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DESCRIPCION

Tratamiento con anticuerpos anti-ErbB2.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer con anticuerpos
anti-ErbB2.

Antecedentes de la invencion

Se ha identificado que los proto-oncogenes que codifican factores de crecimiento y receptores de factores de
crecimiento juegan papeles importantes en la patogénesis de varios tumores humanos, incluyendo cdncer de mama.
Se ha observado que el gen erbB2 humano (también conocido como HER2 o c-erbB-2), que codifica un receptor
glicoproteina transmembrana de 185 kD (p185"ER?) relacionado con el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), se sobreexpresa en aproximadamente de un 25% a un 30% del cancer de mama humano (Slamon et al.,
Science 235: 177-182 [1987]; Slamon et al., Science 244: 707-712 [1989]).

Varias lineas de evidencia respaldan un papel directo para ErbB2 en la patogénesis y agresividad clinica de los
tumores que sobreexpresan ErbB2. Se ha observado que la introduccién de ErbB2 en células no neoplésicas provoca
su transformacion en tumor (Hudziak ez al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7159-7163 [1987]; DiFiore et al., science
237: 78-182 [1987]. Se observd que los ratones transgénicos que expresan HER2 desarrollaban tumores mamarios
(Guy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10578-10582 [1992]).

Se han descrito anticuerpos dirigidos contra la proteina ErbB2 humana y la proteina codificada por el equivalente
en la rata del gen erbB2 (neu). Drebin et al., Cell 41. 695-706 (1985) se refiere a un anticuerpo monoclonal IgG2a
que esta dirigido contra el producto génico neu de rata. Este anticuerpo llamado 7.16.4 provoca la submodulacién de
la expresion de p185 de la superficie celular en células B104-1-1 (células NIH-3T3 transfectadas con el protooncogén
neu) e inhibe la formacién de colonias de estas células. En Drebin et al. PNAS (USA) 83: 9129-9133 (1986), se
observé que el anticuerpo 7.16.4 inhibia el crecimiento tumorigénico de las células NIH-3T3 transformadas por neu,
asi como células de neuroblastoma de rata (de las que se aislé inicialmente el oncogén neu) implantas en ratones
desnudos. Drebin et al. en Oncogene 3:387-394 (1988) describen la produccién de una panel de anticuerpos contra el
producto génico neu de rata. Se observo que todos los anticuerpos ejercian un efecto citostatico en el crecimiento de
células transformadas por neu suspendidas en agar suave. Los anticuerpos de los isotipos IgM, IgG2a e IgG2b eran
capaces de mediar en la lisis in vitro significativa de células transformadas por neu en presencia de complemento,
mientras que ninguno de los anticuerpos era capaz de mediar los niveles elevados de citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo (ADCC) de las células transformadas por neu. Drebin et al. Oncogene 2: 273-277 (1988) describen que
las mezclas de anticuerpos reactivos con dos regiones diferentes en la molécula p185 dan lugar a efectos antitumorales
sinérgicos en células NIH-3T3 transformadas por neu, implantadas en ratones desnudos. Los efectos bioldgicos de los
anticuerpos anti-neu se describen en Myers et al., Meth. Enzym. 198: 277-290 (1991). Véase también WO 94/22478
publicada el 13 de octubre de 1994.

Hudziak et al., Mol. Cell. Biol. 9(3): 1165-1172 (1989) describen la generacién de un panel de anticuerpos anti-
ErbB2 que se caracterizaron utilizando la linea de células de tumor de mama humana SKBR3. La proliferacién celular
relativa de las células SKBR3 tras la exposicidn a los anticuerpos se determiné mediante tincién con violeta cristal de
las monocapas después de 72 horas. Utilizando este ensayo, se obtuvo la mdxima inhibicién con el anticuerpo llamado
4D5 que inhibi6 la proliferacion celular en un 56%. Otros anticuerpos en el panel, incluyendo 7C2 y 7F3, redujeron
la proliferacién celular en menor grado en este ensayo. Hudziak et al., concluyen que el efecto del anticuerpo 4D5
sobre las células SKBR3 era citostético en lugar de citotéxico, ya que las células SKBR3 retornaban el crecimiento
a un valor casi normal después de la extraccion del anticuerpo del medio. También se observé que el anticuerpo 4D5
sensibilizaba las lineas de células de tumor de mama que sobreexpresan p185°°? a los efectos citotéxicos de TNF-a.
Véase también W0O89/06692 publicada el 27 de julio de 1989. Los anticuerpos anti-ErbB2 descritos en Hudziak et al.,
se caracterizan adicionalmente en Fendly er al. Cancer Research 50:1550-1558 (1990); Kotts et al. In Vitro 26(3):59A
(1990); Sarup et al. Growth Regulation 1:72-82 (1991); Shepard et al. J. Clin. Immunol. 11(3):117-127 (1991); Kumar
et al. Mol. Cell. Biol. 11 (2):979-986 (1991); Lewis et al. Cancer Immunol. Immunother. 37:255-263 (1993); Pietras
et al. Oncogene 9: 1829-1838 (1994); Vitetta et al. Cancer Research 54:5301-5309 (1994); Sliwkowski et al. J. Biol.
Chem. 269(20): 14661-14665 (1994); Scott et al. J. Biol. Chem. 266:14300-5 (1991); y D’souza et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. 91: 7202-7206 (1994).

Tagliabue et al., Int. Cancer 47: 933-937 (1991) describen dos anticuerpos que se seleccionaron por su reactividad
en la linea celular de adenocarcinoma de pulmén (Calu-3) que sobreexpresa ErbB2. Se observé que uno de los anti-
cuerpos, denominado MGR3, se internalizaba, inducia la fosforilacién de ErbB2 e inhibia el crecimiento de células
tumorales in vitro.

McKenzie et al. Oncogene 4: 543-548 (1989) generaron un panel de anticuerpos anti-ErbB2 con especificidades
de epitopo variantes, incluyendo el anticuerpo designado como TA1. Se observé que este anticuerpo TA1 inducia
una endocitosis acelerada de ErbB2 (véase Maier et al. Cancer Res. 51: 5361-5369 (1991)). Bacus et al. Molecular
Carcinogenesis 3: 350-362 (1990) describieron que el anticuerpo TA1 inducia la maduracién de las lineas celulares
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de cancer de mama AU-565 (que sobreexpresa el gen erbB2) y MCF-7 (que no lo hace). Se observé que la inhibicién
del crecimiento y la adquisicién de un fenotipo maduro en estas células estaban asociadas con niveles reducidos de
receptor ErbB2 en la superficie celular y niveles aumentados transitorios en el citoplasma.

Stancovski et al. PNAS(USA) 88: 86091-8695 (1991) generaron un panel de anticuerpos anti-ErbB2, se inyectaron
i.p. en ratones desnudos y se evalud su efecto en el crecimiento de tumores de fibroblastos murinos transformados
mediante la sobreexpresion del gen erbB2. Se detectaron varios niveles de inhibicién del tumor para cuatro de los
anticuerpos, pero uno de los anticuerpos (N28) estimulaba sistematicamente el crecimiento del tumor. El anticuerpo
monoclonal N28 indujo la fosforilacion significativa del receptor ErbB2, mientras que los otros cuatro anticuerpos
mostraron en general una actividad inductora de la fosforilacién baja o nula. También se valor6 el efecto de los
anticuerpos anti-ErbB2 en la proliferacién de células SKBR3. En este ensayo de proliferacion de células SKBR3,
dos de los anticuerpos (N12 y N29) provocaron una reduccion en la proliferacién celular en relacién con el control.
Se evalud la capacidad de los diversos anticuerpos para inducir la lisis in vitro celular a través de la citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) y la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC), con la conclusién
de los autores de este documento de que la funcién inhibidora de los anticuerpos no se atribuia de manera significativa
a CDC o ADCC.

Bacus et al. Cancer Research 52: 2580-2589 (1992) caracterizaron adicionalmente los anticuerpos descritos en
Bacus et al. (1990) y Stancovski et al. de los pérrafos precedentes. Ampliando los estudios i.p. de Stancovski et al.,
se evalué el efecto de los anticuerpos después de la inyeccién i.v. en ratones desnudos que albergan fibroblastos de
ratén que sobreexpresan ErbB3 humano. Tal como se ha observado en un trabajo previo, N28 aceleraba el crecimiento
tumoral, mientras que N12 y N29 inhibian significativamente el crecimiento de las células que expresan ErbB2. La
inhibicién parcial del tumor también se observé con el anticuerpo N24. Bacus et al. también ensayaron la capacidad de
los anticuerpos para inducir un fenotipo maduro en las lineas celulares de cincer de mama humano AU-565 y MDS-
MB453 (que sobreexpresa ErbB2), asi como MCF-7 (que contiene niveles bajos del receptor). Bacus et al. observaron
una correlacién entre la inhibicién tumoral in vivo y la diferenciacion celular; el anticuerpo estimulador de tumores
N28 no presentaba un efecto sobre la diferenciacidn, y la accién inhibidora del tumor de los anticuerpos N12, N29 y
N24 se correlacionaba con el grado de diferenciacién que inducian.

Xu et al. Int. J. Cancer 53: 401-408 (1993) evaluaron un panel de anticuerpos anti-ErbB2 por sus especificidades
de unién a epitopo, asi como sus capacidades para inhibir el crecimiento independiente de anclaje y dependiente de
anclaje de células SKBR3 (por anticuerpos individuales y en combinaciones), modular ErbB2 de la superficie celular e
inhibir el crecimiento independiente del anclaje estimulado por ligando. Véase también WO 94/0036 publicada el 6 de
enero de 1994 y Kasprzyk et al. Cancer Research 52: 2771-2776 (1992) que se refieren a combinaciones de anticuerpos
anti-ErbB2. Otros anticuerpos anti-ErbB2 se describen en Hancock et al. Cancer Res. 51:4575-4580 (1991); Shawver
el al. Cancer Res. 54:1367-1373 (1994); Arteaga et al. Cancer Res. 54: 3758-3765 (1994); y Harwerth et al. J. Biol.
Chem. 267:15160-15167 (1992).

Un anticuerpo monoclonal anti-ErbB2 humanizado recombinante (una versién humanizada del anticuerpo anti-
ErbB2 murino 4D5, al que se hace referencia como rhuMAb HER2 o HERCEPTIN®) era clinicamente activo en
pacientes con cdnceres de mama metastiticos que sobreexpresan ErbB2 que habian recibido una extensa terapia anti-
cancerigena anterior. (Baselga et al., J. Clin. Oncol. 14: 737-744 [1996]).

La sobreexpresion de ErbB2 se considera habitualmente como un factor de prondstico pobre para un prondsti-
co, especialmente en pacientes con enfermedad primaria que implica nddulos linfiticos auxiliares (Slamon et al.,
[1987] y [1989], supra; Ravdin y Chamness, Gene 159: 19-27 [1995]; y Hynes y Stem, Biochim. Biophys. Acta
1198: 165-184 [1994]) y se ha relacionado con la sensibilidad y/o resistencia a la terapia con hormonas y pautas
quimioterapéuticas, incluyendo CMF (ciclofosfamida, metotrexato y fluorouracilo) y antraciclinas (Baselga et al.,
Oncology 11 (3 Suppl 1): 43-48 [1997]). Sin embargo, a pesar de la asociacién de la sobreexpresion de ErbB2 con
un prondéstico pobre, las probabilidades de pacientes con respuesta positiva a HER2 que respondian clinicamente al
tratamiento con taxanos eran mds de tres veces superiores a aquellas de pacientes con respuesta negativa a HER2
(Ibid). Se observé que thuMab HER2 aumentaba la actividad de paclitaxel (TAXOL®) y doxorrubicina contra xenoin-
jertos de cancer de mama en ratones desnudos inyectados con células de adenocarcinoma de mama humanaBT-474,
que expresan niveles elevados de HER2 (Baselga et al., Breast Cancer, Proceedings de ASCO, Vol. 13, Resumen 53
[1994]).

Goldenberg, Clinical Therapeutics Vol. 21, No. 2, 1999 y Dees y Jennedy, Current Opinion in Oncology, Nov. 1998,
10(6), 517-522 describen el uso del anticuerpo anti-HER2 (ErbB2) Trastuzumab con quimioterapia con paclitaxel o
antraciclina-mas-ciclofosfamida en el tratamiento de cdncer metastatico de mama.

Esteva y Horobagyi (1988) The Oncologist 3: 300-313 hacen una revision de la integracién de la quimioterapia
sistémica en el tratamiento del cidncer de mama primario, describiendo la quimioterapia adyuvante y neoadyuvante.
Se describe una prueba clinica en fase II utilizando anticuerpo anti-ErbB2, en la que los pacientes que recibieron
anticuerpo eran resistentes a quimioterapia multiples y manipulaciones hormonales.

Kuerer et al. (Febrero 1999) J. Clin. Oncology 17: 460-469 describe quimioterapia neoadyuvante utilizando do-
xorrubicina y ciclofosfamida. Se menciona HER2/c-erbB2 como uno de los potenciales marcadores bioldgicos que se
pueden utilizar en la prediccién de respuestas a la quimioterapia neoadyuvante. McMasters y Hunt (Febrero 1999) J.
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Clin. Oncology 17: 441-444 es una editorial que describe el documento de Kuerer ef al. y temas sobre la calidad de
vida en relacién con la mastectomia y la quimioterapia proliferativa en el tratamiento del cadncer de mama.

Descripcion resumida de la invencion

La presente invencién da a conocer el uso de un anticuerpo anti-ErbB2 para la fabricacién de un medicamento
para el tratamiento de un paciente humano susceptible o diagnosticado con un tumor en el que se expresa la proteina
ErbB2, en la que el medicamento es para el tratamiento del paciente antes de las etapas de extirpacién quirdrgica del
tumor y el tratamiento del paciente después de la extirpacidon quirdrgica del tumor con anticuerpo anti-ErbB2 y/o un
agente quimioterapéutico.

Preferiblemente, el tumor se selecciona del grupo que consiste en tumor de mama, tumor de células escamosas,
tumor de células pequefias de pulmén, tumor de células no pequefias de pulmén, tumor gastrointestinal, tumor pan-
credtico, glioblastoma, tumor cervical, tumor de ovario, tumor de higado, tumor de vejiga, hepatoma, tumor de colon,
tumor colorrectal, tumor endometrial, tumor de las gldndulas salivares, tumor de riidén, tumor de préstata, tumor de
vulva, tumor de tiroides, tumor hepdtico, tumor de cabeza y tumor de cuello.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra el mapeo epitépico del dominio extracelular de ErbB2 determinado meaditen el andlisis de
mutantes por truncamiento y mutagénesis dirigida de sitio (Nakamura et al. J. of Virology 67(10):6179-6191 [Oct
1993]; Renz et al. J. Cell Biol. 125 (6):1395-1406 [Jun 1994]). Los MAbs antiproliferativos 4D5 y 3H4 se unen de
forma adyacente al dominio transmembrana. Los diversos truncamientos o mutaciones puntuales de ECD de ErbB2
se prepararon a partir de ADNc utilizando la tecnologia de la reaccién en cadena de la polimerasa. Los mutantes de
ErbB2 se expresaron como proteinas de fusién de gD en un pldsmido de expresién de mamifero. Este plasmido de
expresion utiliza el promotor/potenciador de citomegalovirus con terminacién e SV40 y sefales de poliadenilacién
situadas en direcciéon 3’ del ADNc insertado. E1 ADN pldsmido se transfectd en células 293S. Un dia después de
la transfeccién, las células se marcaron metabdlicamente durante toda la noche en DMEM bajo en glucosa y sin
metionina o cisteina que contenia suero bovino fetal dializado al 1% y 25 uCi de cada uno de *S metionina y S
cisteina. Los sobrenadantes se recogieron y se afiadieron MAbs de ErbB2 o anticuerpos de control al sobrenadante
y se incubaron 2-4 horas a 4°C. Los complejos se precipitaron, se aplicaron a un gel en gradiente de Tricina SDS al
10-20% y se les realizé6 electroforesis a 100 V. El gel se electrotransfirié sobre una membrana y se analizé mediante
autorradiografia. Las SEC ID Nos. 3 y 4 representan representan los epitopos 3H4 y 4D5, respectivamente.

La figura 2 representa con subrayado la secuencia de aminoacidos del Dominio 1 de ErbB2 (SEC ID No. 1). Los
aminodcidos en negrita indican la localizacién del epitopo reconocido por los MAbs 7C2 y 7F3 determinados mediante
el mapeo de eliminacion, es decir, el “epitopo 7C2/7C3” (SEC ID No. 2).

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
L. Definiciones

Los términos “HER2”, “ErbB2” y “c-Erb-B2” se utilizan indistintamente. A menos que se indica lo contrario,
los términos “ErbB2”, “c-Erb-B2” y “HER2” se refieren a la proteina humana, y “Her2”, “erbB2” y “c-Erb-B2” se
refieren al gen humano. El gen erbB2 humano y la proteina ErbB2 se describen, por ejemplo, en Semba et al., PNAS
(USA) 82: 6497-6501 (1985) y Yamamoto et al., Nature 319: 230-234 (1986) (Numero de acceso del Banco de Genes
X03363). ErbB2 comprende cuatro dominios (Dominios 1-4).

El “epitopo 4D5” es la region en el dominio extracelular de ErbB2 a la que se une el anticuerpo 4D5 (ATCC CRL
10463). El epitopo estd préximo a la regién transmembrana de ErbB2. Para cribar anticuerpos que se unen al epitopo
4DS5, se puede realizar un ensayo de cruzado (“cross-blocking assay”) de rutina, tal como el descrito en Antibodies, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and David Lane (1988). Alternativamente, se puede
realizar un mapeo epitépico (véase la figura 1) para evaluar si el anticuerpo se une al epitopo 4D5 de ErbB2 (es decir,
alguno o mds residuos en la regién desde aproximadamente el residuo 529, por ejemplo, aproximadamente el residuo
561 hasta aproximadamente el residuo 625, ambos inclusive; SEC ID NO. 4).

El “epitopo 3H4” es la regién en el dominio extracelular de ErbB2 a la que se une el anticuerpo 3H4. Este epitopo
se muestra en la figura 1 e incluye residuos desde aproximadamente 541 hasta aproximadamente 599, ambos inclusive,
en la secuencia de aminodcidos del dominio extracelular de ErbB2 (SEC ID No. 3).

El epitopo “7C2/7F3” es la regién en el extremo N terminal del dominio extracelular de ErbB2 a la que se unen
los anticuerpos 7C2 y/o 7F3 (cada uno depositado con la ATCC, véase a continuacion). Para cribar anticuerpos que se
unen al epitopo 7C2/7F3, se puede realizar un ensayo de bloqueo cruzado (“cross-blockin assay”) de rutina, tal como
el descrito en Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and David Lane (1988).
Alternativamente, se puede realizar un mapeo epitdpico para establecer si el anticuerpo se une al epitopo 7C2/7F3 en
ErbB2 (es decir, alguno o mds residuos en la region desde aproximadamente el residuo 22 hasta aproximadamente el
residuo 53 de ErbB2 [SEC ID NO. 2)).
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El término “induce la muerte celular” o “capaz de inducir la muerte celular” se refiere a la capacidad del anticuerpo
para hacer que una célula viable se vuelva no viable. La “célula” aqui es aquella que expresa el receptor de ErbB2,
especialmente cuando la célula sobreexpresa el receptor de ErbB2. Una célula que “sobreexpresa” ErbB2 tienen ni-
veles de ErbB2 significativamente mds elevados que los normales en comparacién con una célula no cancerosa del
mismo tipo de tejido. Preferiblemente, la célula es una célula cancerosa, por ejemplo, una célula de mama, ovario,
estdmago, endometrio, gldndula salivar, pulmon, rifién, colon, tiroides, pancreas o vejiga. In vitro, la célula puede
ser una célula SKBR3, BT474, Calu3, MDA-MB-453, MDA-MB-361 o SKOV3. La muerte celular in vitro se puede
determinar en ausencia de complemento y células efectoras inmunes para distinguir la muerte celular inducida por
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) o citotoxicidad dependiente de complemento (CDC). De este
modo, el ensayo para la muerte celular se puede realizar utilizando suero inactivado por calor (es decir, en ausencia
de complemento) y en ausencia de células efectoras inmunes. Para determinar si el anticuerpo es capaz de inducir la
muerte celular, la pérdida de integridad de la membrana evaluada mediante la captacién de yoduro de propicio (PI),
azul de tripano (véase Moore et al., Cytotechnology 17: 1-11 [1995]) o 7TAAD se puede valorar en relacion a células
no tratadas. Los anticuerpos inductores de muerte celular preferidos son aquellos que inducen la captacién de PI en el
“ensayo de captacién de PI en células BT474”.

La frase “induce la apoptosis” o “capaz de inducir la apoptosis” se refiere a la capacidad del anticuerpo para
inducir la muerte celular programada determinada mediante la unién de annexina V, la fragmentacién de ADN, el
encogimiento celular, la dilatacién del reticulo endoplasmatico, la fragmentacién celular y/o la formacién de vesicu-
las de membrana (denominadas cuerpos apoptéticos). La célula es aquella que sobreexpresa el receptor de ErbB2.
Preferiblemente, la “célula” es una célula tumoral, por ejemplo, una célula de mama, ovario, estomago, endometrio,
glandula salivar, pulmoén, rifién, colon, tiroides, pancreas o vejiga. In vitro, la célula puede ser una célula SKBR3,
BT474, Calu3, MDA-MB-453, MDA-MB-361 o SKOV3. Estan disponibles varios métodos para evaluar los sucesos
celulares asociados a la apoptosis. Por ejemplo, se puede medir la translocacion de la fosfatidil serina (PS) mediante
la unién de annexina; la fragmentacién de ADN se puede evaluar a través del encadenamiento de ADN tal como se
describe en el ejemplo de la presente invencidn; y condensacion nuclear/cromatina junto con la fragmentaciéon de ADN
se puede evaluar mediante cualquier incremento en células hipodiploides. Preferiblemente, el anticuerpo que induce
apoptosis es aquel que da lugar a aproximadamente 2 a 50 veces, preferiblemente 5 a 50 veces, y mds preferiblemente
aproximadamente 10 a 50 veces, la induccidn de la unién a annexina en relacion a células no tratadas en un “ensayo
de unidn a annexina utilizando células BT474” (ver a continuacién).

Algunas veces, el anticuerpo proapoptdtico serd aquel que bloquea La unién/activacién por HRG del complejo
ErbB2/ErbB3 (por ejemplo, el anticuerpo 7F3). En otras situaciones, el anticuerpo es aquel que no bloquea significa-
tivamente la activacion del complejo receptor de ErbB2/ErbB3 por HRG (por ejemplo, 7C2). Ademas, el anticuerpo
puede ser uno como 7C2 que, aunque induce la apoptosis, no induce una gran reduccion en el porcentaje de células en
fase S (por ejemplo, uno que sélo induce aproximadamente una reduccién del 0-10% en el porcentaje de estas células
en relacion con el control).

El anticuerpo de interés puede ser uno como 7C2 que se une especificamente a ErbB2 humana y que no reacciona
significativamente de forma cruzada con otras proteinas, tales como aquellas codificadas por los genes erbB1, erbB3
y/o erbB4. Algunas veces, el anticuerpo puede no reaccionar significativamente de forma cruzada con la proteina neu
de rata, por ejemplo, tal como se describe en Schecter et al. Nature 312: 513 (1984) y Drebin et al. Nature 312: 545-
548 (1984). En dichas realizaciones, el grado de unién del anticuerpo a estas proteinas (por ejemplo, la unién de la
superficie celular a receptor endégeno) serd inferior a aproximadamente un 10% determinada mediante andlisis de
clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) o radioinmunoprecipitacion (RIA).

“Heregulina” (HRG) cuando se utiliza en la presente invencidn se refiere a un polipéptido que activa el complejo
de proteinas ErbB2-ErbB3 y ErbB2-ErbB4 (es decir, induce la fosforilacién de residuos de tirosina en el complejo tras
la unién al mismo). Varios polipéptidos de heregulina comprendidos por este término se describen en Holmes et al.,
Science 256: 1205-1210 (1992); W092/20798; Wen et al., Mol. Cell. Biol. 14(3): 1909-1919 (1994); y Marchionni et
al., Nature, 362: 312-318 (1993), por ejemplo. El término incluye fragmentos y/o variantes biol6gicamente activos de
un polipéptido HRG natural, tal como un fragmento del dominio de tipo EGF del mismo (por ejemplo, HRGS177_544).

El “complejo de proteinas ErbB2-ErbB3” y el “complejo de proteinas ErbB2-ErbB4” son oligémeros asociados no
covalentemente del receptor ErbB2 y el receptor ErbB3 o el receptor ErbB4, respectivamente. Los complejos se forman
cuando una célula que expresa ambos receptores se expone a HRG y se puede aislar mediante inmunoprecipitacién
y analizar mediante SDS-PAGE tal como se describe en Sliwkowski ef al., J. Biol. Chem., 269 (20): 14661-14665
(1994).

“Anticuerpos” (Abs) e “inmunoglobulinas” (Igs) son glicoproteinas que tienen las mismas caracteristicas estructu-
rales. Mientras que los anticuerpos muestran un especificidad de unién a un antigeno especifico, las inmunoglobulinas
incluyen tanto los anticuerpos como moléculas parecidas a anticuerpos que carecen de especificidad de antigeno. Los
polipéptidos de este ultimo tipo se producen, por ejemplo, a niveles bajos por el sistema linfatico y a niveles elevados
por los mielomas.

“Anticuerpos nativos” e “inmunoglobulinas nativas” son normalmente glicoproteinas heterotetraméricas de apro-
ximadamente 150.000 daltons, compuestas de dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas.
Cada cadena ligera estd unida a una cadena pesada mediante una enlace covalente disulfuro, mientras que el niimero
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de uniones disulfuro varfia entre las cadenas pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulina. Cada cadena pesada
y ligera puede tener también puentes disulfuro entre cadenas espaciadas de manera regular. Cada cadena pesada tiene
en un extremo un dominio variable (Vi) seguido de una serie de dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un
dominio variable en un extremo (Vi) y un dominio constante en su otro extremo; el dominio constante de la cadena
ligera estd alineado con el primer dominio constante de la cadena pesada, y el dominio variable de la cadena ligera esta
alineado con el dominio variable de la cadena pesada. Se cree que los residuos de aminodcidos particulares forman
una interfase entre los dominios variables de la cadena ligera y la cadena pesada.

El término “variacion” se refiere al hecho de que ciertas partes de los dominios variables difieren ampliamente en
la secuencia entre anticuerpos y se utilizan en la unién y especificidad de cada anticuerpo particular por su antigeno
particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye de manera uniforme a lo largo de los dominios variables de
los anticuerpos. Se concentra en tres segmentos denominados regiones determinantes de complementariedad (CDRs)
o regiones hipervariables, ambas en los dominios variables de la cadena ligera y la cadena pesada. Las partes mas
altamente conservada de los dominios variables se denomina la regién armazoén (“framework™) (FR). Los dominios
variables de las cadenas pesada y ligera nativas comprenden cada uno cuatro regiones FR, que mayoritariamente
ampliamente una configuracién de ldmina 3, conectadas por tres CDRs, que forman bucles que conectan, y en algunos
casos conforman, la estructura de ldmina 5. Las CDRs en cada cadena se mantiene juntas de manera préxima por
las regiones FR y, con las CDRs de la otra cadena, contribuyen a la formacién de sitios de unién a antigeno de
anticuerpos (véase Kabat et al., NIH Publ. No. 91-3242, Vol. I, paginas 647-669 [1991]). Los dominios constantes no
estan implicados directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero muestran varias funciones efectoras,
tales como la participacién del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de anticuerpo.

La digestion con papaina de anticuerpos produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos, llamados frag-
mentos “Fab”, cada uno con un sitio tnico de unién a antigeno y un fragmento “Fc” residual, cuyo nombre refleja su
capacidad de cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab’), que tiene dos sitios de
combinacidn a antigeno y atin es capaz de reticular el antigeno.

“Fv” es el fragmento minimo de anticuerpo que contiene un sitio completo de unién y reconocimiento de antigeno.
Esta region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y cadena ligera en asociacién estrecha
no covalente. Es en esta configuracién que las tres CDRs de cada dominio variable interaccionan para definir un
sitio de unién a antigeno en la superficie del dimero Vy_V. Colectivamente, las seis CDRs confieren al anticuerpo
una especificidad de unién a antigeno. Sin embargo, incluso un tnico dominio variable (o la mitad de una Fv que
comprende sélo tres CDRs especificas de antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse a antigeno, aunque con
una menor afinidad que el sitio de unién completo.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1)
de la cadena pesada. Los fragmentos Fab difieren de los fragmentos Fab por la adicién de una serie de residuos en el
extremo carboxi terminal del dominio CH1 de la cadena pesada que incluyen una o mads cisteinas de la regién bisagra
del anticuerpo. Fab’-SH es la denominacién en la presente invencion para Fab’ en el que el residuo o residuos de
cisteina de los dominios constantes llevan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpos F(ab’), se produjeron
originalmente como parejas de fragmentos de Fab’ que tienen cisteinas bisagras entre ellos. También se conocen otros
acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpos.

Las “cadenas ligeras” de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie de vertebrado se puede asignar a
uno de dos tipos claramente diferentes, llamados kappa («) y lambda (1), en base a las secuencias de aminodcidos de
sus dominios constantes.

Dependiendo de la secuencia de aminodcidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas
se pueden asignar a diferentes clases. Existen cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e
IgM, y varias de éstas se pueden dividir ademds en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA
e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se
denominan «, 9, €, y, y u. Las estructuras de las subunidades y las configuraciones tridimensionales de las diferentes
clases de inmunoglobulinas son bien conocidas.

El término “anticuerpo” se utiliza en el sentido mas amplio y cubre especificamente los anticuerpos monoclonales
intactos, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) formados a
partir de por lo menos dos anticuerpos intactos, y fragmentos de anticuerpos siempre y cuando muestren la actividad
bioldgica deseada.

“Fragmentos de anticuerpos” comprenden una parte de un anticuerpo intacto, preferiblemente la regién de unién
a antigeno o variable del anticuerpo intacto. Entre los ejemplos de fragmentos de anticuerpo se incluyen Fab, Fab’,
F(ab’), y fragmentos Fv; diabodies; anticuerpos lineales (Zapata et al. Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]); molé-
culas de anticuerpo de cadena unica; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

El término “anticuerpo monoclonal” tal y como se utiliza en la presente invencion se refiere a un anticuerpo
obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos a excepcion de posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en
cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, dirigiéndose contra un sitio antigénico
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unico. Ademads, a diferencia de preparaciones de anticuerpos convencionales (policlonales) que incluyen habitualmen-
te diferentes anticuerpos dirigidos contra determinantes (epitopos) diferentes, cada anticuerpo monoclonal se dirige
contra un determinante Unico en el antigeno. Ademads de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son venta-
josos en que se sintetizan mediante el cultivo de hibridomas, sin estar contaminados por otras inmunoglobulinas. El
modificador “monoclonal” indica el cardcter del anticuerpo por obtenerse a partir de una poblacién sustancialmente
homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse que se requiere la produccién del anticuerpo mediante cualquier
procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a utilizar segin la presente invencion, se pueden
fabricar mediante el método del hibridoma descrito por primera vez por Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), o se
pueden fabricar mediante procedimientos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos
No. 4.816.567). Los “anticuerpos monoclonales” también se pueden aislar de las bibliotecas de anticuerpos en fagos
utilizando las técnicas descritas en Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al, J. Mol. Biol., 222: 581-
597 (1991), por ejemplo.

Entre los anticuerpos monoclonales de la presente invencién se incluyen especificamente anticuerpos (inmunoglo-
bulinas) “quiméricos” en los que una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica con u homologa a las secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase de anti-
cuerpo particular, mientras que el resto de cadena o cadenas es idéntico con u homdlogo a las secuencias correspon-
dientes en anticuerpos derivados de otras especies o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como
fragmentos de dichos anticuerpos, siempre y cuando muestren la actividad biolégica deseada (Patente de Estados
Unidos No. 4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)).

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son inmunoglobulinas quiméricas,
cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’), u otras subsecuencias de
anticuerpos de unidén a antigeno) que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. Para
la mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en que los residuos
de una regién determinante de complementariedad (CDR) del receptor se sustituyen por residuos de una CDR de una
especie no humana (anticuerpo dador), tal como ratén, rata o conejo que presenta la especificidad, afinidad y capaci-
dad deseadas. En algunos casos, los residuos de la region armazén (“framework”) (FR) de Fv de la inmunoglobulina
humana se sustituyen por los correspondientes residuos no humanos. Ademds, los anticuerpos humanizados pueden
comprender residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de CDR o armazén impor-
tadas. Estas modificaciones se realizan para refinar adicionalmente y optimizar la accién del anticuerpo. En general,
el anticuerpo humanizado comprenderd sustancialmente todos de, como minimo, uno, y habitualmente dos, dominios
variables, en que todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a aquellas de una inmunoglobulina no
humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son aquellas de una secuencia de inmunoglobulina humana.
El anticuerpo humanizado también comprenderd de manera éptima por lo menos una parte de una regién constante
(Fc) de inmunoglobulina, habitualmente la de una inmunoglobulina humana. Para mas detalles, véase Jones et al., Na-
ture, 321: 522-525 (1986), Reichmann et al., Nature 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596
(1992). El anticuerpo humanizado incluye un anticuerpo Primatizado™ en el que la regién de unién a antigeno del anti-
cuerpo se deriva de un anticuerpo producido mediante la inmunizacién de monos macaco con el antigeno de interés.

Los fragmentos de anticuerpo “Fv de cadena tinica” o “sFv” comprenden los dominios Vy y V| del anticuerpo,
en los que estos dominios estdn presentes en una tnica cadena de polipéptido. Preferiblemente, el polipéptido Fv
comprende ademds un polipéptido enlazador entre los dominios Vi y Vi que permite que el sFv forme la estructura
deseada para la unién a antigeno. Para una revision de sFv véase Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315 (1994).

El término “diabodies” se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unién a antigeno, cuyos
fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vy) conectado a un dominio variable de cadena ligera
(VL) en la misma cadena de polipéptido (Vy - V). Utilizando un enlazador que es demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios son forzados a emparejarse con los dominios
complementarios de otra cadena y crean dos sitios de unién a antigeno. Los diabodies se describen mas detalladamente
en, por ejemplo, EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993).

Un anticuerpo “aislado” es el que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de un componente de su
medio natural. Los componentes contaminantes de su medio natural son materiales que interferirian con las utiliza-
ciones de diagndstico o terapéuticas del anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteiniceos
o no proteindceos. En realizaciones preferidas, el anticuerpo se purificard (1) hasta mas de un 95% en peso de an-
ticuerpo seglin se determina por el método de Lowry, y mds preferiblemente mds de un 99% en peso, (2) hasta un
grado suficiente para obtener por lo menos 15 residuos de secuencia de aminodcidos N-terminal o interna mediante
la utilizacién de un secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta la homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones
reductoras o no reductoras utilizando azul de Coomassie o, preferiblemente, tincidn con plata. El anticuerpo aislado
incluye el anticuerpo in situ dentro de las células recombinantes ya que por lo menos un componente del medio natu-
ral del anticuerpo no estard presente. Normalmente, sin embargo, el anticuerpo aislado se preparard mediante por lo
menos una etapa de purificacion.

Tal y como se utiliza en la presente invencion, el término “epitopo de unién del receptor de rescate” se refiere a un
epitopo de la region Fc de una molécula IgG (por ejemplo, IgG,, IgG,, IgGs, o0 IgG,) que es responsable para aumentar
la vida media de suero in vivo de la molécula IgG.
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El “tratamiento” se refiere al tratamiento terapéutico y a medidas profilacticas o preventivas. Entre los que necesiten
el tratamiento se incluyen los que ya padecen el trastorno, asi como aquellos en los que se previene el trastorno.

“Mamifero” para los objetivos de tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero, in-
cluyendo humanos, animales domésticos y de granja, animales de zoo, deportes o de compaiiia, tales como perros,
caballos, gatos, vacas, etc. Preferiblemente, el mamifero es humano.

Un “trastorno” es cualquier condicién que se beneficiaria del tratamiento con el anticuerpo anti-ErbB2. Esto in-
cluye trastornos o enfermedades crénicas y agudas que incluyen aquellas condiciones patoldgicas que predisponen
al mamifero al trastorno en cuestién. Entre los ejemplos no limitantes de trastornos a tratar en la presente invencién
se incluyen tumores benignos y malignos; leucemias y tumores de linfoides; trastornos neuronales, gliales, astrocita-
les, hipotaldmicos y otros trastornos glandulares, macrofagicos, epiteliales, estromales y blastocoélicos; y trastornos
inflamatorios, angiogénicos e inmunoldgicos.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad de un farmaco eficaz para tratar una en-
fermedad o trastorno en un mamifero. En el caso del cancer, la cantidad terapéuticamente eficaz del farmaco puede
reducir el ndmero de células de cdncer; reducir el tamafio del tumor; inhibir (es decir, ralentizar en cierto grado y pre-
feriblemente detener) la infiltracién de células de cancer en 6rganos periféricos; inhibir (es decir, ralentizar en cierto
grado y preferiblemente detener) la metdstasis del tumor; inhibir, en cierto grado, el crecimiento del tumor; y/o aliviar
en cierto grado los sintomas asociados con el trastorno. En la medida en que el fairmaco pueda prevenir el crecimiento
y/o matar las células de cancer existentes, puede ser citostatico y/o citotdxico. Para la terapia del cancer, la eficacia se
puede medir, por ejemplo, mediante la evaluacién del tiempo hasta la progresion del tumor (TTP), la determinacién
de la velocidad de respuesta (RR) y/o la evaluacion de la supervivencia global.

Los términos “céncer” y “canceroso” se refieren o describen la condicion fisiolégica en mamiferos que se caracte-
riza habitualmente por un crecimiento celular no regulado. Entre los ejemplos de cdncer se incluyen, pero no se limitan
a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia o tumores linfoides. Entre los ejemplos mds particulares de di-
chos cédnceres se incluyen cdncer de células escamosas, el cancer de pulmén que incluye cdncer de pulmén de células
pequeiias, cancer de pulmén de células no pequeiias, adenocarcinoma de pulmén y carcinoma escamoso del pulmoén,
céncer del peritoneo, cancer hepatocelular, cdncer gastrico o estomacal que incluye cdncer gastrointestinal, cdncer
pancredtico, glioblastoma, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de
mama, cancer de colon, cdncer colorrectal, carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de gldndulas salivares, cdncer
de rifién o renal, cancer de higado, cancer de préstata, cancer de vulva, cancer tiroidal, carcinoma testicular, asi como
céncer de cabeza y cuello.

El término “agente citotéxico” tal y como se utiliza en la presente invencion se refiere a una sustancia que inhibe
o impide la funcién de las células y/o provoca la destruccion de las células. El término pretende incluir isétopos
radioactivos (por ejemplo I'3, '3, 1'% Y A¢?!!, Cu¥, Bi*!?, Pd'?”, Re'®® y Re!®), agentes quimioterapéuticos, y
toxinas tales como las toxinas enzimdticamente activas de origen bacteriano, micético, vegetal o animal o fragmentos
de las mismas.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util en el tratamiento del cancer. Entre los ejemplos de
agentes quimioterapéuticos se incluyen agentes alquilantes, tales como, tiotepa y ciclosfosfamida (CYTOXAN™);
sulfonatos de alquilo, tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas, tales como benzodopa, carboquone,
meturedopa, y uredopa; etileniminas y metilamelaminas que incluyen altretamina, trietilenmelamina, trietilenfosfo-
ramida, trietilentiofosforamida y trimetilolmelamina; mostazas de nitrégeno, tales como clorambucil, clornafazina,
colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloroetamina, clorhidrato de 6xido de mecloroetamina, melfalan, novem-
biquin, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas, tales como carmustina, clorozoto-
cina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina; antibiéticos, tales como aclacinomisinas, actinomicina, autrami-
cina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, caliqueamicina, carabicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina,
daunorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina, epirrubicina, mitomicinas, dcido micofenélico, nogala-
micina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex,
zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos, tales como metotrexato y 5-fluorouracil (5-FU); andlogos del 4cido foli-
co, tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; andlogos de purina, tales como fludarabina, 6-
mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; andlogos de pirimidina, tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, car-
mofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina, 5-FU; andr6genos, tales como calusterona,
propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti-adrenales, tales como aminoglutetimida,
mitotano, trilostano; rellenos de dcido fdlic, tales como dcido frolinico; aceglatona; glicésido de aldofosfamida; 4ci-
do aminolevulinico: amsacrina; bestrabucil: bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diazicuona; elfornitina;
acetato de eliptinio; etoglicido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidamina; mitoguazona; mitoxantrona; 30
mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina; acido podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; PSK®;
razoxano; sizofiran; espirogermanio; dcido tenuazénico; triazicuona; 2,2’,2”-triclorotrietilamina; uretano; vindesina;
dacarbazina; mannomustina; mitobronitol; mitolactol; (Bipobromano; gacitosina; arabinésido (“Ara-C”); ciclofosfami-
da: tiotepa; taxoides, por ejemplo paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ) y doxetaxel
(Taxotere, Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France); clorambucil; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotre-
xato; analogos de platino, tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino; etopésido (VP-16); ifosfamida:
mitomicina C; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; navelbina; novantrona; tenipdsido; daunomicina; carminomici-
na: aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO);
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dcido retinoico; esperamicinas; capecitabina; y sales, dcidos o derivados de cualquiera de los anteriores farmacéuti-
camente aceptables. También se incluyen en esta definicién agentes hormonales que actian para regular o inhibir la
accién hormonal sobre tumores, tales como anti-estrégenos incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, aroma-
tasa que inhibe 4(5)-imidazolas, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY117018, onapristona; y anti-andrége-
nos, tales como flutamida y nilutamida; y sales, dcidos o derivados de cualquiera de los anteriores farmacéuticamente
aceptables.

Un “agente inhibidor del crecimiento” cuando se utiliza en la presente invencion se refiere a un compuesto o una
composicion que inhibe el crecimiento de una célula, especialmente una célula cancerosa que sobreexpresa ErbB2 in
vitro o in vivo. De este modo, el agente inhibidor del crecimiento es aquel que reduce significativamente el porcentaje
de células que sobreexpresan ErbB2 en la fase S. Algunos ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento incluyen
agentes que bloquean la progresién del ciclo celular (en un punto diferente de la fase S), tales como agentes que indu-
cen la interrupcion de G1 y la interrupcién de la fase M. Algunos bloqueadores clasicos de fase M incluyen los vincas
(vincristina y vinblastina), taxol e inhibidores topo II, tales como doxorrubicina, epirrubicina, daunorrubicina, etop6si-
do, y bleomicina. Los agentes que interrumpen G1 también afectan a la interrupcion de la fase S, por ejemplo, agentes
alquilantes de ADN, tales como por ejemplo tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloroetamina, cisplatino, meto-
trexato, 5-fluorouracilo, y ara-C. Puede encontrarse mds informacién en The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn
y Israel, eds., Capitulo 1, titulado “Cell cycle regulation, oncogens, and antineoplastic drugs” por Murakami et al.,
(WB Saunders: filadelfia, 1995), especialmente la pagina 13. El anticuerpo 4D5 (y los equivalentes funcionales de los
mismos) también se pueden utilizar para este propdsito.

“Doxorrubicina” es un antibiético de antraciclina. El nombre quimico completo de la doxorrubicina es (8S-cis)-10-
[(3-amino-2,3,6-tridesoxi-a-L-lixo-hexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-(hidroxiacetil)- 1-meto-
xi-5,12-naftacenodiona

El término “citoquina” es un término genérico para proteinas liberadas por una poblacién de células que actian
sobre otra célula como mediadores intercelulares. Algunos ejemplos de dichas citoquinas son linfoquinas, monoqui-
nas, y hormonas polipeptidicas tradicionales. Entre las citoquinas se incluyen hormonas del crecimiento, tales como
hormona del crecimiento humano, hormona del crecimiento humano N-metionilo, y hormona de crecimiento bovino;
hormona paratiroidal; tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina; prorelaxina; hormonas de glicoproteinas, tales como
hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona estimulante de la tiroides (TSH), y hormona luteinica (LH); factor
de crecimiento hepético; factor de crecimiento de fibroblastos; prolactina; lactégeno placentario; factor @ y S de ne-
crosis tumoral; sustancia inhibidora mulleriana; péptido asociado a gonadotropina de ratén; inhibina; activina; factor
de crecimiento endotelial vascular; integrina; trombopoyetina (TPO); factores de crecimiento nervioso, tales como
NGF-g; factor de crecimiento plaquetario; factores de crecimiento transformante (TGFs), tales como TGF-a y TGF-g,
factor de crecimiento I y II de tipo insulina; eritropoyetina (EPO); factores osteoinductivos; interferones, tales como
interferén-a, B, y y; factores estimulantes de colonias (CSFs), tales como macréfago-CSF (M-CSF); granulocito-ma-
créfago-CSF (GM-CSF); y granulocito-CSF (G-CSF); interleuquinas (ILs), tales como IL-1, IL-1a, IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5 IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12; un factor de necrosis tumoral, tal como TNF-a o TNF-g, y otros factores de
polipéptidos que incluyen LIF y ligando kit (LK). Tal y como se utiliza en la presente invencion, el término citoquina
incluye proteinas de fuentes naturales o de cultivos de células recombinantes y equivalentes biolégicamente activos de
las citoquinas de secuencia nativa.

El término “profarmaco”, tal como se utiliza en esta solicitud, hace referencia a un precursor o derivado de una
sustancia farmacéuticamente activa que es menos citotoxica para las células tumorales en comparacién con el firmaco
parental y es capaz de ser activado enzimaticamente o convertido en la forma parental mds activa. Véase, por ejemplo,
Willman, Prodrugs in Cancer Chemotherapy, Biochemical Society Transactions, 14:375-382, 615th Meeting, Belfast
(1986), y Stella et al., Prodrugs: A Chemical approach to targeted drug delivery, Directed Drug Delivery, Borchardt et
al., (ed.) pag. 147-267, Humana Press (1985). Los profdrmacos de la presente invencién incluyen, pero no se limitan a,
profarmacos que contienen fosfato, profirmacos que contienen tiosfosfato, profirmacos que contienen sulfato, o pro-
farmacos que contienen péptidos, profarmacos modificados por D-aminoécidos, profairmacos glicosilados, profarma-
cos que contienen S-lactama, profarmacos que contienen fenoxiacetamidas opcionalmente sustituidas o profdrmacos
que contienen fenilacetamidas opcionalmente sustituidas, profarmacos de 5-fluorocitosina y otros profirmacos de 5-
fluorouridina que pueden convertirse en un farmaco libre citotéxico més activo. Ejemplos de farmacos citotéxicos que
pueden derivarse en profarmacos para su utilizacion en la presente invencion incluyen, pero sin limitacién, los agentes
quimioterapéuticos descritos anteriormente.

Un “liposoma” es una vesicula pequefia compuesta de varios tipos de lipidos, fosfolipidos y/o tensoactivos que es
util para la liberacién de un farmaco (tal como los anticuerpos anti-ErbB2 descritos en la presente invencién y, opcio-
nalmente, un agente quimioterapéutico) a un mamifero. Los componentes del liposoma se disponen habitualmente en
una formacién de bicapa, similar a la disposicién de las membranas bioldgicas.

El término “prospecto” se utiliza para referirse a las instrucciones incluidas habitualmente en los envases comercia-
les de los productos terapéuticos que contienen informacidn sobre las indicaciones, utilizacion, dosis, administracion,
contraindicaciones y/o avisos con respecto al uso de dichos productos terapéuticos.

Un “cardioprotector” es un compuesto o composicion que previene o reduce la disfuncion cardiaca (es decir, car-
diomiopatia y/o fallo cardiaco congestivo) asociada con la administracién de un farmaco, tal como un antibiético
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antraciclina y/o un anticuerpo anti-ErbB2, a un paciente. El cardioprotector puede, por ejemplo, bloquear o reducir un
efecto cardiotéxico mediado por radicales libres y/o evita o reduce el dafio por estrés oxidativo. Entre los ejemplos
de cardioprotectores comprendidos por la presente definicién se incluyen el agente quelante de hierro dexrazoxano
(ICRF-187) (Seifert et al. The Annals of Pharmacotherapy 28:1063-1072); un agente reductor de lipidos y/o antio-
xidante, tales como probucol (Singal et al. J. Mol. Cell Cardiol. 27:1055-1063 [1995]); amifostina (aminotiol 2-[(3-
aminopropil)amino]etanotiol-dihidrégeno fosfato éster, también denominado WR-2721, y la forma desfosforilada de
captacion celular del mismo denominada WR-1065) y 4cido S-3-(3-metilaminopropilamino)propilfosforotioico (WR-
151327), vase Green et al. Cancer Research 54:738-741 (1994); digoxina (Bristow, M.R. In: Bristow MR, ed. Drug-
Induced Heart Disease. New York: Elsevier 191-215 [1980]); beta-bloqueantes, tales como metoprolol (Hjalmarson
et al. Drugs 47:Suppl 4:31-9 [1994]; y Shaddy et al. Am. Heart J. 129: 197-9 [1995]); vitamina E; dcido ascérbico
(vitamina C); capturadores de radicals libres, tales como acido oleandlico, dcido ursélico y N-acetilcisteina (NAC);
compuestos para “spin trapping”, tales como alfa-fenil-tert-butil nitrona (PBN); (Paracchini ef al., Anticancer Res.
13:1607-1612 [1993]); compuestos selenoorgdnicos, tales como P251 (Elbesen); y similares.

II. Produccion de anticuerpos anti-ErbB2

A continuacién se realiza una descripcién de técnicas de ejemplos para la produccion de los anticuerpos utilizados
seglin la presente invencion. El antigeno ErbB2 a utilizar para la produccion de anticuerpos puede ser, por ejemplo,
una forma soluble del dominio extracelular de ErbB2 o una parte del mismo, que contiene el epitopo deseado. Alterna-
tivamente, para generar anticuerpos se pueden utilizan células que sobreexpresan ErbB2 en su superficie celular [por
ejemplo, células NIH-3T3 transformadas para sobreexpresar ErbB2; o una linea celular de carcinoma, tal como célu-
las SKBR3, véase Stancovski ef al. PNAS (USA) 88: 8691-8695 (1991)]. Otras formas de ErbB2 ttiles para generar
anticuerpos seran evidentes para los expertos en la materia.

(i) Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales se desarrollan preferiblemente en animales mediante inyecciones multiples subcuté-
neas (sc) o intraperitoneales (ip) del antigeno pertinente y un adyuvante. Puede ser ttil conjugar el antigeno pertinente
a una protefna que es inmunogénica en las especies a inmunizar, por ejemplo, la hemocianina de la lapa californiana,
albumina de suero, tiroglobulina bovina o inhibidor de tripsina de soja utilizando un agente bifuncional o derivatizante,
por ejemplo, éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacién a través de residuos de cisteina), N-hidroxi-
succinimida (a través de residuos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCIl,, o R'N=C=NR, donde R y R!
son grupos alquilo diferentes.

Los animales se inmunizan contra el antigeno, conjugados inmunogénicos o derivados mediante la combinacién
de, por ejemplo, 100 ug o 5 ug de la proteina o conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3 volimenes
de adyuvante completo de Freund y la inyeccidn intradérmica de la solucién en multiples sitios. Un mes mas tarde, los
animales se refuerzan con 1/5 a 1/10 de la cantidad original de péptido o conjugado en adyuvante completo de Freund
mediante inyeccion subcutdnea en multiples sitios. De siete a catorce dias mas tarde los animales sangran y el suero
se ensaya para el titulo de anticuerpo. Los animales se refuerzan hasta que el titulo se estabiliza. Preferiblemente, el
animal se refuerza con el conjugado del mismo antigeno, pero conjugado a una proteina diferente y/o a través de un
reactivo de reticulacion diferente. Los conjugados también se pueden producir en cultivos de células recombinantes
como fusiones de proteinas. Ademas, los agentes de agregacion, tales como el alumbre, se utilizan de forma adecuada
para potenciar la respuesta inmune.

(ii) Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales se obtienen de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir,
los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son idénticos a excepcion de posibles mutaciones naturales
que pueden estar presentes en cantidades menores. De este modo, el modificador “monoclonal” indica que el caracter
del anticuerpo no es una mezcla de anticuerpos discretos.

Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden producir utilizando el método del hibridoma descrito por
primera vez por Kohler et al., Nature 256:495 (1975) o se pueden producir mediante métodos de ADN recombinante
(Patente de Estados Unidos No. 4.816.567).

En el método del hibridoma, un ratén u otro animal huésped apropiado, tal como un hdmster, se inmunizan como se
ha descrito anteriormente para conseguir linfocitos que producen o son capaces de producir anticuerpos que se unirdn
especificamente a la proteina utilizada para la inmunizacién. Alternativamente, los linfocitos se pueden inmunizar in
vitro. A continuacion, los linfocitos se fusionan con células de mieloma utilizando un agente de fusién adecuado, tal
como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma (Coding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
paginas 59-103 (Academia Press. 1986)).

Las células de hibridoma preparadas de esta manera se siembran y se desarrollan en un medio de cultivo adecuado
que contiene preferiblemente una o mds sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células de
mieloma parentales no fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma parentales carecen del enzima hipoxantina
guanina fosforibosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo de los hibridomas incluirdn habitualmente
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hipoxantina, aminopterina y timidina (medio HAT), cuyas sustancias evitan el crecimiento de células deficientes de
HGPRT.

Las células de mieloma preferidas son aquellas que se fusionan de manera eficaz, contribuyen a una produccién
estable a un nivel elevado de anticuerpo por las células productoras de los anticuerpos seleccionadas, y son sensibles a
un medio, tal como medio HAT. Entre éstas, las lineas de células de mieloma preferidas son lineas de mieloma murinas,
tales como las derivadas de tumores de raton MOPC-21 y MPC-11 disponibles en el Salk Institute Cell Distribution
Center, San Diego, California USA, y las células SP-2 o X63-Ag8-653 disponibles en la American Type Culture
Collection, Rockville, Maryland, Estados Unidos. También se han descrito lineas de células de mieloma humano y de
heteromieloma de ratén-humano para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol. 133:
3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, paginas 51-63 (Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, 1987)).

Se ensaya el medio de cultivo en el que las células de hibridoma estdn en crecimiento para la produccién de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno. Preferiblemente, la especificidad de unién de anticuerpos mo-
noclonales producidos por células de hibridoma se determina mediante la inmunoprecipitacién o mediante un ensayo
de unién in vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA).

La afinidad de unién del anticuerpo monoclonal se pueden determinar, por ejemplo, mediante andlisis Scatchard
de Munson et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Después de identificar las células de hibridoma que producen anticuerpos de la especificidad, afinidad y/o actividad
deseadas, los clones se pueden subclonar mediante procedimientos de dilucién limitante y se pueden desarrollar me-
diante métodos estandar (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, paginas 59-103 (Academia Press,
1986)). Entre los medios de cultivo adecuados para este objetivo se incluyen, por ejemplo, medio D-MEM o medio
RPM1-1640. Ademads, las células de hibridoma se pueden desarrollar in vivo como tumores asciticos en un animal.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan de forma adecuada del medio de cultivo,
fluido ascitico, o suero mediante procedimientos de purificacién de inmunoglobulinas convencionales, tales como,
por ejemplo, proteina A-Sefarosa, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis o cromatografia de
afinidad.

El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales se aisla facilmente y se secuencia utilizando procedimientos
convencionales (por ejemplo, utilizando sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse especificamente a genes
que codifican las cadenas pesada y ligera de anticuerpos murinos). Las células de hibridoma sirven como una fuente
preferida de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se puede colocar en vectores de expresion, que a continuacion se
transfectan en células huésped, tales como células E. coli, células COS de simios, células de ovario de hamster chino
(CHO), o células de mieloma que de ningtin otro modo producen proteina inmunoglobulina, para obtener la sintesis
de anticuerpos monoclonales en las células huésped recombinantes. Entre los articulos de revision sobre la expresion
recombinante en bacterias de ADN que codifican el anticuerpo se incluyen Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol.,
5:256-262 (1993) y Pliickthun, Immunol Revs., 130:151-188 (1992).

En una realizacién adicional, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos se pueden aislar de bibliotecas de an-
ticuerpos en fagos generados utilizando las técnicas descritas en McCafferty et al., Nature, 348: 552-554 (1990).
Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al, J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) describen el aislamien-
to de anticuerpos murinos y humanos, respectivamente, utilizando bibliotecas de fagos. Las posteriores publicaciones
describen la produccion de anticuerpos humanos de afinidad elevada (rango de nM) mediante intercambio de cade-
nas (Marks et al., Biol. Technology, 10:779-783 (1992)), asi como la infeccién combinatoria y la recombinacién in
vivo como estrategia para construir bibliotecas de fagos muy grandes (Waterhouse et al., Nuc. Acids. Res., 21: 2265-
2266 (1993)). De este modo, estas técnicas son alternativas viables a las técnicas convencionales de hibridomas de
anticuerpos monoclonales para el aislamiento de anticuerpos monoclonales.

El ADN también se puede modificar, por ejemplo, mediante la sustitucién de la secuencia codificante de los
dominios constantes de cadena pesada y ligera humanos en lugar de secuencias murinas homoélogas (Patente de Estados
Unidos No. 4.816.567; Morrison et al. Proc. Natl Acad. Sci. USA, 81:6851 (1984)), o mediante unién covalente a la
secuencia codificante de inmunoglobulina de toda o parte de la secuencia codificante de un polipéptido que no es
inmunoglobulina.

Habitualmente, dichos polipéptidos que no son inmunoglobulinas se sustituyen por los dominios constantes de un
anticuerpo o se sustituyen por los dominios variables de un sitio de combinacién a antigeno de un anticuerpo para
crear un anticuerpo divalente quimérico que comprende un sitio de combinacién a antigeno que tiene especificidad
por un antigeno y otro sitio de combinacién a antigeno que tiene especificidad por un antigeno diferente.

(iii) Anticuerpos humanizados y humanos
Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica. Preferiblemente, un anti-
cuerpo humanizado tiene uno o més residuos de aminoacidos introducidos en el mismo a partir de una fuente que es

no humana. Estos residuos de aminoacidos no humanos se denominan frecuentemente como residuos “importados”,
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que habitualmente se sacan de un dominio variable “importado”. La humanizacién se puede realizar esencialmente
siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Na-
ture, 332: 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)), mediante la sustituciéon de CDRs o
secuencias de CDR de roedores por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente, di-
chos anticuerpos “humanizados” son anticuerpos quiméricos (Patente de Estados Unidos No. 4.816.567) en los que
sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto se ha sustituido por la secuencia correspondiente de
una especie no humana. En la préctica, los anticuerpos humanizados son habitualmente anticuerpos humanos en los
que algunos residuos de CDR y posiblemente algunos residuos de FR se sustituyen por residuos de sitios andlogos en
anticuerpos de roedores.

La elecciéon de dominios variables humanos, tanto de cadena ligera como pesada, para utilizar en la fabricacion de
los anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad. Segin el método denominado “mejor-
ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se criba frente a toda la biblioteca de secuencias
de dominios variables humanos conocidos. A continuacidn, la secuencia humana que estd mas préxima a la del roedor
se acepta como el armazén humano para el anticuerpo humanizado (Sims et al., J. Immunol., 151: 2296 (1993);
Chothia et al., J. Mol. Biol., 196: 901 (1987)). Otro método utiliza un armazén particular derivado de la secuencia de
consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas ligeras o pesadas. El mismo armazén
se puede utilizar para varios anticuerpos humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 89: 4285
(1992); Presta et al., J. Immnol., 151: 2623 (1993)).

Es también importante que los anticuerpos se humanicen manteniendo una afinidad elevada por el antigeno y otras
propiedades bioldgicas favorables. Para conseguir este objetivo, segliin un método preferido, los anticuerpos huma-
nizados se preparan mediante un proceso de andlisis de las secuencias parentales y varios productos conceptuales
humanizados utilizando modelos tridimensionales de las secuencias parentales y humanizadas. Los modelos tridimen-
sionales de inmunoglobulinas estin disponibles normalmente y son familiares para los expertos en la materia. Existen
programas informdticos disponibles que muestran y visualizan probables estructuras conformaciones tridimensiona-
les de secuencias de inmunoglobulinas candidatas seleccionadas. La observacién de estas visualizaciones permite el
andlisis de la probable funcién de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, es
decir, el andlisis de residuos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno.
De esta manera, los residuos de FR se pueden seleccionar y combinar del receptor e importar secuencias, de manera
que se consigue la caracteristica del anticuerpo deseado, tal como una mayor afinidad por el antigeno o antigenos
diana. En general, los residuos de CDR estdn directamente y mds sustancialmente implicados en la influencia sobre la
unioén al antigeno.

Alternativamente, actualmente es posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces,
tras la inmunizacién, de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccién de inmu-
noglobulinas endégenas. Por ejemplo, se ha descrito que la deleciéon homocigética del gen de la regién de union de
la cadena pesada del anticuerpo (Jy) en ratones quiméricos y mutantes en la linea germinal da lugar a una inhibicién
completa de la produccién de anticuerpos endégenos. La transferencia del grupo de genes humanos de inmunoglobu-
linas de la linea germinal en dichos ratones mutantes en la linea germinal dard lugar a la produccién de anticuerpos
humanos tras la estimulacién de los antigenos. Véase, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90:2551 (1993); Jakobovits et al. Nature, 362:255-258 (1993); Bruggermann et al., Year in Immuno., 7:33 (1993).
Los anticuerpos humanos también se pueden derivar de bibliotecas de expresion de fagos (Hoogenboom et al. J. Mol.
Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)).

(iv) Fragmentos de anticuerpos

Se han desarrollado varias técnicas para la produccién de fragmentos de anticuerpos. Habitualmente, estos frag-
mentos se derivaban mediante la digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ejemplo, Morimoto et al.,
Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992) y Brennan et al., Science 229:81 (1985)). Sin
embargo, estos fragmentos se pueden producir actualmente directamente mediante células huésped recombinantes.
Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpos se pueden aislar de las bibliotecas de anticuerpos en fagos descritas ante-
riormente. Alternativamente, los fragmentos Fab’-SH se pueden recuperar directamente de E coli y acoplarse quimi-
camente para formar fragmentos F(ab’), (Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)). Segtin otra aproximacion,
los fragmentos F(Ab’), se pueden aislar directamente del cultivo de células huésped recombinantes. Otras técnicas
para la produccion de fragmentos de anticuerpos serdn evidentes para el técnico de la materia. En otras realizaciones,
el anticuerpo de eleccidn es una fragmento Fv de cadena tinica (scFv). Véase WO 93/16185.

(v) Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tiene especificidades de unién con por lo menos dos epitopos
diferentes. Los anticuerpos biespecificos de ejemplo se pueden unir a dos epitopos diferentes de la proteina ErbB2. Por
ejemplo, un brazo se puede unir a un epitopo en el Dominio 1 de ErbB2, tal como el epitopo 7C2/7F3, el otro puede
unirse a un epitopo ErbB2 diferente, por ejemplo, el epitopo 4D5. Otros de dichos anticuerpos pueden combinar un
sitio de unién a ErbB2 con sitio o sitios de unién para EGFR, ErbB3 y/o ErbB4. Alternativamente, un brazo anti-ErbB2
puede combinarse con un brazo que se une a una molécula inductora en un leucocito, tal como una molécula receptora
de células T (por ejemplo, CD2 o CD3) o receptores Fc para IgG (FCyR), tales como FCyRI (CD64), FCyRII (CD32)
y FCyRIII (CD16) con el fin de centrar los mecanismos de defensa celulares en la célula que expresa ErbB2. Los
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anticuerpos biespecificos también se pueden utilizar para localizar agentes citotoxicos en células que expresan ErbB2.
Estos anticuerpos poseen un brazo de unién a ErbB2 y un brazo que se une al agente citotxico (por ejemplo, saporina,
anti-interferén-a, alcaloide vinca, cadena A de ricina, metotrexato o hapteno con is6topo radioactivo). Los anticuerpos
biespecificos se pueden preparar como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos F(ab’),).

Los procedimientos para realizar anticuerpos biespecificos son conocidos en la técnica. La produccién habitual
de anticuerpos especificos de longitud completa se basa en la coexpresién de dos pares de cadena pesada-cadena li-
gera de inmunoglobulina, donde las dos cadenas tienen diferentes especificidades (Milstein et al., Nature, 305:537-
539 (1983)). Debido a la variedad aleatoria de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos hibridomas (cua-
dromas) producen una mezcla potencial de 10 moléculas de anticuerpos diferentes, de las cuales s6lo una tiene la
estructura biespecifica correcta. La purificaciéon de la molécula correcta, que se realiza habitualmente mediante etapas
de cromatografia de afinidad, es bastante incémoda y los rendimientos de producto son bajos. En WO 93/08829 y en
Truanecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991) se describen procesos similares.

Segtin una estrategia diferente, los dominios variables de anticuerpos con las especificidades de unién deseadas
(sitios de combinacién anticuerpo-antigeno) se fusionan a secuencias del dominio constante de inmunoglobulina. La
fusién se produce preferiblemente con una dominio constante de cadena pesada de la inmunoglobulina, que compren-
de por lo menos parte de las regiones bisagra, CH2 y CH3. Se prefiere que la primera region constante de cadena
pesada (CH1) contenga el sitio necesario para la unién a cadena ligera, presente en por lo menos una de las fusiones.
Los ADNSs que codifican las fusiones de la cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de in-
munoglobulina, se insertan en vectores de expresion separados y se cotransfectan en un organismo huésped adecuado.
Esto proporciona una gran flexibilidad en el ajuste de las proporciones mutuas de los tres fragmentos de polipéptido
en realizaciones cuando las proporciones desiguales de las tres cadenas de polipéptido utilizadas en la construccién
proporcionan rendimientos éptimos. Sin embargo, es posible insertar las secuencias codificantes de dos o las tres ca-
denas de polipéptido en un vector de expresion cuando la expresion de por lo menos dos cadenas de polipéptido en
proporciones iguales da lugar a rendimientos elevados o cuando las proporciones no tienen particular importancia.

En una realizacién preferida de esta estrategia, los anticuerpos biespecificos estan compuestos de una cadena pe-
sada de inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en un brazo, y una pareja de cadena pesada-
cadena ligera de inmunoglobulina hibrida (que proporciona una segunda especificidad de unién) en el otro brazo. Se
observd que esta estructura asimétrica facilita la separacion del compuesto biespecifico deseado a partir de combina-
ciones de cadenas de inmunoglobulinas no deseadas, ya que la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina en
s6lo una mitad de la molécula biespecifica proporciona una via sencilla de separacion. Esta estrategia se describe en
WO 94/04690. Para mas detalles sobre la generacion de anticuerpos biespecificos véase, por ejemplo, Suresh et al.,
Methods in Enzymology 121:210 (1986).

Segtin otra estrategia descrita en WO 96/27011, la interfase entre una pareja de moléculas de anticuerpos se puede
disefiar para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan de cultivos de células recombinantes. La
interfase preferida comprende por lo menos una parte del dominio Cy3 de un dominio constante de anticuerpo. En
este método, una o mas cadenas laterales de aminodcidos pequefias de la interfase de la primera molécula de anticuerpo
se sustituyen por cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Las “cavidades” compensatorias
de tamafio idéntico o similar a la cadena o cadenas laterales grandes se crean en la interfase de la segunda molécula
de anticuerpo mediante la sustitucién de cadenas laterales de aminodcidos grandes por pequefias (por ejemplo, alanina
o treonina). Esto proporciona un mecanismo para aumentar el rendimiento del heterodimero sobre otros productos
finales no deseados, tales como homodimeros.

Entre los anticuerpos biespecificos se incluyen anticuerpos reticulados o “heteroconjugados”. Por ejemplo, uno
de los anticuerpos en el heteroconjugado se puede acoplar a avidina, y el otro a biotina. Dichos anticuerpos se han
propuesto, por ejemplo, para dirigir células del sistema inmune a células no deseadas (Patente de Estados Unidos No.
4.676.980) y para el tratamiento de la infeccién por VIH (WO 91/00360, WO 92/200373 y EP 03089). Los anticuerpos
heteroconjugados se pueden fabricar utilizando cualquier método de reticulacién conveniente. Los agentes de reticu-
lacién adecuados son bien conocidos en la técnica y se describen en la Patente de Estados Unidos No. 4.676.980 junto
con un grupo de técnicas de reticulacién.

Las técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de anticuerpos también se han descrito
en la literatura. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos biespecificos utilizando enlaces quimicos. Brennan et
al., Science, 229: 81 (1985) describen un procedimiento en el que anticuerpos intactos se pueden descomponer pro-
teoliticamente para generar fragmentos F(ab’),. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente complejante de
ditiol, arsenito sddico, para estabilizar los ditioles vecinales y evitar la formacién de enlaces disulfuro intermolecu-
lares. A continuacidn, los fragmentos Fab’ generados se convierten en derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno de
los derivados de Fab’-TNB se reconvierte a continuacién en Fab’-tiol mediante la reduccién con mercaptoetilamina
y se mezcla con una cantidad equimolar del otro derivado de Fab’-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los
anticuerpos biespecificos producidos se pueden utilizar como agentes para la inmovilizacion selectiva de enzimas.

El reciente progreso ha facilitado la recuperacién directa de fragmentos Fab’-SH de E. coli., que se pueden acoplar
quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med, 175: 217-225 (1992) describen la
produccion de una molécula de anticuerpo biespecifico F(ab’), completamente humanizado. Cada fragmento de Fab’
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se secretd por separado de E. coli y se sometié a un acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar el anticuerpo
biespecifico. El anticuerpo biespecifico formado de esta manera era capaz de unirse a células que sobreexpresan el
receptor HER2 y células T humanas normales, asi como desencadenar la actividad litica de linfocitos citotéxicos
humanos contra dianas de tumores de mama humanos.

Se han descrito también varias técnicas para fabricar y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos directamente
de cultivos de células recombinantes. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos utilizando cremalleras
de leucina. Kostelny et al., J. Immunol. 148(5): 1547-1553 (1992). Los péptidos cremallera de leucina de las proteinas
Fos y Jun se unieron a las partes de Fab’ de dos anticuerpos diferentes mediante fusién génica. Los homodimeros del
anticuerpo se redujeron en la region bisagra para formar monémeros y, a continuacién, se reoxidaron para formar los
heterodimeros de anticuerpo. Este procedimiento también se puede utilizar para la produccién de homodimeros de
anticuerpo. La tecnologia de “diabody” descrita por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993)
ha proporcionado un mecanismo alternativo para fabricar fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los fragmentos
comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vy) conectado a un dominio variable de cadena ligera (V)
mediante un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma
cadena. Por consiguiente, los dominios Vi y Vi, de un fragmento se fuerzan a emparejarse con los dominios Vi y Vy
complementarios de otro fragmento, formando asi dos sitios de unién a antigeno. También se ha descrito otra estrategia
para fabricar fragmentos de anticuerpos biespecificos mediante la utilizacién de dimeros de Fv de cadena tinica (sFv).
Véase Gruber et al., J. Immunol. 152:5368 (1994).

Se consideran los anticuerpos con méas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos triespecificos.
Tutt et al., J. Immunol. 147:60 (1991).

(vi) Cribado (“screening”) de anticuerpos con las propiedades deseadas

Las técnicas para generar anticuerpos se han descrito anteriormente. Se seleccionan anticuerpos que tienen las
caracteristicas descritas en la presente invencion.

Para seleccionar anticuerpos que inducen la muerte celular, la pérdida de integridad de la membrana tal como se
indica mediante, por ejemplo, la captacién de PI, azul de tripano o 7AAD se evalida en relacién al control. El ensayo
preferido es el “ensayo de captacién de PI utilizando células BT474”. Segtn este ensayo, las células BT474 (que se
pueden obtener de la American Type Culture Collection (Rockville, MD)) se cultivan en un Medio Eagle Modificado
por Dulbecco (D-MEM); F-12 de Ham (50:50) complementado con FBS (Hyclone) inactivado por calor al 10% y 2
mM de L-glutamina. (Por tanto, el ensayo se realiza en ausencia de complemento y células efectoras inmunes). Las
células BT474 se siembran a una densidad de 3x10° células por plato en platos de 100 x 20 mm y se dejan unirse
durante toda la noche. A continuacién, se extrae el medio y se sustituye por medio nuevo solo o medio que contiene
10 ug/ml del MADb apropiado. Las células se incuban durante un periodo de tres dias. Después de cada tratamiento,
se lavan las monocapas con PBS y se separan por tripsinizacion. A continuacion, las células se centrifugan a 1200
rpm durante 5 minutos a 4°C, se resuspende el residuo celular en 3 ml de tampén de unién de Ca** enfriado con hielo
(10 mM Hepes, pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,) y se pone en alicuotas en tubos de 12 x 75 taponados con
un colador (1 ml por tubo, 3 tubos por grupo de tratamiento) para la extraccién de las aglomeraciones de células).
A continuacién, se aflade PI (10 ug/ml) a los tubos. Las muestras se pueden analizar utilizando un citémetro de
flujo FACSCAN™ y software FACSCONVERT™ CellQuest (Becton Dickinson). Se seleccionan los anticuerpos que
inducen niveles estadisticamente significativos de la muerte celular determinada mediante la captacién de PI.

Con el fin de seleccionar anticuerpos que inducen la apoptosis, estd disponible un “ensayo de unién a annexina
utilizando células BT474”. Las células BT474 se cultivan y siembran en platos tal como se describe en el parrafo
anterior. A continuacion, se extrae el medio y se sustituye con un medio nuevo solo o un medio que contiene 10
pg/ml del Mab. Después de un periodo de incubacion de tres dias, las monocapas se lavan con PBS y se separan
mediante tripsinizacion. A continuacién, las células se centrifugan, se resuspenden en tamp6n de unién a Ca®* y se
ponen en alicuotas en tubos descritos anteriormente para el ensayo de la muerte celular. A continuacién, se introduce
annexina marcada (por ejemplo, annexina V-FTIC) (1 pg/ml). Las muestras se pueden analizar utilizando un citémetro
de fluyjo FACSCAN™ vy software FACSCONVERT™ CellQuest (Becton Dickinson). Se seleccionan los anticuerpos
que inducen niveles estadisticamente significativas de unién a annexina en relacién con el control como anticuerpos
inductores de la apoptosis.

Ademads del ensayo de unién a annexina, esta disponible un “ensayo de tincién de ADN utilizando células BT474”.
Con el fin de realizar este ensayo, las células BT474 que se han tratado con el anticuerpo de interés descrito en los
pérrafos anteriores se incuban con 9 ug/ml de HOECHST 33342™ durante 2 horas a 37°C, a continuacion se analiza en
un citémetro de flujo EPOICS ELITE™ (Coulter Corporation) utilizando software MODFIT LT ™ (Verity Software
House). Se pueden seleccionar los anticuerpos que inducen un cambio en el porcentaje de células apoptéticas que
es dos veces o superior (y preferiblemente 3 veces o superior) que las células no tratadas (hasta un 100% de células
apoptdticas) como anticuerpos proapoptdticos utilizando este ensayo.

Para cribar anticuerpos que se unen a un epitopo en ErbB2 unido por un anticuerpo de interés, se puede realizar
un ensayo de bloqueo cruzado (“cross-blocking assay”) de rutina, tal como el descrito en Antibodies, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and David Lane (1988). Alternativamente, se puede realizar un
mapeo epitépico mediante métodos conocidos en el sector.
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Para identificar anticuerpos anti-ErbB2 que inhiben el crecimiento de células SKBR3 en un cultivo celular en un
50-100%, se puede realizar el ensayo descrito en WO 89/06692. Segin este ensayo, se desarrollan células SKBR3 en
una mezcla 1:1 de F12 y medio DMEM complementado con suero bovino fetal al 10%, glutamina y penicilinestrepto-
micina. Las células SKBR3 se emplacan a razén de 20.000 células por placa de cultivo celular de 35 mm (2 ml/placa
de 35 mm). Por placa se afiaden 2,5 pug/ml del anticuerpo anti-ErbB2. Después de seis dias, se cuenta el nimero de
células, en comparacion con las células no tratadas, utilizando un contador electrénico de células COULTER™. Se
seleccionan los anticuerpos que inhiben el crecimiento de las células SKBR3 en un 50-100% para la combinacién con
los anticuerpos apoptoticos segiin se desee.

(vii) Diseifio de la funcion efectora

Se puede desear modificar el anticuerpo de la presente invencidn con respecto a la funcién efectora a efectos de
aumentar la efectividad del anticuerpo en el tratamiento del céncer, por ejemplo. Por ejemplo, el residuo o residuos de
cisteina se pueden introducir en la regién Fc, permitiendo asi la formacién en esta regién de enlaces disulfuro entre
cadenas. El anticuerpo homodimérico asi generado puede mejorar la capacidad de internalizacién y/o aumentar la ci-
tolisis de células mediadas por el complemento y la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC). Véase
Caron et al., J. Exp Med. 176:1191-1195 (1992) y Shopes, B. J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992). Los anticuerpos
homodiméricos con una mayor actividad antitumoral también se pueden preparar utilizando reticuladores heterobi-
funcionales tal y como se ha descrito en Wolff et al., Cancer Research 53: 2560-2565 (1993). Alternativamente, se
puede disefiar un anticuerpo que tenga regiones Fc duales y de este modo puede aumentar la lisis por complemento y
las capacidades de ADCC. Véase Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989).

(viii) Inmunoconjugados

La presente invencién también se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo conjugado a un
agente citotdxico, tal como un agente quimioterapéutico, toxina (por ejemplo, una toxina de molécula pequefia o una
toxina enzimdaticamente activa de origen bacteriano, fingico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes
de las mismas), o un is6topo radioactivo (es decir, un radioconjugado).

Los agentes quimioterapéuticos ttiles para la generacién de dichos inmunoconjugados se han descrito anterior-
mente.

También se contemplan en la presente invencidén conjugados de un anticuerpo y una o mds toxinas de molécula
pequeiia, tales como una caliqueamicina, una maitansina (Patente de Estados Unidos No. 5.208.020), un tricoteno, un
CC 1065. En una realizacion preferida de la presente invencion, el anticuerpo se conjuga a una o mas moléculas de
maitansina (por ejemplo, aproximadamente 1 a aproximadamente 10 moléculas de maitansina por molécula de anti-
cuerpo). La maitansina se puede convertir, por ejemplo, en May-SS-Me que se puede reducir a May-SH3 y reaccionar
con el anticuerpo modificado (Cari et al., Cancer Research 52: 127-131 [1992]) para generar un inmunoconjugado de
anticuerpo maitansinoide.

Otro imunoconjugado de interés comprende un anticuerpo anti-ErbB2 conjugado a una o mas moléculas de cali-
queamicina. La familia de antibiéticos de caliqueamicina es capaz de producir roturas del ADN de doble cadena en
concentraciones subpicomolares. Entre los andlogos estructurales de caliqueamicina que se pueden utilizar se inclu-
yen, pero sin limitacion, y,', @', @;', N-acetil-y,', PSAG y #'; (Hinman et al., Cancer Research 53: 3336-3342 [1993]
y LODE et al. Cancer Research 58: 2925-2928 [1998]).

Entre las toxinas enzimdticamente activas y fragmentos de las mismas que se pueden utilizar se incluyen la cadena
A de difteria, fragmentos activos no enlazantes de toxina de difteria, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeru-
ginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii,
proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII, y PAPS), inhibidor de momordica charantia,
curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina, y los
tricotecenos. Véase, por ejemplo, WO 93/21232 publicada el 28 de octubre de 1993.

La presente invencion se refiere ademds a un inmunoconjugado formado entre un anticuerpo y un compuesto
con actividad nucleolitica (por ejemplo, una ribonucleasa o una ADN endonucleasa, tal como una desorribonucleasa;
ADNasa).

Existe un conjunto de is6topos radioactivos disponibles para la produccién de anticuerpos anti-ErbB2 radioconju-
gados. Algunos ejemplos incluyen At*!!, T 1'% Y, Re!®, Re'®, Sm'>3, Bi*!?, P* e is6topos radioactivos de Lu.

Los conjugados del anticuerpo y el agente citotéxico se pueden fabricar utilizando un conjunto de agentes bifun-
cionales acopladores de proteinas, tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditiol)propionato (SPDP), succinimidil-4-(N-
maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato, iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como
dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidil suberato), aldehidos (tales como glutaraldehido),
compuestos bis-azido (tales como bis(p-azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-
diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como toluen 2,6-diisocianato) y compuestos de flior bis-activos
(tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede preparar una inmunotoxina de ricina tal y como
se describe en Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987). El 4cido 1-isotiocianatobencil-3-metildietilen triaminopentaa-
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cético (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un ejemplo de agente quelante para la conjugacién de radiontcleos al
anticuerpo. Véase W094/11026. El enlazador puede ser un “enlazador separable” que facilita la liberacién del forma-
co citotoxico en la célula. Por ejemplo, se puede utilizar un enlazador 1abil en 4cido, un enlazador sensible a peptidasa,
un enlazador dimetilo o un enlazador que contiene disulfuro (Cari et al. Cancer Research 52: 127-131 [1992]).

Alternativamente, se puede fabricar una proteina de fusién que comprende el anticuerpo anti-ErbB2 y agente
citotéxico, por ejemplo, mediante técnicas recombinantes o sintesis de péptidos.

En otra realizacion, el anticuerpo se puede conjugar a un “receptor’ (tal como estreptavidina) para la utilizacién
en el prereconocimiento de tumores en los que el conjugado anticuerpo-receptor se administra al paciente, seguido
de la eliminacién de conjugado no enlazado de la circulacién utilizando un agente purificador y, a continuacion,
la administracién de un “ligando” (por ejemplo, avidina) que se conjuga a un agente citotéxico (por ejemplo, un
radionucledtido).

(ix) Inmunoliposomas

Los anticuerpos anti-ErbB3 descritos en la presente invencién también se pueden formular como inmunoliposomas.
Los liposomas que contienen el anticuerpo se preparan mediante procedimientos conocidos en la técnica, tales como
los descritos en Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA,
77: 4030 (1980); y las Patentes de Estados Unidos Nos. 4.485.045 y 4.544.545. Los liposomas con un mayor tiempo
de circulacion se describen en la Patente de Estados Unidos No. 5.013.556.

Se pueden generar liposomas particularmente ttiles mediante el procedimiento de evaporacién de fase inversa
con una composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol, y fosfatidiletanolamina derivada de PEG
(PEG-PE). Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro definido para obtener liposomas con el
didmetro deseado. Los fragmentos Fab’ del anticuerpo de la presente invencidn se pueden conjugar a los liposomas
tal y como se describen en Martin et al., J. Biol. Chem., 257: 286-288 (1982) mediante una reaccién de intercambio
de enlaces disulfuro. Opcionalmente, el liposoma contiene un agente quimioterapéutico o ADN (por ejemplo, para
terapia génica). Véase Gabizon et al., J. National Cancer Inst., 81(19): 1484 (1989).

(X) Terapia de profdarmaco mediada por enzimas dependiente de anticuerpo (ADEPT)

Los anticuerpos de la presente invencion también se pueden utilizar en ADEPT mediante la conjugacién del anti-
cuerpo a un enzima activador de profdrmaco que convierte un profarmaco (por ejemplo, un agente quimioterapéutico
peptidilo, véase WO 81/01145) a un farmaco anticancerigeno activo. Véase, por ejemplo, WO 88/07378 y la Patente
de Estados Unidos No. 4.975.278.

El componente enzimético del inmunoconjugado ttil para ADEPT incluye cualquier enzima capaz de actuar en un
profarmaco de manera que lo convierte en su forma citotéxica mds activa.

Entre las enzimas que son ttiles en el procedimiento de la presente invencion se incluyen, pero no se limitan
a, fosfatasa alcalina util para convertir profarmacos que contienen fosfato en farmacos libres; arilsulfatasa ttil para
convertir profirmacos que contienen sulfato en farmacos libres; citosina desaminasa util para convertir 5-fluorocitosina
no téxica en el farmaco anticanceroso, S-fluoroacilo; proteasas, tales como serratia proteasa, termolisina, subtilisina,
carboxipeptidasas y catepsinas (tales como catepsinas B y L), que son ttiles para convertir profirmacos que contienen
péptidos en farmacos libres; D-alanilcarboxipeptidasas, ttiles para convertir profdrmacos que contienen sustituyentes
de D-aminoécidos; enzimas que que dividen los carbohidratos, tales como S3-galactosidasa y neuraminidasa ttiles para
convertir profarmacos glicosilados en farmacos libres; -lactamasa titil para convertir foirmacos derivatizados con (-
lactamas en farmacos libres; y penicilin amidasas, tales como penicilin V amidasa o penicilin G amidasa, ttiles para
convertir firmacos derivatizados en sus nitrégenos amina con grupos fenoxiacetilo o fenilacetilo, respectivamente, en
farmacos libres. Alternativamente, los anticuerpos con actividad enzimatica, también conocidos en la técnica como
“abzimas” se pueden utilizar para convertir los profirmacos de la invencién en farmacos activos libres (véase, por
ejemplo, Massey Nature 328: 457-458 (1987)). Los conjugados anticuerpo-abzima se pueden preparar tal y como se
ha descrito en la presente invencion para la liberacién del abzima a una poblacién de células tumorales.

Las enzimas de la presente invencion se pueden unir covalentemente a los anticuerpos anti-ErbB2 mediante técni-
cas bien conocidas en el sector, tal como la utilizacién de los reactivos de reticulacion heterobifuncionales descritos
anteriormente. Alternativamente, las proteinas de fusiéon que comprenden por lo menos la regién de unién a antigeno
de un anticuerpo de la presente invencién unida a por lo menos una parte funcionalmente activa de una enzima se pue-
den construir utilizando técnicas de ADN recombinante bien conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, Neuberger
et al., Nature 312: 604-608 (1984)).

(xi) Fusiones de epitopo de union de receptor salvaje-anticuerpo

En ciertas realizaciones de la presente invencion, puede ser deseable utilizar un fragmento de anticuerpo, en lugar
de un anticuerpo intacto, para, por ejemplo, aumentar la penetracién en el tumor. En este caso, puede ser deseable
modificar el fragmento de anticuerpo con el fin de aumentar su vida media en suero. Esto se puede conseguir, por
ejemplo, mediante la incorporacién de un epitopo de unién de receptor salvaje al fragmento de anticuerpo (por ejemplo,
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mediante la mutacidn de la region apropiada en el fragmento de anticuerpo o mediante la incorporacidn del epitopo en
un péptido etiqueta que a continuacién se fusiona al fragmento de anticuerpo en el extremo o en el centro, por ejemplo,
mediante sintesis de ADN o péptidos).

Un procedimiento sistematico para preparar dicha variante de anticuerpo que tiene una mayor vida media in vivo
comprende varias etapas. La primera implica la identificacion de la secuencia y la conformacién de un epitopo de
unién de receptor salvaje de una regién Fc de una molécula de IgG. Una vez se identifica este epitopo, la secuencia
del anticuerpo de interés se modifica para incluir la secuencia y la conformacién del epitopo de unién identificado.
Después de mutar la secuencia, se estudia la variante del anticuerpo para ver si tiene una mayor vida media in vivo
que la del anticuerpo original. Si la variante del anticuerpo no tiene una mayor vida media in vivo tras el estudio, su
secuencia se altera adicionalmente para incluir la secuencia y la conformacién del epitopo de unién identificado. Se
estudia el anticuerpo alterado para una vida media in vivo mds larga, y se continta este proceso hasta que se obtiene
una molécula que muestra una vida media in vivo m4s larga.

El epitopo de unién de receptor salvaje incorporado de esta manera al anticuerpo de interés es cualquiera de
los epitopos adecuados tal y como se han definido anteriormente, y su naturaleza dependerd, por ejemplo, del tipo de
anticuerpo que se modifica. La transferencia se realiza de manera que el anticuerpo de interés atin posee las actividades
bioldgicas descritas en la presente invencion.

El epitopo preferiblemente constituye una regién en la que uno o mas residuos de aminodcidos de uno o dos bucles
de un dominio Fc se transfieren a una posicién andloga del fragmento de anticuerpo. Incluso mas preferiblemente, se
transfieren tres o mas residuos de uno o dos bucles del dominio Fc. Atn més preferiblemente, el epitopo se extrae del
dominio CH2 de la regién Fc (por ejemplo, de una IgG) y se transfiere a la region CH1, CH3 o Vy, o mas de una de
dichas regiones, del anticuerpo. Alternativamente, el epitopo se extrae del dominio CH2 de la regién Fc y se transfiere
a la regién Cp o la regién Vi, o ambas, del fragmento de anticuerpo. Véase la patente de Estados Unidos 5.739.277
concedida el 14 de abril de 1998, incorporada expresamente por referencia en la presente invencién.

III. Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones terapéuticas de los anticuerpos utilizados en la presente invencién se prepararan para su alma-
cenamiento mediante la mezcla del anticuerpo que tiene el grado deseado de pureza con portadores, excipientes o
estabilizantes opcionales farmacéuticamente aceptables (Remington’s Pharmaceutical Sciences 16* Edicion, Osol, A.
Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los portadores, excipientes o estabilizantes
aceptables son no téxicos para los receptores en las dosis y concentraciones utilizadas, e incluyen tampones, tales
como fosfato, citrato y otros dcidos orgédnicos; antioxidantes que incluyen acido ascérbico y metionina; conservantes
(tales como, cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de
benzetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabens, tales como metil o propil paraben; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de peso molecular bajo (inferior a aproximadamente 10 residuos);
proteinas, tales como albtimina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tales como polivinil-
pirrolidona; aminodcidos, tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina o lisina; monosacaridos, disacaridos y
otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes, tales como EDTA; azicares, tales
como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales, tales como sodio; complejos de meta-
les (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensoactivos no iénicos, tales como TWEEN™, PLURONICS™ o
polietilenglicol (PEG).

La formulacién de la presente invencién también puede contener mds de un compuesto activo segin sea necesario
para la indicacién concreta a tratar, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que no afectan de forma
adversa entre si. Por ejemplo, puede ser deseable proporcionar adicionalmente anticuerpos que se unen a EGFR,
ErbB2 (por ejemplo, un anticuerpo que se une a un epitopo diferente en ErbB2), ErbB3, ErbB4 o el factor endotelial
vascular (VEGF) en la formulacién. Alternativamente, o adicionalmente, la composicién puede comprender un agente
citotéxico, una citoquina o un agente inhibidor del crecimiento. Dichas moléculas estan presentes de forma adecuada
combinadas en cantidades que son eficaces para el objetivo pretendido.

Los principios activos también pueden estar contenidos en microcdpsulas preparadas, por ejemplo, mediante téc-
nicas de coacervacién o mediante polimerizacién entre fases, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcdpsulas de
gelatina y microcédpsulas de poli(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de liberacién de fairmacos coloidales
(por ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroe-
mulsiones. Dichas técnicas se describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences 16* Edicion, Osol, A. Ed. (1980).

Las formulaciones a utilizar para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente mediante
filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

Se pueden preparar preparaciones de liberacién controlada. Entre los ejemplos adecuados de preparaciones de libe-
racion controlada se incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos sélidos que contienen el anticuerpo,
cuyas matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcdpsulas. Entre los ejemplos
de matrices de liberacién controlada se incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato)
o poli(vinilalcohol)), polilactidos (Patente de Estados Unidos No. 3.773.919), copolimeros de dcido L-glutdmico y y-
etil-L-glutamato, copolimeros de etileno-acetato de vinilo no degradables, copolimeros de acido lactico-acido glicé-
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lico degradables, tales como el LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de édcido
lactico-4cido glicdlico y acetato de leuprolide) y dcido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que polimeros, tales
como etileno-acetato de vinilo y 4cido lactico-dcido glicdlico permiten la liberacién de moléculas durante casi 100
dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos mds cortos de tiempo. Cuando los anticuerpos encapsula-
dos permanecen en el cuerpo durante un periodo largo de tiempo, se desnaturalizan o agregan como resultado de la
exposicion a humedad a 37°C, dando lugar a una pérdida de actividad biolégica y posibles cambios en la inmunogeni-
cidad. Se pueden idear varias estrategias racionales para la estabilizacion dependiendo del mecanismo implicado. Por
ejemplo, si el mecanismo de agregacion se descubre que es la formacion de enlaces S-S intermoleculares a través del
intercambio de tio-disulfuro, se puede conseguir la estabilizacién mediante la modificacién de residuos sulfhidrilos,
la liofilizacién de soluciones acidas, el control del contenido de humedad, la utilizacién de aditivos adecuados y el
desarrollo de composiciones de matrices poliméricas especificas.

También se contempla en la presente invencién el anticuerpo anti-ErbB2 conjugado a una nanoparticulas biode-
gradable (por ejemplo, 4cido polilactico-co-glicélico) para aumentar la especificidad del tumor.

IV. Tratamiento con los anticuerpos anti-ErbB2

La presente invencién proporciona la fabricacién de un medicamento que se puede utilizar en un procedimiento
de tres etapas para tratar un paciente humano susceptible de padecer o diagnosticado con un tumor (o tumores) en
el que se expresa la proteina ErbB2. Generalmente, el tumor a tratar es un tumor primario. En la primera etapa, una
cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-ErbB2 se administra al paciente con el fin de reducir el tamafio
o eliminar el tumor (o tumores) en el paciente antes de la intervencion quirtrgica. El paciente se trata opcionalmente
ademads con uno o mds agentes quimioterapéuticos antes de la intervencién quirdrgica. En la segunda etapa, el tumor
se extirpa quirdrgicamente segin procedimientos quirtirgicos estdndar (por ejemplo, lumpectomia o mastectomia).
Después de la intervencion quirtirgica, en la tercera etapa, se administra al paciente una cantidad terapéuticamente
eficaz de un anticuerpo anti-ErbB2, o de por lo menos un agente quimioterapéutico, con el fin de reducir la probabilidad
de reaparicién de la enfermedad. En general, se administrard un anticuerpo anti-ErbB2 al paciente después de la cirugia
y, opcionalmente, se administrardn adicionalmente al paciente uno o mds agentes quimioterapéuticos durante esta fase
de la terapia.

Se considera que los anticuerpos anti-ErbB2 se pueden utilizar para tratar un tumor que expresa, y preferiblemente
sobreexpresa, la proteina ErbB2. Entre los ejemplos de condiciones o trastornos a tratar en la presente invencion se
incluyen tumores benignos o malignos (por ejemplo, renal, higado, vejiga, mama, géstrico, ovdrico, colorrectal, prds-
tata, pancredtico, pulmén, vulva, tiroides, carcinomas hepdticos; sarcomas; glioblastomas; y varios tumores de cabeza
y cuello); leucemias y tumores de linfoide; otros trastornos, tales como neuronales, gliales, astrocitales, hipotalami-
cos y otros trastornos glandulares, macrofagicos, epiteliales, estromales y blastocoélicos; y trastornos inflamatorios,
angiogénicos e inmunoldgicos.

Los anticuerpos se pueden administrar a un paciente humano, de acuerdo con procedimientos conocidos, tales
como la administracién intravenosa como un bolo o mediante la infusién continua durante un periodo de tiempo, me-
diante las vias intramuscular, intraperitoneal, intracerebroespinal, subcutdnea, intra-articular, intrasinovial, intratecal,
oral, tépica o inhalacién. Se prefiere la administracién intravenosa del anticuerpo.

Cuando el anticuerpo anti-ErbB2 se combina con un agente quimioterapéutico, éste es preferiblemente un taxoide,
por ejemplo, paclitaxel o doxetaxel. La administracién combinada de la presente invencién incluye la coadminis-
tracidn, utilizando formulaciones separadas o una formulacién farmacéutica tinica, y la posterior administracion el
cualquier orden, en el que preferiblemente existe un periodo de tiempo en el que ambos (o todos) los agentes activos
ejercen simultdneamente sus actividades bioldgicas. La preparacion y las pautas de dosificacién para dichos agentes
quimioterapéuticos se pueden utilizar segtin las instrucciones del fabricante o segtin se determina empiricamente por
un técnico experto. La preparacion y las pautas de dosificaciéon para dicha quimioterapia también estdn descritas en
Chemotherapy Service Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992). La administracién de agente
quimioterapéutico puede preceder o seguir a la administracién del anticuerpo o se puede administrar simultineamente
con el mismo. El anticuerpo se puede combinar con un compuesto anti-estrégeno, tal como tamoxifeno, o una anti-
progesterona, tal como onapristona (véase, EP616812) en dosis conocidas para dichas moléculas.

Puede ser deseable administrar también anticuerpos contra otros antigenos asociados a tumores, tales como anti-
cuerpos que se unen a EGFR, ErbB3, ErbB4 o el factor endotelial vascular (VEGF). Alternativamente, o adicional-
mente, se pueden co-administrar dos o mds anticuerpos anti-ErbB2 al paciente. Algunas veces, puede ser ventajoso
administrar también una o mds citoquinas al paciente. En una realizacion preferida, el anticuerpo ErbB2 se coadmi-
nistra con un agente inhibidor del crecimiento. Por ejemplo, el agente inhibidor del crecimiento se puede administrar
en primer lugar, seguido del anticuerpo ErbB2. Sin embargo, también se contempla la administracién simultdnea o la
administracion del anticuerpo ErbB2 en primer lugar. Las dosis adecuadas para el agente inhibidor del crecimiento
son los utilizados actualmente y pueden disminuirse debido a la acciéon combinada (sinergia) del agente inhibidor del
crecimiento y el anticuerpo anti-ErbB2. Cuando se observa cardiotoxicidad, segtn se considere adecuado se puede
administrar un cardioprotector al paciente.

Para la prevencion o el tratamiento de enfermedades, la dosis apropiada de anticuerpo dependerd del tipo de
enfermedad a tratar, tal y como se ha definido anteriormente, la gravedad y la evolucién de la enfermedad, si el
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anticuerpo se administra con objetivos de prevencién o terapéuticos, terapia previa, el historial clinico del paciente
y la respuesta al anticuerpo, y el criterio del médico responsable. El anticuerpo se administra de forma adecuada al
paciente de una vez o durante una serie de tratamientos.

Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, aproximadamente de 1 ug/kg hasta 15 mg/kg (por ejemplo,
0,1-20 mg/kg) de anticuerpo es una dosis candidata inicial para la administracién al paciente, mediante, por ejemplo,
uno o mds administraciones separadas o mediante infusién continua. Una dosis diaria habitual podria variar desde,
aproximadamente, 1 ug/kg a 100 mg/kg o mds, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para admi-
nistraciones repetidas durante varios dias o més, dependiendo de la enfermedad, el tratamiento se mantiene hasta que
tiene lugar la desaparicion deseada de los sintomas de la enfermedad. Sin embargo, pueden ser ttiles otras pautas de
dosificacion. El progreso de esta terapia se monitoriza ficilmente mediante técnicas y ensayos convencionales.

V. Articulos de fabricacion

Se puede proporcionar un articulo de fabricacidon que contiene materiales ttiles para el tratamiento de los trastornos
descritos anteriormente. El articulo de fabricacién comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto. Entre los
recipientes adecuados se incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas, etc. Los recipientes pueden estar formados
de una variedad de materiales, tales como vidrio o pléstico. El recipiente contiene una composicién que es eficaz
para el tratamiento de la enfermedad y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser
una bolsa o vial de solucién intravenosa que tiene un tapén penetrable por una aguja de inyecciéon hipodérmica). Por
lo menos un agente activo en la composicién es un anticuerpo anti-ErbB2. La etiqueta o prospecto en el recipiente
0 asociado con el mismo indica que la composicidn se utiliza para el tratamiento de la enfermedad de eleccion e
indica adicionalmente el tratamiento del paciente segtin el protocolo descrito en la presente invencién. El articulo de
fabricacion puede comprender ademds un segundo recipiente que comprende un tampdn farmacéuticamente aceptable,
tal como una solucién salina tamponada con fosfato, solucién de Ringer y solucién de dextrosa. Puede incluir también
otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes,
filtros, agujas y jeringas.

Depdsito de materiales

La siguiente linea de células de hibridoma se ha depositado con la American Type Culture Collection, 12301
Parklawn Drive, Rockville, MD, USA (ATCC):

Designacién de anticuerpo ATCC No. Fecha de depdsito
7C2 ATCC HB-12215 17 octubre, 1996
7F3 ATCC HB-12216 17 octubre, 1996
4D5 ATCC CRL-10463 24 mayo, 1990

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracién y no a modo de limitacién.

Ejemplo 1

Se produjo el anticuerpo 4D5 monoclonal murino IgG,« anti-ErbB2, especifico para el dominio extracelular de
ErbB2, tal y como se describié en Fendly et al., Cancer Research 50:1550-1558 (1990) y la Patente de Estados
Unidos 5.677.171 concedida el 14 de octubre de 1997. En resumen, se recogieron las células NIH 3T3/HER2-3,,
(que expresaban aproximadamente 1 x 10° moléculas de ErbB2/célula) producidas tal y como se describe en Hudziak
el al. Proc. Natl. Acad Sci. (USA) 84:7159 (1987) con tampén fosfato salino (PBS) que contenia EDTA 25 mM y
se utilizé para inmunizar ratones BALB/c. Se administraron a los ratones inyecciones i.p. de 107 células en 0,5 ml
de PBS en las semanas, 0, 2, 5y 7. A los ratones con antisueros que inmunoprecipitaron ErbB2 marcado con P se
administraron inyecciones i.p. de un extracto de membrana con ErbB2 purificado con Sefarosa de aglutinina de germen
de trigo (WGA) en las semanas 9 y 13. A continuacién, se administré una inyeccidn i.v. de 0,1 ml de la preparacién de
ErbB2 y se fusionaron los esplenocitos con linea de mieloma de ratén X63-Ag8.653. Se cribaron los sobrenadantes de
hibridoma por la unién a ErbB2 mediante ELISA y radioinmunoprecipitacién. Se utiliz6 MOPC-21 (IgG 1), (Cappell,
Durham, NC), como un control que encaja con el isotipo.

Se disefié una versién humanizada del anticuerpo murino 4D5 (HERCEPTIN®) mediante la insercién de las regio-
nes determinantes de complementariedad del anticuerpo murino 4D5 en el armazén de una inmunoglobulina humana
de consenso (IgG,) (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285-4289 [1992]; y Patente de Estados Unidos
N° 5.821.337 concedida el 13 de octubre de 1998). El anticuerpo monoclonal anti-ErbB2 humanizado resultante tie-
ne alta afinidad por p185M™®? (constante de “Dillohiation” [K4]=0,1 nmol/L), inhibe considerablemente, in vitro y en
xenoinjertos humanos, el crecimiento de células de cdncer de mama que contienen altos niveles de ErbB2, induce ci-
totoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), y se ha encontrado que es activo clinicamente, como un tnico
agente, en pacientes con cdnceres de mama metastiticos que sobreexpresan ErbB2 que habian recibido amplia terapia
previa.
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HERCEPTIN® es producido por una linea celular de ovario de hamster chino (CHO) genéticamente creada, de-
sarrollada a gran escala, que secreta el anticuerpo en el medio de cultivo. El anticuerpo se purifica a partir de los
medios de cultivo de CHO utilizando procedimientos cromatograficos y de filtracién. Se ensay6 cada lote de anticuer-
pos usado para verificar la identidad, la pureza, y la potencia, asi como cumplir con los requisitos de Food and Drug
Administration para la esterilidad y la seguridad.

En la presente invencidn se tratan pacientes que presentan tumor de mama primario caracterizado por la sobreex-
presion del oncogén ErbB2 (HER2) [2+ a 3+ tal y como se determina mediante immunohistoquimica o hibridacién in
situ de fluorescencia (FISH)]. Puede determinarse la expresion tumoral de ErbB2 mediante andlisis inmunohistoqui-
mico, tal y como se describe previamente (Slamon et al., Science 235:177-182 [1987]; Slamon et al., Science 244:707-
712 [1989]), de un conjunto de secciones finas preparadas a partir de bloques tumorales del paciente incrustados en
parafina. Se considera que los tumores sobreexpresan ErbB2 si por lo menos un 25% de las células tumorales muestran
la tincién de membrana caracteristica para ErbB2.

Se tratan los pacientes en primer lugar con HERCEPTIN® durante 8-24 semanas, opcionalmente en combinacién
con paclitaxel (TAXOL®), con el objetivo de reducir el tamafio o eliminar el tumor antes de intervencién quirdrgi-
ca. En el dia 0, se administra intravenosamente una dosis de 4 mg/kg de HERCEPTIN®, durante un periodo de 90
minutos. A partir del dia 7, los pacientes reciben una administracién semanal de anticuerpo 2 mg/kg (i.v.) durante
un periodo de 90 minutos. Los pacientes pueden recibir adicionalmente paclitaxel (TAXOL®). La dosis inicial del
anticuerpo HERCEPTIN® precede al primer ciclo del régimen de quimioterapia durante 24 horas. Las dosis posterio-
res del anticuerpo se administran inmediatamente antes de la administracién de la quimioterapia, si se tolera bien la
dosis inicial del anticuerpo. Si no se tolera bien la primera dosis del anticuerpo, las infusiones posteriores contintian
precediendo a la administracién de quimioterapia durante 24 horas. Se administra Paciltaxel (TAXOL®) en una dosis
de 175 mg/m? durante 3 horas mediante administracién intravenosa. Se premedican todos los pacientes que reciben
paclitaxel con dexametasona (o su equivalente) 20 mg x 2, administrada oralmente 12 y 6 horas antes del paclita-
xel; difenhidramina (o su equivalente) 50 mg, iv, administrado 30 minutos antes del paclitaxel; y dimetidina (u otro
bloqueador de H,) 300 mg, iv, administrado 30 minutos antes del paclitaxel. Después de la terapia anterior, pueden
evaluarse las mediciones cldsicas de respuesta inmediatamente antes de la intervencion quiridrgica; es decir, la suma
de los productos del didmetro en cruz de cualquier nédulo tumoral bajo observacion.

Después de la terapia tal y como se describe anteriormente, se extirpa quirdrgicamente el tumor de acuerdo con
los procedimientos quirdrgicos estdndar; lumpectomia o mastectomia. Puede evaluarse la respuesta patoldgica en este
estadio.

Después de la intervencién quirtrgica, se trata el paciente con HERCEPTIN®, opcionalmente en combinacién
con paclitaxel (TAXOL®), con el objetivo de reducir la probabilidad de reaparicién de la enfermedad. En el dia 0, se
administra intravenosamente una dosis de 4 mg/kg de HERCEPTIN® durante un periodo de 90 minutos. A partir del
dia 7, los pacientes reciben semanalmente la administracién de 2 mg/kg de anticuerpo (i.v.) durante un periodo de 90
minutos. Se continua con la terapia con HERCEPTIN® durante un afio. Los pacientes pueden recibir adicionalmente
paclitaxel (TAXOL®) durante 6-24 semanas. La dosis inicial del anticuerpo HERCEPTIN® precede al primer ciclo del
régimen de quimioterapia durante 24 horas. Se administran las dosis posteriores del anticuerpo inmediatamente antes
de la administracién de la quimioterapia, si se tolera bien la dosis inicial del anticuerpo. Si no se tolera bien la primera
dosis del anticuerpo, las infusiones posteriores contindan precediendo a la administraciéon de quimioterapia durante
24 horas. Se administra Paclitaxel (TAXOL®) en una dosis de 175 mg/m? durante 3 horas mediante administracién
intravenosa. Se premedican todos los pacientes que reciben paclitaxel tal y como se describe anteriormente.

Los pacientes tratados de acuerdo con la pauta terapéutica anterior mostrardn una supervivencia global mejorada
y/o un tiempo hasta la progresién tumoral (TTP) reducido.
Referencias citadas en la descripcion

Esta lista de referencias citadas por el solicitante estd prevista inicamente para ayudar al lector y no forma parte
del documento de patente europea. Aunque se ha puesto el miximo cuidado en su realizacion, no se pueden excluir
errores u omisiones y la OEP declina cualquier responsabilidad en este respecto.
Documentos de patente citados en la descripcion

o WO 9422478 A [0004]

e WO 8906692 A [0005] [0096]

e WO 9400136 A [0010]

e WO 9220798 A [0027]

e US 4816567 A [0039] [0040] [0064] [0074] [0076]
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e EP 404097 A [0043]

e WO 9311161 A [0043]
e WO 9316185 A [0080]
e WO 9308829 A [0082]
e WO 9404690 A [0084]
e WO 9627011 A [0085]
e US 4676980 A [0086] [0086]
e WO 9100360 A [0086]
e WO 92200373 A [0086]
e EP 03089 A [0086]

e US 5208020 A [0100]
e WO 9321232 A [0102]
e WO 9411026 A [0105]
o US 4485045 A [0108]
o US 4544545 A [0108]
e US 5013556 A [0108]
e WO 8101145 A [0110]
e WO 8807378 A [0110]
e US 4975278 A [0110]
e US 5739277 A [0117]
e US 3773919 A [0122]
e EP 616812 A [0127]

e US 5677171 A [0134]
e US 5821337 A [0135]
e US P1757R1 W [0142]
e US 60134085 B [0142]

Documentos que no son patentes citados en la descripcion

® SLAMON et al. Science, 1987, vol. 235, 177-182 [0002] [0137]
e SLAMON. Science, 1989, vol. 244, 707-712 [0002]

e HUDZIAK et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987, vol. 84, 7159-7163 [0003]

e DIFIORE et al. Science, 1987, vol. 237, 78-182 [0003]
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de un anticuerpo anti-ErbB2 para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un pacien-
te humano susceptible o diagnosticado con un tumor en el que se expresa la proteina ErbB2, en la que el medicamento
es para el tratamiento del paciente antes de las etapas de extirpacidn quirtrgica del tumor y el tratamiento del paciente
después de la extirpacidn quirdrgica del tumor con anticuerpo anti-ErbB2 y/o un agente quimioterapéutico.

2. Utilizacién segun la reivindicacion 1, en la que el medicamento es para el tratamiento del paciente antes de las
etapas de extirpacion quirdrgica del tumor y el tratamiento del paciente con un agente quimioterapéutico después de
la extirpacién quirdrgica del tumor.

3. Utilizacién segtn la reivindicacion 1, en la que el medicamento es para el tratamiento del paciente antes de la
extirpacion quirdrgica del tumor y después de la extirpacion quirtrgica del tumor.

4. Utilizacién segun la reivindicacién 3, en la que el medicamento es para el tratamiento del paciente antes de las
etapas de extirpacion quirdrgica del tumor y el tratamiento del paciente después de la extirpacion quirdrgica del tumor
con anticuerpo anti-ErbB2 y un agente quimioterapéutico.

5. Utilizacién segun la reivindicacién 1, en la que el tumor sobreexpresa la proteina ErbB2.

6. Utilizacién segun la reivindicacion 5, en la que el tumor se selecciona del grupo que consiste en tumor de mama,
tumor de células escamosas, tumor de células pequefias de pulmén, tumor de células no pequefias de pulmén, tumor
gastrointestinal, tumor pancredtico, glioblastoma, tumor cervical, tumor de ovario, tumor de higado, tumor de vejiga,
hepatoma, tumor de colon, tumor colorrectal, tumor endometrial, tumor de las gldndulas salivares, tumor de rifién,
tumor de prostata, tumor de vulva, tumor de tiroides, tumor hepdtico, tumor de cabeza y tumor de cuello.

7. Utilizacién segtin la reivindicacién 6, en la que el tumor es un tumor de mama.

8. Utilizacién segin la reivindicacion 1, en la que el anticuerpo se une al dominio extracelular de la proteina ErbB2.

9. Utilizacién segtin la reivindicacion 8, en la que el anticuerpo se une al epitopo 4D5 en la secuencia del dominio
extracelular de ErbB2.

10. Utilizacién segun la reivindicacién 9, en la que el anticuerpo es un anticuerpo 4D5 humanizado anti-ErbB2.
11. Utilizacién segun la reivindicacién 2, en la que el agente quimioterapéutico es un taxoide.
12. Utilizacién segun la reivindicacién 11, en la que el taxoide es paclitaxel o docetaxel.

13. Utilizacién segun la reivindicacién 4, en la que el agente quimioterapéutico es un taxoide.
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