que lo necesite para el tratamiento de canceres que expresan EGFR. Las composiciones farmacéuticas generalmente
comprenden el anticuerpo junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable en una forma adecuada para una via
de administracion particular. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables se determinan en parte por la composicion
particular que se administra, asi como por el método particular usado para administrar la composicion. En
consecuencia, existe una amplia variedad de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas para
administrar las composiciones de anticuerpos (véase, p. €j., Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Co., Easton, PA 18th ed., 1990). Las composiciones farmacéuticas se formulan generalmente como estériles,
sustancialmente isotonicas y en total cumplimiento con todas las regulaciones de Buenas Practicas de Fabricaciéon
(GMP) de la Administracion de Farmacos y Alimentos de Estados Unidos.
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Las expresiones "farmacéuticamente aceptable", "fisioldgicamente tolerable", y variaciones gramaticales de las
mismas, que se refieren a composiciones, vehiculos, diluyentes y reactivos, se usan indistintamente y representan
que los materiales pueden administrarse a un sujeto o sobre él sin producir efectos fisioldgicos indeseables en un
grado que prohibiria la administracién de la composicion. Por ejemplo, "excipiente farmacéuticamente aceptable”
significa un excipiente que es util en la preparacién de una composicion farmacéutica que generalmente es segura,
no téxica y deseable, e incluye excipientes que son aceptables para uso veterinario, asi como para uso farmacéutico
humano. Tales excipientes pueden ser sdlidos, liquidos, semisélidos o, en caso de una composicidon en aerosol,
gaseosos. "Sales y ésteres farmacéuticamente aceptables” significa sales y ésteres que son farmacéuticamente
aceptables y tienen las propiedades farmacolégicas deseadas. Dichas sales incluyen sales que pueden formarse
cuando los protones acidos presentes en el anticuerpo pueden reaccionar con bases inorganicas u organicas. Las
sales inorganicas adecuadas incluyen las formadas con los metales alcalinos, p. €j., sodio y potasio, magnesio, calcio,
y aluminio. Las sales organicas adecuadas incluyen las formadas con bases organicas tales como bases de amina, p.
ej., etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, trometamina, N-metilglucamina, y similares. Dichas sales también
incluyen sales de adicion de acido formadas con acidos inorganicos (p. €j., acidos clorhidrico e bromhidrico) y acidos
organicos (p. e€j., acido acético, acido citrico, acido maleico y acidos alcano y arenosulfénicos tales como éacido
metanosulfénico y acido bencenosulfonico). Los ésteres farmacéuticamente aceptables incluyen ésteres formados a
partir de grupos carboxi, sulfoniloxi y fosfonoxi presentes en el anticuerpo, p. €j., ésteres de alquilo C1-6.

Los ejemplos preferidos de tales vehiculos o diluyentes incluyen, pero no se limitan a, agua, salina, soluciones de
Ringer, solucién de dextrosa, y albumina sérica humana al 5 %. También pueden usarse liposomas y vehiculos no
acuosos, tales como aceites fijos. El uso de tales medios y compuestos para sustancias farmacéuticamente activas
es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o compuesto convencional sea
incompatible con el anticuerpo, se contempla el uso de los mismos en las composiciones. También pueden
incorporarse compuestos activos complementarios en las composiciones.

Las composiciones farmacéuticas de la presente tecnologia estan formuladas para ser compatibles con la via de
administracion prevista, como, por ejemplo, via parenteral, tépica, intravenosa, oral, subcutanea, intraarterial,
intradérmica, transdérmica, rectal, intracraneal, intraperitoneal, intranasal; intramuscular o administracion respiratoria.

En algunos casos, las formulaciones se administran localmente, directamente en un tejido afectado. En algunos casos,
las formulaciones se administran por via sistémica. En algunos casos, las formulaciones se administran como un bolo.
En algunos casos, las formulaciones se administran para un suministro de liberacién prolongada.

Las soluciones o suspensiones utilizadas para aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea puede incluir los
siguientes componentes: un diluyente estéril, tal como agua para inyeccion, solucidén salina, aceites fijos,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; compuestos antibacterianos como alcohol
bencilico o metil parabenos; antioxidantes, tales como acido ascérbico o bisulfito sédico; compuestos quelantes como
acido etilendiamintetraacético (EDTA); tampones, tales como acetatos, citratos o fosfatos, y compuestos para ajuste
de la tonicidad como cloruro sédico o dextrosa. El pH puede ajustarse con acidos o bases, tales como &cido clorhidrico
o hidréxido de sodio. La preparacion parenteral puede encerrarse en ampollas, jeringuillas desechables o viales
multidosis hechos de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles
(en los casos donde sean hidrosolubles) y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. Para administracién intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucion salina
fisiologica, agua bacteriostatica, Cremophor ELTM (BASF, Parsippany, N.J.) o solucién salina tamponada con fosfato
(PBS). En todos los casos, la composicion ha de ser estéril y debe ser fluida hasta el punto de que pueda inyectarse
facilmente. Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y ha de preservarse frente a la accion
contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El portador puede ser un disolvente o medio de
dispersién que contiene, p. €j., agua, etanol, poliol (p. €j., glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares) y
mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, p. €]., mediante el uso de un recubrimiento
tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario en el caso de una dispersion y
mediante el uso de tensioactivos. La prevencién de la accion de los microorganismos puede lograrse mediante
diversos compuestos antibacterianos y antifungicos, p. €j., parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timerosal
y similares. En muchos casos, sera preferente incluir compuestos isotonicos, p. €j., aztcares, polialcoholes tales como
manitol, sorbitol, cloruro sédico en la composicion. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede
lograrse incluyendo en la composicion un compuesto retardante de la absorcion, p. ej., monoestearato de aluminio y
gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el anticuerpo en la cantidad requerida en un
disolvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, segun sea necesario,
seguido de esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el anticuerpo en un
vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos de
preparacién son secado al vacio y liofilizacién que produce un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente
adicional deseado de una solucion filtrada previamente estéril del mismo. Los agentes de la presente tecnologia
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pueden administrarse en forma de inyeccion de depdsito o preparacion de implante que puede formularse de tal
manera que permita una liberacion sostenida o pulsatil del principio activo.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Pueden atraparse en
capsulas de gelatina o compactarse formando comprimidos. Para fines de administracion terapéutica oral, el
anticuerpo LR004 o el conjugado de anticuerpos pueden incorporarse con excipientes y usarse en forma de
comprimidos, trociscos o capsulas. Las composiciones orales también pueden prepararse usando un transportador
fluido para su uso como enjuague bucal, en donde el compuesto en el transportador liquido se aplica por via oral se
usa como enjuague y se expectora o ingiere. Pueden incluirse compuestos de unién farmacéuticamente compatibles
y/o materiales adyuvantes como parte de la composicidon. Los comprimidos, pildoras, capsulas, trociscos y similares
pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes o compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante, tal
como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente, tal como almidén o lactosa, un compuesto
desintegrante como &cido alginico, Primogel o almidén de maiz; un lubricante, tal como estearato de magnesio o
Sterotes; un emoliente, tal como diéxido de silicio coloidal; un compuesto edulcorante como sacarosa o sacarina; o un
compuesto aromatizante como menta, salicilato de metilo o aroma de naranja.

Para administracion por inhalacion, el anticuerpo se administrar en forma de aerosol desde un recipiente o dispensador
presurizado que contiene un propulsor adecuado, p. €j., un gas, tal como diéxido de carbono o un nebulizador.

La administracion sistémica también puede ser por medios transmucosales o transdérmicos. Para administracion
transmucosa o transdérmica, se usan en la formulacion agentes penetrantes adecuados para la barrera que va a
permearse. Dichos agentes penetrantes se conocen generalmente en la técnica e incluyen, p. ej., para administracion
transmucosa, detergentes, sales biliares y derivados del acido fusidico. La administracion transmucosa puede lograrse
mediante el uso de pulverizaciones nasales o supositorios. Para administracion transdérmica, el anticuerpo se formula
en unglentos, balsamos, geles o cremas, como se conoce en general en la técnica.

El anticuerpo también puede prepararse como composiciones farmacéuticas en forma de supositorios (por ejemplo,
con bases de supositorios convencionales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencion para el
suministro rectal.

El anticuerpo puede prepararse con vehiculos que protegeran al anticuerpo contra la eliminacion rapida del cuerpo,
tal como una formulacion de liberacién controlada, incluyendo implantes y sistemas de suministro microencapsulados.
Biodegradable, se pueden usar polimeros biocompatibles, tales como acetato de etilenvinilo, polianhidridos, acido
poliglicdlico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Los métodos para preparar dichas formulaciones seran
evidentes para los expertos en la materia. Los materiales también pueden obtenerse comercialmente a través de Alza
Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Las suspensiones liposomales (incluyendo liposomas dirigidos a células
infectadas con anticuerpos monoclonales contra antigenos virales) también pueden usarse como vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Estas pueden prepararse segun métodos conocidos por los expertos en la materia, p.
ej., como se describe en la patente de EE.UU. N.° 4.522.811.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones orales o parenterales en forma de dosis unitaria para facilitar
la administracion y la uniformidad de la dosis. La forma de dosificacion unitaria usada en el presente documento se
refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto a tratar; cada unidad
contiene una cantidad predeterminada de anticuerpo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en
asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacién de las formas de unidad de dosificacion de la
presente tecnologia esta dictada por y depende directamente de las caracteristicas Unicas del anticuerpo y el efecto
terapéutico particular que se va a lograr, y las limitaciones inherentes en la técnica de combinar el anticuerpo para el
tratamiento de un sujeto.

Las moléculas de acido nucleico de la presente tecnologia pueden insertarse en vectores y usarse como vectores de
terapia génica. Los vectores de terapia génica pueden administrarse a un sujeto mediante, p. €j., inyeccién intravenosa,
administracion local (véase, p. €j., Pat. de EE.UU. N.° 5.328.470) o por inyeccién estereotactica (véase, p. €j., Chen,,
et al., 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3054-3057). La preparacion farmacéutica del vector de terapia génica
puede incluir el vector de terapia génica en un diluyente aceptable, o puede comprender una matriz de liberacion lenta
en la que esta incrustado el vehiculo de administracion génica. Como alternativa, cuando el vector completo de
administracion génica puede producirse intacto a partir de células recombinantes, p. e€j., vectores retrovirales, la
preparacion farmacéutica puede incluir una o mas células que producen el sistema de administracion génica. Las
composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un recipiente, paquete o dispensador junto con instrucciones para
su administracion.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para formacion de imagenes tumorales in vivo que
comprende administrar a un sujeto una cantidad de anticuerpo LR004 conjugado a un marcador detectable adecuado
para deteccion por rayos X, RMN o ESR. Para rayos X, las etiquetas adecuadas incluyen radioisétopos como bario o
cesio, que emiten radiaciones detectables. Los marcadores adecuados para RMN y ESR incluyen aquellos con un giro
caracteristico detectable, como deuterio, que puede incorporarse o conjugarse con el anticuerpo usando métodos
conocidos en la técnica.
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El anticuerpo LR004 que se ha marcado con un resto de imagen detectable apropiado, como un radioisé6topo (p. €j.,
1311, 112In, ¥mTc), una sustancia radiopaca o un material detectable por resonancia magnética nuclear, se introduce
(por ejemplo, parenteralmente, subcutaneamente o intraperitonealmente) en el sujeto. En la técnica se entendera que
el tamafio del sujeto y el sistema de formacion imagenes utilizados determinaran la cantidad de fraccion de imagen
necesaria para producir imagenes de diagnéstico. En el caso de un resto radioisotdpico, para un sujeto humano, la
cantidad de radiactividad inyectada normalmente variara de aproximadamente 5y 20 milicuries de "mTc. El anticuerpo
LR004 marcado se acumulara preferentemente en la ubicacion de las células que contienen el polipéptido diana
especifico. Por ejemplo, la formaciéon de imagenes tumorales in vivo se describe en S. W. Burchiel, et al., Tumor
Imaging: The Radiochemical Detection of Cancer 13 (1982).

El anticuerpo LR004 de la presente tecnologia es util para el tratamiento de canceres que expresan EGFR, y en
particular, para el tratamiento de canceres que expresan EGFR en sujetos que no pueden seguir el tratamiento con
cetuximab. Las composiciones y los métodos de la presente tecnologia son Utiles para tratar todos los canceres para
los que la inhibicién de EGFR es util, incluyendo, pero sin limitarse a, cancer de vejiga, mama, cuello del utero, colon,
colorrectal, cabeza y cuello, rifidn, pulmén, pancreatico y prostata.

Cuando se usa in vivo para terapia, el anticuerpo LR004 se administra al sujeto en cantidades eficaces (es decir,
cantidades que tienen el efecto terapéutico deseado). La dosis y el régimen de dosificacién dependeran del grado de
enfermedad que expresa EGFR presente en el individuo y de las caracteristicas de la enfermedad particular en
cuestién. En algunos casos, el anticuerpo se administra repetidamente en el transcurso de dias, semanas, meses o
afos hasta que se obtenga el grado de tratamiento deseado.

En algunos casos, el anticuerpo LR004 se administra junto con uno o mas agentes terapéuticos adicionales. En
algunos casos, el anticuerpo y los agentes terapéuticos adicionales muestran un efecto sinérgico para el tratamiento
de un cancer que expresa EGFR. Es decir, la combinacién de anticuerpo y agente terapéutico produce un efecto mayor
que el efecto aditivo con respecto a, por ejemplo, favorecer la regresién tumoral o suprimir el crecimiento tumoral. En
algunos casos, el efecto sinérgico permite la administracion de una dosis mas baja del anticuerpo y uno o mas agentes
adicionales de lla que seria eficaz si se usaran solos.

Tipicamente, una cantidad explicar de las composiciones de la tecnologia actual, suficiente para lograr un efecto
terapéutico o profilactico, varia de aproximadamente 0,000001 mg por kilogramo de peso corporal al dia a
aproximadamente 10.000 mg por kilogramo de peso corporal al dia. En algunos casos, los intervalos de dosificacion
son de aproximadamente 0,0001 mg por kilogramo de peso corporal al dia a aproximadamente 100 mg por kilogramo
de peso corporal al dia. En algunos casos, las composiciones se administran en un intervalo de dosificacion de
aproximadamente 0,0001 a 100 mg/kg, o de aproximadamente 0,01 a 5 mg/kg al dia. Por ejemplo, las dosificaciones
pueden ser 1 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de peso corporal al dia, o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg al dia.
En algunos casos, una dosis unica de anticuerpos varia entre 0,1-10.000 microgramos por kg de peso corporal. En
algunos casos, las concentraciones de anticuerpo en un vehiculo varian de 0,2 a 2000 microgramos por mililitro
administrado. Un régimen de tratamiento ilustrativo implica la administracion una vez cada dos semanas o una vez al
mes o0 una vez cada 3 a 6 meses. Los intervalos entre dosificaciones individuales pueden ser semanales,
mensualmente o anualmente. Los intervalos también pueden ser irregulares, segun se indique midiendo los niveles
de anticuerpos en sangre en el sujeto.

En algunos métodos, la dosificacion se ajusta para lograr una concentraciéon de anticuerpos en plasma, de 1-1000
mg/ml y en algunos métodos 25-300 mg/ml. Como alternativa, una formulaciéon puede administrarse como una
formulacion de liberacién sostenida, en cuyo caso se requiere una administracion menos frecuente. La dosificacién y
la frecuencia varian segun la semivida del anticuerpo en el sujeto.

En algunos casos, una cantidad eficaz de anticuerpo LR004 proporcionara un beneficio terapéutico sin causar
toxicidad sustancial al sujeto. La toxicidad del anticuerpo puede determinarse mediante procedimientos farmacéuticos
estandar en cultivos celulares o animales experimentales, p. €j., determinando la DLso (la dosis letal para el 50 % de
la poblacién) o la DL1oo (la dosis letal para el 100 % de la poblacion). La relacién de dosis entre efecto toxico y
terapéutico es el indice terapéutico. Los datos obtenidos de estos ensayos de cultivo celular y estudios en animales
pueden usarse para formular un intervalo de dosificacién que no sea téxico para uso en humanos. La dosificacién del
anticuerpo descrito en el presente documento se encuentra preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones
circulantes que incluyen la dosis eficaz con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este
intervalo dependiendo de la forma farmacéutica empleada y la via de administracion utilizada. La formulacién exacta,
la via de administracion y la dosificacion las puede elegir el médico individual en vista de la condicion del sujeto. Véase,
p. €j., Fingl, et al., En: The Pharmacological Basis of Therapeutics, Capitulo 1 (1975).

Dentro del alcance de la presente tecnologia también hay kits que comprenden el anticuerpo LR004 para uso en el
tratamiento de canceres que expresan EGFR. El kit puede contener una formulacién del anticuerpo adecuada para
una via de administracién particular y opcionalmente un medio para administrar la formulacion envasada en un
recipiente adecuado. El kit puede comprender ademas instrucciones para usar el kit para administrar el anticuerpo
LR0O04.
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El kit puede comprender una formulacién de anticuerpo LR004 junto con uno o mas agentes terapéuticos adicionales
o un marcador detectable.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar mas completamente las realizaciones preferentes de la presente
tecnologia. Estos ejemplos no deben interpretarse en modo alguno como limitantes del alcance de la tecnologia actual,
segun se define por las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1. Inhibicién de la Fosforilacion de EGFR

Los ensayos de fosforilacion y el analisis ELISA posterior se realizaron utilizando la linea celular A549 de carcinoma
de pulmén humano y la linea celular FaDu de carcinoma hipofaringeo. Las células fueron estimuladas con 750 ng/ml
de TGF en presencia de diferentes concentraciones de LR004 o Erbitux® durante 1 hora en hielo. Después de la
estimulacion, las células se lavaron con PBS y se lisaron con tampon de lisis celular para su posterior analisis ELISA.
La fosforilacion de los receptores EGF EGFR\HER2\HERS3 se determiné sondeando con un mAb pTyr-4G10 conjugado
con HRP y se detectdé mediante ELISA.

Los resultados de estos andlisis in vitro demostraron que tanto LR004 como Erbitux® pudieron inhibir la fosforilacién
de EGFR en la misma medida en todas las concentraciones probadas en ambas lineas celulares tumorales A549 y
FaDu (Figura 1).

Ejemplo 2. Citotoxicidad mediada por células dependiente de LR004

La citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) es un mecanismo de accion importante de
los anticuerpos monoclonales terapéuticos contra tumores. El objeto de este estudio fue determinar si LR004 y
Erbitux® podrian mediar ADCC contra células tumorales in vitro.

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se obtuvieron de donantes sanos y se usaron como células
efectoras. La linea celular de carcinoma hipofaringeo, FaDu, se usé como células diana. Las células FaDu se colocaron
en placas en formato de 96 pocillos a 5x10° células/pocillo. Se afiadié LR004 a diversas concentraciones (0,01-10.000
ng/ml) por triplicado a los pocillos individuales y se afiadieron células efectoras a una proporcion de efector: células
diana de 30:1 y se incub6 a 37 °C durante 4 horas, y ADCC se examind usando el ensayo de citotoxicidad no
radioactiva CytoTox 96.

Los resultados se muestran en la Figura 2. LR004 indujo una actividad ADCC significativa contra las células FaDu de
carcinoma hipofaringeo. En la proporcién de efector: dianade 30:1 y concentracion de LR004 de 100 ng/ml, ADCC
alcanzé el mayor porcentaje de citotoxicidad antitumoral. Los porcentajes de actividades de ADCC por PBMC de
donantes sanos fueron similares en respuesta a LR004 y Erbitux® en todas las concentraciones (0,01 - 10.000 ng/ml)
examinadas tanto en la muestra de control de referencia LR004 (LR004-201307001) como en el volumen de la solucion
(LR0O04-034-201304002). Ademas, hubo una dependencia de la dosis en ADCC mediada por LR004 contra células
tumorales FaDu, confirmando un mecanismo de accién antitumoral similar de LR004 y Erbitux®.

Los estudios farmacolégicos primarios realizados con LR004 incluyen estudios de unién en un sistema libre de células
con EGFR humano soluble y células que expresan EGFR, estudios de actividad antitumoral in vitro utilizando lineas
celulares de cancer EGFR-positivas, y actividad antitumoral in vivo en modelos de xenoinjerto de tumor humano EGFR-
positivo.

Ejemplo 3. Especificidad de Unién a LR004 y Afinidad
A. Union al receptor inmovilizado medido por ELISA

La especificidad de unién a LR004 se evalud in vitro por ELISA. EGFR, HER2 y HERS3 purificados fueron recubiertos
en microplacas y después se bloquearon. El material de referencia LR004 (LR004-RS-201307001), tres lotes de
solucién en volumen de LR004 (LR004-034-201304002, LR004-034-201304004, LR004-034-201305005), asi como
Erbitux® y el control de anticuerpo no relacionado hlgG1, se diluyeron individualmente a 2000, 400, 80, 16, 3.2, 0,64
y 0,128 ng/miL y se anadieron a pocillos que contenian los antigenos inmovilizados. Las placas se incubaron durante
30 minutos a 37 °C y se lavaron. La unién de LR004 o Erbitux® con antigenos inmovilizados se detectd con anticuerpo
secundario marcado con HRP y sustrato TMB.

Como se muestra en la Figura 3, tanto LR0O04 como Erbitux® se unieron solo al antigeno EGFR, y no a los antigenos
HER2 o HERS3, sugiriendo una alta especificidad para la diana de EGFR prevista. LR004 exhibié una afinidad de unién
casi idéntica por EGFR a la de Erbitux®.

B. Unién a EGFR soluble medido por BlAcore
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La afinidad de union de LR004 a sEGFR se determind por resonancia de plasmones superficiales (SPR) y ELISA 'y se
comparo con la de Erbitux®. En el ensayo SPR, LR004 o Erbitux® se inmovilizaron en un chip sensor de CM5 BlAcore,
Las proteinas no reticuladas se eliminaron y los sitios sin reaccionar se bloquearon. La proteina sEGFR humana
recombinante purificada a concentraciones de 8, 16, 32, 64 y 128 nM fluyé continuamente sobre la superficie del
sensor. La superficie del chip entre series se regeneré con Glicina-HCI 10 mM (pH 2,5).

En el ELISA, sEGFR se inmoviliz6 nuevamente en los pocillos de la microplaca. LR004 o Erbitux® se diluyeron y se
afnadieron a los pocillos recubiertos con SEGFR. Después de 1 hora de incubacion a 37 °C, la placa se lavé. La union
de LR0O04 o Erbitux® a sEGFR inmovilizado se detectd con anticuerpos monoclonales Fc anti-humanos marcados con
HRP y sustrato TMB. La densidad 6ptica (DO) de cada pocillo se determiné a una longitud de onda de 450 nm. Usando
esta metodologia, se presentan valores de Kd de 3,23 y 3,5 nM para LR004 y Erbitux®, respectivamente (Figura 4 y
Tabla 4).

Usando resonancia de plasmones superficiales (SPR/BlAcore), se descubrié que sEGFR se unia al LR004
inmovilizado con un valor de Kd de 2,80 nM, similar al observado para la unién del Erbitux® (Kd = 3,88 nM) (véase
Tabla 4 a continuacion).

Tabla 4 Afinidades de unién de LR004 y Erbitux® a EGFR humano

Método Forma del receptor LR004 | Erbitux®
Kd (nM)

SPR (BlAcore) | receptor soluble 2,80 [3,88
CEso (ng/ml)

ELISA | Receptor inmovilizado | 3,23 [3,50

C. Unioén de los EGFR de superficie celular Medido por Citometria de Flujo

La unién de LR0OO4 a los receptores de EGF de superficie celular se evalu6 mediante citometria de flujo en nueve
lineas celulares tumorales con diferentes niveles de expresion de EGFR. Como comparador para estos experimentos
se uso Erbitux® disponible comercialmente. La concentracion celular se ajustd a 2 x 10° células/ml y el ensayo de
union se realizd con 1 x 105 células. A las células se afiadieron dos concentraciones diferentes (200 ng/ml y 1000
ng/ml) de LR0O04 o Erbitux® y se incubaron conjuntamente a 4 °C durante 1 hora. Las células se lavaron con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) y se incubaron con IgG anti-humana de cabra conjugada con RPE a 4 °C. Las
células se lavaron y resuspendieron en 250 ml de PBS para analisis de citometria de flujo. La media geométrica (media
G) de la intensidad de fluorescencia se registro y se uso para el analisis de datos.

Como se muestra en la Figura 5, la uniéon de LR004 al receptor de EGF se detect6 en nueve lineas celulares tumorales
diferentes con niveles variables de expresion de EGFR, incluyendo la linea celular MKN28 de cancer gastrico, linea
celular A431 de carcinoma epidermoide, linea celular FaDu de carcinoma hipofaringeo, linea celular COLO205 de
adenocarcinoma colorrectal, linea celular AsPC-1 de adenocarcinoma de pancreas, lineas celulares HepG2 y 7402 de
carcinoma hepatocelular, lineas celulares MDA-MB-468 y MCF-7 de carcinoma de mama. La unién mas notable se
observo en MDA-MB-468 células de carcinoma de mama y en la linea de carcinoma epidermoide A431. La actividad
de union de LR004 a EGFR fue similar a la de Erbitux® en todas las lineas celulares tumorales examinadas, sugiriendo
que los dos anticuerpos pueden compartir el dominio de estructura similar en el sitio de uniéon de EGFR.

Posteriormente las lineas celulares MDA-MB-468, FaDu y A431 de alta expresion de EGFR se utilizaron como células
diana para el estudio de unién a LR004. En los primeros experimentos, LR004 se marcé con FITC y se us6 Erbitux®
sin marcar como ligando de competicion. En una segunda serie de experimentos, Erbitux® se marcé de manera similar
con FITC y LR004 se us6 como ligando de competicion. En cada caso, las concentraciones celulares se ajustaron a 2
x 108 células/ml y los ensayos de union se realizaron en 1 x 10% células. Se mezclaron volimenes iguales de LR004
conjugado con FITC con diferentes concentraciones de Erbitux® o mAb de IgG1 humana (80, 16, 3.2, 0,64, 0,128 y 0
mg/ml) y se afadieron a las células diana de alta expresion de EGFR. Después de incubacién durante 1 h en hielo,
las células se lavaron con PBS frio que contenia BSA al 0,2 %. Las células se lavaron y resuspendieron en 250 ml de
PBS para analisis de citometria de flujo.

Como se muestra en la Figura 6, se demostré que Erbitux® compite con LR004 por la unién a lineas celulares que
expresan EGFR. La unién de LR004 al receptor de EGF de la superficie celular diana fue derogada por Erbitux® de
una manera dependiente de la dosis. El tratamiento con dosis altas (20 mg/ml) bloque6 casi por completo la union de
LR004 conjugado con FITC. Por el contrario, los mAbs de control (IgG1 humana) no pudieron bloguear la unién de
LR004 con los receptores de EGF, sugiriendo que LR004 puede reconocer el epitopo de unién a ligando similar de los
receptores de EGF con Erbitux®. Los valores de Clso calculados para la inhibicion de la unién a LR004 por Erbitux®
se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5 Inhibicién de LR004 marcado con FITC por Erbitux® en tres lineas celulares de cancer
| Estirpe celular | Clzo (mg/ml) | Clso (mg/ml) | Clso (mg/ml) |
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FaDu 0,04 0,12 0,40
A431 0,19 0,61 1,91
MDA-MB-468 0,17 0,44 1,15

Usando un enfoque diferente, MDA-MB-468 se seleccion6 como la linea celular diana para la inhibicién de la union
con Erbitux® marcado por LR004. Los ensayos de union se realizaron en 1 x 10° células tumorales. Erbitux®
conjugado con FITC se mezcld con diferentes concentraciones de LR004 o mAb de IgG1 humana (80, 16, 3,2, 0,64,
0,128 y 0 mg/ml) y se afiadio a las células MDA-MB-468. Después de incubacion durante 1 h en hielo, las células se
lavaron con PBS frio que contenia BSA al 0,2 %. Las células se resuspendieron y analizaron por andlisis de citometria
de flujo.

Como se muestra en la Figura 7, se demostré que LR004 compite con Erbitux® por la unién de MDA-MB-468. La
unién de Erbitux® a los receptores de EGF de la superficie celular diana fue derogada por LR004 de una manera
dependiente de la dosis. El tratamiento con dosis altas (20 mg/ml) bloqued casi por completo LR004 conjugado con
FITC a los receptores. Por el contrario, los mAbs de control (IgG1 humana) no pudieron bloquear la unién de LR004
con los receptores de EGF. Los resultados en este estudio fueron comparables a los observados en los experimentos
anteriores con LR004 marcado, sugiriendo que LR004 y Erbitux® reconocen el mismo epitopo de union a ligando del
receptor EGF.

Ejemplo 4. Actividad antitumoral in vitro de LR004

La actividad antitumoral de LR004 también se examind directamente in vitro. Cuatro lineas celulares de cancer
humano, incluyendo células de cancer de mama MDA-MB-468, células de cancer de colon LoVo, células de carcinoma
hipofaringeo FaDu y células de carcinoma epidermoide A431, se probaron en este estudio.

En el primer estudio se utilizaron MDA-MB-468 y LoVo. Cada linea celular (5.000 células) se incub6é durante la noche.
El sobrenadante de cultivo de las lineas celulares tumorales se descartd y se afiadieron diferentes concentraciones
de LR0O04 o Erbitux®. Después de incubacion durante 48 horas a 37 °C, se anadieron 20 ml de sustrato mixto CCK-8
a cada pocillo y se incubaron durante 3 horas a 37 °C. La DO450nm se determiné usando un lector de microplacas.

En otro experimento, FaDu y A431 (5.000 células) se incubaron con diferentes concentraciones de LR004 o Erbitux®
en una placa de fondo plano de 96 pocillos por triplicado. Después de incubacion durante 96 horas a 37 °C, se afadid
sustrato a cada pocillo y se incub6 durante 10 minutos en la oscuridad. Las RLU (unidades de quimioluminiscencia
relativa) se determinaron utilizando un método de quimioluminiscencia. La relacién de inhibicion (RI) se calcul6 de la
siguiente manera: Rl (%) = [valor RLU de las células no tratadas - valor RLU de las células tratadas]/(valor RLU de las
células no tratadas)

Los resultados se muestran en la Figura 8. MDA-MB-468 fue la linea celular mas sensible a los anticuerpos en las
cuatro lineas celulares seleccionadas y la reaccion de A431 y FaDu fue mas débil. Ambos anticuerpos pudieron inhibir
la proliferacién de cada célula en la misma medida, sugiriendo que LR004 tiene una actividad antitumoral in vitro similar
contra Erbitux®.

Ejemplo 5. Actividad antitumoral in vivo de LR004

Para estudios de xenoinjerto tumoral humano con LR004 y Erbitux® se usaron ratones atimicos BALB/c. Un pequefio
grupo de cinco ratones se uso6 para establecer ratones portadores de tumores. Aunque la linea celular GEO de cancer
de colon humano vy la linea celular A549 de cancer de pulmén humano se utilizaron para el desarrollo del modelo de
xenoinjerto, aqui solo se presentan resultados con la linea GEO. Las células tumorales se inyectaron s.c. en el costado
posterior derecho de ratones atimicos. Cuando los tumores habian alcanzado un volumen de 400-600 mm?, se
seleccionaron ratones portadores de tumor con tumor y estado de salud buenos. Los tumores se extrajeron y se
cortaron en pequefios trozos de 2-3 mm3 de tamafio y se inocularon s.c. en el costado posterior derecho de los ratones
atimicos. Cuando los volimenes tumorales crecieron hasta 100-300 mm?3, los ratones se asignaron aleatoriamente a
grupos de dosis de control, baja, media y elevada de LR004 o Erbitux® a 10 ratones/grupo. Los ratones fueron
dosificados i.v., dos veces por semana. Las dimensiones del tumor se midieron dos veces por semana con
calibradores, y el peso del tumor se midié después de la eutanasia y la tasa de inhibicion del peso del tumor se calculd
para cada grupo. Los resultados se consideran negativos si la tasa fuera < 60 % y positivos si fuera > 60 %.

Figura 10 muestra el efecto antitumoral in vivo de dosis elevadas (100-200 mg/kg de LR004) y 100 mg/kg de Erbitux®
en xenoinjerto de carcinoma de colon humano GEO establecido. Los ratones fueron dosificados dos veces por semana
durante tres semanas.

En el siguiente experimento, se realizé una respuesta a la dosis con LR004 y como control se usé nuevamente una
dosis elevada de Erbitux®. En este experimento, los ratones recibieron inyecciones de 100 mg/kg/dosis de Erbitux®
0 25, 50 o 100 mg/kg/dosis de LR004, dos veces por semana durante cuatro semanas. Cada grupo consistio en 8
ratones.
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Los resultados se muestran en la Figura 10. LR004 y Erbitux® redujeron significativamente el volumen tumoral en
ambos estudios. El segundo experimento se repitid nuevamente con resultados muy similares y supresion tumoral
completa con todas las dosis de LR004 y Erbitux®. No hubo diferencias significativas entre los dos anticuerpos o entre
las diferentes dosis de LR004 utilizadas en estos experimentos.

Ejemplo 6. Farmacodinamica de LR004

Ademas de estos estudios farmacoldgicos iniciales in vitro e in vivo completados, la eficacia de LR004 contra varios
tipos de tumores diversos que expresan EGRF diferentes, incluyendo adenocarcinoma colorrectal SW948, carcinoma
epidermoide A431 y lineas tumorales MDA-MB-468 de carcinoma de mama, se evaluara como se muestra en la Tabla
6ylaTabla?7.

Tabla 6 Tipos de tumores que expresan EGFR evaluados en el modelo de xenoinjerto de ratéon In vivo
» Cancer de colon GEO » Adenocarcinoma colorrectal SW948
» Carcinoma epidermoide A431 » Carcinoma de mama MDA-MB-468

Los estudios con lineas tumorales GEO, SW948 y A4331 se realizaran en ratones atimicos BALB/c y (los tumores
MDA-MB-468 se evaluaran en ratones NOD SCID). Inicialmente se desarrollaran tumores soélidos in vivo en pequefios
grupos de ratones atimicos BALB/c. Cuando los tumores crecen hasta 400-600 mm?3, los tumores se extirparan y
cortaran en pequerios trozos de 2-3 mm?3, y se inocularan s.c. en grupos de ratones pequefios. Cuando los tumores
crecen hasta 100-300 mm3, los ratones se clasificaran aleatoriamente y los ratones seran dosificados i.v. dos veces
por semana durante 4 semanas con vehiculo, Erbitux® (dosis TBD) o una dosis baja, media o elevada de LR004. Los
ratones se observaran hasta 4 semanas después del implante de células tumorales y el volumen tumoral se medira y
calculara. El peso tumoral se medira después del sacrificio terminal y la tasa o efecto de inhibicion se calculara para
cada grupo de tratamiento en relacién con el control. Los resultados se consideraran negativos si la tasa es <60 %, y
se consideraran positivos si es >60 %. A continuacion, se presenta el disefio general de los estudios principales con
estas lineas celulares.

Tabla 7 Estudios farmacodindmicos de xenoinjerto tumoral In vivo con LR004

Grupo Tratamiento | Dosis (mg/kg) | Régimen de tratamiento | Numero de machos
. Dos veces a la semana
1 Vehiculo 0 10
durante 4 semanas
2 Erbitux® TBD 10
3 LR004 TBD (bajo) 10
4 LR004 TBD (medio) 10
5 LR00O4 TBD (alto) 10

Cada estudio de 50 ratones con estos cuatro tipos de tumor se repetira una vez para N = 2 para cada tipo de tumor.
Antes de cada estudio principal con grupos de 10 machos, se realizara un estudio piloto mas pequefo con LR004 y
Erbitux® utilizando grupos de 5 ratones machos, y una dosis baja y elevada de LR004 y una dosis eficaz conocida de
Erbitux®. Los resultados de estos estudios de eficacia definitivos se utilizaran para determinar el intervalo de dosis
para estudios posteriores de seguridad de dosis repetidas de LR004.

Ejemplo 7: Farmacologia
A. Farmacocinética de LR004 en monos Cinomolgos

Un estudio farmacocinético (PK) piloto se realizé en pequefios grupos de monos Cinomolgos machos como se muestra
en la Tabla 8. Dos monos macho fueron dosificados con 18 mg/kg de LR004 como una infusiéon IV de 1 hora. Un
segundo grupo de dos monos se dosificé de manera similar con 18 mg/kg de Erbitux® como se describe a continuacion
en la Tabla 8. Las muestras de sangre se recogieron en los momentos indicados hasta 24 dias (577 h) después de la
dosis, y las muestras de suero se prepararon y analizaron para determinar la concentracion de LR004 o Erbitux®
mediante un ELISA validado como se describié anteriormente.

Tabla 8 Estudio farmacocinético piloto de LR004 y Erbitux® en monos

Grupo | Tratamiento | .. . - ‘s Puntos temporales de muestreo de | Numero
Nivel de dosis | Administracién
. sangre (h) de
(mg/kg) de Dosis

machos

1 LR004 18,0 Infusion IV durante Predosis, 0,33, 0,67, 1, 2, 3,5, 9, 13, 2

2 Erbitux® 18,0 60 minutos 25, 49, 97, 145, 193, 241, 289, 337, 2

385, 433, 481, 529, 577

La cinética de LR004 y Erbitux® fue casi idéntica después de la infusién IV de dosis Unica a 18 mg/ml en monos
Cinomolgos macho. Los valores de Cmax variaron entre 403-423 para Erbitux® y LR004, respectivamente, con una
Tmax de 1 h correspondiendo al final de la infusidon de 1 h. Las exposiciones, segun lo evaluado por los niveles de AUC
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fueron practicamente idénticas (30-32 mg h/l). Los valores de semivida también fueron muy similares y fueron de 133-
137 h para Erbitux® y LR004, respectivamente. Como se muestra en la Figura 11 y la Tabla 9, LR004 exhibié una
cinética coherente con las ya establecidas para el producto comercializado Erbitux®.

Tabla 9 Parametros farmacocinéticos de LR004 y Erbitux® después de 1 h IV

Infusién

Parametro Erbitux® LR004
Cmax(ng-ml") 403,24 423,82
Tmax (h) 1,00 1,00
AUC (=) (mg-h-I'") 30,45 31,91
MRT? (h) 126,50 123,97
CL (ml-h"-kg™") 0,64 0,56
Vd (ml-kg™) 121,11 109,97
t12 () 133,14 137,08
@ MRT: Tiempo medio de permanencia (horas)

B. Farmacocinética de LR004 en monos con dosificacion IV tnica y repetida

Grupos de seis monos Cinomolgos por sexo se trataron con una dosis Unica de 18 mg/kg de Erbitux® o dosis IV
repetidas de Erbitux® los dias 1, 21, 28 y 35, o dosis Unicas de LR004 de 6, 18 0 54 mg/kg o dosis IV repetidas de 18
mg/kg de LR0O04 los dias 1, 21 y 35 como se muestra en la Tabla 10. Se recogieron muestras de sangre y se prepararon
muestras de suero de cada animal antes de la dosificacién y a las 0,33, 0,67 1, 2, 3, 5, 9, 13, 25, 49, 97, 145, 193, 241
horas (10 dias) para monos dosificados a 6 mg/kg, hasta 18 dias después de la dosificacion con 18 mg/kg, hasta 28
dias para dosificacion a 54 mg/ kg. Para los monos dosificados repetidamente con LR004 o Erbitux® a 18 mg/kg, se
recogieron muestras de sangre durante un maximo de 22 dias (529 horas) después de la dosis final el dia 35, como
se presenta en la Tabla 10. Las muestras de suero se analizaron para determinar las concentraciones de LR004 o
Erbitux® utilizando un método ELISA validado.

Tabla 10 Disefio del estudio PK/TK de dosis IV Unica y repetida de LR004 y Erbitux® en Monos Cinomolgos
Grupo | Tratamiento| Nivel de Régimen de Puntos temporales de Numero de monos
Dosis Dosis extraccion de sangre (h) por sexo
(mg/kg) (después de dosis final)

1 Erbitux® 18 Dosis Unica 0-432 h 3

2 Erbitux® 18 Dias 1, 21, 28, 35 0-529 h 3

3 LRO04 6 Dosis Unica 0-240 h 3

4 LRO04 18 Dosis Unica 0-432 h 3

5 LRO04 18 Dias 1, 21, 28, 35 0-529 h 3

6 LR0O04 54 Dosis uUnica 0-672 h 3

Después de la administracion de la dosis unica IV de LR004 a monos Cinomolgos machos y hembras a 6, 18 o 54
mg/kg, se observd una exposicién sérica dependiente de la dosis y una cinética sérica de primer orden para este
anticuerpo (Figura 12). La concentracién sérica maxima (Cmax) varié entre 148 mg/ml y 992 mg/ml para los niveles de
dosis de 6 y 54 mg/kg, respectivamente. El Tmax observado fue de aproximadamente 1 hora en los tres niveles de
dosis, y la semivida de LR004 determinada en este experimento aumentd con la dosis y varié de 51 h a 6 mg/kg a 98
h a 18 mg/kg a 116 horas a 54 mg/kg (Tabla 11). La exposicion general, segun lo determinado por los valores de AUC
fue, sin embargo, relativamente proporcional a la dosis y la eliminacion fue relativamente coherente y varié de 0,7-0,8
mi/h kg. Estos parametros observados para el nivel de dosis de 18 mg/kg fueron coherentes con los determinados
para Erbitux® a este mismo nivel de dosis en monos Cinomolgos.
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Tabla 11 Parametros farmacocinéticos para administracién de dosis tnica IV de LR004 a monos Cinomolgos

Parametros 6 mg/kg 18 mg/kg 54 mg/kg
Media | DT Media | DT Media | DT
Cmax(mg-ml") 148,27 6 | 25,31 352,716 40,4 992,196 [ 42,7
Tmax(h) 1,006 | 0 1,006 |0 1,176 10,41
AUC(o-=)(mg-h-I") 7119,726 | 1362,6 25191,70 6 | 4574 72902,56 6 | 16371,12
b MRT(h)® 60,356 | 4,19 102,89 6 | 9,68 126,03 6 | 23,73
CL(ml-h""-kg™") 0,856 | 0,17 0,716/0,12 0,786 | 0,22
Vd(ml-kg™") 61,976 9,75 99,206 | 9,81 124,726]9,49
Parametros 6 mg/k 18 mg/k 54 mg/kg
t1/2(h) 51,16 6 | 8,06 98,51 613,59 116,44 6 25,3
aDT: Desviacion estandar
bMRT: Tiempo medio de permanencia (horas)

Con la administracién repetida de LR004 y Erbitux® a 18 mg/kg (4 dosis los dias 1, 21, 28 y 35), ambos anticuerpos
mostraron una cinética coherente y no mostraron una acumulacion significativa con el tiempo, a pesar de los niveles
séricos maximos ligeramente mas altos (para LR004) inmediatamente después de la dosis los dias 21, 28 y 35 (Figura
13).

Estos niveles séricos no fueron apreciablemente diferentes de los observados después de la administracion
intravenosa de 18 mg/kg de Erbitux®. La comparacién de la cinética de ambos compuestos después de la 12 dosis
mostré solo un volumen de distribucion ligeramente superior (Vb) para LR004 en relaciéon con Erbitux® y Cméax y
AUC(o--) ligeramente inferiores. Sin embargo, hacia la 42 dosis, Cmax y los valores de AUC fueron comparables entre
los dos productos, aunque LR004 mostré un Vo mucho mas alto y una semivida mas larga en comparacion con
Erbitux® después de la 42 dosis. Los parametros farmacocinéticos para la primera y la ultima (42) dosis de LR004 o
Erbitux® en este estudio se presentan en la Tabla 12 a continuacion.

Tabla 12 Parametros PK para LR004 y Erbitux® para la Primera y Ultima (4°) Dosis IV a 18 mg/kg en Monos
Cinomolgos

Parametros Primera dosificacién Ultima (4°) dosificacién
LR004 Erbitux® LR004 Erbitux®
Cmax(mg-ml") 352,71 455,21 428,00 435,09
Tmax (h) 1,00 1,00 1,00 1,17
AUC(-=)(mg-h-I") 25191,70 29738,36 32636,20 28908,05
a MRT(h) 102,89 99,90 109,39 82,91
CL (ml-h"-kg™") 0,71 0,60 0,74 0,74
Vd (ml-kg™) 99,20 80,80 92,01 59,10
t1s2 (h) 98,51 93,92 110,91 70,17

@ MRT: Tiempo medio de permanencia (horas)

Ejemplo 8: Estructura de carbohidratos de LR004 A. Cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa

La hidrdlisis acida de LR004 y Erbitux® se realizé utilizando acido acético al 11,5 % (v/v) y se incubé a 80 °C durante
60 minutos. Los patrones de acido sialico se prepararon en H20 Milli Q de una solucién madre que contenia 0,619
mg/ml de NANA y 0,651 mg/ml de NGNA. Las reacciones de marcado de DMB (diclorhidrato de 4,5-metilendioxi-1,2-
fenilendiamina) se realizaron por triplicado para cada muestra. Las reacciones de marcado se realizaron a 55 °C
durante 3 h combinando 10 o 40 ml (0,3-0,6 mg, dependiendo de la concentracion de proteina) de proteina hidrolizada
con acido con 200 ml de soluciéon de marcado DMB (DMB 7 mM, acido acético 1,4 M, beta-mercaptoetanol 0,75 M y
ditionito sddico 18 mM). Las reacciones se interrumpieron con alicuotas de 50 ml en 1 ml de H20 Milli Q y agitacion
vorticial. Dependiendo de la concentracion proteica, se inyectaron 25-100 ml (3-9 ng) para el analisis de cromatografia
liquida de alto rendimiento en fase inversa (RP-HPLC).

RP-HPLC se realizé usando la columna de HPLC Xbridge, 3,0 mm x 100 mm, 3,5 mm con un filtro pre-columna de 0,5
mm. El detector de fluorescencia se configuré para excitacion a 373 nm y emisiéon a 448 nm. La temperatura de la
columna era de 30 °C, y el muestreador automatico se ajusté a 4 °C. La fase mévil A era 7 % de metanol/93 % de H20
MilliQ (v/iv) y B era 7 % de metanol/50 % de acetonitrilo/43 % de H20 MilliQ, y la velocidad de flujo fue de 0,4 ml/min
con el gradiente que se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13 Gradiente de RP-HPLC para analisis de acido sialico LR004

Tiempo (minutos) % de B
0 9
3 9
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(continuacién)

Tiempo (minutos) % de B

6 12
12 15

20 40

23 100

24 100

25 9

30 9

Los resultados se muestran en la Figura 14. Figura 14A muestra los picos estandar de NGNA y NANA que migran a
menos de 6 y mas de 6 minutos, respectivamente. Figura 14B muestra la migracion del acido sidlico derivado de
LR004 a mas de 6 minutos, correspondiente a NANA. En cambio, el acido sialico derivado de Erbitux® migra en menos
de 6 minutos, correspondiente a NGNA.

B. Deteccion con ELISA de Neu5Gc (acido N-glicolilneuraminico (NGNA))

Erbitux® y LR004 se diluyeron a 100 mg/ml y se afiadieron a las placas de microtitulacion a 2,5, 5,5 y 10 mg/pocillo.
Las placas se revistieron durante la noche a 4 °C. Los pocillos se lavaron tres veces con PBST y se bloquearon con
200 ml de PBST al 0,5 % a temperatura ambiente durante 1 h. Los pocillos se incubaron con control de isotipo de IgY
anti-Neu5Gc o IgY de pollo a 1:1000 a temperatura ambiente durante 2 h, se lavaron cinco veces con PBST y se
incubaron con IgY-Fc-HRP de burro anti-pollo a 1:1000 a temperatura ambiente durante 1 h. Después del lavado, Los
pocillos se desarrollaron con un sustrato TMB y se interrumpieron afiadiendo H2SO4 al 10 %. La absorbancia se midio
a 450 nm.

Tabla 14 Niveles de Neu5Gc de LR004 y Erbitux® determinados por ELISA (DO450 nm)
Erbitux LR004

10 mg 5mg 2,5 mg 10 mg 5mg 2,5mg |

| 1gY anti-Neu5Gc 1,538 1,460 1,376 0,442 0,398 0,426

|__lgY de control 0,824 0,772 0,697 0,738 0,654 0,679

Anticuerpo

Los resultados se muestran en la Tabla 14 y la Figura 15. Las muestras de Erbitux® mostraron niveles de Neu5Gc
1,87-1,97 veces mayores que los controles negativos. En cambio, LR004 mostré niveles de Neu5Gc comparables a
los controles negativos.

Ejemplo 9: Termoestabilidad de LR004

La termoestabilidad de LR004 se determind por calorimetria diferencial de barrido (DSC). LR004 y Erbitux® se
prepararon en tampén de formulacién (NaCl 100 mM, glicina 100 mM, polisorbato 80 al 0,01 %, acido citrico 10 mM,
pH 5,5) a una concentraciéon de 5 mg/ml. La DSC se realiz6 en un Sl Seiko -DSC utilizando protocolos convencionales.
Todas las muestras se desgasificaron durante 5 minutos antes del analisis. La celda de referencia se cargd con el
tampodn de formulacién. La muestra se calenté de 4 °C a 100 °C a una tasa de 60 °C/h.

Los resultados se muestran en la Figura 16. La Figura 16A muestra que LR004 tiene un punto de fusién de 88,84 °C.

La Figura 16B muestra que Erbitux® tiene un punto de fusion de 85,28 °C. En consecuencia, LR004 tiene un mayor
grado de termoestabilidad que Erbutix®.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo producido en una célula de ovario de hamster chino (CHO), en donde el anticuerpo comprende acido

N-acetilneuraminico (NANA) y carece de galactosa-a-1,3-galactosa, en donde el anticuerpo comprende una cadena
5 ligera que tiene la secuencia de aminoacidos:

Asp Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Val Ile Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Val Ser Phe Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Thr Asn
20 25 30

Ile His Trp Tyr Gln Gln Arg Thr Asn Gly Ser Pro Arg Leu Leu Ile
395 40 45

Lys Tyr Ala Ser Glu Ser Ile Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ser Ile Asn Ser Val Glu Ser
65 70 75 80

Glu Asp Ile Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Asn Asn Trp Pro Thr
85 90 95

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
1 Bl 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

y una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos:
10
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Gln

Ser

Gly

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Gly

Met

His

Val

Leu

Val

Val

50

Arg

Met

Ala

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Asp

Gly

Ile

Glu

Gln

Ser

His

35

Ile

Leu

Asn

Leu

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Lys

Pro

Ser

Asp
275

Leu

Ile

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Thr

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Lys

Thr

Val

Ser

Ile

Leu

85

Tyr

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

His

Val

245

Thr

Glu

Gln

Cys

Arg

Gly

Asn

70

Gln

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Thr

230

Phe

Pro

Val
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Ser

Thi

Gln

Gly

55

Lys

Ser

Asp

Ala

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Gly Pro

Val Ser
25

Ser Pro
40

Asn Thr

Asp Asn

Asn Asp

Tyr Glu
105

Ala Ser
120

Ser Thr

Phe Pro

Gly Val

Leu Ser

185

Tyr Ile
200

Arg Val

Pro Pro

Phe Pro

Val Thr

265

Phe Asn
280

32

Gly

10

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Val

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Ile

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

Val

Val

Lys

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

Leu

Leu

45

Thr

Gln

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Pro

Lys

Val

Asp
285

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Val

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

Val

190

His

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Ser

15

Asn

Trp

Phe

Phe

Cys

95

Gln

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Lys

Leu

Thr

255

Val

Val

Gln

Tyr

Leu

Thr

Phe

g0

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu
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Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr
290 295 300

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn
305 310 315 320

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
325 330 335

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
340 345 350

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val
355 360 365

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
370 375 380

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
385 390 395 400

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
405 410 415

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
420 425 430

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
435 440 445

Ser Pro Gly Lys
450

y en donde el anticuerpo comprende NANA en el sitio N-glicano Asn88 de la secuencia de aminoacidos de la cadena
pesada.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo se conjuga con un marcador detectable, opcionalmente
en donde el marcador detectable comprende un radionuclido o comprende una marca fluorescente.

3. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo se conjuga con uno 0 mas agentes terapéuticos
adicionales.

4. El anticuerpo de la reivindicacion 3, en donde el uno o mas agentes terapéuticos adicionales comprenden un agente
quimioterapéutico y en donde el agente quimioterapéutico se selecciona del grupo que consiste en un alcaloide de la
vinca, un agente alterador de microtubulos, un agente antiangiogénico, un anticuerpo terapéutico, un agente de
direccionamiento a EGFR, un agente de direccionamiento a tirosina quinasa, un complejo de metal de transicién, un
inhibidor del proteasoma, un antimetabolito, un agente alquilante, un agente a base de platino, un antibiético
antraciclina, un inhibidor de la topoisomerasa, un macrdlido, un retinoide, geldanamicina o un derivado de la misma,
adriamicina, colchicina, ciclofosfamida, actinomicina, bleomicina, duanorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina,
mitomicina, metotrexato, mitoxantrona, fluorouracilo, carboplatino, carmustina (BCNU), metil-CCNU, cisplatino,
etopodsido, interferones, camptotecina y derivados de la misma, fenesterina, taxanos y derivados de los mismos,
topetecan, vinblastina, vincristina, tamoxifeno, piposulfan, nab-5404, nab-5800, nab-5801, Irinotecan, HKP, ortataxel,
gemcitabina, oxaliplatino, Herceptin®, vinorelbina, Doxil®, capecitabina, Alimta®, Avastin®, Velcade®, Tarceva®,
Neulasta®, lapatinib, sorafenib, y erlotinib.

5. Una composicién que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

6. La composicion de la reivindicacion 5, que comprende ademas un agente quimioterapéutico seleccionado del grupo
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que consiste en un alcaloide de la vinca, un agente alterador de microtubulos, un agente antiangiogénico, un anticuerpo
terapéutico, un agente de direccionamiento a EGFR, un agente de direccionamiento a tirosina quinasa, un complejo
de metal de transicidn, un inhibidor del proteasoma, un antimetabolito, un agente alquilante, un agente a base de
platino, un antibiético antraciclina, un inhibidor de la topoisomerasa, un macrdlido, un retinoide, geldanamicina o un
derivado de la misma, adriamicina, colchicina, ciclofosfamida, actinomicina, bleomicina, duanorrubicina, doxorrubicina,
epirrubicina, mitomicina, metotrexato, mitoxantrona, fluorouracilo, carboplatino, carmustina (BCNU), metil-CCNU,
cisplatino, etopdsido, interferones, camptotecina y derivados de la misma, fenesterina, taxanos y derivados de los
mismos, topetecan, vinblastina, vincristina, tamoxifeno, piposulfan, nab-5404, nab-5800, nab-5801, Irinotecan, HKP,
ortataxel, gemcitabina, oxaliplatino, Herceptin®, vinorelbina, Doxil®, capecitabina, Alimta®, Avastin®, Velcade®,
Tarceva®, Neulasta®, lapatinib, sorafenib, y erlotinib.

7. Una célula de ovario de hamster chino (CHO) que comprende acidos nucleicos que codifican el anticuerpo de la
reivindicacion 1.

8. Una célula CHO segun la reivindicacién 7, en donde: (i) los acidos nucleicos estan presentes en un vector replicable
separado del genoma de la célula CHO; o (ii) los acidos nucleicos estan integrados de manera estable en el genoma
de la célula CHO.

9. Un método para producir un anticuerpo que comprende las secuencias de aminoacidos de cadena ligera y pesada
presentadas en la reivindicacion 1, comprendiendo el método expresar el anticuerpo en una célula CHO segun la
reivindicacion 7 u 8, y opcionalmente en donde el método comprende ademas aislar y purificar el anticuerpo y/o
incorporar el anticuerpo en una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

10. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o de la reivindicacion 9, para uso en un método para
tratar el cancer en un sujeto que lo necesite.

11. El anticuerpo para el uso segun la reivindicacion 10, en donde el método comprende ademas administrar uno o
mas agentes terapéuticos adicionales seleccionados del grupo que consiste en un alcaloide de la vinca, un agente
alterador de microtubulos, un agente antiangiogénico, un anticuerpo terapéutico, un agente de direccionamiento a
EGFR, un agente de direccionamiento a tirosina quinasa, un complejo de metal de transicién, un inhibidor del
proteasoma, un antimetabolito, un agente alquilante, un agente a base de platino, un antibidtico antraciclina, un
inhibidor de la topoisomerasa, un macrdlido, un retinoide, geldanamicina o un derivado de la misma, adriamicina,
colchicina, ciclofosfamida, actinomicina, bleomicina, duanorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, mitomicina,
metotrexato, mitoxantrona, fluorouracilo, carboplatino, carmustina (BCNU), metil-CCNU, cisplatino, etopésido,
interferones, camptotecina y derivados de la misma, fenesterina, taxanos y derivados de los mismos, topetecan,
vinblastina, vincristina, tamoxifeno, piposulfan, nab-5404, nab-5800, nab-5801, Irinotecan, HKP, ortataxel,
gemcitabina, oxaliplatino, Herceptin®, vinorelbina, Doxil®, capecitabina, Alimta®, Avastin®, Velcade®, Tarceva®,
Neulasta®, lapatinib, sorafenib, y erlotinib.

12. El anticuerpo para el uso segun la reivindicacion 10, en donde el anticuerpo se conjuga con uno o mas agentes
terapéuticos adicionales.

13. El anticuerpo para el uso segun la reivindicacién 12, en donde el uno o mas agentes terapéuticos adicionales
comprenden un agente quimioterapéutico y en donde el agente quimioterapéutico se selecciona del grupo que consiste
en un alcaloide de la vinca, un agente alterador de microtubulos, un agente antiangiogénico, un anticuerpo terapéutico,
un agente de direccionamiento a EGFR, un agente de direccionamiento a tirosina quinasa, un complejo de metal de
transicién, un inhibidor del proteasoma, un antimetabolito, un agente alquilante, un agente a base de platino, un
antibiético antraciclina, un inhibidor de la topoisomerasa, un macrélido, un retinoide, geldanamicina o un derivado de
la misma, adriamicina, colchicina, ciclofosfamida, actinomicina, bleomicina, duanorrubicina, doxorrubicina,
epirrubicina, mitomicina, metotrexato, mitoxantrona, fluorouracilo, carboplatino, carmustina (BCNU), metil-CCNU,
cisplatino, etopdsido, interferones, camptotecina y derivados de la misma, fenesterina, taxanos y derivados de los
mismos, topetecan, vinblastina, vincristina, tamoxifeno, piposulfan, nab-5404, nab-5800, nab-5801, Irinotecan, HKP,
ortataxel, gemcitabina, oxaliplatino, Herceptin®, vinorelbina, Doxil®, capecitabina, Alimta®, Avastin®, Velcade®,
Tarceva®, Neulasta®, lapatinib, sorafenib, y erlotinib.

14. El anticuerpo para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en donde:

(i) el sujeto tiene niveles elevados de IgE anti-cetuximab en comparacién con una muestra de control negativo;
(ii) el sujeto tiene niveles elevados de IgE anti-galactosa-a-1,3-galactosa en comparacion con una muestra de
control negativo;o

(iii) el sujeto es hipersensible al cetuximab o esta predispuesto a tener una reaccién de hipersensibilidad al
cetuximab.

15. El anticuerpo para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en donde el método para tratar el
cancer comprende administrar el anticuerpo en un régimen de tratamiento de dosificacién repetida.
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FIG. 1
A) Inhibiciéon de EGFR fosforilado en A549
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FIG. 2

Efecto de ADCC de Erbitux y LR004 en FaDu
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FIG. 3

A) EGFR

— 4

I L) L] L)
0 o028 0,64 3,2 16 80 4

Conc. de Ab (ng/ml)

B) HER2

00 2000

) ) ) L] ) L] ) L]
0 0,128 0,64 32 16 80 400 2000

Conc. de Ab (ng/ml)

37

ERERE

¢ttt

Erbitux
LR004-RS-201307001
hlgG1
LR004-034-201304002
LR004-034-201304004
LR004-034-201305005

Erbitux
LR004-RS-201307001
hlgG1
LR004-034-201304002
LR004-034-201304004
LR004-034-201305005



DO450 nm

ES 2 804 826 T3

F1G. 3 (cont.)

C) HER3

2,5+

—o— Erbitux
&0 -=~ LR004-RS-201307001
1,5- —— higG1

—— LR004-034-201304002
1,04 —— LR004-034-201304004
0,5 -0~ LR004-034-201305005

0,0T & *+r———r—lg—b—0

I I I I L]
0 o128 0,64 32 16 80 400 2000
Conc. de Ab (ng/ml)

38



ES 2 804 826 T3

FI1G. 4

4..

3..
= ~a~ Eribitux
g 24 - LROD4-2B9-RSO1
a

1..

. 23
{}#:' } T T

I 1 k ¥
0 0,195 0,781 3,126 12,5 560 200 800

Dosis (ng/ml)

39



ES 2 804 826 T3

FIG. 5
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FIG. 6

A) MDA-MB-468
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FIG. 6 (cont.)

C) A431
-8 hlgG1

700 =B~ Erbitux
600 = .
5004
400+
3004
200+
1004

0

0 0,(;32 0,:I6 0:8 4 20
Con. (ug/ml) de Eribitux

42



Media G

ES 2 804 826 T3

~+— LR-004-RS-201307001

F1G. 7
MDA-MB-468
250+
_:;\',,.’4\_*,,.—0—0
00—l —— higG1
1504 \\
100- \
. \\
0

L] | 1
0 0,032 0,16 0,8 4 20

Con. (ug/ml) de LR-004

43



ES 2 804 826 T3

FIG. 8

A) MDA-MB-468

100+

=]
o
M [ i

3 Erbitux
LROO4

-y L= 1]
= ]
i i L

[ ]
=
L i

Relacion de Inhibicion (%)

0,64 3,2
Con. de Anticuerpo (pg/ml)

L= ]

B) LoVo

100

<o
(=]
1 i

o
=
i i i

[ Erbitux
LROO4

Relacion de Inhibicion (%)
F=9
[=]
i

%1
=]
i L i

[=]
L

3n el
Con. de Anticuerpo (pg/ml)

44



ES 2 804 826 T3

FI1G. 8 (cont.)
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FIG. 12
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FIG. 15
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