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DESCRIPCION
Anticuerpos contra HERS3.
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a anticuerpos que se unen a HER-3 (ErbB3).
Antecedentes de la invencién

La familia de receptores de tirosina cinasas del factor de crecimiento epidérmico humano (EGF) incluye cuatro
miembros: EGFR (ErbB1, HER1), HER2 (c-Neu, ErbB2), HER3 (ErB3) y HER4 (ErbB4) (Hynes et. al. (1994)).

Se prevé que estos receptores HER consistan en un dominio extracelular de unién a ligando, un dominio de
extension de membrana, un dominio de proteina tirosina cinasa (PTK, por sus siglas en inglés) citosodlica y un
dominio de fosforilacion en el extremo C (véase, por ejemplo, Kim et al., (1998)). La activacion del receptor a través
de la unién al ligando conduce a una sefializacion posterior que influye sobe la proliferacion celular, la invasion y
supervivencia de células normales y células cancerosas.

La expresion o actividad aberrante de EGFR y HER2 se ha correlacionado con muchos canceres que incluyen, pero
no se limitan a, cancer de pulmén, mama, ovario, colon y vejiga y diversas terapias de direccionamiento han
exhibido eficacia clinica (véase la revision de Hynes and Lane, Nature Rev., 2005).

Existen dos clases principales de productos terapéuticos anti-HER: anticuerpos de unién al ectodominio (cetuximab,
panitumumab y trastuzumab) e inhibidores del dominio de tirosina cinasa (erlotinib, gefitinib y lapatinib). La mayoria
de estas terapias clinicas se dirigen a los receptores EGFR y HER2.

Sin embargo, a pesar del éxito clinico, estas terapias de direccionamiento para EGFR y HER2 estan limitadas
debido a problemas de resistencia adquirida. De hecho, los pacientes que reciben estos agentes exhiben resistencia
primaria o intrinseca a estos inhibidores y aquellos que no responden eventualmente manifiestan resistencia
secundaria o adquirida (Kruser and Wheeler, Exp Cell Res, 2010). Ademas, estas terapias se prescriben solo en
determinados estadios de la enfermedad neoplasica. Solo el 20-30 % de los pacientes con cancer de mama que
sobreexpresa el receptor HER2 o que demuestra amplificacion génica de HER2 en tumores, reune las condiciones
para recibir el tratamiento con Trastuzumab, lo cual reduce sus indicaciones terapéuticas.

Se ha descrito un receptor HER adicional, HER3, (Plowman (1990)), y se ha evaluado su funcion en el cancer (Horst
et al. (2005); Xue et al. (20086)).

La unién del ligando Heregulina (HRG) con el receptor HER3 desencadena la heterodimerizacion de HER3 con los
otros receptores de la familia HER. Dentro del heterodimero, el dominio cinasa de HER3 actia como un activador
alostérico de su socio de la familia HER (Campiglio M, et al. (1999); Karamouzis MV et al. (2007)).

El heterodimero HER2/HER3 tiene la actividad mitégena mas intensa en la familia HER y es la principal sefal
oncogena que conduce a la proliferacion e invasion de células tumorales en los canceres de mama (Citri et al.
(2006); Lee-Hoeflich et al. (2008)).

Ademas de su sobreexpresion en numerosos canceres humanos, tales como canceres de mama, gastrointestinal,
de ovario y pancreatico, se ha hallado que la expresién o sefializacion de HER3 esta asociado con la resistencia a
terapias basadas en anticuerpos contra EGFR y HER2 (véase la revision de Campbell et al., (2010)). Ademas, se ha
demostrado que los tumores con expresion baja de HER2, que no retinen las condiciones para el tratamiento con
trastuzumab, a menudo demuestran una expresion alta del receptor HER3, asociado con un mal prondéstico (Travis
et al. (1996); Naidu et al. (1998), Menendez et al. (2006)). En ambos casos, esta programacion de HER3 promueve
la formacioén de heterodimeros HER2/HERS.

El gran potencial de HERS3 y la necesidad de alternativas a la terapia de inhibicion de EGFR o HER2 para enfrentar
los mecanismos de resistencia, sugiere que los agentes dirigidos a HER3 y, en particular anticuerpos, podrian
utilizarse como inmunoterapéuticos eficaces.

Se han descrito anticuerpos anti-HER3 murinos y quiméricos: US5968511, US5480968, WO03013602. También se
han descrito anticuerpos anti-HER3 humanos: US2008/0124345, US2009/0291085A1.

Sin embargo, la participacion creciente de HER3 en muchos tipos de cancer y la complejidad de la cooperacion e
interdependencia entre la familia HER vy, en particular la relacionada con el receptor HER3, conduce a la necesidad
de mas farmacos dirigidos a este receptor, asi como al complejo HER2-HERS.

Compendio de la invencion
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La presente invencion se refiere a un anticuerpo anti-HER3 que comprende una cadena pesada en la que el dominio
variable comprende el SEQ ID NO: 1 para H-CDR1, el SEQ ID NO: 2 para H-CDR2 y el SEQ ID NO: 3 para H-CDRS3;
y una cadena ligera en la que el dominio variable comprende el SEQ ID NO: 4 para L-CDR1, el SEQ ID NO: 5 para
L-CDR2 y el SEQ ID NO: 6 para L-CDRS3.

Ademas, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende dicho anticuerpo y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencion también se refiere a un anticuerpo de la invencién para uso como farmaco y, en particular, para uso en
el tratamiento del cancer.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

El término «anticuerpo anti-HER3» hace referencia a un anticuerpo dirigido contra HERS3, en particular, HER3
humano. El anticuerpo anti-HER3 podria dirigirse contra un monémero de HER3 o HERS3 en un heterodimero que
comprende HERS3 seleccionado del grupo que consiste en HER2-HERS3, también denominado en la presente
complejo HER2-HERS3, EGFR-HER3 y HER4-HERS3.

La secuencia de HER3 se describe en Uniprot con el numero de referencia P21860. De aqui en adelante, los
aminoacidos de HER3 se enumeran en referencia a Uniprot.

En una realizacion especifica, el término «anticuerpo anti-HER3» hace referencia a un anticuerpo que se une al
dominio extracelular del polipéptido de HER3 humano segun se define en el SEQ ID NO: 32 (Tabla A).

SEVGNSQAVCPGTLNGLSVTGDAENQYQTLYKLYERCEVWMGNLEIVLTG
HNADLSFLQWIREVTGYVLVAMNEFSTLPLPNLRVVRGTQVYDGKFAIFVM
LNYNTNSSHALRQLRLTOLTEILSGGVYIEKNDKLCHMDTIDWRDIVRDRDA
EIVVKDNGRSCPPCHEVCKGRCWGPGSEDCQTLTKTICAPQCNGHCFGP
NPNQCCHDECAGGCSGPODTDCFACRHFNDSGAGVPRGPQPLVYNKLTF
12bla A: Secuendia de aminoacidos 4! | QLEPNPHTKYQYGGYCVASCPHNFVVDQTSCYRACPPDKMEVDKNGLKM
secuencia de aminodacidos del dominio | CEPCGGLCPKACEGTGSGSRFQTVDSSNIDGFYNCTKILGNLDFLITGLNG
g’;t;%%‘?)'ﬁripcigt)""fm’ humano 20-643 ;| hpywHKIPALDPEKLNVFRTVREITGYLNIQSWPPHMHNFSVFSNLTTIGGRS
LYNRGFSLLIMKNLNVTSLGFRSLKEISAGRIYISANRQLCYHHSLNWTKVLR
GPTEERLDIKHNRPRRDCVAEGKVCDPLCSSGGCWGPGPGQCLSCRNYS
RGGVCVTHCNFLNGEPREFAHEAECFSCHPECQPMEGTATCNGSGSDTC
AQCAHFRDGPHCVSSCPHGVLGAKGPIYKYPDVQNECRPCHENGTQGCK
GPELODCLGQTLVLIGKTHLT (SEQ ID NO: 32)

Segun la presente invencion, «anticuerpo» o «inmunoglobulina» tienen el mismo significado, y se utilizaran de igual
forma en la presente invencion. El término «anticuerpo», segin se usa en la presente memoria, hace referencia a
moléculas de inmunoglobulina y porciones inmunolégicamente activas de las moléculas de inmunoglobulina, es
decir, moléculas que contienen un sitio de unién a antigeno que se une de forma inmunoespecifica a un antigeno.
Asi, el término anticuerpo abarca no solo las moléculas de anticuerpo enteras, sino también fragmentos de
anticuerpo, incluidos fragmentos de unién a antigeno, asi como variantes (incluidos derivados) de anticuerpos y
fragmentos de anticuerpo. En anticuerpos convencionales, dos cadenas pesadas se enlazan entre si mediante
enlaces disulfuro y cada cadena pesada se enlaza a una cadena ligera mediante un enlace disulfuro. Existen dos
tipos de cadena ligera, lambda (I) y kappa (k). Existen cinco clases principales de cadena pesada (o isotipos) que
determinan la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: IgM, IgD, IgG, IgA e IgE. Cada cadena contiene
dominios de secuencia distintos. La cadena ligera incluye dos dominios, un dominio variable (VL) y un dominio
constante (CL). La cadena pesada incluye cuatro dominios, un dominio variable (VH) y tres dominios constantes
(CH1, CH2 y CH3, denominados de forma colectiva CH). Las regiones variables de las cadenas ligera (VL) y pesada
(VH) determinan el reconocimiento y la especificidad de unién para el antigeno. Los dominios de region constante de
las cadenas ligera (CL) y pesada (CH) confieren importantes propiedades biolégicas tales como asociacion de
cadena de anticuerpo, secrecion, movilidad transplacentaria, unién a complemento y union a receptores Fc (FcR). El
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fragmento Fv es la parte terminal del extremo N del fragmento Fab de una inmunoglobulina y consiste en porciones
variables de una cadena ligera y una cadena pesada. La especificidad del anticuerpo reside en la
complementariedad estructural entre el sitio de combinacion del anticuerpo y el determinante antigénico. Los sitios
de combinacion del anticuerpo estan compuestos por residuos que son principalmente de las regiones hipervariables
o de determinacion de la complementariedad (CDR). Ocasionalmente, los residuos de regiones no hipervariables o
de marco (FR) influyen sobre la estructura de dominio genera y, por lo tanto, sobre el sitio de combinacion. Las
regiones de determinacion de complementariedad o CDR hacen referencia a secuencias de aminoacidos que juntas
definen la afinidad y especificidad de union de la region Fv natural de un sitio de unién de inmunoglobulina natural.
Las cadenas ligera y pesada de una inmunoglobulina tienen cada una tres CDR, denominadas L-CDR1, L-CDR2, L-
CDR3 y H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, respectivamente. Por lo tanto, el sitio de unién a antigeno incluye seis CDR,
que comprenden el conjunto de CDR de cada una de una region V de cadena pesada y ligera. Las regiones de
marco (FR) hacen referencia a secuencia de aminoacidos interpuestas entre las CDR.

Segun se usan en la presente memoria, los residuos de anticuerpos se enumeran segun el esquema de Kabat.

El término «anticuerpo humano» hace referencia a un anticuerpo en el que una porcién sustancial de la molécula de
anticuerpo se parece, en secuencia de aminoacidos o estructura, a la de un anticuerpo derivado de origen humano.
Tipicamente, H3A-32, H3A-76, H3A-81, H4B-05 y H4B-121 son anticuerpos humanos.

Un «anticuerpo humano» puede considerarse mas adecuado en casos en que es deseable reducir la
inmunogenicidad del anticuerpo para administraciéon a humanos con fines terapéuticos.

El término «Fab» denota un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de alrededor de 50 000 y actividad
de union a antigeno, en el que alrededor de una mitad del lado del extremo N de la cadena H y toda la cadena L,
entre fragmentos obtenidos al tratar la IgG con una proteasa, papaina, se unen entre si mediante un enlace
disulfuro.

El término «F(ab’)2» hace referencia a un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de alrededor de
100 000 y actividad de unién a antigeno, que es ligeramente mayor que el Fab unido a través de un enlace disulfuro
a la region bisagra, entre fragmentos obtenidos al tratar la IgG con una proteasa, papaina.

El término «Fab’» hace referencia a un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de alrededor de 50 000
y actividad de unién a antigeno, que se obtiene al cortar un enlace disulfuro de la regién bisagra del F(ab’)2.

Un polipéptido Fv de cadena simple («scFv») es un heterodimero VH::VL enlazado covalentemente que
generalmente se expresa a partir de una fusion génica que incluye los genes que codifican para VH y VL enlazados
mediante un enlazador que codifica para un péptido. «dsFv» es un heterodimero VH::VL estabilizado mediante un
enlace disulfuro. Los fragmentos de anticuerpo divalentes y multivalentes se pueden formar de manera espontanea
mediante la asociacion de scFv monovalentes, o se pueden generar al acoplar scFv monovalentes mediante un
enlazador peptidico, tal como sc(Fv)2 divalente.

El término «diacuerpos» hace referencia a fragmentos de anticuerpos pequefios con dos sitios de unién a antigeno,
cuyos fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de
cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (VH-VL). Mediante el uso de un enlazador que es muy corto
para permitir el apareamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios se ven obligados a
aparearse con dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno.

Se entiende por «purificado/a» y «aislado/a», en referencia a un polipéptido (es decir, un anticuerpo segun la
invencion) o a una secuencia de nucledtidos, que la molécula indicada esta presente en la ausencia sustancial de
otras macromoléculas biolégicas del mismo tipo. El término «purificado/a», segin se usa en la presente memoria,
preferiblemente significa al menos 75 % en peso, mas preferiblemente al menos 85 % en peso, aun mas
preferiblemente al menos 95 % en peso y lo mas preferible al menos 98 % en peso de macromoléculas biologicas
del mismo tipo presentes. Una molécula de acido nucleico «aislada» que codifica para un polipéptido especifico
hace referencia a una molécula de acido nucleico que esta sustancialmente libre de otras moléculas de acido
nucleico que no codifican para el polipéptido; sin embargo, la molécula puede incluir algunas bases o restos
adicionales que no afectan de forma nociva las caracteristicas basicas de la composicion.

Se entiende por «cantidad terapéuticamente eficaz» una cantidad minima de agente activo (p. €j., anticuerpos anti-
HER3) que es necesaria para impartir un beneficio terapéutico a un sujeto. Por ejemplo, una «cantidad
terapéuticamente eficaz» para un mamifero es una cantidad que induce, mejora o causa de otra forma una mejora
en los sintomas patoldgicos, la progresion de la enfermedad o las condiciones fisiologicas asociadas con o la
resistencia a padecer un trastorno.

Segun se utiliza en la presente, el término «sujeto» denota un mamifero, como un roedor, un felino, un canino y un
primate. Preferiblemente, un sujeto, segun la invencién, es un humano.

4



10

15

20

25

30

35

ES 2 657 862 T3

«Tratamiento o tratar» hacen referencia tanto al tratamiento terapéutico como a medidas preventivas y profilacticas,
en donde el objeto es prevenir o ralentizar (reducir) el trastorno o afeccion patologico diana. Los que necesitan
tratamiento incluyen aquellos que ya padecen el trastorno, asi como aquellos propensos a padecer el trastorno o
aquellos en los cuales se desea evitar el trastorno. Por lo tanto, el sujeto que se tratara en la presente puede haber
sido diagnosticado con un trastorno o puede estar predispuesto o ser propenso al trastorno.

Los términos «cancer» y «canceroso» hacen referencia a o describen la afeccion fisiolégica en sujetos que se
caracteriza tipicamente por un crecimiento o muerte celular no regulado. Los ejemplos de cancer incluyen, pero no
se limitan a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia o neoplasias linfoides. Los ejemplos mas especificos
de dichos canceres incluyen cancer de célula escamosa (por ejemplo, cancer de célula escamosa epitelial), cancer
de pulmén que incluye cancer pulmonar microcitico, cancer pulmonar no microcitico, adenocarcinoma de pulmon y
carcinoma escamoso de pulmén, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o de estémago que
incluye cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer
de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal,
carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de glandula salival, cancer renal o de rifién, cancer de prostata, cancer
de vulva, cancer de tiroides, carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma de pene, asi como también cancer de
las vias aéreas superiores.

Anticuerpos y polipéptidos de la invencion

Los inventores clonaron y caracterizaron los dominios variables de las cadenas ligera y pesada de muchos
anticuerpos monoclonales anti-HER3 humanos (mAb, por sus siglas en inglés). Entre estos mAb, los inventores
identificaron que los mAb con regiones de determinacion de complementariedad (CDR), segun se describen en la
Tabla 1, eran inhibidores de la actividad biologica de HER3.

Los inventores demostraron, en particular, que estos anticuerpos anti-HER3 eran potentes inhibidores de la
formacion de un heterodimero que comprendia HER3 seleccionado del grupo que consiste en complejo HER2-
HERS, EGFR-HER3 y HER4-HERS, y, mas particularmente, de la formacién del complejo HER2-HERS3.

Los inventores demostraron, especialmente, que los anticuerpos de la invencion exhiben una uniéon mayor a HER3
cuando HER3 esta en el heterodimero HER2-HER3 en comparacién con anticuerpos anti-HER3 conocidos, por
ejemplo, aquellos descritos en la patente US2008/0124345A1 y US2009/0291085A1.

Ademas, los inventores también demostraron que los anticuerpos en la invencioén inhiben la unién de heregulina a
HERS.

Tabla 1: Dominios H-CDR de anticuerpos anti-HER3 segun la invencion:

H-CDR1 DYAMH (SEQ ID NO : 1)
H-CDR2 ISWNSGSIGYADSVKG (SEQ ID NO : 2)
H-CDR3 EGQWPNYGMDV (SEQ ID NO : 3)

La invencion se refiere a un anticuerpo anti-HER3 que comprende una cadena pesada en la que el dominio variable
comprende el SEQ ID NO: 1 para H-CDR1, el SEQ ID NO: 2 para H-CDR2 y el SEQ ID NO: 3 para H-CDR3; y una
cadena ligera en la que el dominio variable comprende el SEQ ID NO: 4 para L-CDR1, el SEQ ID NO: 5 para L-
CDR2y el SEQ ID NO: 6 para L-CDR3.

Entre los anticuerpos en el presente texto, cinco anticuerpos han exhibido resultados particularmente buenos. Se
denominan mAb H3A-32, mAb H3A-76, mAb H3A-81, mAb H4B-05 y mAb H4B-121. Los dominios VH, VL y CDR de
estos anticuerpos se describen respectivamente en la Tabla 2 a 6.
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Tabla 2: Dominios VH, VL y CDR de mAb H3A-32:

Dominios de MAb H3A-32

VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQA
PGKGLEWVSGISWNSGSIGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAREGQWPNYGMDVWGQGTTVTVS
S (SEQ ID NO: 14)

VH CDRH1 DYAMH (SEQ ID NO: 1)

VH CDR2 ISWNSGSIGYADSVKG (SEQ ID NO: 2)

VH CDR3 EGQWPNYGMDV (SEQ ID NO: 3)

VL
QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSDPVNWY QQLPG
TAPKLLIYSNNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEA
DYYCAAWDDSLRGYVFGTGTKLTVL (SEQ ID NO: 15)

VL CDR1 SGSSSNIGSDPVN (SEQ ID NO: 11)

VL CDR2 SNNQRPS (SEQ ID NO: 12)

VL CDR3 AAWDDSLRGYV (SEQ ID NO: 13)

Tabla 3: Dominios VH, VL y CDR de mAb H3A-76:

Dominios de MAb H3A-76

VH
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQA
PGKGLEWVSGISWNSGSIGYADSVKGRFTISRDNAKDSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAREGQWPNYGMDVWGQGTTVTVS
S (SEQ ID NO: 21)

VH CDRH1 DYAMH (SEQID NO : 1)

VH CDR2 ISWNSGSIGYADSVKG (SEQ ID NO : 2)

VH CDR3 EGQWPNYGMDV (SEQ ID NO : 3)

VL
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Dominios de MAb H3A-76

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNSLNWYQQLPG
TAPKLLIYSNNQRPPGVPDRFSGSRSGSSASLAISGLQSGDEG
DYYCAAWDDSLKGYVFGTGTQLTVL (SEQ ID NO: 22)

VL CDR1 SGSSSNIGSNSLN (SEQID NO : 18)
VL CDR2 SNNQRPP (SEQID NO : 19)
VL CDR3 AAWDDSLKGYV (SEQID NO : 20)

Tabla 4: Dominios VH, VL y CDR de mAb H3A-81:

Dominios de MAb H3A-81

VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQA
PGKGLEWVSGISWNSGSIGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAREGQWPNYGMDVWGQGTTVTVS
S (SEQ ID NO: 14)

VH CDRH1 DYAMH (SEQ ID NO:1)

VH CDR2 ISWNSGSIGYADSVKG (SEQ ID NO: 2)

VH CDR3 EGQWPNYGMDV (SEQ ID NO: 3)

VL
QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGGDTVNWYQQLPG
TAPKLLIYSNNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLRSEDEA
DYYCAAWDDSLNGYVFGTGTKLTVL

(SEQ ID NO: 27)

VL CDR1 SGSSSNIGGDTVN (SEQ ID NO: 25)

VL CDR2 SNNQRPS (SEQ ID NO: 12)

VL CDR3 AAWDDSLNGYV (SEQ ID NO: 26)

Tabla 5: Dominios VH, VL y CDR de mAb H4B-05:

Dominios de MAb H4B-05



Dominios de MAb H4B-05

VH

VH CDR1

VH CDR2

VH CDR3

VL

VL CDR1

VL CDR2

VL CDR3
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EVOQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQA

POKGLEWVSGISWNSGSIGYADSVKGREFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAREGQWPNYGMDVWGQGTTVTVS
S(SEQIDNO: 7)

DYAMH (SEQ ID NO : 1)
ISWNSGSIGYADSVKG (SEQ ID NO : 2)

EGQWPNYGMDV (SEQ ID NO : 3)

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSRSNIGSNTVSWYQOQLPG
TAPKLLIYSNNQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLAISGLQSEDEA
DYYCAAWDDSLNGYVFGTGTKLTVL (SEQ ID NO: 30)

SGSRSNIGSNTVS (SEQ ID NO : 29)
SNNQRPS (SEQ ID NO : 12)

AAWDDSLNGYYV (SEQ ID NO : 26)

Tabla 6: Dominios VH, VL y CDR de mAb H4B-121:

Dominios de MAb H4B-121

VH

VH CDR1

VH CDR2

VH CDR3

VL

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDY AMHWVROQA
PGKGLEWVYSGISWNSGSIGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAREGQWPNYGMDVWGQGTTVTVS
S(SEQ ID NO: 7)

DYAMH (SEQ ID NO: 1)
ISWNSGSIGYADSVKG (SEQ ID NO: 2)

EGQWPNYGMDV (SEQ ID NO: 3)
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Dominios de MAb H4B-121

QSVLTQPPSVSAAPGQKVTISCPGSSSNIGNNYVSWYQQLPG
TAPKLLIYDNNERPSGIPDRFSGSTSGTSATLDITDLQAEDEA
TYYCGAWDNTLGVYVLGTGTQLTVL (SEQ ID NO: 8)

VL CDR1 PGSSSNIGNNYVS (SEQ ID NO: 4)
VL CDR2 DNNERPS (SEQ ID NO: 5)
VL CDR3 GAWDNTLGVYV (SEQID NO: 6)

Por lo tanto, se describe en particular el dominio variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos
que se selecciona del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 7, el SEQ ID NO: 14 y el SEQ ID NO: 21.

Segun una realizacion especifica de la invencién, el dominio variable de cadena pesada tiene la secuencia de
aminoacidos del SEQ ID NO: 7.

También se describe el dominio variable de cadena ligera del anticuerpo que comprende una cadena ligera cuyo
dominio variable comprende:

- L-CDR1 seleccionada del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 4, el SEQ ID NO: 11, el SEQ ID NO: 18, el SEQ ID
NO: 25y el SEQ ID NO: 29,

- L-CDR2 seleccionada del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 5, el SEQ ID NO: 12y el SEQ ID NO: 19y

- L-CDR3 seleccionada del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 6, el SEQ ID NO: 13, el SEQ ID NO: 20 y el SEQ
ID NO: 26.

Se describe el dominio variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo
que consiste en el SEQ ID NO: 8, el SEQ ID NO: 15, el SEQ ID NO: 22, el SEQ ID NO: 27 y el SEQ ID NO: 30.

En una realizacién de la invencién, el dominio variable de cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos del SEQ
ID NO: 8.

El presente texto también describe el anticuerpo anti-HER3 seleccionado del grupo que consiste en:

- un anticuerpo que comprende el dominio variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos que
se establece en el SEQ ID NO: 7, y el dominio variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos
que se selecciona del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 8 y el SEQ ID NO: 30,

- un anticuerpo que comprende el dominio variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos que
se establece en el SEQ ID NO: 14, y el dominio variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos
que se selecciona del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 15y el SEQ ID NO: 27 y

- un anticuerpo que comprende el dominio variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos que
se establece en el SEQ ID NO: 21, y el dominio variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos
que se selecciona del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 22.

En una realizacion especifica, el anticuerpo anti-HER3 segun la invencién es un anticuerpo humano.

Dichos anticuerpos se pueden producir usando cualquier técnica conocida en la técnica. En particular, dichos
anticuerpos se producen mediante técnicas tales como las descritas mas adelante en la presente memoria.

La invencion proporciona, ademas, fragmentos de dichos anticuerpos que incluyen, pero no se limitan a, Fv, Fab,
F(ab’)2, Fab’, dsFv, scFv, sc(Fv)2 y diacuerpos; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpo.

Los anticuerpos y polipéptidos de la invencion se pueden utilizar en forma aislada (p. e€j., purificados) o contenidos
en un vector, tal como una membrana o vesicula lipidica (p. €j., un liposoma).

9
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Acidos nucleicos, vectores y células hospedadoras recombinantes

Se describe, ademas, un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica para al menos la cadena
pesada del anticuerpo segun la invencion o un fragmento de unién a antigeno de este.

El presente texto describe una secuencia de acido nucleico que codifica para el dominio VH o el dominio VL del mAb
H3A-32, mAb H3A-76, mAb H3A-81, mAb H4B-05 y mAb H4B-121, segun se describen en la Tabla 7.

Tabla 7: Acidos nucleicos de los dominios VH y VL de mAb de la invencién

mAb H3A-32 Dominio VH:
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGGGGAGGCTTAGT

TCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGC
CTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCATGCACTG
GGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGG
TCTCAGGTATTAGTTGGAATAGTGGTAGCATAGGCT
ATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCA
GAGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATG
AACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTA
CTGTGCGAGAGAAGGGCAGTGGCCGAACTACGGTA
TGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTC
TCCTCA (SEQ 1D NO: 16)

Dominio VL:

CAGTCTGTGCTGACTCAGCCACCCTCAGCGTCTGGG
ACCCCCGGGCAGAGGGTCACCATCTCTTGTTCTGGA
AGCAGCTCCAACATCGGAAGTGATCCTGTAAACTG
GTACCAGCAGCTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCC
TCATCTATAGTAATAATCAGCGGCCCTCAGGGGTCC
CTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAG
CCTCCCTGGCCATCAGTGGGCTCCAGTCCGAGGATG
AGGCTGATTATTACTGTGCAGCATGGGATGACAGC
CTGAGGGOGGTTATGTCTTCGGAACTGGGACCAAGCT
GACCGTCCTA (SEQID NO: 17)

mAb H3A-76 Dominio VH:

10



mAb H3A-81

Dominio VL:

Dominio VH:
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GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGT
ACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGC
CTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCATGCACTG
GGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGG
TCTCAGGTATTAGTTGGAATAGTGGTAGCATAGGCT
ATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCA
GAGACAACGCCAAGGACTCACTGTATCTGCAAATG
AACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTA
CTGTGCGAGAGAAGGGCAGTGGCCGAACTACGGTA
TGCGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTC

TCCTCA (SEQ ID NO: 23)

CAGTCTGTGTTGACGCAGCCACCCTCAGCOGTCTGGO
ACCCCCGGOGCAGAGOGGTCACCATCTCTTGTTCTGGA
AGCAGCTCCAACATCGGAAGTAATTCTTTAAACTGG
TACCAGCAGCTCCCOGGGAACGGCCCCCAAACTCCT
CATCTACAGTAATAATCAGCGGCCCCCAGGGGTCC
CTGACCGATTCTCTGGCTCCAGGTCTGGCTCCTCGG
CCTCCCTGOGCCATCAGTOGOGCTCCAGTCTGGGGATG
AGGGTGATTATTACTGTGCAGCATGGGATGACAGC
CTGAAGGGTTATGTCTTCGGAACTGGGACCCAGCTC
ACCGTTTTA (SEQ ID NO: 24)

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGGGGAGGCTTAGT

TCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGC
CTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCATGCACTG

GGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGG
TCTCAGGTATTAGTTGGAATAGTGGTAGCATAGGCT
ATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCA
GAGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATG

AACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTA

CTGTGCGAGAGAAGGGCAGTGGCCGAACTACGGTA
TGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTC

TCCTCA (SEQ ID NO: 16)
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Dominio VH:
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CAGTCTGTGCTGACTCAGCCACCCTCAGCGTCTGGG
ACCCCCGGGCAGAGGOTCACCATCICTIGTTICTGGA
AGCAGCTCCAACATCGGAGGTGATACTGTAAACTG
GTACCAGCAGCTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCC
TCATCTATAGTAATAATCAGCGGCCCTCAGGGGTCC
CTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAG
CCTCCCTGGCCATCAGTOGGCTCCGGTCTGAGGATG
AGGCTGATTATTACTGTGCAGCATGGGATGACAGC
CTGAATGGTTATGTCTTCGGCACTGGGACCAAGCTG

ACCGTCCTA (SEQ ID NO: 28)

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGT

ACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGC
CTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCATGCACTG

GGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGG
TCTCAGGTATTAGTTGGAATAGTGGTAGCATAGGCT
ATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCA
GAGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATG

AACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTA

CTGTGCGAGAGAAGGGCAGTGGCCGAACTACGGTA
TGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTC

TCCTCA (SEQ ID NO: 9)
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CAGTCTGTGCTGACTCAGCCACCCTCAGCGTCTGGG
ACCCCCGGGCAGAGGGTCACCATCTCTTGTTCTGGA
AGCAGGTCCAACATCGGAAGTAATACTGTAAGCTG
GTACCAGCAACTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCC
TCATCTATAGTAATAATCAGCGGCCCTCAGGGGTCC
CTGACCGATTCTCTGGCTCCCAGTCTGGCACCTCAG
CCTCCCTGGCCATCAGTGGACTCCAGTCTGAGGATG
AGGCTGATTATTACTGTGCAGCATGGGATGACAGC
CTGAATGGTTATGTCTTCGGAACTGGGACCAAGCTG
ACCGTCCTA

(SEQ ID NO: 31)

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGT
ACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGC
CTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCATGCACTG
GGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGG
TCTCAGGTATTAGTTGGAATAGTGGTAGCATAGGCT
ATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCA
GAGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATG
AACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTA

CTGTGCGAGAGAAGGGCAGTGGCCGAACTACGGTA
TGCGACGTCTGGGGCCAAGGUGACCACGGTCACCGTC
TCCTCA (SEQ ID NO: 9)

13
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CAGTCTGTGTTGACGCAGCCGCCCTCAGTGTCTGCG
GCCCCAGGGCAGAAGGTCACCATCTCCTGCCCTGG
AAGCAGCTCCAACATTGGGAATAATTATGTATCCTG
GTACCAGCAGCTCCCAGGGACAGCCCCCAAACTCC
TCATTTATGACAATAATGAGCGACCCTCAGGGATTC
CTGACCGATTCTCTGGCTCCACGTCTGGCACGTCAG
CCACCCTGGACATCACCGACCTCCAGGCTGAGGAC
GAGGCCACTTATTATTGCGGTGCCTGGGATAACACC
CTGGGTGTTTACGTCCTCGGAACTGGGACCCAGCTC
ACCGTTTTA (SEQ ID NO: 10)

Tabla 8: Resumen de los nims. de SEQ ID NO. de los mAb

mAb mAb mAb mAb mAb

H3A-32 H3A-76 H3A-81 H4B-05 H4B-121

Dominio VH 14 21 14 7 7
Acido nucleico del dominio VH 16 23 16 9 9
Dominio VL 15 22 27 30 8
Acido nucleico del dominio VL 17 24 28 31 10
H-CDR1 1 1 1 1 1
H-CDR2 2 2 2 2 2
H-CDR3 3 3 3 3 3
L-CDR1 11 18 25 29 4
L-CDR2 12 19 12 12 5
L-CDR3 13 20 26 26 6

Tipicamente, dicho acido nucleico es una molécula de ADN o ARN, que se puede incluir en cualquier vector
adecuado, tal como un plasmido, césmido, episoma, cromosoma artificial, fago o un vector viral.

Los términos «vector», «vector de clonacion» y «vector de expresion» significan el vehiculo por medio del cual una
secuencia de ADN o ARN secuencia (p. €j., un gen foraneo) se puede introducir en una célula hospedadora, con el
fin de transformar el hospedador y promover la expresion (p. e€j., transcripcion y traducciéon) de la secuencia
introducida.

Por lo tanto, el presente texto describe un vector que comprende un acido nucleico de la invencion.

Dichos vectores pueden comprender elementos reguladores, tales como un promotor, potenciador, terminador y
similares, para provocar o dirigir la expresion de dicho anticuerpo tras la administracion a un sujeto. Los ejemplos de
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promotores y potenciadores utilizados en el vector de expresion para la célula animal incluyen el promotor temprano
y promotor de SV40 (Mizukami T. et al. 1987), el promotor y potenciador LTR del virus de la leucemia de ratén
Moloney (Kuwana Y et al. 1987), promotor (Mason JO et al. 1985) y potenciador (Gillies SD et al. 1983) de la cadena
H de inmunoglobulina y similares.

Se puede utilizar cualquier vector de expresion para una célula animal, siempre que se pueda insertar y expresar un
gen que codifica para la region C del anticuerpo humano. Los ejemplos de vectores adecuados incluyen pAGE107
(Miyaji H et al. 1990), pAGE103 (Mizukami T et al. 1987), pHSG274 (Brady G et al. 1984), pKCR (O'Hare K et al.
1981), pSG1 beta d2-4-(Miyaji H et al. 1990) y similares.

Otros ejemplos de plasmidos incluyen plasmidos de replicacion que comprenden un origen de replicacion, o
plasmidos integradores, tales como por ejemplo pUC, pcDNA, pBR y similares.

Otros ejemplos de vector viral incluyen vectores adenovirales, retrovirales, del virus del herpes y del AAV. Dichos
virus recombinantes se pueden producir mediante técnicas conocidas en la técnica, tal como células de envoltorio
transfectantes o mediante transfeccion transitoria con plasmidos auxiliares o virus. Los ejemplos tipicos de células
de envoltorio de virus incluyen células PA317, células PsiCRIP, células GPenv+, células 293, etc. Se pueden
encontrar protocolos detallados para producir dichos virus recombinantes con defecto de replicacion, por ejemplo, en
WO 95/14785, WO 96/22378, US 5 882 877, US 6 013 516, US 4 861 719, US 5 278 056 y WO 94/19478.

El presente texto describe, ademas, una célula hospedadora que comprende un acido nucleico o un vector segun la
invencion.

Tipicamente, la célula hospedadora se ha transfectado, infectado o transformado mediante un acido nucleico o un
vector descrito anteriormente.

El término «transformacién» significa la introduccién de un gen, secuencia de ADN o ARN «foraneo» (es decir,
extrinseco o extracelular) en una célula hospedadora, de manera que la célula hospedadora expresara el gen o
secuencia introducido para producir una sustancia deseada, tipicamente una proteina o enzima codificada por el gen
o secuencia introducido. Una célula hospedadora que recibe y expresa el ADN o ARN introducido se ha
«transformado».

Los acidos nucleicos descritos se pueden utilizar para producir un anticuerpo de la invenciéon en un sistema de
expresion adecuado. El término «sistema de expresion» significa una célula hospedadora y un vector compatible en
condiciones adecuadas, p. €j., para la expresion de una proteina codificada por el ADN foraneo que lleva el vector y
que se introduce en la célula hospedadora.

Los sistemas de expresion comunes incluyen células hospedadoras y vectores plasmidicos de E. coli, células
hospedadoras de insectos y vectores de Baculovirus, y células hospedadoras y vectores de mamiferos. Otros
ejemplos de células hospedadoras incluyen, sin limitacion células procariontes (tales como bacterias) y células
eucariontes (tales como células de levadura, células de mamiferos, células de insectos, células vegetales, etc.). Los
ejemplos especificos incluyen E.coli, las levaduras Kluyveromyces o Saccharomyces, las lineas celulares de
mamiferos (p. ej., células Vero, células CHO, células 3T3, células COS, etc.), asi como cultivos de células de
mamiferos primarios o establecidos (p. €j., producidos a partir de linfoblastos, fibroblastos, células embrionarias,
células epiteliales, células nerviosas, adipocitos, etc.). Los ejemplos también incluyen la célula SP2/0-Ag14 de ratén
(ATCC CRL1581), la célula P3X63-Ag8.653 de ratén (ATCC CRL1580), la célula CHO en la que un gen de
dihidrofolato reductasa (denominado en la presente memoria «gen DHFR») presenta defecto (Urlaub G et al; 1980),
la célula YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20 de rata (ATCC CRL1662, denominada en la presente memoria «célula YB2/0») y
similares.

El presente texto también describe un método para producir una célula hospedadora recombinante que expresa un
anticuerpo segun la invencion, dicho método comprende las etapas de: (i) infroducir in vitro o ex vivo un acido
nucleico recombinante o un vector tales como se describieron anteriormente en una célula hospedadora
competente, (ii) cultivar in vitro o ex vivo la célula hospedadora recombinante obtenida y (iii), opcionalmente,
seleccionar las células que expresan y/o secretan dicho anticuerpo. Dichas células hospedadoras recombinantes se
pueden utilizar para la produccién de anticuerpos de la invencion.

Métodos para producir anticuerpos de la invencion

Los anticuerpos de la invencién se pueden producir mediante cualquier técnica conocida en la técnica, tal como, sin
limitacion, cualquier técnica quimica, bioldgica, genética o enzimatica, ya sea sola o en combinacion.

Al conocer la secuencia de aminoacidos del anticuerpo deseado, un experto en la técnica puede producir facilmente

dichos anticuerpos mediante técnicas estandares de produccién de polipéptidos. Por ejemplo, se pueden sintetizar al

utilizar un método en fase sélida conocido, preferiblemente al utilizar un aparto de sintesis peptidica disponible en el

mercado (tal como el fabricado por Applied Biosystems, Foster City, California) y seguir las instrucciones del
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fabricante. Alternativamente, los anticuerpos de la invencién se pueden sintetizar mediante técnicas de ADN
recombinante conocidas en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos se pueden obtener como productos de expresion
de ADN después de la incorporacién de secuencias de ADN que codifican para los anticuerpos en vectores de
expresion y la introduccién de dichos vectores en hospedadores eucariontes o procariontes adecuados que
expresaran los anticuerpos deseados, de los cuales se pueden aislar posteriormente utilizando técnicas conocidas.

En particular, el presente texto describe, ademas, un método para producir un anticuerpo de la invencion, cuyo
método comprende las etapas de: (i) cultivar una célula hospedadora transformada descrita anteriormente en
condiciones adecuadas para permitir la expresion de dicho anticuerpo; y (ii) recuperar el anticuerpo expresado.

Los anticuerpos de la invencion pueden separarse de forma adecuada del medio de cultivo mediante procedimientos
de purificacion de inmunoglobulina convencionales tales como, por ejemplo, proteina A-sefarosa, cromatografia de
hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis o cromatografia por afinidad.

El Fab de la presente invencion se puede obtener al tratar un anticuerpo que hace reaccién especificamente con
HERS3 con una proteasa, papaina. Ademas, el Fab se puede producir al insertar ADN que codifica para el Fab del
anticuerpo en un vector para un sistema de expresién procarionte, o para un sistema de expresiéon eucarionte, e
introducir el vector en un procarionte o eucarionte (segun corresponda) para expresar el Fab.

El F(ab")2 de la presente invencién se puede obtener al tratar un anticuerpo de la invencion con una proteasa,
pepsina. Ademas, el F(ab')2 se puede producir al unir el Fab' descrito mas adelante a través de un enlace tioéter o
un enlace disulfuro.

El Fab' de la presente invencion se puede obtener al tratar un F(ab')2 de la invencion con un agente reductor,
ditiotreitol. Ademas, el Fab' se puede producir al insertar ADN que codifica para el fragmento Fab' del anticuerpo en
un vector de expresion para un procarionte, o un vector de expresion para un eucarionte, e introducir el vector en un
procarionte o eucarionte (segun corresponda) para llevar a cabo su expresion.

El scFv de la presente invencion se puede producir al obtener ADNc que codifica para los dominios VH y VL, segun
se describieron anteriormente, construir el ADN que codifica para scFv, insertar el ADN en un vector de expresion
para un procarionte, o un vector de expresion para un eucarionte, y luego introducir el vector de expresion en un
procarionte o eucarionte (segin corresponda) para expresar el scFv.

Anticuerpos homdlogos

En ofra realizaciéon adicional, un anticuerpo de la invencion tiene secuencias nucleotidicas de region variable de
cadena pesada y ligera, o secuencia de aminoacidos de region variable de cadena pesada y ligera que son
homologas a las secuencias nucelotidicas o de aminoacidos de los anticuerpos descritos en la presente memoria, y
en las que los anticuerpos conservan las propiedades funcionales deseada de los anticuerpos anti-HER3 de la
invencion.

Por ejemplo, el presente texto describe un anticuerpo (o una proteina funcional que comprende una porcioén de union
a antigeno de este) que comprende una cadena pesada en donde el dominio variable comprende:

- una H-CDR1 que tiene al menos 90 % o 95 % de identidad con la secuencia que se establece en el SEQ ID NO: 1,
- una H-CDR2 que tiene al menos 90 % o 95 % de identidad con la secuencia que se establece en el SEQ ID NO: 2,

- una H-CDR3 que tiene al menos 90 % o 95 % de identidad con la secuencia que se establece en el SEQ ID NO: 3,
y

- que se une especificamente a HER3 y/o el complejo HER2-HERS3 con sustancialmente la misma afinidad que un
anticuerpo que comprende una cadena pesada en la que el dominio variable comprende el SEQ ID NO: 1 para H-
CDRH1, el SEQ ID NO: 2 para H-CDR2 y el SEQ ID NO: 3 para H-CDR3, y mas preferiblemente, con sustancialmente
la misma afinidad que uno de los siguientes anticuerpos: mAb H3A-32, mAb H3A-76, mAb H3A-81, mAb H4B-05y
mAb H4B-121, segun se describieron anteriormente.

La afinidad de unién se puede medir utilizando ensayos conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, el analisis
Biacore.

En una realizacién, el presente texto describe anticuerpos homologos que se unen a HERS3 y/o el complejo
HER3/HER2 humano con una Kp de 10uM o menor, 1uM o 100nM o menor. Segun se usa en la presente memoria,
el término Kp pretende hace referencia a la constante de disociacion, que se obtiene a partir de la relacion entre Kd y
Ka (es decir, Kd/Ka) y se expresa como una concentracion molar (M). Los valores de Kp para anticuerpos se pueden
determinar utilizados métodos establecidos en la técnica. Un método para determinar la Kp de un anticuerpo es
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mediante el uso de resonancia de plasmones superficiales 0 mediante el uso de un sistema de biosensor tal como
un sistema Biacore®.

En algunas realizaciones especificas, los anticuerpos descritos anteriormente tienen, de forma ventajosa, actividad
inhibidora o neutralizante de HER3.

Segun se usa en la presente, un anticuerpo que inhibe la actividad biolégica de HER3 es un anticuerpo que inhibe la
formacién del heterodimero que comprende HERS3, en particular el complejo HER2-HERS3, segin se mide, por
ejemplo, en el ensayo T-FRET.

En un ejemplo adicional, el presente texto describe un anticuerpo (o una proteina funcional que comprende una
porcién de unién a antigeno de este) que comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de
cadena ligera, en donde: la region variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 %, al menos 90 % o al menos 95 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en el SEQ ID NO:7, el SEQ ID NO: 14 y el SEQ ID NO: 21; la region variable de cadena ligera comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, al menos 90 % o al menos 95 % idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 8, el SEQ ID NO: 15, el SEQ ID NO: 22, el SEQ
ID NO: 27 y el SEQ ID NO:30; el anticuerpo se une especificamente a HERS y/o el complejo HER2-HER3 con
sustancialmente la misma afinidad que un anticuerpo que comprende una cadena pesada en la que el dominio
variable comprende el SEQ ID NO: 1 para H-CDR1, el SEQ ID NO: 2 para H-CDR2 y el SEQ ID NO: 3 para H-CDRS3,
y mas preferiblemente, con sustancialmente la misma afinidad que uno de los siguientes anticuerpos: mAb H3A-32,
mAb H3A-76, mAb H3A-81, mAb H4B-05 y mAb H4B-121, segun se describieron anteriormente.
En un ejemplo adicional, el presente texto describe un anticuerpo (o una proteina funcional que comprende una
porcién de unién a antigeno de este) que comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de
cadena ligera, en donde: la region variable de cadena pesada se codifica a partir de una secuencia de nucleétidos
que es al menos 80 %, al menos 90 % o al menos 95 % idéntica a una secuencia de nucleétidos seleccionada del
grupo que consiste en el SEQ ID NO: 9, el SEQ ID NO: 16 y el SEQ ID NO: 23; la region variable de cadena ligera
se codifica a partir de la secuencia de nucledtidos que es al menos 80 %, al menos 90 % o al menos 95 % idéntica a
una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 10, el SEQ ID NO: 17, el SEQ
ID NO: 24, el SEQ ID NO: 28 y el SEQ ID NO:31; el anticuerpo se une especificamente a HER3 y/o el complejo
HER2-HER3 con sustancialmente la misma afinidad que un anticuerpo que comprende una cadena pesada en la
que el dominio variable comprende el SEQ ID NO: 1 para H-CDR1, el SEQ ID NO: 2 para H-CDR2 y el SEQ ID NO:
3 para H-CDR3, y mas preferiblemente, con sustancialmente la misma afinidad que uno de los siguientes
anticuerpos: mAb H3A-32, mAb H3A-76, mAb H3A-81, mAb H4B-05 y mAb H4B-121, segun se describieron
anteriormente.

El anticuerpo descrito en el presente texto también abarca un anticuerpo que se une especificamente a HERS3 y/o el
complejo HER2-HER3 con sustancialmente la misma afinidad que un anticuerpo que comprende una cadena
pesada en la que el dominio variable comprende el SEQ ID NO: 1 para H-CDR1, el SEQ ID NO: 2 para H-CDR2 y el
SEQ ID NO: 3 para H-CDR3, y mas preferiblemente, con sustancialmente la misma afinidad que uno de los
siguientes anticuerpos: mAb H3A-32, mAb H3A-76, mAb H3A-81, mAb H4B-05 y mAb H4B-121, segun se
describieron anteriormente, y en donde 1, 2 o 3 aminoacidos se han sustituido en H-CDR1, H-CDR2 o H-CDR3 en
comparacion con el SEQ ID NO: 1, el SEQ ID NO: 2y el SEQ ID NO: 3, respectivamente.

En oftras realizaciones, las secuencias de aminoacidos de VH y/o VL pueden ser idénticas excepto por una
sustitucién de aminoacido en no mas de 1, 2, 3, 4 o 5 posiciones de aminoacido. Un anticuerpo que tiene regiones
de VH y VL que tienen identidad alta (es decir, 90 % o mayor) con respecto a las regiones de VH y VL del SEQ ID
NO:7, el SEQ ID NO: 14 o el SEQ ID NO:21 y el SEQ ID NO:8, el SEQ ID NO: 15, el SEQ ID NO: 22, el SEQ ID NO:
27 o el SEQ ID NO:30, respectivamente, se puede obtener mediante mutagénesis (p. ej., mutagénesis dirigida a sitio
o0 mediada por PCR) de moléculas de acido nucleico que codifican para el SEQ ID NO:9, el SEQ ID NO: 16 o el SEQ
ID NO:23 y el SEQ ID NO:10, el SEQ ID NO: 17, el SEQ ID NO: 24, el SEQ ID NO: 28 y el SEQ ID NO:31
respectivamente, con posterior evaluacion del anticuerpo codificado alterado para determinar la funcién conservada
(es decir, las funciones establecidas anteriormente) utilizando los ensayos funcionales descritos en la presente
memoria.

Segun se usa en la presente memoria, el porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién de la
cantidad de posiciones idénticas que comparten las secuencias, (es decir, % de identidad = n.° de posiciones
idénticas/n.° total de posiciones x 100), teniendo en cuenta la cantidad de huecos y la longitud de cada hueco, que
se deben introducir para la alineacion 6ptima de las dos secuencias. La comparacion de secuencias y la
determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias puede lograrse utilizando un algoritmo matematico,
segun se describe mas adelante.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede determinar utilizando el algoritmo de E.

Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4:1 1-17, 1988), que se ha incorporado en el programa ALIGN (version

2.0) usando una tabla de peso de residuo PAM120, una penalizacién de longitud de hueco de 12 y una penalizacién
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de hueco de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede determinar
utilizando el algoritmo de Needleman and Wunsch (J. Mol. 48:444-453, 1970) que se ha incorporado en el programa
GAP en el paquete de programa informatico GCG (disponible en http://www.gcg.com), utilizando ya sea una matriz
Blossum 62 o una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4,
506.

Anticuerpos con modificaciones conservadoras

En determinadas realizaciones, un anticuerpo descrito en el presente texto tiene una region variable de cadena
pesada que comprende secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 y una region variable de cadena ligera que comprende
secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3, en donde una o mas de estas secuencias de CDR tienen secuencias de
aminoacidos especificadas basadas en los anticuerpos descritos en la presente memoria o modificaciones
conservadoras de estos, y en donde los anticuerpos conservan las propiedades funcionales deseadas de los
anticuerpos anti-HER3 de la invencion. Por consiguiente, se describe un anticuerpo recombinante aislado, o una
proteina funcional que comprende una porcion de unién a antigeno de este, que consiste en una region variable de
cadena pesada que comprende las secuencias de H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRS3 y una region variable de cadena
ligera que comprende las secuencias de L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3, en donde:

la secuencia de aminoacidos de H-CDR1 se estable como el SEQ ID NO :1 y modificaciones conservadoras de esta;
la secuencia de aminoacidos de H-CDR2 se establece como el SEQ ID NO: 2 y modificaciones conservadoras de
esta; la secuencia de aminoacidos de H-CDR3 se establece como el SEQ ID NO: 3, y modificaciones conservadoras
de este;

la secuencia de aminoacidos de L-CDR1 se selecciona del grupo que consiste en el SEQ ID NO:4, el SEQ ID
NO:11, el SEQ ID NO:18, el SEQ ID NO:25 y el SEQ ID NO:29 y modificaciones conservadoras de estos;

la secuencia de aminoacidos de L-CDR2 se selecciona del grupo que consiste en el SEQ ID NO:5, el SEQ ID NO:12
y el SEQ ID NO:19 y modificaciones conservadoras de estos; la secuencia de aminoacidos de L-CDR3 se
selecciona del grupo que consiste en el SEQ ID NO:6, el SEQ ID NO: 13, el SEQ ID NO:20 y el SEQ ID NO:26;

el anticuerpo se une especificamente a HER3 y/o el complejo HER2-HERS3 con sustancialmente la misma afinidad
que un anticuerpo que comprende una cadena pesada con CDR a saber a continuacion, el SEQ ID NO: 1 para H-
CDRH1, el SEQ ID NO: 2 para H-CDR2 y el SEQ ID NO: 3 para H-CDR3, y mas preferiblemente, con sustancialmente
la misma afinidad que uno de los siguientes anticuerpos: mAb H3A-32, mAb H3A-76, mAb H3A-81, mAb H4B-05y
mAb H4B-121, segun se describieron anteriormente.

Segun se usa en la presente, el término «modificaciones de secuencia conservadoras» pretende hacer referencia a
modificaciones de aminoacido que no afectan o alteran significativamente las caracteristicas de union del anticuerpo
que contiene la secuencia de aminoacidos. Dichas modificaciones conservadoras incluyen sustituciones, adiciones y
supresiones de aminoacidos. Las modificaciones se pueden introducir en un anticuerpo de la invencién mediante
técnicas estandares conocidas en la técnica, tales como mutagénesis dirigida a sitio y mutagénesis mediada por
PCR. Las sustituciones de aminoacidos conservadoras son aquellas en que el residuo de aminoacidos se reemplaza
con un residuo de aminoacidos que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuos de aminoacidos que
tienen cadenas laterales similares se han definido en la técnica. Estas familias incluyen aminoacidos que tienen
cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido
aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales ramificadas beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y
cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo tanto, uno o mas
residuos de aminoacidos dentro de las regiones CDR de un anticuerpo de la invencion se pueden reemplazar con
otros residuos de aminoacidos de la misma familia de cadena lateral, y el anticuerpo alterado se puede evaluar para
determinar su funcién conservada utilizando los ensayos funcionales descritos en la presente memoria.

Anticuerpos que se unen al mismo epitopo que los anticuerpos anti-HER3 de la invencién

En otra realizacion, el texto describe un anticuerpo que se une al mismo epitopo que los diversos anticuerpos anti-
HERS3 especificos de la invencion descritos en la presente memoria y, mas preferiblemente, con sustancialmente la
misma afinidad que uno de los siguientes anticuerpos: mAb H3A-32, mAb H3A-76, mAb H3A-81, mAb H4B-05 y
mAb H4B-121, segun se describieron anteriormente.

Todos los anticuerpos descritos en los Ejemplos que son capaces de unirse especificamente al dominio extracelular
HER3 de HER3 se unen a los mismos epitopos con afinidad elevada, dicho epitopo esta comprendido entre los
aminoacidos 20 a 643 de HER3 (SEQ ID NO: 32), preferiblemente el epitopo estda comprendido entre los
aminoacidos 214 a 231 de HERS3 (SEQ ID NO: 33) y/o los aminoacidos 343 a 357 (SEQ ID NO: 34), preferiblemente
el epitopo esta comprendido entre los aminoacidos 342 a 357 de HER3 (SEQ ID NO: 35)
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El anticuerpo anti-HERS3 de la invencién se une al epitopo que esta comprendido entre los aminoacidos 352 a 357 de
HERS3 (SEQ ID NO: 36).

El epitopo que esta comprendido entre los aminoacidos 352 a 357 de HER3 (SEQ ID NO: 36) no esta en el sitio de
union de heregulina a HERS.

Tabla 9:
SEVGNSQAVCPGTLNGLSVTGDAENQYQTLYKLYERCEVVMGNLEIVLTG

HNADLSFLQWIREVTGYVLVAMNEFSTLPLPNLRVYRGTQVYDGKFAIFVM
LNYNTNSSHALRQLRLTQLTEILSGGVYIEKNDKLCHMDTIDWRDIVRDRDA
Secuencia de aminoacidos del dominio
r extracelular de HER3 humano 20-643; | EIVVKDNGRSCPPCHEVCKGRCWGPGSEDCQTLTKTICAPQCNGHCFGP
P21860 Uniprot) NPNQCCHDECAGGCSGPQDTDCFACRHFNDSGACYPRCPQPLVYNKLTF
QLEPNPHTKYQYGGVCVASCPHNFYVDQTSCVRACPPDKMEVDKNGLKM
CEPCGGLCPKACEGTGSGSRFQTVDSSNIDGFVNCTKILGNLDFLITGLNG
DPWHKIPALDPEKLNVFRTVREITGYLNIQSWPPHMHNFSYFSNLTTIGGRS
LYNRGFSLLIMKNLNVTSLGFRSLKEISAGRIYISAMRQLCYHHSLNWTKVLR
GPTEERLDIKHNRPRRDCVAEGKVCDPLCSSGGCWGPGPGQCLSCRNYS
RGGVCVTHCNFLNGEPREFAHEAECFSCHPECQPMEGTATCNGSGSDTC
AQCAHFRDGPHCVSSCPHGVLGAKGFIYKYPDVQNECRPCHENCTQGCK
GPELQDCLGQTLVLIGKTHLT {SEQ ID NO: 32)

Secuencias de aminoacidos en las que
estan comprendidos los epitopos

Secuencia de aminoacidos de GGCSGPQDTDCFACRHFN (SEQ ID NO: 33)
HER3 humano 214-231; P21860
Uniprot)

Secuencia de aminoacidos del
HER3 humano 343-357; P21860 |DFLITGLNGDPWHKI (SEQ ID NO: 34)
Uniprot)

Secuencia de aminoacidos del
HER3 humano 342-358; P21860 |LDFLITGLNGDPWHKIP (SEQ ID NO: 35)
Uniprot)

Secuencia de aminoacidos del
HER3 humano 352-357; P21860 |DPWHKI (SEQ ID NO: 36)
Uniprot)

Por consiguiente, se pueden identificar anticuerpos adicionales en funcién de su capacidad para competir de forma
cruzada (p. €j., para inhibir de forma competitiva la unién de, en una manera estadisticamente significativa) con otros
anticuerpos de la invencion en ensayo de union a HER3 estandares. La capacidad de un anticuerpo de prueba para
inhibir la unién de anticuerpos de la presente invenciéon a HER3 humano demuestra que el anticuerpo de prueba
puede competir con dicho anticuerpo por la union a HER3 humano; dicho anticuerpo, segun la teoria no limitante,
puede unirse al mismo epitopo o a uno relacionado (p. €j., uno estructuralmente similar o espacialmente préximo) en
HER3 humano como el anticuerpo con el cual compite. Por lo tanto, otro aspecto del presente texto describe
anticuerpos que se unen al mismo antigeno que, y compiten con, los anticuerpos descritos en mediante secuencia.
En una realizacion determinada, el anticuerpo que se une al mismo epitopo en HER3 humano que los anticuerpos
de la presente invencion es un anticuerpo recombinante humano. Dichos anticuerpos recombinantes humanos se
pueden preparar y asilar segun se describe en los Ejemplos.

Manipulacién del marco o Fc
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Los anticuerpos manipulados de la invencién incluyen aquellos en los que se han hecho maodificaciones en los
residuos del marco dentro de VH y/o VL, p. €j., para mejorar las propiedades del anticuerpo. Tipicamente, dichas
modificaciones en el marco se hacen para disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo. Por ejemplo, una estrategia
es «retromutar» uno o mas residuos del marco hasta la secuencia de linea germinal correspondiente. Mas
especificamente, un anticuerpo que se ha experimentado una mutacién somatica puede contener residuos de marco
que difieren con respecto a la secuencia de la linea germinal de la cual se derivo el anticuerpo. Dichos residuos se
pueden identificar al comparar las secuencias del marco del anticuerpo con las secuencias de la linea germinal de la
cual se derivo el anticuerpo. Para hacer que las secuencias de la region de marco vuelvan a su configuracion de
linea germinal, las mutaciones somaticas se pueden «retromutar» hasta la secuencia de linea germinal, por ejemplo,
mediante mutagénesis dirigida a sitio o mutagénesis mediada por PCR. También se pretende que dichos
anticuerpos «retromutados» estén comprendidos por la invencién. Otro tipo de modificacién de marco implica mutar
uno o mas residuos dentro de la regién de marco, o incluso dentro de una o mas regiones CDR, para retirar los
epitopos para linfocitos T y reducir, de esta manera, la potencial inmunogenicidad del anticuerpo. Esta estrategia
también se denomina «desinmunizacion» y se describe mas detalladamente en la publicacion de patente
estadounidense N.° 20030153043 de Carr et al.

Ademas o alternativamente a las modificaciones hechas dentro de las regiones de marco o CDR, los anticuerpos de
la invencién se pueden manipular para incluir modificaciones dentro de la region Fc, tipicamente para alterar una o
mas propiedades funcionales del anticuerpo, tales como semivida en suero, fijacion en complemento, unién a
receptor Fc y/o citotoxicidad celular dependiente de antigeno. Ademas, un anticuerpo de la invencion se puede
modificar quimicamente (p. €j., se pueden acoplar uno o mas restos quimicos al anticuerpo) o se puede modificar
para alterar su glicosilacion, nuevamente para alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo. Cada una
de estas realizaciones se describe con mas detalle a continuacion. La numeracion de los residuos en la region Fc es
la del indice EU de Kabat.

En una realizacion, la region bisagra de CH1 se modifica de manera que la cantidad de residuos de cisteina en la
region bisagra se altere, p. ej., aumente o disminuya. Esta estrategia se describe adicionalmente en la patente
estadounidense N.° 5 677 425 de Bodmer et al. La cantidad de residuos de cisteina en la regién bisagra de CH1 se
altera para, por ejemplo, facilitar el montaje de las cadenas ligera y pesada, o para aumentar o disminuir la
estabilidad del anticuerpo.

En otra realizacién, la region bisagra Fc de un anticuerpo se muta para disminuir la semivida bioldgica del
anticuerpo. Mas especificamente, se introduce una o mas mutaciones de aminoacido en la region de interfaz del
dominio CH2-CH3 del fragmento Fc-bisagra de manera que el anticuerpo tenga una unién a la proteina A de
Staphylococcyl (SpA) deteriorada con respecto a la unién a SpA unién del dominio Fc-bisagra natural. Esta
estrategia se describe con mayor detalle en la patente estadounidense n.° 6 165 745 de Ward et al.

En otra realizacion, el anticuerpo se modifica para aumentar su semivida bioldgica. Existen diversas estrategias
posibles. Por ejemplo, se puede introducir una o mas de las siguientes mutaciones: T252L, T254S, T256F, segun se
describe en la patente estadounidense n.° 6 277 375 de Ward. Alternativamente, para aumentar la semivida
bioldgica, el anticuerpo se puede alterar dentro de la region CH1 o CL para contener un epitopo de union a receptor
de recuperacion tomado de dos bucles de un dominio CH2 de una region Fc de una IgG, segun se describe en las
patentes estadounidenses nums. 5 869 046 y 6 121 022 de Presta et al.

En ofras realizaciones adicionales, la region Fc se altera al reemplazar al menos un residuo de aminoacido con un
residuo de aminoacido diferente para alterar las funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, uno o mas
aminoacidos se pueden reemplazar con un residuo de aminoacido diferente, de manera que el anticuerpo tenga una
afinidad alterada por un ligando efector, pero conserve la capacidad de unién a antigeno del anticuerpo primario. El
ligando efector con respecto al cual se altera la afinidad puede ser, por ejemplo, un receptor Fc o el componente C1
del complemento. Esta estrategia se describe mas detalladamente en las patentes estadounidenses N.° 5 624 821 y
5 648 260, ambas de Winter et al.

En otra modalidad, uno o mas aminoacidos seleccionados de los residuos de aminoacidos se pueden reemplazar
con un residuo de aminoacido diferente, de manera que el anticuerpo presente unién a C1q alterada y/o citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) reducida o suprimida. Esta estrategia se describe con mayor detalle en la
patente estadounidense n.° 6 194 551 de Idusogie et al.

En otra modalidad, uno o mas residuos de aminoacidos se alteran para alterar asi la capacidad del anticuerpo para
fijar el complemento. Esta estrategia se describe adicionalmente en la publicacion PCT WO 94/29351 de Bodmer et
al.

En otra modalidad adicional, la regidon Fc se modifica para aumentar la capacidad del anticuerpo de mediar la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC, por sus siglas en inglés) y/o para aumentar la afinidad del
anticuerpo con un receptor Fc mediante la modificacion de uno o mas aminoacidos. Esta estrategia se describe
adicionalmente en la publicacion PCT WO 00/42072 de Presta Ademas, se han mapeados los sitios de unién en la
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IgGl humana para FcyRI, Feyll, FcyRIll y FcRn y se han descrito variantes con unién mejorada (véase Shields, R. L.
et al., 2001 J. Biol. Chen. 276:6591-6604, W0O2010106180).

En otra modalidad adicional, se modifica la glicosilaciéon de un anticuerpo. Por ejemplo, se puede producir un
anticuerpo aglicosilado (es decir, el anticuerpo carece de glicosilacion). La glicosilacion se puede alterar, por
ejemplo, para aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Dichas modificaciones de carbohidratos se
pueden lograr, por ejemplo, al alterar uno o mas sitios de glicosilacion dentro de la secuencia del anticuerpo. Por
ejemplo, se puede realizar una o mas sustituciones de aminoacidos que resultan en la eliminaciéon de uno o mas
sitios de glicosilacion de marco de region variable para eliminar asi la glicosilacion en dicho sitio. Dicha aglicosilacion
puede aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Esta estrategia se describe con mayor detalle en las
patentes estadounidenses nums. 5 714 350 y 6 350 861 de Co et al.

Ademas o alternativamente, se puede producir un anticuerpo que tenga un tipo de glicosilacion alterado, tal como un
anticuerpo hipofucosilado o no fucosilado que tiene cantidades reducidas de residuos fucosilados o ninguno o un
anticuerpo que tenga mas estructuras GIcNAc bisectantes. Se ha demostrado que estos patrones de glicosilacion
alterados aumentan la capacidad de ADCC de los anticuerpos. Estas modificaciones de carbohidratos se pueden
lograr a través, por ejemplo, de la expresion del anticuerpo n una célula hospedadora con maquinaria de
glicosilacion alterada. En la técnica se han descrito células con maquinaria de glicosilacion alterada y se pueden
utilizar como células hospedadoras en las cuales se pueden expresar los anticuerpos recombinantes de la invencion
para producir asi un anticuerpo con glicosilacién modificada. Por ejemplo, EP 1 176 195 de Hang et al. Describe una
linea celular con un gen FUT8 funcionalmente alterado, que codifica para una fucosil transferasa, de manera que los
anticuerpos expresados en dicha linea celular exhiben hipofucosilacién o carecen de residuos fucosildos. Por lo
tanto, en una realizacién, los anticuerpos de la invencion se pueden producir mediante expresion recombinante en
una linea celular que exhibe un patron de hipofucosilacion o no fucosilacién, por ejemplo, una linea celular de
mamifero con expresion deficiente del gen FUT8 que codifica para la fucosiltransferasa. La publicacion PCT WO
03/035835 de Presta describe una linea celular CHO variante, las células Lecl3, con capacidad reducida para
acoplar fucosa a carbohidratos enlazados a Asn(297), que también resulta en la hipofucosilacién de anticuerpos
expresados en dicha célula hospedadora (véase también Shields, R.L. et al., 2002 J. Biol. Chem. 277:26733-26740).
La publicacion PCT WO 99/54342 de Umana et al. Describe lineas celulares manipuladas para expresar glicosil
transferasas que modifican glicoproteinas (p. ej., beta(1,4)-N acetilglucosaminiltransferasa Ill (GnTIIl)) de manera
que los anticuerpos expresados en las lineas celulares manipuladas exhiben estructuras GIcNac bisectantes
aumentadas que resultan en una actividad ADCC aumentada de los anticuerpos (véase también Umana et al., 1999
Nat. Biotech. 17:176-180). Eureka Therapeutics describe, ademas, células de mamifero CHO manipuladas
genéticamente capaces de producir anticuerpos con un patron de glicosilacion alterado carentes de residuos fucosilo
http://www.eurekainc.com/a&boutus/companyoverview.html). Alternativamente, los anticuerpos de la invencion se
pueden producir en levaduras u hongos filamentosos manipulados para tener un patrén de glicosilacion similar al de
mamiferos y capaces de producir anticuerpos que carecen de fucosa como patréon de glicosilacion (véase, por
ejemplo EP1297172B1).

Otra modificacién de los anticuerpos en la presente memoria que se contempla en la invencion es la pegilacion. Un
anticuerpo se puede pegilar, por ejemplo, para aumentar la semivida bioldgica (p. €j., en suero) del anticuerpo. Para
pegilar un anticuerpo, el anticuerpo o fragmento de este, tipicamente se hace reaccionar con polietilenglicol (PEG),
tal como un éster o aldehido reactivo derivado de PEG, en condiciones en las que uno o mas grupos PEG se
acoplan al anticuerpo o fragmento de anticuerpo. La pegilacion se puede llevar a cabo mediante una reacciéon de
acilacion o una reaccion de alquilacion con una molécula de PEG reactiva (o un polimero soluble en agua reactivo
analogo). Segun se usa en la presente memoria, el término «polietilenglicol» pretende abarcar cualquiera de las
formas de PEG que se han utilizado para derivar otras proteinas, tal como mono (C1- C10) alcoxi- o ariloxi-
polietilenglicol o polietilenglicol-maleimida. En determinadas modalidades, el anticuerpo que se pegilara es un
anticuerpo aglicosilado. Los métodos para pegilar proteinas se conocen en la técnica y se pueden aplicar a los
anticuerpos de la invencion. Véase, por ejemplo, EP O 154 316 de Nishimura etal. y EP 0401 384 de Ishikawa et
al.

Otra modificacion de los anticuerpos que se contempla en la invencion es un conjugado o una proteina de fusion de
al menos la region de union a antigeno del anticuerpo de la invencidon con proteina sérica, tal como seroalbumina
humana o un fragmento de esta para aumentar la semivida de la molécula resultante. Dicha estrategia se describe,
por ejemplo, en Ballance et al. EP0322094.

Otra posibilidad es una fusiéon de al menos la region de unién a antigeno del anticuerpo de la invencién con
proteinas capaces de unirse a proteinas séricas, tales como seroalbimina humana para aumentar la semivida de la
molécula resultante. Dicha estrategia se describe, por ejemplo, en Nygren et al., EP 0 486 525.

Usos terapéuticos de los anticuerpos de la invencion

Un objeto adicional de la invencién proporciona un anticuerpo anti-HER3 para uso como farmaco.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 657 862 T3

La invencion se refiere al uso de un anticuerpo anti-HER3 segun la invencion como farmaco.
Segun se describié anteriormente, se sabe que HERS3 tiene una funcion clave en el cancer.

Por lo tanto, el presente texto describe métodos y composiciones farmacéuticas para el tratamiento del cancer u
otros trastornos relacionados donde se ha demostrado que el complejo HER2-HERS3 y/o HERS3 constituye una diana
terapéutica.

Por consiguiente, la invencion se refiere a un anticuerpo de la invencién para uso en el tratamiento del cancer.

El presente texto también describe el uso de un anticuerpo anti-HER3 segun la invencion en la preparacion de un
farmaco util para el tratamiento del cancer. El texto también describe un método para tratar el cancer que comprende
la etapa de administrar a un sujeto que lo necesita un anticuerpo de la invencion.

Ademas, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende dichos anticuerpos de la invencion
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Por lo tanto, los anticuerpos de la invencién opcionalmente se pueden combinar con matrices de liberacion
sostenida, tales como polimeros biodegradables, para formar las composiciones terapéuticas.

«Farmacéuticamente» o «farmacéuticamente aceptable» hace referencia a entidades moleculares y composiciones
que no producen reacciones adversas, alérgicas u otras inapropiadas cuando se administran a un mamifero,
especialmente un humano, segun corresponda. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable hace referencia a una
carga, diluyente, material encapsulante o formulacion auxiliar sélido, semisélido o liquido no tdxico de cualquier tipo.

La forma de las composiciones farmacéuticas, la via de administracion, la dosificacion y el régimen dependen
naturalmente de la afeccion que se tratara, la gravedad de la enfermedad, la edad, el peso y el sexo del paciente,
etc.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden formular para una administracion toépica, oral,
parenteral, intranasal, intravenosa, intramuscular, subcutanea o intraocular y similares.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son farmacéuticamente aceptables para
una formulacion que se puede inyectar. Estos pueden ser, en particular, disoluciones salinas, estériles, isotonicas
(fosfato monosédico o disddico, cloruro de sodio, potasio, calcio o magnesio y similares o mezclas de dichas sales),
0 composiciones secas, especialmente liofilizadas, que tras la adicion, dependiendo del caso, de agua esterilizada o
disolucion salina fisioldgica, permite la constitucion de disoluciones inyectables.

Las dosis utilizadas para la administracion se pueden adaptar en funcién de diversos parametros y, en particular, en
funcién del modo de administracion utilizado, de la patologia relevante o, alternativamente, de la duracion del
tratamiento deseada.

Para preparar composiciones farmacéuticas, se puede disolver o dispersar una cantidad eficaz del anticuerpo en un
vehiculo o medio acuoso farmacéuticamente aceptable.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen dispersiones o disoluciones acuosas estériles;
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuate o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de dispersiones o disoluciones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe
ser estéril y fluida en la medida en que exista la posibilidad de colocarla en una jeringa facilmente. Debe ser estable
en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y se debe preservar contra la accion contaminante de
microorganismos, tales como bacterias y hongos.

Las disoluciones de los compuestos activos como base libre o sales farmacéuticamente aceptables se pueden
preparar en agua mezclada de forma adecuada con un tensioactivo, como hidroxipropilcelulosa. También se pueden
preparar dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de estos, asi como en aceites. En condiciones
habituales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para evitar el crecimiento de
microorganismos.

Un anticuerpo de la invencién se puede formular en una composicion en forma neutra o de sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién de acido (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que se forman con acidos inorganicos como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o acidos
organicos como acético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres
también se pueden derivar de bases inorganicas como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o
férrico y bases organicas como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.
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El vehiculo también puede ser un disolvente o medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares), mezclas adecuadas de estos y aceites
vegetales. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como
lecitina, al mantener el tamafio de particula necesario en el caso de la dispersion y mediante el uso de tensioactivos.
La prevencion de la accién de microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes antibacterianos y
antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos, se
preferira incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azucares o cloruro de sodio. La absorcion prolongada de las
composiciones inyectables se puede lograr mediante el uso en las composiciones de agentes que retardan la
absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las disoluciones inyectables estériles se preparan al incorporar los compuestos activos en la cantidad necesaria en
el disolvente adecuado con varios de los ingredientes adicionales enumerados anteriormente, segun sea necesario,
y posteriormente someterlos a esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan al incorporar los
diversos ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los
otros ingredientes necesarios de los enumerados anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la
preparacion de disoluciones inyectables estériles, los métodos de preparacion preferidos son las técnicas de secado
al vacio y liofilizacion que proporcionan un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado
a partir de una disolucién previamente esterilizada por filtracion de estos.

También se contempla la preparacion de disoluciones mas o altamente concentradas para inyeccion directa, donde
se prevé el uso de DMSO como disolvente para resultar en una penetracion extremadamente rapida que suministra
concentraciones altas de los agentes activos a un area tumoral pequefia.

Tras la formulacion, las disoluciones se administraran en un modo compatible con la formulacion de dosificaciéon y en
la cantidad que resulte terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad de
formas de dosificacion, tales como el tipo de disoluciones inyectables descritas anteriormente, pero también se
pueden emplear capsulas de liberacion de farmaco y similares.

Para la administracion parenteral en una disoluciéon acuosa, por ejemplo, la disolucién se deberia tamponar de
manera adecuada, si es necesario, y el diluyente liquido se deberia volver isoténico en primer lugar con disolucion
salina o glucosa suficiente. Estas disoluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para la
administracién por via intravenosa, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. En este sentido, los medios acuosos
estériles que se pueden emplear seran conocidos para los expertos en la técnica en virtud de la presente
descripcion. Por ejemplo, se podria disolver una dosificacion en 1 ml de disolucion de NaCl isoténica y agregarse a
1000 ml de fluido de hipodermoclisis o inyectarse en el sitio propuesto de la infusién (véase, por ejemplo,
«Remington’s Pharmaceutical Sciences», 152 edicion, paginas 1035-1038 y 1570-1580). Alguna de variacion en la
dosificacion se producira segun la afeccion del sujeto que se esté tratando. La persona responsable de la
administracion podra, en cualquier caso, determinar la dosis adecuada para el sujeto individual.

Los anticuerpos de la invencion se pueden formular dentro de una mezcla terapéutica que comprende alrededor de
0,0001 a 1,0 miligramos, o alrededor de 0,001 a 0,1 miligramos, o alrededor de 0,1 a 1,0 o incluso alrededor de 10
miligramos por dosis o similar. También se pueden administrar multiples dosis.

Ademas de los compuestos formulados para administracién parenteral, tal como inyeccién intravenosa o
intramuscular, otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, p. ej., comprimidos u otros sélidos para
administracion oral; capsulas de liberacion temporizada; y cualquier otra forma utilizada actualmente.

En determinadas realizaciones, se contempla el uso de liposomas y/o nanoparticulas para la introduccion de los
anticuerpos en células hospedadoras. Los expertos en la técnica conocen sobre la formacion y uso de liposomas y/o
nanoparticulas.

Las nanocapsulas pueden generalmente atrapar compuestos de modo estable y reproducible. Para evitar efectos
secundarios debido a una sobrecarga polimérica intracelular, se disefian particulas ultrafinas (con un tamafio de
alrededor de 0,1 um) en general utilizando polimeros capaces de degradarse in vivo. Las nanoparticulas de
polialquil-cianoacrilato biodegradables que cumplen con estos requisitos se contemplan para uso en la presente
invencion y dichas particulas se pueden producir facilmente.

Los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que se dispersan en un medio acuoso y forman espontaneamente
vesiculas multilamelares concéntricas de doble capa (también denominadas vesiculas multilamelares (MLV, por sus
siglas en inglés)). Las MLV generalmente tienen diametros de 25 nm a 4 pym. La sonicacion de MLV resulta en la
formacion de vesiculas unilamerales pequefias (SUV, por sus siglas en inglés) con diametros en el intervalo de 200
a 500 A, que contienen una disolucién acuosa en el nucleo. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen
del Ph, la resistencia ionica y la presencia de cationes divalentes.
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El texto también describe kits que comprenden al menos un anticuerpo de la invencién. Los kits que contienen
anticuerpos de la invencion se utilizan en ensayos terapéuticos.

La invencion se ilustrara en mayor detalle mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben interpretarse en ningin modo como limitantes del alcance de la presente invencion.

Figuras

La figura 1 muestra el resultado de la especificidad de unién por Fago-ELISA para diversos anticuerpos segun la
invencion.

La figura 2 muestra un ejemplo de los resultados del ELISA competitivo. EI ELISA competitivo se llevd a cabo
mediante una competencia por la unién a HER3 (EbB3) entre fago-scFv de H3A-81 y sus otros Fab humanos. La
union residual del fago-scFv-H3A-81 a una concentracion de 2ug/ml de Fab utilizados como competidor se asigné en
porcentaje. Se utilizé un Fab irrelevante (clon H3A-02) como testigo negativo. El Fab H3A-81 se utilizé como testigo
positivo (competencia consigo mismo: fago-scFv-H3A-81 contra Fab-H3A-81).

La figura 3 muestra los resultados de las curvas de union de ELISA para la IgG humana purificada de la invencion.
El clon H3A-02 es un anticuerpo irrelevante utilizado como testigo negativo.

La figura 4 muestra las curvas de uniodn curves de H4B-121 en comparacion otros dos anticuerpos anti-HER3 (Ab n.°
6y U1-59).

La figura 5 muestra la reactividad de los anticuerpos IgG humanos purificados de la invencién para HER3 humano
con respecto a HER3 de ratén. Los anticuerpos D, E, G y H son anti-HERS3 testigos positivos.

La figura 6 muestra la reactividad con dependencia de dosis del anticuerpo H4B-121 para HER3 humano y HER3 de
raton.

Las figuras 7A-F muestran el perfil de union especifico por citometria de flujo de la IgG H3A-81, H3A-32, H4B-05,
H3A-76 y H4B-121 humana purificada para natural (A), EGFR (B), HER2 (C), EGFR/HER4 (D), HER3 (E) y el
complejo HER2/HERS3 (F) transfectado en células NIH 3T3. T es el clon H3A-02 testigo negativo.

La figura 8 muestra el experimento de competencia por FACS entre el anticuerpo especifico para HER3 H4B-121,
dos anti-HERS adicionales (D y G), usados como anticuerpos testigo, y heregulina en células SKBR3.

La figura 9 muestra los resultados del ensayo TR-FRET para el analisis de heterodimerizacion HER2-HER3 en
células NIH-3T3 transfectadas. Los anticuerpos anti-HER2 trastuzumab y pertuzumab se utilizaron como testigo
positivo. El mAb Px irrelevante fue el testigo negativo.

La figura 10 muestra el analisis de epitopos reconocidos por el anticuerpo H4B-121. La unién puntual se midié
mediante cuantificacion de pixeles de uniéon de H4B-121 a HER3 (programa informatico peptides 5imageJ).

La figura 11 identifica los residuos que contribuyen al punto (SCR, por sus siglas en inglés) en el receptor HER3 que
interactdan con el anticuerpo H4B-121.

Las figuras 12A-B muestran la inhibicion de la progresion tumoral mediante el anticuerpo H4B-121 en ratones
lampifios con xenoinjertos con células cancerosas epidermoides A431 (A) y la correspondiente curva de
supervivencia de Kaplan-Meier (B). La expresion relativa de los receptores EGFR, HER2 y HER3 en la superficie de
las células A431 también se indica.

Las figuras 13 muestran la inhibicién de la progresion tumoral mediante el anticuerpo H4B-121 en ratones lampifios
con xenoinjertos con células cancerosas pancreaticas BxPC3 (A) y la correspondiente curva de supervivencia de
Kaplan-Meier (B). La transferencia interna en la figura 13B muestra el nivel de fosforilacion del receptor HER3 en los
xenoinjertos de BxPC3 extraidos de los ratones tratados con vehiculo o H4B-121.

La figura 14A muestra la inhibicion inducida por H4B-121 de la internalizacion de HERS3 en el carcinoma pancreatico
BxPC3 mediante transferencia western y la figura 14B cuantifica la internalizacion de HER3 inducida por el
anticuerpo dependiente del tiempo.

EJEMPLO
Especificidad por Fago-ELISA

Se sometid a barrido una biblioteca de fagos de scFv humano con respecto a la proteina HER3-Fc (R&D Systems)
para seleccionar anticuerpos anti-HER3. Se seleccionaron 10° clones.
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Los que se unieron a scFv se evaluaron mediante el ensayo fago-ELISA para determinar la especificidad para HER3
con respecto a otro receptor HER (HER4, por ejemplo aqui). La expresion de scFv en fagos y el ensayo fago-ELISA
fueron similares, segun se describié anteriormente. Cada sobrenadante de fagos-scFv se agregé a los pocillos de
placa de microtitulacion previamente recubiertos con HER3-Fc humano, HER4-Fc humano (dominio extracelular
ErbB3/HER3 humano recombinante o quimera ErbB4/HER4 Fc, R&D Systems) o seroalbumina bovina. HER4-Fc y
BSA se utilizaron como testigos negativos. Segun se muestra en la figura 1, se aislaron diversos fagos-scFv que
exhibieron unién especifica para HER3 con respecto a HER4 a partir de la biblioteca de scFv humano.

Analisis de las secuencias de los que se unieron a scFv

Se determiné la secuencia de ADN de los que se unieron a scFv. El analisis de las secuencias de ADN de scFv
exhibié que 57/105 clones eran Unicos. Ademas, este analisis de diversidad genética después de la seccién muestra
un enriquecimiento preferencial del clon H3A-76 (34/105). Otros cuatro clones H3A-32 (2/105), H3A-81, H4B-05
(2/105) y H4B-121 comparten las tres CDR-H (SEQ ID NO:1 para H-CDR1; SEQ ID NO: 2 para H-CDR2; SEQ ID
NO: 3 para H-CDR3) con el clon H3A-76.

La secuencia de las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena pesada (VH) y ligera (VL) para
los clones H3A-32 H3A-76, H3A-81, H4B-05 y H4B-121 se establece en las Tablas 2 a 6. Los clones H3A-32 y H3A-
81 tienen el dominio VH entero idéntico y H4B-05 y H4B-121 también tienen el mismo dominio VH. Las Tablas 2 a 6
muestran las secuencias de aminoacidos de la CDR de las regiones variables de cadena pesada (CDR-H) y ligera
(CDR-L).

Construccion de fragmentos Fab anti-HER3 humanos, produccion y caracterizacion de union
Conversién a formato Fab

Los clones H3A-32, H3A-76, H3A-81, H4B-05, H4B-121 se convirtieron a formato Fab. Las regiones VH y VL se
subclonaron en un vector de expresion bacteriano bicistronico que permite la expresion periplasmatica del fragmento
Fab con una etiqueta V5 para la detecciéon y una etiqueta 6xHis en el extremo C para la purificacion. Se utilizd
pMG92 para clones con una cadena ligera kappa y se utilizé pMG94 para clones con una cadena ligera lambda. Los
dominios VH se clonaron utilizando el sitio de restriccion Ncol/Xhol y los dominios VL se clonaron utilizando el sitio
de restriccion BamHI/Sall. La expresion de Fabs se llevo a cabo en la cepa de E coli HB2151 con induccién por
IPTG (0,5Mm) durante 16 horas a 20 °C. Los cultivos celulares se recogieron y las fracciones periplasmaticas se
prepararon mediante protocolos estandares. La purificacion se llevd a cabo utilizando resina Ni-NTA (Qiagen). La
expresion de Fab a partir de estos sistemas produce de 50-200ug dependiendo del Fab.

Union a Fab

Los Fab humanos purificados a diversas concentraciones se incubaron durante 2 horas a 37 °C en pocillos
recubiertos con 250ng de HER3-Fc (o HER4-Fc). Los Fab unidos se detectaron utilizando el anticuerpo anti-V5
etiguetado con HRP (Invitrogen). El revelado se llevé a cabo a 450nm en presencia de TMB (Sigma). Los Fab se
evaluaron simultaneamente para la unién a HER3-Fc, HER4-Fc y a seroalbumina bovina como testigo. Todos los
clones de Fab descritos anteriormente exhibieron una union especifica alta a HERS3 sin ninguna reactividad cruzada
con HERA4.

Unién competitiva de los anticuerpos anti-HER3 humanos

Se puede determinar el epitopo de HER3 al que se unié cada anticuerpo de la invencidon mediante analisis de union
competitiva. El objetivo era agrupar a los anticuerpos anti-HER3 en funcion de su capacidad para bloquear la union
entre si. La competencia por la unién a HER3 de cada anti-HERS3 entre ellos se comparé con la competencia con un
anticuerpo irrelevante utilizado como testigo negativo y con la competencia con el clon de anticuerpo evaluado
consigo mismo como testigo positivo. Este ensayo de union competitiva se puede llevar a cabo en diferentes
formatos del anticuerpo anti-HER3. Segun se describe en este ejemplo, los experimentos competitivos se llevaron a
cabo en formato fago-scFv a una concentracion definida con respecto a Fab a diversas diluciones.

En resumen, se mezclaron 10'° de fago-scFv purificado con PEG con diversas concentraciones de Fab purificados
(de 1x107 M a 2x10™° M). La mezcla se agregd a los 96 pocillos de la placa de microtitulacion prerrecubiertos con
HER3-Fc a 50ng y se bloqued con seroalbumina bovina. Las placas se incubaron 2 horas a 37 °C y luego se lavaron
tres veces. Los fagos-scFv unidos residuales se detectaron mediante adicién del anticuerpo anti-M13 conjugado con
HRP (GE Healthcare) durante 2 horas a 37 °C, y se revelaron a 450nm en presencia de TMB (Sigma).

La figura 2 exhibe un resumen de la competencia por la unién a HERS3 entre el clon fago-scFv de H3A-81 y sus otros

Fab. La union residual del fago-scFv-H3A-81 a una concentracion de 1x107 M de los Fab competidores se asigné en

porcentaje. Se utilizdé un Fab irrelevante, el clon H3A-02, como testigo negativo y el clon H3A-81 en formato Fab se

utilizé como testigo positivo (competencia consigo mismo). Segun se muestra en la Figura 2, los clones H3A-81,

H4B-05, H3A-76, H3A-32 y H4B-121 compiten por la unién a HERS3 con el clon H3A-81. Estos datos sugieren que
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estos clones comparten el mismo epitopo o tienen en comun una misma area de reconocimiento en la superficie del
receptor HERS3.

Construccion de IgG anti-HERS3, produccion y caracterizacion
Conversion a formato IgG

Las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes humanos se ensamblaron mediante de PCR superposicion
con las secuencias lideres adecuadas (lider de cadena pesada humano y lider de cadena ligera humano) y se
insertaron en los vectores pMGMO09-H (para expresion en la cadena pesada) y pMGMO09-Llambda (para expresion
en la cadena ligera lambda) o Pmgm09-Lkappa (para expresion en la cadena ligera kappa). Estos sistemas de
expresion eucariontes permiten la expresion de los anticuerpos como un isotipo de IgG1 impulsado por un promotor
CMV. La produccion de IgG anti-HER3 se logra a través de FreeStyle MAX Expression System (Invitrogen)
utilizando células 293 de rifidn embrionario humano transfectado transitoriamente en suspensién en medio libre de
suero. El procedimiento de expresion de IgG se llevod a cabo segun el protocolo del proveedor en placas de 24 (o 6)
pocillos. Siete dias después de la transfeccion, las células se centrifugaron para recuperar los sobrenadantes que
contenian anticuerpos. Estos anticuerpos anti-HER3 humanos se purificaron utilizando métodos de purificacion de
proteina A estandares.

Union a IgG completamente humana

Las IgG anti-HER3 humanas purificadas se incubaron durante 2 horas a 37 °C en pocillos recubiertos con 50ng de
HER3-Fc humano (o HER4-Fc) a tres concentraciones: 0,5 pg/ml, 0,25 pg/ml, 0,125 pg/ml. La IgG unida se detectd
mediante el uso de F(ab’)2 especifico anti-lgG humana de cabra HRP-F(ab’)2 (Interchim). Todas las IgG evaluadas
no exhibieron reactividad cruzada contra HER4. Segun se representa en la figura 3, la IgG anti-HER3 de la invencion
muestra union por afinidad diferenciada a HER3 humano y H4B-121 muestra la reactividad mas intensa de este
grupo de anticuerpos relacionados. El anticuerpo H4B-121 se compard con otros dos anticuerpos anti-HER3, el Ab
n.° 6 (Merrimack Pharmaceuticals) y U1-59 (Amgen/U3 Pharma- Daiichi Sankyo). Estos anticuerpos U1-59 y Ab n.° 6
se construyeron en funcion de la descripcion de las secuencias en la patente US2008/0124345A1 y
US2009/0291085A1 respectivamente. Segun se muestra en la figura 4, el H4B-121 exhibe claramente mejor
reactividad en comparacion con el Ab n.° 6 y U1-59.

Reactividad cruzada con receptor HER3 de ratén

La reactividad cruzada se evalué mediante un ensayo ELISA comparativo con HER3-Fc humano y HER3-Fc de
raton inmovilizado (quimera de dominio extracelular ErbB3/HER3 Fc recombinante de ratén, R&D Systems)
recubierto con 250 ng/ml. Los cinco clones de la invencion, a una concentracion de 1 ug/ml hicieron reaccion
cruzada con HER3 de ratén (Fig. 5), asi como el anticuerpo Ab n.° 6. El clon H4B-121 exhibié la mejor unién en este
grupo de clones y la Figura 6 ilustra la reactividad dependiente de dosis de H4B-121 con los receptores HER3
humano y de ratén. El anticuerpo testigo irrelevante H3A-02 no se unié con HER3 humano ni de raton.

Analisis de citometria de flujo para células positivas para HER3

Se incubaron fibroblastos NIH 3T3 transfectados con HER3 y el complejo HER2/HER3 (10° células) con la IgG anti-
HER3 humana purificada en PBS-BSA al 0,1 % a 4 °C durante 1 hora. Después de tres lavados en PBS-BSA al 0,1
%, las células se incubaron con el fragmento Fc anti-lgG humana especifico conjugado con fluoresceina (Sigma) a 4
°C en la oscuridad durante 45 minutos. A continuacion, las células se lavaron tres veces y se suspendieron en PBS
para analisis utilizando un citometro de flujo EPICS (Beckman-Coulter, Fullerton, CA). Como se muestra en las
Figuras 7, todas las IgG anti-HER3 humanas; H3A-32, H3A-76, H3A-81, H4B-05 y H4B-121 se unen a las células
NIH 3T3 transfectadas con HER3 y HER2/HER3 (Fig. 7E y 7F), pero no a las naturales (Fig. 7A). No se observo
union con las células testigo (EGFR, HER2 y EGFR/HERA4, respectivamente Fig. 7B, 7C y 7D). Tampoco se observo
union con el anticuerpo testigo negativo H3A-02 (T°). Los anticuerpos de la invencion se compararon con los
anticuerpos U1-59 y Ab n.° 6 indicados anteriormente.

Tabla 10: Resultados de perfil de union especifico por citometria de flujo

Nombre de Ab NIH-3T3 natural NIH-3T3 transfectado

EGFR HER2 HER3 HER2/HER3 EGFR/HER4
H3A-02 0,39° 0,24 0,49 0,50 0,49 0,60
U1-59 0,45 0,25 0,42 9,32 15,5 0,59
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Nombre de Ab NIH-3T3 natural NIH-3T3 transfectado
EGFR HER2 HER3 HER2/HER3 EGFR/HER4

Abn.°6 0,43 0,21 0,35 7,77 14,1 0,51
H3A-32 0,47 0,26 0,44 10,5 68,8 0,53
H3A-76 0,56 0,24 0,52 11,5 66,6 0,53
H3A-81 0,55 0,26 0,50 10,6 68,5 0,53
H4B-05 0,46 0,28 0,41 7,85 13,3 0,52
H4B-121 0,70 0,33 0,56 12,3 70,4 0,67

“media geométrica
Competencia de unidn con ligando heregulina

Se llevaron a cabo experimentos de competencia por citometria a efectos de cuantificar la capacidad de HRG para
inhibir la unién del anticuerpo a HER3 en un ensayo basado en células SKBR3. Con este fin, se preincubaron 10°
células SKBR3 con diversas concentraciones del ligando HRG de competencia durante 1,5h sobre hielo. Después
de un lavado con PBS-1 % BSA, se agregaron los anticuerpos anti-HER3 a una concentracion para proporcionar
una union maxima de 50 % a cada pocillo durante 1h sobre hielo. En algunos experimentos, el ligando HRG vy los
anticuerpos anti-HER3 se coincubaron durante 2h sobre hielo. A continuacion, las células se lavaron y se incubaron
adicionalmente con una dilucién 1:60 de anticuerpo secundario conjugado con FITC adecuado (Sigma) durante 45
min sobre hielo, antes del analisis de citometria en un aparato Quanta (Beckman-Coulter). El anticuerpo H4B-121,
asi como el anticuerpo testigo positivo D exhibieron una disminucién de unién dependiente de HRG al receptor
HERS3, lo cual demuestra que sorprendentemente los epitopos reconocidos por estos anticuerpos podrian alterarse
para la unién a anticuerpo cuando HRG induce la transconformaciéon del receptor HER3 activo para la
heterodimerizacion y la sefalizacion adicional (Fig. 8). En cambio, el anticuerpo testigo positivo G no compitié con la
unién de HRG. La concentracion inhibidora de 50 % de union estuvo en el intervalo de alrededor de 2,5 nM de
ligando HRG. Se obtuvieron resultados similares mediante incubacion secuencial o coincubacién de HRG con
anticuerpos.

Analisis de heterodimero HER2-HER3 mediante TR-FRET

El ensayo TR-FRET se llevé a cabo utilizando el mAb anti-HER3 de ratéon 15D4-F2 etiquetado con Lumi4-terbio
criptato (donante) y el anticuerpo anti-HER2 FRP5 conjugado con el tinte d2 (aceptor) (Cisbio Bioassay). Las células
se colocaron en placas a 10° por pocillo en microplacas negras estériles de 96 pocillos en DMEM (sin rojo fenol)
durante 24h, luego se lavaron con tampon KREBS, se fijaron en 10 % de formalina durante 2 min y se lavaron una
vez con tampon KREBS. Después de la incubacién con los mAb etiquetados en tampén KREBS a 37 °C durante 6
horas, las células se lavaron 4 veces con tampon KREBS. Se midié la fluorescencia de Lumi4 Tb y d2,
respectivamente, a 620 y 665 nm (60 uys de retardo, 400 us de integracion) tras excitacion a 337 nm utilizando un
instrumento Pherastar FS.

La fluorescencia de las diluciones en serie de los anticuerpos etiquetados con Lumi4 Tb en tampén KREBS se midio
de forma simultanea en la misma placa de microtitulacion, y la emision a 665nm se graficé con respecto a la emision
a 620nm. La curva resultante se utilizd para calcular la contribucion a 665nm del terbio (F665Tb) utilizando la
emision de 620nm (F620) de las muestras. La sefial de TR-FRET se expres6 como Delta F665(%) = 100 x Delta
F665 / F665Tb, con Delta F665 = F665¢c - F665Tb. Las emisiones de 665nm y 620nm de las muestras se corrigieron
segun el fondo como F665¢c = F665muestra = F665¢0ndo Y F620C = F620muestra = F620¢0ngo. LOS valores de F665¢ondo Y
F620r0nd0 S€ obtuvieron al medir la fluorescencia de una placa que contenia solo tampoén de lectura. La sefial de TR-
FRET expresada como Delta F665(%) representa la cantidad relativa de dimeros de HER2/HER3 normalizada con
respecto al nivel de HER2. Las IgG humanas de la invencion se incubaron 30 con las células NIH-3T3 transfectadas
con HER2-HER3 a 0, 1, 10 y 100ug/ml. Después del tratamiento, las células se fijaron en formalina al 10 % para
inmovilizar los dimeros y para evitar cualquier modificacion durante la etapa de etiquetado con los anticuerpos
Lumi4-Tb y d2.
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El mAb Px irrelevante se utilizd como testigo negativo. Los anticuerpos anti-HER2 trastuzumab (Herceptin®;
Roche/Genentech) y pertuzumab (Roche/Genentech) se utilizaron como testigo positivo. Se utilizdé heregulina para
confirmar su capacidad para aumentar la concentracion del heterodimero HER2-HERS en este ensayo. Como se
muestra en la figura 9, el anticuerpo anti-HER3 H4B-121 inhibe la formacién del heterodimero HER2-HERS3 a partir
de 1 pyg/ml y ademas de modo independiente del ligando (sin estimulacion con heregulina).

Mapeo de epitopos utilizando matriz de péptidos SPOT

Se obtuvieron membranas de Abimed (Langenfeld, Alemania). Se obtuvieron aminoacidos Fmoc y N-
hidroxibenzotriazol de Novabiochem (Laufelfingen, Suiza). El robot ASP222 (Abimed) se utiliz6 para las etapas de
acoplamiento. Se sintetizaron doscientos trece pentadecapéptidos superpuestos con desplazamiento de marco por
tres residuos, que representan el dominio extracelular del receptor HER3, sobre membranas de celulosa. Todos los
péptidos se acetilaron en su extremo N. Después de que las secuencias peptidicas se ensamblaron, los grupos
protectores de cadena lateral se retiraron mediante tratamiento con acido trifluoroacético. Después de tres lavados
en tampdn TBS (137mM de NaCl, 2,68mM de KCI, 50mM de Tris), la membrana se saturé con tampén TBS que
contenia Tween 20 al 0,1 % (TBS-T) y leche semidescremada al 2 % durante 18h a 4 °C. Después de un lavado en
TBS-T, se agregod 1 ug/ml de disolucion de anticuerpo H4B-121 a la membrana durante 1h30 a 37 °C. El anticuerpo
unido se detecté mediante incubacion de la membrana a 37 °C durante 1 h en una diluciéon 1:10000 de un F(ab')2
anti-humano conjugado con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch) y posterior revelado electroquimioluminiscente.
Segun se muestra en la Figura 10, se reconocieron dos epitopos posibles mediante H4B-121. Una primera area esta
delimitada por los residuos 214-231 en el dominio 1, y se identificd un segundo péptido que comprende los residuos
343-357 en el dominio 3 del dominio extracelular de HER3. La region 342-358 (SEQ ID NO: 35) se confirmo
adicionalmente en un segundo experimento mediante el uso de pentadecapéptidos superpuestos con marco
desplazado por solo uno o dos residuos (Fig. 11)

Para identificar con precision el epitopo reconocido por el anticuerpo H4B-121, se llevé a cabo el analisis de barrido
de alanina Spot. Se sintetizaron treinta y nueve pentadecapéptidos correspondientes a secuencias de aminoacidos
inmunorreactivas para el anticuerpo identificadas anteriormente y los quince analogos de alanina de cada péptido
mediante el método Spot. La reactividad al anticuerpo de los péptidos unidos a celulosa se sometié a ensayo de
manera similar, segun se describié anteriormente. La reactividad de los puntos se evalué mediante barrido de la
membrana y medicion de las intensidades de los puntos con el programa informatico Image J 1.44
(http://rsbweb.nih.gov/ij). Los residuos de contribucién al punto (SCR), que pertenecen a los epitopos de HER3
reconocidos por el anticuerpo H4B-121 se identificaron en funciéon de la capacidad de unién a anticuerpo reducida
igual o superior a 20 % de dicha secuencia de péptidos no modificada. La sustitucién de As,p352 de los péptidos
2| DFLITGLNGDPWHK®®®, *3DFLITGLNGDPWHKI*" y **FLITGLNGDPWHKIP**® con un residuo de alanina
condujo a una disminucion del 92 % en la capacidad de union a H4B-121 (Fig. 11). De manera similar, el reemplazo
de Trp354, Hi33553% Lys356 condujo a una pérdida casi completa de la reactividad del anticuerpo H4B-121, mientras
que cambiar Pro>> y 11e**” solo demostré una disminucion de 40 a 60 % en la reactividad del anticuerpo (Fig. 11).
Los otros nueve reemplazos de alanina en los tres pendadecapéptidos 342-356, 343-357 y 344-358 del receptor
HER3 no modificaron la capacidad de unién al anticuerpo. Por lo tanto, se determiné que el motivo de unién clave
para el anticuerpo H4B-121 del dominio HER3/D3 era ***DPWHKI**’ (SEQ ID NO: 36) donde los residuos Asp>*,
Trp354, His®*®° y Lys356 son los principales SCR. Los residuos Trp354, His®*®° y Lys356 estan conservados
filogenéticamente en el HER3 murino y de mono, lo cual explica por qué H4B-121 se une a HER3 de humano y
murino mediante ELISA (Fig.4A) y sugiere que H4B-121 probablemente hace reaccién cruzada con HER3 de mono
rhesus (Macaca mulatta). En cambio, la alineacion de secuencia con los receptores EGFR, HER2 y HER4 humanos
demostré las diferencias de aminoacidos en la region HER3/D3 353-357, lo cual explica, de esta manera, por qué
este anticuerpo no reconoci6 otros receptores de la familia HER mediante citometria de flujo. Llevamos a cabo el
posicionamiento de los SCR del motivo de unién del anticuerpo H4B-121 sobre la estructura cristalografica del
receptor HER3 no alineado (pdb 1M6B). El motivo de union de H4B-121 **DPWHKI**’ (SEQ ID NO: 36) se proyecto
en la union entre los dominios D2 y D3, donde este motivo de unién sobresale sobre el dominio D2. En la actualidad,
no se ha informado acerca de ninguna estructura de cristal del receptor HER3 unido a un ligando. Mediante
homologia de secuencia, el epitopo reconocido por el anticuerpo especifico para HER3 H4B-121 se superpuso
sobre la estructura cristalografica del receptor HER2 unido a pertuzumab (pdb 1 S78), de esta manera, se indicé que
el epitopo es accesible incluso en la conformacion cerrada del receptor HER3.

Inhibicion del crecimiento tumoral

Se adquirieron ratones lampifios BALB/c hembra, de 6 a 8 semanas, atimicos a Janvier and Charles Rivers
Laboratories. Se inyectaron s.c. células cancerosas A431 de piel no amplificadas por HER2/PIK3CA-wt/p53-mut
(1x10°%) y BXPC3 no amplificadas por HER2/PIK3CA-wt/p53-wt (3,5x10°%) en el extremo derecho de ratones lampifios
BALB/c atimicos. Ambas expresaban el receptor HER3 a un nivel bajo (entre 10000 y 20000 receptores/célula).
Ademas, las células cancerosas A431 secretaban el ligando HRG de HERS3 y son adictas a HRG (Yonesaka, 2011).
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Los ratones que portaban los tumores se aleatorlzaron en diferentes grupos de tratamiento cuando los tumores
alcanzaron un volumen aproximado de 100 mm?®. Los ratones se trataron mediante i inyecciones i.p. con NaCl 0,9 %
de anticuerpo H4B-121 especifico para HER3. La cantidad de anticuerpo inyectado fue de 300ug/inyeccion, tres
veces por semana (Q2d, 15mg/kg), durante 6 semanas consecutivas. Se midieron las dimensiones de los tumores
dos veces por semana con un calibre y los volimenes se calcularon mediante la férmula D1xD2xD3/2. La progresion
tumoral se calculd utilizando la férmula [(volumen final)-(volumen inicial)]/(volumen inicial). Los resultados también se
expresaron mediante una curva de supervivencia de Kaplan -Meier, utilizando el tiempo que llevd para que el tumor
alcanzara un determinado volumen final de 2000 mm?®. Un retardo de mediana se definié como el tiempo en que el
50 % de los ratones tenia un tumor que alcanzaba el volumen determinado. Como se muestra en la figura 12A, la
administracion de 300ug (Q2d) del anticuerpo humano H4B-121 resulta en una inhibicion significativa del crecimiento
tumoral. El dia 31 posimplantacién (correspondiente a 20 dias después del inicio del tratamiento), el anticuerpo anti-
HER3 H4B-121 inhibi6 significativamente el crecimiento tumoral en aproximadamente 53 + 6 % en ratones con
xenoinjertos con células cancerosas A431, en comparamon con el testigo vehiculo (Fig. 12A). El retardo de mediana
para alcanzar un tamafo de tumor de 2000 mm? aumentd a los 14 dias (Fig. 12B), en relacion con el tratamiento con
el vehiculo testigo (NaCl) (42 dias) con respecto al tratamiento con H4B-121 (56 dias). Como se muestra en la
Figura 13A, observamos una reduccion significativa 6814 % en el crecimiento tumoral de BxPC3 pancreatico en
ratones tratados con el anticuerpo el dia 56 posimplantacion del tumor (correspondiente a 26 dias después del inicio
del tratamiento con el anticuerpo), en relacion con el tamafio del tumor medido en ratones tratados con vehiculo
(P<0,001). Al final del experimento (135 dias), el analisis de Kaplan-Meier reveld un retardo de 18 dias en el tiempo
de supervivencia medio del 50 % para ratones con xenoinjertos de BxPC3 pancreatico tratados con el anticuerpo
H4B-121 (Fig. 13B). En este caso (Fig. 13B, interior), los tumores extraidos de ratones tratados con H4B-121
demostraron una inhibicion de la fosforilacion de Tyr1289 HER3 y una reduccion del receptor HERS3, en relacion con
tumores extraidos de los ratones tratados con vehiculo.

Inhibicion de fosforilacién e internalizacion del receptor HER3

Se agregaron quinientas mil células tumorales de BxPC3 en cada pocillo de una placa de cultivo de 6 pocillos
durante 24h a 37 °C. Después de privacion de suero durante 16 h en un medio completo de RPMI con FCS al 1 % y
lavado adicional, las células se preincubaron con una concentraciéon de 50 pg/ml de anticuerpo H4B-121, el
anticuerpo Px o el anticuerpo Ab n.° 6 testigo negativo durante 1 h a 37 °C, antes del lavado y posterior estimulacion
0 no con una dilucién de 100 ng/ml de heregulina. A continuacion, las células se lavaron, se rasparon y se lisaron
con tampén que contenia 20 mM de Tris-HCI pH 7,5, 150 mM de NaCl, 1,5 mM de MgCl;, 1 mM de EDTA, Triton al 1
%, glicerol al 10 %, 0,1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 100 mM de fluoruro de sodio, 1 mM de ortovanadato de
sodio (Sigma-Aldrich) y un comprimido de mezcla de inhibidor de proteasa completo (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN). Después de un tiempo de incubaciéon de 30 min, se retir6 la fraccion insoluble de las muestras
mediante centrifugacion y se determinaron las concentraciones de proteina en los lisados celulares mediante ensayo
Bradford. Estos lisados proteicos se mezclaron directamente con tampon Laemmli (1-20 pg de proteinas totales
dependiendo de la diana y las lineas celulares) y se calentaron a 95 °C durante 5 minutos. Después de la
electroforesis en 7 % de SDS-PAGE en condiciones reductoras, las proteinas se transfirieron a membranas de
difluoruro de polivinilideno (Millipore) que luego se saturaron en tampon TNT (Tris 25 mM pH 7,4, NaCl 150 mM,
Tween al 0,1 %) que contenia leche en polvo sin grasa al 5 % durante 1h a 25 °C. Los anticuerpos primarios,
dirigidos a receptores cinasa o cinasas de sefalizacion y sus formas fosforiladas, se incubaron en tampén TNT-5a%
de BSA durante 18h a 4 °C. Después de cinco lavados en tampdn TNT, se agregaron los anticuerpos policlonales de
conejo, cabra o ratdon conjugados con peroxidasa (Sigma-Aldrich), segin correspondiera, en tampon TNT que
contenia leche en polvo sin grasa al 5 % durante 1h a 25 °C. Después de cinco lavados en tampén TNT, las
transferencias se visualizaron utilizando un sustrato quimioluminiscente (Western lightning Plus-ECL, Perkin Elmer).

De manera destacable, el anticuerpo especifico para D3 H4B-121 bloque la fosforilacion inducida por ligando en el
residuo Tyr1289 en HERS3. La inhibicién de la fosforilacion Akt en Serd473 y Thr308 se demostr6 de manera
concomitante tras un tratamiento corto de 15 min de anticuerpos en células BxPC3. La fosforilacion de la
sefalizacion posterior activada por AKT también fue afectada por el anticuerpo H4B-121, es decir, la inhibiciéon de la
fosforilacion de la proteina fosfo-S6 ribosémica que reduce la sintesis proteica, bloqueo de la fosforilacion de
FoxO1a que favorece la transcripcion nuclear del gen que conduce a la apoptosis y al detenimiento del ciclo celular,
disminucion de fosfo-MDM2 que evita la degradacion de p53 e inhibicion de fosfo-GSK3 que bloquea el ciclo celular.

Las células BxPC3 se analizaron para determinar la expresion en la superficie celular de los receptores HER2 y
HERS después de la exposicion al anticuerpo H4B-121 durante diferentes tiempos y temperaturas. Como se muestra
en la figura 14A, una incubacién con anticuerpo de 2 horas de las células BxPC3 a 37 °C redujo en gran medida la
expresion de HERS3 en la superficie celular, pero no afecto a los receptores EGFR y HER2 (Fig. 14A). La reduccién
de HERS3 inducida por anticuerpo se suprimié cuando las células se trataron a 4 °C, lo cual demuestra que el
anticuerpo especifico para HER3 H4B-121 indujo la internalizacion de HERS3. La cuantificacion de la internalizacion
de HER3 demostro que H4B-121 es mas eficaz que el Ab n.° 6 para inducir la internalizacién de HERS3 (Fig.14B).
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo anti-HER3 que comprende:

- una cadena pesada en la que el dominio variable comprende el SEQ ID NO: 1 para H-CDR1, el SEQ ID NO: 2 para
H-CDR2 y el SEQ ID NO: 3 para H-CDR3; y

- una cadena ligera en la que el dominio variable comprende el SEQ ID NO: 4 para L-CDR1, el SEQ ID NO: 5 para
L-CDR2 y el SEQ ID NO: 6 para L-CDRS3.

2. El anticuerpo segun la reivindicacion 1, en el que el dominio variable de cadena pesada tiene la secuencia de
aminoacidos del SEQ ID NO: 7.

3. El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, en el que el dominio variable de cadena ligera tiene
la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 8.

4. El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho anticuerpo se selecciona del grupo
que consiste en un anticuerpo que comprende el dominio variable de cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos que se establece en el SEQ ID NO: 7, y el dominio variable de cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos del SEQ ID NO: 8.

5. El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo humano.

6. El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que dicho anticuerpo es un fragmento de
anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en Fv, Fab, F(ab')2, Fab', dsFv, scFv, sc(Fv)2 y diacuerpos.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

8. El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para uso como farmaco.

9. El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para uso en el tratamiento del cancer.
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