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DESCRIPCION
Métodos de uso de constructos biespecificas de unién a antigenos dirigidas a HER2
Antecedentes

La mayoria de los anticuerpos terapéuticos comercializados actualmente son anticuerpos monoespecificos
bivalentes optimizados y seleccionados por su alta afinidad de unién y avidez conferidas por los dos dominios
de unién a antigeno. La afucosilacién o la mejora de la unién de FcgR mediante mutagénesis se han empleado
para hacer que los anticuerpos sean mas eficaces a través de mecanismos de citotoxicidad celular
dependientes del anticuerpo Fc. Los anticuerpos afucosilados o los anticuerpos con unién mejorada a FcgR
aln adolecen de una eficacia terapéutica incompleta en las pruebas clinicas y aln no se ha alcanzado el
estatus de medicamento comercializado para ninguno de estos anticuerpos. Los anticuerpos bivalentes tipicos
conjugados con toxinas (conjugados anticuerpo-farmaco) son mas eficaces, pero su utilidad clinica més amplia
esta limitada por la toxicidad limitante por la dosis.

Los anticuerpos terapéuticos idealmente poseerian ciertas caracteristicas minimas, incluyendo especificidad
del objetivo, bioestabilidad, biodisponibilidad y biodistribucién después de la administracién a un paciente en
particular, y suficiente afinidad de unién al objetivo y alta ocupacidén del objetivo para maximizar los efectos
terapéuticos dependientes del anticuerpo. Normalmente los anticuerpos terapéuticos son monoespecificos. Sin
embargo, el direccionamiento monoespecifico no aborda otros epitopos objetivo que pueden ser relevantes en
la sefializacion y la patogénesis de la enfermedad, lo que permite la resistencia a los farmacos y un mecanismo
de escape. Algunos de los paradigmas terapéuticos actuales requieren el uso de una combinacién de dos
anticuerpos terapéuticos monoespecificos dirigidos a dos epitopos diferentes del mismo antigeno objetivo. Un
ejemplo es el uso de una combinacidén de Trastuzumab y Pertuzumab, ambos dirigidos a la proteina del receptor
HER?2 en la superficie de algunas células cancerosas, pero los pacientes aun progresan con la enfermedad
mientras que otros con niveles mas bajos del receptor HER2 (HER2 <3+ por la prueba de Hercept) no muestran
ningln beneficio terapéutico. Se divulgan anticuerpos terapéuticos dirigidos a HER2 en el documento WO
2012/143523 de GenMab y en el documento WO 2009/154651 de Genentech. Por ejemplo, el documento WO
2012/143523 describe anticuerpos biespecificos que comprenden regiones de unidén a antigeno que se unen a
dos epitopos diferentes de HER2, y composiciones y moléculas basadas en anticuerpos relacionados. También
se describen composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos y métodos para preparar y utilizar
los anticuerpos. Los anticuerpos también se describen en el documento WO 2009/068625 y el documento WO
2009/068631.

La publicaciéon de la solicitud de patente de titularidad compartida nimero WO2015077891describe los
anticuerpos HER2. La solicitud de patente de titularidad compartida nimero PCT/US2014/037401 (documento
WO 2014/182970) describe los anticuerpos HER?2. La solicitud de patente de titularidad compartida nimero
PCT/CA2013/050358 (documento WO 2013/166604) describe anticuerpos monovalentes de un solo brazo. La
publicacidén de solicitudes de patente de propiedad compartida numeros W0O2012/058768, presentada el 4 de
noviembre de 2011, WO2013/063702, presentada el 2 de noviembre de 2012, WO2013/166594, presentada el
10 de mayo de 2013, y WO2013/166604, presentada el 8 de mayo de 2013 describen anticuerpos terapéuticos.

Resumen
La invencién se define mediante las reivindicaciones.

La invencién proporciona un constructo de unién a antigeno para su uso en un método para inhibir el
crecimiento tumoral en un sujeto humano, en donde al sujeto humano se le administran al menos 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19 0 20 dosis del constructo de unién a antigeno, y/o en donde cada
dosis se administra al menos cada 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 dias. El
constructo de unién a antigeno proporcionado para su uso de acuerdo con la invencién comprende un primer
constructo de polipéptido de unién a antigeno que se une de forma monovalente y especifica a un antigeno
HER?2 (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano) ECD2 (dominio extracelular 2) en una célula
que expresa HER2 y un segundo constructo de polipéptido de unién a antigeno que se une de forma
monovalente y especifica a un antigeno ECD4 de HER2 (dominio extracelular 4) en una célula que expresa
HERZ2, primer y segundo polipéptidos de enlace, en donde el primer polipéptido de enlace estd unido
operativamente al primer constructo de polipéptido de unién a antigeno, y el segundo polipéptido de enlace
esta unido operativamente al segundo constructo de polipéptido de unién a antigeno; en donde los polipéptidos
de enlace estdn unidos covalentemente entre si, y en donde los polipéptidos de enlace estdn unidos
operativamente a una regién de Fc de IgG1 humana. El constructo del polipéptido de unién a ECD2 es un Fab,
en donde el Fc Fab-enlazador-IgG1 comprende una cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 97 y una
cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 69. El constructo del polipéptido de unién a ECD4 es un scFv, en
donde el Fc scFv-enlazador-IlgG1 comprende la SEQ ID NO: 295.
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El constructo de unién a antigeno proporcionado para su uso de acuerdo con la invencién se denomina a
menudo en el presente documento constructo "v 10000". Las referencias a otros constructos son para
referencia e ilustracién y no forman parte de la invencién reivindicada.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1A muestra la estructura de un anticuerpo biparatépico en formato Fab-Fab. Las Figuras 1B a 1E
muestran la estructura de posibles versiones de un anticuerpo biparatépico en formato scFv-Fab. En la Figura
1B, el dominio de unién a antigeno 1 es un scFv, fusionado a la Cadena A, mientras que el dominio de unién a
antigeno 2 es un Fab, fusionado a la Cadena B. En la Figura 1C, el dominio de unién a antigeno 1 es un Fab,
fusionado a la Cadena A, mientras que el dominio de unién a antigeno 2 es un scFy, fusionado a la Cadena B.
En la Figura 1D, el dominio de unidén a antigeno 2 es un Fab, fusionado a la Cadena A, mientras que el dominio
de unidn a antigeno 1 es un scFv, fusionado a la Cadena B. En la Figura 1E, el dominio de unién a antigeno 2
es un scFy, fusionado a la Cadena A, mientras que el dominio de unién a antigeno 1 es un Fab, fusionado a la
Cadena B. En la Figura 1F, ambos dominios de unién a antigeno son scFv.

La Figura 2 muestra la caracterizacién de la expresion y purificaciéon de anticuerpos biparatépicos anti-HER?2
ejemplares. La Figura 2Ay la Figura 2B muestran la cromatografia SEC del anticuerpo purificado de proteina
Ay el analisis SDS-PAGE no reductor de la expresion de 10 Ly la purificacién de v5019. La Figura 2C muestra
el analisis SDS-PAGE de una expresion de 25L y purificacién de v10000.

La Figura 3 muestra los resultados del analisis UPLC-SEC de anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares
purificados por proteina Ay SEC. La Figura 3A muestra los resultados para v5019, donde el panel superior
muestra los resultados de la purificacién y el panel inferior muestra el mismo resultado con una escala
expandida para el eje y. A continuacion, se proporciona un resumen de los datos obtenidos con los resultados
de UPLC-SEC. La Figura 3B muestra los resultados para v10000.

La Figura 4 muestra el analisis por LCMS de la pureza del heterodimero de anticuerpos biparatopicos anti-
HER?2 ejemplares. La Figura 4A muestra los resultados del anélisis por LC-MS de las fracciones SEC agrupadas
de v5019. La Figura 4B muestra los resultados del analisis por LC-MS de las fracciones de proteina Aagrupadas
de v10000.

La Figura 5 muestra el analisis de una preparacidn a escala de 25 L de un anticuerpo biparatépico anti-HER2
ejemplar. La Figura 5A muestra el perfil de SDS-PAGE de un biparatdpico anti-HER2 ejemplar después de
purificacién por MabSelect™ y HiTrap™ SP FF. La Figura 5B muestra el analisis por LCMS del anticuerpo
purificado.

La Figura 6 compara la capacidad de anticuerpos anti-HER2 biparatopicos ejemplares para unirse a células
completas HER2+ que muestran una densidad de receptores HER2 diferente en comparacién con los
anticuerpos de control, de acuerdo con lo medido por FACS. La Figura 6Ay la Figura 6E muestran la unién a
las células SKOV3; la Figura 6B muestra la unién a las células JIMT1; la Figura 6C y la Figura 6F muestran la
unién a las células MCF7; la Figura 6D muestra la unién a las células MDA-MB-231; y la Figura 6G muestra la
unién a las células WI-38.

La Figura 7 muestra la capacidad de algunos anticuerpos anti-HER2 biparatépicos para inhibir el crecimiento
de células HER2+. La Figura 7Ay la Figura 7D muestran la inhibicién del crecimiento en células SKOV3; la
Figura 7B muestra la inhibicion del crecimiento en células BT-474; la Figura 7C muestra la inhibicion del
crecimiento en células SKBR3 y la Figura 7E muestra la inhibicién del crecimiento en células JIMT-1.

La Figura 8 muestra los datos de unién de SPR relacionados con los paratopos de un anticuerpo biparatépico
anti-HER?2 ejemplar. La Figura 8A ilustra los valores de Kp (nM) de un anticuerpo anti-Her2 monovalente (v1040;
que representa el dominio de unidén a antigeno en CH-B del anticuerpo biparatépico anti-Her2 ejemplar), para
la unién al ECD de Her2 inmovilizado o al Her2-Fc dimérico. La Figura 8B ilustra los valores de Kp (nM) de un
anticuerpo anti-Her2 monovalente (v4182; que representa el dominio de unién a antigeno en CH-A del
anticuerpo biparatépico anti-Her2 ejemplar) para la unién al ECD de Her2 inmovilizado o al Her2-Fc dimérico.

La Figura 9 muestra la capacidad de un anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar para internalizarse en las
células HER2+. La Figura 9A muestra la internalizacién en células BT-474, mientras que la Figura 9b muestra
la internalizacién en células JIMT-1.

La Figura 10 muestra la unién superficial y la internalizacién de anticuerpos biparatdpicos anti-HER2
ejemplares. La Figura 10A (v5019) muestra el resultado en células BT-474; la Figura 10B (v5019) y la Figura
10F (V5019 y v10000) muestran el resultado en células JIMT1; la Figura 10C (v5019) y la Figura 10E (v5019 y
v10000) muestran el resultado en células SKOV3, y la Figura 10D (v5019) muestra el resultado en células
MCF?7.

La Figura 11 muestra la capacidad de un anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar para mediar la ADCC en
células SKOV3. En la Figura 11A, el ensayo se llevd a cabo utilizando una relacién de células efectoras a
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células objetivo de 5:1; en la Figura 11B, el ensayo se llevé a cabo utilizando una relacién de células efectoras
a células objetivo de 3:1; y en la Figura 11C, el ensayo se llevé a cabo utilizando una relacién de células
efectoras a células objetivo de 1:1.

La Figura 12 muestra la caracterizacion de la afinidad y la cinética de unién del anticuerpo anti-HER?2
monovalente (V630 y v4182) y un anticuerpo anti-Her2 biparatépico ejemplar (v5019) al HER2 humano
recombinante. La Figura 12A muestra la medicidén de ka (1/Ms). La Figura 12B muestra la medicién de kd (1/s).
La Figura 12C muestra la medicién de Kp (M).

La Figura 13 muestra las caracteristicas de afinidad y unién de un anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar
al HER2 humano recombinante en un intervalo de niveles de captura de anticuerpos. La Figura 13A muestra la
medicién de kd (1/s) para el ECD de HER2 determinado en un intervalo de niveles de captura de anticuerpos
para el anticuerpo anti-Her2 biparatépico ejemplar (v5019). La Figura 13B muestra la medicién de kd (1/s) para
el ECD de HER2 determinado en un intervalo de niveles de captura de anticuerpos para el anticuerpo anti-Her2
monovalente (v4182). La Figura 13C muestra la medicién de kd (1/s) para el ECD de HER2 determinado en un
intervalo de niveles de captura de anticuerpos para el anticuerpo anti-Her2 monovalente (v630).

La Figura 14 muestra una comparacién del mecanismo de unién de un anticuerpo HER2 anti-ECD4
monoespecifico (izquierda) y un anticuerpo anti-ECD2x ECD4 HER?2 biparatdpico Fab-scFv (derecha). El
anticuerpo HER?2 anti-ECD4 monoespecifico es capaz de unir una molécula de anticuerpo a dos moléculas de
HER?2; mientras que el anticuerpo HER2 anti-ECD2 x ECD4 biparatopico es capaz de unir un anticuerpo a dos
moléculas de HER2, asi como 2 anticuerpos a una molécula de HER2 y combinaciones de los mismos, lo que
da como resultado el entrecruzamiento del receptor HER2 y la formacién de una red seguida de efectos
biol6égicos posteriores como la internalizacién y/o la inhibicién del crecimiento, como lo indican las flechas. IEC
representa "células efectoras inmunes". Los cuatro dominios extracelulares de HER2 estdn numerados como
1,2,304,donde1=ECD1,2=ECD2, 3=ECD3y4=ECDA4.

La Figura 15 muestra el efecto de un anticuerpo biparatdpico anti-HER2 ejemplar sobre la fosforilacién de AKT
en células BT-474.

La Figura 16 muestra el efecto de un anticuerpo biparatdpico anti-HER2 ejemplar sobre la viabilidad de los
cardiomiocitos. La Figura 16A muestra el efecto de v5019 y el ADC correspondiente v6363 sobre la viabilidad
de los cardiomiocitos; la Figura 16B muestra el efecto de v5019, v7091 y v10000 y los ADC correspondientes
V6363, 7148, 10553 sobre la viabilidad de los cardiomiocitos, y la Figura 16C muestra el efecto de v5019, v7091
y v10000 y los ADC correspondientes v6363, 7148, 10553 sobre la viabilidad de los cardiomiocitos pretratados
con doxorrubicina.

La Figura 17 muestra la capacidad de conjugados de farmacos de anticuerpos biparatépicos anti-HER2
ejemplares para inhibir el crecimiento de células HER2+. La Figura 17A muestra la capacidad del ADC v6363
para inhibir el crecimiento de células JIMT1. La Figura 17B muestra la capacidad del ADC v6363 para inhibir el
crecimiento de células SKOV3. La Figura 17C muestra la capacidad del ADC v6363 para inhibir el crecimiento
de células MCF7. La Figura 17D muestra la capacidad del ADC v6363 para inhibir el crecimiento de células
MDA-MB-231. La Figura 17E muestra la capacidad de los ADC v6363, v10553 y v1748 para inhibir el
crecimiento de células SKOV3. La Figura 17F muestra la capacidad de los ADC v6363, v10553 y v1748 para
inhibir el crecimiento de células JIMT-1. La Figura 17G muestra la capacidad de los ADC v6363, v10553 y
v1748 para inhibir el crecimiento de células NCI-N87.

La Figura 18 muestra el efecto de un anticuerpo anti-HER?2 biparatépico en un modelo de xenoinjerto de linea
de céncer de ovario humano (SKOV3). La Figura 18A muestra el efecto del anticuerpo sobre el volumen tumoral
medio. La Figura 18B muestra el efecto del anticuerpo en el porcentaje de supervivencia de los animales.

La Figura 19 muestra el efecto de un conjugado de farmaco anticuerpo (ADC) anti-HER2 biparatépico en un
modelo de xenoinjerto de linea de cancer de ovario humano (SKOV3). La Figura 19A muestra el efecto del
anticuerpo sobre el volumen tumoral medio. La Figura 19B muestra el efecto del anticuerpo en el porcentaje
de supervivencia de los animales.

La Figura 20 muestra el efecto de un conjugado de farmaco anticuerpo (ADC) anti-HER?2 biparatépico sobre el
volumen tumoral medio en un modelo de xenoinjerto de células primarias de mama humana (HBCx-13b).

La Figura 21 muestra el efecto de un conjugado de farmaco anticuerpo (ADC) anti-HER?2 biparatépico sobre el
volumen tumoral medio en un modelo de xenoinjerto de células primarias de mama humana (T226).

La Figura 22 muestra el efecto de un conjugado de farmaco anticuerpo (ADC) anti-HER?2 biparatépico sobre el
volumen tumoral medio en un modelo de xenoinjerto de células primarias de mama humana (HBCx-5).

La Figura 23 muestra el efecto de un conjugado de farmaco anticuerpo (ADC) anti-HER2 biparat6pico sobre
tumores resistentes al tratamiento anti-HER2 en un modelo de xenoinjerto de linea celular humana (SKOV3).
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La Figura 24 muestra el efecto de un conjugado de farmaco anticuerpo (ADC) anti-HER2 biparat6pico sobre
tumores resistentes al tratamiento anti-HER2 en un modelo de xenoinjerto de células primarias humanas
(HBCx-13b).

La Figura 25 muestra la estabilidad térmica de anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares. La Figura 25A
muestra la estabilidad térmica de v5019. La Figura 25B muestra la estabilidad térmica de v10000. La Figura
25C muestra la estabilidad térmica de v7091.

La Figura 26 muestra la estabilidad térmica de conjugados de fArmacos de anticuerpos biparatépicos anti-HER?2
ejemplares. La Figura 26A muestra la estabilidad térmica de v6363. La Figura 26B muestra la estabilidad
térmica de v10553. La Figura 26C muestra la estabilidad térmica de v7148.

La Figura 27 muestra la capacidad de los anticuerpos anti-HER?2 biparatépicos para mediar la ADCC en células
HER2+. La leyenda que se muestra en la Figura 27C se aplica a la Figura 27AYy la Figura 27B. La Figura 27A
muestra esta capacidad en células SKBR3; la Figura 27B muestra esta capacidad en células JIMT-1; la Figura
27C muestra esta capacidad en células MDA-MB-231; y la Figura 27D muestra esta capacidad en células WI-
38.

La Figura 28 muestra el efecto de la afucosilacion sobre la capacidad de los anticuerpos anti-HER?2
biparatopicos para mediar la ADCC. La leyenda que se muestra en la Figura 28B se aplica también a la Figura
28A. La Figura 28A compara la capacidad de una versién afucosilada de v5019 para mediar ADCC con la de
Herceptin™ en células SKOV3. La Figura 28B compara la capacidad de una version afucosilada de v5019 para
mediar ADCC con la de Herceptin™ en células MDA-MB-231. La Figura 28C compara la capacidad de v10000
y una version afucosilada de v10000 para mediar ADCC contra la de Herceptin™ en células ZR-75-1.

La Figura 29 muestra la capacidad de v5019 para inhibir el crecimiento de células BT-474 en presencia o
ausencia de ligandos estimuladores del crecimiento.

La Figura 30 muestra el efecto de una versién afucosilada de v5019 (v7187) sobre el volumen del tumor en un
modelo de xenoinjerto de cancer de mama humano (HBCx13B).

La Figura 31 muestra la capacidad de los anticuerpos anti-HER2 biparatépicos y los ADC biparatépicos anti-
HERZ2 para unirse a las células tumorales HER2+. La Figura 31A compara la unién de v6363 a un analogo de
T-DM1, v62486, en células SKOV3. La Figura 31B compara la unién de v6363 a un analogo de T-DM1, v62486,
en células JIMT-1. La Figura 31C compara la unién de varios anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares
y ADC biparatépicos anti-HER2 a controles, en células SKOV3. La Figura 31D compara la unién de varios
anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares y ADC biparatdpicos anti-HER?2 a controles, en células JIMT-
1.

La Figura 32 muestra la inhibicién del crecimiento tumoral dependiente de la dosis de un ADC biparatédpico anti-
HERZ2 ejemplar en un modelo de xenoinjerto derivado de paciente HER2 3+ (ER-PR negativo) (HBCx13b). La
Figura 32A muestra el efecto de v6363 en el volumen del tumor, mientras que la Figura 32B muestra el efecto
en el porcentaje de supervivencia.

La Figura 33 muestra el efecto del v6363 anti-HER2-ADC biparatépico en comparacidén con las combinaciones
de atencién estandar en un modelo de xenoinjerto PDX HBCx-13b resistente a trastuzumab. La Figura 33A
muestra el efecto del tratamiento sobre el volumen del tumor, mientras que la Figura 33B muestra el efecto del
tratamiento sobre la supervivencia.

La Figura 34 muestra la eficacia de un ADC anti-HER2 biparatépico en un modelo de xenoinjerto tumoral
derivado de células de cancer de mama resistente a HER2+ trastuzumab (JIMT-1).

La Figura 35 muestra la eficacia de anticuerpos biparatdpicos anti-HER2 ejemplares in vivo en un modelo de
xenoinjerto tumoral derivado de células de cancer de ovario sensible al trastuzumab (SKOV3). La Figura 35A
muestra el efecto del tratamiento sobre el volumen del tumor, mientras que la Figura 35B muestra el efecto del
tratamiento sobre la supervivencia.

La Figura 36 muestra la eficacia dependiente de la dosis de anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares
in vivo en un modelo de xenoinjerto tumoral derivado de células de cancer de ovario sensible al trastuzumab
(SKOV3).

La Figura 37 muestra la capacidad de un anticuerpo biparatépico anti-HER2 y un ADC biparatdpico anti-HER2
para inhibir el crecimiento de lineas celulares que expresan HER2 y EGFR y/o HER3 en los niveles 3+, 2+ o
1+. La Figura 37Amuestra la capacidad de v10000 para inhibir el crecimiento de lineas celulares seleccionadas.
La Figura 37B muestra la capacidad de v10553 para inhibir el crecimiento de lineas celulares seleccionadas.

La Figura 38 muestra un resumen de la capacidad de v10000 y v10553 para inhibir el crecimiento en un panel
de lineas celulares. Los valores con guion (p. €j., 1/2) indican niveles discrepantes del receptor erbb de acuerdo
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con lo informado en la literatura; los valores IHC de Erbb se obtuvieron internamente o de la literatura. Cuando
no se informa ningln valor, las cantidades del receptor son desconocidas y/o no se informan. * Estimacion del
nivel de IHC basada en datos de expresién del gen erBb2 (Crown BioSciences). A continuacién, se describen
las referencias numeradas.

La Figura 39 muestra la capacidad de v10000 para mediar la ADCC en células HER2+. La Figura 39A muestra
los resultados en células FaDu. La Figura 39B muestra los resultados en células A549. La Figura 39C muestra
los resultados en células BxPC3. La Figura 39D muestra los resultados en células MiaPaca?2.

La Figura 40 muestra la capacidad de los anticuerpos anti-HER?2 biparatépicos para mediar la ADCC en células
HER?2+. La Figura 40A muestra los resultados en células A549. La Figura 40B muestra los resultados en células
NCI-N87. La Figura 40C muestra los resultados en células HCT-116.

La Figura 41 muestra el efecto del formato de anticuerpo biparatépico anti-HER2 sobre la unién de las células
HER2+. La Figura 41A muestra el efecto del formato en la unién a las células BT-474. La Figura 41B muestra
el efecto del formato en la unién a las células JIMT-1. La Figura 41C muestra el efecto del formato en la unién
a las células MCF7. La Figura 41D muestra el efecto del formato en la unién a las células MDA-MB-231.

La Figura 42 muestra el efecto del formato de anticuerpo biparatépico anti-HER2 sobre la internalizacién del
anticuerpo en las células HER2+. La Figura 42A muestra el efecto sobre la internalizacién en células BT-474.
La Figura 42B muestra el efecto sobre la internalizacién en células JIMT-1. La Figura 42C muestra el efecto
sobre la internalizacién en células MCF7.

La Figura 43 muestra el efecto del formato de anticuerpo biparatépico anti-HER2 sobre la capacidad de mediar
ADCC en células HER2+. La Figura 43A muestra el efecto en las células JIMT-1. La Figura 43B muestra el
efecto en las células MCF7. La Figura 43C muestra el efecto en las células tumorales de mama HER2 0/1+
MDA-MB-231.

La Figura 44 muestra el efecto del formato de anticuerpo biparatépico anti-HER2 sobre la capacidad de los
anticuerpos para inhibir el crecimiento de células tumorales HER2+ en células BT-474 en presencia o ausencia
de ligandos estimulantes del crecimiento.

La Figura 45 muestra el efecto del formato de anticuerpo biparatépico anti-HER2 sobre la capacidad de los
anticuerpos para inhibir el crecimiento de células SKBR3.

La Figura 46 muestra el efecto del formato de anticuerpo biparatépico anti-HER2 sobre la capacidad de los
anticuerpos para inhibir el crecimiento de células tumorales HER2+. La Figura 46A muestra la inhibicién del
crecimiento en células SKOV3. La Figura 46B muestra la inhibicién del crecimiento en células JIMT-1. La Figura
46C muestra la inhibicién del crecimiento en células MCF7.

La Figura 47 muestra una comparaciéon de las caracteristicas de unién de los anticuerpos anti-HER2
biparatopicos de diferente formato, medidas por SPR. La Figura 47Amuestra la grafica y el analisis de regresién
lineal para la kd (1/s) en diferentes niveles de captura de anticuerpos con v6903 y v7091. La Figura 47B muestra
la gréafica y el analisis de regresién lineal para la KD (M) en diferentes niveles de captura de anticuerpos con
v6903 y v7091.

Las referencias que se encuentran en la Figura 38 son las siguientes: 1. Labouret et al. 2012, Neoplasia 14:121-
130 ; 2. Ghasemi et al. 2014, Oncogenesis doi:10.1038/oncsis.2014.31; 3. Gaborit et al. 2011 J Bio Chem,
286:1133-11345; 4. Kimura et al. 2006, Clin Cancer Res; 12:4925-4932;: 5. Komoto et al. 2009, Cane Sci;
101:468-473; 6. Cretella et al. 2014, Molecular Cancer 13:143-155; 7. Bunn et al. 2001, Clin Cancer Res;
7:3239-3250; 8. Lewis Phillips et al. 2013, Clin Cancer Res, 20:456-468; 9. McDonagh et al. 2012, 11:582-593;
10. Coldren et al. 2006, Mol Cancer Res:521-528; 11. Cavazzoni et al. 2012 Mol Cancer, 11:91-115; 12. Li et al.
2014, Mol Cancer Res, doi:10.1158/1541-7786.MCR-13-0396; 13. Chmielewski et al. 2004, Immunology,
173:7647-7653; 14. Kuwada et al. 2004, Int J Cancer, 109:291-301; 15. Fujimoto-Ouchi et al. 2007, Clin
Chemother Pharmacol, 59:795-805; 16. Chavez-Blanco et al. 2004, BMC Cancer, 4:59; 17. Campiglio et al.
2004, J Cellular Physiology. 198:259-268; 18. Lehmann et al. 2011, J Clin Investigation, 121:2750-2767; 19.
Collins et al. 2011, Annals Oncology, 23:1788-1795; 20. Takai et al. 2005, Cancer, 104:2701-2708; 21. Rusnack
et al. 2007, Cell Prolif, 40:580-594; 22. Ma et al. 2013, PLOS ONE, 8:e73261-e73261; 23. Meira et al. 2009,
British J Cancer, 101:782-791; 24. Hayashi MP28-14 poster; 25. Wang et al. 2005 J Huazhong Univ Sci
Technolog Med Sci. 25:326-8; 26. Makhja et al. 2010. J Clinc Oncolo 28:1215-1223.

La Figura 48A-B muestra el efecto de un anticuerpo anti-HER?2 biparatépico en un modelo de xenoinjerto de
cancer de pulmén de células no pequefias con HER2 bajo. La Figura 48A muestra el efecto del anticuerpo
sobre el volumen del tumor. La Figura 48B muestra el efecto del anticuerpo en el porcentaje de supervivencia
de los animales.

La Figura 49A-B muestra el efecto de un anticuerpo anti-HER?2 biparatépico en un modelo de xenoinjerto de
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello con HER2 bajo. La Figura 49A muestra el efecto del
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anticuerpo sobre el volumen del tumor. La Figura 49B muestra el efecto del anticuerpo en el porcentaje de
supervivencia de los animales.

La Figura 50A-B muestra el efecto de un anticuerpo anti-HER?2 biparatépico en un modelo de xenoinjerto de
cancer de mama ER+ y HER2 bajo. La Figura 50A muestra el efecto del anticuerpo sobre el volumen del tumor.
La Figura 50B muestra el efecto del anticuerpo en el porcentaje de supervivencia de los animales.

La Figura 51A-B muestra el volumen del tumor y la supervivencia en un modelo de xenoinjerto de cancer de
pancreas.

La Figura 52 muestra el volumen del tumor en un modelo de xenoinjerto de cancer gastrico.
Descripcidn detallada
La invencién es tal como se establece en las reivindicaciones.

Se describen en este documento métodos de uso de constructos de unién a antigeno biespecificos que se
unen a HER2.

Constructos de unién a antigeno

Se proporcionan en el presente documento constructos de unién a antigeno, por ejemplo, anticuerpos, que se
unen a HER2. El constructo de unién a antigeno para uso de acuerdo con la invencién incluye un primer
constructo de polipéptido de unién a antigeno que se une a un antigeno ECD2 de HER2 y un segundo
constructo de polipéptido de unién a antigeno que se une a un antigeno ECD4 de HER2. Como se establece
con mas detalle en la reivindicacion 1, el primer constructo de polipéptido de unién a antigeno es un Fab
(fragmento de unién a antigeno) y el segundo constructo de polipéptido de unién a antigeno es un scFv (Fv de
cadena sencilla). Otro constructo de polipéptido de unidén a antigeno que no ha sido reivindicado es un sdab
(anticuerpo de dominio Unico). El constructo de unién a antigeno proporcionado para su uso de acuerdo con la
invencién incluye una estructura, que es una regién de Fc de IgG1 humana.

El término "constructo de unién a antigeno" se refiere a cualquier agente, por ejemplo, polipéptido o complejo
polipeptidico capaz de unirse a un antigeno. En algunos aspectos, un constructo de unién a antigeno es un
polipéptido que se une especificamente a un antigeno de interés. Un constructo de unién a antigeno puede ser
un monémero, un dimero, un multimero, una proteina, un péptido o un complejo de proteina o péptido; un
anticuerpo, un fragmento de anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo; un scFv y similares. Un
constructo de unién a antigeno puede ser monoespecifico, biespecifico 0 multiespecifico. Un constructo de
unidén a antigeno puede incluir, por ejemplo, uno o méas constructos de polipéptidos de unién a antigeno (por
ejemplo, Fab o scFv) unidos a uno o méas Fc. A continuacién, se describen y proporcionan en los Ejemplos
otros ejemplos de constructos de unidén a antigeno. El constructo de unién a antigeno proporcionado para su
uso de acuerdo con la invencién es como se define en la reivindicacién 1.

Un constructo que se une a un antigeno puede ser monoespecifico, aunque esto no se reivindica. Un constructo
de unién a antigeno monoespecifico se refiere a un constructo de unién a antigeno con una especificidad de
unién. En otras palabras, el constructo del polipéptido de unidén a antigeno se une al mismo epitopo en el mismo
antigeno. Los ejemplos de constructos de unién a antigeno monoespecificos incluyen trastuzumab vy
pertuzumab.

Un constructo de unién a antigeno biespecifico tiene dos constructos de polipéptidos de unién a antigeno, cada
uno con una especificidad de unién unica. Por ejemplo, un primer constructo de polipéptido de unién a antigeno
se une a un epitopo de un primer antigeno, y un segundo constructo de polipéptido de unién a antigeno se une
a un epitopo de un segundo antigeno. El término "biparatdpico”, como se utiliza en este documento, se refiere
a un anticuerpo biespecifico donde la primera fraccién de unién a antigeno y la segunda fraccién de unién a
antigeno se unen a diferentes epitopos en el mismo antigeno.

Un constructo de unién a antigeno puede ser un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo. Tal
como se utiliza en este documento, un "anticuerpo" o "inmunoglobulina" se refiere a un polipéptido codificado
sustancialmente por un gen de inmunoglobulina o genes de inmunoglobulina, o fragmentos de los mismos, que
se unen especificamente y reconocen un analito (por ejemplo, antigeno). Los genes de inmunoglobulina
reconocidos incluyen los genes de la regién constante kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, asi
como una gran cantidad de genes de la regién variable de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican
en kappa o lambda. La "clase" de un anticuerpo o inmunoglobulina se refiere al tipo de dominio constante o
regiéon constante que posee su cadena pesada. Hay cinco clases principales de anticuerpos: IgA, 1gD, IgE, 1gG
e IgM, y varias de estas pueden dividirse en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG1, 195Gy, 19G3, 19G4, IgA1 e
IgAo. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de
inmunoglobulinas se denominan q, d, €, y y M, respectivamente.
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Una unidad estructural de inmunoglobulina (anticuerpo) ejemplar se compone de dos pares de cadenas
polipeptidicas, cada par tiene una cadena "ligera" (aproximadamente 25 kD) y una cadena "pesada"
(aproximadamente 50-70 kD). El dominio N-terminal de cada cadena define una regi6n variable de
aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos, principalmente responsables del reconocimiento del antigeno.
Los términos cadena ligera variable (VL) y cadena pesada variable (VH) se refieren a estos dominios de cadena
ligera y pesada respectivamente. La cadena pesada de IgG1 esta compuesta por los dominios VH, CH1, CH2
y CH3 respectivamente desde el N-terminal al C-terminal. La cadena ligera esta formada por los dominios VL
y CL desde el terminal N al C. La cadena pesada de IgG1 comprende una bisagra entre los dominios de CH1
y CH2.

El término "regién hipervariable" o "HVR", como se utiliza en este documento, se refiere a cada una de las
regiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia y/o forman bucles definidos
estructuralmente ("bucles hipervariables"). Generalmente, los anticuerpos nativos de cuatro cadenas
comprenden seis HVR; tres en el VH (H1, H2, H3) y tres en el VL (L1, L2, L3). Las HVR generalmente
comprenden residuos de aminoacidos de los bucles hipervariables y/o de las regiones determinantes de
complementariedad (CDR), siendo estas Ultimas las de mayor variabilidad de secuencia y/o involucradas en el
reconocimiento de antigenos. Con la excepcién de CDR1 en VH, las CDR generalmente comprenden los
residuos de aminoéacidos que forman los bucles hipervariables. Las regiones hipervariables (HVR) también se
denominan "regiones determinantes de complementariedad" (CDR), y estos términos se utilizan en este
documento indistintamente en referencia a porciones de la regién variable que forman las regiones de unién a
antigeno. Esta regién en particular ha sido descrita por Kabat et al., Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los Estados Unidos, secuencias de proteinas de interés inmunolégico (1983) y por Chothia et al,,
J Mol Biol 196:901-917 (1987), donde las definiciones incluyen superposiciéon o subconjuntos de residuos de
aminoécidos cuando se comparan entre si. Sin embargo, la aplicacién de cualquiera de las definiciones para
referirse a una CDR de un anticuerpo o variantes del mismo pretende estar dentro del alcance del término tal
como se define y utiliza en este documento. Los niUmeros exactos de residuos que abarcan una CDR particular
variaran dependiendo de la secuencia y el tamafio de la CDR. Los expertos en la materia pueden determinar
de forma rutinaria qué residuos comprenden una CDR particular dada la secuencia de aminoacidos de la regién
variable del anticuerpo.

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, de roedores) son anticuerpos quiméricos
que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los
anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los residuos de una
regiéon hipervariable del receptor se reemplazan por residuos de una regién hipervariable de una especie no
humana (anticuerpo donante), como ratén, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad
y capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la regién marco (FR) de la inmunoglobulina humana
se reemplazan por residuos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden
comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor ni en el anticuerpo donante. Estas
modificaciones se realizan para refinar ain mas el rendimiento de los anticuerpos. En general, el anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente todos al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los
que todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no
humana y todos o sustancialmente todos los FR son los de una secuencia de inmunoglobulina humana. El
anticuerpo humanizado opcionalmente también comprendera al menos una porcién de una regién constante
de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana. Para méas detalles, véase Jones et
al., Nature 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol.
2: 593-596 (1992).

Los anticuerpos HER2 humanizados incluyen huMAb4D5-1, huMAb4D5-2, huMAb4D5-3, huMAb4DS5-4,
huMAb4D5-5, huMAb4D5-6, huMAb4D5-7 y huMAb4D5-8 o Trastuzumab (HERCEPTIN®) como se describe
en la Tabla 3 de la patente de los Estados Unidos No. 5,821,337; los anticuerpos 520C9 humanizado
(WO93/21319) y 2C4 humanizado como se describe en la publicacién de patente de los Estados Unidos No.
2006/0018899.

Constructo polipeptidico de unién a antigeno

Los constructos de unién a antigeno descritos en este documento comprenden un constructo de polipéptido de
unidén a antigeno que se une a un antigeno ECD2 de HERZ2. El constructo de unién a antigeno proporcionado
para su uso de acuerdo con la invencién es como se define en la reivindicacién 1, e incluye un segundo
constructo de polipéptido de unién a antigeno que se une a un antigeno ECD4 de HER2. El constructo de
polipéptido de unién a antigeno de la invencién comprende las secuencias divulgadas en los ejemplos
siguientes para el constructo v10000.

El constructo del polipéptido de unién a antigeno es bivalente (se une a dos epitopos).

El constructo de unién a antigeno incluye dos constructos de polipéptidos de unién a antigeno. El formato del
constructo de unidén a antigeno es Fab-scFv (primer constructo de polipéptido de unién a antigeno-segundo
polipéptido de unién a antigeno respectivamente).
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Un Fab (también conocido como fragmento de unién a antigeno) contiene el dominio constante (CL) de la
cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada junto con los dominios variables VL y
VH en las cadenas ligera y pesada respectivamente. Los dominios variables comprenden los bucles
determinantes de complementariedad (CDR, también denominados regién hipervariable) que participan en la
unidén del antigeno. Los fragmentos Fab' se diferencian de los fragmentos Fab por la adicion de algunos
residuos en el terminal carboxilo del dominio de CH1 de la cadena pesada, incluidas una o mas cisteinas de la
regién bisagra del anticuerpo.

Un "Fv de cadena sencilla" o "scFV" incluye los dominios VH y VL de un anticuerpo, donde estos dominios estéan
presentes en una sola cadena polipeptidica. En una realizacién, el polipéptido de Fv comprende ademés un
enlazador polipeptidico entre los dominios VH y VL que permite que el scFv forme la estructura deseada para
la unién al antigeno. Para una revisién de scFv, consulte Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pags. 269-315 (1994). Los
fragmentos scFv del anticuerpo HER2 se describen en el documento WO93/16185; patente de los Estados
Unidos No. 5,571,894, y patente de los Estados Unidos No. 5,587,458.

Un formato de "anticuerpo de dominio Gnico" o "sdAb", no reivindicado, es un dominio de inmunoglobulina
individual. Los sdAb son bastante estables y faciles de expresar como compafiero de fusién con la cadena de
Fc de un anticuerpo (Harmsen MM, De Haard HJ (2007). "Properties, production, and applications of camelid
single-domain antibody fragments". Appl. Microbiol Biotechnol. 77(1): 13-22).

Otros constructos de polipéptidos de unién a antigeno que no se reivindican pueden derivarse de un anticuerpo,
una fibronectina, un aficuerpo, anticalina, proteina de nudo de cisteina, DARPIn, avimero, dominio Kunitz o
variante o derivado del mismo.

Los constructos de polipéptidos de unién a antigeno descritos en este documento se pueden convertir a
diferentes formatos. Por ejemplo, un Fab se puede convertir en un scFv o un scFv se puede convertir en un
Fab. Se conocen en la técnica métodos de conversién entre tipos de dominios de unién a antigeno (véanse,
por ejemplo, los métodos para convertir un scFv a un formato Fab descritos en, por ejemplo, Zhou et al. (2012)
Mol Cancer Ther 11: 1167-1476).

Los constructos de unién a antigeno descritos en este documento se unen especificamente a HER2. "Se une
especificamente"”, "unién especifica" o "unién selectiva" significa que la unién es selectiva para el antigeno y
puede discriminarse de interacciones no deseadas o no especificas. La capacidad de un constructo de unién
a antigeno para unirse a un determinante antigénico especifico se puede medir a través de un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) u otras técnicas familiares para un experto en la materia, por
ejemplo, la técnica de resonancia de plasmoén superficial (SPR) (analizada en un instrumento BlAcore) (Liljeblad

et al, Glyco J 17, 323-329 (2000)) y ensayos de unién tradicionales (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)).

En una realizacién, el grado de unién de una fraccién de unidén a antigeno a una proteina no relacionada es
menor que aproximadamente el 10 % de la unién del constructo de unién a antigeno al antigeno, medida, por
ejemplo, mediante SPR.

HER2

Los constructos de unidén a antigeno descritos en este documento incluyen un constructo de polipéptido de
unién a antigeno que se une al ECD2 de HER2.

Las expresiones "ErbB2" y "HER2" se utilizan indistintamente en el presente documento y se refieren a la
proteina HER2 humana descrita, por ejemplo, en Semba et al.,, PNAS (EE. UU.) 82: 6497-6501 (1985) y
Yamamoto et al. Nature 319: 230-234 (1986) (Numero de acceso al GenBank X03363). El término "erbB2" y
"neu" se refieren al gen que codifica la proteina humana ErbB2, p185 o p185neu se refieren al producto proteico
del gen neu.

HERZ2 es un receptor HER. Un "receptor HER" es un receptor de proteina tirosina quinasa que pertenece a la
familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (HER) e incluye los receptores EGFR, HER2,
HER3 y HER4. Un receptor HER generalmente comprendera un dominio extracelular, que puede unirse a un
ligando HER; un dominio transmembrana lipofilico; un dominio de tirosina quinasa intracelular conservado; y
un dominio de sefializacidén carboxilo-terminal que alberga varios residuos de tirosina que pueden fosforilarse.
Por "ligando HER" se entiende un polipéptido que se une a y/o activa un receptor HER.

El dominio extracelular (ecto) de HER2 comprende cuatro dominios: Dominio | (ECD1, residuos de aminoacidos
de aproximadamente 1-195), Dominio Il (ECD2, residuos de aminoacidos de aproximadamente 196-319),
Dominio Il (ECD3, residuos de aminoéacidos de aproximadamente 320-488) y Dominio IV (ECD4, residuos de
aminoécidos de aproximadamente 489-630) (numeracidn de residuos sin péptido sefial). Ver Garrett et al. Mol.
Cell. 11: 495-505 (2003), Cho et al. Nature 421: 756-760 (2003), Franklin et al. Cancer Cell 5: 317-328 (2004),
Tse et al. Cancer Treat Rev. 2012 Apr; 38(2): 133-42 (2012), o Arado et al. Plowman et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
90: 1746-1750 (1993).
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[l: 323-488; Dominio |V: 489-607.

1
&l
1z1
181
241
30l
Jel
421
481
541

tgvetgtdmk
vvliahngvr
relteilkqy
rowges sedoc
icelhcpalw
taedgtgree
gdpasntapl
ltlgglgisw
ecvgeglach

chpecqpong

lrlpaspeth
gvplgrlziv
vliigrnpgle
gsltrtvcag
tyntdtfesm
keskpearve
gqpeglgvfet
lglrslrelyg
glcarghcwg
svtcfgpead

ldmlrhlyqyg
rgtgl fedny
vadtilwhkdi
gecarckgplp
prpegryttg
vglgmehlre
lesitgylyi
sglalihhnt
pgptgcvncs
qovacahykd

cgvvggnlel
alavldngdp
fhknnglalt
tdcchegcaa
ascvtacpyn
vravtsanig
sawpdslpdl
hlcfvhtwvpw
cflrggecve

rpfcvarcps

tylptnasls
Innttpvtga
lidtnrsrac
gctgpkhsde
vlstdvgsct
etagekkityg
svignlgvir
daglfrnphga
ecrvlgglpr
gvkpdlaymp

flgdigevqg
spgglrelql
hpespmekgs
laclafnhsg
lveplhngew
glatlpestd
grilangays
llhtanrped
eywvnarhelp

iwkfpdeega

euL

cgpepin (SEQ ID NG:349)

El "epitopo 2C4" es la regién del dominio extracelular de HER2 a la que se une el anticuerpo 2C4. El epitopo
2C4 comprende residuos del dominio Il en el dominio extracelular de HER2. 2C4 y Pertuzumab se unen al
dominio extracelular de HER2 en la unién de los dominios I, Il'y Ill. Franklin et al. Cancer Cell 5: 317-328 (2004).
Para detectar anticuerpos que se unen al epitopo 2C4, se realiza un ensayo de bloqueo cruzado de rutina como
el descrito en Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and David Lane
(1988). Como alternativa, se puede realizar un mapeo de epitopos para evaluar si el anticuerpo se une al
epitopo 2C4 de HER2 utilizando métodos conocidos en la técnica y/o se puede estudiar la estructura del
anticuerpo-HER2 (Franklin et al. Cancer Cell 5. 317-328 (2004)) para ver qué dominio(s) de HER2 esta(n)
unido(s) por el anticuerpo.

El "epitopo 4D5" es la regién del dominio extracelular de HER2 a la que se unen el anticuerpo 4D5 (ATCC CRL
10463) y Trastuzumab. Este epitopo esté cerca del dominio transmembrana de HER2 y dentro del dominio |V
de HER?2. Para detectar anticuerpos que se unen al epitopo 4D5, se puede realizar un ensayo de bloqueo
cruzado de rutina como el descrito en Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed
Harlow and David Lane (1988). Como alternativa, se puede realizar un mapeo de epitopos para evaluar si el
anticuerpo se une al epitopo 4D5 de HER2 (por ejemplo, uno o mas residuos en la regién desde
aproximadamente el residuo 529 hasta aproximadamente el residuo 625, inclusive, véase la FIG. 1 de la
publicacién de patente de los Estados Unidos No. 2006/0018899).

Constructos ejemplares de unién a antigeno anti-HER2

En este documento se proporcionan anticuerpos anti-HER2 ejemplares (o constructos de unién a antigeno) y
controles. En la Figura 1 se muestran formatos biparatépicos ejemplares. En todos los formatos que se
muestran en la Figura 1, el Fc heterodimérico se presenta con una cadena (Cadena A) mostrada en negro y la
otra (Cadena B) mostrada en gris, mientras que un dominio de unién a antigeno (1) se muestra en relleno
rayado y el otro dominio de unién a antigeno (2) se muestra en blanco.

El constructo de la invencién se establece en la reivindicacidén 1, que define el constructo v10000. Todos los
demés constructos descritos en este documento y a continuacién son para referencia y no son parte de la
invencién reivindicada.

La Figura 1A muestra la estructura de un anticuerpo biparatépico en formato Fab-Fab. Las Figuras 1B a 1E
muestran la estructura de posibles versiones de un anticuerpo biparatépico en formato scFv-Fab. En la Figura
1B, el dominio de unién a antigeno 1 es un scFv, fusionado a la Cadena A, mientras que el dominio de unién a
antigeno 2 es un Fab, fusionado a la Cadena B. En la Figura 1C, el dominio de unién a antigeno 1 es un Fab,
fusionado a la Cadena A, mientras que el dominio de unién a antigeno 2 es un scFy, fusionado a la Cadena B.
En la Figura 1D, el dominio de unidén a antigeno 2 es un Fab, fusionado a la Cadena A, mientras que el dominio
de unidn a antigeno 1 es un scFv, fusionado a la Cadena B. En la Figura 1E, el dominio de unién a antigeno 2
es un scFy, fusionado a la Cadena A, mientras que el dominio de unién a antigeno 1 es un Fab, fusionado a la
Cadena B. En la Figura 1F, ambos dominios de unién a antigeno son scFv.

Las secuencias de las siguientes variantes se proporcionan en la Tabla de secuencias que se encuentra
después de los Ejemplos. Las regiones CDR se identificaron utilizando una combinacién de los métodos de
Kabat y Chothia. Las regiones pueden variar ligeramente de acuerdo con el método utilizado para la
identificacion.
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Anticuerpos biparatopicos anti-HER2 ejemplares
En la Tabla 1 se muestran ejemplos de anticuerpos anti-HER2 biparatépicos.

Tabla 1: Anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares (nota: solo v10000 es de acuerdo con la invencién)

Variante Cadena A Cadena B
5019 dominio que contiene el ECD2 ECD4
epitopo
Formato Fab scFv
Nombre del anticuerpo Pertuzumab Trastuzumab

Sustituciones de secuencia de | T350V_L351Y_F405A_Y40 | T3661_N390R_K392M_T394

CH3 v W

5020 dominio que contiene el ECD4 ECD2
epitopo
Formato scFv Fab
Nombre del anticuerpo Trastuzumab Pertuzumab

Sustituciones de secuencia de | L351Y_S400E_F405A_Y40 | T350V_T366L_K392L_T394

CH3 v W

7091 dominio que contiene el ECD2 ECD4
epitopo
Formato Fab scFv
Nombre del anticuerpo Pertuzumab Trastuzumab

Sustituciones de secuencia de | T350V_L351Y_F405A_Y40 | T350V_T366L_K392L_T394

CH3 7V W
10000 dominio que contiene el ECD2 ECD4

epitopo

Formato Fab scFv

Sustituciones de secuencia de | Pertuzumab - con Y96A en Trastuzumab T350V_ T366L_
CH3 del nombre del la regién de VLy K392L_T394W

anticuerpo T30A/A49G/L69F en la
regién de VH T350V_

L351Y_ F405A_Y407V

6902 dominio que contiene el ECD2 ECD4
epitopo
Formato Fab Fab
Nombre del anticuerpo Trastuzumab Pertuzumab
Sustituciones de Fab HC: L143E-K145T HC: D146G Q179K
LC: Q124R LC: Q124E_Q160E_T180E
Sustituciones de secuencia de | T350V_L351Y_F405A_Y40 | T350V_T366L_K392L_T394
CH3 7V W
6903 dominio que contiene el ECD2 ECD4
epitopo
Formato Fab Fab
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Sustituciones de Fab

HC: L143E_K145T

HC: D146G_Q179K

LC:
Q124R_Q1160K_T178R

LC: Q124E_Q160E_T180E

Nombre del anticuerpo

Trastuzumab

Pertuzumab

Sustituciones de secuencia de
CH3

T350V_L351Y_F405A_Y40
7V

T350V_T366L_K392L_T394
W

6717 dominio que contiene el ECD4 ECD2
epitopo
Formato scFv scFv
Nombre del anticuerpo Pertuzumab Trastuzumab
Sustituciones de secuencia de | T350V_L351Y_F405A_Y40 | T3661_N390R_K392M_T394
CH3 7V W
Notas:

* Numeracién de CH3 de acuerdo con el indice de la UE como en Kabat en referencia a la numeracién del
anticuerpo de la UE (Edelman et al., 1969, Proc Natl Acad Sci USA 63:78-85);

* Numeracién de dominios Fab o variables de acuerdo con Kabat (Kabat and Wu, 1991; Kabat et al,
Sequences of proteins of immunological interest. 5th Edition - Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los EE. UU., publicacidén del NIH n.© 91-3242, pag. 647 (1991))

* "dominio que contiene el epitopo" = dominio de HER2 al que se une la fraccién de unién a antigeno;

* "Nombre del anticuerpo" = anticuerpo del cual se deriva la fraccién de unién a antigeno, incluye
sustituciones en comparacién con el tipo silvestre cuando esta presente;

* "Sustituciones de Fab" = sustituciones en Fab que promueven el emparejamiento correcto de la cadena
ligera;

* "Sustituciones de secuencia de CH3" = sustituciones en el dominio de CH3 que promueven la formacién
de Fc heterodimérico

Anticuerpos de control monovalentes anti-HER2 ejemplares - no forman parte de la invencién reivindicada

v1040: un anticuerpo anti-HER2 monovalente, donde el dominio de unién de HER2 es un Fab derivado de
trastuzumab en la cadena A, y la regibn de Fc es un heterodimero que tiene las mutaciones
T350V_L351Y_F405A_Y407V en la cadena A, T350V_T366L_K392L_T394W en la cadena B, y la regién
bisagra de la cadena B que tiene la mutacién C226S; el dominio de unidén a antigeno se une al dominio 4 de
HER2.

v630 - un anticuerpo anti-HER2 monovalente, donde el dominio de unién de HER2 es un scFv derivado de
trastuzumab en la Cadena A, y la regiébn de Fc es un heterodimero que tiene las mutaciones
L351Y_S400E_F405A_Y407V en la Cadena A, T3661_N390R_K392M_T394W en la Cadena B; y la regién
bisagra que tiene la mutacién C226S (numeracién de la UE) en ambas cadenas; el dominio de unién a antigeno
se une al dominio 4 de HER2.

v4182: un anticuerpo anti-HER2 monovalente, donde el dominio de unién de HER2 es un Fab derivado de
pertuzumab en la cadena A, y la regibn de Fc es un heterodimero que tiene las mutaciones
T350V_L351Y_F405A_Y407V en la cadena A, T350V_T366L_K392L_T394W en la cadena B, y la regién
bisagra de la cadena B que tiene la mutacién C226S; el dominio de unién a antigeno se une al dominio 2 de
HER2.

Controles ejemplares de anticuerpos bivalentes monoespecificos anti-HER2 (anticuerpos de tamafio completo,
FSA) - no forman parte de la invencion reivindicada

v506 es un anti HER2 de tipo silvestre producido internamente en células de ovario de hdmster chino (CHO),
como control. Ambos dominios de unién de HER2 se derivan de trastuzumab en el formato Fab y el Fc es un
homodimero de tipo silvestre; el dominio de unién a antigeno se une al dominio 4 de HER2. Este anticuerpo
también se conoce como anélogo de trastuzumab.
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v792, es trastuzumab de tipo silvestre con una bisagra de IgG1, donde ambos dominios de unién de HER2 se
derivan de trastuzumab en el formato Fab, y la regién de Fc es un heterodimero que tiene las mutaciones
T350V_L351Y_F405A_Y407V en la Cadena A, y T350V_T366L_K392L_T394W en la Cadena B; el dominio de
unién a antigeno se une al dominio 4 de HER2. Este anticuerpo también se conoce como analogo de
trastuzumab.

v4184, un anticuerpo anti-HER?2 bivalente, donde ambos dominios de unién de HER2 se derivan de pertuzumab
en el formato Fab, y laregién de Fc es un heterodimero que tiene las mutaciones T350V_L351Y_F405A_Y407V
en la Cadena A, y T350V_T366L_K392L_T394W en la Cadena B. El dominio de unién a antigeno se une al
dominio 2 de HER?2. Este anticuerpo también se conoce como analogo de pertuzumab.

Conjugados de farmacos de anticuerpos (ADC) biparatépicos anti-HER2 ejemplares

Los siguientes son ejemplos de conjugados de farmacos de anticuerpos anti-HER2 biparatépicos (ADC
biparatépicos anti-HER2). Los ADC de las variantes 5019, 7091, 10000 y 506 se identifican de la siguiente
manera, en donde solo los ADC de v 10000 forman parte de la invencidn reivindicada:

v6363 (v5019 conjugado con DM1)

v7148 (v7091 conjugado con DM1)

v10553 (v10000 conjugado con DM1)

v6246 (v506 conjugado con DM1, anélogo a T-DM1, trastuzumab-emtansina)
v6249 (IgG humana conjugada con DM1)

Fc de constructos de unién a antigeno.

Los constructos de unién a antigeno para uso de acuerdo con la invencién comprenden un Fc dimérico. Un Fc
dimérico puede ser homodimérico o heterodimérico. El Fc de acuerdo con la invencién reivindicada es
heterodimérico.

El término "dominio de Fc" o "regién de Fc" en este documento se utiliza para definir una regién C-terminal de
una cadena pesada de inmunoglobulina que contiene al menos una porcién de la regién constante. El término
incluye regiones Fc de secuencia nativa y regiones Fc variantes. A menos que se especifique lo contrario en
este documento, la numeracidén de los residuos de aminoacidos en la regién de Fc o la regién constante se
realiza de acuerdo con el sistema de numeraciéon de la UE, también llamado indice de la UE, como se describe
en Kabat et al, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Servicio de Salud Pdblica, Institutos
Nacionales de Salud, Bethesda, MD, 1991. Un "polipéptido Fc" de un Fc dimérico como se utiliza en este
documento se refiere a uno de los dos polipéptidos que forman el dominio de Fc dimérico, es decir, un
polipéptido que comprende regiones constantes C-terminales de una cadena pesada de inmunoglobulina,
capaz de autoasociarse de manera estable. Por ejemplo, un polipéptido Fc de un Fcde IgG dimérico comprende
una secuencia de dominio constante CH2 de IgG y una secuencia de dominio constante CH3 de IgG.

Un dominio de Fc comprende un dominio de CH3 o un dominio de CH3 y un dominio de CH2. El dominio de
CH3 comprende dos secuencias de CH3, una de cada uno de los dos polipéptidos Fc del Fc dimérico. El
dominio de CH2 comprende dos secuencias de CH2, una de cada uno de los dos polipéptidos Fc del Fc
dimérico.

El Fc de acuerdo con la invenciéon comprende dos secuencias de CH3. Como se define en la reivindicacién 1,
el Fc estd acoplado, con o sin uno o més enlazadores, a un primer constructo de unién a antigeno y a un
segundo constructo de unién a antigeno. El Fc es un Fc de IgG1 humana. El Fc es un Fc heterodimérico. El Fc
comprende dos secuencias de CH2.

En algunos aspectos, un Fc es un polipéptido Unico. En algunos aspectos, un Fc son multiples péptidos, por
ejemplo, dos polipéptidos.

Un Fc es un Fc descrito en las solicitudes de patente WO2012/058768, presentada el 4 de noviembre de 2011
0 W0O2013/063702, presentada el 2 de noviembre de 2012.

Dominios de CH3 modificados

El constructo de unién a antigeno proporcionado para su uso de acuerdo con la invencién comprende un Fc
heterodimérico que comprende un dominio de CH3 modificado que ha sido modificado asimétricamente. El Fc
heterodimérico comprende dos polipéptidos de dominio constante de cadena pesada: un primer polipéptido Fc
y un segundo polipéptido Fc.

13



10

15

20

25

30

ES 3014 819 T3

Dos secuencias de CH3 que comprenden una o méas modificaciones de aminoacidos introducidas de manera
asimétrica generalmente dan como resultado un Fc heterodimérico, en lugar de un homodimero, cuando las
dos secuencias de CH3 se dimerizan. Como se utiliza en este documento, "modificaciones asimétricas de
aminoécidos" se refiere a cualquier modificacién en la que un aminoécido en una posicién especifica en una
primera secuencia de CH3 es diferente del aminoacido en una segunda secuencia de CH3 en la misma
posicién, y la primera y la segunda secuencia de CH3 se emparejan preferentemente para formar un
heterodimero, en lugar de un homodimero. Esta heterodimerizacién puede ser el resultado de la modificacién
de sélo uno de los dos aminoacidos en la misma posicién de aminoacido respectiva en cada secuencia; o de
la modificacion de ambos aminoacidos en cada secuencia en la misma posicién respectiva en cada una de las
primera y segunda secuencias de CH3. La primera y segunda secuencia de CH3 de un Fc heterodimérico
pueden comprender una o mas de una modificacién de aminoacido asimétrica.

La Tabla A proporciona la secuencia de aminoéacidos de la secuencia de Fc de IgG1 humana, correspondiente
a los aminoécidos 231 a 447 de la cadena pesada de IgG1 humana de longitud completa. La secuencia de
CH3 comprende los aminoacidos 341-447 de la cadena pesada de IgG1 humana de longitud completa.

Normalmente, un Fc puede incluir dos secuencias de cadena pesada contiguas (A y B) que son capaces de
dimerizarse. Una o ambas secuencias de un Fc incluyen una o mas mutaciones o modificaciones en las
siguientes ubicaciones: L351, F405, Y407, T366, K392, T394, T350, S400 y/o N390, utilizando la numeracién
de la UE. De acuerdo con la invencién reivindicada, la regién de Fc de IgG1 humana que esta operativamente
unida al primer constructo del polipéptido de uni6n a antigeno comprende las mutaciones:
T350V_L351Y_F405A_Y407V. Laregién de Fc de IgG1 humana que esté operativamente vinculada al segundo
constructo del polipéptido de unién a antigeno comprende las mutaciones: T350V_T366L_K392L_T394W.
También se describe que un Fc incluye una secuencia mutante que se muestra en la Tabla X. Un Fc descrito
incluye las mutaciones de la Variante 1 A-B. Un Fc descrito incluye las mutaciones de la Variante 2 A-B. Un Fc
descrito incluye las mutaciones de la Variante 3 A-B. Un Fc descrito incluye las mutaciones de la Variante 4 A-
B. Un Fc descrito incluye las mutaciones de la Variante 5 A-B. Solo se reivindican las mutaciones presentes en
v10000, como se indic6é anteriormente.

Tabla A: Secuencias de Fc de 1gG1

Secuencia de Fc de 1gG1
humana 231-447
(numeracién de la UE)

Secuencia variante de Fc de | Cadena Mutaciones

IgG1 (231-447)

1 A L351Y_F405A Y407V

1 B T366L_K392M_T394W

2 A L351Y_F405A Y407V

2 B T366L_K392L_T394W

3 A T350V_L351Y_F405A_ Y407V

3 B T350V_T366L_K392L_T394W

4 A T350V_L351Y_F405A_ Y407V

4 B T350V_T366L_K392M_T394W

5 A T350V_L351Y_S400E_F405A_ Y407V
5 B T350V_T366L_N390R_K392M_T394W

A continuacién, se describen con més detalle varias mutaciones de CH3, pero solo son parte de la invencion
reivindicada en la medida en que describen las mutaciones T350V_L351Y_F405A_Y407V //
T350V_T366L_K392L_T394W presentes en el constructo v10000 reivindicado.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3014 819 T3

La primera y segunda secuencias de CH3 pueden comprender mutaciones de aminoacidos como se describe
en este documento, con referencia a los aminoacidos 231 a 447 de la cadena pesada de IgG1 humana de
longitud completa. En una realizacién, el Fc heterodimérico comprende un dominio de CH3 modificado con una
primera secuencia de CH3 que tiene modificaciones de aminoacidos en las posiciones F405 y Y407, y una
segunda secuencia de CH3 que tiene modificaciones de aminoécidos en la posicion T394. En una realizacién,
el Fc heterodimérico comprende un dominio de CH3 modificado con una primera secuencia de CH3 que tiene
una o mas modificaciones de aminoéacidos seleccionadas entre L351Y, F405Ay Y407V, y la segunda secuencia
de CH3 que tiene una o mas modificaciones de aminoacidos seleccionadas entre T366L, T366I1, K392L, K392M
y T394W.

En una realizacién, un Fc heterodimérico comprende un dominio de CH3 modificado con una primera secuencia
de CH3 que tiene modificaciones de aminoacidos en las posiciones L351, F405 y Y407, y una segunda
secuencia de CH3 que tiene modificaciones de aminoacidos en las posiciones T366, K392 y T394, y una de la
primera o segunda secuencias de CH3 que comprende ademas modificaciones de aminoacidos en la posicién
Q347, y la otra secuencia de CH3 que comprende ademés una modificacion de aminoacidos en la posicion
K360. En otra realizacién, un Fc heterodimérico comprende un dominio de CH3 modificado con una primera
secuencia de CH3 que tiene modificaciones de aminoacidos en las posiciones L351, F405 y Y407, y una
segunda secuencia de CH3 que tiene modificaciones de aminoéacidos en las posiciones T366, K392 y T394,
comprendiendo ademas una de la primera o segunda secuencias de CH3 modificaciones de aminoacidos en
la posicién Q347, y comprendiendo ademas la otra secuencia de CH3 una modificacién de aminoacido en la
posicién K360, y comprendiendo ademas una o ambas de dichas secuencias de CH3 la modificacién de
aminodcidos T350V.

En una realizacién, un Fc heterodimérico comprende un dominio de CH3 modificado con una primera secuencia
de CH3 que tiene modificaciones de aminoacidos en las posiciones L351, F405 y Y407, y una segunda
secuencia de CH3 que tiene modificaciones de aminoéacidos en las posiciones T366, K392 y T394 y una de
dichas primera y segunda secuencias de CH3 que comprende ademas la modificacién de aminoacidos de
D399R o D399K vy la otra secuencia de CH3 que comprende uno o més de T411E, T411D, K409E, K409D,
K392E y K392D. En otra realizacién, un Fc heterodimérico comprende un dominio de CH3 modificado con una
primera secuencia de CH3 que tiene modificaciones de aminoacidos en las posiciones L351, F405 y Y407, y
una segunda secuencia de CH3 que tiene modificaciones de aminoéacidos en las posiciones T366, K392 y T394,
una de dichas primera y segunda secuencias de CH3 comprende ademés la modificacién de aminoéacidos de
D399R o D399K y la otra secuencia de CH3 comprende una o més de T411E, T411D, K409E, K409D, K392E
y K392D, y una o0 ambas de dichas secuencias de CH3 comprenden ademas la modificacién de aminoacidos
T350V.

En una realizacién, un Fc heterodimérico comprende un dominio de CH3 modificado con una primera secuencia
de CH3 que tiene modificaciones de aminoacidos en las posiciones L351, F405 y Y407, y una segunda
secuencia de CH3 que tiene modificaciones de aminoacidos en las posiciones T366, K392 y T394, en donde
una o ambas de dichas secuencias de CH3 comprenden ademas la modificacién de aminoacidos de T350V.

En una realizacién, un Fc heterodimérico comprende un dominio de CH3 modificado que comprende las
siguientes modificaciones de aminoécidos, donde "A" representa las modificaciones de aminoacidos en la
primera secuencia de CH3 y "B" representa las modificaciones de aminoécidos en la segunda secuencia de
CH3: A: L351Y_F405A_Y407V, B: T366L_K392M_T394W, A: L351Y_F405A_Y407V, B: T366L_K392L_T394W,
A: T350V_L351Y_F405A_Y407V, B: T350V_T366L_K392L_T394W, A: T350V_L351Y_F405A_ Y407V, B:
T350V_T366L_K392M_T394W, A T350V_L351Y_S400E_F405A_Y407YV, ylo B:
T350V_T366L_N390R_K392M_T394W.

Una o mas modificaciones asimétricas de aminoéacidos pueden promover la formacién de un Fc heterodimérico
en el que el dominio de CH3 heterodimérico tiene una estabilidad comparable a la de un dominio de CH3
homodimérico de tipo silvestre. En una realizacién, las una o méas modificaciones asimétricas de aminoacidos
promueven la formacién de un dominio de Fc heterodimérico en el que el dominio de Fc heterodimérico tiene
una estabilidad que es comparable a un dominio de Fc homodimérico de tipo silvestre. En una realizacién, las
una o mas modificaciones asimétricas de aminoacidos promueven la formacién de un dominio de Fc
heterodimérico en el que el dominio de Fc heterodimérico tiene una estabilidad observada a través de la
temperatura de fusion (Tm) en un estudio de calorimetria de barrido diferencial, y donde la temperatura de
fusidn esté dentro de los 4 °C de la observada para el dominio de Fc homodimérico de tipo silvestre simétrico
correspondiente. En algunos aspectos, el Fc comprende una o mas modificaciones en al menos una de las
secuencias de Cpz que promueven la formacién de un Fc heterodimérico con una estabilidad comparable a la
de un Fc homodimérico de tipo silvestre.

En una realizacién, la estabilidad del dominio de CH3 se puede evaluar midiendo la temperatura de fusién del
dominio de CH3, por ejemplo, mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC). Por lo tanto, en una
realizacion adicional, el dominio de CH3 tiene una temperatura de fusién de aproximadamente 68 °C o superior.
En otra realizacién, el dominio de CH3 tiene una temperatura de fusién de aproximadamente 70 °C o superior.
En otra realizacién, el dominio de CH3 tiene una temperatura de fusién de aproximadamente 72 °C o superior.
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En otra realizacién, el dominio de CH3 tiene una temperatura de fusién de aproximadamente 73 °C o superior.
En otra realizacién, el dominio de CH3 tiene una temperatura de fusién de aproximadamente 75 °C o superior.
En otra realizacién, el dominio de CH3 tiene una temperatura de fusién de aproximadamente 78 °C o superior.
En algunos aspectos, las secuencias de CH3 dimerizadas tienen una temperatura de fusién (Tm) de
aproximadamente 68, 69, 70, 71,72, 73, 74, 75,76, 77, 77,5, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84 u 85 °C o superior.

En algunas realizaciones, se puede formar un Fc heterodimérico que comprende secuencias de CH3
modificadas con una pureza de al menos aproximadamente el 75 % en comparacién con el Fc homodimérico
en el producto expresado. En otra realizacion, el Fc heterodimérico se forma con una pureza superior a
aproximadamente el 80 %. En otra realizacién, el Fc heterodimérico se forma con una pureza superior a
aproximadamente el 85 %. En otra realizacién, el Fc heterodimérico se forma con una pureza superior a
aproximadamente el 90 %. En otra realizacién, el Fc heterodimérico se forma con una pureza superior a
aproximadamente el 95 %. En otra realizacién, el Fc heterodimérico se forma con una pureza superior a
aproximadamente el 97 %. En algunos aspectos, el Fc es un heterodimero formado con una pureza mayor a
aproximadamente 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 o
99 % cuando se expresa. En algunos aspectos, el Fc es un heterodimero formado con una pureza mayor a
aproximadamente 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 o
99 % cuando se expresa a través de una sola célula.

Métodos adicionales para modificar polipéptidos Fc monoméricos para promover la formacién de Fc
heterodimérico se describen en la publicacién de patente internacional N°. WO 96/027011 (botones en ojales),
en Gunasekaran et al. (Gunasekaran K. et al. (2010) J Biol Chem. 285, 19637-46, electrostatic design to achieve
selective heterodimerization), in Davis et al. (Davis, JH. et al. (2010) Prot Eng Des Sel ;23(4): 195-202, strand
exchange engineered domain (SEED) technology), y en Labrijn et al. [Efficient generation of stable bispecific
IlgG1 by controlled Fab-arm exchange. Labrijn AF, Meesters JI, de Goeij BE, van den Bremer ET, Neijssen J,
van Kampen MD, Strumane K, Verploegen S, Kundu A, Gramer MJ, van Berkel PH, van de Winkel JG,
Schuurman J, Parren PW. Proc Natl Acad Sci USA. 2013 Mar 26; 110(13): 5145-50.

Dominios de CH2

El Fc del constructo de unién a antigeno proporcionado para su uso de acuerdo con la invencién comprende
un dominio de CH2. Varias funciones efectoras estan mediadas por los receptores de Fc (FcR), que se unen al
Fc de un anticuerpo.

Los términos "receptor de Fc" y "FcR" se utilizan para describir un receptor que se une a la regién de Fc de un
anticuerpo. Por ejemplo, un FcR puede ser un FcR humano de secuencia nativa. En general, un FcR es uno
que se une a un anticuerpo IgG (un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FeyRIl y
FeyRIll, incluidas variantes alélicas y formas empalmadas alternativamente de estos receptores. Los receptores
de FcyRll incluyen FeyRIIA (un "receptor activador”) y FeyRIIB (un "receptor inhibidor"), que tienen secuencias
de aminoacidos similares que difieren principalmente en sus dominios citoplasmaticos. Las inmunoglobulinas
de otros isotipos también pueden unirse a ciertos FcR (véase, por ejemplo, Janeway et al., Immuno Biology:
the immune system in health and disease, (Elsevier Science Ltd., NY) (4th ed., 1999)). El receptor activador
FcyRIIA contiene un motivo de activacién basado en tirosina del inmunorreceptor (ITAM) en su dominio
citoplasmatico. El receptor inhibidor FcyRIIB contiene un motivo de inhibicion basado en tirosina del
inmunorreceptor (ITIM) en su dominio citoplasmatico (revisado en Daéron, Annu. Rev. Immunol. 15: 203-234
(1997)). Los FcR se revisan en Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9: 457-92 (1991); Capel et al,
Immunomethods 4: 25-34 (1994); y de Haas et al,, J. Lab. Clin. Med. 126: 330-41 (1995). Otros FcR, incluidos
aquellos que se identificaran en el futuro, quedan abarcados en el presente documento por el término "FcR".
El término también incluye el receptor neonatal, FcRn, que es responsable de la transferencia de IgG maternas
al feto (Guyer et al,, J. Immunol. 117: 587 (1976); y Kim et al., J. Immunol. 24: 249 (1994)).

Las modificaciones en el dominio de CH2 pueden afectar la unién de los FcR al Fc. En la técnica se conocen
varias modificaciones de aminoacidos en la regién de Fc para alterar selectivamente la afinidad del Fc por
diferentes receptores de Fc-gamma. En algunos aspectos que se describen, pero no se reivindican, el Fc
comprende una o mas modificaciones para promover la unién selectiva de los receptores de Fc-gamma.

A continuacién, se enumeran mutaciones ejemplares, que se describen, pero no se reivindican, que alteran la
unién de los FcR al Fc:

S298A/E333A/K334A, S298A/E333A/K334A/K326A (Lu Y, Vernes JM, Chiang N, et al. J Immunol. Methods.
2011 Feb 28; 365(1-2): 132-41),

F243L/R292P/Y300L/V3051/P396L, F243L/R292P/Y300L/L235V/P396L (Stavenhagen JB, Gorlatov S, Tuaillon
N, et al. Cancer Res. 2007 Sep 15; 67(18): 8882-90; Nordstrom JL, Gorlatov S, Zhang W, et al. Breast Cancer
Res. 2011 Nov 30; 13(6): R123),

F243L (Stewart R, Thom G, Levens M, et al. Protein Eng Des Sel. 2011 Sep; 24(9). 671-8),
S298A/E333A/K334A (Shields RL, Namenuk AK, Hong K, et al. J Biol Chem. 2001 Mar 2; 276(9). 6591-604);
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S239D/I332E/A330L, S239D/I332E (Lazar GA, Dang W, Karki S, et al. Proc Natl Acad Sci USA. 2006 Mar 14;
103(11): 4005-10);

S$239D/S267E, S267E/L328F (Chu SY, Vostiar |, Karki S, et al. Mol. Immunol. 2008 Sep; 45(15): 3926-33),

$239D/D265S/S298A/I332E, S239E/S298A/K326A/A327H, G237F/S298A/A330L/1332E,
S239D/1332E/S298A, S239D/K326E/A330L/I332E/S298A, G236A/S239D/D270L/I1332E,
S239E/S267E/MH268D, L234F/S267E/N325L, G237F/N266L/S267D y otras mutaciones enumeradas en los
documentos W02011/120134 y WO2011/120135. Therapeutic Antibody Engineering (por William R. Strohl and
Lila M. Strohl, Woodhead Publishing series in Biomedicine No 11, ISBN 1 907568 37 9, Oct 2012) enumera
mutaciones en la pagina 283.

En algunas realizaciones, un constructo de unién a antigeno descrito en este documento comprende un
constructo de polipéptido de unidn a antigeno que se une a un antigeno; y un Fc dimérico que tiene propiedades
biofisicas superiores como estabilidad y facilidad de fabricacién en relacién con un constructo de unién a
antigeno que no incluye el mismo Fc dimérico. En algunas realizaciones, un dominio de CH2 comprende una
o mas modificaciones de aminoacidos asimétricas. Se describen mutaciones asimétricas ejemplares en la
publicacién de solicitud de patente internacional N°. WO2014/190441.

Modificaciones adicionales para mejorar la funcién efectora.

Un constructo de unidén a antigeno descrito en este documento puede incluir modificaciones para mejorar su
capacidad para mediar la funcién efectora. Estas modificaciones son conocidas en la técnica e incluyen la
afucosilaciéon o modificaciéon (descrita pero no reivindicada) de la afinidad del Fc hacia un receptor activador,
principalmente FCGR3a para ADCC, y hacia C1q para CDC. La siguiente Tabla B resume varios disefios
reportados en la literatura para modificar la funcién efectora.

Los métodos para producir constructos de unién a antigeno con poca o ninguna fucosa en el sitio de
glicosilacién de Fc (numeracién de la UE de Asn 297) sin alterar la secuencia de aminoacidos son bien
conocidos en la técnica. La tecnologia GlymaX® (ProBioGen AG) se basa en la introduccion de un gen para
una enzima que desvia la via celular de la biosintesis de fucosa hacia las células utilizadas para la produccién
de constructos de unién a antigeno. Esto evita la adicién del azlcar "fucosa" a la parte del carbohidrato del
anticuerpo ligado a N por parte de las células productoras de constructos de unién a antigeno. (von Horsten et
al. (2010) Gycobiology. 2010 Dec; 20 (12): 1607-18. Otro enfoque para obtener constructos de unién a antigeno
con niveles reducidos de fucosilacién se puede encontrar en la patente de los Estados Unidos 8,409,572, que
ensefia a seleccionar lineas celulares para la produccién de constructos de unién a antigeno por su capacidad
de producir niveles mas bajos de fucosilacién en constructos de unién a antigeno. Los constructos de unién a
antigeno pueden estar completamente afucosiladas (lo que significa que no contienen fucosa detectable) o
pueden estar parcialmente afucosilados, lo que significa que el anticuerpo aislado contiene menos del 95 %,
menos del 85 %, menos del 75 %, menos del 65 %, menos del 55 %, menos del 45 %, menos del 35 %, menos
del 25 %, menos del 15 % o menos del 5 % de la cantidad de fucosa normalmente detectada para un anticuerpo
similar producido por un sistema de expresiéon de mamifero.

Por lo tanto, un constructo de unién a antigeno descrito en este documento (pero no reivindicado) puede incluir
un Fc dimérico que comprende una o mas modificaciones de aminoécidos como se indica en la Tabla B que
confieren una funcién efectora mejorada. En otra realizacion, el constructo de unién a antigeno se puede
afucosilar para mejorar la funcién efectora.

Tabla B: modificacién de dominios de CH2 y funcién efectora.
Referencia Mutaciones Efecto

regiones bisagra o CH2 del Fc. Por ejemplo, publicacidén de la patente de los Estados Unidos No. 2011/0212087
(Strohl), publicaciéon de patente internacional No. WO 2006/105338 (Xencor), publicacién de patente de los
Estados Unidos No. 2012/0225058 (Xencor), publicacién de patente de los Estados Unidos No. 2012/0251531
(Genentech), y Strop etal. ((2012) J. Mol. Biol. 420: 204-219) describen modificaciones especificas para reducir
la unién de FcyR o del complemento al Fe.

Ejemplos especificos, no limitativos, de modificaciones de aminoacidos conocidas para reducir la unién de
FcyR o del complemento al Fc incluyen aquellos identificados en la siguiente tabla:

Tabla C: modificaciones para reducir la unién de FcyR o del complemento al Fc
Compafiia Mutaciones

digestién, aunque en el contexto de un constructo de unién a antigeno con 2 constructos de polipéptidos de
unidén a antigeno.
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Los polipéptidos de enlace mantienen la conformacién espacial relativa de los paratopos de un fragmento F(ab')
y son capaces de formar un enlace covalente equivalente al enlace disulfuro en la bisagra central de la IgG.
Los polipéptidos de enlace de acuerdo con la invencién son regiones de bisagra de IgG de IgG1. Se conocen
versiones modificadas de estos enlazadores ejemplares, pero no se reivindican. Por ejemplo, en la técnica se
conocen modificaciones para mejorar la estabilidad de la bisagra de 19G4 (véase, por ejemplo, Labrijn et al.
(2009) Nature Biotechnology 27, 767 - 771).

Los polipéptidos de enlace estan unidos operativamente a una estructura como se describe en este documento,
que es un IgG1Fc humano.

También se describe, pero no se reivindica, que los polipéptidos de enlace se pueden unir operativamente a
estructuras distintas de un Fc. Se conocen en la técnica varios dominios proteicos o moleculares alternativos
que pueden utilizarse para formar pares selectivos de dos polipéptidos de unién a antigeno diferentes. Un
ejemplo son los dominios de cremallera de leucina, como Fos y Jun, que se emparejan selectivamente [ SA
Kostelny, M S Cole, and J Y Tso. Formation of a bispecific antibody by the use of leucine zippers. J Immunol
1992 148:1547-53; Bernd J. Wranik, Erin L. Christensen, Gabriele Schaefer, Janet K. Jackman, Andrew C.
Vendel, and Dan Eaton. LUZ-Y, a Novel Platform for the Mammalian Cell Production of Full-length IgG-bispecific
Antibodies J. Biol. Chem. 2012 287: 43331-43339]. Alternativamente, otros pares moleculares de
emparejamiento selectivo, como el par barnasa barstar [Deyev, S. M., Waibel, R., Lebedenko, E. N., Schubiger,
A. P, and Pluckthun, A. (2003). Design of multivalent complexes using the barnase*barstar module. Nat
Biotechnol 21, 1486-1492], pares de cadenas de ADN [Zahida N. Chaudri, Michael Bartlet-Jones, George
Panayotou, Thomas Klonisch, Ivan M. Roitt, Torben Lund, Peter J. Delves, Dual specificity antibodies using a
double-stranded oligonucleotide bridge, FEBS Letters, Volume 450, Issues 1-2, 30 April 1999, Paginas 23-26],
division de pares de cadenas de ADN [Ulrich Brinkmann, Alexander Haas. Fluorescent antibody fusion protein,
its production and use, WO 2011135040 A1] también se puede emplear.

Afinidad

En algunas realizaciones, la afinidad se determina mediante SPR (resonancia de plasmén superficial) y/o FACS
(clasificacién de células activada por fluorescencia). En algunas realizaciones, la afinidad se determina
mediante SPR y/o FACS como se describe a continuacion.

Constante de disociacién (Kp) y enlace maximo (Bméx)

En algunas realizaciones, un constructo de unién a antigeno se describe mediante caracteristicas funcionales
que incluyen, entre otras, una constante de disociacidén y una unién maxima.

El término "constante de disociacidén (Kp)"' como se utiliza en este documento, pretende referirse a la constante
de disociaciéon de equilibrio de una interaccién ligando-proteina particular. Tal como se utiliza en este
documento, las interacciones ligando-proteina se refieren, pero no se limitan a, interacciones proteina-proteina
o interacciones anticuerpo-antigeno. La Kp mide la propensién de dos proteinas (por ejemplo, AB) a disociarse
reversiblemente en componentes mas pequefios (A+B), y se define como la relacién entre la tasa de
disociacién, también llamada "constante de disociacion” (Kdisociacion)', ¥ |a tasa de asociacién, o "constante de
asociacion (Kasociacion)'- Por lo tanto, Kp es igual a Kyisociacion/Kasociacion ¥ S€ €xpresa como concentracién molar
(M). De ello se deduce que cuanto menor sea la Kp, tanto mas fuerte la afinidad de unién. Por lo tanto, una Kp
de 1 mM indica una afinidad de unién débil en comparacién con una Kp de 1 nM. Los valores de Kp para
constructos de unién a antigeno se pueden determinar utilizando métodos bien establecidos en la técnica. Un
método para determinar la Kp de un constructo de unién a antigeno se realiza mediante resonancia de plasmén
superficial (SPR), normalmente utilizando un sistema de biosensores tal como un sistema Biacore®. La
calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) es otro método que se puede utilizar para la determinacion.

Las caracteristicas de unién de un constructo de unién a antigeno se pueden determinar mediante diversas
técnicas. Una de ellas es la medicién de la unidén a las células diana que expresan el antigeno mediante
citometria de flujo (FACS, clasificacién de células activada por fluorescencia). Normalmente, en un experimento
de este tipo, las células diana que expresan el antigeno de interés se incuban con constructos de unién a
antigeno en diferentes concentraciones, se lavan, se incuban con un agente secundario para detectar el
constructo de unién a antigeno, se lavan y se analizan en el citdmetro de flujo para medir la intensidad de
fluorescencia media (MFI) que muestra la fuerza de la sefial de deteccidn en las células, que a su vez esta
relacionada con la cantidad de constructos de unién a antigeno unidas a las células. Luego, la concentracién
del constructo de unién a antigeno frente a los datos de MFI se ajusta en una ecuacién de unién de saturacién
para obtener dos parametros de unién clave, Bméx y Kp aparente.

Kp aparente, o constante de disociacién de equilibrio aparente, muestra la concentracién del constructo de
unidén a antigeno en la que se observa la mitad de la unién celular maxima. Evidentemente, cuanto menor sea
el valor de Kp, menor seréa la concentracién de constructo de unién a antigeno necesaria para alcanzar la unién
celular méxima y, por lo tanto, mayor seré la afinidad del constructo de unién a antigeno. La Kp aparente
depende de las condiciones del experimento de unién celular, como los diferentes niveles de receptores
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expresados en las células y las condiciones de incubacién, y por lo tanto la Kp aparente es generalmente
diferente de los valores de Kp determinados a partir de experimentos moleculares sin células tales como SPR
e ITC. Sin embargo, en general existe un buen acuerdo entre los diferentes métodos.

El término "Bméx", o unién maxima, se refiere al nivel maximo de unidn del constructo de unién a antigeno en
las células a concentraciones de saturacién del constructo de unién a antigeno. Este pardmetro puede
expresarse en la unidad arbitraria MF| para comparacién relativa, o convertirse en un valor absoluto
correspondiente al numero de constructos de unién a antigeno unidos a la célula con el uso de una curva
estandar.

Prueba de constructos de unién a antigeno: unién de HER2

Los constructos de unién a antigeno o composiciones farmacéuticas descritas en este documento se prueban
in vitro y luego in vivo para la actividad terapéutica o profilactica deseada, antes de su uso en humanos. Por
ejemplo, los ensayos in vitro para demostrar la utilidad terapéutica o profilactica de un compuesto o composicién
farmacéutica incluyen el efecto de un compuesto sobre una linea celular o una muestra de tejido de un paciente.
El efecto del compuesto o composicién sobre la linea celular y/o la muestra de tejido se puede determinar
utilizando técnicas conocidas por los expertos en la materia, incluidos, entre otros, ensayos de formacién de
rosetas y ensayos de lisis celular. De acuerdo con la invencién, los ensayos in vitro que pueden utilizarse para
determinar si esta indicada la administraciéon de un constructo de unién a antigeno especifico incluyen ensayos
de cultivo celular in vitro o ensayos in vitro en los que una muestra de tejido de un paciente se cultiva y se
expone o se administra de otro modo un constructo de unién a antigeno, y se observa el efecto de dicho
constructo de unién a antigeno sobre la muestra de tejido.

Los constructos de unién a antigeno candidatos se pueden analizar utilizando células, por ejemplo, lineas
celulares de cancer de mama, que expresan HER2. La siguiente Tabla D describe el nivel de expresién de
HER?2 en varias lineas de células cancerosas representativas.

Tabla D - Niveles de expresién relativa de HER2 en lineas celulares de interés.

Linea Descripcién Puntuacién | Receptores

celular IHC HER2/célula
NCI-N87 Carcinoma géstrico humano 3+ No evaluado
A549 Carcinoma alveolar de pulmdn humano (cancer de pulmén de | 0/1+ No evaluado

células no pequefias)

BxPC-3 Adenocarcinoma pancreatico humano 1+ No evaluado
MIA Adenocarcinoma ductal pancreatico humano 2+ No evaluado
PaCa-2
FaDu Carcinoma de células escamosas faringeo humano 2+ No evaluado
HCT-116 Carcinoma epitelial colorrectal humano 1+ No evaluado
WI-38 Pulmén fetal normal 0 1.0x10E4
MDA-MB- | Adenocarcinoma epitelial de mama humano triple negativo 0/1+ 1.7x10E4 -
231 2.3x10E4
MCF-7 Adenocarcinoma epitelial de mama con receptor de estrégeno | 1+ 4x10E4 -
humano positivo 7x10E4
JIMT-1 Carcinoma epitelial de mama resistente a trastuzumab, oncogén | 2+ 2x10E5 -
HER?2 amplificado, insensible a farmacos inhibidores de HER2 8x10E5
(es decir Herceptin™)
ZR-75-1 Carcinoma ductal de mama con receptor de estrégeno positivo | 2+ 3x10E5
SKOV-3 Adenocarcinoma epitelial de ovario humano, gen HER2 | 2/3+ 5x10E5 -
amplificado 1x10E6
SK-BR-3 Adenocarcinoma epitelial de mama humano 3+ > 1x10E6
BT-474 Carcinoma ductal epitelial de mama humano 3+ > 1x10E6
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McDonagh et al. Mol Cancer Ther. 2012 Mar; 11(3): 582-93; Subik et al. (2010) Breast Cancer: Basic Clinical
Research: 4; 35-41; Carter et al. PNAS, 1994: 89; 4285-4289; Yarden 2000, HER2: Basic Research, Prognosis
and Therapy; Hendricks et al. Mol Cancer Ther 2013; 12: 1816-28.

Como se sabe en la técnica, se pueden emplear varios ensayos para identificar constructos de unién a antigeno
adecuados para su uso en los métodos descritos en este documento. Estos ensayos pueden llevarse a cabo
en células cancerosas que expresan HER2. En la Tabla A5 se identifican ejemplos de células cancerosas
adecuadas. A continuacién, se describen ejemplos de ensayos que pueden llevarse a cabo.

Por ejemplo, para identificar constructos candidatos de unién a antigenos inhibidores del crecimiento que se
unen a HER2, se pueden buscar anticuerpos que inhiben el crecimiento de células cancerosas que expresan
HER2. En una realizacién, el constructo candidato de unién a antigeno de elecciéon es capaz de inhibir el
crecimiento de células cancerosas en un cultivo celular en aproximadamente un 20-100 % y preferiblemente
en aproximadamente un 50-100 % en comparacién con un constructo de unién a antigeno de control.

Para seleccionar constructos candidatos de unién a antigenos que inducen la muerte celular, se puede evaluar
la pérdida de integridad de la membrana, como lo indica, por ejemplo, la captacién de PI (fosfatidilinositol), azul
tripan o 7AAD, en relacién con el control.

Para seleccionar constructos candidatos de unién a antigenos que induzcan apoptosis, se puede emplear un
ensayo de unién de anexina. Ademas del ensayo de unidén de anexina, también se puede utilizar un ensayo de
tincién de ADN.

En una realizacion, el constructo candidato de unién a antigeno de interés puede bloquear la asociacién
dependiente de heregulina de ErbB2 con ErbB3 tanto en células MCF7 como SK-BR-3, como se determiné en
un experimento de co-inmunoprecipitacién, sustancialmente mas efectivamente que el anticuerpo monoclonal
4D3%, y preferiblemente sustancialmente més efectivamente que el anticuerpo monoclonal 7F3.

Para detectar constructos de unidén a antigeno que se unen a un epitopo en ErbB2 unido por un anticuerpo de
interés, se realiza un ensayo de blogueo cruzado de rutina como el descrito en Antibodies, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and David Lane (1988). Como alternativa, o adicionalmente, el
mapeo de epitopos se puede realizar mediante métodos conocidos en la técnica.

La competencia entre constructos de unién a antigeno se puede determinar mediante un ensayo en el que un
constructo de unidén a antigeno en prueba inhibe o bloquea la unién especifica de un constructo de unién a
antigeno de referencia a un antigeno comun (véase, por ejemplo, Junghans et al., Cancer Res. 50: 1495, 1990;
Fendly et al. Cancer Research 50: 1550-1558; US 6,949,245). Un constructo de prueba de unién a antigeno
compite con un constructo de unién a antigeno de referencia si un exceso de un constructo de unién a antigeno
de prueba (por ejemplo, al menos 2x, 5x, 10x, 20x o 100x) inhibe o bloquea la unién del constructo de unién a
antigeno de referencia en, por ejemplo, al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % 0 99 %,
medido en un ensayo de unién competitiva. Los constructos de unién a antigeno identificados mediante ensayo
de competicién (constructo de unidén a antigeno competitivo) incluyen constructos de unién a antigeno que se
unen al mismo epitopo que el constructo de unién a antigeno de referencia y constructos de unién a antigeno
que se unen a un epitopo adyacente suficientemente proximal al epitopo unido por el constructo de unién a
antigeno de referencia para que se produzca un impedimento estérico. Por ejemplo, se puede identificar un
segundo constructo de unidén a antigeno competitivo que compite por la unién a HER2 con un primer constructo
de unién a antigeno descrito en este documento. En ciertos casos, el segundo constructo puede bloquear o
inhibir la unién del primer constructo en, por ejemplo, al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 % o0 99 %, medido en un ensayo de unién competitiva. En ciertos casos, el segundo constructo puede
desplazar al primer constructo en més del 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 99 %.

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno descritos en este documento se analizan para
determinar su funcién in vivo, por ejemplo, en modelos animales. En algunas realizaciones, los modelos
animales son los descritos en la Tabla E. En algunas realizaciones, los modelos animales son los descritos en
los Ejemplos. En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno muestran un aumento en la eficacia
del tratamiento en un modelo animal en comparacién con un constructo de unién a antigeno de referencia.

Tabla E: Modelos animales para probar constructos de unién a antigeno de unién a HER2

Modelo de Descripcién Referencia
xenoinjerto
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Cancer de ovario
humano SKOV3

HER2+/3+, gen amplificado, moderadamente
sensible a trastuzumab

Rhodes et al. 2002. American
Journal of Pathology 118:
408-417; Sims et al. 2012. British
Journal of Cancer 106: 1779-1789

Cancer de mama
metastasico
humano HBCx-13b

HER?2 3+, receptor de estrégeno negativo,
receptor de progesterona negativo; carcinoma
de mama ductal invasivo; resistente a
quimioterapia, resistente a trastuzumab

Marangoni et al. 2007. Clinical
Cancer Research 13:3989-3998;
Reyal et al. 2012. Breast Cancer
Research 14 R11

Cancer de mama

HER?2 3+, receptor de estrégeno negativo,

humano T226 receptor de progesterona negativo; cancer de
mama inflamatorio; resistente a trastuzumab,
moderadamente sensible a docetaxel y
capecitabina, sensible a adriamicina

[ciclofosfamida

Cancer de mama
metastasico
humano HBCx-5

HER?2 3+, receptor de estrégeno negativo,
receptor de progesterona negativo; carcinoma
ductal invasivo, luminal B; resistente a
trastuzumab, moderadamente sensible a
docetaxel, sensible a capecitabina,
adriamicina/ciclofosfamida

Marangoni et al. 2007. Clinical
Cancer Research 13:3989-3998;
Reyal et al. 2012. Breast Cancer
Research 14 R11

Cancer de mama Tanner et al. 2004. Molecular

humano JIMT-1

HER2 2+, gen HER2 amplificado, resistente a

trastuzumab y pertuzumab
Cancer Therapeutics 3: 1585-

1502

Constructo de unién a antigeno de referencia

En algunas realizaciones, las caracteristicas funcionales de los constructos de unién a antigeno descritas en
este documento se comparan con las de un constructo de unién a antigeno de referencia. La identidad del
constructo de unién a antigeno de referencia depende de la caracteristica funcional que se esté midiendo o de
la distincién que se esté realizando. Por ejemplo, al comparar las caracteristicas funcionales de los constructos
de unién a antigeno descritas en este documento, el constructo de unién a antigeno de referencia puede ser
un trastuzumab (por ejemplo, v6336), o un anélogo del mismo, o puede ser una IgG de control, por ejemplo,
un anticuerpo humano policlonal no especifico.

Construcciones de unién a antigenos y conjugados anticuerpo farmaco (ADC)

En ciertas realizaciones, un constructo de unién a antigeno se conjuga con un farmaco, por ejemplo, una toxina,
un agente quimioterapéutico, un modulador inmunitario o un radioisétopo. Se conocen en la técnica varios
métodos para preparar ADC (conjugados de anticuerpo farmaco o conjugados de farmaco constructo de unién
a antigeno) y se describen a continuacién.

En algunas realizaciones, el farmaco se selecciona entre una maitansina, auristatina, caliqueamicina o un
derivado de las mismas. En otras realizaciones, el farmaco es una maitansina seleccionada entre DM1 y DM4.
A continuacién se describen més ejemplos.

En algunas realizaciones, el farmaco se conjuga con el constructo de unién a antigeno aislado con un enlazador
SMCC (DM1) o un enlazador SPDB (DM4). A continuacién, se describen ejemplos adicionales. La relacién
farmaco-proteina de unién a antigeno (DAR) puede ser, por ejemplo, de 1.0a6.00de 3.0a 5.0 0 de 3.5-4.2.

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno se conjuga con un agente citotéxico. El término
"agente citotdxico" como se utiliza en este documento se refiere a una sustancia que inhibe o previene la funcién
de las células y/o causa la destruccién de las células. El término pretende incluir isétopos radiactivos (por
ejemplo, At211, 1131, 1125, Y90, Re186, Re188, Sm153, Bi212, P32 y Lu177), agentes quimioterapéuticos y
toxinas tales como toxinas de moléculas pequefias o toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano,
fungico, vegetal o animal, incluidos fragmentos y/o variantes de las mismas. A continuacién, se describen mas
ejemplos.
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Farmacos

Los ejemplos no limitantes de farmacos o cargas Utiles utilizados en diversas realizaciones de ADC incluyen
DM1 (maitansina, N2'-desacetil-N2'-(3-mercapto-1-oxopropil)- o N2'-desacetil-N2'-(3-mercapto-1-oxopropil)-
maitansina), mc-MMAD (6-maleimidocaproil-monometilauristatina-D o N-metil-L-valil-N-[(1S,2R)-2-metoxi-4-
[(28)-2-[(1R,2R)-1-metoxi-2-metil-3-ox0-3-{[(1S)-2-fenil-1-(2-tiazolil)etillamino]propill-1-pirrolidinil]-1-[(1S)-1-
metilpropil]-4-oxobutil]-N-metil-(9Cl)-L-valinamida), mc-MMAF (maleimidocaproil-monometilauristatina F o N-
[6-(2,5-dihidro-2,5-dioxo-1H-pirrol-1-il)-1-oxohexil]-N-metil-L-valil-L-valil-(3R,4S,58)-3-metoxi-5-metil-4
(metilamino)heptanoil-(aR, BR,2S)-B-metoxi-a-metil-2-pirrolidinapropanoil-L-fenilalanina) y mc-Val-Cit-PABA-
MMAE (6-maleimidocaproil-ValcCit-(p-aminobenciloxicarbonil)-monometilauristatina E o N-[[[4-[[N{6-(2,5-
dihidro-2,5-dioxo-1H-pirrol-1-il)-1-oxohexil]-L-valil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitilJamino]fenillmetoxi]carbonil]-N-
metil-L-valil-N-[(18,2R)-4-{(28)-2-[(1R,2R)-3{[(1R,2S)-2-hidroxi-1-metil-2-feniletilJamino]-1-metoxi-2-metil-3-
oxopropil]-1-pirrolidinil]-2-metoxi-1-[(1S)-1-metilpropil]-4-oxobutil]-N-metil-L-valinamida). DM1 es un derivado
del inhibidor de tubulina maitansina, mientras que MMAD, MMAE y MMAF son derivados de auristatina.

Fracciones de farmacos maitansinoides

Como se indicé anteriormente, en algunas realizaciones el farmaco es un maitansinoide. Los maitansinoides
ejemplares incluyen DM1, DM3 (N?-desacetil-N?-(4-mercapto-1-oxopentil)maitansina) y DM4 (N?-desacetil-
N2-(4-metil-4-mercapto-1-oxopentil)metiimaitansina) (véase el documento US20090202536).

Se sabe que muchas posiciones de los compuestos de maitansina son Utiles como posicién de enlace,
dependiendo del tipo de enlace. Por ejemplo, para formar un enlace éster, la posicién C-3 que tiene un grupo
hidroxilo, la posicién C-14 modificada con hidroximetilo, la posicién C-15 modificada con un grupo hidroxilo y la
posicién C-20 que tiene un grupo hidroxilo son todas adecuadas.

Se contemplan todos los estereocisémeros de la fraccién de farmaco maitansinoide para los ADC descritos en
este documento, es decir, cualquier combinacién de configuraciones Ry S en los carbonos quirales de D.

Auristatinas

En algunas realizaciones, el farmaco es una auristatina, como la auristatina E (también conocida en la técnica
como un derivado de dolastatina-10) o un derivado de la misma. La auristatina puede ser, por ejemplo, un éster
formado entre la auristatina E y un cetoécido. Por ejemplo, la auristatina E puede reaccionar con é&cido
paraacetilbenzoico o acido benzoilvalérico para producir AEB y AEVB, respectivamente. Otras auristatinas
tipicas incluyen AFP, MMAF y MMAE. La sintesis y estructura de auristatinas ejemplares se describen en las
patentes de los Estados Unidos Nos 6,884,869, 7,098,308, 7,256,257, 7,423,116, 7,498,298 y 7,745,394.

Agentes quimioterapéuticos

En algunas realizaciones, el constructo de unién a antigeno se conjuga con un agente quimioterapéutico. Los
ejemplos incluyen, entre otros, cisplatino y lapatinib. Un "agente quimioterapéutico" es un compuesto quimico
util en el tratamiento del cancer.

Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes como tiotepa y ciclofosfamida
(CYTOXAN™); sulfonatos de alquilo tales como busulfano, improsulfano y piposulfano; aziridinas tales como
benzodopa, carboquona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluyendo altretamina,
trietlenmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosfacoramida y trimetilolomelamina; mostazas nitrogenadas
tales como clorambucilo, clornafazina, clorofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de
oxido de mecloretamina, melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo;
nitrosoureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina; antibiéticos
como aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, caliqueamicina,
carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-
5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina, epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas, acido
micofenélico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina; antimetabolitos como
metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); anélogos del 4cido félico como denopterina, metotrexato, pteropterina,
trimetrexato; anéalogos de purina como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de
pirimidina como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina,
enocitabina, floxuridina, 5-FU; andrégenos como calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol,
mepitiostano, testolactona; antiadrenales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reponedor de acido
félico como &cido frolinico; aceglatona; glicésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; amsacrina;
bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona; elfomitina; acetato de eliptinio;
etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidamina; mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol;
nitracrina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina; acido podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; PSK7,
razoxano; sizofirano; espirogermanio; acido tenuazénico; triaziquona; 2,2'2'=-triclorotrietilamina; uretano;
vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabinésido ("Ara-C");
ciclofosfamida; tiotepa; taxanos, p. ej. paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ) y
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doxetaxel (TAXOTERE®, Rhéne-Poulenc Rorer, Antony, Francia); clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina;
mercaptopurina; metotrexato; analogos de platino como cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino; etopdsido
(VP-18); ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; navelbina; novantrona; tenipésido;
daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000;
difluorometilornitina (DMFO); acido retinoico; esperamicinas; capecitabina; y sales, acidos o derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores. También se incluyen en esta definicién los
agentes antihormonales que actlan para regular o inhibir la accién hormonal sobre los tumores, tales como los
antiestrégenos, incluidos, por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)-imidazoles inhibidores de la aromatasa, 4-
hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY117018, onapristona y toremifeno (Fareston); y los antiandrégenos,
tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida y goserelina; y sales, acidos o derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

Enlazadores conjugados

En algunas realizaciones, el farmaco estéd unido al constructo de unién a antigeno, por ejemplo, el anticuerpo,
mediante un enlazador. La unién de un enlazador a un anticuerpo se puede lograr de diversas maneras, como
a través de lisinas de superficie, acoplamiento reductor a carbohidratos oxidados y a través de residuos de
cisteina liberados mediante la reduccién de enlaces disulfuro entre cadenas. En la técnica se conocen diversos
sistemas de enlace ADC, incluidos enlaces basados en hidrazona, disulfuro y péptidos.

Los enlazadores adecuados incluyen, por ejemplo, enlazadores escindibles y no escindibles. Un enlazador
escindible normalmente es susceptible de escisién en condiciones intracelulares. Los enlaces escindibles
adecuados incluyen, por ejemplo, un enlace peptidico escindible por una proteasa intracelular, tal como una
proteasa lisosomal o una proteasa endosémica. En realizaciones ejemplares, el enlazador puede ser un
enlazador dipeptidico, tal como un enlazador valina-citrulina (val-cit), un enlazador fenilalanina-lisina (phe-lys)
o0 un enlazador maleimidocaprénico-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonilo (mc-Val-Cit-PABA). Otro
enlazador es sulfosuccinimidil-4-(N-maleimidometil]ciclohexano-1-carboxilato (SMCC). La conjugacién sulfo-
smcc ocurre a través de un grupo maleimida que reacciona con sulfhidrilos (tioles, -SH), mientras que su éster
sulfo-NHS es reactivo hacia las aminas primarias (como las que se encuentran en la lisina y el N-terminal de la
proteina o el péptido). Otro enlazador es el maleimidocaproilo (MC). Otros enlazadores adecuados incluyen
enlazadores hidrolizables a un pH especifico 0 a un intervalo de pH, como un enlazador de hidrazona. Los
enlazadores escindibles adecuados adicionales incluyen enlazadores disulfuro. El enlazador puede estar unido
covalentemente al anticuerpo hasta tal punto que el anticuerpo debe degradarse intracelularmente para que el
farmaco se libere, por ejemplo, el enlazador MC y similares.

Preparacién de ADC

EI ADC se puede preparar mediante varias vias, empleando reacciones de quimica orgéanica, condiciones y
reactivos conocidos por los expertos en la materia, entre los que se incluyen: (1) reaccién de un grupo
nucleofilico o un grupo electréfilo de un anticuerpo con un reactivo enlazador bivalente, para formar un
intermedio anticuerpo-enlazador Ab-L, a través de un enlace covalente, seguido de una reaccién con una
fraccién de farmaco activada D; y (2) reacciéon de un grupo nucleofilico o un grupo electréfilo de una fraccién
de farmaco con un reactivo enlazador, para formar un intermedio farmaco-enlazador D-L, a través de un enlace
covalente, seguido de una reaccidén con el grupo nucleofilico o un grupo electréfilo de un anticuerpo. Los
métodos de conjugacion (1) y (2) se pueden emplear con una variedad de anticuerpos, fracciones de farmacos
y enlazadores para preparar los conjugados anticuerpo-farmaco descritos en este documento.

Se conocen en la técnica varios ejemplos especificos de métodos de preparacion de ADC y se describen en
las patentes de los Estados Unidos No. 8,624,003 (método de un recipiente), 8,163,888 (de una etapa), y
5,208,020 (método de dos etapas).

Métodos de preparacion de constructos de unién a antigeno

Los constructos de unién a antigeno descritos en este documento se pueden producir utilizando métodos y
composiciones recombinantes, por ejemplo, como se describe en la patente de los Estados Unidos No.
4,816,567.

En una realizacién, se proporciona un acido nucleico aislado que codifica un constructo de unién a antigeno
descrito en este documento. Dicho é&cido nucleico puede codificar una secuencia de aminoéacidos que
comprende la VL y/o una secuencia de aminoacidos que comprende la VH del constructo de unién a antigeno
(por ejemplo, las cadenas ligeras y/o pesadas del constructo de unién a antigeno). En una realizacién adicional,
se proporcionan uno o mas vectores (por ejemplo, vectores de expresién) que comprenden dicho acido
nucleico. En una realizacién, el acido nucleico se proporciona en un vector multicistrénico. En una realizacién
adicional, se proporciona una célula huésped que comprende dicho acido nucleico. En una de dichas
realizaciones, una célula huésped comprende (por ejemplo, se ha transformado con): (1) un vector que
comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende la VL del constructo
de unién a antigeno y una secuencia de aminoacidos que comprende la VH del constructo de polipéptido de
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unidén a antigeno, o (2) un primer vector que comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de
aminoécidos que comprende la VL del constructo de polipéptido de unién a antigeno y un segundo vector que
comprende un &cido nucleico que codifica una secuencia de aminoécidos que comprende la VH del constructo
de polipéptido de unién a antigeno. En una realizacidn, la célula huésped es eucariota, por ejemplo, una célula
de ovario de hamster chino (CHO), o una célula de rifién embrionario humano (HEK), o una célula linfoide (por
ejemplo, célula YO, NSO, Sp20). En una realizacién, se proporciona un método para elaborar un constructo de
unién a antigeno, en donde el método comprende cultivar una célula huésped que comprende un acido nucleico
que codifica el constructo de unién a antigeno, como se proporcioné anteriormente, en condiciones adecuadas
para la expresién del constructo de unién a antigeno, y opcionalmente recuperar el constructo de unién a
antigeno de la célula huésped (o0 medio de cultivo de la célula huésped).

Para la produccién recombinante del constructo de unién a antigeno, el &cido nucleico que codifica un
constructo de unién a antigeno, por ejemplo, como se describié anteriormente, se aisla y se inserta en uno o
méas vectores para su posterior clonacién y/o expresién en una célula huésped. Dicho &cido nucleico se puede
aislar y secuenciar facilmente utilizando procedimientos convencionales (por ejemplo, utilizando sondas de
oligonucleétidos que son capaces de unirse especificamente a genes que codifican las cadenas pesadas y
ligeras del constructo de unién a antigeno).

El término "sustancialmente purificado" se refiere a un constructo descrito en este documento, o una variante
del mismo, que puede estar sustancialmente o esencialmente libre de componentes que normalmente
acompafian o interactian con la proteina tal como se encuentra en su entorno natural, es decir, una célula
nativa, o una célula huésped en el caso de un heteromultimero producido de forma recombinante que, en
ciertas realizaciones, esta sustancialmente libre de material celular, incluye preparaciones de proteina que
tienen menos de aproximadamente un 30 %, menos de aproximadamente un 25 %, menos de
aproximadamente un 20 %, menos de aproximadamente un 15 %, menos de aproximadamente un 10 %, menos
de aproximadamente un 5 %, menos de aproximadamente un 4 %, menos de aproximadamente un 3 %, menos
de aproximadamente un 2 % o menos de aproximadamente un 1 % (en peso seco) de proteina contaminante.
Cuando el heteromultimero o variante del mismo es producido de forma recombinante por las células huésped,
la proteina en ciertas realizaciones esta presente en aproximadamente 30 %, aproximadamente 25 %,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 15 %, aproximadamente 10 %, aproximadamente 5 %,
aproximadamente 4 %, aproximadamente 3 %, aproximadamente 2 % o aproximadamente 1 % o menos del
peso seco de las células. Cuando el heteromultimero o variante del mismo se produce de forma recombinante
por las células huésped, la proteina, en ciertas realizaciones, estd presente en el medio de cultivo en
aproximadamente S5 g/L, aproximadamente 4 g/L, aproximadamente 3 g/L, aproximadamente 2 giL,
aproximadamente 1 g/L, aproximadamente 750 mg/L, aproximadamente 500 mg/L, aproximadamente 250
mg/L, aproximadamente 100 mg/L, aproximadamente 50 mg/L, aproximadamente 10 mg/L, o aproximadamente
1 mg/L o menos del peso seco de las células. En ciertas realizaciones, el heteromultimero "sustancialmente
purificado" producido por los métodos descritos en este documento, tiene un nivel de pureza de al menos
aproximadamente 30 %, al menos aproximadamente 35 %, al menos aproximadamente 40 %, al menos
aproximadamente 45 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 55 %, al menos
aproximadamente 60 %, al menos aproximadamente 65 %, al menos aproximadamente 70 %, especificamente,
un nivel de pureza de al menos aproximadamente 75 %, 80 %, 85 % y, mas especificamente, un nivel de pureza
de al menos aproximadamente 90 %, un nivel de pureza de al menos aproximadamente 95 %, un nivel de
pureza de al menos aproximadamente 99 % o mayor de acuerdo con lo determinado por métodos apropiados
tales como analisis SDS/PAGE, RP-HPLC, SEC y electroforesis capilar.

Las células huésped adecuadas para la clonacién o expresién de vectores que codifican constructos de unién
a antigeno incluyen células procariotas o eucariotas descritas en este documento.

Una "célula huésped recombinante”" o "célula huésped" se refiere a una célula que incluye un polinucleétido
exégeno, independientemente del método utilizado para la insercién, por ejemplo, captaciéon directa,
transduccién, apareamiento f u otros métodos conocidos en la técnica para crear células huésped
recombinantes. El polinucleétido exbégeno puede mantenerse como un vector no integrado, por ejemplo, un
plasmido, o alternativamente, puede integrarse en el genoma del huésped.

Tal como se utiliza en este documento, el término "eucariota" se refiere a organismos que pertenecen al dominio
filogenético Eucarya, tales como animales (incluidos, entre otros, mamiferos, insectos, reptiles, aves, etc.),
ciliados, plantas (incluidas, entre otras, monocotiledéneas, dicotiledéneas, algas, etc.), hongos, levaduras,
flagelados, microsporidios, protistas, etc.

Tal como se utiliza en este documento, el término "procariota" se refiere a organismos procariotas. Por ejemplo,
un organismo no eucariota puede pertenecer al dominio filogenético Eubacteria (incluyendo pero no limitado a,
Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, etc.), o al dominio filogenético Archaea (incluyendo pero no
limitado a, Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum, Halobacterium como
Haloferax volcanii y especie de Halobacterium NRC-1, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus,
Pyrococcus horikoshii, Aeuropyrum pernix, etc.).
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Por ejemplo, se puede producir un constructo de unidén a antigeno en bacterias, en particular cuando no se
necesitan la glicosilacién y la funcién efectora Fc. Para la expresién de fragmentos de constructo de unién a
antigeno y polipéptidos en bacterias, véase, por ejemplo, las patentes de los Estados Unidos Nos. 5,648,237,
5,789,199, y 5,840,523. (Véase también Charlton, Methods in Molecular Biology, vol. 248 (B.K.C. Lo, ed,,
Humana Press, Totowa, NJ, 2003), pags. 245-254, que describe la expresion de fragmentos de anticuerpos en
E. coli). Después de la expresién, el constructo de unién a antigeno se puede aislar de la pasta de células
bacterianas en una fraccidn soluble y se puede purificar ain més.

Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas como los hongos filamentosos o las levaduras son
huéspedes adecuados para la clonacién o expresion de vectores codificadores de constructos de unién a
antigeno, incluidos hongos y cepas de levaduras cuyas vias de glicosilacién han sido "humanizadas”, lo que
da como resultado la produccidén de un constructo de unién a antigenos con un patrén de glicosilacién parcial
o totalmente humano. Véase Gerngross, Nat. Biotech. 22: 1409-1414 (2004), y Li et al., Nat. Biotech. 24: 210-
215 (20086).

Las células huésped adecuadas para la expresién de constructos de unién a antigeno glicosilados también se
derivan de organismos multicelulares (invertebrados y vertebrados). Los ejemplos de células de invertebrados
incluyen las células de plantas y de insectos. Se han identificado numerosas cepas de baculovirus que pueden
utilizarse junto con células de insectos, en particular para la transfeccidén de células de Spodoptera frugiperda.

Los cultivos de células vegetales también pueden utilizarse como huéspedes. Véase, por ejemplo, las patentes
de los Estados Unidos Nos. 5,959,177, 6,040,498; 6,420,548; 7,125,978 y 6,417,429 (que describen tecnologia
PLANTIBODIES™ para producir constructos de unién a antigeno en plantas transgénicas).

También pueden utilizarse células de vertebrados como huéspedes. Por ejemplo, pueden ser Utiles las lineas
de células de mamiferos que estén adaptadas para crecer en suspensién. Otros ejemplos de lineas de células
huésped de mamiferos utiles son la linea CV1 de riidn de mono transformada por SV40 (COS-7); la linea de
rifién embrionario humano (células 293 o 293 como se describe, por ejemplo, en Graham et al., J. Gen Virol.
36: 59 (1977)); células de rifién de hamster bebé (BHK); células de Sertoli de ratén (células TM4 como se
describe, por ejemplo, en Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980)); células de rifién de mono (CV1); células
de rifién de mono verde africano (VERO-76); células de carcinoma cervical humano (HELA); células de rifién
canino (MDCK; células de higado de rata bufalo (BRL 3A); células de pulmén humano (W138); células de
higado humano (Hep G2);, tumor mamario de raton (MMT 060562), células TRI, como se describe, por ejemplo,
en Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383: 44-68 (1982); células MRC 5; y células FS4. Otras lineas de células
huésped de mamiferos Utiles incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), incluidas células CHO DHFR-
(Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216 (1980)); y lineas de células de mieloma como YO, NSO y
Sp2/0. Para una revision de ciertas lineas de células huésped de mamiferos adecuadas para la produccién de
constructos de unién a antigeno, véase, por ejemplo, Yazaki and Wu, Methods in Molecular Biology, vol. 248
(B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pags. 255-268 (2003).

En una realizacién, los constructos de unién a antigeno descritos en este documento se producen en células
de mamifero estables, mediante un método que comprende: transfectar al menos una célula de mamifero
estable con: &cido nucleico que codifica el constructo de unién a antigeno, en una proporcién predeterminada;
y expresar el acido nucleico en al menos una célula de mamifero. En algunas realizaciones, la proporcién
predeterminada de &cido nucleico se determina en experimentos de transfeccidn transitoria para determinar la
proporcién relativa de acidos nucleicos de entrada que da como resultado el porcentaje més alto del constructo
de unién a antigeno en el producto expresado.

En algunas realizaciones, el método para producir un constructo de unién a antigeno en células de mamifero
estables es como se describe en este documento, en donde el producto de expresidn de la al menos una célula
de mamifero estable comprende un porcentaje mayor del constructo de unién a antigeno glicosilado deseado
en comparacion con los polipéptidos de cadena pesada o ligera monoméricos u otros anticuerpos.

En algunas realizaciones se describe en este documento el método para producir un constructo de unién a
antigeno glicosilado en células de mamifero estables, comprendiendo dicho método la identificacién y
purificacion del constructo de unién a antigeno glicosilado deseado. En algunas realizaciones, dicha
identificacién se realiza mediante una o0 ambas de cromatografia liquida y espectrometria de masas.

Si es necesario, los constructos de unién a antigeno se pueden purificar o aislar después de la expresién. Las
proteinas pueden aislarse o purificarse de diversas maneras conocidas por los expertos en la materia. Los
métodos de purificacién estandar incluyen técnicas cromatograficas, que incluyen intercambio i6nico,
interaccién hidrofébica, afinidad, filtracién por tamafio o en gel y fase inversa, realizadas a presion atmosférica
0 a alta presion utilizando sistemas como FPLC y HPLC. Los métodos de purificacién también incluyen técnicas
electroforéticas, inmunolégicas, de precipitacién, de diélisis y de cromatoenfoque. Las técnicas de ultrafiltracién
y diafiltracién, junto con la concentracién de proteina, también son Utiles. Como es bien sabido en la técnica,
una variedad de proteinas naturales se une a Fc y anticuerpos, y estas proteinas pueden encontrar uso en la
presente invencién para la purificacién de constructos de unién a antigeno. Por ejemplo, las proteinas
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bacterianas Ay G se unen a la regién de Fc. Asimismo, la proteina bacteriana L se une a la regién Fab de
algunos anticuerpos. La purificacién a menudo puede ser posibilitada por un compafiero de fusién en particular.
Por ejemplo, los anticuerpos se pueden purificar utilizando resina de glutatién si se emplea una fusion GST,
cromatografia de afinidad Ni*? si se emplea una etiqueta His, o anticuerpo anti-flag inmovilizado si se utiliza
una etiqueta flag. Para obtener orientacion general sobre técnicas de purificacion adecuadas, véase, por
ejemplo, Protein Purification: Principles and Practice, 3rd Ed., Scopes, Springer-Verlag, NY, 1994. El grado de
purificacién necesario variara dependiendo del uso de los constructos de unién a antigeno. En algunos casos
no es necesaria ninguna purificacion.

En ciertas realizaciones, los constructos de unién a antigeno se purifican utilizando cromatografia de
intercambio aniénico que incluye, entre otras, cromatografia en columnas Q-sefarosa, DEAE sefarosa, poros
HQ, poros DEAF, Toyopearl Q, Toyopearl QAE, Toyopearl DEAE, Resource/Source Q y DEAE, Fractogel Q y
DEAE.

En realizaciones especificas, las proteinas descritas en este documento se purifican utilizando cromatografia
de intercambio catiénico que incluye, entre otras, SP-sefarosa, CM sefarosa, poros HS, poros CM, Toyopearl
SP, Toyopearl CM, Resource/Source S y CM, columnas Fractogel S y CM y sus equivalentes y comparables.

Ademas, los constructos de unién a antigeno descritos en este documento se pueden sintetizar quimicamente
utilizando técnicas conocidas en la materia (por ejemplo, véase Creighton, 1983, Proteins: Structures and
Molecular Principles, W.H. Freeman & Co., NY y Hunkapiller et al., Nature, 310: 105-111 (1984)). Por ejemplo,
un polipéptido correspondiente a un fragmento de un polipéptido puede sintetizarse mediante el uso de un
sintetizador de péptidos. Ademas, si se desea, se pueden introducir aminoacidos no clasicos o analogos
quimicos de aminoéacidos como sustituciéon o adicidn a la secuencia polipeptidica. Los aminoéacidos no clasicos
incluyen, pero no se limitan a, los D-isémeros de los aminoacidos comunes, acido 2,4-diaminobutirico, acido
alfa-amino isobutirico, acido 4-aminobutirico, Abu, &cido 2-amino butirico, g-Abu, e-Ahx, acido 6-amino
hexanoico, Aib, acido 2-amino isobutirico, acido 3-amino propidnico, ornitina, norleucina, norvalina,
hidroxiprolina, sarcosina, citrulina, homocitrulina, é&cido cisteico, t-butilglicina, t-butilalanina, fenilglicina,
ciclohexilalanina, o-alanina, fluoroaminoéacidos, aminoacidos de disefio tal como o-metilaminoacidos, CO-
metilaminoé&cidos, No-metilaminoacidos y analogos de aminoacidos en general. Ademés, el aminoacido puede
ser D (dextrégiro) o L (levégiro).

Modificaciones postraduccionales:

En ciertas realizaciones, los constructos de unién a antigeno descritos en este documento se modifican
diferencialmente durante o después de la traduccién.

El término "modificado”, como se utiliza en este documento, se refiere a cualquier cambio realizado en un
polipéptido determinado, como cambios en la longitud del polipéptido, la secuencia de aminoéacidos, la
estructura quimica, la modificacién cotraduccional o la modificacién postraduccional de un polipéptido. El
término de forma "(modificado)" significa que los polipéptidos en discusiéon estan opcionalmente modificados,
es decir, los polipéptidos en discusién pueden estar modificados 0 no modificados.

El término "modificado postraduccionalmente” se refiere a cualquier modificacién de un aminoacido natural o
no natural que se produce en dicho aminoacido después de haber sido incorporado a una cadena polipeptidica.
El término abarca, s6lo a modo de ejemplo, modificaciones cotraduccionales in vivo, modificaciones
cotraduccionales in vitro (como en un sistema de traduccién libre de células), modificaciones postraduccionales
in vivo y modificaciones postraduccionales in vitro.

En algunas realizaciones, la modificacion es al menos una de: glicosilaciéon, acetilacion, fosforilacién,
amidacién, derivatizaciéon por grupos protectores/bloqueantes conocidos, escisiéon proteolitica y unién a una
molécula de anticuerpo o constructo de unidén a antigeno u otro ligando celular. En algunas realizaciones, el
constructo de unidén a antigeno se modifica quimicamente mediante técnicas conocidas, que incluyen, entre
otras, escisién quimica especifica por bromuro de cianégeno, tripsina, quimotripsina, papaina, proteasa V8,
NaBHya; acetilacion, formilacién, oxidacién, reduccion; y sintesis metabdlica en presencia de tunicamicina.

Las modificaciones postraduccionales adicionales de los constructos de unién a antigeno descritas en este
documento incluyen, por ejemplo, cadenas de carbohidratos unidas a N o0 a O, procesamiento de extremos N-
terminal o C-terminal, unién de fracciones quimicas a la cadena principal de aminoacidos, modificaciones
quimicas de cadenas de carbohidratos unidas a N o a O, y adicién o eliminacién de un residuo de metionina N-
terminal como resultado de la expresién de una célula huésped procariota. Los constructos de unién a antigeno
descritos en este documento se modifican con una etiqueta detectable, tal como una etiqueta enzimatica,
fluorescente, isotépica o de afinidad para permitir la deteccién y el aislamiento de la proteina. En ciertas
realizaciones, los ejemplos de etiquetas enziméticas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante,
fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o acetilcolinesterasa; los ejemplos de complejos de grupos prostéticos
adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; los ejemplos de materiales fluorescentes
adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina,
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fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de material luminiscente incluye luminol; los ejemplos
de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y aequorina; y los ejemplos de material radiactivo
adecuado incluyen yodo, carbono, azufre, tritio, indio, tecnecio, talio, galio, paladio, molibdeno, xenén y fllor.

En realizaciones especificas, los constructos de unién a antigeno descritos en este documento estan unidos a
quelantes macrociclicos que se asocian con iones radiometalicos.

En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno descritos en este documento se modifican
mediante procesos naturales, como el procesamiento postraduccional, o mediante técnicas de modificacién
quimica que son bien conocidas en la técnica. En ciertas realizaciones, el mismo tipo de modificacién puede
estar presente en el mismo grado o en grados variables en varios sitios de un polipéptido determinado. En
ciertas realizaciones, los polipéptidos de los constructos de unién a antigeno descritos en este documento estén
ramificados, por ejemplo, como resultado de la ubiquitinacién, y en algunas realizaciones son ciclicos, con o
sin ramificacién. Los polipéptidos ciclicos, ramificados y ciclicos ramificados son resultado de procesos
naturales postraduccionales o elaborados mediante métodos sintéticos. Las modificaciones incluyen
acetilacion, acilacion, ADP-ribosilacion, amidacion, unién covalente de flavina, unién covalente de una fracciéon
hemo, unién covalente de un nucleétido o derivado de nucleétido, unién covalente de un lipido o derivado de
lipido, unién covalente de fosfatidilinositol, entrecruzamiento, ciclizacién, formacién de enlaces disulfuro,
desmetilacion, formacidn de enlaces cruzados covalentes, formacién de cisteina, formacién de piroglutamato,
formilacién, gamma-carboxilacién, glicosilacién, formacién de anclaje GPI, hidroxilacién, yodacién, metilacién,
miristilacién, oxidacion, pegilaciéon, procesamiento proteolitico, fosforilacién, prenilacién, racemizacién,
selenoilacion, sulfatacién, adicion mediada por ARN de transferencia de aminoacidos a proteinas como
arginilacién y ubiquitinacién. (Véase, por ejemplo, PROTEINS-STRUCTURE AND MOLECULAR
PROPERTIES, 2nd Ed., T E. Creighton, W. H. Freeman and Company, New York (1993),
POSTTRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF PROTEINS, B. C. Johnson, Ed., Academic Press,
New York, pgs. 1-12 (1983); Seifter et al., Meth. Enzymol. 182: 626-646 (1990); Rattan et al., Ann. N.Y. Acad.
Sci. 663: 48-62 (1992)).

En ciertas realizaciones, los constructos de unién a antigeno descritos en este documento estan unidos a
soportes sélidos, que son particularmente Utiles para inmunoensayos o purificaciéon de polipéptidos que estan
unidos por, que se unen a, o0 se asocian con proteinas descritas en este documento. Dichos soportes sélidos
incluyen, entre otros, vidrio, celulosa, poliacrilamida, nailon, poliestireno, cloruro de polivinilo o polipropileno.

Composiciones farmacéuticas

También se proporcionan en este documento composiciones farmacéuticas que comprenden un constructo de
unidén a antigeno descrito en este documento. Las composiciones farmacéuticas comprenden el constructo y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El término "farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal
o estatal o incluido en la Farmacopea de los EE. UU. u otra farmacopea generalmente reconocida para su uso
en animales, y més particularmente en humanos. El término "portador” se refiere a un diluyente, adyuvante,
excipiente o vehiculo con el que se administra el producto terapéutico. Dichos vehiculos farmacéuticos pueden
ser liquidos estériles, como agua y aceites, incluidos los de origen petrolifero, animal, vegetal o sintético, como
aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. En algunos aspectos, el
portador es un portador creado por el hombre que no se encuentra en la naturaleza. El agua se puede utilizar
como vehiculo cuando la composicién farmacéutica se administra por via intravenosa. También se pueden
emplear soluciones salinas y soluciones acuosas de dextrosa y glicerol como vehiculos liquidos,
particularmente para soluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen almidén,
glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato
de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propilenglicol, agua, etanol y similares.
La composicién, si se desea, también puede contener cantidades menores de agentes humectantes o
emulsionantes, o agentes amortiguadores de pH. Estas composiciones pueden tomar la forma de soluciones,
suspensiones, emulsiones, tabletas, pildoras, cépsulas, polvos, formulaciones de liberacién sostenida y
similares. La composicion se puede formular como un supositorio, con aglutinantes y vehiculos tradicionales
como los triglicéridos. La formulacién oral puede incluir portadores estandar como grados farmacéuticos de
manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina sédica, celulosa, carbonato de magnesio, etc. Se
describen ejemplos de portadores farmacéuticos adecuados en "Remington's Pharmaceutical Sciences" de E.
W. Martin. Dichas composiciones contendran una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto,
preferiblemente en forma purificada, junto con una cantidad adecuada de vehiculo para proporcionar la forma
para la administracién adecuada al paciente. La formulacién debe adaptarse al modo de administracién.

En ciertas realizaciones, la composicién que comprende el constructo se formula de acuerdo con
procedimientos de rutina como una composicién farmacéutica adaptada para administraciéon intravenosa a
seres humanos. Normalmente, las composiciones para administracién intravenosa son soluciones en un
tampén acuoso isotdnico estéril. Cuando sea necesario, la composicién también puede incluir un agente
solubilizante y un anestésico local como lignocaina para aliviar el dolor en el lugar de la inyeccién.
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Generalmente, los ingredientes se suministran por separado o mezclados entre si en forma de dosificacién
unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco 0 un concentrado sin agua en un recipiente herméticamente
sellado, como una ampolla o un sobre que indica la cantidad de agente activo. Cuando la composicién se va a
administrar por infusion, se puede dispensar con un frasco de infusién que contenga agua o solucién salina de
calidad farmacéutica estéril. Cuando la composicién se administra mediante inyeccién, se puede proporcionar
una ampolla de agua estéril para inyeccién o solucién salina para que los ingredientes puedan mezclarse antes
de la administracién.

En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en este documento se formulan como formas neutras o
de sal. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen aquellas formadas con aniones tales como los
derivados de los acidos clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc., y aquellas formadas con cationes
tales como los derivados de sodio, potasio, amonio, calcio, hidroxido férrico, isopropilamina, trietilamina, 2-
etilaminoetanol, histidina, procaina, etc.

Tratamiento: Usos médicos

En esta seccién y en todo el texto, las referencias a tratamientos y métodos de tratamiento se refieren al
constructo para uso en ese tratamiento 0 método. No se reivindican métodos de tratamiento.

Se proporciona un método para tratar una enfermedad o trastorno que comprende administrar a un sujeto en
el que se desea dicho tratamiento, prevencién o mejora, un constructo de unién a antigeno descrito en este
documento, en una cantidad eficaz para tratar, prevenir o mejorar la enfermedad o el trastorno.

La invencién proporciona el constructo de unién a antigeno (es decir, V10000) para su uso en un método para
inhibir el crecimiento de un tumor en un sujeto humano, en donde al sujeto humano se le administran al menos
2,3,4,5/6,7,8,9,10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 dosis del constructo de unidén a antigeno, y/o en
donde cada dosis se administra al menos cada 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,17, 18, 19 0
20 dias. A continuacién, se proporciona una descripcién mas general como referencia, pero los tratamientos
distintos a los destinados a inhibir el crecimiento de un tumor en un sujeto humano con la administracién de la
dosis reivindicada no son parte de la invencién reivindicada.

"Trastorno" se refiere a cualquier condicién que podria beneficiarse del tratamiento con un método o constructo
de unién a antigeno descrito en este documento. Esto incluye trastornos o enfermedades crénicas y agudas,
incluidas aquellas condiciones patol6gicas que predisponen al mamifero al trastorno en cuestion. En algunas
realizaciones, el trastorno es cancer, como se describe con mas detalle a continuacién.

El término "sujeto" se refiere a un animal, en algunas realizaciones un mamifero, que es el objeto de
tratamiento, observacion o experimento. Un animal puede serun ser humano, un primate no humano, un animal
de compafiia (por ejemplo, perros, gatos y similares), un animal de granja (por ejemplo, vacas, ovejas, cerdos,
caballos y similares) o un animal de laboratorio (por ejemplo, ratas, ratones, conejillos de indias y similares).

El término "mamifero" tal como se utiliza en este documento incluye, entre otros, humanos, primates no
humanos, caninos, felinos, murinos, bovinos, equinos y porcinos.

"Tratamiento" se refiere a una intervencién clinica en un intento de alterar el curso natural del individuo o la
célula que se esta tratando, y puede realizarse ya sea como profilaxis o durante el curso de una patologia
clinica. Los efectos deseables del tratamiento incluyen la prevencién de la aparicion o recurrencia de la
enfermedad, el alivio de los sintomas, la disminucidén de cualquier consecuencia patolégica directa o indirecta
de la enfermedad, la prevencién de la metéstasis, la disminucién de la tasa de progresién de la enfermedad, la
mejora o paliacién del estado de la enfermedad y la remisiéon o mejora del pronéstico. En algunas realizaciones,
los constructos de unién a antigeno descritos en este documento se utilizan para retrasar el desarrollo de una
enfermedad o trastorno. En una realizacién, los constructos y métodos de unidén a antigeno descritos en este
documento efectlan la regresién del tumor. En una realizacién, los constructos y métodos de unién a antigeno
descritos en este documento efectian la inhibicién del crecimiento del tumor/cancer.

Los efectos deseables del tratamiento incluyen, entre otros, la prevencién de la aparicién o recurrencia de la
enfermedad, el alivio de los sintomas, la disminucidén de cualquier consecuencia patolégica directa o indirecta
de la enfermedad, la prevencién de la metastasis, la disminucién de la tasa de progresién de la enfermedad, la
mejora o paliacién del estado de la enfermedad, la mejora de la supervivencia y la remisién o mejora del
pronéstico. En algunas realizaciones, los constructos de unién a antigeno descritos en este documento se
utilizan para retrasar el desarrollo de una enfermedad o para retardar la progresién de una enfermedad.

El término "cantidad efectiva" como se utiliza en este documento se refiere a la cantidad de constructo que se
administra, lo que lograra el objetivo del método mencionado, por ejemplo, aliviar en cierta medida uno o0 mas
de los sintomas de la enfermedad, afeccidn o trastorno que se est4 tratando. La cantidad de la composicién
descrita en este documento que seré eficaz en el tratamiento, inhibicién y prevencién de una enfermedad o
trastorno asociado con la expresion y/o actividad aberrante de una proteina terapéutica se puede determinar
mediante técnicas clinicas estandar. Ademas, opcionalmente se pueden emplear ensayos in vitro para ayudar
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a identificar rangos de dosis éptimos. La dosis precisa para emplear en la formulaciéon también dependeré de
la via de administracién y de la gravedad de la enfermedad o trastorno, y debera decidirse de acuerdo con el
criterio del médico y las circunstancias de cada paciente. Las dosis efectivas se extrapolan a partir de curvas
dosis-respuesta derivadas de sistemas de prueba in vitro o0 de modelos animales.

Se administra al sujeto el constructo de unién a antigeno. Se conocen varios sistemas de administracién y se
pueden utilizar para administrar una formulacién de constructo de unién a antigeno descrita en este documento,
por ejemplo, encapsulacién en liposomas, microparticulas, microcapsulas, células recombinantes capaces de
expresar el compuesto, endocitosis mediada por receptores (véase, por ejemplo, Wu and Wu, J. Biol. Chem.
262: 4429-4432 (1987)), construccién de un acido nucleico como parte de un vector retroviral u otro, etc. Los
métodos de introduccién incluyen, entre otros, las vias intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa,
subcutanea, intranasal, epidural y oral. Los compuestos o composiciones pueden administrarse por cualquier
via conveniente, por ejemplo, por infusién o inyeccién en bolo, por absorcién a través de revestimientos
epiteliales 0 mucocuténeos (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.) y pueden administrarse
junto con otros agentes bioldgicamente activos. La administracién puede ser sistémica o local. Ademés, en
ciertas realizaciones, es deseable introducir las composiciones de constructos de unién a antigeno descritas
en este documento en el sistema nervioso central mediante cualquier via adecuada, incluida la inyeccién
intraventricular e intratecal; la inyeccién intraventricular puede facilitarse mediante un catéter intraventricular,
por ejemplo, unido a un reservorio, tal como un reservorio Ommaya. También se puede emplear la
administracién pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador y una formulacién con un
agente formador de aerosol.

En una realizacién especifica, es deseable administrar los constructos de unién a antigeno, o composiciones
descritas en este documento localmente en el area que necesita tratamiento; esto se puede lograr, por ejemplo,
y no a modo de limitacién, mediante infusién local durante una cirugia, aplicacién tdpica, por ejemplo, junto con
un apésito para heridas después de la cirugia, mediante inyeccion, por medio de un catéter, por medio de un
supositorio o por medio de un implante, siendo dicho implante de un material poroso, no poroso o gelatinoso,
incluyendo membranas, tales como membranas sialasticas o fibras. Preferiblemente, al administrar una
proteina, incluyendo un constructo de unién a antigeno, descrito en este documento, se debe tener cuidado de
utilizar materiales en los que la proteina no se absorba.

En otra realizacién, los constructos o composiciones de unién a antigeno se pueden administrar en una
vesicula, en particular un liposoma (véase Langer, Science 249: 1527-1533 (1990); Treat et al., en Liposomes
in the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berestein and Fidler (eds.), Liss, New York, paginas
353-365 (1989); Lopez-Berestein, en el mismo lugar, paginas 317-327; véase generalmente alli mismo).

En otra realizacién mas, los constructos o composiciones de unién a antigeno se pueden administrar en un
sistema de liberacién controlada. En una realizacion, se puede utilizar una bomba (véase Langer, citado mas
arriba; Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14: 201 (1987); Buchwald et al., Surgery 88: 507 (1980); Saudek
et al, N. Engl. J. Med. 321:574 (1989)). En otra realizacién, pueden usarse materiales poliméricos (véase
Medical Applications of Controlled Release, Langer and Wise (eds.), CRC Pres., Boca Raton, Fla. (1974),
Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen and Ball (eds.), Wiley, New York
(1984); Ranger and Peppas, J., Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61 (1983); véase también Levy et
al., Science 228:190 (1985); During et al., Ann. Neurol. 25:351 (1989; Howard et al., J. Neurosurg. 71: 105
(1989)). En ofra realizacién més, se puede colocar un sistema de liberacién controlada cerca del objetivo
terapéutico, por ejemplo, el cerebro, requiriendo asi solo una fraccién de la dosis sistémica (véase, por ejemplo,
Goodson, en Medical Applications of Controlled Release, vol. 2, paginas 115-138 (1984)).

En una realizacién especifica que comprende un acido nucleico que codifica los constructos de unién a antigeno
descritos en este documento, el acido nucleico se puede administrar in vivo para promover la expresidén de su
proteina codificada, construyéndolo como parte de un vector de expresién de acido nucleico apropiado y
administrandolo de modo que se vuelva intracelular, por ejemplo, mediante el uso de un vector retroviral (véase
la patente de los Estados Unidos No. 4,980,286), o por inyeccién directa, o mediante el uso de bombardeo de
microparticulas (por ejemplo, una pistola genética; Biolistic, Dupont), o recubrimiento con lipidos o receptores
de superficie celular o agentes transfectantes, o administrandolo en enlace con un péptido similar a homeobox
que se sabe que ingresa al nucleo (véase, por ejemplo, Joliot et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 1864-1868
(1991)), etc. Alternativamente, un acido nucleico puede introducirse intracelularmente e incorporarse dentro del
ADN de la célula huésped para su expresion, mediante recombinacién homéloga.

En ciertas realizaciones, un constructo de unién a antigeno descrito en este documento se administra como
una combinacién con constructos de unién a antigeno con epitopos objetivo de unién no superpuestos.

La cantidad de constructo de unién a antigeno que sera eficaz en el tratamiento, la inhibicién y la prevencién
de una enfermedad o ftrastorno se puede determinar mediante técnicas clinicas estandar. Ademas,
opcionalmente se pueden emplear ensayos in vitro para ayudar a identificar rangos de dosis 6ptimos. La dosis
precisa para emplear en la formulacién también dependera de la via de administracién y de la gravedad de la
enfermedad o trastorno, y debera decidirse de acuerdo con el criterio del médico y las circunstancias de cada
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paciente. Las dosis efectivas se extrapolan a partir de curvas dosis-respuesta derivadas de sistemas de prueba
in vitro o de modelos animales.

Los constructos de unidn a antigeno descritos en este documento pueden administrarse solos 0 en combinacién
con otros tipos de tratamientos (por ejemplo, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia y
agentes antitumorales). Generalmente, se prefiere la administracién de productos originados en una especie o
una reactividad de especie (en el caso de anticuerpos) que sea la misma especie que la del paciente. Por lo
tanto, en una realizacién, se administran constructos de unién a antigeno humanos, fragmentos, derivados,
analogos o acidos nucleicos a un paciente humano para terapia o profilaxis.

Métodos de tratamiento de los canceres

En este documento se describen métodos para tratar un cancer o un tumor HER2+ en un sujeto, y métodos
para inhibir el crecimiento de una célula tumoral HER2+ o matar una célula tumoral HER2+ utilizando los
constructos de unién a antigeno descritos en este documento.

Por un cancer HER2+ se entiende un cancer que expresa HER2 de tal manera que los constructos de unién a
antigeno descritos en este documento pueden unirse al cancer. Como se sabe en la técnica, los canceres
HER2+ expresan HER2 en niveles variables. Para determinar la expresién de ErbB, por ejemplo, ErbB2 (HER2)
en el cancer, existen varios ensayos de diagnéstico/pronéstico disponibles. En una realizacién, la
sobreexpresién de ErbB2 puede analizarse mediante IHC, por ejemplo, utilizando HERCEPTEST® (Dako). Las
secciones de tejido incluidas en parafina de una biopsia de tumor pueden someterse al ensayo IHC y se les
puede asignar un criterio de intensidad de tincién de proteina ErbB2 de |a siguiente manera:

Puntuacién 0, no se observa tincidon o se observa tincién de membrana en menos del 10 % de las células
tumorales.

Puntuacién 1+, se detecta una tincién de membrana débil o apenas perceptible en méas del 10 % de las células
tumorales. Las células sélo estan teflidas en parte de su membrana.

Puntuacién 2+, se observa una tincién de membrana completa débil a moderada en mas del 10 % de las células
tumorales.

Puntuacién 3+, se observa una tincién de membrana completa de moderada a fuerte en mas del 10 % de las
células tumorales.

Los tumores con puntuaciones de 0 o 1+ para la evaluacién de la sobreexpresién de ErbB2 pueden
caracterizarse como que no sobreexpresan ErbB2, mientras que los tumores con puntuaciones de 2+ o 3+
pueden caracterizarse como que sobreexpresan ErbB2.

Alternativamente, o adicionalmente, se pueden utilizar ensayos de hibridacién in situ con fluorescencia (FISH)
como el INFORM™ (vendido por Ventana, Arizona) o PATHVISION™ (Vysis, lll) se puede realizar en tejido
tumoral fijado con formalina e incluido en parafina para determinar el grado (si lo hay) de sobreexpresién de
ErbB2 en el tumor. En comparacién con el ensayo IHC, el ensayo FISH, que mide la amplificacién del gen
HER?2, parece correlacionarse mejor con la respuesta de los pacientes al tratamiento con HERCEPTIN®, y
actualmente se considera el ensayo preferido para identificar a los pacientes que probablemente se beneficien
del tratamiento con HERCEPTIN®,

La Tabla D describe el nivel de expresion de HER2 en varias lineas celulares de cancer de mama
representativas y otros canceres (Subik et al. (2010) Breast Cancer: Basic Clinical Research: 4; 35-41; Prang
et al. (2005) British Journal of Cancer Research: 92; 342-349). Como se muestra en la tabla, las células MCF-
7 y MDA-MB-231 se consideran células con baja expresion de HER2; las células JIMT-1 y ZR-75-1 se
consideran células con expresion media de HER?2, y las células SKBR3 y BT-474 se consideran células con
alta expresién de HER2. Las células SKOV3 (cancer de ovario) se consideran células con expresién media de
HER2.

Se describen en este documento métodos para tratar a un sujeto que tiene un cancer o un tumor HER2+ que
comprenden proporcionar al sujeto una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que comprende un
constructo de unién a antigeno descrito en el presente documento.

También se describe en este documento el uso de un constructo de unién a antigeno HER2 descrito en este
documento para la fabricaciéon de un medicamento para tratar un cancer o un tumor. También se describen en
este documento constructos de unién a antigeno HER2 para su uso en el tratamiento del cancer o de un tumor.

En algunas realizaciones, el sujeto que esti siendo tratado tiene céncer de pancreas, cancer de cabeza y
cuello, cancer gastrico, cancer colorrectal, cAncer de mama, cancer renal, cdncer de cuello uterino, cancer de
ovario, cancer de cerebro, cancer de endometrio, cancer de vejiga, cancer de pulmén de células no pequefias
o un céncer de origen epidérmico. En algunas realizaciones, el tumor es metastésico.
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En general, el tumor del sujeto en tratamiento expresa un promedio de 10,000 o mas copias de HER2 por célula
tumoral. En ciertas realizaciones, el tumor es HER2 0-1+, 1+, HER2 2+ o HER2 3+ de acuerdo con lo
determinado por IHC. En algunas realizaciones, el tumor es HER2 2+ o inferior, 0 HER2 1+ o inferior. En algunas
realizaciones, el tumor tiene un gen HER2 amplificado. En algunas realizaciones, el gen HER2 no esta
amplificado.

En algunas realizaciones, el tumor del sujeto que se esta tratando con los constructos de unién a antigeno es
un cancer de mama. En algunas realizaciones, el cancer de mama expresa HER2 en un nivel 3+. En algunas
realizaciones, el cancer de mama expresa HER2 en un nivel inferior a 3+. En una realizacién especifica, el
cancer de mama expresa HER2 en un nivel 2+ o inferior. En una realizacién especifica, el cancer de mama
expresa HER2 en un nivel de 1+ o inferior. En algunas realizaciones, el cancer de mama expresa receptores
de estrégeno (ER+) y/o receptores de progesterona (PR+). En algunas realizaciones, el cdncer de mama es
ER- y o PR-. En algunas realizaciones, el cancer de mama tiene un gen HER2 amplificado. En algunas
realizaciones, el gen HER2 no est4 amplificado. En algunas realizaciones, el cancer de mama es un céncer de
mama ductal invasivo resistente a la quimioterapia y resistente al trastuzumab, negativo para el receptor de
estrégeno HER2 3+ (ER-), negativo para el receptor de progesterona (PR-). En otra realizacion, el cancer de
mama es un cancer de mama inflamatorio resistente a trastuzumab HER2 3+ ER-, PR-. En otra realizacion, el
cancer de mama es un carcinoma ductal invasivo HER2 3+, ER-, PR-. En otra realizacién, el cancer de mama
es un cancer de mama resistente a trastuzumab y pertuzumab amplificado por el gen HER2 2+ HER2. En
algunas realizaciones, el cancer de mama es triple negativo (que expresa ER-, PR-y bajo HER?2). En algunas
realizaciones, el cancer de mama es resistente o refractario a trastuzumab, pertuzumab y/o trastuzumab
conjugado con DM1 (ado-trastuzumab emtansina o T-DM1).

En una realizacidn, el tumor es un adenocarcinoma epitelial de ovario HER2 2/3+ que tiene un gen HER?2
amplificado.

En este documento se proporcionan métodos para tratar a un sujeto que tiene un tumor HER2+ que es
resistente o se vuelve resistente a otras terapias estandar de atencién que comprenden administrar al sujeto
una composiciéon farmacéutica que comprende los constructos de unién a antigeno descritos en este
documento. En ciertas realizaciones, los constructos de unién a antigeno descritos en este documento se
proporcionan a sujetos que no responden a las terapias actuales, opcionalmente en combinacién con una o
méas terapias anti-HER2 actuales. En algunas realizaciones, las terapias anti-HER?2 actuales incluyen, entre
otras, anticuerpos bivalentes monoespecificos anti-HER2 o anti-HER3, trastuzumab, pertuzumab, T-DM1, un
scFv HER2/HERS3 biespecifico o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, el cancer es
resistente a diversos agentes quimioterapéuticos como los taxanos. En algunas realizaciones, el cancer es
resistente al trastuzumab. En algunas realizaciones, el cancer es resistente al pertuzumab. En una realizacién,
el cancer es resistente o refractario a TDM1 (trastuzumab conjugado con DM1). En algunas realizaciones, el
sujeto ha sido tratado previamente con un anticuerpo anti-HER2 como trastuzumab, pertuzumab o DM1. En
algunas realizaciones, el sujeto no ha sido tratado previamente con un anticuerpo anti-HER2. En una
realizacién, el constructo de unién a antigeno se proporciona a un sujeto para el tratamiento de céncer
metastéasico cuando el paciente ha progresado con una terapia anti-HER2 previa.

En el presente documento se proporcionan métodos para tratar a un sujeto que tiene un tumor HER2+ que
comprenden proporcionar una cantidad eficaz de una composiciéon farmacéutica que comprende un constructo
de unién a antigeno descrito en el presente documento junto con un agente antitumoral adicional. El agente
antitumoral adicional puede ser un anticuerpo terapéutico como se indicé anteriormente, o un agente
quimioterapéutico. Los agentes quimioterapéuticos Utiles para usar en combinacién con los constructos de
unidén a antigeno de la invencién incluyen cisplatino, carboplatino, paclitaxel, paclitaxel unido a albumina, nab-
paclitaxel, docetaxel, gemcitabina, vinorelbina, irinotecano, etopésido, vinblastina, pemetrexed, 5-fluorouracilo
(con o sin acido folinico), capecitabina, carboplatino, epirrubicina, oxaliplatino, folfirinox, abraxano, navelbina y
ciclofosfamida, capecitabina, gemcitabina, navelbina, paclitaxel, nab-paclitaxel.

En algunas realizaciones, el tumor es cancer de pulmén de células no pequefias y el agente adicional es uno
o mas de cisplatino, carboplatino, paclitaxel, paclitaxel unido a albumina, nab-paclitaxel, capecitabina,
navelbina, docetaxel, gemcitabina, vinorelbina, irinotecano, etopésido, vinblastina o pemetrexed. En algunas
realizaciones, el tumor es cancer géastrico o de estémago, y el agente adicional es uno o mas de 5-fluorouracilo
(con o sin &cido folinico), capecitabina, carboplatino, cisplatino, docetaxel, epirrubicina, irinotecano, oxaliplatino,
nab-paclitaxel o paclitaxel. En otras realizaciones, el tumor es cancer de pancreas y el agente adicional es uno
0 mas de nab-paclitaxel, capecitabina, navelbina, gemcitabina, folfirinox, abraxano o 5-fluorouracilo. En otras
realizaciones, el tumor es un cancer de mama positivo para estrégeno y/o progesterona, y el agente adicional
es uno o mas de paclitaxel, capecitabina, navelbina, gemcitabina, paclitaxel o nab-paclitaxel o una combinacién
de (a) doxorrubicina y epirrubicina, (b) una combinacién de paclitaxel y docetaxel, o (¢) una combinacién de 5-
fluorouracilo, ciclofosfamida y carboplatino. En otras realizaciones, el tumor es cancer de cabeza y cuello, y el
agente adicional es uno o méas de paclitaxel, capecitabina, navelbina, gemcitabina o nab-paclitaxel,
carboplatino, doxorrubicina o cisplatino. En otras realizaciones, el tumor es cancer de ovario y el agente
adicional puede ser uno o més de capecitabina, navelbina, gemcitabina, nab-paclitaxel, cisplatino, carboplatino
0 un taxano como paclitaxel o docetaxel.
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Los agentes adicionales pueden administrarse al sujeto que esta siendo tratado simultdneamente con los
constructos de unién a antigeno o secuencialmente.

El sujeto que se estéa tratando con los constructos de unién a antigeno puede ser un ser humano, un primate
no humano u otro mamifero tal como un ratén.

En algunas realizaciones, el resultado de proporcionar una cantidad eficaz del constructo de unién a antigeno
a un sujeto que tiene un tumor es reducir el tamafio del tumor, inhibir el crecimiento del tumor, aumentar el
tiempo hasta la progresién del tumor, prolongar la supervivencia libre de enfermedad del sujeto, disminuir las
metéastasis, aumentar la supervivencia libre de progresién del sujeto o aumentar la supervivencia general del
sujeto o aumentar la supervivencia general de un grupo de sujetos que reciben el tratamiento.

También se describen en este documento métodos para matar o inhibir el crecimiento de una célula tumoral
que expresa HER2 que comprenden poner en contacto la célula con el constructo de unién a antigeno
proporcionada en este documento.

En diversas realizaciones, una célula tumoral puede ser una célula de carcinoma pancreatico humano HER2
1+ 0 2+, una célula de carcinoma pulmonar humano HER2 3+, una célula de carcinoma bronquioalveolar
caucasico humano HER2 2+, una célula de carcinoma faringeo humano, una célula de carcinoma de células
escamosas de lengua humano HER?2 2+, una célula de carcinoma de células escamosas de faringe HER2 2+,
una célula de carcinoma colorrectal humano HER2 1+ o 2+, una célula de carcinoma gastrico humano HER?2
3+, una célula de carcinoma ER+ (receptor de estrégeno positivo), un ER+ humano HER2 2+/3+, una célula de
carcinoma de mama amplificada por HERZ2, una célula de carcinoma de mama triple negativo humano HER2
0+/1+, una célula de carcinoma endometricide humano HER2 2+, una célula de melanoma maligno metastasico
de pulmén HER2 1+, una célula de carcinoma de cuello uterino humano HER2 1+, una célula de carcinoma de
células renales humanas HER2 1+ o una célula de carcinoma de ovario humano HER2 1+.

En realizaciones en las que los constructos de unién a antigeno se conjugan con DM1, la célula tumoral puede
ser una célula de carcinoma pancreédtico humano HER2 1+ o 2+ o 3+, una célula de carcinoma pancreatico
metastasico HER2 2+, una célula de carcinoma pulmonar humano HER2 0+/1+, +3+, una célula de carcinoma
bronquioalveolar caucésico humano HER2 2+, un carcinoma pulmonar anaplasico HER2 0+, una célula de
carcinoma de pulmén de células no pequefias humanas, una célula de carcinoma faringeo humano, una célula
de carcinoma de células escamosas de lengua humano HER2 2+, una célula de carcinoma de células
escamosas de faringe HER2 2+, una célula de carcinoma colorrectal humano HER2 1+ o 2+, una célula de
carcinoma gastrico humano HER2 0+, 1+ o 3+, una célula de carcinoma ER+ (receptor de estrégeno positivo)
ductal de mama humano HER2 1+, un ER+ humano HER2 2+/3+, célula de carcinoma de mama amplificado
HER?2, una célula de carcinoma de mama triple negativo humano HER2 0+/1+, una célula de carcinoma ductal
de mama humano HER2 0+ (basal B, triple negativo similar al mesenquimal), un carcinoma de mama ER+
HERZ2 2+, una célula de carcinoma de mama metastasico humano HER2 0+ (ER-, amplificado HER2, luminal
A, TN), una célula de tumor mesodérmico de Utero humano (grado Il mixto), una célula de carcinoma
endometrioide humano 2+, una célula de carcinoma epidermoide de piel humana HER2 1+, una célula de
melanoma maligno metastasico de pulmén HER2 1+, una célula de melanoma maligno HER2 1+, una célula
de carcinoma epidermoide de cuello uterino humano, una célula de carcinoma de vejiga urinaria humana HER2
1+, una célula de carcinoma de cuello uterino humano HER2 1+, una célula de carcinoma de células renales
humana Her2 1+ o una célula de carcinoma de ovario humano HER2 1+, 2+ o 3+.

En algunas realizaciones, la célula tumoral puede ser una o mas de las siguientes lineas celulares: lineas
celulares tumorales pancreaticas BxPC3, Capan-1, MiaPaca?2; lineas celulares tumorales pulmonares Calu-3,
NCI-H322; lineas celulares tumorales de cabeza y cuello Detroit 562, SCC-25, FaDu; lineas celulares tumorales
colorrectales HT29, SNU-C2B; linea celular tumoral géastrica NCI-N87; lineas celulares tumorales de mama
MCF-7, MDA-MB-175, MDA-MB-361, MDA-MB-231, BT-20, JIMT-1, SkBr3, BT-474; linea celular tumoral
uterina TOV-112D; linea celular tumoral cutdnea Malme-3M; lineas celulares tumorales de cuello uterino Caski,
MS751; linea celular tumoral de vejiga T24, lineas celulares tumorales de ovario CaOV3 y SKOV3.

En algunas realizaciones en las que los constructos de unién a antigeno se conjugan con DM1, la célula tumoral
puede ser una o mas de las siguientes lineas celulares: lineas de células tumorales pancreédticas BxPC3,
Capan-1, MiaPaca2, SW 1990, Panel; lineas de células tumorales pulmonares A549, Calu-3, Calu-6, NCI-
H2126, NCI-H322; lineas de células tumorales de cabeza y cuello Detroit 562, SCC-15, SCC-25, FaDu; lineas
de células tumorales colorrectales Colo201, DLD-1, HCT116, HT29, SNU-C2B; lineas de células tumorales
gastricas SNU-1, SNU-16, NCI-N87; lineas celulares de tumores de mama SkBr3, MCF-7, MDA-MB-175, MDA-
MB-361, MDA-MB-231, ZR-75-1, BT-20, BT549, BT-474, CAMA-1, MDA-MB-453, JIMT-1, T47D; lineas
celulares de tumores uterinos SK-UT-1, TOV-112D; lineas celulares de tumores de piel A431, Malme-3M,
SKEMELZ28; lineas celulares de tumores cervicales Caski, MS751; linea celular de tumores de vejiga T24, linea
celular de tumores renales ACHN; lineas celulares de tumores ovaricos CaOV3, Ovar-3 y SKOV3.

También se describen en este documento métodos para tratar a un sujeto que tiene un tumor que expresa
HER?2 (HER2+), tal como un tumor de pulmén, cabeza y cuello 0 mama HER+2, mediante la administracién de
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un constructo de unién a antigeno divulgado en este documento. En algunos aspectos, el volumen del tumor
en el sujeto después de recibir al menos siete dosis del constructo de unién a antigeno es menor que el volumen
del tumor de un sujeto de control que recibe una cantidad equivalente de trastuzumab. En algunos aspectos,
la supervivencia del sujeto que recibe el constructo de unién a antigeno aumenta en comparacidén con un sujeto
de control que recibe una cantidad equivalente de un anticuerpo de control no especifico 0 en comparacién con
un sujeto de control que no recibe tratamiento.

En algunos aspectos, el tumor es un tumor de pulmén, opcionalmente en donde el tumor es un tumor de pulmén
de células no pequefias no escamosas que es un gen amplificado bajo en HERZ2, sin HER2. En algunos
aspectos, eltumor es HER3+. En algunos aspectos, el tumor tiene un nivel bajo de EGFR. En algunos aspectos,
el tumor es moderadamente sensible al cisplatino en la MTD.

En algunos aspectos, el tumor es un tumor de cabeza y cuello, opcionalmente en donde el tumor es un tumor
de células escamosas de cabeza y cuello que es un gen amplificado bajo en HER2, sin HER2. En algunos
aspectos, el tumor tiene HER3+ bajo. En algunos aspectos, el tumor es EGFR+. En algunos aspectos, el tumor
es altamente sensible al cisplatino en la MTD.

En algunos aspectos, el tumor es un tumor de mama, opcionalmente en donde el tumor es un cancer de mama
ER+/PR- con una clasificacién molecular luminal B.

De acuerdo con la invencién reivindicada, al sujeto humano se le administran al menos 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 dosis; y/o cada dosis se administra al menos cada 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 dias.

En algunos aspectos, la cantidad de al menos una de la pluralidad de dosis es al menos 0.3, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 mg/kg. En algunos aspectos, la cantidad de cada una de
la pluralidad de dosis es al menos 0.3, 0.5, 1,2, 3,4,5,6,7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20
mg/kg.

En algunos aspectos, cada dosis se administra al menos diaria, semanal o mensualmente. En algunos
aspectos, el tratamiento contintia durante al menos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 0 31 dias; al menos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19 0 20 semanas; o almenos 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 meses.

En algunos aspectos, el volumen tumoral medio en el sujeto después de recibir al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 dosis es menor que el volumen tumoral medio de un sujeto de control que recibe
una cantidad equivalente de trastuzumab.

En algunos aspectos, la supervivencia general del sujeto aumenta significativamente en comparacién con un
sujeto de control que recibe una cantidad equivalente de un anticuerpo de control no especifico o en
comparacién con un sujeto de control que no recibe tratamiento. En algunos aspectos, la significancia se mide
mediante una prueba de intervalo logaritmico. En algunos aspectos, el valor p es menor que 0.5, 0.01 0 0.001.

En algunos aspectos, la supervivencia general del sujeto aumenta significativamente mas en comparacién con
un sujeto de control que recibe una cantidad equivalente de trastuzumab. En algunos aspectos, el valor p del
constructo de unién a antigeno es menor que 0.001 y en donde el valor p de trastuzumab es mayor que 0.001.

En algunos aspectos, el valor p de la significancia del aumento en relacidén con el sujeto de control que recibe
una cantidad equivalente de un anticuerpo de control no especifico es menor que el valor p de un aumento en
la supervivencia de un segundo control que recibe una cantidad equivalente de trastuzumab en comparacién
con el sujeto de control que recibe una cantidad equivalente de un anticuerpo de control no especifico. En
algunos aspectos, el valor p del constructo de unién a antigeno es menor que 0.001 y en donde el valor p de
trastuzumab es mayor que 0.001.

En algunos aspectos, la supervivencia general del sujeto después de recibir una combinacién del constructo
de unién a antigeno y un agente adicional aumenta significativamente en comparacién con un sujeto de control
que recibe una cantidad equivalente de trastuzumab solo.

En algunos aspectos, la supervivencia general del sujeto aumenta significativamente en comparacién con un
sujeto de control que recibe una cantidad menor de trastuzumab.

Kits y articulos de fabricacién - No reivindicados

También se describen en este documento (pero no forman parte de la invencién reivindicada) kits que
comprenden uno o mas constructos de unién a antigeno descritos en este documento. Los componentes
individuales del kit se empaquetarian en recipientes separados y, asociado a dichos recipientes, puede haber
un aviso en el formato prescrito por una agencia gubernamental que regule la fabricacion, el uso o la venta de
productos farmacéuticos o bioldgicos, aviso que refleja la aprobacién por parte de la agencia de fabricacion,

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3014 819 T3

uso o venta. El kit puede contener opcionalmente instrucciones o indicaciones que describan el método de uso
o el régimen de administracion para el constructo de unién a antigeno.

Cuando uno o mas componentes del kit se proporcionan como soluciones, por ejemplo, una solucién acuosa o
una solucién acuosa estéril, el medio recipiente puede ser en si mismo un inhalador, una jeringa, una pipeta,
un gotero u otro aparato similar, desde el cual la solucién puede administrarse a un sujeto o aplicarse y
mezclarse con los otros componentes del kit.

Los componentes del kit también pueden proporcionarse en forma seca o liofilizada y el kit puede contener
ademas un disolvente adecuado para la reconstituciéon de los componentes liofilizados. Independientemente
del nimero o tipo de recipientes, los kits descritos en este documento también pueden comprender un
instrumento para ayudar en la administracién de la composicién a un paciente. Dicho instrumento puede ser
un inhalante, un dispositivo de atomizacién nasal, una jeringa, una pipeta, unas pinzas, una cuchara
dosificadora, un gotero o un vehiculo de administracién similar aprobado desde el punto de vista médico.

En otro aspecto descrito en el presente documento, se proporciona un articulo de fabricacién que contiene
materiales Gtiles para el tratamiento, prevencidn y/o diagnéstico de los trastornos descritos anteriormente. El
articulo fabricado comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto sobre el recipiente o asociado con el
mismo. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas, bolsas de solucién
intravenosa, etc. Los recipientes pueden estar formados por una variedad de materiales, tales como vidrio o
plastico. El recipiente contiene una composicidn que, por si sola o combinada con otra composicidn, es eficaz
para tratar, prevenir y/o diagnosticar la afeccién y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el
recipiente puede ser una bolsa de solucidn intravenosa o un vial que tenga un tapén perforable con una aguja
de inyeccién hipodérmica). Al menos un agente activo en la composicién es un constructo de unién a antigeno
activador de células T descrito en este documento. La etiqueta o el prospecto indica que la composicién se
utiliza para tratar la enfermedad de eleccién. Ademas, el articulo fabricado puede comprender (a) un primer
recipiente con una composicién contenida en él, en donde la composicién comprende un constructo de unién
a antigeno descrito en este documento; y (b) un segundo recipiente con una composicién contenida en él, en
donde la composicién comprende un agente citotdxico o terapéutico adicional. El articulo de fabricacidén en esta
realizacién descrita en este documento puede comprender ademas un prospecto que indica que las
composiciones se pueden usar para tratar una afeccién particular. Como alternativa, o adicionalmente, el
articulo fabricado puede comprender ademés un segundo (o tercer) recipiente que comprende un tampén
farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyeccién (BWFI), solucidén salina tamponada
con fosfato, solucién de Ringer y solucién de dextrosa. Puede incluir ademas otros materiales deseables desde
un punto de vista comercial y de usuario, incluidos otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

Polipéptidos y polinucleétidos

Los constructos de unién a antigeno descritos en este documento comprenden al menos un polipéptido.
También se describen polinucleétidos que codifican los polipéptidos descritos en este documento. Los
constructos que se unen al antigeno normalmente estan aislados.

Como se utiliza en este documento, "aislado" significa un agente (por ejemplo, un polipéptido o polinucleétido)
que ha sido identificado y separado y/o recuperado de un componente de su entorno de cultivo celular natural.
Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que podrian interferir con los usos
diagndésticos o terapéuticos del constructo de unidn a antigeno y pueden incluir enzimas, hormonas y otros
solutos proteicos 0 no proteicos. Aislado también se refiere a un agente que ha sido producido sintéticamente,
por ejemplo, mediante intervencién humana.

Los términos "polipéptido", "péptido" y "proteina" se utilizan indistintamente en este documento para referirse a
un polimero de residuos de aminoé&cidos. Es decir, una descripcién dirigida a un polipéptido se aplica igualmente
a una descripcién de un péptido y a una descripcién de una proteina, y viceversa. Los términos se aplican a
polimeros de aminoéacidos de origen natural, asi como a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas
residuos de aminoécidos son aminoacidos codificados de forma no natural. Tal como se utilizan en este
documento, los términos abarcan cadenas de aminoacidos de cualquier longitud, incluidas proteinas de longitud
completa, en donde los residuos de aminoacidos estan unidos por enlaces peptidicos covalentes.

El término "aminoacido" se refiere a aminoéacidos naturales y no naturales, asi como a anélogos de aminoacidos
y miméticos de aminoacidos que funcionan de manera similar a los aminoacidos naturales. Los aminoacidos
codificados naturalmente son los 20 aminoacidos comunes (alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
cisteina, glutamina, &cido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptéfano, tirosina y valina) y pirrolisina y selenocisteina. Los anélogos de aminoéacidos se
refieren a compuestos que tienen la misma estructura quimica bésica que un aminoacido natural, es decir, un
carbono unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, tal como homoserina,
norleucina, sulféxido de metionina, metilsulfonio de metionina. Estos analogos tienen grupos R modificados
(como la norleucina) o cadenas principales de péptidos modificados, pero conservan la misma estructura
quimica basica que un aminoacido natural. La referencia a un aminoacido incluye, por ejemplo, L-aminoacidos
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proteogénicos de origen natural, D-aminoéacidos, amino&cidos modificados quimicamente tales como variantes
y derivados de aminoacidos; aminoéacidos no proteogénicos de origen natural tales como B-alanina, ornitina,
etc.; y compuestos sintetizados quimicamente que tienen propiedades conocidas en la técnica como
caracteristicas de los aminoacidos. Los ejemplos de aminoacidos que no se producen de forma natural
incluyen, entre otros, a-metil aminoécidos (por ejemplo, a-metil-alanina), D-aminoacidos, aminoacidos similares
a la histidina (por ejemplo, 2-amino-histidina, B-hidroxi-histidina, homohistidina), aminoacidos que tienen un
metileno adicional en la cadena lateral (aminoacidos "homo") y aminoécidos en los que un grupo funcional de
acido carboxilico en la cadena lateral se reemplaza por un grupo de acido sulfénico (por ejemplo, &cido cisteico).
La incorporacién de aminoacidos no naturales, incluidos aminoacidos sintéticos no nativos, aminoacidos
sustituidos o uno o mas D-aminoacidos en las proteinas de la presente invencién puede ser ventajosa de varias
maneras diferentes. Los péptidos que contienen D-aminodacidos, etc., exhiben una mayor estabilidad /in vitro o
in vivo en comparacién con sus contrapartes que contienen L-aminoacidos. Por lo tanto, la construccién de
péptidos, etc., que incorporen D-aminoacidos puede ser particularmente Gtil cuando se desea o requiere una
mayor estabilidad intracelular. Mas especificamente, los péptidos D, etc., son resistentes a las peptidasas y
proteasas endégenas, lo que proporciona una biodisponibilidad mejorada de la molécula y vidas Uutiles
prolongadas in vivo cuando tales propiedades son deseables. Ademas, los péptidos D, etc., no pueden
procesarse de manera eficiente para la presentacidn restringida por el complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il a las células T colaboradoras y, por lo tanto, es menos probable que induzcan respuestas inmunes
humorales en todo el organismo.

Los aminoacidos pueden denominarse en el presente documento por sus simbolos de tres letras cominmente
conocidos o por los simbolos de una letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura Bioquimica IUPAC-
IUB. Los nucleétidos también pueden denominarse por sus c6digos de una sola letra cominmente aceptados.

También se incluyen en la invencién polinucledtidos que codifican polipéptidos de los constructos de unién a
antigeno. El término "polinucleétido" o "secuencia de nucleétidos" pretende indicar un tramo consecutivo de
dos 0 mas moléculas de nucleétidos. La secuencia de nucleétidos puede ser de origen gendmico, ADNc, ARN,
semisintético o sintético, o cualquier combinacién de ellos.

El término "acido nucleico" se refiere a desoxirribonucleétidos, desoxirribonucledsidos, ribonucleésidos o
ribonucleétidos y polimeros de los mismos en forma monocatenaria o bicatenaria. A menos que se limite
especificamente, el término abarca los &cidos nucleicos que contienen anélogos conocidos de nucleétidos
naturales que tienen propiedades de unién similares al acido nucleico de referencia y se metabolizan de una
manera similar a los nucleétidos naturales. A menos que se limite especificamente lo contrario, el término
también se refiere a anéalogos de oligonucleétidos, incluido PNA (acido peptidonucleico), analogos de ADN
utilizados en tecnologia antisentido (fosforotioatos, fosforamidatos y similares). A menos que se indique lo
contrario, una secuencia de acido nucleico particular también abarca implicitamente variantes modificadas de
forma conservadora de la misma (incluidas, entre otras, sustituciones de codones degenerados) y secuencias
complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente. Especificamente, las sustituciones de
codones degenerados se pueden lograr generando secuencias en las que la tercera posicién de uno o mas
codones seleccionados (o todos) se sustituye con residuos de bases mixtas y/o desoxiinosina (Batzer et al,,
Nucleic Acid Res. 19: 5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260: 2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol.
Cell. Probes 8: 91-98 (1994)).

"Variantes modificadas de forma conservadora" se aplica tanto a secuencias de aminoacidos como de acidos
nucleicos. Con respecto a secuencias de &cidos nucleicos particulares, "variantes modificadas de forma
conservadora” se refiere a aquellos &acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o
esencialmente idénticas, o cuando el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracidn del cédigo genético, una gran cantidad de &cidos nucleicos
funcionalmente idénticos codifican cualquier proteina determinada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG
y GCU codifican el aminoacido alanina. Por lo tanto, en cada posicién donde una alanina esta especificada por
un codén, el coddn puede alterarse a cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el
polipéptido codificado. Estas variaciones de acido nucleico son "variaciones silenciosas", que son un tipo de
variaciones modificadas de forma conservadora. Cada secuencia de acido nucleico presentada en el presente
documento que codifica un polipéptido también describe cada posible variacion silenciosa del acido nucleico.
Un experto en la materia reconocera que cada codén de un acido nucleico (excepto AUG, que normalmente es
el Unico codén para la metionina, y TGG, que normalmente es el Unico codén para el triptéfano) puede
modificarse para producir una molécula funcionalmente idéntica. En consecuencia, cada variacién silenciosa
de un acido nucleico que codifica un polipéptido esta implicita en cada secuencia descrita.

En cuanto a las secuencias de aminoécidos, un experto en la materia reconocera que las sustituciones,
eliminaciones o adiciones individuales a una secuencia de 4cido nucleico, péptido, polipéptido o proteina que
altera, agrega o elimina un solo aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos en la secuencia
codificada es una "variante modificada de manera conservadora" donde la alteracion da como resultado la
eliminacién de un aminoécido, la adicién de un aminoacido o la sustitucién de un aminoacido con un aminoacido
quimicamente similar. Los expertos en la materia conocen tablas de sustituciones conservadoras que
proporcionan aminoécidos funcionalmente similares. Estas variantes modificadas de forma conservadora se
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suman a, y no excluyen, las variantes polimérficas, los homélogos entre especies y los alelos descritos en este
documento.

Los expertos en la materia conocen tablas de sustitucion conservadora que proporcionan aminoéacidos
funcionalmente similares. Los siguientes ocho grupos contienen cada uno aminoacidos que son sustituciones
conservadoras entre sf: 1) Alanina (A), Glicina (G); 2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E); 3) Asparagina
(N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (K); 5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); 6)
Fenilalanina (F), Tirosina (), Triptéfano (W); 7) Serina (S), Treonina (T); y 8) Cisteina (C), Metionina (M) (véase,
por ejemplo, Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties (W H Freeman & Co.; 2nd edition
(December 1993).

Los términos "idéntico" o "identidad" porcentual, en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o secuencias
polipeptidicas, se refieren a dos 0 més secuencias o subsecuencias que son iguales. Las secuencias son
"sustancialmente idénticas" sitienen un porcentaje de residuos de aminoéacidos o nucleétidos que son iguales
(es decir, aproximadamente 60 % de identidad, aproximadamente 65 %, aproximadamente 70 %,
aproximadamente 75 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 % o
aproximadamente 95 % de identidad en una regién especifica), cuando se comparan y alinean para lograr la
méaxima correspondencia en una ventana de comparacion o regién designada, medida utilizando uno de los
siguientes algoritmos de comparacién de secuencias (u otros algoritmos disponibles para personas con
conocimientos ordinarios en la materia) o mediante alineacién manual e inspeccién visual. Esta definicién
también se refiere al complemento de una secuencia de prueba. La identidad puede existir en una regién que
tenga al menos aproximadamente 50 aminoacidos o nucleétidos de longitud, o en una regién que tenga 75-100
aminoécidos o nucleétidos de longitud, o, cuando no se especifica, en toda la secuencia de un polinucledtido o
polipéptido. Un polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente invencién, incluyendo homdélogos de
especies distintas de la humana, se puede obtener mediante un proceso que comprende las etapas de
examinar una biblioteca en condiciones de hibridacién estrictas con una sonda marcada que tiene una
secuencia de polinucleétidos descrita en este documento o un fragmento de la misma, y aislar ADNc de longitud
completa y clones genémicos que contienen dicha secuencia de polinucleétidos. Estas técnicas de hibridacién
son bien conocidas por los expertos en la materia.

Para la comparacién de secuencias, hormalmente una secuencia actia como secuencia de referencia, con la
que se comparan las secuencias de prueba. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacion de secuencias, las
secuencias de prueba y de referencia se ingresan en un ordenador, se designan las coordenadas de la
subsecuencia, si es necesario, y se designan los parametros del programa del algoritmo de secuencia. Se
pueden utilizar pardmetros de programa predeterminados o se pueden desighar pardametros alternativos.
Luego, el algoritmo de comparacién de secuencias calcula el porcentaje de identidades de secuencia para las
secuencias de prueba en relacidén con la secuencia de referencia, de acuerdo con los parametros del programa.

Una "ventana de comparacién", como se utiliza en este documento, incluye una referencia a un segmento de
cualquiera de las posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste en 20 a 600, habitualmente
aproximadamente 50 a aproximadamente 200, méas habitualmente aproximadamente 100 a aproximadamente
150 en las que una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia de la misma cantidad de
posiciones contiguas después de que las dos secuencias estén alineadas de manera 6ptima. Los expertos en
la materia conocen métodos de alineacién de secuencias para comparacién. La alineacién éptima de
secuencias para comparacidn se puede realizar, entre otras cosas, mediante el algoritmo de homologia local
de Smith and Waterman (1970) Adv. Appl. Math. 2: 482¢, mediante el algoritmo de alineamiento por homologia
de Needleman and Wunsch (1970) J. Mol. Biology. 48: 443, mediante el método de busqueda de similitud de
Pearson and Lipman (1988) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85: 2444, mediante implementaciones computarizadas
de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software genético de Wisconsin,
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), 0 mediante alineacién manual e inspeccién visual
(ver, por ejemplo, Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (suplemento de 1995)).

Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y
similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al. (1997) Nuc.
Acids Res. 25: 3389-3402, y Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410, respectivamente. El software para
realizar anélisis BLAST estd disponible pulblicamente a través del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica, disponible en la World Wide Web en ncbi.nlm.nih.gov. Los parametros W, T y X del algoritmo
BLAST determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacién. El programa BLASTN (para secuencias de
nucleétidos) utiliza como valores predeterminados una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de
10, M=5, N=-4 y una comparacién de ambas cadenas. Para las secuencias de aminoécidos, el programa
BLASTP utiliza como valores predeterminados una longitud de palabra de 3, una expectativa (E) de 10 y las
alineaciones de matriz de puntuacién BLOSUM®G2 (ver Henikoff and Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89: 10915) (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparaciéon de ambas cadenas. El algoritmo
BLAST normalmente se ejecuta con el filtro de "baja complejidad" desactivado.

El algoritmo BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por
ejemplo, Karlin and Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787). Una medida de similitud
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proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma més pequefia (P(N)), que proporciona una
indicacién de la probabilidad con la que se produciria por casualidad una coincidencia entre dos secuencias de
nucleétidos 0 aminoacidos. Por ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia
si la probabilidad de suma mas pequefia en una comparacién del acido nucleico de prueba con el 4cido nucleico
de referencia es menor que aproximadamente 0.2, o menor que aproximadamente 0.01, o menor que
aproximadamente 0.001.

La frase "se hibrida selectivamente (o especificamente) con" se refiere a la unién, duplicacién o hibridacién de
una molécula solo con una secuencia de nucledtidos particular en condiciones de hibridacion estrictas cuando
esa secuencia esté presente en una mezcla compleja (que incluye, entre otros, ADN o ARN celular total o de
biblioteca).

La frase "condiciones de hibridacién estrictas" se refiere a la hibridacion de secuencias de ADN, ARN u otros
acidos nucleicos, o combinaciones de los mismos, en condiciones de baja fuerza iénica y alta temperatura
como se conoce en la técnica. Normalmente, en condiciones estrictas, una sonda se hibridara con su
subsecuencia objetivo en una mezcla compleja de acido nucleico (que incluye, entre otros, ADN o ARN celular
total o de biblioteca), pero no se hibridaré con otras secuencias en la mezcla compleja. Las condiciones estrictas
dependen de la secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancias. Las secuencias mas largas se
hibridan especificamente a temperaturas més altas. Una guia extensa sobre la hibridacién de acidos nucleicos
se encuentra en Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with
Nucleic Probes, "Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays" (1993).

Tal como se utilizan en el presente documento, se considera que los términos "modificacién, modificado, que
modifica" incluyen cualquier manipulacion de la estructura principal del péptido o las modificaciones
postraduccionales de un polipéptido natural o recombinante o de un fragmento del mismo. La modificacién
incluye modificaciones de la secuencia de aminoécidos, del patrén de glicosilacién o del grupo de cadenas
laterales de aminoacidos individuales, asi como combinaciones de estos enfoques. Las proteinas modificadas
se expresan y producen mediante técnicas estandar de biologia molecular.

Por "molécula de 4cido nucleico o polinucleétido aislado" se entiende una molécula de acido nucleico, ADN o
ARN, que ha sido extraida de su entorno nativo. Por ejemplo, un polinucledtido recombinante que codifica un
polipéptido contenido en un vector se considera aislado. Otros ejemplos de un polinucleétido aislado incluyen
polinucleétidos recombinantes mantenidos en células huésped heterélogas o polinucleétidos purificados
(parcial o sustancialmente) en solucién. Un polinucleétido aislado incluye una molécula de polinucleétido
contenida en células que normalmente contienen la molécula de polinucleétido, pero la molécula de
polinucleétido esta presente extracromosémicamente o en una ubicacién cromosémica que es diferente de su
ubicacién cromosémica natural. Las moléculas de ARN aisladas incluyen transcripciones de ARN in vivo o in
vitro, asi como formas de cadena positiva y negativa y formas de doble cadena. Los polinucleétidos o acidos
nucleicos aislados descritos en este documento incluyen ademas dichas moléculas producidas sintéticamente,
por ejemplo, mediante PCR o sintesis quimica. Ademés, un polinucleétido o un acido nucleico, en ciertas
realizaciones, incluye un elemento regulador tal como un promotor, un sitio de unién de ribosoma o un
terminador de transcripcion.

El término "reaccién en cadena de la polimerasa" o "PCR" generalmente se refiere a un método para la
amplificacién de una secuencia de nucleétidos deseada in vitro, como se describe, por ejemplo, en la patente
de los Estados Unidos No. 4,683,195. En general, el método PCR implica ciclos repetidos de sintesis de
extensién de cebadores, utilizando cebadores oligonucleotidicos capaces de hibridar preferentemente con un
acido nucleico plantilla.

Por un acido nucleico o polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos al menos, por ejemplo, 95 %
"idéntica" a una secuencia de nucleétidos de referencia de la presente invencién, se pretende que la secuencia
de nucleétidos del polinucledtido sea idéntica a la secuencia de referencia excepto que la secuencia de
polinucleétido puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de
nucleétidos de referencia. En otras palabras, para obtener un polinucleétido que tenga una secuencia de
nucleétidos al menos 95 % idéntica a una secuencia de nucleétidos de referencia, hasta el 5 % de los
nucleétidos en la secuencia de referencia se pueden eliminar o sustituir con otro nucleétido, o un nimero de
nucleétidos de hasta el 5 % del total de nucleétidos en la secuencia de referencia se puede insertar en la
secuencia de referencia. Estas alteraciones de la secuencia de referencia pueden ocurrir en las posiciones
terminales 5' o0 3' de la secuencia de nucleétidos de referencia o en cualquier lugar entre esas posiciones
terminales, intercaladas individualmente entre residuos en la secuencia de referencia 0 en uno o mas grupos
contiguos dentro de la secuencia de referencia. En la préactica, si una secuencia de polinucleétidos particular
es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a una secuencia de nucleétidos de la
presente invencién se puede determinar convencionalmente utilizando programas informaticos conocidos, tales
como los analizados anteriormente para polipéptidos (por ejemplo, ALIGN-2).

Se dice que un derivado o una variante de un polipéptido comparte "homologia" o es "homéblogo" con el péptido
si las secuencias de aminoacidos del derivado o la variante tienen al menos un 50 % de identidad con una
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secuencia de 100 aminoécidos del péptido original. En ciertas realizaciones, el derivado o variante es al menos
75 % igual al del péptido 0 a un fragmento del péptido que tiene el mismo nimero de residuos de aminoacidos
que el derivado. En ciertas realizaciones, el derivado o variante es al menos 85 % igual al del péptido 0 a un
fragmento del péptido que tiene el mismo numero de residuos de aminoacidos que el derivado. En ciertas
realizaciones, la secuencia de aminoacidos del derivado es al menos 90 % igual que el péptido o un fragmento
del péptido que tiene el mismo nimero de residuos de aminoacidos que el derivado. En algunas realizaciones,
la secuencia de aminoécidos del derivado es al menos 95 % igual que el péptido o un fragmento del péptido
que tiene el mismo numero de residuos de aminoacidos que el derivado. En ciertas realizaciones, el derivado
o variante es al menos 99 % igual al del péptido o a un fragmento del péptido que tiene el mismo nimero de
residuos de aminoécidos que el derivado.

El término "modificado”, como se utiliza en este documento, se refiere a cualquier cambio realizado en un
polipéptido determinado, como cambios en la longitud del polipéptido, la secuencia de aminoéacidos, la
estructura quimica, la modificacién cotraduccional o la modificacién postraduccional de un polipéptido. El
término de forma "(modificado)" significa que los polipéptidos en discusiéon estan opcionalmente modificados,
es decir, los polipéptidos en discusién pueden estar modificados 0 no modificados.

Las publicaciones analizadas en el presente documento se proporcionan Unicamente para su divulgacion antes
de la fecha de presentacidn de la presente solicitud. Nada de lo expuesto en este documento debe interpretarse
como una admisién de que los inventores no tienen derecho a anticipar dicha divulgacién en virtud de una
invencién previa o por cualquier otra razén.

Ejemplos

A continuacién, se presentan ejemplos de realizaciones especificas para llevar a cabo la presente invencion.
Los ejemplos se ofrecen con fines ilustrativos. Se han realizado esfuerzos para garantizar la precisién con
respecto a los nimeros utilizados (por ejemplo, cantidades, temperaturas, etc.), pero, por supuesto, se deben
permitir algunos errores y desviaciones experimentales.

La practica de la presente invencién empleard, a menos que se indique lo contrario, métodos convencionales
de quimica de proteinas, bioquimica, técnicas de ADN recombinante y farmacologia, dentro de la habilidad de
la técnica. Estas técnicas se explican detalladamente en la literatura. Véase, por ejemplo, T.E. Creighton,
Proteins: Structures and Molecular Properties (W.H. Freeman and Company, 1993); A.L. Lehninger,
Biochemistry (Worth Publishers, Inc., edicién actual); Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(2nd Edition, 1989)); Methods In Enzymology (S. Colowick and N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.);
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Edition (Easton, Pennsylvania: Mack Publishing Company, 1990);
Carey and Sundberg Advanced Organic Chemistry 3rd Ed. (Plenum Press) Vols A and B(1992).

El constructo de unién a antigeno proporcionado para su uso de acuerdo con la invencién se denomina en los
Ejemplos siguientes como el constructo "v10000". Las referencias a otros constructos en los Ejemplos son para
referencia e ilustracién y no forman parte de la invencién reivindicada.

Ejemplo 1: Preparacion de anticuerpos biespecificos anti-HER2 ejemplares y controles

Se prepararon varios anticuerpos biparatopicos anti-HER2 ejemplares (o constructos de unién a antigeno) y
controles como se describe a continuacién. Los anticuerpos y controles se han preparado en diferentes
formatos y en la Figura 1 se muestran formatos biparatépicos ejemplares. En todos los formatos que se
muestran en la Figura 1, el Fc heterodimérico se muestra con una cadena (Cadena A) mostrada en negro y la
otra (Cadena B) mostrada en gris, mientras que un dominio de unién a antigeno (1) se muestra en relleno
rayado, mientras que el otro dominio de unién a antigeno (2) se muestra en blanco.

La Figura 1A muestra la estructura de un anticuerpo biparatépico en formato Fab-Fab. Las Figuras 1B a 1E
muestran la estructura de posibles versiones de un anticuerpo biparatépico en formato scFv-Fab. En la Figura
1B, el dominio de unién a antigeno 1 es un scFv, fusionado a la Cadena A, mientras que el dominio de unién a
antigeno 2 es un Fab, fusionado a la Cadena B. En la Figura 1C, el dominio de unién a antigeno 1 es un Fab,
fusionado a la Cadena A, mientras que el dominio de unién a antigeno 2 es un scFy, fusionado a la Cadena B.
En la Figura 1D, el dominio de unidén a antigeno 2 es un Fab, fusionado a la Cadena A, mientras que el dominio
de unidn a antigeno 1 es un scFv, fusionado a la Cadena B. En la Figura 1E, el dominio de unién a antigeno 2
es un scFy, fusionado a la Cadena A, mientras que el dominio de unién a antigeno 1 es un Fab, fusionado a la
Cadena B. En la Figura 1F, ambos dominios de unién a antigeno son scFv.

Las secuencias de las siguientes variantes se proporcionan en la Tabla de secuencias que se encuentra
después de los Ejemplos. Las regiones CDR se identificaron utilizando una combinacién de los métodos de
Kabat y Chothia. Las regiones pueden variar ligeramente de acuerdo con el método utilizado para la
identificacion.

Anticuerpos biparatopicos anti-HER2 ejemplares
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Se prepararon anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares

Variante Cadena A Cadena B
5019 Dominio que contiene el ECD2 ECD4
epitopo
Formato Fab scFv
Nombre del anticuerpo Pertuzumab Trastuzumab
Sustituciones de secuencia T350V_L351Y_F405A_Y407V | T366I_N390R_K392M_T394W
de CH3
5020 Dominio que contiene el ECD4 ECD2
epitopo
Formato scFv Fab
Nombre del anticuerpo Trastuzumab Pertuzumab
Sustituciones de secuencia L351Y_S400E_F405A Y407V | T350V_T366L_K392L_T394W
de CH3
7091 Dominio que contiene el ECD2 ECD4
epitopo
Formato Fab scFv
Nombre del anticuerpo Pertuzumab Trastuzumab
Sustituciones de secuencia T350V_L351Y_F405A_Y407V | T350V_T366L_K392L_T394W
de CH3
10000 dominio que contiene el ECD2 ECD4
epitopo
Formato Fab scFv
Nombre del anticuerpo Pertuzumab - con Y96A enla | Trastuzumab
regién de VL y
T30A/A49G/L69F en la regidon
de VH
Sustituciones de secuencia T350V_L351Y_F405A_Y407V | T350V_T366L_K392L_T394W
de CH3
6902 Dominio que contiene el ECD2 ECD4
epitopo
Formato Fab Fab
Nombre del anticuerpo Trastuzumab Pertuzumab
Sustituciones de Fab HC: L143E_K145T HC: D146G_Q179K
LC: Q124R LC: Q124E_Q160E_T180E
Sustituciones de secuencia T350V_L351Y_F405A_Y407V | T350V_T366L_K392L_T394W
de CH3
6903 Dominio que contiene el ECD2 ECD4
epitopo
Formato Fab Fab
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Sustituciones de Fab HC: L143E_K145T HC: D146G Q179K
LC: Q124R_QMM60K_T178R LC: Q124E_Q160E_T180E

Nombre del anticuerpo Trastuzumab Pertuzumab

Sustituciones de secuencia T350V_L351Y_F405A_ Y407V | T350V_T366L_K392L_T394W

de CH3

6717 Dominio que contiene el ECD4 ECD2
epitopo
Formato scFv scFv
Nombre del anticuerpo Pertuzumab Trastuzumab

Sustituciones de secuencia T350V_L351Y_F405A_ Y407V | T366I_N390R_K392M_T394W
de CH3

Notas:

* Numeracién de CH3 de acuerdo con el indice de la UE como en Kabat en referencia a la numeracién del
anticuerpo de la UE (Edelman et al., 1969, Proc Natl Acad Sci USA 63: 78-85);

* Numeracién de dominio Fab o variable de acuerdo con Kabat (Kabat and Wu, 1991; Kabat et al,
Sequences of proteins of immunological interest. 5th Edition - Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los Estados Unidos, publicacién del NIH n.° 91-3242, pag. 647 (1991))

* "dominio que contiene el epitopo" = dominio de HER2 al que se une la fraccién de unién a antigeno;

* "Nombre del anticuerpo" = anticuerpo del cual se deriva la fraccién de unién a antigeno, incluye
sustituciones en comparacién con el tipo silvestre cuando esta presente;

* "Sustituciones de Fab" = sustituciones en Fab que promueven el emparejamiento correcto de la cadena
ligera;

* "Sustituciones de secuencia de CH3" = sustituciones en el dominio de CH3 que promueven la formacién
de Fc heterodimérico

Anticuerpos de control monovalentes anti-HER2 ejemplares

v1040: un anticuerpo anti-HER2 monovalente, donde el dominio de unién de HER2 es un Fab derivado de
trastuzumab en la cadena A, y la regibn de Fc es un heterodimero que tiene las mutaciones
T350V_L351Y_F405A_Y407V en la cadena A, T350V_T366L_K392L_T394W en la cadena B, y la regién
bisagra de la cadena B que tiene la mutacién C226S; el dominio de unién a antigeno se une al dominio 4 de
HER2.

v630 - un anticuerpo anti-HER2 monovalente, donde el dominio de unién de HER2 es un scFv derivado de
trastuzumab en la Cadena A, y la regiébn de Fc es un heterodimero que tiene las mutaciones
L351Y_S400E_F405A_Y407V en la Cadena A, T3661_N390R_K392M_T394W en la Cadena B; y la regién
bisagra tiene la mutacién C226S (numeracién de la UE) en ambas cadenas; el dominio de unién a antigeno se
une al dominio 4 de HER2.

v4182: un anticuerpo anti-HER2 monovalente, donde el dominio de unién de HER2 es un Fab derivado de
pertuzumab en la cadena A, y la regibn de Fc es un heterodimero que tiene las mutaciones
T350V_L351Y_F405A_Y407V en la cadena A, T350V_T366L_K392L_T394W en la cadena B, y la regién
bisagra de la cadena B que tiene la mutacién C226S; el dominio de unién a antigeno se une al dominio 2 de
HER2.

Controles ejemplares de anticuerpos bivalentes monoespecificos anti-HER2 (anticuerpos de tamafio completo,
FSA)

v506 es un anti HER2 de tipo silvestre producido internamente en células de ovario de hdmster chino (CHO),
como control. Ambos dominios de unién de HER2 se derivan de trastuzumab en el formato Fab y el Fc es un
homodimero de tipo silvestre; el dominio de unién a antigeno se une al dominio 4 de HER2. Este anticuerpo
también se conoce como anélogo de trastuzumab.
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v792, es trastuzumab de tipo silvestre con una bisagra de IgG1, donde ambos dominios de unién de HER2 se
derivan de trastuzumab en el formato Fab, y la regién de Fc es un heterodimero que tiene las mutaciones
T350V_L351Y_F405A_Y407V en la Cadena A, y T350V_T366L_K392L_T394W en la Cadena B; el dominio de
unién a antigeno se une al dominio 4 de HER2. Este anticuerpo también se conoce como analogo de
trastuzumab.

v4184, un anticuerpo anti-HER2 bivalente, donde ambos dominios de unién a HER2 se derivan de pertuzumab
en el formato Fab, y la regién de Fc es un heterodimero que tiene las mutaciones T350V _L351Y _F405A
_Y407V en la Cadena A, y T350V_T366L_K392L_T394W en la Cadena B. El dominio de unién a antigeno se
une al dominio 2 de HER2. Este anticuerpo también se conoce como anélogo de pertuzumab.

hlgG, es un control de anticuerpo policlonal no especifico comercial (Jackson ImmunoResearch, # 009-000-
003).

Estos anticuerpos y controles (distintos de la IgG humana) se clonaron y expresaron de la siguiente manera.
Los genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo se construyeron mediante sintesis
genética utilizando codones optimizados para la expresion humana/mamifera. La secuencia Fab de
Trastuzumab se generé a partir de un anticuerpo conocido que se une al dominio 4 de HER2/neu (Carter P. et
al. (1992) Humanization of an anti p185 HER2 antibody for human cancer therapy. Proc Natl Acad Sci 89, 4285).
Y el Fc era un isotipo 1gG1. La secuencia de scFv se generé a partir de los dominios de VH y VL de Trastuzumab
utilizando un enlazador de glicina-serina (Carter P. et al. (1992) Humanization of an anti p185 her2 antibody for
human cancer therapy. Proc Natl Acad Sci 89, 4285). La secuencia Fab de Pertuzumab se generé a partir de
un anticuerpo conocido que se une al dominio 2 de HER2/neu (Adams CW et al. (2006) Humanization of a
recombinant monoclonal antibody to produce a therapeutic her dimerization inhibitor, Pertuzumab. Cancer
Immunol Immunother. 2006; 55(6): 717-27).

Los productos génicos finales se subclonaron en el vector de expresion de mamiferos PTTS (NRC-BRI,
Canada) y se expresaron en células CHO (Durocher, Y., Perret, S. y Kamen, A. High-level and high-throughput
recombinant protein production by transient transfection of suspension-growing CHO cells. Nucleic acids
research 30, e9 (2002)).

Las células CHO se transfectaron en fase de crecimiento exponencial (1.5 a 2 millones de células/mL) con
polietilenimina acuosa de 25 kDa (PEI, Polysciences) de 1 mg/mL en una relacién PEI:ADN de 2.5:1. (Raymond
C. et al. A simplified polyethylenimine-mediated transfection process for large-scale and high-throughput
applications. Methods. 55(1): 44-51 (2011)). Para determinar el intervalo de concentracién 6ptimo para la
formacién de heterodimeros, el ADN se transfectd en proporciones 6ptimas de ADN de la cadena pesada a
(HC-A), cadena ligera (LC) y cadena pesada B (HC-B) que permiten la formacién de heterodimeros (por
ejemplo, proporciones HC-A/HC-B/LC = 30:30:40 (v5019). Las células transfectadas se recolectaron después
de 5-6 dias con el medio de cultivo recolectado después de la centrifugacién a 4000 rpm y se clarificd utilizando
un filtro de 0.45 um.

El medio de cultivo clarificado se cargd en una columna de proteina A MabSelect SuRe (GE Healthcare) y se
lavé con 10 volimenes de columna de tampdn PBS a pH 7.2. El anticuerpo se eluyd con 10 volimenes de
columna de tampén de citrato a pH 3.6 con las fracciones agrupadas que contenian el anticuerpo neutralizado
con TRIS a pH 11.

El eluato del anticuerpo de proteina A se purificé aln mas mediante filtracién en gel (SEC). Para la filtracién en
gel, se concentraron 3.5 mg de la mezcla de anticuerpos hasta 1.5 mL y se cargaron en una columna Sephadex
200 HiLoad 16/600 200 pg (GE Healthcare) a través de un FPLC AKTA Express a un caudal de 1 mL/min. Se
utilizé un tampén de PBS a pH 7.4 a un caudal de 1 mL/min. Se recogieron fracciones correspondientes al
anticuerpo purificado y se concentraron hasta ~1 mg/mL.

Se clonaron, expresaron y purificaron anticuerpos anti-HER2 biparatdépicos ECD2 x ECD4 ejemplares con
diferentes formatos moleculares (por ejemplo, v6717, 1gG1 scFv-scFyv; IgG1 Fab-Fab v6903 y v6902 ; 1gG1
Fab-scFv v5019, v7091 y v10000) como se describié anteriormente.

Para cuantificar la pureza del anticuerpo y determinar la cantidad de proteina heterodimérica objetivo y posible
homodimero y/o medio anticuerpo y/o contaminante de cadena ligera mal apareada, se realizé un anélisis de
masa intacta LC-MS. El analisis de masa intacta LC-MS se realizé como se describe en el Ejemplo 2,
excluyendo los célculos de analisis DAR utilizados para las moléculas de ADC.

Los datos se muestran en la Tabla 2. La Tabla 2 muestra que la expresion y purificacién de estos anticuerpos
biparatépicos dieron como resultado el 100 % del producto deseado para v6717, el 91 % del producto
heterodimérico deseado para v6903 y el 62 % del producto deseado para v6902. Los nimeros entre paréntesis
indican las cantidades del pico principal mas un pico lateral de +81 Da. Este pico lateral generalmente se
detecta con variantes que contienen etiquetas HA C-terminales (como v6903 y v6902). La suma de los picos
principales y laterales produce purezas de heterodimero de aproximadamente el 98 % y el 67 % para v6903 y
v6903. Basandose en la alta pureza del heterodimero, se identificé v6903 como la variante biparatépica Fab-
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Fab anti-HER?2 representativa para la comparacién directa con los formatos scFv-scFv y Fab-scFv. v6903 se
incluyé en todos los ensayos de comparacién de formatos.

Tabla 2: Expresion y purificacién de anticuerpos.

Variante | Especie de heterodimero deseada (+pico lateral)

6717 100.0

6903 90.9 (97.7)

6902 62.4 (67.4)

Ejemplo 2: Preparacién de conjugados de farmaco anticuerpo (ADC) biparatépico anti-HER2 ejemplares

Se prepararon los siguientes conjugados de farmacos de anticuerpos anti-HER2 biparatépicos (ADC
biparatépicos anti-HER2). Se prepararon ADC de las variantes 5019, 7091, 10000 y 506. Estos ADC se
identifican de la siguiente manera:

v6363 (v5019 conjugado con DM1)

v7148 (v7091 conjugado con DM1)

v10553 (v10000 conjugado con DM1)

v6246 (v506 conjugado con DM1, anélogo a T-DM1, trastuzumab-emtansina)
v6249 (IgG humana conjugada con DM1)

Los ADC se prepararon mediante acoplamiento directo a maitansina. Los anticuerpos purificados por proteina
Ay SEC, como se describe en el Ejemplo 1 (>95 % de pureza), se utilizaron en la preparacidén de las moléculas
de ADC. Los ADC se conjugaron siguiendo el método descrito en Kovtun YV, Audette CA, Ye Y, et al. Antibody-
drug conjugates designed to eradicate tumors with homogeneous and heterogeneous expression of the target
antigen. Cancer Res 2006; 66: 3214-21. Los ADC tenian una relacién molar promedio de 3.0 moléculas de
maitansinoide por anticuerpo, de acuerdo con lo determinado por LC/MS y descrito a continuacién.

Los detalles de los reactivos utilizados en la reaccién de conjugacién de ADC son los siguientes: Tampén de
conjugacién 1: 50 mM de fosfato de potasio/50 mM de cloruro de sodio, pH 6.5, 2 mM de EDTA. Tampén de
conjugacién 2: 50 mM de succinato de sodio, pH 5.0. Tampé6n de formulacién de ADC: 20 mM de succinato de
sodio, 6 % (p/v) de trehalosa, 0.02 % de polisorbato 20, pH 5.0. Dimetilacetamida (DMA); 10 mM de SMCC en
DMA (preparado antes de la conjugacién), 10 mM de DM1-SH en DMA (preparado antes de la conjugacion), 1
mM de DTNB en PBS, 1 mM de cisteina en tampdn, 20 mM de succinato de sodio, pH 5.0. Espectrofotometro
UV-VIS (Nano drop 100 de Fisher Scientific), columnas PD-10 (GE Healthcare).

Los ADC se prepararon de la siguiente manera. La solucién de anticuerpo de partida se cargd en la columna
PD-10, previamente equilibrada con 25 mL de tampén de conjugacién 1, seguido de 0.5 mL de tampén de
conjugacién 1. Se recogié el eluato de anticuerpos y se midid la concentraciéon a Asgo Yy la concentracién se
ajusté a 20 mg/mL. Se preparé la solucidén 10 mM de SMCC-DM1 en DMA. Se afiadié un equivalente de 7.5
molar de SMCC-DM1 al anticuerpo a la solucién de anticuerpo y se afiadié DMA hasta un volumen final de
DMA del 10 % v/v. La reaccién se mezcldé brevemente y se incubé a temperatura ambiente durante 2 h. Se
equilibré una segunda columna PD-10 con 25 mL de tampén de conjugacién 1 y se afiadié la soluciéon de
anticuerpo-MCC-DM1 a la columna seguida de 0.5 mL de tampén 1. Se recogié el eluato de anticuerpo-MCC-
DM1 y se midié Aoso y Aggo de la solucion de anticuerpos. Se calculé la concentracién del anticuerpo-MCC-DM1
(o0 =1.45 mg'em™, 0 217500 M'em™). Los ADC se analizaron en una columna SEC-HPLC para analisis de
alto peso molecular (columna TOSOH de SEC-HPLC, G3000-SWXL, 7.8 mm x 30 cm, tampén, 100 mM de
fosfato de sodio, 300 mM de cloruro de sodio, pH 7.0, caudal: 1 mL/minuto).

La relacién farmaco-anticuerpo (DAR) del ADC se analizé6 mediante HIC-HPLC utilizando la columna Tosoh
TSK gel Butil-NPR (4.6 mm x 3.5 mm x 2.5 mm). La elucién se realizé a 1 mL/min utilizando un gradiente de
10-90 % de tampdn B durante 25 min seguido de 100 % de tampdn B durante 4 min. El tampén A comprende
20 mM de fosfato de sodio, 1.5 M de sulfato de amonio, pH 7.0. El tampén B comprende 20 mM de fosfato de
sodio, 25 % v/v de isopropanol, pH 7.0.

La relacién farmaco-anticuerpo (DAR) del ADC se determiné mediante LC-MS mediante el siguiente método.
Los anticuerpos se desglicosilaron con PNGasa F antes de cargarlos en el LC-MS. La cromatografia liquida se
llevé a cabo en un HPLC Agilent Serie 1100 en las siguientes condiciones:
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Caudal: Columna posterior dividida de 1 mL/min a 100 yL/min para MS. Disolventes: A= 0.1 % de acido férmico
en ddH20, B = 65 % de acetonitrilo, 25 % de THF, 9.9 % de ddH20, 0.1 % de &cido formico. Columna: 2.1 x
30 mm PorosR2. Temperatura de la columna: 80 °C; disolvente también precalentado. Gradiente: 20 % de B
(0-3 min), 20-90 % de B (3-6 min), 90-20 % de B (6-7 min), 20 % de B (7-9 min).

Posteriormente se realiz6 espectrometria de masas (MS) en un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap XL en
las siguientes condiciones: Método de ionizacién mediante electroaspersién lon Max. Método de calibracion y
ajuste: se infunde una solucién de 2 mg/mL de Csl a un caudal de 10 yL/min. El Orbitrap se ajusté en m/z 2211
utilizando la funcién de ajuste automético (intervalo general de iones Csl observado: 1690 a 2800). Voltaje del
cono: 40V, lente deltubo: 115V, resolucién de FT: 7,500; rango de escaneo m/z 400-4000; retardo de escaneo:
1.5 min. Se generé un perfil de peso molecular de los datos utilizando el software de deconvolucién Promass
de Thermo. La DAR promedio de la muestra se determiné como una funcién de la DAR observada en cada
pico fraccional (utilizando el célculo: ¥ (DAR x intensidad de pico fraccional)).

La Tabla 3 resume la DAR promedio para las moléculas de ADC. La DAR promedio para el anticuerpo
biparatopico anti-HER2 ejemplar y el control fue de aproximadamente 3.

Tabla 3: DAR promedio para ADC

DAR (LC-MS) DAR (HIC) n
V6246 2.9 3.0 5
V6363 2.6 3.3 5
V7148 34 3.9 1
v10553 4.0 4.0 1

Ejemplo 3: Expresidn y purificacién a escala de laboratorio del anticuerpo biparatdpico anti-HER2

Los anticuerpos anti-HER2 biparatépicos (v5019, v7091 y v10000) descritos en el Ejemplo 1 se expresaron en
volimenes de 10 y/o 25 L y se purificaron mediante proteina A 'y cromatografia de exclusién por tamafio (SEC)
de la siguiente manera.

El medio de cultivo clarificado se cargd en una columna de proteina A MabSelect SuRe (GE Healthcare) y se
lavé con 10 volimenes de columna de tampdn PBS a pH 7.2. El anticuerpo se eluyd con 10 volimenes de
columna de tampén de citrato a pH 3.6 y las fracciones agrupadas que contenian el anticuerpo se neutralizaron
con Trisa pH 11.

El eluato del anticuerpo de proteina A se purificé aln mas mediante filtracién en gel (SEC). Para la filtracién en
gel, se concentraron 3.5 mg de la mezcla de anticuerpos a 1.5 mL y se cargaron en una columna Sephadex
200 HiLoad 16/600 200 pg (GE Healthcare) a través de un FPLC AKTA Express a un caudal de 1 mL/min. Se
utilizé un tampén de PBS a pH 7.4 a un caudal de 1 mL/min. Se recogieron fracciones correspondientes al
anticuerpo purificado y se concentraron a ~1 mg/mL. Las proteinas purificadas se analizaron mediante LC-MS
como se describe en el Ejemplo 2.

Los resultados de la expresién de 10 L y la purificacién con proteina Ay SEC a escala de laboratorio se
muestran en las Figuras 2Ay 2B. La Figura 2A muestra la cromatografia SEC del v5019 purificado con proteina
Ay la Figura 2B muestra el gel SDS-PAGE no reductor que compara la pureza relativa de una fraccién agrupada
de proteina A, asi como las fracciones SEC 15y 19 y las fracciones SEC agrupadas 16-18. Estos resultados
muestran que se expreso el anticuerpo biparatdpico anti-HER2 y que la purificacion mediante proteina Ay SEC
produjo una muestra de proteina pura. Se realizdé una cuantificacién adicional mediante analisis UPLC-SEC y
LC-MS y se describe en el Ejemplo 4.

Los resultados de la expresién de 25 L y la purificacién de la proteina A a escala de laboratorio se muestran en
la Figura 2C. La Figura 2C muestra un gel SDS-PAGE que compara la pureza relativa de v10000 purificado
con proteina A. El carril M contiene: marcador de proteina; el carril 1 contiene: v10000 en condiciones
reductoras; el carril 2 contiene v10000 en condiciones no reductoras. El gel SDS-PAGE muestra que v10000
es puro y se mueve al peso molecular predicho correcto de aproximadamente 125 kDa en condiciones no
reductoras. En condiciones reductoras, son visibles dos bandas de cadenas pesadas correspondientes a la
cadena pesada CH-A (aproximadamente 49 kDa) y la cadena pesada CH-B (aproximadamente 52.5 kDa); la
cadena ligera CH-A es visible y se mueve a la masa predicha correcta de aproximadamente 23.5 kDa. Estos
resultados muestran que se expresé el anticuerpo biparatdpico anti-HER2 y que la purificacién en una sola
etapa con proteina A produjo una muestra de proteina pura. Se realizé una cuantificacién adicional mediante
analisis por UPLC-SEC y LC-MS y se describe en el Ejemplo 4.
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Ejemplo 4: Analisis de la pureza del anticuerpo anti-HER?2 biparatépico mediante UPLC-SEC y LC-MS

La pureza y el porcentaje de agregacién de la proteina A ejemplar y de los heteromultimeros anti-HER2
biparatépicos purificados por SEC se determinaron mediante UPLC-SEC mediante el método descrito.

El analisis por UPLC-SEC se realizé utilizando una columna Waters BEH200 SEC ajustada a 30 °C (2.5 mL,
4.6 x 150 mm, acero inoxidable, particulas de 1.7 um) a 0.4 mL/min. Los tiempos de proceso consistieron en 7
minutos y un volumen total por inyeccién de 2.8 mL con tampones de proceso de 25 mM de fosfato de sodio,
150 mM de acetato de sodio, pH 7.1; y 150 mM de fosfato de sodio, pH 6.4-7.1. La deteccién por absorbancia
se facilité a 190-400 nm y por fluorescencia con excitacién a 280 nm y emisién recogida de 300-360 nm. La
integracién de picos se analizé6 mediante el software Empower 3.

Los resultados de UPLC-SEC de las fracciones SEC v5019 agrupadas se muestran en la Figura 3A. Estos
resultados indican que el anticuerpo biparatépico anti-HER?2 ejemplar se purificé hasta una pureza >99 % con
menos de 1 % de especies de alto peso molecular mediante cromatografia con proteina Ay SEC.

Los resultados de UPLC-SEC de las fracciones de v10000 agrupadas con proteina A se muestran en la Figura
3B. Estos resultados indican que el anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar se purificd hasta una pureza
de >96 % con menos de 1 % de especies de alto peso molecular mediante cromatografia con proteina A.

La pureza de los anticuerpos anti-HER2 biparatépicos ejemplares se determiné utlizando LC-MS en
condiciones estandar mediante el método descrito en el Ejemplo 2. Los resultados del analisis por LC-MS de
las fracciones SEC agrupadas de v5019 se muestran en la Figura 4A. Estos datos muestran que el
heterodimero anti-HER2 biparatépico ejemplar tiene una pureza de heterodimero del 100 %. Los resultados
del andlisis por LC-MS de las fracciones de v10000 agrupadas con proteina A se muestran en la Figura 4B.
Estos datos muestran que el heterodimero anti-HER2 biparatépico ejemplar tiene una pureza de heterodimero
del 98 % después de una purificacién con proteina A en una sola etapa.

Se utilizaron anticuerpos purificados por cromatografia con proteina A y/o proteina Ay SEC para los ensayos
descritos en los siguientes Ejemplos.

Ejemplo 5. Evaluacidn de la expresién y la capacidad de fabricacién a gran escala del anticuerpo anti-HER2
biparatépico purificado mediante cromatografia ECX con proteina A.

El anticuerpo biparatdpico anti-HER2 ejemplar v5019 descrito en el Ejemplo 1 se expresé en una escala de 25
L y se purificé de la siguiente manera.

El anticuerpo se obtuvo del sobrenadante seguido de un método de purificacién de dos etapas que consistid
en la purificacion con proteina A (resina MabSelect™; GE Healthcare) seguido de cromatografia de intercambio
cationico (resina HiTrap™ SP FF; GE Healthcare) de acuerdo con el protocolo descrito.

Las células CHO-3E7 se mantuvieron en medio de expresién Freestyle CHO sin suero (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EE. UU.) en matraces Erlenmeyer a 37 °C con 5 % de CO2 (Corning Inc., Acton, MA) en un agitador orbital
(VWR Scientific, Chester, PA). Dos dias antes de la transfeccién, las células se sembraron a una densidad
adecuada en un CellBag de 50 L con un volumen de 25 L utilizando el sistema Wave Bioreactor 20/50 (GE
Healthcare Bio-Science Corp). El dia de la transfeccién, el ADN y el PEI (Polysciences, Eppelheim, Alemania)
se mezclaron en una proporcién 6ptima y se agregaron a las células utilizando el método descrito en el Ejemplo
1. Los sobrenadantes celulares recolectados el dia 6 se utilizaron para una purificacién adicional.

El caldo de cultivo celular se centrifugé y se filtré antes de cargarlo en 30 mL de resina MabSelect™ empacada
en XK26/20 (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) a razén de 10.0 mL/min. Después del lavado y la elucién con el
tampdn apropiado, las fracciones se recogieron y se neutralizaron con 1 M de Tris-HCI, pH 9.0. La proteina
objetivo se purificé alin mas a través de 20 mL de resina SP FF empacada en XK16/20 (GE Healthcare,
Uppsala, Suecia). La muestra purificada por MabSelect™ se diluy6é con 20 mM de NaAC, pH 5.5 para ajustar la
conductividad a < 5 ms/cmy se afiadié 50 mM de citrato 4cido (pH 3.0) para ajustar el valor de pH de la muestra
a 5.5. La muestra se carg6 a 1 mL/min en la resina HiTrap™ SP FF (GE Healthcare) y se lavé con 20 mM de
NaAC. La proteina se eluyd utilizando un gradiente de elucién de 0-100 % de 20 mM de NaAC, 1 M de NaCl,
pH 5.5, 10 CV a razén de 1 mL/min.

La proteina purificada se analiz6 mediante SDS-PAGE como se describe en el Ejemplo 1, y LC-MS para la
pureza del heterodimero mediante el método descrito en el ejemplo 4. Los resultados se muestran en las
Figuras 5A y 5B. La Figura 5A muestra los resultados de SDS-PAGE de v5019 después de purificacion por
MabSelect™ y HiTrap™ SP FF; el carril M contiene: marcador de proteina; carril 1: v5019 en condiciones
reductoras (3 ug); carril 2: v5019 en condiciones no reductoras (2.5 pg). El gel SDS-PAGE muestra que v5019
es relativamente puro después de purificacion por MabSelect™ y HiTrap™ SP FF y, en condiciones no
reductoras, se mueve al peso molecular previsto correcto de aproximadamente 125 kDa. En condiciones
reductoras, son visibles dos bandas de cadenas pesadas correspondientes a la cadena pesada CH-A
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(aproximadamente 49 kDa) y la cadena pesada CH-B (aproximadamente 52.5 kDa); la cadena ligera CH-A es
visible y se mueve a la masa predicha correcta de aproximadamente 23.5 kDa.

El analisis por LC-MS de v5019 predicho purificado por MabSelect™ y HiTrap™ SP FF se realizé para determinar
la pureza del heterodimero utilizando el método descrito en el Ejemplo 4. Los resultados del anélisis por LC-
MS se muestran en la Figura 5B. Estos resultados muestran que la purificacién de v5019 utilizando MabSelect™
y HiTrap™ SP FF produce proteinas con una pureza de heterodimero > 99 % y con poca (<1 %) o indetectable
contaminacién de homodimero o mitad de anticuerpo.

Ejemplo 6: Comparacién de Bméx de un anticuerpo anti-HER?2 biparatopico contra Bmax de controles en lineas
celulares que expresan niveles bajos a altos de HER2

El siguiente experimento se realizd para medir la capacidad de un anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar
para unirse a células que expresan niveles variables de HER2 en comparacién con los controles. Las lineas
celulares utilizadas fueron SKOV3 (HER2 2+/3+), JIMT-1 (HER2 2+), MDA-MB-231 (HER2 0/1+) y MCF7
(HER2 1+). Los anticuerpos anti-HER2 biparat6picos probados incluyen v5019, v7091 y v10000. La capacidad
de los anticuerpos anti-HER2 biparatépicos para unirse a las células que expresan HER2 (HER2+) se determiné
como se describe a continuacién, con medicién especifica de Bmax Y Kp aparente (constante de disociacidén de
equilibrio).

La unién de los anticuerpos de prueba a la superficie de las células HER2+ se determiné mediante citometria
de flujo. Las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en DMEM a razén de 1x10° células/100 pL. Se
agregaron 100 pL de suspensidn celular a cada tubo de microcentrifuga, seguido de 10 pL/tubo de las variantes
de anticuerpos. Los tubos se incubaron durante 2 horas a 4 °C en un rotador. Los tubos de microcentrifuga se
centrifugaron durante 2 minutos a 2000 RPM a temperatura ambiente y los sedimentos celulares se lavaron
con 500 pL de medio. Cada sedimento celular se resuspendié en 100 yL de anticuerpo secundario marcado
con fluorocromo diluido en medio a razén de 2 pg/muestra. Luego las muestras se incubaron durante 1 hora a
4 °C en un rotador. Después de la incubacidn, las células se centrifugaron durante 2 minutos a 2000 rpm y se
lavaron en medio. Las células se resuspendieron en 500 UL de medio, se filtraron en un tubo que contenia 5
ML de yoduro de propidio (PI) y se analizaron en un citometro de flujo BD LSR Il de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se evaluaron la Kp del anticuerpo heterodimero anti-HER2 biparatopico ejemplar y los
anticuerpos de control mediante FACS con analisis de datos y ajuste de curvas realizados en GraphPad Prism.

Los resultados se muestran en las Figuras 6A-6G. Estos resultados demuestran que los anticuerpos
biparatépicos anti-HER2 ejemplares (v5019, v7091 y v10000) pueden unirse a las células HER2+ con un Bmax
aproximadamente 1.5 veces mayor en comparacion con un FSA anti-HER2 (v506). Los resultados de las
Figuras 6A-6G también muestran que los anticuerpos anti-HER2 biparatépicos (v5019, v7091 y v10000)
pueden unirse a las células HER2+ con un Bmax similar en comparacién con una combinacién de dos FSA
anti-HER2 (v506 + v4184).

Los resultados de la unién de las células SKOV3 HER2+ (HER2 2/3+) se muestran en las Figuras 6A, 6E y la
Tabla 4 y la Tabla 5. Los resultados de la Figura 6A y la Tabla 4 muestran que el anticuerpo anti-HER2
biparatépico ejemplar (v5019) muestra un Bmax aproximadamente 1.5 veces mayor en la unién a las células
SKOV3 en comparacién con dos FSA anti-HER2 diferentes (v506 o v4184). Los resultados también muestran
que el anticuerpo anti-HER2 biparatdpico ejemplar (v5019) muestra Bmax equivalente en comparacién con la
combinacién de dos FSA anti-HER2 (v506 + v4184). La Kp aparente de v5019 para unirse a SKOV3 fue
aproximadamente 2 a 4 veces mayor en comparacién con FSA anti-HER2 solo (v506 o v4184) o la combinacién
de dos FSA anti-HER2 (v506 + v4184).

Tabla 4: Unién a células SKOV3

Variante de anticuerpo Ko (nM) Bmax
v506 2.713 29190
v4184 4.108 29204
v5019 8.084 47401
v506 + v4184 4.414 49062

Los resultados de la Figura 6E y la Tabla 5 muestran que los anticuerpos anti-HER2 biparatépicos ejemplares
(v5019, 7091 y v10000) muestran un Bmax aproximadamente 1.5 a 1.6 veces mayor en la unién a las células
SKOV3 en comparacién con dos FSA anti-HER2 diferentes (v506 o v4184). Los resultados también muestran
que los anticuerpos anti-HER2 biparatépicos ejemplares (v5019, 7091 y v10000) muestran Bmax equivalente
en comparacién con la combinacién de dos FSA anti-HER2 (v506 + v4184). La Kp aparente de v5019, v7091,
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v10000 y la combinacién de dos FSA anti-HER2 (v506 + v4184) para la unién a SKOV3 fue aproximadamente
de 2 a 3 veces mayor en comparacién con cualquiera de los FSA anti-HER2 solos (v506 o v4184).

Tabla 5: Unién a SKOV3

Variante de anticuerpo Ko (nM) Bmax
v506 4.8 30007
v4184 56 27628
v506 + v4184 10.0 49014
v5019 13.6 47693
V7091 14.5 44737
V10000 10.3 48054

Las curvas de unién en la linea celular JIMT-1 (HER2 2+) se muestran en la Figura 6B y la Tabla 6. Estos
resultados muestran que el anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar (v5019) muestra un Bméx
aproximadamente 1.5 veces mayor en la unién a las células JIMT-1 en comparacién con un FSA anti-HER2
(v506). Los resultados también muestran que el anticuerpo anti-HER?2 biparatépico ejemplar (v5019) muestra
Bméx equivalente en comparacidén con la combinacién de dos FSA anti-HER2 (v506 + v4184). La Kp aparente
de v5019 para unién a JIMT-1 fue aproximadamente 2 veces mayor en comparaciéon con el FSA anti-HER2
(v508), y fue similar (aproximadamente 1.2 veces mayor) en comparacion con la combinacién de dos FSA anti-
HER2 (v506 + v4184).

Tabla 6: Unién a células JIMT-1

Variante de anticuerpo Ko (nM) Bmax
v506 1.875 4905
V5019 4.317 7203
v506 + v4184 5.057 7200

Las curvas de unién en la linea celular MCF7 (HER2 1+) se muestran en la Figura 6C, 6F y las Tablas 7 y 8.
Estos resultados muestran que los anticuerpos anti-HER?2 biparatépicos ejemplares (v5019, 7091 y v10000)
muestran un Bméx aproximadamente 1.5 veces mayor en la unién a las células MCF7 en comparacién con los
FSA anti-HER2 (v506). Los resultados de la Figura 6C también muestran que el anticuerpo anti-HER?2
biparatopico ejemplar (v5019) muestra un Bmax equivalente en comparacién con la combinacién de dos FSA
anti-HER2 (v506 + v4184). La Kp aparente de v5019 para unién a MCF7 fue similar a la del FSA anti-HER2
(v506) y a la combinacidén de dos FSA anti-HER?2 (v506 + v4184).

Tabla 7: Unién a células MCF7

Variante de anticuerpo Ko (nM) Bmax
v506 1.301 542
V5019 1.508 872
v506 + v4184 2.095 903

Los resultados de la Figura 6F y la Tabla 8 muestran que los anticuerpos anti-HER2 biparatépicos ejemplares
(v5019, v7091 y v10000) muestran un Bméax aproximadamente 1.6 a 1.7 veces mayor en comparacién con el
FSA monoespecifico v5086. La Kp aparente de v5019, v7091 y v10000 fue similar al FSA anti-HER2 (v5086).

Tabla 8: Unién a células MCF7

Variante de anticuerpo Ko (nM) Bmax
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v506 3.5 571
V5019 5.6 968
V7091 6.5 918
V10000 3.7 915

Las curvas de unidn en la linea celular MDA-MB-231 (HER2 0/1+) se muestran en la Figura 6D y la Tabla 9.
Estos resultados muestran que el anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar (v5019) muestra un Bmax
aproximadamente 1.5 veces mayor en la unién a las células MDA-MB-231 en comparacién con un FSA anti-
HER?2 (v508). Los resultados también muestran que el anticuerpo anti-HER2 biparatopico ejemplar (v5019)
muestra Bméx equivalente en comparacion con la combinacién de dos FSA anti-HER2 (v506 + v4184). La Kp
aparente de v5019 para unién a MDA-MB-231 fue aproximadamente 2.4 veces menor en comparacién con el
FSA anti-HER2 (v506) y fue aproximadamente 1.7 veces mayor en comparacién con la combinacién de dos
FSA anti-HER2 (v506 + v4184).

Tabla 9: Unién a células MDA-MB-231

Variante de anticuerpo Ko (nM) Bmax
v506 8.364 0.9521
V5019 3.543 1.411

v506 + v4184 2.040 1.542

Las curvas de unién en la linea celular de fibroblastos pulmonares WI-38 se muestran en la Figura 6G y la
Tabla 10. La linea celular WI-38 es un epitelio pulmonar normal que expresa niveles basales (HER2 0+, -10,000
receptores/célula) de HER2 (Carter et al. 1992, PNAS, 89:4285-4289; Yarden 2000, HER2: Basic Research,
Prognosis and Therapy). Estos resultados muestran que los anticuerpos anti-HER2 biparatdpicos ejemplares
(v5019, v7091, v10000) muestran una decoracién de superficie celular equivalente (Bméx) en la unién a células
WI-38 en comparacién con los FSA anti-HER2 (v5086); sin embargo, tenga en cuenta que la unién para v506
no parecié alcanzar la saturacidén y, por lo tanto, no se pudo determinar la KD. La Kp aparente entre los
anticuerpos anti-HER2 biparatépicos ejemplares fue equivalente.

Tabla 10: Unién a células WI-38

Variante de anticuerpos | Kp (nM) Bméx.
v506 No determinada ~366
v5019 7.0 380
v7091 8.3 371
v10000 8.4 418

Estos resultados muestran que un anticuerpo anti-HER2 biparatopico ejemplar puede unirse a células
tumorales HER2 1+, 2+ y 3+ a niveles que son aproximadamente 1.5 a 1.6 veces mayores que un FSA
monoespecifico anti-HER2, y que los anticuerpos anti-HER2 biparatdpicos ejemplares pueden unirse a células
tumorales HER2 1+, 2+ y 3+ a niveles equivalentes en comparacién con la combinacién de dos FSA anti-HER2
monoespecificos Unicos con diferentes especificidades de epitopo. Estos resultados también muestran que los
anticuerpos anti-HER?2 biparatépicos no muestran una mayor unién (es decir, en comparacién con el anticuerpo
anti-HER2 monoespecifico, vb06) a las células que expresan HER2 basal que expresan aproximadamente
10,000 receptores HER2/célula 0 menos, y que un umbral para una mayor unién de la superficie celular a los
anticuerpos anti-HER2 biparatépicos ocurre cuando el nivel del receptor HER2 es aproximadamente >10,000
receptores/célula. Con base en estos datos, seria de esperar que los anticuerpos anti-HER2 biparatépicos
ejemplares hubieran aumentado la unién de la superficie celular a las células tumorales HER2 3+, 2+ y 1+,
pero no hubieran aumentado la unién de la superficie celular a las células no tumorales que expresan niveles
basales del receptor HER2 en aproximadamente 10,000 receptores o menos.

Ejemplo 7: Capacidad del anticuerpo anti-HER?2 biparatdpico para inhibir el crecimiento de células HER2+
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Se midié la capacidad de un anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar para inhibir el crecimiento de células
que expresan HER2 en el nivel 3+ y 2+. El experimento se llevé a cabo en las lineas celulares HER2 3+ BT-
474, SKBr3, SKOV3 y JIMT-1 HER2 2+. Se probaron los anticuerpos anti-HER2 biparatépicos v5019, v7091 y
v10000. La capacidad de los anticuerpos anti-HER?2 biparatépicos para inhibir el crecimiento de las células BT-
474 (200 nM de anticuerpo); células SKOV3, SKBr3 y JIMT-1 (300 nM de anticuerpo) se midié como se describe
a continuacién.

Los anticuerpos de prueba se diluyeron en medio y se agregaron a las células a razén de 10 pL/pocillo por
triplicado. Las placas se incubaron durante 3 dias a 37 °C. La viabilidad celular se midi6 utilizando AlamarBlue™
(Biosource # dal1 100) o CellTiter-Glo® y lectura de absorbancia de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Los datos se normalizaron respecto al control no tratado y el andlisis se realizdé en GraphPad Prism.

Los resultados de inhibicién del crecimiento se muestran en la Figura 7A-E. En las tablas 11Ay 11B se ofrece
un resumen de los resultados. Los resultados de las Figuras 7A-B y la Tabla 11A indican que el biparatépico
anti-HER?2 ejemplar (v5019) es capaz de inhibir el crecimiento de las lineas celulares HER2+ SKOV3 y BT-474.
La Figura 10A muestra que el anticuerpo biparatépico anti-HER2 medi6 la mayor inhibicién del crecimiento de
SKOV3 en comparacién con el FSA anti-HER?2 (v506) y en comparacidn con la combinacién de dos anticuerpos
FSA anti-HER2 (v506 + v4184).

Tabla 11A: Inhibicién del crecimiento de células cancerosas HER2 3+

Tratamiento % de Supervivencia

SKOV3 HER2 2+/3+ | BT-474 HER2 3+

v506 88 37
vb606 + v4184 96 32
v6019 77 43

Los resultados de las Figuras 7C-E y la Tabla 11B indican que los anticuerpos biparatépicos anti-HER?2
ejemplares (v56019, v7091 y v10000) pueden inhibir el crecimiento de las lineas de células tumorales SKBR3
HER2 3+, SKOV3 HER2 2+/3+ y JIMT-1 HER2 2+. La Figura 7C muestra que los anticuerpos biparatépicos
anti-HER2 v7091 y v10000 mediaron la mayor inhibicién del crecimiento de las células tumorales de mama
SKBr3 HER2 3+. La Figura 7D muestra que los anticuerpos biparatépicos anti-HER2 (v7091 y v10000)
mediaron la mayor inhibicién del crecimiento de las células tumorales de ovario SKOV3 HER2 3+. La Figura
7E muestra que los anticuerpos biparatopicos anti-HER2 (v7091 y v10000) mediaron la mayor inhibicién del
crecimiento de las células tumorales JIMT-1 resistentes a Herceptina HER2 2+. En todas las lineas celulares
analizadas, los anticuerpos biparatopicos anti-HER2 ejemplares (v7091 y v10000) mediaron una mayor
inhibicién del crecimiento en comparacién con el anticuerpo monoespecifico FSA anti-HER2 (v506).

Tabla 11B: Inhibicién del crecimiento de células cancerosas HER2 3+

Tratamiento % de Supervivencia
SKBr3 HER2 3+ SKOV3 HER2 2+/3+ JIMT-1 HER2 2+
v506 52 107 107
v5019 59 83 106
v7091 35 79 85
v10000 34 73 84

Estos resultados muestran que concentraciones saturantes ejemplares de anticuerpos anti-HER2 biparatépicos
pueden inhibir el crecimiento de células tumorales de mama y de ovario HER2 3+ y 2+, y resistentes a
trastuzumab HER2 2+ aproximadamente un 20 % més que un anticuerpo monoespecifico FSA anti-HER2.

Ejemplo 8: Unidn preferencial de los paratopos de los anticuerpos anti-HER?2 biparatépicos al HER2 dimérico
en comparacién con el ECD de HER2

Este experimento se realizé para determinar la capacidad de los paratopos individuales de anticuerpos anti-
HER?2 biparatépicos ejemplares para unirse a HER2 dimérico y al ECD de HER2 como un sustituto de la unién
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diferencial entre ECD de HER2 unido a la membrana (HER2-Fc) y HER2 desprendido. El experimento se llevé
a cabo de la siguiente manera:

Anélisis de resonancia de plasmén superficial (SPR): se mididé la afinidad de los anticuerpos anti-HER2
monovalentes (v1040 o v4182) para la unién al dominio extracelular de HER2 (sHER-2, Ebioscience BMS362,
que codifica el aminoé&cido 23 - 652 de la proteina de longitud completa) y HER2-Fc¢ (fusién dimérica HER2-Fc
que codifica el aminoacido 1 - 652 del dominio extracelular; Sino Biological Inc., 10004-H02H) mediante SPR
utilizando el sistema T200 de Biacore (GE Healthcare). La unién al ECD de HER?2 se determin6 mediante el
siguiente método. El ECD de HER2 en 10 mm de Hepes, pH 6.8, se inmovilizé en el chip CM5 mediante
acoplamiento de amina a un nivel de 44 RU (unidades de respuesta). Los anticuerpos anti-HER2 monovalentes
se pasaron sobre la superficie del chip inmovilizado con HER2 en concentraciones que oscilaron entre 0.76 -
60 nM. La unién a HER2-Fc se determiné mediante el siguiente método. HER2-Fc en 10 mm de Hepes pH 6.8,
se inmovilizé en el chip CMS mediante acoplamiento de amina a un nivel de 43 RU. Los anticuerpos anti-HER2
monovalentes se pasaron sobre la superficie del chip inmovilizado con HER2 en concentraciones que oscilaron
entre 0.76 - 60 nM. Las concentraciones de anticuerpos se analizaron para determinar la unién por triplicado.
Las constantes de enlace de disociacién de equilibrio (Kp) y la cinética (ka y kd) se determinaron utilizando el
método de cinética de ciclo Unico. Los sensogramas se ajustaron globalmente a un modelo de unidén de
Langmuir 1:1. Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente.

Los resultados se muestran en la Figura 8A, Figura 8B, Tabla 11C y Tabla 11D. Los resultados de la Figura 8A
y la Tabla 11C muestran datos de unién de SPR del anticuerpo anti-HER2 monovalente (v1040; que representa
el dominio de unién a antigeno en CH-B del anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar). La Figura 8A ilustra
los valores de Kp (nM) de unién de v1040 al ECD de HERZ2 inmovilizado o HER2-Fc y muestra que el anticuerpo
anti-HER2 monovalente tiene una Kp més baja para la unién al HER2-Fc en comparacién con el ECD de HER2.
La Tabla 11C muestra los valores de ka (1/M s) y kd (1/s) del anticuerpo anti-HER2 monovalente (OA) en
comparacién con el anticuerpo anti-HER?2 de tamafio completo (FSA) en la unién al ECD de HER2 y al HER2-
FC ('HER2 mem'). Estos datos muestran constantes de asociacidn (ka) y disociacion (kd) comparables de OA
y FSApara la unién al ECD de HER2 y al HER2-Fc.

Tabla 11C: Valores de ka (1/M s) y kd (1/s) del anticuerpo anti-HER2 monovalente (OA) comparado con el
anticuerpo anti-HER?2 de tamafio completo (FSA) en la unién al ECD de HER2 y HER2-FC ('"HER2 mem')

ka (1/Ms) kd (17s)
OAvs ECD de HER2 2.00E+05 6.15E-05
FSAvs ECD de HER2 4.14E+05 2.01E-05
OAvs HER2 mem 1.88E+05 4.38E-05
FSA vs HER2 mem 3.41E+05 4.94E-06*

Los resultados en la Figura 8B y la Tabla 11D muestran los datos de unién de SPR del anticuerpo anti-HER2
monovalente (v4182; que representa el dominio de unién a antigeno en CH-A del anticuerpo biparatépico anti-
HERZ2 ejemplar). La Figura 8B ilustra los valores de Kp (nM) de unién de v4182 al ECD de HER2 inmovilizado
o0 HER2-Fc y muestra que el anticuerpo anti-HER2 monovalente tiene una Kp mas baja para la unién al HER2-
Fc en comparacién con el ECD de HER2. La Tabla 11D muestra los valores de ka (1/M s) y kd (1/s) del
anticuerpo anti-HER2 monovalente (OA) en comparacién con el anticuerpo anti-HER2 de tamafio completo
(FSA) en la unién al ECD de HER2 y al HER2-FC ('HER2 mem'). Estos datos muestran constantes de
asociacion (ka) y disociacidn (kd) comparables de OAy FSA para la unién al ECD de HER2 y HER2-Fec.

Tabla 11D:

ka (1/Ms) kd (1/s)
OAvs ECD de HER2 9.08E+04 6.17E-04
FSAvs ECD de HER2 9.55E+04 3.93E-04
OAvs HER2 mem 1.39E+05 2.04E-04
FSAvs HER2 mem 1.77E+05 6.84E-05

Estos datos muestran que cada uno de los paratopos del anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar tiene
valores de Kp menores de unién a antigeno dimérico HER2, un representante de HER2 unido a la membrana,
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en comparacién con el ECD de HER2. Con base en estos datos, se esperaria que el anticuerpo anti-HER2
ejemplar tuviera una mayor afinidad de unién por el antigeno HER2 unido a la membrana en comparacién con
el ECD de HER2 desprendido que esta presente en el suero de pacientes enfermos y puede actuar como un
sumidero para el anticuerpo terapéutico (Brodowicz T, et al. Soluble HER-2/neu neutralizes biologic effects of
anti-HER-2/neu antibody on breast cancer cells in vitro. Int J Cancer. 1997; 73: 875-879). Por ejemplo, los
niveles basales de ECD de HER2 son < 15 ng/mL; mientras que los pacientes con enfermedad progresiva
tienen ECD de HER2 = 38 ng/mL.

Ejemplo 9: Carga de células enteras e internalizacién del anticuerpo anti-HER?2 biparatépico en células HER2+

Este experimento se realizé para evaluar la capacidad de un anticuerpo anti-HER?2 biparatépico ejemplar para
internalizarse en células HER2 2+. Se siguié el método de internalizacion directa de acuerdo con el protocolo
detallado en Schmidt, M. et al., Kinetics of anti-carcinoembryonic antigen antibody internalization: effects of
affinity, bivalency, and stability. Cancer Immunol Immunother (2008) 57: 1879-1890. Especificamente, los
anticuerpos se etiquetaron directamente utilizando el kit de etiquetado de proteinas AlexaFluor® 488 (Invitrogen,
cat. n.° A10235), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para el ensayo de internalizacion, se sembraron placas de 12 pocillos con 1 x 10° células/pocillo y se incubaron
durante la noche a 37 °C + 5 % de CO.. Al dia siguiente, se afiadieron los anticuerpos marcados a 200 nM en
DMEM + 10 % de FBS y se incubaron 24 horas a 37°C + 5 % de CO». En condiciones de oscuridad, se aspird
el medio y se lavaron los pocillos con 2 x 500 pyL de PBS. Para recolectar células, se agregd tampén de
disociacién celular (250 pL) a 37 °C. Las células se sedimentaron y se resuspendieron en 100 uL de DMEM +
10 % de FBS sin o con anti-Alexa Fluor 488, fraccién de |gG de conejo (Molecular Probes, A11094) a 50 pg/mL,
y se incubaron en hielo durante 30 min. Antes del analisis, se filtraron 300 uL de DMEM + 10 % de FBS y se
agregaron 4 uL de yoduro de propidio. Las muestras se analizaron utilizando el citémetro de flujo LSRII.

La capacidad de un anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar para internalizarse en células HER2+ se
muestra en la Figura 9A y la Figura 9B. La Figura 9A muestra los resultados de anticuerpos internos y de
superficie detectables en células BT-474 después de 24 h de incubacién con el anticuerpo biparatopico anti-
HER?2 ejemplar y el control de FSA anti-HER?2. Estos resultados muestran que la incubacién con un anticuerpo
biparatopico anti-HER2 ejemplar (v5019) da como resultado aproximadamente el doble de anticuerpos
internalizados en las células BT-474 en comparacién con el control de FSA anti-HER2. La Figura 9B muestra
los resultados de anticuerpos internos y de superficie detectables en células JIMT-1 después de 24 h de
incubacién con el anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar y el control de FSA anti-HER2. Estos resultados
muestran que la incubacidén con un anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar (v5019) da como resultado
aproximadamente el doble de anticuerpos internalizados en las células JIMT-1 en comparacién con el control
de FSA anti-HER2. La cantidad de tinciéon de superficie después de 24 h fue comparable entre el FSA anti-
HERZ2 biparatépico y anti-HER2 tanto en las células BT-474 como JIMT-1.

Los resultados de la Figura 10A-F muestran una comparacién del anticuerpo detectable unido a la superficie
de células enteras después de 2 h a 4 °C, en comparacion con el anticuerpo unido a la superficie después de
la incubacion durante 24 h a 37 °C; ademas de la cantidad de anticuerpo internalizado después de 24 h a 37
°C. La Figura 10A muestra los resultados en células BT-474 después de la incubaciéon con el anticuerpo
biparatépico anti-HER2 ejemplar y el control de FSA anti-HER?2. Estos resultados muestran que la incubacién
de un anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar con células BT-474 durante 24 h da como resultado una
reduccién de aproximadamente el 15 % del anticuerpo detectado en la superficie de las células completas. La
Figura 10A también muestra que la incubacién con un anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar (v5019) da
como resultado aproximadamente el doble de anticuerpos internalizados en las células BT-474 en comparacién
con el control de FSA anti-HER2.

La Figura 10B muestra los resultados en células JIMT-1 después de la incubacién con el anticuerpo biparatépico
anti-HER2 ejemplar y el control de FSA anti-HER2. La Figura 10B es una repeticién del experimento que se
muestra en la Figura 9B con la adicién de tincién de superficie después de 2 h a 4 °C. Estos resultados muestran
que la incubacién de un anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar con células JIMT-1 durante 24 h da como
resultado una reduccién de aproximadamente el 57 % del anticuerpo detectado en la superficie de las células
completas. La Figura 10B también muestra que la incubacién con un anticuerpo biparatépico anti-HER2
ejemplar (v5019) da como resultado mas anticuerpos internalizados en las células BT-474 después de 24 h de
incubacién a 37 °C, en comparacién con el control de FSA anti-HER2.

La Figura 10C muestra los resultados en células SKOV3 después de la incubacién con el anticuerpo
biparatopico anti-HER2 ejemplar. Estos resultados muestran que la incubaciéon de un anticuerpo biparatépico
anti-HER2 ejemplar con células SKOV3 durante 24 h da como resultado una reduccién de aproximadamente
el 32 % del anticuerpo detectado en la superficie de las células completas.

La Figura 10D muestra los resultados en células MCF7 después de la incubacidn con el anticuerpo biparatdpico
anti-HER2 ejemplar. Estos resultados muestran que la incubacién de un anticuerpo biparatépico anti-HER2
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ejemplar con células MCF7 durante 24 h da como resultado una reduccién de aproximadamente el 45 % del
anticuerpo detectado en la superficie de las células completas.

La Figura 10E muestra los resultados en células SKOV3 después de la incubaciéon con los anticuerpos
biparatopicos anti-HER2 ejemplares, v5019, v7091 y v10000. Estos resultados muestran que la incubacién de
anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares da como resultado entre 1.5 y 1.8 veces méas anticuerpos
internalizados con células SKOV3 en comparaciéon con el control de FSA anti-HER2. La incubacién con el
control de FSA anti-HER2 durante 24 h resulté en la mayor reduccién (-77 %) de anticuerpos detectados en la
superficie de las células completas.

La Figura 10F muestra los resultados en células JIMT-1 después de la incubacién con los anticuerpos
biparatopicos anti-HER2 ejemplares, v5019, v7091 y v10000. Estos resultados muestran que la incubacién de
anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares da como resultado entre 1.4 y 1.8 veces méas anticuerpos
internalizados con células JIMT-1 en comparacién con el control de FSA anti-HER2. La incubacién con los
anticuerpos biparatépicos anti-HER2 (v5019 y v10000) durante 24 h resulté en la mayor reduccion (-64 %) de
anticuerpos detectados en la superficie de las células completas.

Estos resultados muestran que los anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares tienen propiedades de
internalizacion superiores en células HER2+ en comparaciéon con un FSA anti-HER2 monoespecifico. La
reduccién del anticuerpo de superficie detectada después de 24 h de incubacién a 37 °C muestra que un
anticuerpo biparatopico anti-HER2 ejemplar es capaz de reducir la cantidad de receptor de HER2 de la
superficie celular después de la incubacién en células HER2+ y que la reduccién del HER2 de la superficie
posterior a la incubacién es mayor en las células tumorales HER2 2+.

Ejemplo 10: Tincién celular y localizacién de un anticuerpo biparatopico anti-HER?2 tras la incubacién con
células HER2+ a las 1, 3y 16 horas

Este experimento se realizé para analizar la internalizacién del anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar en
células JIMT-1 HER2+ en diferentes puntos de tiempo y como un método ortogonal al presentado en el Ejemplo
9 para analizar la carga y la internalizacién de células completas.

Las células JIMT-1 se incubaron con el anticuerpo (v506, v4184, v5019 o una combinacién de v506 y v4184) a
200 nM en DMEM sin suero, 37 °C + 5 % de CO, durante 1 h, 3 hy 16 h. Las células se lavaron suavemente
dos veces con PBS estéril calentado (500 mL/pocillo). Las células se fijaron con 250 mL de solucién de
formalina al 10 %/PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las células fijadas se lavaron tres veces
con PBS (500 pL/pocillo), se permeabilizaron con 250 pL/pocillo de PBS que contenia 0.2 % de Triton X-100
durante 5 minutos y se lavaron tres veces con 500 plL/pocillo de PBS. Las células se bloquearon con 500
ML/pocillo de PBS + 5 % de suero de cabra durante 1 hora a temperatura ambiente. Se eliminé el tampén de
bloqueo y se incubaron 300 uL/pocillo de anticuerpo secundario (IgG anti-Human de cabra del fragmento Fab
AffiniPure conjugado con Alexa Fluor 488 (H+L); Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.; 109-547-003)
durante 1 h a temperatura ambiente. Las células se lavaron tres veces con 500 ul/pocillo de PBS y luego los
cubreobjetos que contenian las células fijadas se montaron en un portaobjetos usando Prolong gold
antidesvanecimiento con DAPI (Life Technologies; #P36931). Se adquirieron imagenes individuales de 60X
utilizando el microscopio confocal Olympus FV1000.

Los resultados indicaron que el anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar (v5019) se internalizd en las células
JIMT-1 a las 3 h y se localizd principalmente cerca de los nlcleos. La comparacién de imagenes en la
incubacién de 3 horas mostré una mayor cantidad de tincién interna asociada con el anticuerpo biparatépico
anti-HER2 en comparacién con la combinacién de dos FSA anti-HER?2 (v506 + v4184) y se comparé con el FSA
anti-HER?2 individual (v506 o v4184). Se observaron diferencias en la ubicacién celular de la tincion del
anticuerpo cuando se compararon los resultados del anticuerpo biparatépico anti-HER2 (v5019) con el FSA
anti-HER2 (v4184); donde el FSA anti-HER2 (v4184) mostrd una tincién pronunciada de la membrana
plasmética en los puntos de tiempo de 1, 3y 16 h. La cantidad de anticuerpos detectables se redujo a las 16 h
para el FSA anti-HER2 (v508), la combinaciéon de dos FSA anti-HER2 (v506 + v4184) y los tratamientos con
anticuerpos biparatépicos anti-HER?2 (datos no mostrados).

Estos resultados muestran que el anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar v5019 se internalizé en las
células HER2+ y el anticuerpo internalizado fue detectable después de 3 h de incubacién. Estos resultados son
consistentes con los resultados presentados en el Ejemplo 9 que muestran que un anticuerpo biparatépico anti-
HER?2 ejemplar puede internalizarse en mayores cantidades en células HER2+ en comparacién con un FSA
anti-HER2.

Ejemplo 11: ADCC de células HER2+ mediada por anticuerpo anti-HER2 biparatépico en comparacién con
controles

Este experimento se realiz6é para medir la capacidad de un anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar para
mediar la ADCC en células SKOV3 (cancer de ovario, HER2 2+/3+).
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Las células diana se preincubaron con anticuerpos de prueba (concentraciones descendentes de 10 veces
desde 45 pg/mL) durante 30 minutos, seguido de la adicién de células efectoras con una relacién célula
efectora/diana de 5:1 y la incubacién continué durante 6 horas a 37 °C + 5 % de CO,. Las muestras se
analizaron con 8 concentraciones, 10 veces descendientes desde 45 pg/mL. La liberacién de LDH se midi6
utilizando el kit de ensayo de LDH.

Se realizaron estudios de dosis-respuesta con diversas concentraciones de las muestras con una relacién
efector/objetivo (E/T) de 5:1, 3:1 y 1:1. Se analizaron los valores de concentraciéon efectiva maxima media
(ECs0) con el ajuste de regresidn no lineal de dosis-respuesta sigmoidea utilizando GraphPad prism.

Las células se mantuvieron en medio completo 5a de McCoy a 37 °C/ 5 % de CO» y subcultivadas regularmente
con un medio adecuado suplementado con 10 % de FBS de acuerdo con el protocolo de la ATCC. En los
ensayos se Uutilizaron células con un nimero de pase menor que p10. Las muestras se diluyeron a
concentraciones entre 0.3-300 nM con medio DMEM sin rojo fenol suplementado con 1 % de FBS y 1 % de
penicilina/estreptomicina antes de su uso en el ensayo.

Los resultados de ADCC en células SKOV3 HER2+ en una proporcién de células efectoras a células diana de
5:1 se muestran en la Figura 11A y la Tabla 12. Estos resultados muestran que el anticuerpo anti-HER2
biparatopico ejemplar (v5019) medid el mayor porcentaje de lisis maxima de células diana por ADCC en
comparacién con el FSA anti-HER2 (v792) y la combinacién de dos FSA anti-HER?2 diferentes (v792 + v4184).
La diferencia en la lisis celular maxima mediada por el anticuerpo anti-HER2 biparatbpico ejemplar fue
aproximadamente 1.6 veces mayor en comparaciéon con el FSA anti-HER2, y aproximadamente 1.2 veces
mayor en comparacién con una combinacién de dos FSA anti-HER2 diferentes (v792 + v4184).

Tabla 12:
Variante de anticuerpo | ECsg (nM) % de Lisis celular maxima
V792 ~0.032 17.82
v5019 ~0.164 28.57
V792 + v4184 ~0.042 23.85

Los resultados de ADCC en células SKOV3 HER2+ en una proporcién de células efectoras a células diana de
3:1 se muestran en la Figura 11B y la Tabla 13. Estos resultados muestran que el anticuerpo anti-HER2
biparatopico ejemplar (v5019) medid el mayor porcentaje de lisis maxima de células diana por ADCC en
comparacién con el FSA anti-HER2 (v792) y la combinacién de dos FSA anti-HER?2 diferentes (v792 + v4184).
La diferencia en la lisis celular maxima mediada por el anticuerpo anti-HER2 biparatbpico ejemplar fue
aproximadamente 1.3 veces mayor en comparaciéon con el FSA anti-HER2, y aproximadamente 1.8 veces
mayor en comparacién con una combinacién de dos FSA anti-HER?2 diferentes (v792 + v4184).

Tabla 13
Variante de anticuerpo | ECsp (nM) % de Lisis celular maxima
V792 1.064 16.9
v5019 ~0.4608 22.3
V792 + v4184 ~1.078 12.3

Los resultados de ADCC en células SKOV3 HER2+ en una proporcién de células efectoras a células diana de
1:1 se muestran en la Figura 11C y la Tabla 14. Estos resultados muestran que el anticuerpo anti-HER2
biparatopico ejemplar (v5019) medid el mayor porcentaje de lisis maxima de células diana por ADCC en
comparacién con el FSA anti-HER2 (v792) y la combinacién de dos FSA anti-HER?2 diferentes (v792 + v4184).
La diferencia en la lisis celular maxima mediada por el anticuerpo anti-HER2 biparatbpico ejemplar fue
aproximadamente 1.8 veces mayor en comparacidén con el FSA anti-HER2, y aproximadamente 1.13 veces
mayor en comparacién con una combinacién de dos FSA anti-HER?2 diferentes (v792 + v4184).

Tabla 14

Variante de anticuerpo | ECso (nM) % de Lisis celular maxima
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V792 1.429 7.529
v6019 ~1.075 13.29
V792 + v4184 ~0.1121 11.73

Los resultados de la Figura 11 y las Tablas 12-14 muestran que el anticuerpo HER2 biparatépico ejemplar
media la mayor ADCC de células SKOV3 en diferentes proporciones E:T en comparacién con un FSA anti-
HER?2 y una combinacién de dos FSA anti-HER2. Seria de esperar la observacién de un aumento de ADCC
mediado por el anticuerpo biparatépico anti-HER2 en pacientes con enfermedad de HER2+ que expresan
células efectoras circulantes variables y/o reducidas después de la quimioterapia (Suzuki E. et al. Clin Cancer
Res. 2007;13: 1875-1882). Las observaciones en la Figura 11 son consistentes con los datos de Bméx de unién
a células completas presentados en el Ejemplo 6, que muestra un aumento aproximado de 1.5 veces en la
unién celular al anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar en comparacién con el FSA anti-HER2.

Ejemplo 12: Capacidad de un anticuerpo anti-HER2 ejemplar para unirse al ECD de HER?2

Se utilizé un ensayo de SPR para evaluar el mecanismo por el cual un anticuerpo biparatépico anti-HER2
ejemplar se une al ECD de HERZ2; especificamente, para comprender si ambos paratopos de una molécula de
anticuerpo biparatdpico pueden unirse a un ECD de HER2 (unién Cis; anticuerpo a moléculas de HER2 1:1) o
si cada paratopo de un anticuerpo biparatépico puede unirse a dos ECD de HER2 diferentes (unién Trans;
anticuerpo a moléculas de HER2 1:2). En la Figura 14 se ilustra una representacién de la unién cis vs. trans.
La correlacién entre una constante de disociacién reducida (més lenta) con niveles crecientes de captura de
anticuerpos (densidad de superficie) es una indicacién de unién Trans (es decir, una molécula de anticuerpo
que se une a dos moléculas de HER?2).

Se midieron la afinidad y la cinética de unién del anticuerpo anti-HER?2 biparatépico ejemplar (v5019) al HER2
humano recombinante y se compararon con las de los anticuerpos anti-HER2 monovalentes (v630 o v4182;
que comprenden los paratopos individuales de v5019) que se midieron mediante SPR utilizando el sistema
T200 de Biacore (GE Healthcare). Entre 2000 y 4000 RU de Fc antihumano inyectados en una concentracién
entre 5y 10 pg/mL se inmovilizaron en un chip CM5 utilizando acoplamiento de amina estandar. El anticuerpo
anti-HER2 monovalente (v630 o v4182) y el anticuerpo anti-HER2 biparatdpico ejemplar (v5019) se capturaron
en el Fc antihumano (inyectado a una concentracién que oscilaba entre 0.08 y 8 ug/mL en PBST, 1 minuto a
10 yL/min) en niveles de respuesta que oscilaban entre 350 - 15 RU. El HER2 humano recombinante se diluyd
en PBST y se inyecté a una concentracién inicial de 120 nM, 200 nM o 300 nM con diluciones de 3 veces y se
inyecté a una velocidad de flujo de 50 yL/min durante 3 minutos, seguido de disociacién durante otros 30
minutos al final de la ultima inyeccién. Las diluciones de HER?2 se analizaron por duplicado. Los sensogramas
se ajustaron globalmente a un modelo de unién de Langmuir de 1:1. Todos los experimentos se realizaron a 25
°C.

Los resultados se muestran en la Figura 12 y la Figura 13.

Los resultados de la Figura 12A muestran la ka (1/Ms) del anticuerpo anti-HER2 monovalente (v630 y v4182)
y del anticuerpo anti-HER?2 biparatépico ejemplar (v5019) para la unién a HER2 humano recombinante en un
intervalo de concentraciones de anticuerpos inyectados y capturados en la superficie del chip. Estos resultados
muestran que ka no cambia cuando v630, v4182 y v5019 estan en diferentes niveles de captura de anticuerpos.

Los resultados de la Figura 12B muestran la kd (1/s) del anticuerpo anti-HER2 monovalente (v630 y v4182) y
del anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar (v5019) para la unién a HER2 humano recombinante en un
intervalo de concentraciones de anticuerpos inyectados y capturados en la superficie del chip. Estos resultados
muestran que kd disminuyé solo para el anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar (v5019) a niveles
crecientes de captura de anticuerpos.

Los resultados de la Figura 12C muestran la Kp (M) de anti-HER2 monovalente (v630 y v4182) y anticuerpo
anti-HER2 biparatépico ejemplar (v5019) para la unién a HER2 humano recombinante en un intervalo de
concentraciones de anticuerpos inyectados y capturados en la superficie del chip. Estos resultados muestran
que Kp disminuy6 solo para el anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar (v5019) a niveles crecientes de
captura de anticuerpos. Este resultado se correlaciond con los valores de kd decrecientes que se muestran en
la Figura 15B.

Los resultados de la Figura 13A muestran la kd (1/s) del anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar (v5019)
para la unién a HER2 humano recombinante en un intervalo de niveles de captura de anticuerpos. Estos
resultados muestran que los valores de kd son inversamente proporcionales a mayores RU de anticuerpos
capturados en la superficie del chip (es decir, constantes de disociacion méas lentas a niveles de captura de
anticuerpos mas altos). Los resultados indican que el anticuerpo anti-HER?2 biparatépico ejemplar (v5019) es
capaz de unirse a ECD2 de HER2 y ECD4 de HER2 en dos moléculas de HER2 separadas (es decir, unién
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trans), como lo demuestra la reduccién en la constante de disociacién a niveles mas altos de captura de
anticuerpos. Estos datos estan respaldados por un experimento similar presentado en la Figura 47 y analizado
en el Ejemplo 43, donde el FSA anti-HER2 monoespecifico bivalente (v506) demostrd unién Cis (anticuerpo
contra HER2 1:1) donde los valores de kd (1/s) y Kp (M) se mantuvieron constantes a medida que aumentaban
los niveles de captura de anticuerpos, como se esperaba para esta molécula.

Los resultados de la Figura 13B muestran la kd (1/s) del anticuerpo anti-HER2 monovalente (v4182) para la
unién a HER2 humano recombinante en un intervalo de niveles de captura de anticuerpos. Estos resultados no
muestran cambios en los valores de kd en el intervalo de diferentes RU de anticuerpos capturados en la
superficie del chip. Estos resultados muestran que el anticuerpo anti-HER2 monovalente (v4182) se une de
forma monovalente 1:1 (unién cis).

Los resultados de la Figura 13C muestran la kd (1/s) del anticuerpo anti-HER2 monovalente (v630) para la
unién a HER2 humano recombinante en un intervalo de niveles de captura de anticuerpos. Estos resultados no
muestran cambios en los valores de kd en el intervalo de diferentes RU de anticuerpos capturados en la
superficie del chip. Estos resultados muestran que el anticuerpo anti-HER2 monovalente (v630) se une de
forma monovalente 1:1 (unién cis). Estos datos estan respaldados por el experimento presentado en la Figura
47 y analizado en el Ejemplo 43X, donde el FSA anti-HER2 monoespecifico bivalente (v506) no mostré cambios
en kd (1/s).

Los resultados de las Figuras 12 y 13 indican que el anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar (v5019) es
capaz de unirse simultaneamente a dos moléculas de HER2 en trans (relacién de anticuerpo contra HER2 1:2).
El mecanismo trans de unién detectado por SPR es consistente con los datos de unién de saturacién de
superficie celular méas alta (Bmax), presentados en el Ejemplo 6, en combinacién con los datos de
internalizacion presentados en los Ejemplos 9y 10.

Ejemplo 13: Efecto de la incubacién del anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar sobre la fosforilaciéon de
AKT en células BT-474

Se probé la capacidad de un anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar para reducir la sefializacién de pAKT
en células BT-474 utilizando el kit de ELISA AKT Colorimetric In-Cell (Thermo Scientific; cat n.° 62215) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante con las siguientes modificaciones. Las células se sembraron a
razon de 5x10%pocillo y se incub6 24 h a 37°C + 5 % de CO,. Las células se incubaron con 100 nM de
anticuerpo durante 30 minutos, seguido de una incubaciéon de 15 minutos con rhHRG-B1. Las células se
lavaron, fijaron y permeabilizaron de acuerdo con las instrucciones. Se agregaron anticuerpos secundarios
(1:5000; Jackson Immuno Research, 1gG antirratén de asno-HRP, JIR, Cat#715-036-150, IgG anticonejo de
asho-HRP, JIR, Cat#711-036-452) y el ensayo se procesd de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los resultados de la Figura 15 muestran que la incubacién con un anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar
medié una reduccién aproximada de 1.2 veces en los niveles de p-Akt en presencia de HRGB1 en relacién con
el control de IgG humano (CTL). La combinacién de dos FSA anti-HER2 (v506 + v4184) mediaba la mayor
reduccién en los niveles de p-Akt en presencia de HRGB1 que fue aproximadamente 1.5 veces menor en
comparacién con el control de IgG humano. Se detectdé una reduccién modesta en p-Akt con el anticuerpo
biparatépico anti-HER?2 ejemplar en ausencia de ligando (HRGB1) en comparacién con el anticuerpo de control
de 1gG humano.

Estos datos muestran que un anticuerpo biparatdpico anti-HER2 ejemplar puede bloquear la sefializacién
activada por ligando en las células HER2+.

Ejemplo 14: Efecto del anticuerpo anti-HER?2 biparatépico sobre la viabilidad de los cardiomiocitos

Se midié el efecto de anticuerpos anti-HER2 biparatépicos ejemplares y ADC sobre la viabilidad de los
cardiomiocitos para obtener una indicacién preliminar de efectos potencialmente cardiotéxicos.

Los cardiomiocitos iCell (Cellular Dynamics International, CMC-100-010), que expresan niveles basales del
receptor HER2, se cultivaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se utilizaron como células
objetivo para evaluar la salud de los cardiomiocitos después del tratamiento con anticuerpos. El ensayo se
realizé de la siguiente manera. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (15,000 células/pocillo) y se
mantuvieron durante 48 h. El medio celular se reemplazé con medio de mantenimiento y las células se
mantuvieron durante 72 h. Para acceder a los efectos de la cardiotoxicidad inducida por anticuerpos, las células
se trataron durante 72 h con 10 y 100 nM de variantes solas o en combinaciones. Para evaluar los efectos de
la cardiotoxicidad inducida por antraciclina (sola o en combinacién con los anticuerpos anti-HER?2 biparatépicos
ejemplares), las células se trataron con 3 pM (~ICx0) de doxorrubicina durante 1 hora, seguido de 72 horas con
10y 100 nM de variantes de anticuerpos solos 0 en combinaciones. La viabilidad celular se evalué cuantificando
los niveles de ATP celular con el ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo® (Promega, G7570) y/o
sulforodamina (Sigma 230162-5G) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Los resultados se muestran en la Figura 16A-C. Los resultados en la Figura 16A muestran que la incubacién
de los cardiomiocitos con concentraciones terapéuticamente relevantes de anticuerpo biparatdpico anti-HER2
ejemplar (v5019) y ADC biparatépico anti-HER2 ejemplar (v6363), no afecté la viabilidad de los cardiomiocitos
en relacién con el control no tratado (‘simulado’).

Los resultados de la Figura 16B muestran que la incubacién de los cardiomiocitos con concentraciones
terapéuticamente relevantes de anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares (v5019, v7091 y v10000), y
ADC biparatépicos anti-HER2 ejemplares (v6363, v7148 y v10553), no tuvieron efecto sobre la viabilidad de
los cardiomiocitos en relacién con el control no tratado ('simulado’). Con base en los resultados de las Figuras
16A y 16B, se espera que los anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares y los ADC biparatépicos anti-
HER2 ejemplares no induzcan miocardiopatia, por ejemplo, a través de disfuncién mitocondrial, como se
informa con otros anticuerpos dirigidos a anti-HER2 (Grazette L.P. et al. Inhibition of ErbB2 Causes
Mitochondrial Dysfunction in Cardiomyocytes; Journal of the American College of Cardiology: 2004; 44: 11).

Los resultados de la Figura 16C muestran que el pretratamiento de los cardiomiocitos con doxorrubicina
seguido de incubacién con concentraciones terapéuticamente relevantes de anticuerpos biparatopicos anti-
HER2 ejemplares (v5019, v7091 y v10000) y ADC biparatopicos anti-HER2 ejemplares (v6363, v7148 y
v10553), no tuvo efecto sobre la viabilidad de los cardiomiocitos en relacién con el control no tratado +
doxorrubicina ("Simulado + Dox"). Con base en los resultados de la Figura 16C, se espera que los anticuerpos
biparatopicos anti-HER2 ejemplares y los ADC biparatdpicos anti-HER2 ejemplares no resulten en un mayor
riesgo de disfuncién cardiaca en pacientes que reciben tratamiento concurrente con antraciclinas (Seidman A,
Hudis C, Pierri MK, et al. Cardiac dysfunction in the trastuzumab clinical trials experience. J Clin Oncol (2002)
20: 1215-1221).

Las Figuras 16A-C muestran que la incubacién de cardiomiocitos con anticuerpos biparatépicos anti-HER2 y
ADC tuvo efectos equivalentes en comparacién con el anticuerpo FSA anti-HER2 monoespecifico (v506), la
combinacién FSA anti-HER2 (v506 + v4184) y el ADC (v6246) cuando se trataron solos o en combinacién con
doxorrubicina. Con base en estos resultados, se espera que los anticuerpos biparatopicos anti-HER2
ejemplares y los ADC no tengan mayores efectos cardiotéxicos en comparacion con el FSA anti-HER2 anti-
monoespecifico, trastuzumab o ADC, T-DM1.

Ejemplo 15: Citotoxicidad de anti-HER2-ADC biparatépicos ejemplares en células HER2+

Se midi6 la capacidad de anticuerpos anti-HER2-ADC biparatépicos ejemplares (v6363, v7148 y v10553) para
mediar la citotoxicidad celular en células HER2+. En algunos casos se utilizé IgG humana conjugada con DM1
(v6249) como control. El experimento se llevd a cabo en las lineas de células tumorales de mama JIMT-1,
MCF7, MDA-MB-231 HER2+, la linea de células tumorales de ovario SKOV3 HER2+ y la linea de células
gastricas NCI-N87 HER2+. Se evalud la citotoxicidad de anticuerpos anti-HER2-ADC biparatopicos ejemplares
en células HER2+ y se comparé con los controles FSA-ADC anti-HER2 monoespecificos (v6246) y anti-HER2-
FSA-ADC + anti-HER2-FSA (v6246 + v4184). El método se llevé a cabo como se describe en el Ejemplo 7 con
las siguientes modificaciones. Los ADC anti-HER2 se incubaron con las células diana SKOV3 y JIMT-1 (Figura
17A y B) durante 24 h, las células se lavaron, el medio se reemplazé y la supervivencia celular se evalud
después de 5 dias de incubacién a 37 °C. Los ADC anti-HER2 se incubaron con las células diana MCF7 y
MDA-MB-231 durante 6 h (Figura 17C y D), las células se lavaron, el medio se reemplazé y la supervivencia
celular se evalué a los 5 dias de incubacién a 37 °C. En la Figura 17E-G, los ADC anti-HER2 se incubaron
continuamente con células diana SKOV3, JIMT-1, NCI-N87 durante 5 dias. La viabilidad celular se midié como
se describe en el Ejemplo 7 utilizando AlamarBlue™ (Figuras 17A-D) o CellTiter-Glo® (Figuras 17E-G).

Los resultados se muestran en la Figura 17A-G y los datos se resumen en las Tablas 15y 16.

Los resultados de la Figura 17A y las Tablas 15 y 16 muestran que el ADC-anti-HER2 biparatépico ejemplar
(v6363) es mas citotdxico en JIMT-1 en comparacién con el anti-HER2-FSA-ADC (v6246) y la combinacién de
anti-HER2-FSA-ADC + FSA anti-HER2 (v6246 + v4184). El ADC biparatédpico anti-HER2 ejemplar tuvo una
ECso superior que fue aproximadamente 13 veces menor en comparacién con el control de FSA-ADC anti-
HER2.

Los resultados de la Figura 17B y la Tabla 15 muestran que el ADC biparatépico anti-HER2 ejemplar (v6363)
es més citotéxico en SKOV3 en comparacién con el anti-HER2-FSA-ADC (v6246) y la combinacién de anti-
HER2-FSA-ADC + FSA anti-HER2 (v6246 + v4184). EI ADC biparatépico anti-HER2 ejemplar tuvo una ECsg
superior que fue aproximadamente 5 veces menor en comparacién con el control de FSA-ADC anti-HER2.

Los resultados de la Figura 17C y la Tabla 15 muestran que el ADC biparatépico anti-HER2 ejemplar (v6363)
es mas citotéxico en MCF7 en comparacién con el anti-HER2-FSA-ADC (v6246) y la combinacién de anti-
HER2-FSA-ADC + FSA anti-HER2 (v6246 + v4184). EI ADC biparatépico anti-HER2 ejemplar tuvo una ECsg
superior que fue aproximadamente 2 veces menor en comparacién con el control de FSA-ADC anti-HER2.

Los resultados de la Figura 17D y la Tabla 15 muestran que el ADC biparatépico anti-HER2 ejemplar (v6363)
es mas citotoxico en MDA-MB-231 en comparacién con el anti-HER2-FSA-ADC (v6246) y la combinacién de
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anti-HER2-FSA-ADC + FSA anti-HER2 (v6246 + v4184). El ADC biparatédpico anti-HER2 ejemplar tuvo una
ECsg superior que fue aproximadamente 2 veces menor en comparacién con el control de FSA-ADC anti-HER2.

Tabla 15
Variante de ECso (nM)
anticuerpo
SKOV3 JIMT-1 MCF7 MDA-MB-231
v6246 0.9225 5.942 122.0 ~1075
v6246 + 4184 3.146 12.68 ~24432 136.4
v6363 0.1776 0.4443 58.55 141.0

Los resultados de la Figura 17E y la Tabla 16 muestran que los ADC biparatépicos anti-HER2 ejemplares
(v6363, v7148 y v10553) son mas citotdxicos en las células tumorales de ovario SKOV3 en comparacién con
el anti-HER2-FSA-ADC (v6246). Los ADC biparatépicos anti-HER2 ejemplares tuvieron valores de ECsg
superiores que fueron aproximadamente de 2 a 7 veces mas bajos en comparacién con el control de FSA-ADC
anti-HER2.

Los resultados de la Figura 17F y la Tabla 16 muestran que los ADC biparatépicos anti-HER2 ejemplares
(v6363, v7148 y v10553) son mas citotdxicos en las células tumorales de mama JIMT-1 en comparacién con el
anti-HER2-FSA-ADC (v6246). Los ADC biparatédpicos anti-HER2 ejemplares tuvieron valores superiores de
ECso que eran aproximadamente de 6 a 9 veces mas bajos en comparacién con el control de FSA-ADC anti-
HER2.

Los resultados de la Figura 17G y la Tabla 16 muestran que los ADC biparatépicos anti-HER2 ejemplares
(v6363, v7148 y v10553) son citotéxicos en las células tumorales gastricas NCI-N87. Los ADC biparatépicos
anti-HER2 ejemplares tenian valores de ECso aproximadamente equivalentes comparados con el control de
FSA-ADC anti-HER?2.

Tabla 16
Variante de ECso (nM)
anticuerpo
SKVO3 JIMT-1 NCI-N87

v6246 0.22 3.52 1.04
v6363 0.03 0.56 1.33
V7148 0.06 0.56 2,74
v10553 0.09 0.39 1.69

Estos resultados muestran que los ADC biparatédpicos anti-HER2 ejemplares (v6363, v7148 y v10553) son mas
citotéxicos en comparacion con el control de anti-HER-FSA-ADC en células tumorales de mama HER2 3+, 2+
y 1+. Estos resultados también muestran que los ADC biparatépicos anti-HER2 ejemplares (v6363, v7148 y
v10553) son citotoxicos en las células tumorales géstricas HER2 2/3+. Estos resultados son consistentes con
los resultados de internalizacidén presentados en el Ejemplo 9.

Ejemplo 16: Efecto de un anticuerpo anti-HER2 biparatdpico en un modelo de xenoinjerto de células de cancer
de ovario humano

El modelo establecido de xenoinjerto derivado de células de cancer de ovario humano SKOV3 se utilizé para
evaluar la eficacia antitumoral de un anticuerpo anti-HER?2 biparatépico ejemplar.

A los ratones desnudos atimicos hembra se les inoculé el tumor mediante la insercién por via subcutanea de
un fragmento de tumor de 1 mm?. Los tumores fueron monitoreados hasta que alcanzaron un volumen promedio
de 220 mm3; luego los animales fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos de tratamiento: control de
IgG, FSA anti-HER2 (v506) y anticuerpo anti-HER2 biparatdpico (v5019).

Se incluyeron quince animales en cada grupo. La dosificacién para cada grupo es la siguiente:
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A) El control de 1gG se administré por via intravenosa con una dosis de carga de 30 mg/kg el dia 1 del estudio
y luego con dosis de mantenimiento de 20 mg/kg dos veces por semana hasta el dia 39 del estudio.

B) Se administré FSA anti-HER2 (v506) por via intravenosa con una dosis de carga de 15 mg/kg el dia 1 del
estudio y luego con dosis de mantenimiento de 10 mg/kg dos veces por semana hasta el dia 18 del estudio.
Del dia 22 al 39 se administrd una dosis intravenosa de 5 mg/kg de FSA anti-HER2 dos veces por semana. Se
administré simultdneamente FSA anti-HER?2 (v4184) a razdn de 5 mg/kg por via intraperitoneal dos veces por
semana.

C) Se administrd por via intravenosa el anticuerpo anti-HER?2 biparatépico con una dosis de carga de 15 mg/kg
el dia 1 del estudio y luego con dosis de mantenimiento de 10 mg/kg dos veces por semana hasta el dia 39 del
estudio.

El volumen del tumor se midié dos veces por semana durante el transcurso del estudio, el nUmero de pacientes
que respondieron y la supervivencia media se evalud el dia 22. Los resultados se muestran en la Figura 18 y
la Tabla 17.

El anti-HER2 biparatépico y el FSA anti-HER2 demostraron una inhibicién del crecimiento tumoral superior en
comparacién con el control de IgG. El anticuerpo anti-HER2 biparatépico indujo una inhibicién del crecimiento
tumoral superior en comparacién con la combinacién de FSA anti-HER2 (Figura 18A). El anticuerpo anti-HER2
biparatépico se asoci6é con un aumento en el niUmero de tumores que respondieron en comparacién con el FSA
anti-HER2 v506 en el dia 22 (11 y 5, respectivamente) (Tabla 17). El anticuerpo anti-HER?2 biparatdpico ejemplar
y el FSA anti-HER2 demostraron una supervivencia superior en comparacién con el control de 1gG. El
anticuerpo anti-HER?2 biparatépico tuvo una supervivencia media superior (61 dias) en comparacién con el FSA
anti-HER?2 (36 dias) (Figura 18B y Tabla 17). El dia 22 del estudio se afiadié un segundo FSA anti-HER2 (v4184)
en combinacién con el FSA anti-HER2 (v506). La combinacién de dos FSA anti-HER2 indujo una mayor
inhibicién del crecimiento tumoral en comparacién con el FSA anti-HER?2 (v5086) solo.

Tabla 17:
n =15, Dia 22 19G v506 v5019
TV media (mm3) ( % de cambio respecto al valor inicial) | 1908 (+766 | 1291 (+486 | 697 (+217 %)
%) %)
% de TG 0 32 63
Respondedores (TV <50 % del control) 0/15 5/15 11/15
Supervivencia media (dias) 22 36 61

Ejemplo 17: Efecto de un conjugado de farmaco anticuerpo (ADC) anti-HER2 biparatépico en un modelo de
xenoinjerto de una linea celular de cancer de ovario humano

El modelo establecido de xenoinjerto derivado de células de cancer de ovario humano SKOV3 se utilizé para
evaluar la eficacia antitumoral de un anticuerpo anti-HER?2 biparatdpico ejemplar conjugado con DM1 (v6363).

A los ratones desnudos atimicos hembra se les inoculé el tumor mediante la insercién por via subcuténea de
un fragmento de tumor de 1 mm?. Los tumores fueron monitoreados hasta que alcanzaron un volumen promedio
de 220 mm3; luego los animales fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos de tratamiento: control de
IgG, FSA-ADC anti-HER2 y un anti-HER2-ADC biparatépico.

Se incluyeron quince animales en cada grupo. La dosificacién para cada grupo es la siguiente:

A) El control de 1gG se administré por via intravenosa con una dosis de carga de 30 mg/kg el dia 1 del estudio
y luego con dosis de mantenimiento de 20 mg/kg dos veces por semana hasta el dia 39 del estudio.

B) Se administrd por via intravenosa FSA-ADC anti-HER2 (v6246) con una dosis de carga de 10 mg/kg el dia
1 del estudio y luego con una dosis de mantenimiento de 5 mg/kg el dia 15y 29.

C) Se administré por via intravenosa el anticuerpo anti-HER?2 biparatépico-ADC (v6363) con una dosis de carga
de 10 mg/kg el dia 1 del estudio y luego con una dosis de mantenimiento de 5 mg/kg el dia 15y 29.

Se midié el volumen del tumor durante todo el estudio y se evalué el nimero de pacientes que responden y la

supervivencia media el dia 22. Los resultados se muestran en la Figura 19. Un resumen de los resultados se
muestra en la Tabla 18.

57



10

15

20

25

30

35

ES 3014 819 T3

El anti-HER2-ADC biparatépico y el FSA-ADC anti-HER?2 inhibieron el crecimiento del tumor mejor que el
control de 1gG (Figura 19A y Tabla 18). El anti-HER2-ADC biparatépico inhibi6é el crecimiento del tumor en
mayor grado que el FSA-ADC anti-HER2. El grupo anti-HER2-ADC biparatépico se asocié con un aumento en
el niumero de tumores que respondieron en comparacidén con el FSA-ADC anti-HER?2 (11 y 9, respectivamente).
Los grupos anti-HER2-ADC biparatépico y FSA-ADC anti-HER2 demostraron una supervivencia superior en
comparacién con el control de IgG (Figura 19B y Tabla 18). El grupo de anticuerpos anti-HER2 biparatépicos
demostré una supervivencia media de 61 dias en comparacion con el FSA-ADC anti-HER2 que tuvo una
supervivencia media de 36 dias (Figura 19B y Tabla 18).

Tabla 18:

n =15, Dia 22 19G v6246 v6363

TV media (mm3) ( % de cambio respecto al valor inicial) | 1908 (+766 %) | 873 (+297 %) | 632 (+187 %)

% de TG 0 54 % 67 %
Respondedores (TV <50 % del control) 0/15 9/15 11/15
Supervivencia media (dias) 22 36 61

Ejemplo 18: Efecto de un conjugado de farmaco anticuerpo (ADC) anti-HER2 biparatépico en un modelo de
xenoinjerto de células primarias humanas (HBCx-13b)

El modelo de xenoinjerto derivado de paciente resistente al trastuzumab de cancer de mama humano, HBCx-
13B, se utilizé para evaluar la eficacia antitumoral de un anticuerpo anti-HER?2 biparatépico ejemplar conjugado
con DM1.

A los ratones desnudos atimicos hembra se les inoculé el tumor mediante la insercién de un fragmento de
tumor por via subcutdnea de 20 mm3. Los tumores fueron monitoreados hasta que alcanzaron un volumen
promedio de 100 mm?3; luego, los animales fueron asignados aleatoriamente a tres grupos de tratamiento: FSA
anti-HER2 (v506), FSA-ADC anti-HER2 (v6246) y anti-HER2-ADC biparatépico (v6363). Se incluyeron siete
animales en cada grupo. La dosificacién para cada grupo fue la siguiente:

A) Se administré6 FSA anti-HER2 por via intravenosa con una dosis de carga de 15 mg/kg el dia 1 del estudio y
dosis de mantenimiento de 10 mg/kg administradas los dias 4, 8, 11, 15, 18, 22 y 25 del estudio.

B) Se administré por via intravenosa FSA-ADC anti-HER2 con una dosis de carga de 10 mg/kg el dia 1 del
estudio y luego con una dosis de mantenimiento de 5 mg/kg el dia 22.

C) Se administré por via intravenosa el anticuerpo anti-HER?2 biparatépico-ADC con una dosis de carga de 10
mg/kg el dia 1 del estudio y luego con una dosis de mantenimiento de 5 mg/kg el dia 22.

Se midi6 el volumen del tumor durante todo el estudio y se evaluaron los parametros de volumen tumoral medio,
respuesta completa y enfermedad residual cero en el dia 50. Los resultados se muestran en la Figura 20. Un
resumen de los resultados se muestra en la Tabla 19.

El anti-HER2-ADC biparatédpico y el FSA-ADC anti-HER2 demostraron una mayor inhibicién del crecimiento
tumoral en comparacién con un FSA anti-HER?2 (v506). El anti-HER2-ADC biparatépico inhibié el crecimiento
del tumor mejor que el FSA-ADC anti-HER?2. El grupo anti-HER2-ADC biparatépico en comparaciéon con el
grupo FSA-ADC anti-HER2 se asocié con un aumento en el nimero de tumores que mostraron respuestas
completas (mas de una disminucién del 10 % por debajo del valor inicial), 7 y 4 respectivamente, y que
mostraron cero enfermedad residual, 5 y 2 respectivamente.

Tabla 19:
n =7, Dia 50 v506 v6246 v6363
TV media (mm3) ( % de cambio respecto al valor inicial) | 1149 (+1018 %) 3/6)2 (+153 26 (-75 %)
o
% de TGl 0 % 77 % 98 %
Respuesta completa (>10 % de regresién inicial) 0 a/7 77
Enfermedad residual cero (TV<20 mm3) 0 217 5/7
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Ejemplo 19: Efecto de un conjugado de farmaco anticuerpo (ADC) anti-HER2 biparatépico en un modelo de
xenoinjerto de células primarias humanas (T226)

El modelo de xenoinjerto resistente al trastuzumab derivado de pacientes de cancer de mama humano, T226,
se utilizé para evaluar la eficacia antitumoral de un ADC anti-HER?2 biparatédpico ejemplar.

A los ratones desnudos atimicos hembra se les inoculé el tumor mediante la insercién de un fragmento de
tumor de 20 mm? por via subcutanea. Los tumores fueron monitoreados hasta que alcanzaron un volumen
promedio de 100 mm3; luego los animales fueron distribuidos aleatoriamente en cuatro grupos de tratamiento:
control de IgG (n = 15), FSA anti-HER2 (v506; n = 15), FSA-ADC anti-HER2 (v6246; n = 16) y el conjugado
anti-HER2-ADC biparatépico (v6363; n = 16). La dosificacién para cada grupo fue la siguiente:

A) El control de 1gG se administré por via intravenosa con una dosis de carga de 15 mg/kg el dia 1 del estudio
y dosis de mantenimiento de 10 mg/kg administradas los dias 4, 8, 11, 15, 18, 22 y 25 del estudio.

B) Se administré FSA anti-HER?2 por via intravenosa con una dosis de carga de 15 mg/kg el dia 1 del estudio y
dosis de mantenimiento de 10 mg/kg administradas los dias 4, 8, 11, 15, 18, 22 y 25 del estudio.

C) Se administré FSA-ADC anti-HER2 por via intravenosa con 5 mg/kg los dias 1 y 15 del estudio.

D) El conjugado anti-HER2-ADC biparatdpico se administré por via intravenosa con 5 mg/kg los dias 1y 15 del
estudio.

El volumen del tumor se midié durante todo el curso del estudio y el volumen tumoral medio y los parametros
de respuesta completa se evaluaron el dia 31. Los resultados se muestran en la Figura 21. Un resumen de los
resultados se muestra en la Tabla 20.

El anti-HER2-ADC biparatépico y el FSA-ADC anti-HER2 demostraron una mejor inhibiciéon del crecimiento
tumoral en comparacién con el FSA anti-HER2 (v506) y el control de IgG. El anti-HER2-ADC biparatépico
ejemplar indujo una inhibicién del crecimiento tumoral equivalente y una regresion respecto al valor inicial
completa en comparacién con el FSA-ADC anti-HER?2 (Figura 21 y Tabla 20) en este modelo.

Tabla 20:

Dia 31 I9G (n =13) v506 (n = v6246 (n =16) | v6363 (n =

13) 16)
TV media (mm3) ( % de cambio 1797 (+1728 1611 422 (+332 %) 572 (+483
respecto al valor inicial) %) (+1573) %)
% TGl (vs hlgG) 0 % 1 % 77 % 68 %
Respuesta completa (>10 % de 0/13 0/14 116 116
regresion inicial)

Ejemplo 20: Efecto de un conjugado de farmaco anticuerpo (ADC) anti-HER2 biparatépico en un modelo de
xenoinjerto de células primarias humanas (HBCx-5)

El modelo de xenoinjerto resistente a trastuzumab derivado del paciente de cancer de mama humano, HBCx-
5 (carcinoma ductal invasivo, luminal B), se utilizd para evaluar la eficacia antitumoral de un ADC anti-HER2
biparatopico ejemplar.

A los ratones desnudos atimicos hembra se les inoculé el tumor mediante la insercién de un fragmento de
tumor de 20 mm? por via subcutanea. Los tumores fueron monitoreados hasta que alcanzaron un volumen
promedio de 100 mm3; luego los animales fueron distribuidos aleatoriamente en cuatro grupos de tratamiento:
control de 19G (n = 15), FSA anti-HER2 (v506; n = 15), FSA-ADC anti-HER?2 (v6246; n = 16) y el anti-HER2-
ADC biparatépico (v6363; n = 16). La dosificacién para cada grupo fue la siguiente:

A) El control de 1gG se administré por via intravenosa con una dosis de carga de 15 mg/kg el dia 1 del estudio
y dosis de mantenimiento de 10 mg/kg administradas los dias 4, 8, 11, 15, 18, 22 y 25 del estudio.

B) Se administré FSA anti-HER?2 por via intravenosa con una dosis de carga de 15 mg/kg el dia 1 del estudio y
dosis de mantenimiento de 10 mg/kg administradas los dias 4, 8, 11, 15, 18, 22 y 25 del estudio.

C) Se administré6 FSA-ADC anti-HER2 por via intravenosa con 10 mg/kg los dias 1y 15, 22, 29 y 36 del estudio.
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D) Se administrd anti-HER2-ADC biparatdpico por via intravenosa con 10 mg/kg los dias 1y 15, 22, 29 y 36
del estudio.

Se midié el volumen del tumor durante todo el estudio y el dia 43 se evaluaron el volumen tumoral medio, la
relacién T/C, el nUmero de pacientes que responden, la respuesta completa y los pardmetros de enfermedad
residual cero. Los resultados se muestran en la Figura 22. Un resumen de los resultados se muestra en la Tabla
21.

El anti-HER2-ADC biparatépico y el FSA-ADC anti-HER2 demostraron una mejor inhibiciéon del crecimiento
tumoral en comparaciéon con un FSA anti-HER2 (v506) y un control de 1gG. El anti-HER2-ADC biparatépico
ejemplar indujo una inhibicién equivalente del crecimiento tumoral y tuvo un mayor nimero de respondedores
en comparacién con el FSA-ADC anti-HER2 (Figura 22 y Tabla 21) en el modelo de xenoinjerto de cancer de
mama humano HBCx-5 resistente a trastuzumab.

Tabla 21:
Dia 43 IgG Herceptina | T-DMA1 6363
(n=9)

(n=4) (n=7) (n=7)
TV media (mm3) ( % de cambio respecto al valor inicial) 922 815 193 241

(+693 %) | (+598 %) (+65 %) | (+106

%)

Relacién T/C (IgG) 1 0.88 0.21 0.26
Respondedores (TV<50 % del control) 0/4 1/5 6/7 77
Respuesta completa (>10 % de regresion respecto al valor | 0/4 0/5 1/7 0/7
inicial)
Enfermedad residual cero (TV<20mm3) 0/4 0/5 0/7 0/7

Ejemplo 21: Efecto de un conjugado de farmaco anticuerpo (ADC) anti-HER2 biparatdpico sobre tumores
resistentes al tratamiento anti-HER2 en un modelo de xenoinjerto de linea celular humana (SKOV3)

El modelo de xenoinjerto derivado de células de cancer de ovario humano establecido SKOV3, descrito en el
Ejemplo 17, se utilizd para evaluar la eficacia antitumoral de un ADC anti-HER2 biparatopico ejemplar en
tumores resistentes al tratamiento anti-HER2.

Se siguieron los métodos descritos en el Ejemplo 17 con las siguientes modificaciones. A una cohorte de
animales se le administré un anticuerpo anti-HER2 por via intravenosa a razén de 15 mg/kg el dia 1 del estudio
y con 10 mg/kg los dias 4, 8 y 15; sin embargo, este tratamiento no demostré una respuesta eficaz el dia 15 en
este modelo. Este grupo de tratamiento luego se convirtié al tratamiento con el conjugado de farmaco
anticuerpo anti-HER?2 biparatopico ejemplar (v6363) y se le administré una dosis de 5 mg/kg los dias 19y 27
del estudio y de 15 mg/kg los dias 34, 41 y 48 del estudio.

El volumen del tumor se midié dos veces por semana durante el transcurso del experimento.

Los resultados se muestran en la Figura 23 e indican que el grupo tratado con anti-HER2-ADC biparatépico
ejemplar (v6363) mostré regresién tumoral a un volumen tumoral medio menor que el volumen inicial medio de
partida 220 mm3.

Ejemplo 22: Efecto de un conjugado de farmaco anticuerpo (ADC) anti-HER2 biparatdpico sobre tumores
resistentes al tratamiento anti-HER2 en un modelo de xenoinjerto de células primarias humanas (HBCx-13b)

El modelo de xenoinjerto derivado de paciente resistente al trastuzumab de cancer de mama humano, HBCx-
13B, se utilizé para evaluar la eficacia antitumoral de un anticuerpo anti-HER?2 biparatépico ejemplar conjugado
con DM1.

Se siguieron los métodos descritos en el Ejemplo 18 con las siguientes modificaciones. A una cohorte de
animales se le administré un anticuerpo anti-familia ErbB biespecifico por via intravenosa a razén de 15 mg/kg
el dia 1 del estudio y con 10 mg/kg los dias 4, 8, 15, 18, 22 y 25; sin embargo, este tratamiento no demostrd
una respuesta eficaz. Este grupo de tratamiento luego se convirti6 al tratamiento con el conjugado de farmaco
anticuerpo anti-HER?2 biparatépico ejemplar (v6363) y se le administré una dosis de 10 mg/kg los dias 31y 52
y de 5 mg/kg el dia 45. El volumen del tumor se midié durante toda la duracién del estudio.
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Los resultados se muestran en la Figura 24. Estos resultados muestran que el anti-HER2-ADC biparatépico
ejemplar (v6363) previno la progresién del tumor. Desde la primera dosis hasta el dia 57, el volumen del tumor
del grupo tratado con v6363 aumenté menos del 2 %, mientras que en el mismo intervalo el grupo tratado con
v506 crecié mas del 110 %.

Ejemplo 23: Andlisis del contenido de fucosa de un anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar

Se realiz6é un analisis de glicopéptidos para cuantificar el contenido de fucosa del glicano ligado a N de los
anticuerpos anti-HER2 biparatépicos ejemplares (v5019, v7091 y v10000).

El analisis de glicopéptidos se realizd de la siguiente manera. Las muestras de anticuerpos se redujeron con
10 mM de DTT a 56 °C durante 1 hora y se alquilaron con 55 mM de yodoacetamida a temperatura ambiente
durante 1 hora y se digirieron en solucién con tripsina en 50 mM de bicarbonato de amonio durante la noche a
37 °C. Las digestiones tripsinicas se analizaron mediante hanoLC-MS/MS en un QTof-Ultima. Se realizé una
busqueda en la base de datos del NCBI con Mascot para identificar secuencias de proteinas. Se utilizé MaxEnt3
(MassLynx) para deconvolucionar los iones de glicopéptidos y cuantificar las diferentes glicoformas.

Un resumen de los resultados del anélisis de glicopéptidos se muestra en la Tabla 22. Los glicanos ligados a N
de los anticuerpos anti-HER?2 biparatépicos ejemplares (v5019, v7091 y v10000) estan, aproximadamente, en
un 90 % fucosilados (10 % de glicanos ligados a N sin fucosa). Los glicanos ligados a N del FSA anti-HER2
monoespecifico (v506) estan fucosilados en un 96 % aproximadamente (4 % de glicanos ligados a N sin fucosa)
y Herceptin® esta aproximadamente en un 87 % fucosilado (4 % de glicanos ligados a N sin fucosa).

Tabla 22: Analisis de glicopéptidos ligados a N de Fc

Variante de % medio de glicopéptidos % medio de glicopéptidos n
anticuerpo observados con fucosa observados sin fucosa

v506 96.4 3.6 5
Herceptin® 86.5 13.4 4
v5019 90.5 9.4 6
v7091 89.9 26.9 3
v10000 89.2 10.7 5

Estos resultados muestran que los anticuerpos anti-HER2 biparatopicos (con un Fc heterodimérico),
expresados transitoriamente en células CHO, tienen aproximadamente un 3 % mas de contenido de fucosa en
el N-glicano en comparacién con Herceptin® comercial. El FSA anti-HER2 homodimérico (v506), expresado
transitoriamente en células CHO, tiene el mayor contenido de fucosa de aproximadamente el 96 %.

Ejemplo 24: Estabilidad térmica de un anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar

La estabilidad térmica de los anticuerpos anti-HER?2 biparatépicos ejemplares (v5019, v7091 y v10000) y ADC
(v6363, v7148 y v10533) se midié mediante DSC como se describe a continuacién.

La DSC se realizé en la DSC MicroCai™ VP-Capillary (GE Healthcare) utilizando una muestra de proteina
purificada (anticuerpos biparatépicos anti-HER2 y ADC biparatépicos anti-HER?2) ajustados a aproximadamente
0.3 mg/mL en PBS. La muestra se escane6 de 20 a 100 °C a una velocidad de 60 °C/h, con baja
retroalimentacién, filtro de 8 segundos, pre-Tstat de 5 minutos y presién de nitrégeno de 70 psi. El termograma
resultante se analiz6 utilizando el software Origin 7.

Los resultados de estabilidad térmica de los anticuerpos anti-HER?2 biparatopicos ejemplares (v5019, v7091 y
v10000) se muestran en la Figura 25A-C. La Figura 25A muestra el termograma para v5019; el Fc y la cadena
A del Fab de cada uno tienen una T, de 75° Celsius y la cadena B del scFv de 5019 tiene una T, de 69°
Celsius. La Figura 25B muestra el termograma para v10000; el dominio CH3 de Fctiene una T, de 82° Celsius,
la cadena A del Fab tiene una Ty, de 76.5° Celsius y la cadena B del scFv tiene una Tr, de 69.5° Celsius. La
Figura 25C muestra el termograma para v7091; el dominio CH3 de Fc tiene una T, de 82° Celsius, la cadena
A del Fab tiene una T, de 76.7° Celsius y la cadena B del scFv tiene una T, de 69.5° Celsius.

Los resultados de estabilidad térmica de los ADC anti-HER?2 biparatépicos ejemplares (v6363, v7148 y v10533)
se muestran en la Figura 26A-C. La Figura 26A muestra el termograma para v6363; el Fc tiene una T, de 75°
Celsius y la cadena A del Fab y el dominio CH3 de Fc tienen una T, de 75° Celsius. La cadena B del scFv de
6363 tiene una T, de 69° Celsius. La Figura 26B muestra el termograma para v10553; el dominio CH3 de Fc
tiene una T, de 83° Celsius, la cadena A del Fab tiene una T, de 75.7° Celsius y la cadena B del scFv tiene
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una Ty de 66.2° Celsius. La Figura 26C muestra el termograma para v7148; el dominio CH3 de Fc tiene una
Tm de 82.6° Celsius, la cadena A del Fab tiene una T, de 74.8° Celsius y la cadena B del scFv tiene una Tr, de
66.6° Celsius.

Los anticuerpos biparatépicos y ADC ejemplares tienen una estabilidad térmica comparable a la IgG de tipo
silvestre.

Ejemplo 25: Capacidad de un anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar para provocar ADCC de células
tumorales de mama que expresan niveles variables de HER2

Se examiné la capacidad del anticuerpo biparatépico ejemplar (v5019) para provocar ADCC dependiente de la
dosis de lineas celulares de cancer de mama que expresan HER2 positivo 3+, 2+ y 0/1+ (triple negativo). Los
experimentos de ADCC se realizaron como se describe en el Ejemplo 11 con la excepcién de que la relacién
entre células efectoras NK y células diana se mantuvo constante en 5:1.

Los resultados del ADCC se muestran en la Figura 27 y la Tabla 23. Los resultados de la Figura 27A-C muestran
que el anticuerpo biparatépico ejemplar (v5019) provoca aproximadamente entre 1.2 y 1.3 veces mayor lisis
celular méxima de células de cancer de mama que expresan HER2 HER?2 positivo 3+, 2+ y 0/1+ en comparacién
con Herceptin®. Los resultados también muestran que v5019 (90 % de N-glicanos con fucosa) media de manera
mas efectiva la ADCC del cancer de mama que expresa HER2 HER?2 positivo 3+, 2+ y 0/1+ a pesar de tener
aproximadamente un 4 % mas de contenido de fucosa en el N-glicano (lo que resulta en una menor afinidad
de unién a CD16 en las células NK) en comparacion con Herceptin® (86 % de N-glicanos con fucosa; Ejemplo
23). La mayor destruccién de células diana provocada por v5019 se debe presumiblemente a una mayor
decoracién de células tumorales como se describe en el Ejemplo 6.

Tabla 23: ADCC de células de cancer de mama que expresan HER2 HER2 3+, 2+ y 0/1+

Tratamiento | SKBr3 HER2 3+ JIMT-1 HER2 2+ MDA-MB-231 HER2 0/1+

% maximo de lisis ECso % maximo de lisis ECso % maximo de lisis ECso
de células objetivo (nM) | de células objetivo (nM) de células objetivo (nM)

v6019 30 ~0.9 60 0.001 53 0.9

Herceptin® 23 ~0.9 51 0.002 44 0.9

Los resultados de ADCC en la Figura 27D muestran que los anticuerpos biparatopicos ejemplares (v7091 y
v10000) provocan una lisis celular maxima similar en comparacion con Herceptin® en la linea celular WI-38 que
expresa HER2 basal. Los resultados de ADCC respaldan los datos de unién celular (Ejemplo 6), mostrando
que un umbral para el aumento de la unién y ADCC ocurre cuando los niveles del receptor HER2 son mayores
a 10,000 HERZ2/célula. Con base en estos datos, se esperaria que los anticuerpos biparatépicos anti-HER2
ejemplares hubieran aumentado la unién a la superficie celular y la ADCC de las células tumorales HER2 3+,
2+ y 1+, pero no hubieran aumentado la unién a la superficie celular y la ADCC de las células no tumorales que
expresan niveles basales del receptor HER2 en aproximadamente 10,000 receptores o menos.

Ejemplo 26: Efecto de la afucosilacién de anticuerpos sobre ADCC

Se examind la capacidad de los anticuerpos biparatdpicos ejemplares afucosilados (v5019-afuco, 10000-afuco)
para provocar ADCC dependiente de la dosis de lineas celulares de cancer de mama que expresan HER?2
HER?2 positivas 2/3+, 2+ y 0/1+ (triple negativas). Los experimentos de ADCC se realizaron como se describe
en el Ejemplo 11, en células SKOV3, células MDA-MB-231 y células ZR75-1 con la excepcién de que se utilizé
una relacién constante de células efectoras NK o células efectoras PBMC a células objetivo (E:T) de 5:1. Los
anticuerpos biparatépicos ejemplares afucosilados se produjeron transitoriamente en células CHO como se
describe en el Ejemplo 1, utilizando la enzima RMD expresada transitoriamente como se describe en von
Horsten et al. 2010 Glycobiology 20: 1607-1618. El contenido de fucosa de v5019-afuco y v10000-afuco se
midi6 como se describe en el Ejemplo 23 y se determiné que era menos del 2 % fucosilado (datos no
mostrados). Los datos que utilizan células efectoras NK se muestran en la Figura 28A-B, mientras que los datos
que utilizan PBMC se muestran en la Figura 28C.

La Figura 28A, la Figura 28B y la Tabla 24 muestran que el v5019 afucosilado (v5019-afuco) provoca ADCC de
células de céncer de mama que expresan HER2 HER 2/3+ y 0/1+ con una lisis celular maxima
aproximadamente de 1.5 a 1.7 veces mayor que la de Herceptin®.

Tabla 24: ADCC de células de cancer de mama que expresan HER2 2/3+ y HER2 basal (triple negativo)

Tratamiento SKOV3 HER2 2+/3+ MDA-MD-231 HER2 0/1+
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% méaximo de lisis de ECso (nM) % méaximo de lisis de ECso (nM)
células objetivo células objetivo
v5019-afucosilado 24 ~0.6 58 -0.6
Herceptin® 14 ~0.6 40 -0.3

Los resultados de la Figura 28C y la Tabla 25 muestran que v10000 provoca ADCC de células de cancer de
mama ZR-75-1 HER2 2+ con una lisis celular maxima aproximadamente 1.3 veces mayor que Herceptin®, y
v10000-afuco provoca una lisis celular méxima aproximadamente 1.5 veces mayor que Herceptin®.

Tabla 25: ADCC de células de cancer de mama HER2 2/3+

Tratamiento ZR-751 HER2 2+

% maximo de lisis de células objetivo ECso (nM)
v10000 28 ~0.08
v10000-afucosilado 32 ~0.7
Herceptin® 21 ~0.5

Los resultados de ADCC muestran que los anticuerpos biparatopicos afucosilados ejemplares (v5019-afuco,
v10000-afuco) provocan aproximadamente un 15-25 % mas de lisis celular maxima en comparacién con los
anticuerpos fucosilados (v5019 Ejemplo 25, v10000) cuando se utiliza Herceptin® como punto de referencia.
Estos resultados muestran que la reduccion del contenido de fucosa del N-glicano de Fc da como resultado un
aumento de la lisis celular maxima por ADCC.

Ejemplo 27: Capacidad de un anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar para inhibir el crecimiento de células
de cancer de mama HER?2 3+ en presencia de ligandos exdgenos estimulantes del crecimiento (EGF y HRG)

Se examind la capacidad de 5019 para inhibir el crecimiento de células de cancer de mama HER2 3+ en
presencia de ligandos estimulantes del crecimiento exégenos (EGF y HRG).

Se afladieron anticuerpos de prueba y ligando exégeno (10 ng/mL de HRG o 50 ng/mL de EGF) a las células
diana BT-474 HER2 3+ por triplicado y se incubaron durante 5 dias a 37 °C. La viabilidad celular se midi6é
utilizando AlamarBlue™ (37°C durante 2 horas), absorbancia leida a 530/580 nm. Los datos se normalizaron
respecto al control no tratado y el analisis se realizé utilizando GraphPad Prism.

Los resultados se muestran en la Figura 29 y la Tabla 26. Los resultados muestran que el anticuerpo
biparatépico ejemplar v5019 inhibe el crecimiento de células de cancer de mama HER2 3+ en ausencia de
ligando estimulador del crecimiento (inhibicién del 70 %), asi como en presencia de EGF (inhibicién del 40 %)
0 HRG (inhibicion de ~10 %). EI FSA monoespecifico anti-HER2 (v506) no bloquea el crecimiento de células
tumorales inducido por EGF o HRG a través de otros receptores erbB EGFR y HER3. v5019 es superior a v506
en la inhibicién de HER2 y la dimerizacidn y el crecimiento dependientes de ligando a través de otros receptores
erbB acompafiantes.

Tabla 26: Inhibicién del crecimiento de células cancerosas HER2 3+

Tratamiento % de supervivencia
Solo anticuerpos + EGF + HRG
Imitar 100 122 110
v506 41 114 129
v5019 31 56 92

Estos resultados muestran que un anticuerpo biparatdpico ejemplar es capaz de reducir el crecimiento
dependiente de ligando de las células HER2+, presumiblemente debido a la unién del brazo de la cadena A del
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Fab anti-ECD2 y al bloqueo posterior de la homo- y heterodimerizacién del receptor estimulada por ligando y
la sefializacién de erbB.

Ejemplo 28: Efecto de un anticuerpo anti-HER2 biparat6pico en un modelo de xenoinjerto de cancer de mama
metastasico derivado de un paciente con HER2 3+ resistente a trastuzumab y resistente a quimioterapia (PDX)
de carcinoma de mama ductal invasivo

El modelo de xenoinjerto derivado de paciente HER2 3+ (ER-PR negativo) de cancer de mama humano ductal
invasivo, HBCx-13B, se utilizd para evaluar la eficacia antitumoral de un anticuerpo anti-HER2 biparatépico
ejemplar, v7187. v7187 es una versién afucosilada de v5019. El modelo es resistente al agente Unico
trastuzumab, a la combinacién de trastuzumab y pertuzumab (ver ejemplo 31), a capecitabina, docetaxel y
adriamicina/ciclofosfamida.

Se inocularon ratones desnudos atimicos hembra por via subcutanea con un fragmento de tumor de 20 mms.
Posteriormente se realizd un seguimiento de los tumores hasta alcanzar un volumen promedio de 140 mm3.
Luego, los animales fueron asignados aleatoriamente a dos grupos de tratamiento: control del vehiculo y v7187
con ocho animales en cada grupo. La dosificacion intravenosa fue la siguiente. El control del vehiculo se
administré por via intravenosa con 5 mL/kg de tampén de formulacién dos veces por semana hasta el dia 43
del estudio. v7187 se administré por via intravenosa con 10 mg/kg dos veces por semana hasta el dia 43 del
estudio. El volumen del tumor se midi6é durante todo el estudio, y otros pardmetros se evaluaron el dia 43 como
se muestra en la Tabla 27.

Los resultados se muestran en la Figura 30 y la Tabla 27. Los resultados muestran que los tumores tratados
con control del vehiculo mostraron una progresion continua y superaron los 1600 mm?® para el dia 43 del estudio.
Los ratones tratados con v7187 mostraron una inhibicién del crecimiento tumoral significativamente mayor (T/C
— 0.44) con un volumen tumoral medio de 740 mm?3 el dia 43. v7187 indujo respuestas en 5/8 tumores y un solo
tumor mostré regresién completa con cero enfermedad residual el dia 43 del estudio. Los animales tratados
con v7187 tuvieron una tasa de respuesta superior con 5/8 tumores que respondieron a la terapia en
comparacién con 0/8 ratones tratados con el control del vehiculo. Ademas, el tratamiento con v7187 retrasé
significativamente la progresién del tumor en comparacién con el control del vehiculo, con tiempos de
duplicacidén de 19 y 11 dias respectivamente.

Tabla 27
Respuesta tumoral Vehiculo V7087
Dia 43 TV media (mm3) (% de cambio respecto al 1683 (+1079 %) | 740 (+422 %)
valor inicial)
Relacién T/C 1 0.44
Respondedores (TV<50 % del control) 0/8 5/8
PR (regresidn respecto al valor inicial >10 %) | 0/8 1/8
ZRD (TV <20 mm3) 0/8 1/8
Tiempo de progresién | Tiempo de duplicacién (dias) 11 19

Estos datos muestran que el biparatdpico anti-HER2 ejemplar (v7187) es eficaz en un modelo de xenoinjerto
de tumor de céncer de mama metastésico HER2 3+ resistente a Trastuzumab + Pertuzumab. El tratamiento
con V7187 tiene una alta tasa de respuesta y puede perjudicar significativamente la progresién tumoral de los
canceres de mama HER?2 3+ resistentes al tratamiento estandar.

Ejemplo 29: Evaluacién de la unién de ADC anti-HER?2 biparatépico a lineas de células tumorales HER2+

Se analizé la capacidad de los ADC anti-HER2 biparatopicos ejemplares para unirse y saturar las lineas de
células tumorales de mama y ovario HER2 positivas 3+, 2+ mediante FACS como se describe en el Ejemplo 6.

Los datos se muestran en la Figura 31. La Figura 31A muestra la unién de v6363 a las lineas de células
tumorales SKOV3 con un Bmax (MFI) aproximadamente 2.0 veces mayor que T-DM1 (v6246) en
concentraciones de saturacién. La Figura 31B muestra que v6363 se une a las lineas de células tumorales
JIMT-1 con un Bméx (MFI) aproximadamente 1.6 veces mayor que T-DM1 (v6246) en concentraciones de
saturacién. Estos datos muestran que v6363 (ADC) tiene propiedades de unién a células tumorales similares
de mayor unién a la superficie celular en comparacién con el anticuerpo v5019 no conjugado original (Ejemplo
6). La conjugacién de v5019 con SMCC-DM1 (v6363) no altera las propiedades de unién a antigeno del
anticuerpo.
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Se repitié6 el ensayo de unién mediante FACS para incluir una comparacién directa con los anticuerpos
biparatépicos ejemplares (v5019, v7091 y v10000) y ADC (v6363, v7148 y v10553). Los datos se muestran en
la Figura 31C y la Figura 31D. Los ADC anti-HER?2 biparatépicos ejemplares (v6363, v7148 y v10553) tienen
una saturacién de superficie celular equivalente (Bméx) en comparacién con los anticuerpos biparatépicos no
marcados (v5019, v7091 y v10000).

Estos datos muestran que la conjugacién de anticuerpos biparatépicos ejemplares (v5019, v7091 y v10000)
con SMCC-DM1 no altera las propiedades de unién. Los ADC anti-HER?2 biparatdpicos anti-HER2 ejemplares
(v6363, v7148 y v10553) tienen una unién a la superficie celular aproximadamente 1.5 veces (o0 méas) mayor
en comparaciéon con un ADC anti-HER2 monoespecifico (v6246, T-DM1).

Ejemplo 30: Inhibicién del crecimiento tumoral dependiente de la dosis de un ADC biparatépico anti-HER?2
ejemplar en un modelo de xenoinjerto derivado de paciente HER2 3+ (ER-PR negativo)

El modelo de xenoinjerto derivado de paciente HER2 3+ (ER-PR negativo) de cancer de mama humano ductal
invasivo, HBCx-13B, se utiliz6 para evaluar la eficacia antitumoral de un ADC anti-HER2 biparatdpico ejemplar,
v6363. El modelo es resistente al agente Unico trastuzumab, a la combinacién de trastuzumab y pertuzumab
(ver ejemplo 31), a capecitabina, docetaxel y adriamicina/ciclofosfamida.

A los ratones desnudos atimicos hembra se les inoculd el tumor mediante la insercién subcuténea de un
fragmento de tumor de 20 mmd. Los tumores fueron monitoreados hasta que alcanzaron un volumen promedio
de 160 mm?; luego, los animales fueron distribuidos aleatoriamente en cinco grupos de tratamiento: control con
IgG humana no especifica y cuatro dosis crecientes de v6363. Se incluyeron de 8-10 animales en cada grupo.
La dosificaciéon para cada grupo fue la siguiente. El control de IgG se administrd por via intravenosa con 10
mg/kg dos veces por semana hasta el dia 29 del estudio. v6363 se administré por via intravenosa con 0.3, 1, 3
o 10 mg/kg los dias 1, 15 y 29 del estudio. El volumen del tumor se evalué durante todo el estudio y los
parametros se evaluaron como se indica en la Tabla 29.

Los resultados se muestran en la Figura 32 y la Tabla 28. Estos resultados muestran que el ADC biparatépico
anti-HER2 ejemplar (v6363) media la inhibicién del crecimiento tumoral dependiente de la dosis en el modelo
PDX HBCx-13b resistente a Trastuzumab (Figura 32A). Ademés, v6363 mejoré la supervivencia general de
manera dependiente de la dosis, con un tiempo de supervivencia medio de mas de 63 dias para dosis de 3
mg/kg y 10 mg/kg en comparacién con 43 dias para el control de 1gG (Figura 32B y Tabla 28). La dosis de 3
mg/kg se asoci6 con una mayor tasa de respuesta (5/10) en comparacién con el control (0/8). Todos los ratones
tratados con v6363 en dosis de 10 mg/kg no sélo respondieron a la terapia (9/9) sino que también mostraron
prevencién de la progresiéon del tumor. Ademas, la mayoria de los tumores presentaron respuestas parciales
objetivas (7/9) y, al final del estudio, muchos tenian cero enfermedad residual (6/9). v6363 fue bien tolerado en
todas las dosis, no se observaron eventos adversos y no se observé pérdida de peso corporal.

Tabla 28:

Respuesta tumoral 1gG 6363 6363 6363 6363
0.3 1 3 10 mg/kg
mg/kg mg/kg mg/kg

Dia 43 TV media (mm3) ( % de cambio | 1963 1916 1613 1268 84

respecto al valor inicial) (+1119 (+1073 (+895 (+682

%) %) %) %) (-49 %)
Relacién T/C (IgG) 1 0.97 0.82 0.64 0.04
Respondedores (TV<50 % del 0/8 0/10 2/10 5/10 9/9
control)
PR (>10 % de regresién con 0/8 0/10 0/10 0/10 7/9
respecto al valor inicial)
ZRD (TV <20 mm3) 0/8 0/10 0/10 0/10 6/9

Tiempo de Tiempo de duplicacién del tumor | 9 9 14 17 52

progresion (dias)

Respuesta Supervivencia media (dias) 43 41 50 >63 >63

de

supervivencia
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Peso % de cambio con respecto al +10 % +10 % +9 % +5% +0 %
corporal valor inicial

Estos datos muestran que el ADC biparatopico anti-HER2 ejemplar (v6363) es eficaz en un modelo de
xenoinjerto de tumor de cancer de mama metastasico HER2 3+ resistente a Trastuzumab + Pertuzumab. El
tratamiento con vB6363 se asocia con una alta tasa de respuesta, altera significativamente la progresién del
tumory prolonga la supervivencia en canceres de mama HER2 3+ resistentes al tratamiento estandar.

Ejemplo 31: ADC anti-HER2 biparatépico comparado con las combinaciones de tratamiento estandar en el
PDX HBCx-13b resistente al trastuzumab

Se evalué la eficacia de v6363 en un modelo de xenoinjerto de cdncer de mama derivado de paciente resistente
a Trastuzumab, HER2 3+, ER-PR negativo (HBCx-13b), y se compard con la combinacion de: Herceptin™ +
Perjeta™ y Herceptin™ + Docetaxel.

Se inocularon ratones desnudos atimicos hembra con el tumor mediante la insercion subcuténea de un
fragmento de tumor de 20 mm3. Los tumores fueron monitoreados hasta que alcanzaron un volumen promedio
de 100 mm3; luego los animales se dividieron aleatoriamente en 4 grupos de tratamiento (8-10 animales/grupo):
control de IgG humana no especifica, Herceptin™ + Docetaxel, Herceptin™ + Perjeta™, y v6363. La dosificacion
para cada grupo fue la siguiente. El control de IgG se administré por via intravenosa con 10 mg/kg dos veces
por semana hasta el dia 29 del estudio. La combinacion de Herceptin™ + Docetaxel y Herceptin™ se administré
por via intravenosa con 10 mg/kg IV dos veces por semana hasta el dia 29 del estudio y se administré docetaxel
por via intraperitoneal con 20 mg/kg los dias 1 y 22 del estudio. La combinacion de Herceptin™ + Perjeta™y
Herceptin se administré por via intravenosa con 5 mg/kg dos veces por semana hasta el dia 29 del estudio y
se le administré Perjeta™ en forma intravenosa con 5 mg/kg dos veces por semana hasta el dia 29 del estudio.
La dosificacion de Herceptin™ y Perjeta™ se hizo al mismo tiempo. Se administré v6363 por via intravenosa con
10 mg/kg los dias 1, 15 y 29 del estudio.

Los resultados se muestran en la Figura 33 y la Tabla 29. La Figura 33A muestra el volumen del tumor a lo
largo del tiempo y la Figura 33B muestra un grafico de supervivencia. Estos resultados muestran que la
combinacion de Herceptin™ + Perjeta™ no produjo ninguna inhibicion del crecimiento tumoral en comparacion
con IgG de control y superd los 1800 mm?3 el dia 39. La combinacién de Herceptin™ + Docetaxel no redujo
significativamente el crecimiento del tumor, pero si prolongé la supervivencia media a 53 dias en comparacién
con los 43 dias para el control de IgG. v6363 produjo una inhibicion significativa del crecimiento del tumor (T/C
— 0.04), donde todos los tumores respondieron a la terapia y 7/10 tumores experimentaron regresiones
completas (enfermedad residual cero). v6363 prolongd significativamente la supervivencia en comparacién con
ambas terapias combinadas. Los pesos corporales entre las cohortes no se vieron afectados significativamente
por los tratamientos.

Tabla 29:
Respuesta tumoral 1gG Herceptin™ Herceptin™ | v6363
+ Perjeta™ +
Docetaxel | 10 mg/kg
Dia 39 TV media (mm3) (% de cambio | 1809 1975 1328 76

respecto al valor inicial)
(+1023 %) | (+1085 %) (+714 %) (-54 %)

Relacién T/C (IgG) 1.0 1.10 0.73 0.04
Respondedores (TV<50 % del 0/8 0/8 110 9/9
control)
PR (regresion respecto al valor | 0/8 0/8 0/10 8/9
inicial >10 %)
ZRD (TV <20 mm3) 0/8 0/8 0/10 6/9
Respuesta de | Supervivencia media (dias) 43 39 53 >63
supervivencia
Peso corporal | % de Cambio con respecto al +10 % +7 % +3 % 2%
valor inicial
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Estos resultados muestran que el ADC biparatépico anti-HER2 ejemplar (v6363) es superior a las
combinaciones de tratamiento estandar con respecto a todos los parametros evaluados en este modelo de
xenoinjerto.

Ejemplo 32: Eficacia de un ADC anti-HER?2 biparatdpico en un modelo de xenoinjerto tumoral derivado de
células de cancer de mama resistentes a HER2+ trastuzumab

Se evalué la eficacia de v6363 en un modelo de xenoinjerto derivado de células de cancer de mama resistentes
a HER2 3+ Trastuzumab (JIMT-1, HER2 2+) (Tanner et al. 2004. Molecular Cancer Therapeutics 3: 1585-1592).

A los ratones hembra RAG2 se les inoculd el tumor por via subcutédnea. Los tumores fueron monitoreados hasta
que alcanzaron un volumen promedio de 115 mm?3; luego los animales fueron distribuidos aleatoriamente en
dos grupos de tratamiento: Trastuzumab (n = 10) y v6363. La dosificacion para cada grupo fue la siguiente. Se
administré trastuzumab por via intravenosa a razén de 15 mg/kg el dia 1 del estudio y 10 mg/kg dos veces por
semana hasta el dia 26 del estudio. Se administré v6363 por via intravenosa a razén de 5 mg/kg los dias 1y
15 del estudio y a razén de 10 mg/kg los dias 23 y 30 y a razén de 9 mg/kg los dias 37 y 44.

Los resultados se muestran en la Figura 34 y la Tabla 30. Estos resultados muestran que v6363 inhibid
significativamente el crecimiento del tumor (T/C - 0.74) en comparacién con Trastuzumab el dia 36 del estudio.
El tratamiento con v6363 y Trastuzumab no cambid significativamente el peso corporal. La exposicién en suero
a v6363 fue de 17.9 pg/mL 7 dias después de la primera dosis de 10 mg/kg.

Tabla 30:
Respuesta tumoral Trastuzumab | 6363
Dia 36 TV media (mm3) (% de cambio respecto al 718 (+541) 532 (+335
valor inicial) %)
T/C (Tras) ratio 1 0.74
Respondedores (TV<50 % del control) 110 2/13
PR (regresidn respecto al valor inicial >10 0/10 0/13
%)
ZRD (TV <20 mm3) 0/10 0/13
Peso corporal % de Cambio con respecto al valor inicial +5.8% +3.1%
E;(posicic’)n al farmaco (dia Concentracién en suero media (pug/mL) 187.2 17.9

Estos resultados muestran que el ADC biparatdpico anti-HER2 ejemplar (v6363) es eficaz en un cancer de
mama resistente a Trastuzumab y tiene una utilidad potencial en el tratamiento de canceres de mama que son
resistentes a los estandares de atencién actuales.

Ejemplo 33: Unién de FcyR a Fc heterodimérico de anticuerpos biparatdpicos anti-HER2 y ADC biparatépicos
anti-HER2

Se evalué la unién del anticuerpo biparatépico anti-HER2 (v5019, v7019 v10000) y el ADC (v6363, v7148 y
v10553) que tienen un Fc heterodimérico a los FcyR humanos y se comparé con el FSA anti-HER2 (v506) y el
ADC (v6246) que tienen un Fc homodimérico.

La afinidad de FcyR a la regién de Fc del anticuerpo se midié mediante SPR utilizando un ProteOn XPR36
(BIO-RAD). HER2 se inmovilizé (3000 RU) en el chip CM5 mediante acoplamiento de amina estandar. Los
anticuerpos fueron antigenos capturados en la superficie de HER2. Se inyectd FcyR purificado en diversas
concentraciones (20-30 pL/min) durante 2 minutos, seguido de una disociacién de 4 minutos. Los sensogramas
se ajustaron globalmente a un modelo de unién de Langmuir 1:1. Los experimentos se realizaron a 25 °C.

Los resultados se muestran en la Tabla 31. Los anticuerpos biparatépicos anti-HER2 heterodiméricos
ejemplares y los ADC se unieron a CD16aF, CD16aV158, CD32aH, CD32aR131, CD32bY163 y CD64A con
afinidades comparables. La conjugacion de los anticuerpos con SMCC-DM1 no afecta negativamente la unién
de FcyR. Los anticuerpos biparatépicos anti-HER2 heterodiméricos tienen una afinidad aproximadamente 1.3
a 2 veces mayor por CD16aF, CD32aR131, CD32aH en comparacién con los FSA anti-HER2 homodiméricos
(v506) y ADC (v6246). Estos resultados muestran que los anticuerpos biparatépicos anti-HER2 heterodiméricos
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y los ADC se unen a diferentes formas polimérficas de FcyR en las células efectoras inmunes con una afinidad

similar o mayor que una IgG1 homodimérica WT.
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Ejemplo 34: Eficacia de anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares in vivo en un modelo de xenoinjerto
tumoral derivado de células de cancer de ovario sensibles al trastuzumab

El modelo de xenoinjerto derivado de células de cancer de ovario humano establecido SKOV3, descrito en el
Ejemplo 17, se utilizd para evaluar la eficacia antitumoral de los anticuerpos anti-HER2 biparatépicos
ejemplares, v5019, v7091 y v10000.

Se inocularon ratones desnudos atimicos hembra con una suspensién tumoral de 325,000 células en HBSS
por via subcutanea en el flanco izquierdo. Los tumores fueron monitoreados hasta que alcanzaron un volumen
promedio de 190 mm?3y se inscribieron de forma aleatoria y escalonada en cuatro grupos de tratamiento: control
de IgG humana no especifica, v5019, v7091 y v10000. La dosificacién para cada grupo fue la siguiente. Se
administré 1IgG humana no especifica por via intravenosa a razén de 10 mg/kg a partir del dia 1 del estudio dos
veces por semana hasta el dia 26 del estudio. Se administraron por via intravenosa V5019, v7091 y v10000 a
razén de 3 mg/kg a partir del dia 1 del estudio dos veces por semana hasta el dia 26 del estudio. Se midié el
volumen del tumor durante todo el estudio y los pardmetros enumerados en la Tabla 32 se midieron el dia 29.

Los datos se presentan en la Figura 35A (crecimiento del tumor), la Figura 35B (gréafico de supervivencia) y la
Tabla 32 y muestran que el tratamiento con v5019, v7091 y v10000 resulté en una inhibiciéon del crecimiento
del tumor comparable (T/C: 0.53-0.71), nimero de tumores que respondieron, tiempo hasta la progresiéon y
supervivencia el dia 29 del estudio en comparacién con el control de IgG. La exposicién en suero de v5019,
v7091 y v10000 fue similar (31-41 pg/mL) el dia 7 del estudio.

Tabla 32:
Respuesta tumoral IgG v5019 V7091 V10000
(n=8) | (n=11) | (n=11) | (n=11)
Dia 29 TV media (mm3) (% de cambio respecto al | 1903 1001 1354 1114
valor inicial)
(+899 (+416 (+618 (+503
%) %) %) %)
Relacién T/C (Tras) 1 0.53 0.71 0.58
Respondedores (TV<50 % del control) 1/8 5/11 4/11 6/11
PR (>10 % de regresidn respecto al valor | 0/8 111 0/11 0/11
inicial)
ZRD (TV< 20 mm3) 0/8 0/11 0/11 0/11
Tiempo de Tiempo de duplicacién del tumor (dias) 12 15 16 15
progresion
Supervivencia Supervivencia media (dias) 29 Na 37 41
Exposicién a Concentracién en suero media (pug/mL) na 31.2 41.0 31.2
farmacos (dia 7)

Estos resultados muestran que los anticuerpos biparatdpicos anti-HER2 ejemplares, v5019, v7091 y v10000
tienen una utilidad potencial en el tratamiento de cénceres de ovario con sobreexpresién de HER2
moderadamente sensibles al Trastuzumab.

Ejemplo 35: Los anticuerpos biparatépicos anti-HER2 ejemplares inhiben de forma dependiente de la dosis el
crecimiento tumoral en el xenoinjerto tumoral derivado de células de cancer de ovario sensible al trastuzumab

El modelo de xenoinjerto derivado de células de cancer de ovario humano establecido SKOV3, descrito en el
Ejemplo 17, se utilizé para evaluar la eficacia dependiente de la dosis de un anticuerpo anti-HER2 biparatdpico
ejemplar, v10000.

Se inocularon ratones desnudos atimicos hembra con una suspensién tumoral de 325,000 células en HBSS
por via subcutanea en el flanco izquierdo. Los tumores fueron monitoreados hasta que alcanzaron un volumen
promedio de 190 mm?® y se inscribieron de forma aleatoria y escalonada en 6 grupos de tratamiento: control de
IgG humana no especifica y 5 dosis crecientes de v10000. Se incluyeron 9-13 animales en cada grupo. La
dosificacidén para cada grupo fue la siguiente. El control de IgG se administré por via intravenosa con 10 mg/kg
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dos veces por semana hasta el dia 26 del estudio. V10000 se administré por via intravenosa a dosis de 0.1,
0.3, 1, 3 0 10 mg/kg dos veces por semana.

Los datos se presentan en la Figura 36 y la Tabla 33 y muestran que el tratamiento con v10000 induce de forma
dependiente de la dosis una inhibicién del crecimiento tumoral (T/C: 0.28-0.73) en comparacién con el control
de 1gG. Ademas, v10000 se asocié de forma dependiente de la dosis con tumores que respondieron (7/9 a
razén de 10 mg/kg y 3/11 a razén de 0.1 mg/kg) y aumentaron el tiempo hasta la progresién (24 dias a razén
de 10 mg/kg y 12 dias a razén de 0.1 mg/kg) el dia 29 del estudio. La exposicién en suero de v10000 el dia 7
dependié de la dosis y aumentd de 0.46 pg/mL con una dosis de 0.1 mg/kg a 79.3 pg/mL con una dosis de 10
mg/kg.

Tabla 33
Respuesta tumoral [s[€] V10000, | V10000, | V10000, V10000, V10000,
10 mg/kg 0.3 mg/kg
(n=18) 3 mg/kg 1 mg/kg (n=13) 0.1 mg/kg
(n=9) (n=11) (n=11)
(n=11)
Dia 29 TV media (mm3) | 1903 543 114 1534 1535 1385

( % de cambio
respecto al valor | (+899 %) | (+281%) | (+503 %) | (+688 %) | (+694 %) | (+643 %)

inicial)

Relaciéon T/C 1 0.28 0.58 0.81 0.81 0.73

Respondedores 1/8 7/9 6/11 2/11 3/13 3/1
(TV<50 % del
control)

PR (>10 % de 0/8 1/9 0/11 0/11 0/13 0/11
regresion
respecto al valor
inicial)

ZRD 0/8 0/9 0/11 0/11 0/13 0/11
(TV <20 mm3)

Tiempo de Tiempo de 12 24 15 14 12 12
progresion duplicacién del
tumor (dias)

Exposicion Concentracion na 79.3 31.2 4.7 1.5 0.46
a farmacos en suero media
(dia 7) (Mg/mL)

Estos resultados muestran que el anticuerpo biparatépico anti-HER2 ejemplar, V10000, inhibe la progresién
tumoral de una manera dependiente de la dosis.

Ejemplo 36: Capacidad del anticuerpo biparatépico anti-HER2 y del ADC biparatdpico anti-HER2 para inhibir
el crecimiento de lineas celulares que expresan HER2 y EGFR y/o HER3 en los niveles 3+, 2+ 0 1+

El siguiente experimento se realizd para medir la capacidad de un anticuerpo anti-HER2 biparatépico ejemplar
(v10000) y un ADC anti-HER2 biparatdpico correspondiente (v10553) para inhibir el crecimiento de una
seleccién de lineas celulares tumorales de mama, colorrectal, gastrico, pulmén, piel, ovario, renal, pancreas,
cabeza y cuello, Utero y vejiga que expresan HER2 y EGFR y/o HERS3 en el nivel 3+, 2+, 1+ o 0+ de acuerdo
con lo definido por IHC.

El experimento se llevé a cabo de la siguiente manera. La densidad de siembra 6ptima para cada linea celular
se determind de forma Unica para identificar una densidad de siembra que produjera aproximadamente un 60-
90 % de confluencia después de las 72 horas de duracién del ensayo. Cada linea celular se sembré a la
densidad de siembra 6ptima, en el medio de crecimiento apropiado por linea celular, en una placa de 96 pocillos
y se incubd durante 24 ha 36 °C y 5 % de CO,. Se agregaron anticuerpos en tres concentraciones (v10000 a
300, 30 y 0.3 nM; v10553 a 300, 1, 0.1 nM), junto con los controles positivos y del vehiculo. La combinacién de
farmacos del coctel quimioterapéutico de control positivo consistié en 5-FU (5-fluorouracilo), paclitaxel,
cisplatino, etopésido (25 pM), el control del vehiculo consistié en PBS. Los tratamientos con anticuerpos y los
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controles se incubaron con las células durante 72 h en una incubadora de cultivo celulara 36 °C y 5 % de CO..
Las placas se centrifugaron a 1200 RPM durante 10 minutos y el medio de cultivo se eliminé completamente
por aspiraciéon. Se afiadié medio RPMI SFM (200 pL) y MTS (20 pL) a cada pocillo y se incub6 a36°Cy 5%
de CO; durante 3 h. Se ley6 la densidad 6ptica a 490 nM y se determind el porcentaje de inhibicién del
crecimiento en relacién con el control del vehiculo.

Los resultados se muestran en la Figura 37 y un resumen de todos los resultados de las pruebas se muestra
en la Figura 38. La Figura 37A muestra los resultados de inhibicién del crecimiento de v10000. Estos resultados
muestran que v10000 puede inhibir el crecimiento de lineas celulares tumorales de mama, colorrectal, géastrico,
pulmonar, cutédneo, ovarico, renal, pancreético, de cabeza y cuello, uterino y endometrial que expresan HER2
y coexpresan EGFR y/o HER3 en el nivel 3+, 2+, 1+ o 0+. La actividad de v10000 y v10553 a 300 nM se resume
en la Figura 38, donde '+' indica lineas celulares que mostraron una reduccién en la viabilidad celular a 300 nM
que fue > 5 % del control del vehiculo, y '-' indica £ 5 % de viabilidad del control del vehiculo.

La Figura 37B muestra los resultados de la inhibicién del crecimiento de v10553. Estos resultados muestran
que v10553 puede inhibir el crecimiento de lineas celulares tumorales de mama, colorrectal, gastrico, pulmonar,
cutaneo, ovarico, renal, pancreético, de cabeza y cuello, uterino y de vejiga que expresan HER2 y coexpresan
EGFR y/o HERS3 en el nivel 3+, 2+, 1+ o0 0+ (ver también la Figura 38). Los resultados graficados en la Figura
37B estan definidos por lineas celulares que mostraron un minimo de inhibicién del crecimiento dependiente
de la dosis a 300 y 1 nM, y donde la inhibicién del crecimiento a 1 nM es igual o mayor al 5 % (Figura 37B).

Estos resultados muestran que el anticuerpo biparatépico ejemplar v10000 y el ADC v10553 pueden inhibir el
crecimiento de células tumorales originadas en histologias de mama, colorrectal, gastrica, pulmonar, cutanea,
ovarica, renal, pancreatica, de cabeza y cuello, uterina y de vejiga que expresan HER2 en los niveles 3+, 2/3+,
2+, 1+ y 0/1+ y que coexpresan EGFR y/o HERS3 en los niveles 2+, 1+.

Ejemplo 37: Capacidad de los anticuerpos biparatdpicos anti-HER2 para mediar la ADCC de las células
cancerosas HER2 2+, 1+ y 0/1+

El siguiente experimento se realiz6 para determinar la capacidad de los anticuerpos biparatépicos anti-HER?2
para mediar la ADCC de células tumorales que expresan HER2 en los niveles 2+, 1+ y/o 0/1+ y que coexpresan
EGFR y/o HERS3 en el nivel 2+ o0 1+. Los anticuerpos biparatépicos anti-HER?2 analizados fueron 5019, 10000
y 10154 (una version afucosilada de v10000), con Herceptin™ y v506 como controles.

El experimento de ADCC se llevé a cabo como se describe en el Ejemplo 11 y el Ejemplo 25 con E/T: 5:1 con
células efectoras NK-92 (Figura 39), y como se describe en el Ejemplo 26 con E/T 30:1 con células efectoras
PBMC.

Los resultados se muestran en la Figura 39 (células efectoras NK-92) y la Figura 40 (células efectoras PBMC).
La Figura 39A muestra los resultados de ADCC de la linea celular de tumor de cabeza y cuello HER2 2+
(carcinoma hipofaringeo), FaDu, donde el biparatépico anti-HER2 provoca aproximadamente un 15 % de lisis
celular maxima. La Figura 39C muestra los resultados de ADCC de la linea de células tumorales pancreéticas
BxPC3 HER2 1+, y la Figura 39D los resultados de la linea de células tumorales pancreéticas MiaPaca2 HER2
2+. La Figura 39B muestra los resultados de ADCC de la linea de células tumorales de NSCLC (céancer de
pulmén de células no pequefias) A549 HER2 0/1+. En las lineas de células tumorales BxPC3, MiaPaca2 y
A549, v10000 mediaba aproximadamente el 5 % de la lisis maxima de células tumorales.

La Figura 40 muestra los resultados de ADCC en células A549, NCI-N87 y HCT-116, donde se utilizaron PBMC
como células efectoras. La Figura 40A muestra los resultados de ADCC de la linea celular tumoral NSCLC
A549 HER2 0/1+, donde v10000 provocé una lisis celular méxima de aproximadamente el 28 % y esto fue
comparable a Herceptin™ que tiene un nivel equivalente de contenido de fucosa en el glicano ligado a N. El
v10154 biparatépico 100 % afucosilado (0 % fucosa) ejemplar muestra un aumento en la lisis celular méxima
(40 % de lisis celular méxima) y una mayor potencia en comparacién con v10000 y Herceptina que tienen
aproximadamente 88 % de fucosa en el glicano ligado a N.

La Figura 40B muestra los resultados de ADCC de la linea de células tumorales géastricas HER2 3+, NCI-N87.
La Figura 40B muestra que el v5019 biparatdpico ejemplar (aproximadamente 88 % fucosilado) media
aproximadamente el 23 % de la lisis celular maxima y tiene un EC50 mas bajo en comparaciéon con
Trastuzumab v506 (aproximadamente 98 % fucosilado).

La Figura 40C muestra los resultados de ADCC de la linea de células tumorales colorrectales HCT-116 HER2
1+. La Figura 40C muestra que el v5019 biparatépico ejemplar (aproximadamente 88 % fucosilado) media
aproximadamente el 25 % de la lisis celular méxima y es mas potente en comparacién con Trastuzumab v506
(aproximadamente 98 % fucosilado).

Estos resultados muestran que los anticuerpos biparatdpicos anti-HER2 ejemplares pueden provocar ADCC de
células tumorales HER2 01/+, 2+ y 3+ que se originan en histologias de tumores de cabeza y cuello, gastricos,
de NSCLC y pancreaticos. La ADCC en presencia de células NK-92 como células efectoras tenia un
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requerimiento aparente de nivel de receptor HER2 2+ (es decir, 2+ o superior) para mostrar un porcentaje mas
alto (> 5 %) de lisis celular méxima. Sin embargo, cuando se utilizaron células PBMC como células efectoras
se alcanzaron niveles mas altos de lisis celular maxima (>5 % y hasta 28 % o 40 %; v10000 y v10154,
respectivamente) y fueron independientes de la densidad del receptor HERZ2, ya que se observé ADCC >5 %
en los niveles de densidad del receptor HER2 0/1+, 1+ y 3+.

Ejemplo 38: Afinidad y cinética de unién de HER2 medidas mediante SPR

Como se indica en el Ejemplo 1, se construyeron anticuerpos biparatépicos anti-HER2 que tienen diferentes
formatos de fracciones de unién a antigeno, como se describe en la Tabla 1. Los formatos incluian el formato
scFv-scFv (v6717), el formato Fab-Fab (v6902 y v6903), junto con el formato Fab-scFv (v5019, v7091 vy
v10000). El siguiente experimento se realizé para comparar la afinidad de unién de HER2 y la cinética de estos
formatos de anticuerpos biparatdpicos anti-HER2 ejemplares.

La afinidad y la cinética de unién al ECD de HER2 murino (Sino Biological 50714-M08H) se midieron mediante
cinética de ciclo Unico con el sistema de SPR T200 de Biacore (GE Healthcare). Se inmovilizaron entre 2000-
4000 RU de Fc antihumano en un chip CM5 utilizando acoplamiento de amina estandar. 5019 fue capturado
en la superficie Fc antihumana a 50 RU. Se inyecté ECD de HER2 recombinante (1.8-120 nM) a razén de 50
ML/min durante 3 minutos, seguido de una disociacién de 30 minutos después de la Ultima inyeccién. Las
diluciones de HERZ2 se analizaron por duplicado. Los sensogramas se ajustaron globalmente a un modelo de
enlace de Langmuir 1:1. Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente, 25 °C.

Los resultados de la Tabla 34 muestran que los anticuerpos biparatépicos Fab-scFv (v5019 y v7091), las
variantes Fab-Fab (v6902 y v6903) y la variante scFv-scFv (v6717) tienen una afinidad de unién comparable
(1-4 nM). La variante Fab-scFv v10000 tuvo una mayor afinidad de unién (menor KD) de aproximadamente 0.6
nM. El anticuerpo ECD4 anti-HER2 monoespecifico (v5068) y el anticuerpo ECD2 anti-HER2 (v4184) se
incluyeron en el ensayo como controles. Estos resultados indican que los formatos moleculares que incluyen
V6717, v6902, v6903, v5019 y/o v7091 tienen afinidades de unién equivalentes y, por lo tanto, las diferencias
de funcién entre estos anticuerpos pueden considerarse resultado de diferencias en el formato.

Tabla 34
Promedio Desviacién estandar
Variante de Ka (1/Ms) Kd (1/s) KD (M) Ka (1/Ms) Kd (1/s) KD (M)
anticuerpo
v506 7.34E+04 4.08E-05 5.56E-10 1.13.E+03 3.04E-06 3.28E-11
v4184 3.61E+04 5.46E-04 1.56E-08 7.78.E+03 2.80E-05 4.12E-09
v5019 6.01E+04 7.77E-05 1.29E-09 1.30.E+03 8.56E-07 4.24E-11
v7091 5.17E+04 1.19E-04 2.31E-09 2.70.E+03 1.49E-05 4.09E-10
v10000 6.44E+04 3.69E-05 5.79E-10 6.18.E+03 6.72.E-06 1.42.E-10
v6902 6.83E+04 1.72E-04 2.72E-09 1.93E+04 4.49E-05 1.43E-09
v6903 7.10E+04 1.71E-05 2.75E-09 3.60E+04 3.96E-06 134E-09
v6717 1.50E+05 5.33E-04 4.45E-09 1.28E+05 2.54E-04 2.11E-09

Ejemplo 39: Efecto del formato de anticuerpo biparatépico anti-HER2 sobre la unién a células tumorales
HER2+

Se realizd el siguiente experimento para comparar las propiedades de unién de células completas (Bméx y Kp
aparente) de anticuerpos biparatdpicos ECD2 x ECD4 anti-HER?2 ejemplares que tienen diferentes formatos
moleculares (por ejemplo, v6717, IgG1 scFv-scFv; IgG1 Fab-Fab v6903 y v6902; IgG1 Fab-scFv v5019, v7091
y v10000).

El experimento se realizé como se describe en el Ejemplo 6. Los resultados se muestran en la Figura 41 y las
Tablas 35-38. La Figura 41Ay la Tabla 35 muestran los resultados de la unién mediante FACS de los anticuerpos
biparatépicos ejemplares a la linea de células de tumor de mama BT474 HER2 3+. Los resultados muestran
que todos los anticuerpos anti-HER2 tienen un Bméx més alto (1.5 a 1.7 veces mayor) en comparacién con el
anticuerpo anti-HER?2 bivalente monoespecifico v506. Los formatos Fab-scFv (v5019, v7091 y v10000) y Fab-
Fab (v6903) tuvieron un Bmax aproximadamente 1.7 veces mayor y el formato scFv-scFv (v6717) tuvo un Bméx
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1.5 veces mayor en comparacién con v506. Una combinacién equimolar de FSA v506 y v4184 resulté en un
aumento de 1.7 veces en Bmax. La Kp aparente de los anticuerpos biparatdpicos anti-HER2 ejemplares fue
aproximadamente de 2 a 3 veces mayor en comparacidén con el v506 monoespecifico.

Tabla 35: BT-474 que se unen mediante FACS

Variante de anticuerpos Ko (nM) Bmax
v506 9.0 23536
v10000 16 39665
v506 + v4184 16 40320
v5019 21 39727
v7091 22 36718
v6717 30 36392
v6903 31 40321

La Figura 41B y la Tabla 36 muestran los resultados de la unién mediante FACS a la linea de células tumorales
de mama JIMT-1 HER2 2+. Los resultados muestran que todos los anticuerpos anti-HER2 tienen un Bméx mas
alto (1.5 a 1.8 veces mayor) en comparacién con el anticuerpo anti-HER?2 bivalente monoespecifico v506. Los
formatos Fab-scFv (v7091 y v10000) y Fab-Fab (v6903) tuvieron un Bméx aumentado aproximadamente 1.7
veces, el formato scFv-scFv (VB717) tuvo un Bméx aumentado 1.5 veces y la combinacién Fab-scFv (v5019) y
FSA (v506 + v4184) tuvo un Bméx aumentado 1.8 veces en comparacion con v506. La Kp aparente de los
anticuerpos Fab-scFv biparatépicos anti-HER2 ejemplares fue aproximadamente de 2 a 4 veces superior en
comparacién con el v506 monoespecifico; mientras que la Kp del Fab-Fab (v6903) y scFv-scFv (v6717) fueron
aproximadamente 8 veces mayores en comparacidén con v506.

Tabla 36: JIMT-1 que se unen mediante FACS

Variante de anticuerpos Kb Bméx.
(nM)
v506 35 2574
v10000 7.6 4435
v506 + v4184 8.0 4617
v5019 12 4690
v7091 14 4456
v6717 26 3769
v6903 28 4452

La Figura 41C y la Tabla 37 muestran los resultados de la unién mediante FACS de los anticuerpos
biparatépicos ejemplares a la linea de células tumorales de mama MCF7 HER2 1+. Los resultados muestran
que la combinacién del anticuerpo anti-HER2 v10000 y FSA (v506 + v4184) tiene un Bmax 1.6 veces mayor en
comparacién con el anticuerpo anti-HER?2 bivalente monoespecifico v506. El Fab-scFv (v5019, v7091) tuvo un
aumento de aproximadamente 1.4 veces; el formato scFv-scFv (v6717) un aumento de 1.3 veces, y el formato
Fab-Fab (v6903) tuvo un Bméx 1.2 veces mayor en comparacién con v508. La Kp aparente del Fab-scFv
biparatépico anti-HERZ2, Fab-Fab (v6903) y la combinaciéon FSA (v506 + v4184) fue aproximadamente de 2 a 3
veces menor en comparacién con v506; mientras que la Kp del scFv-scFv (v6717) fue aproximadamente 3
veces mayor en comparacion con v506.

Tabla 37: MCF7 que se unen mediante FACS

Variante de anticuerpos Ko (nM) Bmax
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vb606 + v4184 4.5 1410
V7091 6.1 1216
v6019 6.3 1201
v10000 6.8 1381
v6903 7.1 1105
v506 12 889

ve717 32 1167

La Figura 41D y la Tabla 38 muestran los resultados de la unién mediante FACS de los anticuerpos
biparatopicos ejemplares a la linea de células de tumor de mama MDA-MD-231 HER2 0/1+. Los resultados
muestran que los anticuerpos anti-HER2 biparatdpicos ejemplares tuvieron un Bméax aproximadamente entre
1.3 y 1.4 veces mayor en comparacién con el anticuerpo anti-HER2 bivalente monoespecifico v506. La
combinacién de FSA (v506 + v4184) tuvo una Bmax 1.7 veces mayor. La Kp aparente de los anticuerpos Fab-
scFv biparatépicos anti-HER2 ejemplares (v5019, v7091, v10000) y la combinacién de FSA (v506 + v4184)
tuvieron una KD aproximadamente equivalente en comparacién con v506; mientras que Fab-Fab (v6903) y
scFv-scFv (v6717) tuvieron una Kp aproximadamente 4 y 16 veces mayor respectivamente, en comparacion
con v506.

Tabla 38: MDA-MB-231 que se unen mediante FACS

Variante de anticuerpos Ko (nM) Bmax
v506 4.8 395
v10000 56 558
v506 + v4184 7.3 662
v7091 7.9 525
v5019 8.7 548
v6903 17 534
v6717 77 524

Los resultados de la unién de células tumorales muestran que los anticuerpos biparatépicos anti-HER2 con
diferentes formatos moleculares tienen un Bméx aumentado en las células tumorales HER2 3+, 2+, 1+ y 0/1+
en comparacién con un anticuerpo anti-HER2 monoespecifico bivalente. De los diferentes anticuerpos
biparatépicos anti-HER2, el formato scFv-scFv tuvo la ganancia de Bmax més baja en relacién con v506 en
células tumorales HER2 3+, 2+, 1+ y 0/1+. Estos resultados también muestran que los formatos scFv-scFv y
Fab-Fab tienen el mayor aumento en Kp en células tumorales HER2 3+, 2+, 1+ y 0/1+ en comparacidén con
v506 monoespecifico (aumento de 3 a 16 veces) y los formatos Fab-scFv biparatépicos (aproximadamente 2
veces 0 mas). El aumento de Kp es una indicacién de una reduccién en la unién avida y sugiere que diferentes
formatos biparatopicos tienen mecanismos Unicos de unién a HER2 en la superficie celular.

Ejemplo 40: Efecto del formato de anticuerpo biparatépico anti-HER2 sobre la internalizacién en células HER2+

El siguiente experimento se realiz6 para comparar la capacidad de anticuerpos biparatépicos ECD2 x ECD4
anti-HER2 ejemplares que tienen diferentes formatos moleculares (por ejemplo, v6717, 1IgG1 scFv-scFv; 1gG1
Fab-Fab v6903 y v6902; 1gG1 Fab-scFv v5019, v7091 y v10000) para internalizarse en células HER2+ que
expresan HER2 en niveles variables.

El experimento se llevé a cabo como se detalla en el Ejemplo 9. Los resultados se muestran en la Figura 42 y
las Tablas 39-41. La Figura 42Ay la Tabla 39 muestran los resultados de internalizacién en BT-474 HER2 3+.
Estos resultados muestran que el formato Fab-scFv (v10000) y la combinacién de FSA (v506 + v4184) tienen
cantidades 2.2 veces mayores de anticuerpos intracelulares, en comparacién con el anti-HER2 monoespecifico
v506. El formato scFv-scFv (v6717) tuvo 1.9 veces mayor; los formatos Fab-scFv (V5019 y v7091) tuvieron 1.5

74



10

15

ES 3014 819 T3

a 1.7 veces mayor; y los formatos Fab-Fab (v6902 y v6903) tuvieron 1.2 a 1.3 veces mayor cantidad de
acumulacién de anticuerpos intracelulares en comparacién con v5086.

Tabla 39: Internalizacion de BT-474

Variante de anticuerpos Superficie 4 °C Superficie 37 °C | Interior 37 °C
v506 2156 1590 3453
v6902 2407 2077 4035
v6903 2717 986 4573
v7091 2759 2227 5111
v5019 2867 2675 5710
v6717 20086 1212 6498
v10000 3355 2851 7528
v506 + v4184 3998 2326 7569

La Figura 42B y la Tabla 40 muestran los resultados de internalizacién en JIMT-1 HER2 2+. Estos resultados
muestran que el formato Fab-scFv (v10000) y la combinacién de FSA (v506 + v4184) tienen respectivamente
1.8 y 1.9 veces més cantidades de anticuerpo intracelular que el anti-HER2 monoespecifico v506. Los formatos
scFv-scFv (v6717) y Fab-scFv (v5019) tienen cantidades 1.4 veces mayores; y los formatos Fab-scFv (v7091)
y Fab-Fab (v6902 y v6903) tuvieron 1.2 veces mayor cantidad de acumulacién de anticuerpos intracelulares en
comparacién con v506

Tabla 40: Internalizacion de JIMT-1

Variante de anticuerpos Superficie 4 °C Superficie 37 °C Interior 37 °C
v506 337 =71 759

v6902 389 152 926

v7091 426 102 935

v6903 392 130 945

v5019 437 52 1035

v6717 247 31 1082

v10000 474 103 1375

v506 + v4184 583 89 1449

La Figura 42C y la Tabla 41 muestran los resultados de internalizacién en MCF7 HER2 1+. Estos resultados
muestran que el formato scFv-scFv y los formatos Fab-scFv tienen cantidades 3.0 y 2.8 veces mayores de
anticuerpos intracelulares, en comparacién con el anti-HER2 monoespecifico v506. El formato Fab-scFv
(v10000) y la combinacién de FSA (v506 + v4184) tienen aproximadamente 2.0 veces mayor cantidad; los
formatos Fab-scFv (v7091) y Fab-Fab (v6903) tienen cantidades 1.8 veces mayores de acumulacién de
anticuerpos intracelulares en comparacién con v506.

Tabla 41: Internalizacion de MCF7

Variante de anticuerpos

Superficie 4 °C

Superficie 37 °C

Interior 37 °C

v506

48

10

48

V7091

77

27

87
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v6903 81 35 89
v10000 78 20 96
vb606 + v4184 87 19 103
v6019 81 17 134
ve717 48 31 145

Estos resultados muestran que los anticuerpos anti-HER?2 biparatépicos con diferentes formatos moleculares
tienen grados Unicos de internalizacién en las células tumorales HER2 3+, 2+ y 1+ que varian con respecto a
la estructura y el formato de los dominios de unién a antigeno. En general, la combinacién monoespecifica de
FSA de v506 y v4184, los formatos biparatépicos Fab-scFv (v10000, v7091 y v5019) y scFv-scFv (v6717)
tuvieron valores de internalizacién mas altos en las células tumorales HER2 3+, 2+ y 1+. Mientras que, los
formatos biparatépicos Fab-Fab (V6902 y v6903) tuvieron los valores de internalizacion mas bajos en las células
tumorales HER2 3+, 2+ y 1+. Estos datos sugieren que el formato molecular y el espaciamiento geométrico de
los dominios de unién a antigeno tienen una influencia sobre la capacidad de los anticuerpos biparatdpicos de
unirse en forma cruzada a los receptores HER?2 y, posteriormente, internalizarse en las células tumorales
HER2+. El formato biparatépico Fab-Fab, que tiene la mayor distancia entre los dos dominios de unién a
antigeno, resulté en el menor grado de internalizacion, mientras que los formatos Fab-scFv y scFv-scFv, que
tienen distancias mas cortas entre los dominios de unidén a antigeno, tuvieron una mayor internalizacién en las
células HER2+. Esto es coherente con la correlaciéon de potencia y longitud de enlace mas corta como se
describe en Jost et al. 2013, Structure 21, 1979-1991).

Ejemplo 41: Efecto del formato de anticuerpo biparatdpico anti-HER2 sobre ADCC en células HER2+

El siguiente experimento se realiz6 para comparar la capacidad de anticuerpos biparatépicos ECD2 x ECD4
anti-HER2 ejemplares que tienen diferentes formatos moleculares (por ejemplo, v6717, 1IgG1 scFv-scFv; 1gG1
Fab-Fab v6903 y v6902; IgG1 Fab-scFv v56019, v7091 y v10000) para mediar ADCC en células HER2+ que
expresan HER2 en niveles variables.

Antes de realizar el ensayo ADCC, se realizé un analisis de glicopéptidos en las muestras de anticuerpos para
cuantificar el contenido de fucosa en el glicopéptido ligado a N. Se siguié el método descrito en el Ejemplo 23.
Los resultados se muestran en la Tabla 42; los datos muestran que las variantes biparatopicas ejemplares
v5019, v6717, v6903 tienen un contenido de fucosa equivalente en el glicano ligado a N (91-93 %). Se
seleccionaron muestras de anticuerpos con niveles equivalentes de fucosa en el N-glicano para el ensayo de
ADCC para normalizar el contenido de fucosa en la interpretacién de los resultados del ensayo de ADCC.

Tabla 42: Analisis de péptidos tripsidicos mediante LC-MS

Variante | Porcentaje de glicopéptidos observados CON | Porcentaje de glicopéptidos observados SIN
fucosa fucosa

v6903 90.7 9.3

v6717 92.8 7.2

v5019 91.3 8.7

El experimento de ADCC se llevé a cabo como se describe en el Ejemplo 11 con E/T: 5:1 con células efectoras
NK-92. Los resultados del ADCC se muestran en la Figura 43 y las Tablas 43-45. La Figura 43Ay la Tabla 43
muestran los resultados de ADCC en células tumorales de mama JIMT-1 HER2 2+. Estos datos muestran que
v5019, v6717 y v6903 provocan niveles similares de lisis celular méxima y que el formato scFv-scFv (v6717)
es menos potente en comparaciéon con v5019 y v6903 cuando las células tumorales HER2 2+ son el objetivo.

Tabla 43: ADCC de JIMT-1

Variante de anticuerpos ECso (nM) % de Lisis celular maxima
v6903 ~0.03 48
v5019 ~0.16 47
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ve717 ~0.72 51

La Figura 43B y la Tabla 44 muestran los resultados de ADCC en células tumorales de mama MCF7 HER2 1+.
Estos datos muestran que v5019 y v6717 tienen una lisis celular méxima ligeramente mayor (27-30 %) en
comparacién con v6903 (24 %). Estos datos también muestran que v6717 es el menos potente, seguido de
v6903 y v5019, que tienen valores de EC50 mas bajos.

Tabla 44: ADCC de MCF7

Variante de anticuerpos ECso (nM) % de Lisis celular maxima
v5019 ~ 0.69 27
v6717 109 30
v6903 0.94 24

La Figura 43C y la Tabla 45 muestran los resultados de ADCC en células de tumor de mama MDA-MB-231
HER?2 0/1+. Estos datos muestran que v5019 muestra una lisis celular méaxima ligeramente superior (77 %) en
comparacién con v6903 (62 %) y v6717 (63 %). Estos datos también muestran que el v6717 es el menos
potente, seguido del v6903 y el v5019, que tienen valores de ECso més bajos.

Tabla 45: ADCC de MDA-MB-231

Variante de | ECso | % de Lisis celular maxima (solo en la parte superior)
anticuerpos (nM)

v5019 020 | 71

v6717 10 63

v6903 0.79 | 62

Estos datos muestran que los anticuerpos biparatépicos ECD2 x ECD4 anti-HER2 ejemplares provocan niveles
similares de lisis celular méxima por ADCC en células tumorales HER2 2+ y 1+. A pesar de las similitudes en
la lisis celular méxima, estos datos también muestran que los diferentes formatos moleculares tienen potencias
de ADCC Unicas. El scFv-scFv fue el menos potente (los valores de ECsp mayores) en HER2 2+ y HER2 1+.
Se observaron potencias diferenciales entre los tres formatos en los datos de ADCC dirigidos a las células
HER2 1+, donde los valores de EC50 para v6717 > v6903 > v5019. Estos datos son consistentes con las
observaciones presentadas en el Ejemplo 40 (unién mediante FACS), donde un aumento en Kp (afinidad
reducida) se observé con los formatos Fab-Fab y scFv-scFv.

Ejemplo 42: Efecto del formato de anticuerpo biparatépico anti-HER2 sobre el crecimiento de células tumorales
HER2

El siguiente experimento se realizé para comparar el efecto del formato de anticuerpo biparatépico anti-HER2
sobre el crecimiento de células tumorales HER2 3+, 2+ y 1+, ya sea crecimiento basal o estimulado por ligando.
El crecimiento basal se midi6 como se describe en el Ejemplo 15, mientras que el crecimiento estimulado por
ligando se midié como se describe en el Ejemplo 27. En ambos tipos de experimentos, el crecimiento se midid
como % de supervivencia con respecto al tratamiento de control.

La Figura 44 y la Tabla 46 muestran el efecto de anticuerpos biparatépicos ECD2 x ECD4 anti-HER2 ejemplares
sobre el crecimiento de células de cancer de mama HER2 3+ (BT-474) en presencia de ligandos estimuladores
del crecimiento exégeno (EGF y HRG). En ausencia de EGF o HRG, los anticuerpos biparatdpicos anti-HER2
pudieron inhibir el crecimiento de las células BT-474, donde el % de supervivencia de cada grupo de tratamiento
se clasific6 de la siguiente manera: v6903 < v506 + v4184 < 506 < v7091 < v5019 < v10000 < v6717. En
presencia de HRG, la inhibicién del crecimiento en relacién con el control simulado se logré solo con la
combinacién de FSA de v506 + v4184. En presencia de EGF, se logré una inhibicién del crecimiento en relacién
con el control simulado, donde el % de supervivencia de cada grupo de tratamiento se clasificd de la siguiente
manera: v6903 < v506 + v4184 < 7091 < v10000 < 5019.

Tabla 46
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Tratamiento % de supervivencia
Solo anticuerpo + HRG + EGF

Simulado 100 143 131
v6717 113 126 129
v10000 70 118 78
v5019 67 133 81
v7091 61 119 61
v506 53 141 118
vb506 +v4184 | 43 89 45
v6903 32 120 39

La Figura 45 muestra el efecto dependiente de la dosis de los formatos de anticuerpos biparatépicos anti-HER2
sobre la inhibicidn del crecimiento de la linea celular SKBr3 HER2 3+. Los datos son consistentes con los
resultados presentados en la Figura 44, donde el orden de intervalo de potencia/eficacia de los formatos
biparatopicos es el siguiente: Fab-Fab > Fab-scFv > scFv-scFv en células tumorales HER2 3+.

El efecto de los formatos de anticuerpos biparatépicos anti-HER2 sobre la supervivencia de las células HER2+
se muestra en la Figura 46, donde la Figura 46A muestra el resultado en la linea celular SKOV3 HER2 2+/3+
sensible a Trastuzumab a 300 nM; la Figura 46B muestra el resultado en células JIMT-1 HER2 2+ (resistentes
a Trastuzumab) a 300 nM, y la Figura 46C muestra el resultado en la linea celular MCF7 HER2 1+ a 300 nM.
En la linea celular SKOV3, se observé poca diferencia entre los formatos biparatépicos en el grado de inhibicién
del crecimiento, y no se observé inhibiciéon del crecimiento por ninguno de los anticuerpos de prueba en las
células JIMT-1 y MCF7.

Los datos de la Figura 44 y la Figura 45 muestran que los anticuerpos biparatépicos ECD2 x ECD4 anti-HER?2
con los formatos Fab-scFv y Fab-Fab (v5019, v7091, v10000, v6903) son capaces de inhibir el crecimiento de
células tumorales HER2 3+ en ausencia y presencia de EGF o HRG. En las lineas celulares HER2 3+ BT-474
y SKBR3, la inhibicién del crecimiento en relaciéon con el control simulado se ordené de la siguiente manera,
donde v506 + v4184 > v6903 > v7091 > v10000 > v5019 > v506 > v6717. La distancia entre los dominios de
unién a antigeno (Fab-Fab > Fab-scFv > scFv-scFv) se correlaciona con el orden de clasificacién de la inhibicién
del crecimiento en las células tumorales HER2 3+. Con base en los datos de las células tumorales sensibles al
trastuzumab, BT-474 y SKBr3, se puede esperar que la diferencia de inhibicién del crecimiento entre formatos
sea significativa en el nivel de HER2 3+, pero menos en los niveles de HER2 2+ o HER2 1+.

Ejemplo 43: Evaluacién de la afinidad de unidén y la cinética de HER2 a distintos niveles de captura de
anticuerpos

El siguiente experimento se realizé para comparar la cinética de unién de HER2 (kd, constante de disociacién)
de anticuerpos biparatépicos ECD2 x ECD4 anti-HER2 ejemplares cuando se capturan en diferentes
densidades de superficie mediante SPR. La correlacion entre una constante de disociacién reducida (més lenta)
con niveles crecientes de captura de anticuerpos (densidad de superficie) es una indicacién de unién Trans (es
decir, una molécula de anticuerpo que se une a dos moléculas de HER2, descrita en el Ejemplo 12). En este
experimento, se comparé el formato Fab-Fab (v6903) con el formato Fab-scFv (v7091) para determinar la
diferencia potencial en la unién Trans entre las variantes. Debido a la mayor distancia espacial entre los
dominios de unién a antigeno, se plantea la hipétesis de que el formato Fab-Fab puede ser capaz de unirse en
Cis (activando ECD 2 y 4 en una molécula HER?2), mientras que Fab-scFv no seria capaz de unirse en Cis
debido a la distancia méas corta entre sus dominios de unién a antigeno. Se incluy6 el anti-HER2 monoespecifico
v506 como control.

El experimento se realizd6 mediante SPR como se describe en el Ejemplo 12. Los datos se muestran en la
Figura 47. La Figura 47A muestra la gréafica y el analisis de regresion lineal para la kd (1/s) en diferentes niveles
de captura de anticuerpos con v6903 y v7091. Tanto v7091 como v6093 muestran una tendencia a la
disminucién de la constante de disociacién a medida que aumentan los niveles de captura de superficie; sin
embargo, la correlacién es significativa con la variante Fab-scFv (v7091; valor P = 0.023) pero no con el formato
Fab-Fab (v6093; valor P = 0.053). La constante de disociacién se mantuvo sin cambios con diferentes niveles
de captura de anticuerpos para el control monoespecifico anti-HER2, v5086.
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La Figura 47B muestra el grafico y el anélisis de regresion lineal para la Kp (M) en diferentes niveles de captura
de anticuerpos con v6903 y v7091. De manera similar a la comparacién de la constante de disociacion, tanto
v7091 como v6093 muestran una tendencia hacia una mayor afinidad (menor valor de Kp) con niveles
crecientes de captura de superficie. Sin embargo, la correlacién es significativa con la variante Fab-scFv (v7091;
valor P = 0.04) pero no con el formato Fab-Fab (v6093; valor P = 0.51). La Kp se mantuvo sin cambios con
diferentes niveles de captura de anticuerpos para el control monoespecifico anti-HERZ2, v506. Los datos de la
Figura 47 muestran que los formatos de anticuerpos biparatépicos anti-HER2 Fab-Fab y Fab-scFv muestran
tendencias de disminucién de las constantes de disociacién a medida que aumentan los niveles de captura de
superficie del anticuerpo; estas tendencias son Unicas en comparacién con un anticuerpo anti-Her2
monoespecifico.

Ejemplo 44: Modificacion de la afinidad y estabilidad del Fab Pertuzumab

Como se indica en la Tabla 1, una variante (v10000) contiene mutaciones en el Fab Pertuzumab. Este Fab se
derivé de esfuerzos in silico de modificacion de la afinidad y estabilidad, que se midieron experimentalmente
como anticuerpos monovalentes o de un solo brazo (OAA).

Variante 9996: un anticuerpo anti-HER2 monovalente, donde el dominio de unién de HER2 es un Fab derivado
de pertuzumab en la cadena A, con YO6A en la regiéon de VL y T30A/A49G/LB9F en la regidén de VH (numeracién
de Kabat) y la regién de Fc es un heterodimero que tiene las mutaciones T350V_L351Y_F405A_Y407V
(numeracién de la UE) en la Cadena A, T350V_T366L_K392L_T394W (numeracidn de la UE) en la Cadena B,
y la regidén bisagra de la Cadena B que tiene la mutacién C226S; el dominio de unién a antigeno se une al
dominio 4 de HER2.

Variante 10014: un anticuerpo anti-HER2 monovalente, donde el dominio de unién de HER2 es un Fab derivado
de pertuzumab en la cadena A, con Y96A en la region de VL y T30A en la regién de VH (numeracién de Kabat)
y la regién de Fc es un heterodimero que tiene las mutaciones T350V_L351Y_F405A _Y407V (numeracion de
la UE) en la Cadena A, T350V_T366L_K392L_T394W (numeracién de la UE) en la Cadena B, y la regién
bisagra de la Cadena B que tiene la mutacién C2268S; el dominio de unidén a antigeno se une al dominio 4 de
HER2.

Variante 10013: un anticuerpo anti-HER2 monovalente, donde el dominio de unién de HER2 es un Fab derivado
de pertuzumab de tipo silvestre en la cadena A, y la regién de Fc es un heterodimero que tiene las mutaciones
T350V_L351Y_F405A_ Y407V (numeracién de la UE) en la Cadena A, T350V_T366L_K392L_T394W
(numeracién de la UE) en la Cadena B, y la regién de bisagra de la Cadena B que tiene la mutacién C226S; el
dominio de unién a antigeno se une al dominio 4 de HER2.

Los siguientes experimentos se realizaron para comparar la afinidad de unién de HER2 y la estabilidad de las
variantes de Pertuzumab modificadas.

Las variantes de OAA se clonaron y expresaron como se describe en el Ejemplo 1.

Los OAA se purificaron mediante cromatografia con proteina Ay cromatografia de exclusién por tamafio, como
se describe en el Ejemplo 1.

La pureza del heterodimero (es decir, la cantidad de OAA con un Fc heterodimérico) se evalué mediante un
ensayo de expresidn de proteinas de alto rendimiento no reductor utilizando Caliper LabChip GXII (Perkin Elmer
n.° 760499). Los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con el manual del usuario de LabChip GXII de
HT Protein Express versién 2, con las siguientes modificaciones. Se agregaron muestras de heterodimeros, a
2 UL o 5 pL (intervalo de concentracion 5-2000 ng/pL), a pocillos separados en placas de 96 pocillos (BioRad
n.> HSP9601) junto con 7 L de tampén de muestra HT Protein Express (Perkin Elmer n.° 760328). Luego, las
muestras de heterodimero se desnaturalizaron a 70 °C durante 15 minutos. El instrumento LabChip funciona
utilizando el chip HT Protein Express (Perkin Elmer n.° 760499) y la configuracién de ensayo Ab-200. Después
de su uso, el chip se limpid con agua MilliQ y se almacené a 4 °C.

La estabilidad de las muestras se evalué midiendo la temperatura de fusién o Tm, determinada por DSC con el
protocolo que se muestra en el ejemplo 24. La DSC se midié antes y después de la purificacién por SEC.

La afinidad hacia ECD de HER2 de las muestras se midié mediante SPR siguiendo el protocolo del ejemplo
12. La SPR se midi6 antes y después de la purificacién por SEC. Como se resume en la Tabla 47Ay 47B, las
mutaciones en el dominio variable han aumentado la afinidad de Fab por HER2 en comparacién con el
pertuzumab de tipo silvestre, manteniendo al mismo tiempo la estabilidad de WT. (* Pureza determinada por
Caliper LabChip; 2 KD(WTYKD(mut)
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Variante de los DSC pre-SEC DSC post-SEC
ORA Tm (C) ATm con respecto al WT (C) Tm (C) ATm con respecto al WT (C)
v99986 77.2 -0.2 77.2 -0.7
v10014 75.5 -1.9 75.5 2.4
v10013 77.4 0.0 77.9 0.0

Ejemplo 45: Efecto de v10000 sobre la supervivencia y el crecimiento tumoral en un modelo de xenoinjerto de
cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) con bajo nivel de HER2

Este experimento se realiz6 para evaluar la eficacia de v10000 en comparacién con el IgG de control (v6908)
en un modelo de xenoinjerto A549 de cancer de pulmén. Las células A549 se derivan de cancer de pulmén de
células no pequefias no escamosas que tiene HER2 bajo, gen HER2 no amplificado, HER3, EGFR bajo y es
moderadamente sensible al cisplatino a la MTD (dosis méxima tolerada). El estudio se llevd a cabo como se
describe a continuacion.

Se implantaron suspensiones de células tumorales por via subcutanea en ratones desnudos atimicos. Cuando
los tumores alcanzaron los 158 mm? los animales fueron asignados aleatoriamente a grupos como se muestra
en la Tabla A1, y el tratamiento comenzé en un estudio ciego y controlado. Los animales fueron tratados de
acuerdo con el Régimen 1 el dia 1, seguido del tratamiento de acuerdo con el Régimen 2 en los dias posteriores
como se indica en la Tabla A1.

Tabla A1. Disefio del estudio

Grupo (n) | Régimen 1 Régimen 2
Agente Dosis | Ruta | Cronograma | Agente | Dosis | Ruta Cronograma
(mg/kg) (mg/kg)
1(20) v6908 15 iv Dia 1 v6908 | 10 iv Dias 4, 8, 11, 15, 18,
22y 25
2(20) v10000 | 15 iv Dia 1 v10000 | 10 iv Dias 4, 8, 11, 15, 18,
22y 25

El volumen del tumor se midi6é con calibradores dos veces por semana. La duracién del estudio fue de 66 dias
y la supervivencia fue el criterio principal de valoracidén. Se midieron criterios adicionales de respuesta tumoral
y se muestran en la Tabla A2. Los ratones fueron sacrificados cuando el volumen del tumor superé los 800
mm?, el porcentaje de supervivencia versus el dia del estudio se grafic6 en un Kaplan-Meier y se evalud
estadisticamente utilizando una prueba de intervalo logaritmico. La concentracién en suero de v10000 se
determind mediante ELISA de HER2 el dia 7 del estudio.

Los resultados se muestran en la Figura 48A (volumen del tumor) y la Figura 48B (supervivencia de Kaplan-
Meier). La variante 10000 redujo el crecimiento del tumor en comparacién con los controles tratados con v6908
y prolongé significativamente la supervivencia mediante la prueba de intervalo logaritmico (Figura 48B y Tabla
A3). Los animales tratados con v10000 tuvieron una supervivencia media de més de 66 dias, mientras que los
tratados con v6908 tuvieron una supervivencia media de 25.78 dias (Fig. 48B y Tabla A2). El volumen del tumor
en el dia 30 del estudio fue de 461 mm3 y 810 mm3 para los grupos tratados con v10000 y v6908
respectivamente (Fig. 48A y Tabla A2). La exposicion en suero fue de 140.9 pg/mL el dia 7 del estudio, lo que
indica que se alcanzd la concentracién en suero predicha.

Estos resultados muestran que el tratamiento con v10000 fue capaz de reducir el crecimiento del tumor y
prolongar la supervivencia en comparacién con el tratamiento con un higG de control en este modelo de NSCLC
sin amplificaciéon genética y con bajo nivel de HER2.

Tabla A2: Perfil de respuesta tumoral de A549

6908 10000

Respuesta tumoral el dia 30
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TV media (mm?3)(% de A con respecto al valor inicial) 810 (413 %) 461(191 %)

Relacién tratamiento/control 1.00 0.57

Puntuaciones RECIST

CR (TV<20 mm?) 0/20 0/20
PR (>30 % de regresién con respecto al valor inicial) 0/20 1/20
PD (>20 % de crecimiento respecto al valor inicial) 20/20 19/20
SD (ni PD ni PR) 0/20 0/20
Tiempo medio hasta la progresion (dias) 3.30 2.31

Respuesta de supervivencia

Supervivencia media (dias) 25.78 >66

CR-Respuesta completa
PR-Respuesta parcial
PD-Enfermedad progresiva

SD-Enfermedad estable

Tabla A3: Resumen de intervalo logaritmico

Grupo 6908
6908 -
10000 * % %

Leyenda: ns = no significativo, x = P<0.05. %% = P<0.01, % % %
= P<0.001

Ejemplo 46: Efecto de v10000 sobre la supervivencia y el crecimiento tumoral en un modelo de xenoinjerto de
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello con bajo nivel de HER2

Este experimento se realizé para evaluar la eficacia de v10000 en comparacion con Herceptin™ (v6336) e 1gG
humana de control (v6908) en el modelo de xenoinjerto FaDu de cancer de cabeza y cuello. Las células FaDu
se derivan del cancer de células escamosas de cabeza y cuello que tiene un bajo nivel de HER2, un gen HER2
no amplificado, HER3+, EGFR+ y es altamente sensible al cisplatino en la MTD. El estudio se llevé a cabo
como se describe a continuacioén.

Se implantaron suspensiones de células tumorales por via subcutanea en ratones desnudos atimicos. Cuando
los tumores alcanzaron los 121 mm? los animales fueron asignados aleatoriamente a grupos como se muestra
en la Tabla A4, y el tratamiento comenzé en un estudio ciego y controlado. El cisplatino fue adquirido y
proporcionado para el estudio por Charles River Laboratories (Morrisville, NC). Los animales fueron tratados
de acuerdo con el Régimen 1 el dia 1, seguido del Régimen 2 en los dias posteriores como se indica en la
Tabla A4.

Tabla A4. Disefio del estudio

Grupo Régimen 1 Régimen 2
(n)
Agente Dosis Ruta | Cronograma Agente | Dosis Ruta | Cronograma
(mg/kg) (mg/kg)
1(15) v6908 15 iv Dia 1 v6908 | 10 iv Dias 4, 8, 11, 15,
18,22y 25
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2 (15) V6336 15 iv Dia 1 V6336 | 10 iv Dias 4, 8, 11, 15
18,22y 25
3(15) v10000 | 15 iv Dia 1 v10000 | 10 iv Dias 4, 8, 11, 15
18,22y 25
4 (15) Cisplatino | 2 ip Dia1,3,5,7,09,
1

Tabla AS: Perfil de respuesta tumoral de FaDu

Estos resultados muestran que el tratamiento con v10000 como monoterapia fue capaz de disminuir el volumen
del tumor y prolongar la supervivencia, en comparacién con el tratamiento con IgG de control en este modelo
de cancer de cabeza y cuello no amplificado por el gen bajo en HER2. En general, v10000 mostrd una tendencia
hacia la disminucion del volumen del tumor en comparacién con v6336 (Herceptin™).

La variante 10000 también se probd en combinacién con cisplatino. La combinacién de v10000 y cisplatino
prolongé significativamente la supervivencia en comparacidén con v6908, v6336 y cisplatino como agente Unico
(Tabla A5). La supervivencia media de la combinacién de v10000 y cisplatino fue de 53 dias, mientras que la
supervivencia media de v6908, v6336 y cisplatino como agente Unico fue de 25, 40 y 40 dias, respectivamente.

Estos resultados demuestran que el tratamiento con v10000 en combinacién con cisplatino fue capaz de
disminuir el crecimiento del tumor y prolongar la supervivencia en comparacién con v6908 y v6336, en este
modelo de cancer de cabeza y cuello.

6908 6336 10000 cisplatino | 10000+
cisplatino
Respuesta tumoral el dia 25
TV media (mm3)(% de A desde la linea base) 1979 1257 1025 1070 816
(782 %)

(1532 (929 %) (782 %) (573 %)

%)
Relacion tratamiento/control 1.00 0.63 0.52 0.54 0.41
Puntuaciones RECIST
CR (TV<20 mm?) 0/15 0/14 0/15
PR (>30 % regresién con respecto al valor 0/15 0/14 0/15 0/15 0/15
inicial)
PD (>20 % de crecimiento respecto al valor 15/15 14/14 15/15 15/15 15/15
inicial)
SD (ni PD ni PR) 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15
Tiempo medio hasta la progresion (dias) 59 7.6 7.8 8.4 10.8
Respuesta de supervivencia
Supervivencia media (dias) 25 40 46 40 53
CR-Respuesta Completa
PR-Respuesta parcial
PD-Enfermedad progresiva
SD-Enfermedad estable

Tabla A6: Resumen de intervalo logaritmico
Grupo 6908 6336 10000 Cisplatino
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6908 - - - -
6336 ** - - -
10000 +* %k n/s - _
Cisplatino * % % n/s * -
10000 + Cisplatino * % % * n/s * % %
Leyenda: ns = no significativo, x = P<0.05. %% = P<0.01, % %% = P<0.001

Ejemplo 47: Efecto de v10000 sobre la supervivencia y la inhibicién del crecimiento tumoral en un modelo de
xenoinjerto de cdncer de mama HER2 1+, ER+

Este experimento se realizé para evaluar la eficacia de v10000 en comparacién con un IgG de control (v6908)
o Herceptin™ (v6336) en el modelo de xenoinjerto ST1337B de cancer de mama. ST1337B es un xenoinjerto
derivado de paciente (PDX) establecido en ratones desnudos a partir de un cancer de mama ER+/PR- con una
clasificacién molecular luminal B. ST1337 es HER2 1+ de acuerdo con lo medido por IHC. El estudio se llevé
a cabo como se describe a continuacion.

Se implantaron fragmentos de tumores por via subcutdnea en ratones desnudos atimicos. Cuando los tumores
alcanzaron los 180 mm? los animales fueron asignados aleatoriamente a grupos como se muestra en la Tabla
AT y el tratamiento comenz6 en un estudio ciego y controlado. Los animales fueron tratados de acuerdo con el
Régimen 1 como se muestra en la Tabla A7.

Tabla A7. Disefio del estudio

Grupo | Régimen 1
(n)
Agente Dosis Ruta | Cronograma
(mg/kg)

1(15) | v6908 30 iv Dias 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25, 28 y 32
2 (15) | V6336 10 iv Dias 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25, 28 y 32
3(15) | v10000 3 iv Dias 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25, 28 y 32
4 (15) | v10000 10 iv Dias 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25, 28 y 32
5(15) | v10000 30 iv Dias 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25, 28 y 32

El volumen del tumor se midi6é con calibradores dos veces por semana. La duracién del estudio fue de 63 dias
y la supervivencia fue el criterio principal de valoracidén. Se midieron criterios de respuesta tumoral adicionales
y se muestran en la Tabla A8. Los ratones fueron sacrificados cuando el volumen del tumor superé los 2000
mm?, el porcentaje de supervivencia versus el dia del estudio se grafic6 en un Kaplan-Meier y se evalud
estadisticamente utilizando una prueba de intervalo logaritmico. La concentracién en suero de v10000 y v6336
se determiné mediante ELISA de HER2 el dia 7 del estudio y el dia 36, 4 dias después de la Ultima dosis el dia
32.

Los resultados se muestran en la Figura 50A (volumen del tumor) y la Figura 50B (supervivencia de Kaplan-
Meier). El tratamiento con la variante 10000 en todas las dosis probadas redujo el crecimiento del tumor en
comparacion con el tratamiento con v6908 y prolongé significativamente la supervivencia mediante la prueba
de intervalo logaritmico en comparacién con v6908 (Figura 50B y Tabla A9). Ademés, el tratamiento con v10000
a razén de 30 mg/kg prolongé significativamente la supervivencia en comparacién con el tratamiento con v6336
a razén de 10 mg/kg (Fig. 50B y Tabla A8). Los animales tratados con v10000 tuvieron supervivencias medias
de 49, 59 y 59 dias para las dosis de 3, 10 y 30 mg/kg respectivamente (Fig. 50B y Tabla A8). El volumen del
tumor en el dia 29 del estudio para el tratamiento con v10000 a 3, 10 y 30 mg/kg fue de 1010, 1016 y 931 mm3,
respectivamente. Los volimenes tumorales de v6908 y v6336 en el dia 29 del estudio fueron 1898 y 1264 mm3
respectivamente (Fig. 50Ay Tabla A8). La exposicién en suero de v6336 y v10000 se muestra en la Tabla A10.
Estos resultados confirman que aumentar la dosis de v10000 produce un aumento en la concentracidén en suero
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de v10000, y que dosis similares de v10000 y v6336 producen concentraciones en sueros similares de

anticuerpos.

Estos resultados indican que el tratamiento con v10000 es capaz de disminuir el volumen tumoral y prolongar
la supervivencia en este modelo de cancer de mama ER+ bajo en HER2, en comparacién con el control de 1gG

y con Herceptin™.

Tabla A8: Perfil de respuesta tumoral de ST1337b

6908, 6336, 10000, 10000, 10000,

30 mg/kg | 10 mg/kg | 3 mg/kg 10 mg/kg | 30 mg/kg
Respuesta tumoral el dia 29
TV media (mm®)(% de A con respecto al 1898 1264 1010 1016 931
valor inicial) (953 %) (601 %) (460 %) (457 %)

(411 %)

Relacion tratamiento/control 1.00 0.66 0.53 0.53 0.49
Puntuaciones RECIST
CR (TV<20 mm?) 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15
PR (>30 % regresién con respecto al valor 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15
inicial)
PD (>20 % de crecimiento con respecto al 15/15 15/15 15/15 15/15 15/15
valor inicial)
SD (ni PD ni PR) 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15
Tiempo medio hasta la progresion (dias) 11 10 14 26 13
Respuesta de supervivencia
Supervivencia media 29 43 49 59 59
CR-Respuesta completa
PR-Respuesta parcial
PD-Enfermedad progresiva
SD-Enfermedad estable

Tabla A9: Resumen de intervalo logaritmico

Grupo 6908, 30 6336, 10 10000, 3 10000, 10 10000, 30 mg/kg
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

6908, 30 mg/kg | - - - -

6336, 10 mg/kg | k% - - - -

10000, 3 mg/kg | *% n/s - - -

10000, 10 * % % n/s n/s - -

mg/kg

10000, 30 * % % * n/s n/s -

mg/kg

Leyenda: ns = no significativo, x = P<0.05. %% = P<0.01, % %% = P<0.001

Tabla A10: Resumen de exposicién al suero
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Dia de muestra | 6336, 10 mg/kg | 10000, 3 mg/kg | 10000, 10 mg/kg | 10000, 30 mg/kg

7 133.0 30.7 101.7 286.6

36 135.2 46.0 186.3 279.7

Ejemplo 48: Efecto de v10000 sobre la supervivencia y la inhibicién del crecimiento tumoral en un modelo de
xenoinjerto de cancer de pancreas HER2 negativo

Este experimento se realizd para evaluar la eficacia de v10000 en comparacidén con IgG de control (v12470),
Herceptin™ (v6336) y nab-paclitaxel como agentes Unicos y v10000 en combinaciéon con nab-paclitaxel
(Abraxane™ Celgene) en el modelo de xenoinjerto ST803 de cancer de pancreas. ST803 es un xenoinjerto
derivado del paciente (PDX) de céancer de pancreas (South Texas Accelerated Research Therapeutics, San
Antonio, TX 78229) que es HER2 negativo de acuerdo con lo medido por IHC. El estudio se llevé a cabo como
se describe a continuacioén.

Se implantaron fragmentos de tumores por via subcutdnea en ratones desnudos atimicos. Cuando los tumores
alcanzaron los 170 mm? los animales fueron asignados aleatoriamente a grupos como se muestra en la Tabla
A11y el tratamiento comenzé en un estudio ciego y controlado. Los animales fueron tratados de acuerdo con
el régimen 1y 2 como se muestra en la Tabla A11. Todos los tratamientos se administraron por via intravenosa.

Tabla A11. Disefio del estudio

Grupo Régimen 1 Régimen 2
(n)
Agente Dosis Cronograma Agente | Dosis Cronograma
(mg/kg) (mg/kg)
1(20) v12470 | 30 Dos veces por semana
durante cuatro semanas

Tabla A12: Perfil de respuesta tumoral de ST803

12470 6336 10000 12470+nab- 12470+nab-
pac* pac*

Respuesta tumoral el

dia 54

TV media (mm)®)(% de 1663 (888 1494 (806 1305 (659 1365 (693 %) 1073 (522 %)
A con respecto al valor %) %) %)

inicial)

Relacién 1.00 0.90 0.78 0.82 0.64

tratamiento/control

Puntuaciones RECIST

CR (TV<20 mm)® 0/18 0/17 0/20 0/16 0/19
PR (>30 % regresion 0/18 0/17 0/20 0/16 0/19
con respecto al valor

inicial)

PD (>20 % de 18/18 17117 20/20 16/16 19/19
crecimiento respecto al

valor inicial)

SD (ni PD ni PR) 0/18 0/17 0/20 0/16 0/19
Tiempo medio hasta la 4.4 3.6 3.6 4.4 56

progresién (dias)
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Respuesta de
supervivencia

Supervivencia media

(dias)

58.8

65.9

69.3

60.6

>71

CR- Respuesta Completa

PR-Respuesta parcial

PD-Enfermedad progresiva

SD-Enfermedad estable

*nab-paclitaxel

Tabla A13: Resumen de intervalo logaritmico

Grupo 12470 6336 10000 12470 nab- 10000 nab-pac*
pac*

12470 - - - -

6336 ns - - - -

10000 ns ns - - -

12470 + nab- ns - Ns - -

pac

10000, + nab- * %k - Ns * %k -

pac

Leyenda: ns = no significativo, x = P<0,05. %% = P<0,01, %% = P<0.001

*nab-paclitaxel

Tabla A14: Resumen de exposicién al suero

Dia de muestra

6336 (ug/mL)

10000 (ug/mL)

10000 (pg/mL) + nab-paclitaxel

14

426.7

279

391

Ejemplo 49: Efecto de v10000 sobre la inhibicién del crecimiento tumoral en un modelo de xenoinjerto de

cancer gastrico HER2 3+

Este experimento se realiz6 para evaluar la eficacia de v10000 en comparacién con un IgG de control (v12470)
y Herceptin™ (v6336) como agentes (nicos en el modelo de xenoinjerto GXA3054 de cancer gastrico. GXA3054
es un xenoinjerto derivado de paciente (PDX) de cancer géstrico que es HER2 3+ (Oncotest GmbH, Am

Flughafen 12-14, 79108 Friburgo, Alemania). El estudio se llevé a cabo como se describe a continuacion.

Se implantaron fragmentos de tumores por via subcutdnea en ratones desnudos atimicos. Cuando los tumores
alcanzaron los 144 mm? los animales fueron asignados aleatoriamente a grupos como se muestra en la Tabla
A15 y el tratamiento comenz6 en un estudio ciego y controlado. Los animales fueron tratados de acuerdo con

el Régimen 1 como se muestra en la Tabla A15.

Tabla A15. Disefio del estudio

Grupo (n) | Régimen 1

Agente Dosis (mg/kg) Ruta Cronograma
1(10) v12470 30 A% Dos veces por semana durante cinco semanas
2(10) V6336 30 A% Dos veces por semana durante cinco semanas
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3(10) v10000 30 A% Dos veces por semana durante cinco semanas

El volumen del tumor se midi6é con calibradores dos veces por semana. La duracién del estudio fue de 59 dias
y el objetivo principal fue la inhibicién del crecimiento tumoral. Se midieron criterios de respuesta tumoral
adicionales y se muestran en la Tabla A16. Los ratones fueron sacrificados cuando el volumen del tumor superé
los 2000 mm3.

Los resultados se muestran en la Figura 52 (volumen del tumor). El tratamiento con la variante 10000 y v6336
redujo el crecimiento del tumor en comparacién con el tratamiento con IgG de control (v12470) (Figura 52 y
Tabla A16). Ademas, el tratamiento con v10000 redujo el crecimiento del tumor en comparacién con el
tratamiento con v6336 (Fig. 52 y Tabla A16). El volumen tumoral medio en el dia 35 del estudio para el
tratamiento con IgG de control, v10000 y v6336 fue de 1340, 236 y 7.8 mm?3, respectivamente. La inhibicién del
crecimiento tumoral el dia 35 para v10000 y v6336 fue del 111 y el 92 %, respectivamente (Tabla A16). El dia
35 los tumores tratados con v10000 mostraron mayores respuestas (7/10 respuestas completas y 3/10
respuestas parciales) en comparacién con los tumores tratados con v6336 (0/10 respuestas completas y 1/10
respuestas parciales) (Tabla A16). Al finalizar el estudio, el dia 59, 9/10 tumores tratados con v10000 tuvieron
respuestas completas sin evidencia de tumor recurrente, mientras que para los tumores tratados con v6336
solo 1/10 tumores tuvieron una respuesta completa.

Estos resultados indican que el tratamiento con v10000 puede hacer retroceder los tumores en este modelo de
cancer géastrico HER2 3+. La inhibicién del crecimiento tumoral de v10000 fue superior al control de I1gG y
Herceptin™.

Tabla A16: Perfil de respuesta tumoral de GXA3054

12470 6336 10000
Respuesta tumoral el dia 35 Na 92 111
Inhibicién del crecimiento tumoral (%)
Puntuaciones RECIST
CR (£-95 %) 0/10 0/10 7/10
PR (>-95 %y < -66 %) 0/10 110 3/10
SD (2-66 % y <+73 %) 0/10 5/10 0/10
PD (> +73 %) 10/10 4/10 0/10
CR-Respuesta Completa
PR-Respuesta parcial
PD-Enfermedad progresiva
SD-Enfermedad estable

Los reactivos empleados en los ejemplos estan generalmente disponibles comercialmente o pueden prepararse
utilizando instrumentacién, métodos o reactivos disponibles comercialmente conocidos en la técnica. Los
ejemplos anteriores ilustran diversos aspectos descritos en este documento y la practica de los métodos
descritos en este documento. Los ejemplos no tienen por objeto proporcionar una descripcién exhaustiva de
las muchas realizaciones diferentes de la invencién.

Tabla de secuencias

Variante | Nombre del clon H1 Nombre del clon H2 Nombre del clon L1 Nombre del clon L2
792 1011 1015 -2 -2

5019 3057 720 1811 NA

5020 719 3041 NA 1811
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7091 3057 5244 1811 NA
10000 6586 5244 3382 NA
6903 5065 3468 5037 3904
6902 5065 3468 5034 3904
6717 3317 720 NA NA
1040 4560 4553 NA 4561
630 719 716 NA NA
4182 4560 3057 NA 1811
506 642 642 -2 -2
4184 3057 3041 1811 1811
9996 4372 6586 ESO 3382

89




ES 3014 819 T3

&

el

90



ES 3014 819 T3

CH G4

ZHG ki 22 B

M b 4% %1

LHG vy 43

1% 21 41

SOV DRI L DY INLYIDEY Zi 2re 427
EADH LAY 4 2% %

LS L OO DL IS OO YOO I L GY ZH e g
MIPPAAATEWA GG EH b i

DL GO IID NGB I DLIY DR L %
FAETAMAD 321 b4 G

HA 4

€t

£

vy WA | O3S

91



ES 3014 819 T3

S O S
= e

a5
[t

T £}

TIPS 7 X el
GHE LT 4 R

A TS s

iy o Lo R P G S P s £
CETR AR Lttt g MR N R S e L S

e

92




E383 I SARRIL (SR RRS 3 EH ] S8R i

LH e {74

ot

) oo g

e Py
SAPE NS

Lresis.

BOVE uz

s P
(e i ens gt

H# BIPE

px o
P

ES 3014 819 T3

T

FOs
20

Y S

LA
B

v e

ST o . - TS
Sl X X S S D

PRP
IRV

e, o , P

St S0, s

SRR

Ly
SR A

-
IR

T I g g
SIS PN L i

reoy -
SRS Pt G

NN

A . R0 e 7 R D

PR gy
Sy
YV

U

93




ES 3014 819 T3

oy
A

eHe | g | 8
SHD | wBE L 3E

BHO L eae | I8

EH3G Savy #Z

PHG TEYE 224

MG vy 4L

OOOHOLE | 7| fe | W

SODEMANA & B 4
IVASWOLILOVIDIAODLO000DD0LDIVYOD000D | S| v 12
AEAMATAT MY M THYE j24

o

o

e | won | pEs

94



ES 3014 819 T3

&
& {
L3

AL AR IR A LSRR RN L AL

o~
-
R
A fecy

-
o
e

LAARAGD

»
3
%

w

YLV ISLDLDIVEOYD

£

ook

SIBAGED

£

o~
PUOGE IRV BV
fend

s e § e

o

s
RN

o vy g

et
LS

2% 18

i

3313

e, W
WP ids o i o el e,

Ty

s
S SY B

[
e
=
ped

a0

95



1l AR

WS TS AR D

AMALG

Al

R T T

<
&

i

&

ES 3014 819 T3

L P, S,

£n, 27 N T R L,
A 4

G e R

P,
AN

B
0 W I e L e B

e T

ey
ClE T L

S

FE L e
ORI

e, 4 i e ot
s e ST

o i %
G e b s

e

g

Sy

o e e i
Ry

i

TARAR AR T ET TS
LS L2

e

oy S B

AR A

s P
PEGFOFEIED

s
T

e g,

Lol

ey T e s
ELPND O B R

Frsi

0

“Seac]

T
L

96




ES 3014 819 T3

KL

a5

ey, 2 2

Sroldal

et 4

3

8% % Ay e

U el Yl o,

Pi%ti

EIRTE

LE0%

%

e Yo% 5%
LA A %
AR I it €5
KLU DI LTINS £ WG £%

@)

97



ES 3014 819 T3

Wiy @
BV 4805

LRI O Y Y S DN AR R

LddiLAHOT £ £9

VOO DIVINYE ID0YDOYD 37 5

¥ ANATIO RN BT

Wwiomew %

R

98




2 it

wad

il
&L
P
F2

&
o
®
»

“
F

N
-
i
%
&%
-

©
-

¥

SOOI LIV IOV IEVIDOYD 21 Zgig

SR AAA AN 5 B R 174

YODLIYIBLOIDIVDOYD 2988 | WL

47:94 €L

S , . g ; ot s
ARSI R ; : . RSN 4

< poun " s - : . o, rogn
IR LG Lo .. R LAE ISR

W (42554 24

W mgR %4

ES 3014 819 T3

s

99




ES 3014 819 T3

s P

CE

e A
PR RV

78

Ky e, R Ak g

P g

R ey

PO F

Hs

124

y

s

T

N R e T

Y

ST g
P

s i g P P N g P e A T

e O ey A R P e L P L

O gx
b

L PTG T e, s
CENY " 2 AN I RIS

A

N

T2

e

%

&.G”“nw

o
£

100



ES 3014 819 T3

P3| 5804
I IO DN TLY ZH L SH0s

LASHLGA wloswos | B
YLLYDR Y DSV L L OO OSSO0 Y OINDY o4 | 508
A S ADCIEEANAS oH o SHR

L DS LL 5D WM osens | 9

AT AT W ogems | ne

SH0% Tt

waolosems o nm
wmegy | D

101



IR

DU58

5 e g ¢

W o4

RIS

A IR AN NN

LERGTNED . g T 4516 S 44

ES 3014 819 T3

L NI T L
Tersr LA

S

AT R ¥

EHG o5 b2

Pz

g fn o g i
Tl i e

oy 5 2 S

r A : 2 y % WS AL

s

102




ES 3014 819 T3

YISO DODLLIDYILIDON

BOEL

LATIVALAS

eSS

o
ey
2

L 5y I e
s W

Ay A

s

o . poenr e,
R A P S

L

0 g o £ e
& AL e P

s

R RNy

A R Y R
TSRS B T

A

Wy
8>

SR i

Rt
GRS ATEIRT

A

B3

7 IS L
& PR Y

T L5y
Al %

~‘f3.\:.:
LG R LA

AR

fhy 7 e e
cErsalen s RS o

G

e 70 v
R

R R )

e

AL
Rk

AT S

St

LT T

o LT e O iy ey e o

RAORERTI - T T, S

T TR A

A

Gty 1yl
LA

s
R

M A

A

LAY

WL

%
a2

103



PN

Pl creR

EHO

S Pan

Foo
ey
o

i
RIS

ES 3014 819 T3

L)

RN

Lo A R e

X
#
&

oy
=
-

noy N
X

BROENINA

AEE TR OL AL ISR LR

) HOAAASAEI Y

&
1777y UG L OER

104




ES 3014 819 T3

Y8

TOYIYELIDOYIDIY IV RO LDV D

LASAAAG

FOOLIIADIDL DR

g3

St

St Py

£

L

A R St

S A S MGk A

LR ST i vty

e
DA

g
BRE

S

fesga

e,

kR

P

PP
PRSI

wii

8L

i

o5

DEB(

(e
¢
48

105



i Py,
RS,

T

BN
v
ks

2
g2
=8
foad
™8
=

ES 3014 819 T3

S Y S e
B R B

Eoihy A Gt R LY

AT PEGy I S8

LR

1500,

TBYG SO

106




ES 3014 819 T3

WYOULYIDIY | T | sESY | W
SADNASAL G IH LS9 88
IFLYODIVICODVIGLIDGODVDUODYDODDIDONIDY | BH | ESW | 76
AORASOORONAES | TH L 55% | ISt
SYOYOE Y ILLODYE i o5l
AAIANAT | 615
MA L guSE | 9
WA L 559
e
o
A A iy Ui 3%

107



P2, P 0, o W, 4 s

ES 3014 819 T3

8L

108




PV ; it v o .
PAE S 2 i T Koy R

G,

A 7 EHD 2374

o

WD Bh4

ke

Ry A

e e, - e g i
AR ! P

LIRS AL ; ZHG 914 9L

i gt S mi Aoy
Q54 A 5

ES 3014 819 T3

A

SO TGN
AP

e

A T L

RPN R R E oA

53 CHHIPHIAGE

109




ot daviy g e
Rt

#id 48

ES 3014 819 T3

ORI RN R TrY
KA PN IS

B A

i
S e

s
AL

0 4 i T oy
Afis 5E e et

G T
PR

FOR SDEH

T T
e

o p
R E

R Y]
LR

X

110




ES 3014 819 T3

ey ZHD Bid st
WSROIV IOGIYILLY 74 Big kel
LADH LA M &4 784
LR DD A ML I QTR T LY YL € 8id 8
MO A AIORAY £H 2% 151
ELAD IO CS LI BN FELT G 23! 8L 09
A LA AT ;174 654
Ha, 8id R51
Ay &1L A%t
FRIFBIDL 4] &4 22
14 A B4
LB TFI R LITILIT TIN5 €% [:EFA e
Ll SAHDD 1 Bid P
L EE ALY ] 8id 51
YAMAL £ G 5%

1M



ES 3014 819 T3

3

A

A SRS

2t
DAL N

1143

s

v R 2 L

LY

R DR

o

I

Y

R P A R P A
ISR RS P R )

rizen 2k e
IR TN 2 5]

ar g cr
o B A0S

e

s

AU LT Y

e

SRR

AL

o
ok

112



ES 3014 819 T3

YIKALD

£

i T

o FIN

]
&

o8
b

RS

- 2> s
w G224 £4%
I
AL
e
LRaors
T R Ry, P G A
PR R eI B A A L L TR
R
SRR 0 AL
e 4 5 e o
B AR
e s gty e s N S 5 - e
NIRRT o B A M e PR
P
.
Pt o et
e S
P P 4
(Z29 8 7L 944

H

ST}

.
{ty

ST

113



ES 3014 819 T3

ASAGILABSA S VAN A ZADNIMGEHIALTA

SHH A LS HAGE RS SR DA MNHAGADOA M MNSIA BAUHBAIMNA QIS AL HBIPN LA AN G T/ Ed DD TIEAY

WO LD I FRAN LI

LASM

LD I LDV LIRS0 DRI YL

AR A AOQOOMYS

BRLID DI LI O 3L

ALLHANAS 231 G5EL 3732

HA 8L %}

BEL 843

VOANDRIL A Gz2 gii

BT 1 BEL 14k

LD I L S LA R I |4 $Z4 @t
AL LARDO £ A £Ld

LB IR DO D i 8L 1wt
o

A

s | aER 5 s B 71

114



WAL

o
d
o
o
5

14

pEags

it
AT G

: - el 47 2
AT PP REEOVES

PP

9 ¥ Pl
O A S

!

PSR o . ; “t Lonp

Yo 1By

o LN VBN
4

AT 24

T I 2 e
SRS O RPN N A

ES 3014 819 T3

0. 0 40 ey
58 B

g 0 e 7 g, o

R SR

e, 4 o g gk e
LSRR, BRI

R ’ ot ot
fad 7

At et
LICL MW st

At

DB W

115



ES 3014 819 T3

Lo0E | uoe

ey 2w

I A

A A

596 1o e

LOVIDOOSOVOVIIIGIONIOVIOND | LT 189 | 98
IAALIAHDT | £ 18k | 46

S0 DYDYV IDIVOOYD | 1T 189 | 9

OH

o

asay | D UEs

116



psL 46 82

3
o3

23]

o
X
&

T
o
&3

Kot
A A

L A4

S e

ol
s A

e L5
TR IR

A

ey

a4t

ES 3014 819 T3

i o

P

e, B e i
AN - T S I

A

RN

S ek

D AN
PP DA

P
A

P ]

S

AR Ak

SR ES

R A

R G e e R PP e e
Ut F s

TIL TR ITY T IR
L 3 i3 i Bl S S A L

-
SN - SRR PRI S S

LA,
SRt

v ey
CE TN

Pt e

U L

T TP S T A N R T

i s Loiingtis G el dnbias st NI AT

PPTR oy 2 P L

VEY L U

117




ES 3014 819 T3

b
&

W3

£

AL

b7 2 ]

2
™~

e

Sty g
AL

PHT

e

P 22N £iE

e alkecabrry sl SN L el Ve UL £

BEDEMINA 229 WE

AL DL LY AL VAL IOROOOL DI DR00S £M Wi e

HEIARATSE MY

gty

118



ES 3014 819 T3

o T 0
SRt

g s i o R st
St S SR R RS

g LR 0 204t

oo S
P b g

N T P
RS SRy

A E T

2 s 8

O e
LRSS s

pE e

PRI T L P .. : : L R B T

P

Aot S ST ERY . PLAr el

iy G e 0l ST

e B i Fodt SRS

BRI 0

By

PA YA

144

or ¢ oty

s Lo s . AT S R
S e e ¥

RN TR oA B 1

L5458

(A A

e

119



ES 3014 819 T3

Wy
243
o

SRS

sl U

7 A
Y DS Ay F

EHD

FAtie

3 2]

SDLDLDLODOY LY IODYYLE

LB

BUDEHIRA

A¥LAELLLOYIGLIDGLOOOLODSL 3L DL0D2Y

MAAH AT

Y

TN LSOO 3IL0DG

$hhAL A

[
B

S R L SR

TP R

pe

Eocs

. AT S I,
SERGIL o A

HA

L1606

744

120



ES 3014 819 T3

G i T BT : %
N SR R T 3

o i s e g oA gt
Tt W Sk

Y R

A , s Lo, 45y T O e
e T S L L ) o

bt o dir A L

R P T A - 5 ! AL HY 2508

o DR,

121




ES 3014 819 T3

YL

ST ICIDLINGD

L
i

5 k 20 G : Ly
Ekg A Rkt K APt

L N T e
R

1oL, LA e A
AN RS I

Rt

et
s oL

o

o B Pt Pt
SR TN I

R
AR

LT

CER N

T
Lo 2iirrs il

o1, s, S R G
S BRI RC R B

L S L]

R P A

RIRT A

Sty ot e T e GO T R e e P e B % P
R i LA B A P YA D i . Py

ALY

L0

122

O
&




ES 3014 819 T3

i

S

0% LA T AL 2 T 5 6 LI R LY PTG B

DETRRSI T FR I TRAR L AR ARSI AR AR AP PR IR St 5 S P

T Y
PSRRI

it

AP LR L

687

4O

Ay,
“

2 ¢33

LB

YO DR I ROIY LIS DAY DL

123213

LAGMAAA

128171

LAV D YL TR AL LG O DR LY

£184

AU B QDK ES

23413

“PEHY

123



ES 3014 819 T3

Lok S

o i A 2, T 7,
e LA AL TP e 1

SRR

JopE P

T P % L
R ey

T
A

S A AT e R At
o A T e Pk R LI e R B

e
Ginde

N

LRV
THILIONE

v, PN g,

; s, 2 o
Srpuiietet Bk

Bt

S

ey

R

2

e

LRI

A

G

(424

R Ry e 3

8
W
<+

SO

124



ES 3014 819 T3

FAZ Y

G P .o, ’ X R s e B v o
P WSS AREE N o) SREw i

LKA

LA

N

[REOAEe

7l
Bl

s
77

R R RIS

R

o e AL 2
VIR TUCRE & YRR

T

ivice]

125




ES 3014 819 T3

{
b
0
™}

DRI SDOYINLOGIYYOLD

FOOBMNENA

LU GLLLOYADL LD IODTR L BT DD

AR ABSETIY

WYL N LL LN RIS

DL Z3 PAS 95z
BYE A 2ARe T i

LAY LA By W LG

=
7
Ll

IAAAATT

P b
S
o9
B

A,

DRSO

P
el
N
L]

oo m

st 4358 9T

N

i

s | SR | WO | DER

126



WL
PSR RR G S

CS L LT A T L

. .
3 SIS LS

158
R L

e S g
R AR B

ES 3014 819 T3

IR

PRI
B SE

NS

¢ 0ty ot

Lrsrins
SRR

S,
LT

NS

% O
MR N S

PR

b RN

Y

73

Lt pinieae,
Ay it

127




WYL YR LIS

XA A

4 e,
S

A gy ot

il o o
(SR S

R

ES 3014 819 T3

5.0,
R iy

LR

PR 403

b2

T IR
7 b

LI

g
SR, 24

TR

%, L
i

FNeTY.
VR e R

R SOVEPE LA

e cds

LR

Ly P
s

s o,

S

LI

PR Y

2GS 2 Oy

el A s

082

Ok
A

128




ES 3014 819 T3

SH

G104

ST
PR

32112

AR NN

v e

L0

ZHG

w3
ptd
pocy
pred

e
b+ Y
R

ST 2Ly L I
A PRREL AN S

o8

DOV LRSI LIV ADL

LA LG AL

B AR LA L SRe L SMARR Ly LA R s S AN G4 L
H S8

W)

3
4

129



vHLg Fi14

ES 3014 819 T3

AL e O

G SR

L ; gyt i, Lt - %, Sl T Ly,

S92 ars Gk s e P e e P (RS

e,
A

YA,
537440

o,
754
AR

e i, e . 2 gy A B R g g By T
oL EEPAR I LA 5 Kl g S a5 000

AR SRRty
S S eS

RS T $ ? SN

255 . ; . . k Fi S
LA SEPR AL

s | et

B

T O £y T
DY S

PrEE 68

g
i
asery | WOl | 0ES

G A B

130




ES 3014 819 T3

23 L W L %
o sz L

LAE LA B s L g
IRLINGDIYOODUVIDLIGODIYOYODUOLUDIYEOLDY | W | was | nig
HOI ASDIDEINGS g s | BR

LYY LY LG A A

A ASTANAD Wowze L s

HA L wbes | o

MA L me2s L 06

ULLORYOY L1 wes L we

5Y5 AR R

WO LD DY Y I LY LN £ Wy um

AL LA £ weEy L g

A ALY V1 B s

Vi mees | 8ee

W veEs | u6E

o

1t

035

N,

131



ES 3014 819 T3

Big

R
Clet Nt

g g
B

LTI
NSEARIE

. e g B e e, g 3

fo b RS S S e S

i b0 b,

L

T AT e e Y S
TN PRSI IG

e ot Sl gl £
ST et
BN P

oy

2ig

234

(e 307

LiE

p3 AR

LI

GRRSP PO RO

-~ £
%5104

et S SN
TP

YR

FISas

AL
Sonie A

el

iy

132



T ) . o o 00 8 P
(AT TP PF IRV S BRI E R L PN RS B - SR

SR : W iR SR,

AR

544 rA FAB I %%

AT BT AL D E D %1 g PE

ES 3014 819 T3

Sdd LEAMDD £

BRo iAo JeL A ST LA SN i &

YAMAC £ Z

I AR B A 74

N
o
wey | ueD | Es

133




ES 3014 819 T3

RS S L O

R o)

SO A

P4 Hhr

€M

SH

e P,
R

e s

PRS- N

T e O
LI BRB I

W

Lo LA

SNERAGI LA

ZH3

4

B R RS R

Pt fr b TR P,

S re s S
LR

AR

e

LRI

A r e

R e s
Y

PRIy

1oyt
e . N T

R

7 ety 2

S T

Zigy

Y

sy

134



ES 3014 819 T3

SEQ ID NO: Pertuzumab WT COR secuencias

335 CDR-H2 VNPNSGGS

336 CDR-H3 ARNLGPSFYFDY
337 CDR-H1 GFFTDYT

338 CDR-L2 SAS

339 CDR-L3 QQYYIYPYT

340 CDR-L1 QDVSIG

SEQ ID NO: Trastuzumab WT CDR secuencias

341 CDR-H2 [YPTNGYT

342 CDR-H3 SRWGGDGFYAMDY
343 CDR-H1 GFNIKDTY

344 CDR-L2 SAS

345 CDR-L3 QQHYTTPPT
346 CDR-L1 QDVNTA

Variante CDR-L3 de pertuzumab: QQYYIYPAT

Clon 3382, variante 10000 (SEQ ID NO: 347)

Variante CDR-H1 de pertuzumab: GFTFADDYT

Clon 6586, variante 10000 (SEQ ID NO: 348)
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REIVINDICACIONES

1. Un constructo de unién a antigeno para su uso en un método de inhibicién del crecimiento tumoral en un
sujeto humano.

en donde el constructo de unién a antigeno comprende un primer constructo de polipéptido de unién a antigeno
que se une de forma monovalente y especifica a un antigeno HER2 (receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano) ECD2 (dominio extracelular 2) en una célula que expresa HER2 y un segundo constructo
de polipéptido de unién a antigeno que se une de forma monovalente y especifica a un antigeno ECD4 de
HER?2 (dominio extracelular 4) en una célula que expresa HER2,

en donde el primer constructo de polipéptido de unién a antigeno estéd unido operativamente a un primer
polipéptido enlazador y el segundo constructo de polipéptido de unién a antigeno estd unido operativamente a
un segundo polipéptido enlazador, en donde el primer y el segundo polipéptidos enlazadores estan unidos
covalentemente entre si, y en donde los polipéptidos enlazadores estan unidos operativamente a una regién
de Fc de IgG1 humana,

en donde el primer constructo de polipéptido de unién a antigeno es un Fab, en donde el Fc Fab-enlazador-
IgG1 comprende una cadena pesada que comprende la SEQ ID NO:97 y una cadena ligera que comprende la
SEQ ID NO:69, y

en donde el segundo constructo de polipéptido de unién a antigeno es un scFv, en donde el Fc scFv-enlazador-
IgG1 comprende la SEQ ID NO: 295, y

en donde al sujeto humano se le administran al menos 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19 0 20 dosis del constructo de unién a antigeno, y/o en donde cada dosis se administra al menos cada 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9 10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19 0 20 dias.

2. El constructo de unidén a antigeno para su uso en un método para inhibir el crecimiento tumoral de acuerdo
con la reivindicacion 1, en donde el constructo de unién a antigeno se administra al sujeto humano en una dosis
dealmenos 0.3,0.5,1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 mg/kg.

3. El constructo de unién a antigeno para su uso en un método para inhibir el crecimiento tumoral de acuerdo
con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en un sujeto humano, en donde el tumor es un tumor de pulmén,
opcionalmente un cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) no escamoso con bajo nivel de HER2 y
sin amplificacién del gen HER2, un tumor de cabeza y cuello, opcionalmente un carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello con bajo nivel de HER2 y sin amplificacién del gen HER2, un tumor de mama,
opcionalmente un cancer de mama HER2 1+, ER+/PR- con una clasificacién molecular luminal B, un tumor de
pancreas, opcionalmente un cancer de pancreas HER2 negativo como se determina por inmunchistoquimica,
0 un céncer gastrico, opcionalmente un cancer gastrico HER2 3+.

4. El constructo de unién a antigeno para su uso en un método de inhibicién del crecimiento tumoral de acuerdo
con la reivindicacién 1 en un sujeto humano, en el que el tumor es un cancer de pulmén de células no pequefias
(NSCLC) no escamoso, con bajo contenido de HER2 y sin amplificacién del gen HER2, en el que el constructo
de unién a antigeno se administra por via intravenosa al sujeto humano en una dosis de 15 mg/kg el dia 1
seguido de una dosis de 10 mg/kg los dias 4, 8, 11, 15, 18, 22y 25.

5. El constructo de unién a antigeno para su uso en un método para inhibir el crecimiento tumoral de acuerdo
con la reivindicacién 1 en un sujeto humano, en el que el tumor es un carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello con bajo contenido de HER2 y sin amplificaciéon del gen HER2, en donde el constructo de unién
a antigeno se administra por via intravenosa al sujeto humano una vez a razdén de 15 mg/kg el dia 1, seguida
de una dosis de 10 mg/kg los dias 4, 8, 11, 15, 18, 22 y 25, opcionalmente en el que el cisplatino se administra
por via intraperitoneal al sujeto humano a razén de 2 mg/kg los dias 1, 3, 5, 7, 9 y 11.

6. El constructo de unién a antigeno para su uso en un método para inhibir el crecimiento de un tumor de
acuerdo con la reivindicacién 1 en un sujeto humano, en donde el tumor es un cancer de mama HER2 1+,
ER++/PR- con una clasificacién molecular luminal B, en donde el constructo de unién a antigeno se administra
por via intravenosa al sujeto humano en una dosis de 3 mg/kg o 10 mg/kg o 30 mg/kg los dias 1, 4, 8, 11, 15,
18, 22, 25,28 y 32.

7. El constructo de unién a antigeno para su uso en un método para inhibir el crecimiento de un tumor de
acuerdo con la reivindicacién 1 en un sujeto humano, en donde el tumor es un cancer de pancreas HER2
negativo segln se determina por inmunohistoquimica, en donde el constructo de unién a antigeno se administra
por via intravenosa al sujeto humano en una dosis de 30 mg/kg, dos veces por semana durante cuatro
semanas, opcionalmente en donde nab-paclitaxel se administra por via intravenosa al sujeto humano en una
dosis de 30 mg/kg los dias 2, 9y 16.
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8. El constructo de unién a antigeno para su uso en un método para inhibir el crecimiento de un tumor de
acuerdo con la reivindicacion 1 en un sujeto humano, en donde el tumor es un cancer géastrico HER2 3+, en
donde el constructo de unidén a antigeno se administra por via intravenosa al sujeto humano en una dosis de
30 mg/kg, dos veces por semana durante cinco semanas.

9. El constructo de unién a antigeno para su uso en un método para inhibir el crecimiento tumoral de acuerdo
con cualquier reivindicaciéon anterior, en donde el constructo de unién a antigeno estad conjugado con un
farmaco.

10. El constructo de unién a antigeno para su uso en un método de inhibicién del crecimiento tumoral de
acuerdo con la reivindicacién 9, en donde el farmaco es maitansina (DM1).

11. El constructo de unién a antigeno para su uso en un método de inhibicién del crecimiento tumoral de acuerdo
con la reivindicacién 10, en donde el constructo est4 conjugado con DM1 a través de un enlazador SMCC.

12. El constructo de unién a antigeno para su uso en un método para inhibir el crecimiento tumoral de acuerdo
con cualquier reivindicacion anterior, en donde el constructo de unién a antigeno se formula en una composicién
farmacéutica con un vehiculo farmacéutico, opcionalmente en donde el vehiculo farmacéutico comprende un
tampdn, un antioxidante, una molécula de bajo peso molecular, un fArmaco, una proteina, un aminoécido, un
carbohidrato, un lipido, un agente quelante, un estabilizador o un excipiente.

13. El constructo de unién a antigeno para uso en un método para inhibir el crecimiento tumoral de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1-3 0 9-12, en donde el constructo de unién a antigeno se administra
mediante inyeccidn o infusién, opcionalmente en donde la administracién es intravenosa.

14. El constructo de unién a antigeno para su uso en un método para inhibir el crecimiento tumoral de acuerdo
con cualquier reivindicacién anterior, que comprende ademés administrar al sujeto humano un agente adicional,
opcionalmente un agente quimioterapéutico, opcionalmente en donde el agente adicional es uno o mas de
bleomicina, carboplatino, cisplatino, nab-paclitaxel, docetaxel, doxorrubicina, erlotinib, fluorouracilo,
gemcitabina, metotrexato, pemetrexed, topotecano, vinorelbina, capecitabina, navelbina o paclitaxel.
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FIG. 2 {Continuacién)
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