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La sobreexpresion y amplificacion de HER2 se observa en el desarrollo de
diversos canceres sélidos que incluyen canceres de mama (Yarden, Y, 2001),
gastrico (Gravalos et al., 2008), estdmago (Ruschoff et al., 2010), colorrectal
(Ochs et al., 2004), ovarios (Lanitis et al., 2012), pancreatico (Lei et al., 1995),
endometrio (Berchuk ef al., 1991) y de pulmon no microcitico (Brabender et al.,
2001).

Los canceres de mama, colorrectal, y gastrico representan un 30 % de
todos los casos de cancer diagnosticados y un 24 % de todas las muertes por
cancer en 2008 (Informe Mundial sobre Cancer de CRUK y OMS). El cancer de
mama, en particular, es una causa principal de muerte entre las mujeres. HER2
se sobreexpresa o amplifica en un 15 % a un 30 % de los canceres de mamay
se asocia con un mal prondstico, periodos mas cortos sin enfermedad y
supervivencia global, asi como un fenotipo de cancer mas agresivo (Vinatzer et
al., 2005). En el cancer de mama, aproximadamente un 20 % de los pacientes
desarrollaron tumores que albergan una alteracion gendomica que implica la
amplificacion de un amplicon en el cromosoma 17 que contiene el proto-
oncogén de HER2 (Ross, J, 2009; y Hicks et al, 2005). Tales tumores
representan a subtipo mas agresivo de cancer de mama que contribuyen en
mayor medida a la mortalidad de la enfermedad (Hudis C, 2007).

Un numero de terapias que se dirigen a HERZ2 se han aprobado para
tratamiento de tumores positivos para HER2.

Herceptin™ (trastuzumab) esta aprobado para el tratamiento de cancer
de mama metastasico en combinacion con Taxol™ (paclitaxel) y solo para el
tratamiento de cancer de mama positivo para HER2 en pacientes que han

recibido uno o mas ciclos de quimioterapia para enfermedad metastasica. Dado
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que el trastuzumab también aumenta la eficacia de la quimioterapia adyuvante
(paclitaxel, docetaxel y vinorelbina) en tumores positivos para HERZ que se
pueden operar o que estan localmente avanzados, se considera patron de
protocolo para pacientes con estadios iniciales o avanzados de cancer de
mama que sobreexpresa HER2. El Trastuzumab también se ha aprobado para
tratamiento de cancer metastasico positivo para HER2 del cancer de estomago
o de la unién gastroesofagica, en combinacién con quimioterapia (cisplatino y
cualquiera de capecitabina o 5-fluorouracilo) en pacientes que no han recibido
tratamiento anterior para su enfermedad metastasica (Genentech, About
Herceptin. [en linea] Disponible en: http://www.herceptin.com/about [entrada el
17 de septiembre de 2013)).

Perjeta™ (pertuzumab) también se ha probado para el tratamiento de
cancer de mama metastasico positivo para HER2 en combinacion con
trastuzumab y docetaxel (Genentech, PERJETA Can Help Strengthen Your
Treatment. [en linea] Disponible en: http://www.perjeta.com/patient/about
[entrada el 17 de septiembre de 2013]). El pertuzumab se dirige a un dominio
diferente de HER2 y tiene un mecanismo de accion diferente al del
trastuzumab. De forma especifica, el pertuzumab es un inhibidor de la
dimerizacién de HERZ2, que evita que HER2 se empareje con otros receptores
de HER (EGFR/HER1, HER3 y HER4). Kadcyla™ (ado-trastuzumab
emtansina, T-DM1) es un conjugado de anticuerpo-farmaco, que comprende
trastuzumab unido al agente citotéxico mertansina (DM1), que interrumpe el
ensamblaje de microtubulos en células en division dando como resultado la
muerte celular, y esta aprobado para el tratamiento de cancer de mama

metastasico en pacientes que han recibido tratamiento anterior con
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trastuzumab y una quimioterapia con taxano (Genentech, Cémo se Cree que
Funciona Kadcyla™ (ado-trastuzumab emtansina) (Mecanismo de Accion
Propuesto). [en linea] Disponible en: http://www.gene.com/media/product-
information/kadcyla-moa [entrada el 17 de septiembre de 2013]).

Tykerb™ (lapatinib) es un inhibidor de quinasa de molécula pequena
que bloquea la accién catalitica tanto de HER2 como de EGFR. Se ha probado
en combinacion con Femara™ (letrozol) para el tratamiento de cancer de
mama metastasico, positivo para receptor hormonal, positivo para HER2 en
mujeres postmenopausicas, v en combinacion con Xeloda™ (capecitabina)
para el tratamiento de cancer de mama positivo para HER2 avanzado o
metastasico en pacientes que han recibido terapia anterior que incluye una
antraciclina, un taxano, y Herceptin™ (U.S. Food and Drug Administration,
Highlights of Prescribing Information. [en linea] Disponible en:
http://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2010/022059s007Ibl.pdf
[entrar al 28 de septiembre de 2013]). Algunos farmacos adicionales estan en
desarrollo clinico.

Aunque las terapias aprobadas especificas para HER2 han mejorado el
patrén de protocolo de cénceres de mama y gastrico positivos para HERZ,
existe una necesidad médica sin satisfacer significativa, debido a la resistencia
intrinseca o adquirida con respecto a estos farmacos. A pesar del estado de
referencia de trastuzumab pare el cancer de mama positivo para HER2, el 20-
50 % de los pacientes de un entorno con adyuvante y aproximadamente el
70 % de los pacientes de un entorno con monoterapia, continia desarrollando
resistencia al trastuzumab (Wolf et al., 2007; y Harris et al., 2007).

Hay una nueva tendencia en la terapia para el cancer hacia la seleccion
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de pacientes para el tratamiento basandose en la evaluacién de mecanismos
genéticos o moleculares subyacentes del cancer, como biomarcadores. La FDA
ha aprobado algunos ensayos de diagnostico basados en biomarcadores
encontrados como relevantes en canceres en particular, para identificar
pacientes susceptibles de tratamiento con terapias especificas para el cancer.
Hacia mayo de 2013, la FDA habia aprobado 15 de estos ensayos de
diagnostico, también conocidcs como diagnosticos complementarios (Genetic
Engineering and Biotechnology News, 2013, Companion Diagnostics: 52 Pick-
Up. [en linea] Disponible en: http://www.genengnews.com/insight-and-
intelligenceand153/companion-diagnostics-52-pick-up/77899813/ [entrada el 28
de septiembre de 2013]) y otros diversos estan en desarrollo. Por ejemplo, el
ensayo para KRAS, therascreen™, es un ensayo de inmunohistoquimica de
EGFR que identifica pacientes que tienen cancer colorrectal metastasico
positivo para EGFR con genes KRAS de tipo silvestre a tratar con Erbitux™
(cetuximab). El ensayo de inmunohistoquimica PharmDx de C-kit de DAKO
identifica pacientes con tumores de estroma gastrointestinal positivos para c-kit
susceptibles a tratamiento con Gleevec (imatinib). También se ha aprobado
diversos ensayos de diagnostico para la identificacion de tumores positivos
para HER2 para el tratamiento con Herceptin™ (trastuzumab) (Hamburg y
Collins, 2010), tales como el ensayo de inmunohistoquimica Herceptest™ vy
Her2 FISH PharmDx Kit™, que normalmente se usan conjuntamente. Algunos
kits adicionales disponibles en el mercado para inmunohistoquimica de tumores
positivos para HER2 incluyen Oracle (Leica Biosystems) y Pathway (Ventana).
Algunos esfuerzos de investigacion preclinica y clinica para identificar

biomarcadores predictivos de la respuesta clinica al tratamiento también tienen



10

15

20

25

el potencial de identificar otros pacientes con canceres HER2+ "no
tradicionales”, que incluyen cancer colorrectal, cancer de ovarios y otros, que
probablemente se van a beneficiar de las terapias que se dirigen a HER2 (Gun
et al., 2013).

Como resultado de la naturaleza agresiva de los tumores que
sobreexpresan HER2 o amplifican el gen HER2, el estado de amplificacion de
HER2 se ha convertido cada vez mas en un indicador importante del resultado
de la enfermedad y se somete a ensayo ampliamente. Normalmente, los
tumores positivos para HER2 que pueden ser susceptibles de tratamiento con
un agente terapeéutico biolégico especifico para HER2 se, identifican en el
primer caso usando inmunchistoquimica (IHC). Las muestras de los pacientes
se evaluaron de una manera semicuantitativa usando un sistema de puntuacién
que refleja la intensidad de la tincion junto con el porcentaje de células
tumorales tenidas en la muestra. Se mide el nivel de expresion o
sobreexpresion de HER2 y una puntuacion mediante la que se proporciona una
tincion fuerte de la membrana completa a la que se le proporciona una
puntuacion de 3+ y se considera muy positiva o inequivoca. A una tincion de la
membrana completa de débil a moderada observada en mas de un 10 % de las
células tumorales se le atribuye una puntuacion de 2+ y se considera
débilmente positiva o ambigua. Cuando la tincién de la membrana es débil, que
es el caso en menos de un 10 % de células tumorales, o es incompleta, a la
muestra se le atribuye una puntuacion de 1+/0 y se considera negativa para
HER2. Los tumores que punttan 3+ en el analisis de IHC, es decir cuando
existe una fuerte sobreexpresion de la proteina HER2 en la superficie de la

célula tumoral, se informan a un médico para un posible tratamiento con una
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terapia especifica para HERZ2.

Dado que la IHC solamente es semicuantitativa, y mide la
sobreexpresion de la superficiz celular de la proteina HER2, puede ser inexacta
y no siempre proporciona una lectura precisa. En particular, puede ser dificil
para identificar tumores de forma correcta que son débilmente positivos para
expresion de HER2 mediante IHC, es decir tumores que consiguen una
puntuacion 2+ en el analisis. Para la aclaracion del estado de HER2 de tales
tumores, algunas muestras se someten a ensayo adicional, por ejemplo
mediante Hibridacion In Situ con Fluorescencia (FISH), para determinar el nivel
de amplificacion genética de HER2 en la muestra de tumor. Se conocen
diversos métodos para realizar FISH. En los metodos en los que el numero de
copias del gen HER2 se compara con un control interno tal como CEP17, en el
que la puntuacion de FISH es inferior a dos, en otras palabras, la proporcion de
HER2/CEP17 es inferior a 2, se dice que el estado del gen HER2 no esta
amplificado y el tumor se considera negativo para HER2. cuando la puntuacion
de FISH es igual o superior a 2, se dice que el estado del gen HER2 esta
amplificado, y el tumor se considera positivo para HER2 y se informa a un
médico para un posible tratamiento con una terapia especifica para HER2.

Sin embargo, a pesar de estas multiples fases de ensayo para tumores
positivos para HER2, no todos los tumores identificados como positivos para
HER2 responden a las terapias actuales especificas para HER2. Por lo tanto,
todavia existe una necesidad en la técnica de tratamientos para pacientes con
tumores positivos para HER2, asi como medios para identificar pacientes que
probablemente se benefician de tales terapias. Ademas, como se ha

mencionado anteriormente, la resistencia adquirida a terapias conocidas para
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HER2, tales como trastuzumab, significa que existe la necesidad en la técnica
de terapias adecuadas para el tratamiento de tales canceres positivos para
HER?2 resistentes.

Algunos fragmentos de Fc de union a antigeno (también denominados
Fcab™ [fragmento de Fc con Union a Antigeno]) que comprenden por ejemplo
un dominio de Fc modificado por IgG1 que se une a HER2 con una afinidad
elevada se describen en el documento WO 2009/132876 A1 y el documento
WO 2009/000006 A1. Se ha mostrado que tales Fcab tienen propiedades
favorables, tales como vidas medias de aproximadamente 60 horas en ratones.

Exposiciones y descripcion detallada de la invencion

Los presentes inventores han descubierto que un miembro de unién
especifico que comprende un sitio de union a antigeno de HER2 modificado
por ingenieria genética genética en una region de bucle estructural de un
dominio constante, por ejemplo el dominio CH3, del miembro de unidn
especifico se puede usar para tratar canceres con un numero de copias del gen
HER2 superior o igual a 10 por célula tumoral. Los presentes inventores
tambien han descubierto que tales miembros de unién especifica se pueden
usar para tratar canceres con niveles elevados de ARNm de HER2. En
particular, tales miembros de union especifica se pueden usar para tratar
canceres resistentes al tratamiento con tratamientos especificos para HER2
conocidos, tales como monoterapia con trastuzumab, o tratamiento con
trastuzumab en combinacion con pertuzumab.

Como se ha explicado anteriormente, se sabe que HER2 se expresa en
un numero de diferentes canceres. Hay mas datos disponibles sobre el cancer

de mama que sobre otros canceres conocidos porque expresan HER2, y esto
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es asi porque quizas es el cancer positivo para HER2 mejor estudiado. La
mayoria de los datos que estan disponibles para tumores que tienen una
puntuacién de IHC de 3+. Hof" et al. (2002) determinaron que un 8 % de todos
los pacientes con cancer de mama tenian un numero de copias de genes
superior o igual a 10. En el ensayo de cancer de mama adyuvante mas grande
de trastuzumab (el ensayo FERA), el nimero de copias de genes de los
tumores se evalué en 2071 (61 %) pacientes mediante FISH. De esos
pacientes, un numero de copias de genes superior o igual a 10 se identifico en
aproximadamente un 65 % de |2s pacientes. Esto representa aproximadamente
un 13 % de todos los pacientes con cancer de mama (Dowsett et al., 2009).
Aunque el numero de copias del gen HER2 se ha estudiado en algunos
ensayos clinicos, hay poca informacion disponible sobre el nivel
correspondiente de ARNm de HER2 en estos canceres. Sin embargo, se sabe
que un aumento del numero de las copias de genes en una célula a menudo da
como resultado una expresion mayor de ese gen, y por lo tanto un aumento del
nivel de ARNm codificado por ese gen. En consecuencia, también se espera
que algunos pacientes con canceres con un numero elevado de copias del gen
HER2 por célula tumoral (es decir igual o mayor que 10), tengan niveles
elevados de ARNm de HER2.

Por lo tanto, existe un numero significativo de pacientes que padecen
canceres con un GCN de HER2 superior o igual a 10 por célula tumoral, que se
beneficiarian del tratamiento con un miembro de union especifica que
comprende un sitio de union al antigeno de HER2 modificado por ingenieria
genética en una region de bucle estructural de un dominio constante, por

ejemplo el dominio CH3, del miembro de unién especifica, o un miembro de

—
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union especifica que compite con tal miembro de union especifica por la union
a HER2. Lo mismo se aplica con respecto a pacientes que padecen canceres
con niveles elevados de ARNm de HER2.

Los presentes inventores han mostrado que el numero de copias de
genes es predictivo para el t-atamiento con un miembro de unidn especifica
como se desvela en el presente documento, y no es predictivo de tratamiento
con el tratamiento con trastuzumab especifico para HER-2 aprobado
anteriormente.

En el presente documento se proporciona un miembro de unién
especifica que comprende un sitio de union al antigeno de HER2 modificado
por ingenieria genética en una regién de bucle estructural de un dominio
constante, por ejemplo el dominio CH3, del miembro de union especifica, asi
como un miembro de unién especifica que compite con tal miembro de union
especifica por la union a HER2, para su uso en un método para el tratamiento
de cancer en un paciente, en el que el cancer tiene un numero de copias del
gen HER2 superior o igual a 10 por célula tumoral.

En el presente documento también se proporciona un miembro de unién
especifica que comprende un sitio de union al antigeno de HER2 modificado
por ingenieria genética en una regién de bucle estructural de un dominio
constante, por ejemplo el dominio CH3, del miembro de union especifica, asi
como un miembro de unién especifica que compite con tal miembro de unién
especifica por la unién a HER2, para su uso en un método para el tratamiento
de cancer en un paciente, en el que dicho cancer tiene un nivel elevado de
ARNm de HER2.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un miembro de union
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especifica que se une a HER2 para su uso en un método para el tratamiento de
cancer en un paciente, en el que dicho cancer tiene un numero de copias del
gen HER2, por ejemplo un numero medio de copias del gen HERZ2, superior o
igual a 10 por célula tumoral, y en el que el miembro de unién especifica es:

(a) un miembro de unidn especifica que comprende un sitio de unién a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de unién especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14): o

(b) un miembro de unién especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la union a HER2.

Un paciente, como se denominan el presente documento, es un paciente
humano.

Una muestra de tumor obtenida de dicho paciente se puede haber
determinado para que tenga un numero de copias del gen HER2, por ejemplo
un numero medio de copias del gen HER2, superior o igual a 10 por célula
tumoral. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un miembro de union
especifica que se une a HERZ2 para su uso en un método para el tratamiento de
cancer en un paciente, en el que se ha determinado que una muestra de tumor
obtenida de dicho paciente tiene un niumero medio de copias del gen HER2
superior o igual a 10 por célula tumoral, y en el que el miembro de unién
especifica es:

(a) un miembro de union especifica que comprende un sitio de unién a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una regioén de bucle

estructural de un dominio CH3 del miembro de unidn especifica y que contiene
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las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de unidn especifica que compite con un miembro de
unién especifica de acuerdo con (a) por la unién a HER2.

Como alternativa, el metodo puede comprender:

(i) determinar el nimero de copias de genes, por ejemplo el numero
medio de copias de genes, del gen HER2 por célula tumoral en una muestra de
tumor obtenida del paciente; y

(i) tratar a dicho paciente con dicho miembro de union especifica si el
numero de copias del gen HER2, por ejemplo el numero medio de copias del
gen HER2, es mayor por igual a 10 por célula tumoral.

Por lo tanto, la presente invencién también proporciona un miembro de
unién especifica que se une a HER2 para su uso en un metodo para el
tratamiento de cancer en un paciente, en el que el método comprende:

(i) determinar el numero de copias de genes, por ejemplo el numero
medio de copias de genes, del gen HER2 por celula tumoral en una muestra de
tumor obtenida del paciente; y

(ii) tratar a dicho paciente con dicho miembro de union especifica si el
numero de copias del gen HER2, por ejemplo el numero medio de copias del
gen HER2, es superior o igual a 10 por célula tumoral,
en el que el miembro de unién especifica es:

(a) un miembro de unién especifica que comprende un sitio de unién a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene

las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
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ID NO: 14); o

(b) un miembro de union especifica que compite con un miembro de
uniéon especifica de acuerdo con (a) por la union a HER2.

Como se ha expuesto anteriormente, la expresion “numero de copias del
gen HER2”, como se usa en 2| presente documento puede hacer referencia al
numero medio de copias del gen HER2 por célula tumoral/cancerigena. El
numero de copias del gen HER2 puede ser superior o igual a 10. Como
alternativa, el numero de copias del gen HER2 puede ser superior o igual a 11,
superior o igual a 12, superior o igual a 13, superior o igual a 14, superior o
igual a 15, superior o igual a 16, superior o igual a 17, superior o igual a 18,
superior o igual a 19, supericr o igual a 20, superior o igual a 21, superior o
igual a 22, superior o igual a 23, superior o igual a 24, o superior o igual a 25.
En un ejemplo, el numero de copias del gen HER2 es mayor de 10. En otro
ejemplo, el numero de copias del gen HER2 es superior o igual a 11. En otro
ejemplo, el numero de copias del gen HER2 es superior o igual a 12. En otro
ejemplo, el numero de copias del gen HER2 es superior o igual a 13. En otro
ejemplo, el numero de copias del gen HER2 es superior o igual a 14. En un
gjemplo adicional, el numero de copias del gen HER2 es superior o igual a 15.
En otro ejemplo, el numero de copias del gen HER2 es superior o igual a 16.
En otro ejemplo, el numero de copias del gen HER2 es superior o igual a 17.
En otro ejemplo, el nimero de copias del gen HER2 es superior o igual a 18.
En otro ejemplo, el nimero de copias del gen HER2 es superior o igual a 19.
En otro ejemplo, el numero de copias del gen HER2 es superior o igual a 20.
En un ejemplo adicional, el nimero de copias del gen HER2 es superior o igual

a 23. En otro ejemplo adicional mas, el numero de copias del gen HER2 es
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superior o igual a 25. Preferentemente, el numero de copias del gen HERZ, por
ejemplo el nimero medio de copias del gen HER2, es superior o igual a 15.

Preferentemente, el numero de copias del gen HER2, por ejemplo el
numero medio de copias del gen HER2, es superior o igual a 10, en el que el
numero de copias de genes se determina mediante reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa (QPCR).

Preferentemente, el nimero de copias del gen HER2, por ejemplo el numero
medio de copias del gen HER2, es superior o igual a 18, en el que el numero
de copias de genes se determina mediante FISH.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un miembro de unién
especifica que se une a HER2 para su uso en un método para el tratamiento de
cancer en un paciente, en el que dicho cancer tiene un nivel elevado de ARNm
de HER2, y en el que el miembro de union especifica es:

(a) un miembro de union especifica que comprende un sitio de unién a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); 0

(b) un miembro de union especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la union a HER2.

Una muestra de tumor obtenida de dicho paciente se puede haber
determinado para que tenga un nivel elevado de ARNm de HER2. Por lo tanto,
la presente invencién proporciona un miembro de union especifica que se une
a HER2 para su uso en un meétodo para el tratamiento de cancer en un

paciente, en el que una muestra de tumor obtenida de dicho paciente se ha
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determinado para que tenga un nivel elevado de ARNm de HER2, y en el que
el miembro de union especifica es:

(a) un miembro de union especifica que comprende un sitio de unién a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de urién especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la union a HER2.

Como alternativa, el método puede comprender:

(i) determinar el nivel de ARNm de HERZ2 en una muestra de tumor
obtenida del paciente; y

(ii) tratar a dicho paciente con dicho miembro de union especifica si el
nivel de ARNm de HER?2 es elevado.

Por lo tanto, la presente invencion también proporciona un miembro de
union especifica que se ure a HER2 para su uso en un método para el
tratamiento de cancer en un paciente, en el que el método comprende:

(i) determinar el nivel de ARNm de HERZ2 en una muestra de tumor
obtenida del paciente; y

(ii) tratar a dicho paciente con dicho miembro de union especifica si el
nivel de ARNm de HER?2 es zlevado;

en el que el miembro de unién especifica es:

(a) un miembro de union especifica que comprende un sitio de union a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle

estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
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las secuencias de aminoacicos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14): o

(b) un miembro de uniéon especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la union a HER2.

Algunos niveles de ARNm que codifican una proteina especifica en una
muestra se pueden medir d2 una forma indirecta a través de cuantificacion,
mediante PCR cuantitativa, las copias de ADNc derivadas del ARNm en la
muestra mediante PCR de transcripcion inversa (RT-PCR), con respecto a las
copias de ADNc de una referencia, preferentemente un gen constitutivo. El gen
de referencia tiene un perfil normal a través de diversos tipos de tejido/muestra
y se usa como un patron. E! nivel de ARNm de HER2 en un tumor/cancer o
muestra de tumor, como se denomina en el presente documento, se refiere
preferentemente al nivel de ARNm de HER2 como se refleja con el numero de
copias de ADNc de HER2 en el tumor/cancer o muestra de tumor, determinado
por RT-PCR seguido de PCR cuantitativa, con respecto al nivel de ARNm de
un gen de referencia (por ejemplo, gen constitutivo), como se refleja mediante
el nimero de copias de ADNc de un gen de referencia, determinado por RT-
PCR seguido de PCR cuantitativa, en el tumor/cancer o muestra de tumor,
respectivamente. El nimero de copias de ADNc se puede determinar a partir
de datos de PCR cuantitativa usando la version 2.0 del Software CopyCaller™
(Life Technologies), u otro software equivalente que podria ser conocido por la
persona experta. El Software CopyCaller™ realiza un analisis de cuantificacion
relativa del umbral del ciclo comparativo el nimero de copias del ADNc de
HER2 con respecto al numero de copias del ADNc de un gen constitutivo.

Opcionalmente, el numero de copias de ADNc se puede normalizar por
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referencia a una muestra de ADNc de referencia, tal como una muestra de
ADNc obtenida de una combinacién de 10 lineas de células humanas que tiene
no se espera que tengan dos copias del gen HER2 por célula
(LifeTechnologies, Software CopyCaller - Manual del Usuario).

Un nivel elevado de ARNm de HER2 en un tumor/cancer o muestra de
tumor, como se denomina en el presente documento, por lo tanto se refiere
preferentemente a un nivel elevado de ARNm de HER2 como se refleja
mediante un numero elevado de copias de ADNc de HER2 en el tumor/cancer
o muestra de tumor, como se determina mediante RT-PCR seguido de PCR
cuantitativa, con respecto al nivel de ARNm de un gen de referencia, como se
refleja mediante el numero de copias de ADNc del gen de referencia, como se
determina mediante RT-PCR seguido de PCR cuantitativa, en el tumor/cancer
o muestra de tumor, respeciivamente. De forma especifica, se usa PCR de
transcripcion inversa para transcribir el ARNm del gen HER2 o el gen de
referencia en una muestra de tumor con respecto al ADNc, que a continuacion
se cuantifica usando qPCR. El gen de referencia es preferentemente un gen
constitutivo. En un ejemplo preferente, el gen de referencia es proteina de
union a TATA (TBP) pero en la técnica tambien se conocen otros genes de
referencia adecuados. El nivel de ARNm de HER2 en tumor/cancer o muestra
de tumor se puede normaliza- con respecto al nivel de ARNm de HERZ2 en una
muestra de célula de control conocida porque tiene dos copias del gen HER2
por célula. En particular, el nivel de ARNm de HERZ2 en tumor/cancer o muestra
de tumor, como se refleja mediante el numero de copias de ADNc de HER2 en
el tumor/cancer o muestra de tumor, determinado por RT-PCR seguido de PCR

cuantitativa, se puede normalizar con respecto al nivel de ARNm de HER2

Iy



10

19

20

25

18

como se refleja mediante el numero de copias de ADNc de HER2, determinado
por RT-PCR seguido de PCR cuantitativa, en una muestra de célula de control
conocida porque tiene dos copias del gen HER2 por célula. El nivel de ARNm
de HER2 de la muestra de control es preferentemente el nivel de ARNm de
HER2 como se refleja mediante el nimero de copias de ADNc en la muestra de
control, como se determina mediante RT-PCR seguido de PCR cuantitativa,
con respecto al nivel de ARNm de un gen de referencia, como se refleja
mediante el numero de copias de ADNc del gen de referencia, como se
determina mediante RT-PCR seguido de PCR cuantitativa, en la muestra de
control. El gen de referencia es preferentemente el mismo gen de referencia
que el que se usa para determinar el nivel de ARNm de HER2 en el
tumor/cancer o muestra de tumor, por ejemplo TBP.

Un nivel elevado de ARNm de HER2 en un tumor/cancer o muestra de
tumor, como se denomina en el presente documento, por lo tanto se refiere
preferentemente a un nivel elevado de ARNm de HER2 como se refleja
mediante un numero elevado de copias de ADNc de HERZ2 en el tumor/cancer
o muestra de tumor determinado por RT-PCR seguido de PCR cuantitativa, con
respecto al nivel de ARNm de un gen de referencia, como se refleja mediante
el numero de copias de ADNc del gen de referencia determinado por RT-PCR
seguido de PCR cuantitativa, en el tumor/cancer o muestra de tumor,
respectivamente. Un nivel elevado de ARNm de HER2 en un tumor/cancer o
muestra de tumor puede hacer referencia o se corresponde con un nimero de
copias de ADNc de HER2 superior o igual a 75, superior o igual a 80, superior
o igual a 90, superior o igual a 100, superior o igual a 110, superior o igual a

120, superior o igual a 130, superior o igual a 140, superior o igual a 150,
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superior o igual a 160, superior o igual a 168, superior o igual a 170, superior o
igual a 180, superior o igual a 190, superior o igual a 200, superior o igual a
210, superior o igual a 220, superior o igual a 229, o superior o igual a 248 en
una muestra de dicho cancer/tumor con respecto al numero de copias de ADNc
de un gen de referencia en dicha muestra, en el que el numero de copias de
ADNc de HER2 y el gen de referencia en la muestra se determina mediante
RT-PCR seguido de PCR cuantitativa. Un nivel elevado de ARNm de HERZ2 en
un tumor/cancer o muestra de tumor puede hacer referencia o se corresponde
con un numero de copias de ADNc de HER2 superior o igual a 168 en una
muestra de dicho cancer/tumor con respecto al nimero de copias de ADNc de
un gen de referencia en dicha muestra, en el que el nimero de copias de ADNc
de HER2 y el gen de referencia en la muestra se determina mediante RT-PCR
seguido de PCR cuantitativa. Un nivel elevado de ARNm de HERZ en un
tumor/cancer o muestra de tumor puede hacer referencia o se corresponde con
un numero de copias de ADNc de HER2 superior 0 igual a 248 en una muestra
de dicho cancer/tumor con respecto al nimero de copias de ADNc de un gen
de referencia en dicha muestra, en el que el numero de copias de ADNc de
HER2 y el gen de referencia en la muestra se determina mediante RT-PCR
seguido de PCR cuantitativa. Preferentemente, un nivel elevado de ARNm de
HER2 en un tumor/cancer o muestra de tumor puede hacer referencia o se
corresponde con un nuimero de copias de ADNc de HER2 superior o igual a
200 en una muestra de dicho cancer/tumor con respecto al numero de copias
de ADNc de un gen de referencia en dicha muestra, en el que el numero de
copias de ADNc de HER2 y el gen de referencia en la muestra se determina

mediante RT-PCR seguido de PCR cuantitativa. Mas preferentemente, un nivel
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elevado de ARNm de HER2 en un tumor/cancer o muestra de tumor puede
hacer referencia o se corresponde con un numero de copias de ADNc de HER2
superior o igual a 229 en una muestra de dicho cancer/tumor con respecto al
numero de copias de ADNc de un gen de referencia en dicha muestra, en el
que el nimero de copias de ADNc de HERZ2 y el gen de referencia en la
muestra se determina mediante RT-PCR seguido de PCR cuantitativa.

Ademas del limite inferior que se ha establecido anteriormente, un nivel
elevado de ARNm de HER2 en un tumor/cancer o muestra de tumor puede
hacer referencia o se corresponde con un numero de copias de ADNc de HER2
inferior o igual a 820, inferior o igual a 850, inferior o igual a 900, inferior o igual
a 950, inferior o igual a 1000, inferior o igual a 1100, inferior o igual a 1200,
inferior o igual a 1300, inferior o igual a 1400, inferior o igual a 1500, inferior o
igual a 1600, inferior o igual a 1700, inferior o igual a 1800, o inferior o igual a
1900 en una muestra de dicho cancer/tumor con respecto al numero de copias
de ADNc de un gen de referencia en dicha muestra, en el que el nimero de
copias de ADNc de HER2 y el gen de referencia en la muestra se determina
mediante RT-PCR seguido de PCR cuantitativa. Preferentemente, un nivel
elevado de ARNm de HER2 en un tumor/cancer o muestra de tumor puede
hacer referencia o se corresponde con un numero de copias de ADNc de HER?2
inferior o igual a 820 en una muestra de dicho cancer/tumor con respecto al
numero de copias de ADNc de un gen de referencia en dicha muestra, en el
que el numero de copias de ADNc de HER2 y el gen de referencia en la
muestra se determina mediante RT-PCR seguido de PCR cuantitativa.

Preferentemente, un nivel elevado de ARNm de HER2 en un

tumor/cancer o muestra de tumor puede hacer referencia o se corresponde con
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un numero de copias de ADNc de HER2 superior o igual a 200 and inferior o
igual a 820 en una muestra de dicho cancer/tumor con respecto al numero de
copias de ADNc de un gen de referencia en dicha muestra, en el que el nimero
de copias de ADNc de HER2 y el gen de referencia en la muestra se determina
mediante RT-PCR seguido de PCR cuantitativa. Mas preferentemente, un nivel
elevado de ARNm de HER2 en un tumor/cancer o muestra de tumor puede
hacer referencia o se corresponde con un numero de copias de ADNc de HER2
superior o igual a 229 and inferior o igual a 820 en una muestra de dicho
cancer/tumor con respecto al numero de copias de ADNc de un gen de
referencia en dicha muestra, en el que el nimero de copias de ADNc de HER2
y el gen de referencia en la muestra se determina mediante RT-PCR seguido
de PCR cuantitativa.

Un cancer como se denomina en el presente documento puede ser un
cancer gastrico, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de ovarios, cancer
pancreatico, cancer de pulmoén (por ejemplo, cancer de pulmoén de células no
microciticas), cancer de estdémago, o cancer de endometrio. Se ha mostrado
que todos estos canceres sobreexpresan a HER2. Preferentemente, el cancer
gs cancer gastrico, cancer de mama, © cancer colorrectal. Mas
preferentemente, el cancer es cancer gastrico o cancer de mama. En una
realizacion preferente, el cancer es cancer gastrico. El cancer gastrico, como
se denomina en el presente documento, incluye cancer de eséfago. En otra
realizacién preferente, el cancer es cancer de mama. El numero de copias del
gen HER2 del cancer es como se ha establecido anteriormente. tal cancer se
puede denominar positivo para HER2 (HER2+) o que sobreexpresa a HERZ2.

Por lo tanto, un cancer, como se denomina en el presente documento, puede
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ser positivo para HER2. Ademas, o como alternativa, un cancer como se
denomina en el presente documento puede sobreexpresar a HER2. Si un
cancer es positivo para HER2 o sobreexpresa a HER2, por ejemplo, se puede
determinar inicialmente usando inmunohistoquimica (IHC), seguido
opcionalmente de métodos tales como qPCR como se ha establecido
anteriormente.

Los presentes inventores han descubierto que un miembro de union
especifica que comprende un sitio de union al antigeno de HER2 modificado
por ingenieria genética en una region de bucle estructural de un dominio
constante, por ejemplo el dominio CH3, del miembro de unién especifica se
puede usar para tratar canceres que son resistentes o insensibles al
tratamiento con trastuzumab y/o trastuzumab mas pertuzumab. El cancer
puede ser intrinsecamente resistente o insensible al tratamiento con
trastuzumab yl/o trastuzumak mas pertuzumab, o puede haber adquirido
resistencia o insensibilidad al tratamiento con trastuzumab y/o trastuzumab
mas pertuzumab. El cancer puede ser un cancer gastrico que es resistente o
insensible al tratamiento con trastuzumab y/o trastuzumab mas pertuzumab.
Como alternativa, el cancer puede ser un cancer de mama que es resistente o
insensible al tratamiento con trastuzumab y/o trastuzumab mas pertuzumab.
Algunos metodos para determinar sin un cancer es resistente o insensible al
tratamiento con trastuzumab y/c trastuzumab mas pertuzumab se conocen bien
en la técnica y serian evident2s para la persona experta. Por ejemplo, un
cancer de mama que es resistente al tratamiento con trastuzumab puede
presentar evolucién en una la primera reevaluacion radiolégica a las 8-12

semanas o dentro de 3 meses despues del tratamiento de primera linea con
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trastuzumab con o sin quimioterapia en el entorno metastasico o nuevas
apariciones diagnosticadas durante o dentro de 12 meses despuées de
trastuzumab adyuvante. Un cancer de mama que es resistente al trastuzumab
puede presentar evolucion de la enfermedad después de dos o mas lineas de
regimenes que contienen trastuzumab que inicialmente consiguieron respuesta
o estabilizacion de la enfermedad en la primera evaluacion radiolégica (Wong
et al., 2011).

Ademas, o como alternativa, un paciente como se denomina en el
presente documento puede haber presentado una respuesta inadecuada al
tratamiento con trastuzumab y/o trastuzumab mas pertuzumab. Una respuesta
inadecuada al tratamiento con trastuzumab y/o trastuzumab mas pertuzumab
puede hacer referencia a una falta de retraso del crecimiento del tumor, o
retraso insuficiente del crecimiento del tumor, cuando el paciente se traté con
trastuzumab y/o trastuzumab mas pertuzumab. Como alternativa, un paciente
que presentada una respuesta inadecuada a trastuzumab y/o trastuzumab mas
pertuzumab puede hacer referencia a un paciente quien habia interrumpido el
tratamiento con trastuzumab y/o trastuzumab mas pertuzumab debido a efectos
adversos o sucesos adversos resultantes del tratamiento con trastuzumab y/o
trastuzumab mas pertuzumab, tales como efectos secundarios, en particular
efectos secundarios graves. Preferentemente, una respuesta inadecuada a
trastuzumab y/o trastuzumab mas pertuzumab se refiere a una falta de retraso
del crecimiento del tumor, o retraso insuficiente del crecimiento del tumor,
cuando el paciente se trato con trastuzumab y/o trastuzumab mas pertuzumab.
Un profesional médico no tendra dificultad para determinar si un paciente dado

ha presentado una respuesta inadecuada al tratamiento con trastuzumab y/o
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trastuzumab mas pertuzumab, ya que los expertos médicos tienen experiencia
en juzgar sin tratamiento dado para el cancer fue o no fue satisfactorio en el
caso de un paciente en particular, y por lo tanto se deberia 0 no se deberia
continuar. Por ejemplo, un periodo largo de enfermedad estable se puede
considerar un estado clinico favorable si una carga de enfermedad y sintomas
clinicos del paciente son ligeros al comienzo del tratamiento, mientras que si la
carga de enfermedad es elevada y los sintomas clinicos son significativos al
comienzo del tratamiento, entonces la enfermedad estable se puede considerar
una respuesta inadecuada.

La expresion “miembro de union especifica” describe un miembro de un
par de moléculas que se unen de forma especifica entre si. Un miembro de
union especifica puede ser natural o se puede producir parcial o totalmente de
forma sintética. Un miembro de uniéon especifica normalmente comprende una
molécula que tiene sitio de union a antigeno. Por ejemplo, un miembro de union
especifica puede ser una molécula de anticuerpo, o fragmento del mismo, que
comprende un sitio de unién a antigeno. Un miembro de unién especifica
también puede ser un armazdn de proteina que no es anticuerpo que se une de
forma especifica a un antigeno, tal como una molécula que comprende y de
similar al de la inmunoglobulina modificada, por ejemplo, un dominio de
fibronectina (dominio de '°Fn3). En la técnica estan disponibles diversos
métodos para obtener anticuerpos, y fragmentos de anticuerpos, frente a un
antigeno diana. Un anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal,
especialmente un anticuerpo monoclonal humano, que se puede obtener de
acuerdo con los métodos convencionales bien conocidos por la persona

experta en la materia
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Algunos fragmentos de anticuerpo que comprenden un sitio de union a
antigeno incluyen, pero no se limitan a, fragmentos de Fab (que consisten en
dominios VL, VH, CL y CH1); fragmentos de F(ab')2 (fragmento divalente que
comprende dos fragmentos de Fab unidos), moléculas de Fv de una sola
cadena (scFv) (que consisten en un dominio VH y un dominio VL unidos
mediante un conector peptidico que permite que los dos dominios se asocien
para formar sitio de unién a antigeno; Bird et al. [1988] Science, 242, 423-426;
Huston et al. [1988] PNAS USA, 85, 5879-5883); dimeros de Fv de una sola
cadena biespecificos (documento PCT/US92/09965); fragmentos de Fv (que
consisten en los dominios VL y VH de un solo anticuerpo); fragmentos de dAb
(que consisten en un dominio VH o un dominio VL; Ward et al. [1989] Nature
341, 544-546; McCafferty et al., [1990] Nature, 348, 552-554; Holt et al. [2003]
Trends in Biotechnology 21, 484-490); fragmentos de Fd (que consisten en los
dominios VH y CH1); diacuerpos (fragmentos multivalentes o multiespecificos
construidos mediante fusion genética; documento W0O94/13804; Holliger et al.
[1993a], Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 6444-6448); y fragmentos de Fc de
unién a antigeno.

Algunos fragmentos de Fc de unién a antigeno comprenden un sitio de
unién a antigeno modificado por ingenieria genética en una o mas regiones de
bucle de un dominio constante del fragmento de Fc, por ejemplo el dominio
CH2 o CH3. La preparacion de fragmentos de Fc de union a antigeno se
describe en los documentos WO 2006/072620 y W0O2009/132876. Un miembro
de unioén especifica para su uso en la presente invencion es preferentemente, o
comprende, un fragmento de Fc de unién a antigeno, en la técnica también

denominado Fcab™. Mas preferentemente, un miembro de union especifica
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para su uso en la presente invencion es un fragmento de Fc de unidn a
antigeno. El miembro de union especifica puede ser un fragmento de Fc de
unién a antigeno de IgA1, IgA2, IgD, IgE, IgG1, 1gG2, 19G3, IgG4 o IgM. Mas
preferentemente, un miembro de unién especifica como se denomina en el
presente documento es un fragmento de Fc de unién a antigeno de IgG1.

Algunos fragmentos de Fc de unidon a antigeno se pueden incorporar en
moléculas de inmunoglobulina. Por lo tanto, un miembro de unién especifica
para su uso en la presente invencion puede ser una molécula de IgA1, IgA2,
IgD, IgE, IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4 o igM que comprende un sitio de unién a
antigeno en la region Fc. Tales moléculas comprenden preferentemente un
segundo sitio de unién basado en CDR en la regién variable de la molécula, y
por lo tanto son biespecificas. En particular, el miembro de unidén especifica
para su uso en la presente invencion puede ser una molécula de IgG1 que
comprende un sitio de unién a antigeno en la region Fc.

Un miembro de union especifica como se denomina en el presente
documento tiene preferentemente un peso molecular (PM) de 60 kD o inferior,
mas preferentemente de 55 kD o inferior, 54 kD o inferior, 0 53 kD o inferior. El
miembro de union especifica H561-4 que se desvela el presente documento
tiene un PM de aproximadamente 53 kD. El miembro de union especifica H561-
4 también se conoce como FS102.

Un miembro de union especifica, como se denomina en el presente
documento, puede comprender un sitio de unién a antigeno de HER2
modificado por ingenieria genética en una region de bucle estructural de un
dominio CH3 del miembro de union especifica, en el que el sitio de unién a

antigeno de HER2 comprende o contiene las secuencias de aminoacido
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FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ ID NO: 14). Como alternativa, un
miembro de union especifica puede comprender un sitio de union a antigeno de
HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle estructural de
un dominio CH3 de un miembro de unidn especifica, en la que el sitio de unién
a antigeno HER2 contiene las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID
NO: 12), NGQPE (SEQ ID NG: 13), y DRRRWTA (SEQ ID NO: 14).

Un miembro de union especifica, como se denomina en el presente
documento, puede comprender un sitio de union a antigeno de HER2
modificado por ingenieria genética en una region de bucle estructural de un
dominio CH3 del miembro de union especifica, en la que el sitio de union a
antigeno de HER2 comprends la secuencia de aminoacidos FFTYW (SEQ ID
NO: 12) y la secuencia de aminoacidos DRRRWTA (SEQ ID NO: 14). En
particular, un miembro de unidn especifica, como se denomina en el presente
documento, puede comprender un sitio de unién a antigeno de HER?2
modificado por ingenieria genética en una region de bucle estructural de un
dominio CH3 del miembro de unién especifica, en la que el sitio de unién a
antigeno de HER2 comprend= la secuencia de aminoacidos FFTYW (SEQ ID
NO: 12) en el bucle AB, y la secuencia de aminoacidos DRRRWTA (SEQ ID
NO: 14) en el bucle EF del dominio CH3. Preferentemente, un miembro de
union especifica, como se denomina en el presente documento, comprende un
sitio de union a antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una
region de bucle estructural de un dominio CH3 del miembro de unién
especifica, en la que el sitio de unién a antigeno de HER2 comprende las
secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12) y DRRRWTA (SEQ ID
NO: 14), en la que la SEQ ID NO: 12 esta situada en los restos 14-18 del bucle

S~
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AB del dominio CH3, y la SEQ ID NO: 14 esta situada en los restos 92-98 del
bucle EF del dominio CH3, y en la que los restos se numeran de acuerdo con el
esquema de numeracion de IMGT (ImMunoGeneTics). En una realizacion
preferente adicional, un miembro de union especifica, como se denomina en el
presente documento, comprende un sitio de union a antigeno de HER2
modificado por ingenieria genética en una region de bucle estructural de un
dominio CH3 del miembro de union especifica, en el que el sitio de union a
antigeno de HER2 comprende las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID
NO: 12) y DRRRWTA (SEQ ID NO: 14), en el que la SEQ ID NO: 12 esta
situada en los restos 381-385, y la SEQ ID NO: 14 esta situada en los restos
440-450 del bucle EF del dominio CH3, y en el que los restos se numeran de
acuerdo con KABAT (Kabat et al, 1987, Sequences of Proteins of
Immunological Interest. 4" Edition. US Department of Health and Human
Services, y actualizaciones del mismo, disponibles ahora en Internet en
immuno.bme.nwu.edu o encuentran “Kabat” usando cualquier buscador en
internet).

Un miembro de union especifica, como se denomina en el presente
documento, preferentemente comprende el dominio CH3 de la SEQ ID NO: 11.
Un miembro de unién especifica puede comprender adicionalmente el dominio
CH2 de la SEQ ID NO: 10. Un miembro de union especifica como se denomina
en el presente documento preferentemente comprende la secuencia de la SEQ
ID NO: 8. Mas preferentemente, un miembro de union especifica como se
denomina en el presente documento es un dimero de un polipéptido de la SEQ
ID NO: 8. Por ejemplo, el miembro de unién especifica puede ser un dimero

formado por dos polipéptidos de la SEQ ID NO: 8, tal como un dimero que
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consiste en dos polipéptidos, en el que cada polipéptido consiste en la
secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 8 (un miembro de union
especifica de este tipo de cambio se denomina H561-4 en el presente
documento).

Anteriormente se ha informado de la pérdida de los restos de lisina C-
terminal (K) o lisina C-terminal y lisina adyacente (GK) del dominio CH3 que se
produce durante la preparacion de inmunoglobulinas. Se cree que este
denominado ‘recorte C-terminal’ es un fenomeno comun que no tiene
implicaciones funcionales para estas microvariantes (Beck et al. 2013). Se
espera que el recorte C-terminal se pueda producir durante la preparacion de
H561-4. El dominio CH3 de H561-4, que incluye los restos de lisina y glicina C-
terminales que se pueden someter a recorte C-terminal se muestra en la SEQ
ID NO: 11, y también esta presente por ejemplo en la SEQ ID NO: 8 como se
indica en la secuencia informal que se enumeran a continuacion.

Por lo tanto sigue que un miembro de unién especifica, como se
denomina en el presente documento puede comprender el dominio CH3 de la
SEQ ID NO: 11, o el dominio CH3 de la SEQ ID NO: 11 menos uno o dos
restos C-terminales (por ejemplo, los restos de lisina C-terminal o lisina vy
glicina C-terminales). Un miembro de union especifica, como se denomina en
el presente documento, puede comprender la secuencia de la SEQ ID NO: 8, o
la secuencia de la SEQ ID NO: 8 menos uno o dos restos C-terminales (por
ejemplo, los restos de lisina o lisina y glicina C-terminales). Se deberia
interpretar que cualquier referencia a las SEQ ID NO: 8 y 11 como se usa en el
presente documento se deberia interpretar también se aplica a estas

secuencias que carecen de uno o dos de los restos de aminoacido C-
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terminales (por ejemplo, los restos de lisina o lisina y glicina C-terminales). La
referencia a un dominio CH3 como se denomina en el presente documento
incluye un dominio CH3 que pierde uno o dos restos de aminoacidos C-
terminales (por ejemplo, los restos de lisina o lisina y glicina C-terminales).

En la presente invencion también se pueden usar algunas variantes de
tales miembros de union especifica. Por ejemplo, un miembro de unién
especifica, como se denomina en el presente documento, puede comprender
un sitio de unién a antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en
una region de bucle estructural de un dominio CH3 del miembro de unién
especifica, en el que el sitio de union a antigeno de HER2 comprende o
contiene las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), vy
DRRRWTA (SEQ ID NO: 14) con 3, 2 o 1 sustituciones, supresiones o
adiciones de aminoacidos. Una sustitucion de aminoacido puede ser una
sustitucion de aminoacido conservativa. Como alternativa, un miembro de
union especifica puede comprender un sitio de unién a antigeno de HER?2
modificado por ingenieria genética en una region de bucle estructural de un
dominio CH3 de un miembro de union especifica, en el que el sitio de unién a
antigeno de HER2 contiene las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID
NO: 12), NGQPE (SEQ ID NO: 13), y DRRRWTA (SEQ ID NO: 14) con 3,2 0 1
sustituciones, supresiones o adiciones de aminoacidos. Algunas variantes
también incluyen las que comprenden una secuencia de aminoacidos que es
idéntica en al menos un 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % a la SEQ ID
NO: 8. Las alteraciones normalmente no dan como resultado pérdida de
funcion, de modo que un miembro de unién especifica que comprende una

secuencia de aminoacidos alterada de este modo puede retener la capacidad
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para unirse a HER2. Por ejemplo, se puede unir a HER2 con la misma afinidad
que un miembro de union especifica en el que la sustitucion no se realiza.

Un miembro de unién especifica, que compite con un miembro de union
especifica que comprende un sitio de uniéon a antigeno de HER2 modificado
por ingenieria genética en una region de bucle estructural de un dominio CH3
del miembro de union especifica y que contiene las secuencias de aminoacidos
FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ ID NO: 14), o un miembro de
union especifica como se ha establecido anteriormente, por la unién a HER2,
comprende preferentemente un sitio de unién antigeno de HER2 modificado
por ingenieria genetica en una o mas, preferentemente dos, regiones de bucle
estructural de un dominio constante del miembro de union especifica. Mas
preferentemente, tal miembro de union especifica comprende un sitio de unién
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una o mas,
preferentemente dos, regiones de bucle estructural de un dominio CH3 del
miembro de union especifica. Los bucles estructurales en el dominio CH3 se
localizan en los restos 7-21 (bucle AB), 25-39 (bucle BC), 41-81 (bucle CD), 83-
85 (bucle DE), 89-103 (bucle EF) y 106-117 (bucle FG), en los que los restos
se numeran de acuerdo con el esquema de numeracion de IMGT
(ImMunoGeneTics) (documento WO 2006/072620 A1). Todavia mas
preferentemente, tal miembro de unién especifica comprende un sitio de unién
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en las regiones AB y EF
de bucle estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica. En
particular, tal miembro de unién especifica puede comprender un sitio de unién
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en los restos 14-18 y 92-

98 del dominio CH3 del miembro de unién especifica, en el que los restos se
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numeran de acuerdo con el esquema de numeracion de IMGT. Los restos 14-
18 se situan en el bucle AB vy los restos 92-98 se situan en el buque EF del
dominio CH3. Tal miembro de unién especifica puede comprender un sitio de
union antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en los restos 381-
385 y 440-450 del miembro de union especifica, en el que los restos se
numeran de acuerdo con KABAT. Los restos 381-385 se situan en el bucle AB
y los restos 440-450 se situan en el bucle EF del dominio CH3. Como
alternativa, tal miembro de unién especifica puede comprender un sitio de
union antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en las regiones de
bucle estructural AB, CD, y EF de un dominioc CH3 del miembro de union
especifica. EI miembro de union especifica que comprende un sitio de unién a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14), con el que el miembro de union especifica compite por la union a
HER2, es preferentemente un dimero de un polipéeptido de la SEQ ID NO: 8.
Algunos métodos adecuados para determinar si dos miembros de unién
especifica compiten por la unién a la misma diana, en este caso HERZ2, se
conocen bien en la técnica y serian evidentes para la persona experta. Tales
meétodos incluyen métodos de competicion que usan resonancia de plasmon
superficial (SPR), ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzima (ELISA),
separacion de células activadas por fluorescencia (FACS), o
inmunocitohistoquimica. Los métodos de resonancia de plasmoén superficial
(SPR) incluyen BlAcore. Por lo tanto, un miembro de union especifica que

compite con un segundo miembro de unién especifica por la unién a HERZ2,
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puede competir con el segundo miembro de union especifica por la union a
HER2, como se determina usando resonancia de plasmon superficial (SPR)
(pof ejemplo, BlAcore), un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA), separacion de celulas activadas por fluorescencia (FACS), o
inmunocitohistoquimica. Preferentemente, un miembro de union especifica que
compite con un segundo miembro de union especifica por la unién a HERZ2,
compite con el segundo miembro de unién especifica por la unién a HERZ2,
como se determina usando resonancia de plasmoén superficial (SPR), por
ejemplo BlAcore. Come se muestra en el Ejemplo 1 del presente documento,
trastuzumab y pertuzumab no compiten con el miembro de unién especifica
H561-4, que comprende un sitio de union antigeno de HER2 modificado por
ingenieria genética en una region de bucle estructural de su dominio CH3 que
contiene las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y
DRRRWTA (SEQ ID NO: 14), por la union a HER2.

Para los métodos de competicion enumerados anteriormente, el HER2
se inmoviliza en la superficie de chip (BlAcore), en una placa (ELISA), o se
presenta en una superficie celular (FACS e inmunchistoguimica). Uno de los
dos miembros de unién especifica a comparar se incuba a continuacion con el
HER2 inmovilizado durante un periodo de tiempo y a una concentracion que
conducia saturacion del antigeno de HER2, bloqueando de este modo todos
los epitopos de HER2 a los que se une este miembro de unién especifica.
Después, el segundo miembro de union especifica se incuba con el HER2
inmovilizado. La union del segundo miembro de union especifica al HER2
indica que los miembros de unién especifica se unen a diferentes epitopos en

HERZ2, mientras que si la segunda union no se une al HER2 inmovilizado, esto
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indica que el segundo miembro de unién especifica compite con el primer
miembro de union especifica por la unién a HER2, y que los dos miembros de
union especifica se unen (o se solapan) a los mismos epitopo sen HER2.

En ciertas realizaciones, un miembro de unién inhibe la unién de H561-4
a HER2 en al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas, como se
determina, por ejemplo, mediante Biacore, ELISA o FACS. En ciertas
realizaciones, H561-4 inhibe la unién del miembro de union a HER2 en al
menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas, como se determina, por
ejemplo, mediante Biacore, ELISA o FACS. En ciertas realizaciones, un
miembro de unidn inhibe la unién de H561-4 a HER2 en al menos un 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas, y H561-4 inhibe la uniéon del miembro de
union a HER2 en al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas,
como se determina, por ejemplo, mediante Biacore, ELISA o FACS (es decir, la
competicion se realiza de ambas formas).

En ciertas realizaciones, un miembro de union compite por la union a
HER2 con H561-4, pero no con trastuzumab o pertuzumab. En ciertas
realizaciones, un miembro de unidén no inhibe la unién de trastuzumab o
per’tuzumab a HER2 en mas de un 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, 10 % o inferior,
como se determina, por ejemplo, mediante Biacore, ELISA o FACS. En ciertas
realizaciones, trastuzumab o pertuzumab no inhiben la unién de H561-4 a
HER2 en mas de un 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, 10 % o inferior, como se
determina, por ejemplo, mediante Biacore, ELISA o FACS. En ciertas
realizaciones, un miembro de unién inhibe la uniéon de H561-4 a HER2 y/o
H561-4 inhibe la unién del miembro de union en al menos un 50 %, 60 %,

70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas, pero no inhibe la union de trastuzumab o
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pertuzumab y/o el HER2 y/o trastuzumab o pertuzumab no inhibe la unién de
H561-4 a HER2 en mas de un 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, 10 % o inferior, como
se determina, por ejemplo, mediante Biacore, ELISA o FACS. Por ejemplo, un
miembro de union inhibe la union de H561-4 a HER2 y/o H561-4 inhibe la union
del miembro de union en al menos un 50 %, pero no inhibe la union de
trastuzumab o pertuzumab a HERZ2 y/o trastuzumab o pertuzumab no inhibe la
unién de H561-4 a HERZ2 en mas de un 50 %, como se determina, por ejemplo,
mediante Biacore, ELISA o FACS. En otro ejemplo, un miembro de unién inhibe
la union de H561-4 a HER2 y/o H561-4 inhibe la union del miembro de union en
al menos un 90 %, pero no inhibe la unién de trastuzumab o pertuzumab a
HER?2 y/o trastuzumab o pertuzumab no inhibe la unién de H561-4 a HER2 en
mas de un 10 %, como se determina, por ejemplo, mediante Biacore, ELISA o
FACS.

Un miembro de unién especifica como se denomina en el presente
documento se puede unir al HER2 dimérico. EI miembro de union especifica se
puede unir al HER2 dimérico con una afinidad de 1 nM, o una afinidad que es
mas elevada. El miembro de union especifica se puede unir preferentemente a
HER2 dimeérico en comparacion con HER2 monomérico. Preferentemente, el
miembro de union especifica se une al mismo epitopo en el dominio de
extracelular de HER2 como un dimero de un polipéptido de la SEQ ID NO: 8. El
epitopo puede ser un epitopo conformacional, es decir no lineal. El epitopo
puede alcanzar los dominios 1y 3 de HER2. El epitopo puede comprender, o
consistir en, las SEQ ID NO: 15, 16 y 17. El epitopo puede comprender, o
consistir en, los aminoacidos 13 a 27, 31 a 45, y 420 a 475 del dominio de

extracelular de HER2. Como alternativa, el epitopo se puede localizar dentro de
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las SEQ ID NO: 15, 16 y 17, o los aminoacidos 13 a 27, 31 a 45, y 420 a 475
del dominio de extracelular de HER2. La secuencia del dominio de extracelular
de HER2 se muestra en la SEQ ID NO: 18.

En la técnica se conocen bien algunos métodos para determinar si dos
miembros de unién especifica se unen al mismo epitopo y serian evidentes
para la persona experta. Tales métodos incluyen Pepscan, espectrometria de
masas con intercambio de hidrogeno/deuterio (HDX-MS), y cristalografia de
rayos X. En estudios de formacion de mapas de epitopos, un antigeno, en este
caso HER2, se puede dividir en regiones pequenas, es decir péptidos o
dominios, y a continuacion se puede someter a ensayo por la unién al miembro
de union especifica. Las regiones que muestran union se pueden usar para
deducir el epitopo unido mediante el miembro de union especifica. La
comparacion de las regiones que se unen a los miembros de union especifica
diferentes se puede usar para comparar epitopos. Como alternativa, se pueden
realizar mutaciones en el antigeno, aqui HER2, y a continuacion someter a
ensayo la unién a un miembro de unién especifica. Se indica que algunas
mutaciones de restos que provocan una perdida de union forman parte del
epitopo unido mediante el miembro de unién especifica. Sin embargo, se debe
tener cuidado para asegurar que una mutacion no provoca una pérdida general
en la estructura del HER2. En cristalografia de rayos X, el antigeno, aqui
HER2, y el miembro de union especifica se cristalizan como un complejo. Los
datos del cristal se usan a continuacion para determinar el epitopo unido
mediante el miembro de union especifica. Los epitopos de HER2 unidos
mediante dos miembros de unién especifica diferentes se pueden comparar a

continuacion.
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En la técnica se conocen bien algunos métodos para determinar el
numero de copias del gen HER2 y serian evidentes para la persona experta.
Por ejemplo, el nimero de copias del gen HER2 se puede determinar usando
hibridacion in situ con fluorescencia (FISH), hibridacion in situ cromogeénica
(CISH), o reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR). Un estudio
anterior informaba que el GCN de HER2 determinado por CISH y FISH se
correlaciona en gran medida como se muestra mediante analisis de regresion
lineal (Garcia-Caballero et al, 2010). Algunos estudios adicionales
demostraban que el estado de amplificacion de HER2 determinado por los dos
métodos también tiene una fuerte correlacion (Arnould et al., 2012; Mollerup et
al, 2012). Por lo tanto, se espera que el GCN de HER2 determinado por CISH
sea similar al GCN determinado por FISH. Preferentemente, el niumero de
copias del gen HER2 se determina usando FISH. Del mismo modo, en la
técnica se conocen algunos métodos para determinar los niveles de ARNm de
HER2 y deberian ser evidentes para la persona experta. Por ejemplo, el nivel
de ARNm de HER2 se puede determinar usando PCR de transcripcién inversa
(RT-PCR) seguido de PCR cuantitativa (QPCR). La sobreexpresion del gen
HER2 se puede medir mediante inmunohistoquimica (IHC) para determinar la
cantidad de HER2 expresado en la superficie celular,

FISH usa sondas etiquetadas con fluorescencia para detectar
secuencias de ADN en particular en muestras de tejido mediante microscopia
de fluorescencia. FISH se usa para determinar de forma cuantitativa la
amplificacion del gen HER2 en muestras de ensayo de tejido de cancer fijado
con formalina, embebido en parafina (FFPE) usando sondas especificas que se

hibridan con secuencias de HER2. Existen diferentes métodos aprobados por
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la FDA para realizar FISH para determinar el GCN de HER2 (Press et al, 2002).
En un método, los nimeros tanto de HER2 como del cromosoma 17 se miden y
se comparan, para determinar el GCN medio de HER2 por celula tumoral en
las muestras. Las sondas CEP17 (sondas de recuento de cromosomas, que
son sondas de ADN etiquetadas directamente con fluorescencia especificas
para la secuencia de ADN del satélite alfa en la region centromerica del
cromosoma 17) se pueden usar en este ensayo con un control interno para
aneuploidia cromosémica. El gen HER2 y CEP17 se etiqueta con diferentes
fluoroforos y se pueden visualizar usando filtros especificos para el
microscopio. La medida de la amplificacion del gen HER2 se basa en la
proporcion entre el nimero de copias de HER2 con respecto a las copias de
CEP17 y se hace recuento con microscopio, eliminando de este modo la
aneuploidia del cromosoma 17 como una fuente de aumento del GCN de
HER2. Cuando, por ejemplo, la proporcion es igual o superior a 10, el GCN
medio de HER2 por célula tumoral/cancerigena es superior o igual a 10. Un
numero de copias del gen HER2, o numero medio de HER2, por célula
tumoral/cancerigena, como se denomina en el presente documento, por lo
tanto puede excluir cualquier aumento en el numero de copias del gen HER2
debido a la aneuploidia cromosomica, en particular aneuploidia del cromosoma
17. Como alternativa, en un método preferente, el numero total de copias del
gen HER2 se puede determinar mediante recuento directo de las sefales de
HER2 sin normalizacién con respecto a la sefial de CEP17. Este método es
preferente porque el recuento del numero total de copias del gen HER2 fue
evitar resultados de falso positivo o falso negativo debidos a la pérdida o

aumento de la region pericentromérica del cromosoma 17 que se observa mas
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normalmente que la polisomia verdadera (duplicacion de todo el cromosoma)
que puede dar como resultado alteraciones en la proporcion de HER2/CEP17
(Wolff et al, 2013; Hanna et al., 2014). Como una alternativa adicional, se
puede realizar FISH usando solamente una sonda de HER2 en FFPE como un
método indirecto para localizacion del gen HER2 (Press et al, 2002).

Se ha encontrado que el niimero de copias de genes obtenidas por FISH
y qPCR para un tumor en particular es altamente correlativo (véase el Ejemplo
9). Por lo tanto, es posible la conversién entre valores de GCN obtenidos
mediante diferentes métodos, (por ejemplo, FISH y gPCR).

También se proporciona el uso de un miembro de unién especifica que
comprende un sitio de unién al antigeno de HER2 modificado por ingenieria
genética en una regiéon de bucle estructural de un dominio constante, por
ejemplo el dominio CH3, del miembro de unién especifica, asi como un
miembro de unién especifica que compite con tal miembro de union especifica
por la unién a HERZ2, en la preparacion de un medicamento para tratamiento de
cancer en un paciente, en el que el cancer tiene un numero de copias del gen
HERZ2, por ejemplo un nimero medio de copias del gen HER2, superior o igual
a 10 por célula tumoral, y/o en el que el cancer tiene un nivel elevado de ARNm
de HER2.

La presente invencion también proporciona el uso de un miembro de
union especifica que se une a HERZ2 en la preparacion de un medicamento
para el tratamiento de cancer en un paciente, en el que dicho cancer tiene un
numero de copias del gen HER2, por ejemplo un niumero medio de copias del
gen HER2, superior o igual a 10 por célula tumoral, y/o el cancer tiene un nivel

elevado de ARNm de HER2, y en el que el miembro de unién especifica es:
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(a) un miembro de unién especifica que comprende un sitio de union a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); 0

(b) un miembro de unién especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la unién a HER2.

También se proporciona el uso de un miembro de unién especifica que
se une a HER2 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
cancer en un paciente, en el que se ha determinado que una muestra de tumor
obtenida de dicho paciente tiene un nimero medio de copias del gen HER2
superior o igual a 10 por célula tumoral, y/o en el que se ha determinado que
una muestra de tumor obtenida de dicho paciente tiene un nivel elevado de
ARNm de HER2, y en el que el miembro de union especifica es:

(a) un miembro de union especifica que comprende un sitio de union a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de unién especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de union especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la unién a HER2.

Ademas se proporciona el uso de un miembro de unién especifica que
se une a HER2 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
cancer en un paciente, tratamiento que comprende:

(i) determinar el niumero de copias de genes, por ejemplo el numero

J 1
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medio de copias de genes, del gen HER2 por célula tumoral en una muestra de
tumor obtenida del paciente; y

(ii) tratar a dicho paciente con dicho miembro de union especifica si el
numero de copias del gen HER2, por ejemplo el nimero medio de copias del
gen HER2, es superior o igual a 10 por célula tumoral;
en el que el miembro de unién especifica es:

(a) un miembro de unién especifica que comprende un sitio de union a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de union especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la union a HERZ.

También se proporciona el uso de un miembro de union especifica que se une
a HER2 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de cancer en
un paciente, tratamiento que comprende:

(i) determinar el nivel de ARNm de HERZ2 en una muestra de tumor
obtenida del paciente; y

(ii) tratar a dicho paciente con dicho miembro de union especifica si el
nivel de ARNm de HER2 es elevado; en el que el miembro de union especifica
es.

(a) un miembro de union especifica que comprende un sitio de union a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genetica en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de unién especifica y que contiene

las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
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ID NO: 14); 0

(b) un miembro de union especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la union a HER2.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un metodo para el
tratamiento de cancer en un paciente, en el que dicho cancer tiene un numero
de copias del gen HERZ2, por ejemplo un numero medio de copias del gen
HER2, superior o igual a 10 por célula tumoral, y en el que el método
comprende la administracion al paciente de una cantidad terapéuticamente
eficaz de:

a) un miembro de unién especifica que comprende un sitio de unién a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de unidon especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de union especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la unién a HER2.

Se puede haber determinado que una muestra de tumor obtenida de
dicho paciente tiene un numero de copias del gen HER2, por ejemplo un
numero medio de copias del gen HER2, superior o igual a 10 por célula
tumoral. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un método para el
tratamiento de cancer en un paciente, en el que se ha determinado que una
muestra de tumor obtenida de dicho paciente tiene un numero medio de copias
del gen HER2 superior o igual a 10 por celula tumoral, and en el que el método
comprende la administracion al paciente de una cantidad terapeuticamente

eficaz de:
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a) un miembro de union especifica que comprende un sitio de union a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de unién especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la union a HER2.

Como alternativa, el método puede comprender:

(iy determinar el niumero de copias de genes, por ejemplo el numero
medio de copias de genes, del gen HER2 por célula tumoral en una muestra de
tumor obtenida del paciente; y

(ii) tratar a dicho paciente con dicho miembro de unién especifica si el
numero de copias del gen HER2, por ejemplo el nimero medio de copias del
gen HER2, es superior o igual a 10 por célula tumoral.

Por lo tanto, la presente invenciéon también proporciona un meétodo para
el tratamiento de cancer en un paciente, en el que el método comprende:

(i) determinar el nimero de copias de genes, por ejemplo el numero
medio de copias de genes, del gen HER2 por célula tumoral en una muestra de
tumor obtenida del paciente; y

(i) administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del miembro de
union especifica al paciente si el nimero de copias del gen HER2, por ejemplo
el nimero medio de copias de genes, es superior o igual a 10 por célula
tumoral, en el que el miembro de unioén especifica es:

a) un miembro de unién especifica que comprende un sitio de unién a

antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
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estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de unidén especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la union a HERZ2.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un metodo para el
tratamiento de cancer en un paciente, en el que dicho cancer tiene un nivel
elevado de ARNm de HER2, y en el que el método comprende la
administracion al paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de:

a) un miembro de unién especifica que comprende un sitio de union a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de union especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la union a HER2.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un miembro de union
especifica que se une a HER2 para su uso en un método para el tratamiento de
cancer en un paciente, en el que dicho cancer tiene un nivel elevado de ARNm
de HER2, y en el que el miembro de unién especifica es:

(a) un miembro de unién especifica que comprende un sitio de union a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de unién especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14): o
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(b) un miembro de union especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la union a HERZ2.

Se puede deber determinado que las muestras de tumor obtenidas de
dicho paciente tienen niveles elevados de ARNm de HERZ2. Por lo tanto, la
presente invencion proporciona un método para el tratamiento de cancer en un
paciente, en el que se ha determinado que una muestra de tumor obtenida de
dicho paciente tiene un nivel elevado de ARNm de HER2, y en el que el
método comprende la administracion al paciente de una cantidad
terapéuticamente eficaz de:

a) un miembro de unién especifica que comprende un sitio de unién a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); 0

(b) un miembro de unidn especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la union a HERZ2.

Como alternativa, el método puede comprender:

(i) determinar el nivel de ARNm de HER2 en una muestra de tumor
obtenida del paciente; y

(i) tratar a dicho paciente con dicho miembro de union especifica si los
niveles de ARNm de HER2 son elevados.

Por lo tanto, la presente invencion también proporciona un método para
el tratamiento de cancer en un paciente, en el que el método comprende:

(i) determinar el nivel de ARNm de HER2 en una muestra de tumor

obtenida del paciente; y
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(i) administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del miembro de
unién especifica al paciente si el nivel de ARNm de HER2 es elevado, en el
que el miembro de unién especifica es:

a) un miembro de union especifica que comprende un sitio de union a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genetica en una regién de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14): o

(b) un miembro de union especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la unién a HER2.

Los miembros de union especifica que se describen en el presente
documento se disefian para su uso en métodos de tratamiento de pacientes,
preferentemente pacientes humanos. Algunos miembros de union especifica
normalmente se administraran en forma de una composicion farmacéutica, que
puede comprender al menos un componente ademas del miembro de union
especifica. Por lo tanto, las composiciones farmacéuticas que se describen en
el presente documento, y para su uso de acuerdo con la presente invencion,
pueden comprender, ademas del principio activo, un excipiente, un vehiculo, un
tampon, un estabilizante u otros materiales farmacéuticamente aceptables muy
conocidos por los expertos en la materia. Tales materiales no deberian ser
toxicos y no deberian interferir con la eficacia del principio activo. La naturaleza
exacta del vehiculo u otro material dependera de la via de administracién, que
puede ser mediante inyeccion, por ejemplo, intravenosa o subcutanea. El
miembro de union especifica se puede administrar por via intravenosa, o por

via subcutanea.
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Las composiciones farmacéuticas liquidas por lo general comprenden un
vehiculo liquido tal como agua, vaselina, aceites animales o vegetales, aceite
mineral o aceite sintético. También se puede incluir solucién salina fisiologica,
dextrosa u otra solucién de sacarido o glicoles tales como etilenglicol,
propilenglicol o polietilenglicol.

Para inyeccion intravenosa, o inyeccion en el sitio del malestar, el
principio activo estara en forma de una solucion acuosa apirégena,
parenteralmente aceptable, y tiene un pH, una isotonicidad y una estabilidad
adecuados. Las personas con experiencia relevante en la materia seran muy
capaces de preparar soluciones adecuadas usando, por ejemplo, vehiculos
isotonicos, tales como Inyeccion de Cloruro Sédico, Inyeccion de Ringer,
Inyeccion de Ringer Lactada. Si fuera necesario, se pueden usar conservantes,
estabilizantes, tampones, antioxidantes y/o otros aditivos. Los expertos en la
materia conocen muchos métodos para la preparacion de formulaciones
farmacéuticas. Véase por ejemplo Robinson ed., Sustained and Controlled
Release Drug Delivery Systems, Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

Una composicion que comprende un conjugado de acuerdo con la
presente invencién se puede administrar sola o en combinacion con otros
tratamientos, de forma simultanea o de forma secuencial o como una
preparacion combinada con otro agente o agentes terapéuticos, dependiendo
de la afeccion a tratar. Por ejemplo, un miembro de unién especifica para uso
en la invencion se puede usar en combinacién con un agente terapéutico
existente para la enfermedad a tratar. Por ejemplo, como miembro de union
especifica se puede administrar en combinacion con acetato de abitaterona

(Zytiga), afatinib, aflibercept, anastrozol, bevacizumab, bicalutamida,
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inhibidores de BRAF, carboplatino, capecitabina, cetuximab, cisplatino,
crizotinib, ciclofosfoamida, docetaxel, doxorrubicina liposomal pegilada,
enzalutamida (XTANDI), epirrubicina, mesilato de eribulina, erlotinib, etopdsido,
everolimus, exemestano, FOLFIRI, FOLFOX, fluoracilo, 5-fluorouracilo,
flutamida, fulvestrant, gefitinib, gemcitabina, goserelina, inhibidores de la ruta
de hedgehog, irenotecan, ixabepilona, lapatinib, letrozol, leucovorina,
leuprorelina, metotrexato, mitoxantrona, oxaliplatino, paclitaxel, nanoparticulas
de paclitaxel unidas a albimina, panitumumab, pemetrexed, pertuzumab,
prednisona, dicloruro de radio Ra 223 (Inyeccion de Xofigo), ramucirumab,
regorafenib, S-1, tamoxifeno, topotecan, trastuzumab DM-1, triptorelina, o
vinorelbina.

La administracion se puede realizar en una "cantidad terapeuticamente
eficaz", siendo esta suficiente para mostrar beneficio a un paciente. Tal
beneficio puede ser al menos la mejora de al menos un sintoma. Por lo tanto
“tratamiento” de una enfermedad especificada se refiere a mejora de al menos
un sintoma. La cantidad real administrada, y la tasa y periodo de tiempo de
administracion, dependeran de la naturaleza y gravedad de lo que se esta
tratando, el paciente en particular que se esta tratando, la afeccion clinica del
paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de administracion de la
composicion, el tipo de conjugado, el método de administracion, la
programacion de administracion y otros factores conocidos por los expertos en
medicina. La prescripcion del tratamiento, por ejemplo decisiones sobre
dosificacion etc., esta dentro de la responsabilidad de los expertos generales y
los doctores en medicina, y puede depender de la gravedad de los sintomas

y/o evolucion de una enfermedad que se estd tratando. En la técnica se
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conocen bien algunas dosis apropiadas de anticuerpo (Ledermann et al. (1991)
Int. J. Cancer 47: 659-664; y Bagshawe et al (1991) Antibody,
Immunoconjugates and Radiopharmaceuticals 4: 915-922). Se pueden usar
dosificaciones especificas indicadas en el presente documento, o en la
Physician's Desk Reference (2003) si fuera apropiado para el tipo de
medicamento que se esta administrando. Una cantidad terapéuticamente eficaz
o dosis adecuada de un miembro de unién especifica se puede determinar por
comparacién de su actividad in vitro y su actividad in vivo en un modelo animal.
Se conocen algunos métodos para extrapolacion de dosificaciones eficaces en
ratones y otros animales de ensayo para seres humanos. La dosis precisa
dependera del numero de factores, que incluyen ya sea el tamano y la
localizaciéon de la zona a tratar, y la naturaleza precisa del miembro de unién
especifica. Los tratamientos se pueden revertir a intervalos diarios, dos veces a
la semana, semanalmente o mensualmente, de acuerdo con el criterio del
médico. El tratamiento se puede administrar antes, y/o después de cirugia, y se
puede administrar o aplicar directamente en el sitio anatémico del tratamiento
quirurgico.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un meétodo para
identificar un cancer en un paciente que es susceptible al tratamiento con:

(a) un miembro de union especifica que comprende un sitio de unién a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una regién de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de union especifica que compite con un miembro de

\3/’ C)
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union especifica de acuerdo con (a) por la unién a HER2; comprendiendo el
método:

(i) determinar el nimero de copias de genes, por ejemplo el nimero
medio de copias de genes, del gen HER2 por célula tumoral en una muestra de
tumor obtenida del paciente, en la que un nimero de copias de genes, por
gjemplo un numero medio de copias de genes, superior o igual a 10 por célula
tumoral indica que el cancer es susceptible de tratamiento con el miembro de
union especifica.

Un método para identificar un cancer en un paciente que es susceptible
de tratamiento puede comprender adicionalmente (ii) seleccionar dicho
paciente para tratamiento con el miembro de unidon especifica si el numero de
copias del gen HER2, por ejemplo el nimero medio de copias del gen HER2,
es superior o igual a 10 por célula tumoral.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para
predecir la respuesta de un cancer al tratamiento con:

(a) un miembro de unién especifica que comprende un sitio de union a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una regiéon de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de unién especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de unién especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la unién a HER2; comprendiendo el
metodo:

(1) determinar el numero de copias del gen HER2, por ejemplo el nimero

medio de copias del gen HER2, del gen HER2 por célula tumoral en una
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muestra de tumor obtenida de un paciente, en la que un niumero de copias de
genes, por ejemplo el numero medio de copias del gen HER2, superior o igual
a 10 por célula tumoral indica que el cancer es susceptible de tratamiento con
el miembro de unién especifica, y en la que el numero de copias de genes, por
ejemplo el numero medio de copias del gen HER2, inferior a 10 por célula
tumoral indica que el cancer no es susceptible de tratamiento con el miembro
de union especifica.

Un método para predecir la respuesta de un cancer al tratamiento puede
comprender adicionalmente:

(il) seleccionar dicho cancer para tratamiento con el miembro de unién
especifica si el numero de copias del gen HER2, por ejemplo el nimero medio
de copias del gen HER2, es superior o igual a 10 por célula tumoral.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para
identificar un cancer en un paciente que es susceptible de tratamiento con:

(a) un miembro de unidén especifica que comprende un sitio de unién a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una regién de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de union especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la unién a HER2; comprendiendo el
meétodo:

(1) determinar el nivel de ARNm de HER2 en una muestra de tumor
obtenida del paciente,

en la que un nivel elevado de ARNm de HER2 indica que el cancer es

A
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susceptible de tratamiento con el miembro de union especifica.

Un método para identificar un cancer en un paciente que es susceptible
de tratamiento puede comprender adicionalmente (i) seleccionar dicho
paciente para tratamiento con el miembro de unién especifica si el nivel de
ARNm de HER2 de la muestra de tumores es elevado.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para
predecir la respuesta de un cancer a tratamiento con:

(a) un miembro de union especifica que comprende un sitio de union a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de unién especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de unién especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la unién a HER2; comprendiendo el
metodo:

(i) determinar el nivel de ARNm de HER2 en una muestra de tumor
obtenida de un paciente, en la que un nivel elevado de ARNm de HER2 en la
muestra de tumor indica que el cancer es susceptible de tratamiento con el
miembro de union especifica.

Un método para predecir la respuesta de un cancer a tratamiento puede
comprender adicionalmente:

(i) seleccionar dicho cancer para tratamiento con el miembro de unién
especifica si el nivel de ARNm de HER2 en la muestra de tumor es elevado.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un miembro de union

especifica que se une a HER2, en el que el miembro de union especifica es un

3.2
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dimero de un polipéptido de la SEQ ID NO: 8. Por ejemplo, el miembro de
unién especifica puede ser un dimero formado por dos polipéptidos de la SEQ
ID NO: 8, tal como un dimero que consiste en dos polipeptidos, en el que cada
polipéptido consiste en la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 8 (tal miembro
de unién especifica también se denomina H561-4 en el presente documento).

También se proporciona una composicion farmacéutica que comprende
el miembro de union especifica de la invencion. La composicion farmacéutica
puede comprender el miembro de union especifica de la invencion y un
excipiente farmacéuticamente aceptable. También se proporciona un acido
nucleico que codifica el miembro de union especifica de la invencion.
Preferentemente, el acido nucleico compendio consiste en la secuencia de la
SEQ ID NO: 1. Esta secuencia de nucleotidos se ha optimizado para expresion
en células de Ovario de Hamster Chino (CHO) pero la persona experta no
tendria dificultad para disefiar otras secuencias de nucledtidos que codifiquen
el miembro de union especifica de la invencion. Tambien se proporciona un
vector que comprende un acido nucleico que codifica el miembro de unién
especifica de la invencion, como es una célula hospedadora que comprende un
vector o acido nucleico de la invencion.

La presente invencion también proporciona un método para producir el
miembro de union especifica de la invencion, que comprende el cultivo de la
célula hospedadora recombinante de la invencion en condiciones para
produccion del miembro de unién especifica. EIl método puede comprender
adicionalmente aislar y/o purificar el miembro de union especifica. El método
también puede comprender la formulacion del miembro de unién especifica en

una composicion farmacéutica.
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Breve Descripcion de las Figuras

La Figura 1 muestra un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de
H561-4 (H561-4) del fragmento de Fc de unidn a antigeno con la secuencia de
aminoacidos de IgG1 de tipo silvestre (WT) en la misma region. Los
aminoacidos se numeran de acuerdo con Kabat - l[a numeracion de Kabat se
muestra por encima de las secuencias alineadas (Nota: la numeraciéon de
Kabat no tiene los restos 293-294, 297-298, 315-316, 356,362, 380, 403-404,
409, 412-413, 429, 431-431 en IgG1). Parte del bucle AB se muestra en
negrita, y parte del bucle EF se muestra inédita y con doble subrayado.

La Figura 2 demuestra que H561-4 se une a un epitopo diferente en
HER2 que trastuzumab o pertuzumab. La Figura 2A muestra un analisis de
resonancia de plasmon superficial (SPR) de competicidon de epitopos de
trastuzumab y H561-4 usando BlAcore. Un chip de CM5 BlAcore revestido con
1000 RU de HER2 ECD se saturd con trastuzumab (TR) mediante inyeccion de
10 pg/ml de trastuzumab durante 3 min seguido de una segunda inyeccion de
trastuzumab a 10 ug/ml que muestra que el chip de HER2 se satura con
trastuzumab después de la primera inyeccion (linea de puntos de color negro).
Un chip de CM5 BlAcore revestido con 1000 RU de HER2 ECD se saturd con
trastuzumab mediante inyeccion de 10 pg/ml de trastuzumab durante 3 min
seguido de una segunda inyeccion de una mezcla de H561-4 (10 pg/ml) y
trastuzumab (10 ug/ml) que muestra que cuando un chip de HER2 se satura
con trastuzumab H561-4 todavia es capaz de unirse (linea continua de color
negro). Un chip de CMS BlAcore revestido con 1000 RU de HER2 ECD se
saturé con H561-4 mediante inyeccién de 10 pg/ml de H561-4 durante 3 min

seguido de una segunda inyeccion de H561-4 (10 pg/ml) que muestra que el
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chip de HER2 se satura con H561-4 después de la primera inyeccion (linea
discontinua de color negro). Un chip de CM5 BlAcore revestido con 1000 RU
de HER2 ECD se saturd con H561-4 mediante inyeccion de 10 pug/ml de H561-
4 durante 3 min seguido de una segunda inyeccion de una mezcla de
trastuzumab (10 pg/ml) y H561-4 (10 pg/ml) que muestra que cuando un chip
de HER2 se satura con H561-4 trastuzumab todavia es capaz de unirse (linea
de color negro discontinua ancha). La Figura 2B muestra un analisis de SPR
de competicion de epitopos de pertuzumab (PE) y H561-4 usando Octet. Una
punta revestida con estreptavidina se cargd mediante incubacion en biot-HER?2
durante 30 min y a continuacién se lavo durante 1 minuto en tampon. HERZ2 se
saturd con pertuzumab mediante incubacion de pertuzumab 325 nM durante 30
min seguido de una segunda incubacion de pertuzumab a 325 nM que muestra
que la punta revestida con HER2 se satura con pertuzumab después de la
primera incubacion (linea de color gris). Una punta revestida con estreptavidina
se cargé mediante incubacion en biot-HER?2 durante 30 min, y a continuacion
se lavo durante 1 minuto en tampon. HER2 se saturd con pertuzumab mediante
incubacion de pertuzumab 325 nM durante 30 min seguido de una segunda
incubacion de H561-4 a 325 nM y pertuzumab a 325 nM que muestra que una
punta revestida con HER2 saturada con pertuzumab todavia es capaz de
unirse a H561-4 (linea de color negro). La Figura 2C muestran la region de
union predicha de H561-4 (dominio transmembrana 1 y 3 de etiquetado de
color negro) en el dominio extracelular de HER2. El epitopo de union de H561-
4 se predijo usando tecnologia Pepscan CLIPS (Chemical Linkage of Peptides
onto Scaffolds). Los dominios HER2 se indican con numeros romanos. La tabla

en la Figura 2C indica las secuencias lineales predichas para cada uno de los

L~
f)—-‘



10

13

20

28

epitopos de union de H561-4, que en conjunto forman los dominios
transmembrana 1y 3 de bolsillo de unioén.

La Figura 3 demuestra que H561-4 induce apoptosis y conduce a
internalizacion y degradacién de HER2. La Figura 3A muestra que el
tratamiento con H561-4 de células SKBr3 provocaba una reduccion en el
numero total de células y en el porcentaje de células viables. La tincién con Pl y
Anexina V mostraba un aumento de las células apoptéticas y necroéticas tardias
después de tratamiento con H561-4. La Figura 3B muestra que el tratamiento
con H561-4 de células SKBr3 provocaba una reduccién de HER2 total y de
HER?2 fosforilado. La Figura 3C muestra que el tratamiento con H561-4 de
células SKBr3 provocaba una reduccion de HER2 de superficie celular y de
HER2 total. Una reduccion en Her2 de este tipo no se observé en células
SKBr3 tratadas con trastuzumab, fragmento de Fc de union a antigeno de tipo
silvestre (WT) (SEQ ID NO: 19), o un control de IgG1 (IgG), o célula sin tratar.
La Figura 3D muestra que la actividad de la caspasa 3/7 se induce mediante
tratamiento con H561-4 de células SKBr3 pero no mediante tratamiento de
células SKBr3 con trastuzumab, fragmento de Fc de union a antigeno de wt,
y/o control de IgG1 (ctrl).

La Figura 4 demuestra la eficacia del tratamiento con H561-4 del
paciente humano derivado de modelos de xenoinjerto tumoral (PDX) con
nimeros de copias del gen HER2 superiores o iguales a 10. La Figura 4A
muestra datos de respuesta tumoral in vivo de tumor gastrico (GXF281) con un
numero elevado de copias del gen HER2 (GCN de HER2 = 15 copias por
célula). Las flechas indican los dias de tratamiento. La Figura 4B muestra

datos de respuesta tumoral in vivo de tumor gastrico (GXA3039) con numero
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elevado de copias del gen HER2 (GCN de HER2 = 25 copias por célula). Las
flechas indican los dias de tratamiento. La Figura 4C muestra datos de
respuesta tumoral in vivo de tumor colorrectal (CXF1991) con numero elevado
de copias del gen HER2 (GCN de HER2 = 32 copias por celula). Las flechas
indican los dias de tratamiento. La Figura 4D muestra datos de respuesta
tumoral in vivo de tumor colorrectal (CXF2102) con numero elevado de copias
del gen HER2 (GCN de HER2 = 35 copias por celula). Las flechas indican los
dias de tratamiento. La Figura 4E muestra datos de respuesta tumoral in vivo
de tumor gastrico (GXA3054) con numero elevado de copias del gen HER2
(GCN de HER2 = 76 copias por celula). Las flechas indican los dias de
tratamiento. La Figura 4F muestra datos de respuesta tumoral in vivo de tumor
gastrico (GXA3038) con numero elevado de copias del gen HER2 (GCN de
HER2 = 29 copias por célula). Las flechas indican los dias de tratamiento. La
Figura 4G muestra datos de respuesta tumoral in vivo de tumor de mama
(HBCx-13B) con numero elevado de copias del gen HER2 (GCN de HER2 = 23
copias por célula). Las flechas indican los dias de tratamiento. La Figura 4H
muestra datos de respuesta tumoral in vivo de tumor gastrico (GA0060) con
numero elevado de copias del gen HER2 (GCN de HER2 = 43 copias por
célula). Las flechas indican los dias de tratamiento. Las barras de error en las
Figuras 4A-H representan el error tipico de la media (ETM).

La Figura 5 muestra que H561-4 supera la resistencia de trastuzumab
mas pertuzumab (TR+PE) en modelo de PDX gastrico de GXF281 (GCN de
HER2 por célula = 25). Los ratones se trataron por via intravenosa (i.v.) con
compuestos enumerados en la leyenda (*/" separa los compuestos de

dosificacion del primer ciclo de tratamiento de los del segundo ciclo). Las
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flechas indican el programa de dosificacion. Después de que los tumores
implantados alcanzaran el volumen medio de 100 mm?®, estos se trataron con 4
dosis semanales de terapia de combinacion con TR+PE (o 4 dosis semanales
de H561-4 como un control). Los tumores tratados con TR+PE continuaron
creciendo aunque a una tasa menor. Un intervalo de 33 dias se implemento
para permitir la eliminacion de estos anticuerpos antes del segundo ciclo de
dosificacion. Después del intervalo, si el volumen medio del tumor alcanzaba
un tamano superior a 500 mm®, los ratones se volvian a dosificar
semanalmente con TR+PE o con H561-4. Las barras de error representan el
error tipico de la media (ETM).

La Figura 6 muestra un diagrama de dispersion de los valores de T/C de
tratamiento con H561-4 y trastuzumab en modelos de PDX con numeros de
copias del gen HER2 (GCN) superiores o iguales a 10, en comparacion con
modelos de PDX con GCN inferiores a 10. Los valores de P se calcularon
mediante el ensayo T para muestras no relacionadas o independientes usando
el software Graphpad prism.

La Figura 7 muestra un diagrama de dispersién de los valores de T/C de
tratamiento con H561-4 y trastuzumab en modelos de PDX con los niveles de
ARNm de HER2 (ARNm) superiores o iguales a 200, en comparacion con
modelos de PDX con niveles de ARNm inferiores a 200. Los valores de P se
calcularon mediante el ensayo T para muestras no relacionadas o
independientes usando el software Graphpad prism.

La Figura 8 muestra un diagrama de dispersion de los valores de T/C de
tratamiento con H561-4 y trastuzumab en modelos de PDX con GCN de HER2

superiores a 10 en comparacion con modelos de PDX con GCN inferior a 10.
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Los valores de T/C se calcularon usando la ecuacion T/C actualizada. Los
valores de P se calcularon mediante el ensayo T para muestras no
relacionadas o independientes usando el software Graphpad prism.

La Figura 9 muestra un diagrama de dispersién de los valores de T/C de
tratamiento con H561-4 y trastuzumab en modelos de PDX con el nivel de
ARNm de HER2 superior o igual a 200 en comparaciéon con modelos de PDX
con el nivel de ARNm de HER?2 inferior a 200. Los valores de T/C se calcularon
usando la ecuacion T/C actualizada. Los valores de P se calcularon mediante
el ensayo T para muestras no relacionadas o independientes usando el
software Graphpad prism.

La Figura 10 muestra un diagrama de dispersion de los valores de T/C
de tratamiento con H561-4 y trastuzumab en modelos de PDX con GCN de
HER2 superior a 18 como se determina mediante FISH en comparacién con
modelos de PDX con GCN inferior a 18. Los valores de P se calcularon
mediante el ensayo T para muestras no relacionadas o independientes usando
el software Graphpad prism.

La Figura 11 muestran diagramas de dispersion del numero de copias
de genes determinado por FISH y gPCR en cada uno de los 17 modelos de
tumor de PDX. Los GCN determinado por los dos métodos son altamente
correlativos basandose en el analisis de correlacion (Pearson r = 0,90;
p <0,0001; 95 % de Cl = 0,74-0,96).

La Figura 12 muestra un diagrama de dispersion de los valores de T/C
de tratamiento con H561-4 y trastuzumab en modelos de PDX con
sobreexpresion de proteina HER2 positiva en comparacion con modelos de

PDX con sobreexpresion de proteina HER2 negativa. Los valores de P se
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calcularon mediante el ensayo T para muestras no relacionadas o
independientes usando el software Graphpad prism.

Algunos aspectos y realizaciones adicionales de la invencion seran
evidentes para los expertos en la materia dada la presente divulgacion que
incluye los siguientes ejemplos experimentales.

Cuando “y/o” se usa en el presente documento se va a tomar como
divulgacion especifica de cada una de las dos caracteristicas o componentes
especificados con o sin el otro. Por ejemplo “A y/o B" se va a tomar como
divulgacién especifica de cada uno de (i) A, (ii) B y (iii) A y B, como si cada uno
se expusiera de forma individual en el presente documento.

A menos que el contexto lo indique de otro modo, las descripciones y
definiciones de las caracteristicas que se han expuesto anteriormente no se
limitan a ningtin aspecto o realizacion de la invencién en particular y se aplican
del mismo modo a todos los aspectos y realizaciones que se describen.

A continuacion se ilustraran ciertos aspectos y realizaciones de la
invencion a modo de ejemplo y con referencia a las figuras que se han descrito
anteriormente.

Ejemplos

Ejemplo 1 — H561-4 se une a un epitopo diferente en HER2 que trastuzumab o

pertuzumab

Se uso resonancia de plasmoén superficial (SPR) para determinar si
H561-4 compite con los anticuerpos anti-HERZ2 conocidos, trastuzumab vy
pertuzumab, por la unidon a HER2.

Competicion con trastuzumab

Se uso un BlAcore 3000 (GE healthcare) para determinar si H561-4 se

o B
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podia unir a un chip revestido con HER2 humano que se saturé con
trastuzumab (TR) y viceversa. Un CM5 chip se revistid6 con 1000 RU
predominio extracelular (ECD) de HER2 humano (BenderMed Systems)
usando acoplamiento de amina convencional, los experimentos se realizaron
usando un caudal de 20 pl/min en tampén de HBS-P (GE Healthcare), y la
superficie de HER2 se regenerd usando MgClz 4 M. El primer compuesto de
union a HER2 (H561-4 o trastuzumab) se inyectd a 10 pug/ml durante 3 miny a
continuacion el segundo compuesto de union a HER?2 (trastuzumab o H561-4)
se inyectd durante 3 min la segunda inyeccion se realizd en presencia de
10 pyg/ml del primer compuesto para eliminar la disociacion del compuesto 1
durante la segunda inyeccion) seguido de disociaciones tampon (Figura 2A).
En el caso en el que las Iinyecciones 1 y 2 eran el mismo compuesto
(trastuzumab seguido de trastuzumab o H561-4 seguido de H561-4) se
observaba poca o0 ninguna union en la segunda inyeccion, lo que muestra que
la superficie de union a HER2 estaba saturada en ambos casos. La Tabla 1
que sigue a continuacion muestra la respuesta (RU) observara con las

diferentes combinaciones de inyecciones:

Inyeccion 1 Respuesta Inyeccion 2 Respuesta adicional
| (RU) RO
Trastuzumab|794 Trastuzumab 20 -
Trastuzumab|771 H561-4 246

(+Trastuzumab)
'H561-4 254 H561-4 0
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H561-4 253 Trastuzumab ‘746

(Ho61-4)

La Tabla 1 muestra que la respuesta de unioén de H561-4 en un chip de
HER2 saturado con trastuzumab (246 RU) es similar a la de la unién de H561-4
en una superficie de HER2 desnudo (253-254 RU), lo que indica que H561-4
no compite con trastuzumab por la union a HER2. El mismo resultado se
observo cuando la serie de inyeccion se invirtié porque la respuesta de union
de trastuzumab en una superficie saturada con H561-4 (746 RU) es similar
para que se produce en la unién a una superficie de HER2 desnudo (771-794
RU).
Competicion con Pertuzumab

Un Octet (ForteBio) se us6 para determinar si H561-4 se podia unir para
una punta revestida con HER2 humano que se saturaba con pertuzumab (PE)
y viceversa. Todas las etapas se realizaron a 1000 rpm en tampon cinético
(ForteBio). Una punta revestida con Estreptavidina (ForteBio) se revistio
mediante incubacion en 50 pg/ml de biot-HER2 durante 30 mins, a
continuacion, la punta se lavé en tampon durante 1 min y a continuacion se
incub6 en pertuzumab 325 nM durante 30 mins para saturar todos los sitios de
union a pertuzumab y a continuacion se transfirio inmediatamente en una
mezcla de H561-4 (325 nM) y pertuzumab (325 nM) y se incubé durante 30
mins antes de disociacion en tampoén durante 10 mins. Como un control para
asegurar que todos los sitios de union a pertuzumab estaban ocupados, una
punta recién preparada se usd a continuacion para repetir el experimento

usando Pertuzumab (325 nM) en la primera etapa y pertuzumab (325 nM)
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solamente en la segunda etapa (Figura 2B). En el caso de que ambas etapas
eran pertuzumab, se observé poca o ninguna union adicional en la segunda
etapa lo que muestra que la superficie de union a HER2 se saturaba con
pertuzumab. La Tabla 2 que sigue a continuacion muestra la respuesta (RU)

observada con las diferentes combinaciones de inyecciones:

Incubacion 1 |[Respuesta Incubacion 2 Respuesta Adicional
RU) (RU)
Pertuzumab _1 A8 Pertuzumab !0,04
iPertuzumab 1.07 H561-4 0,41
(+Pertuzumab)

La Tabla 2 muestra que la respuesta de unién de H561-4 en un chip de
HER?2 saturado con pertuzumab (0,41 RU) es significativamente mayor que |a
respuesta de unién adicional de pertuzumab (0,04 RU), lo que indica que H561-
4 no compite con pertuzumab po'r la union a HER2.

Ejemplo 2 — Investigacion de la unién de H561-4 a HER?

Comparacion de la union de H561-4 a HER2 monomerico con respecto a
dimerico

Se encontré que H561-4 se unia de forma preferente a HER2 dimérico
en comparaciéon con HER2 monomérico. Se usaron métodos basados en
ELISA y basados en SPR para comparar la unién de H561-4 a HER2
monomérico (dominio extracelular [ECD] de HERZ2 sin etiqueta) con respecto a

HER2 dimérico (ECD de HER2 con etiqueta de Fc, R&D biological). En el
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formato de ELISA, el HER2 se revistio en una superficie de placa ay por lo
tanto HER2 inmovilizado, mientras que en los experimentos con BlAcore, el
H561-4 se capturé y el HER2 se inyectd como el analitos y por lo tanto era
HER?2 soluble.
Comparacién basada en ELISA de unién de H561-4 ha HER2 monomérico y
HERZ2 dimeérico

El HER2 monomérico (ECD de HER2 sin etiqueta) y HER2 dimérico
(etiqueta de Fc de ECD de HER2) se inmovilizaron a 2 ug/ml en una placa
maxisorp de 96 pocillos (Nunc) en PBS durante una noche a 4 °C. Las placas
se bloquearon durante 1 hora con 200 pl de BSA al 5 % en PBS. H361-4 y
trastuzumab (Roche) se biotinilaron usando el kit de biotinilacion de Innova
Bioscience (n.° 704-0010) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una serie
de dilucién de H561-4 biotinilado o trastuzumab biotinilado se preparé en BSA
al 5 %. La solucion del bloqueo se retiré y 100 pl de la serie de dilucion de
H561-4 y trastuzumab se afiadieron a la placa y se incubd a TA durante 1 hora.
La serie de dilucion se retiré y la placa se lavd 3x con solucion salina
tamponada con fosfato con Tween 20 (PBST).

Una dilucion a 1:5000 de Estrep-HRP (Abcam ab) se preparé en BSA al
5% y se afadieron 100 pl se anadié a la placa y se incubé durante 1 hora a
TA. A continuacion, la placa se lavé 3x con PBST antes de afiadir 100 pl de
TMB (Roche), y la placa se incubd a TA durante 2 mins. La reaccion se detuvo
usando 100 pl de HSO4 2 My la placa se leyo a 450 nM.

El control de trastuzumab tenia la misma concentracién media eficaz
maxima (CEsg) (1,3 — 1,5 nM) en HER2 monomeérico y dimérico, mientras que

H561-4 tenia una preferencia de 10 veces para el HER2 dimérico en

e



10

19

20

25

65

comparacion con HER2 monomérico, como se muestra con los valores de CEsp
de 1,7 nM y 20,6 nM, respectivamente. La CEsy se refiere a la concentracion
del miembro de unién que induce la mitad de una respuesta entre la medida
inicial y maxima después de un tiempo de exposicion especificado.
Comparacion basada en BlAcore de union de H561-4 a HER2 monomérico y
HER?2 dimérico

Para capturar el H561-4 en una orientacion que permitiera la union a
HER2 soluble, se usdé un mAb® anti-EGFR-H561-4 (EGFR/H561-4). Esta
molécula es un anticuerpo anti-EGFR con la region Fc modificada para que
contenga los nucleos de unién de H561-4 en el dominio CH3. Esta molécula
biespecifica de EGFR/HER2 a continuacion se capturd en un chip de BlAcore
revestido con EGFR a través de la especificidad de unién a EGFR, que se
encuentra en las ramas de Fab, permitiendo de ese modo que el dominio CH3
de unién de HER2 se expusiera al analito. Para permitir la comparacion con el
trastuzumab de mAb anti-HER2, se construyd un fragmento de Fc de union a
antigeno de trastuzumab-EGFR (TR/EGFR), biespecifico similar. Este
biespecifico comprende el trastuzumab de mAb anti-HER2 con la region Fc
modificada para que contenga los bucles de unién de un fragmento de Fc de
unién a antigeno anti-EGFR en el dominio CH3. Tanto el mAb de EGFR como
el fragmento de Fc de unién a antigeno de EGFR tienen afinidades de unién
similares para EGFR (1 nM). El TR/EGFR se capturé en el chip de EGFR a
través la regién Fc del fragmento de Fc de unién a antigeno de EGFR dejando
de este modo que la especificidad de union de HER2 en las ramas de Fab se
expusiera al analito.

Un chip de estreptavidina de BlAcore se inmovilizé con 1000 RU de biot-

b
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EGFR. Los experimentos se realizaron usando un caudal de 20 pl/min en
tampon HBS-P (GE Healthcare). Las moleculas biespecificas de EGFR/HER2
se capturaron mediante inyeccion de 60 ul de 100 mM del mAb?, y la superficie
de EGFR se regener6o usando NaOH 50 mM. Las series de dilucion de
monomérico (ECD de HER2 sin etiquetar, en las instalaciones) y dimérico
(ECD de HER2 etiquetado con Fc, R&D) se inyectaron como el analito. Los
datos se ajustaron usando el modelo de union a 1:1 de Langmuir.

La Tabla 3 que sigue a continuacion muestran los valores de Kp
obtenidos mediante los ajustes de los datos a 1:1. H561-4 muestra sumamente
una union débil a HER2 monomeérico soluble incluso a concentraciones hasta
1000 nM, mientras que la afinidad a HER2 dimérico es 1 nM. El trastuzumab se
une a HER2 monomeérico con una afinidad de 1 nM y a HER2 dimérico con una

afinidad sub-nM.

| Kp HER2 Kp HER2 dimérico

monomerico

HS614 > 1pM |1nM

Trastuzumab 1 nM Sub nM (velocidad de disociacion fuera del\

‘ | intervalo que se puede ajustar usando BIAcore\

| 2000) | |

Prediccion de epitopo de H561-4 en HER2 usando Pepscan
Usando tecnologia CLIPS (Pepscan), se determiné H561-4 para unirse a

través de dos dominios de HER2 extracelular. Estos dominios eran los
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dominios 1 y 3 de HER2, con mapas de epitopos de unién formados con
respecto a los aminoacidos 13 a 27 (LPASPETHLDMLRHL) y los aminoacidos
31 a 45 (CQVVQGNLELTYLPT) del dominio 1. El dominio 3 tenia un sitio de
union mas grande de los aminoacidos 420 a 475
(SLTLQGLGISWLGLRSLRELGSGLALIHHNTHLCFVHTVPWDQLFRNPHQALL
HTA). En una formacién lineal, estos tres epitopos diferentes parecen
aleatorios, sin embargo, cuando se visualizan en el formato conformacional, se
revela un bolsillo de unién distinto que atraviesa estos dos dominios (Figura
2C).

Los péptidos lineales y CLIPS (Chemical Linkage of Peptides onto
Scaffolds) se sintetizaron basandose en la secuencia de aminoacidos de HER2
extracelular usando quimica de FMOC convencional y se desprotegieron
usando acido trifludrico con neutralizadores. Los péptidos limitados se
sintetizaron en  armazones quimicos para reconstruir  epitopos
conformacionales, usando tecnologia de CLIPS (Timmerman et al, 2007,
Functional reconstruction and synthetic mimicry of a conformational epitope
using CLIPS™ technology. J MoL Recognit. 20:283-99). Las cadenas laterales
de las multiples cisteinas en los péptidos se acoplaron a moldes de CLIPS
reaccionando sobre tarjetas de PEPSCAN de polipropileno en formato de
tarjeta de crédito (455 formatos de péptido/tarjeta) con una solucién 0,5 mM de
molde CLIPS (1,3-bis (bromometil) benceno en bicarbonato de amanio (20 mM,
pH 7.9)/acetonitrilo (1:1 [v/v]). Las tarjetas se agitaron suavemente en la
solucion de 30 a 60 mins a la vez que se cubrian completamente en solucion.
Por ultimo, las tarjetas se lavaron de forma intensa con exceso de H,O y se

sometieron a ultrasonidos en tampodn de interrupcion que contenia un 1 por



10

15

20

25

68

ciento de SDS/0,1 por ciento de beta-mercaptoetanol en PBS (pH 7,2) a 70 °C
durante 30 mins, seguido de proceso de ultrasonidos en H;O durante otros
45 mins. La union de anticuerpo a péptido se sometié a ensayo en un ELISA
basado en PEPSCAN. Las tarjetas de polipropileno en formato de tarjeta de
crédito de 455 pocillos que contenian los péptidos unidos de forma covalente
se incubaron con solucién de anticuerpo primario por ejemplo que consiste en
1 microgramos/ml diluidos en solucion de blogueo, suero de caballo al 5 %,
ovoalbumina al 5 % (p/v) en PBS/Tween 80 al 1 %.

Después del lavado, los péptidos se incubaron con una dilucion a 1:1000
de conjugado de peroxidasa de anticuerpo durante una hora a 25 °C. Después
del lavado, el sustrato de peroxidasa sulfonato de 2,2-azino-di-3-
etilbenzotiazolina (ABTS) y se afadieron 2 microlitros de un 3 por ciento de
11202. Después de una hora, se midi6 el desarrollo de color. El desarrollo de
color se cuantificé con una camara de dispositivo de carga acoplada (CCD) —
y un sistema de procesamiento de imagenes (como se describio en primer
lugar en Slootstra et al., 1996, Structural aspects of antibody-antigen interaction
revealed through small random peptide libraries, Molecular Diversity, 1, 87-96).

Por lo tanto, los datos sin procesar eran valores opticos obtenidos con
una camara CCD. Los valores varian principalmente de 0 a 3000, una escala
en una clinica similar de 1 a 3 de un lector de placas de ELISA de 96 pocillos
convencionales. En este experimento, los varones obtenidos variaban de 0-
380.

La camara CCD primero tomo una fotografia de la tarjeta antes de la
coloracion con peroxidasa y a continuacion otra fotografia despues de la

coloracion con peroxidasa. Estas dos figuras se restaron entre si, lo que dio
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como resultado los datos sin procesar. Esto se copié en la base de datos
Peplabtm. A continuacién, los valores se copiaron a Excel y este archivo se
etiqueté como un archivo de datos sin procesar. Se permitié una manipulacion
de seguimiento. En ocasiones, un pocillo contiene una burbuja de aire que da
como resultado un valor de falso positivo, las tarjetas inspeccionaron de forma
manual y cualquier valor causado por una burbuja de aire se puntué como 0.
Los valores positivos se tomaron como una sefial de union (el mapa de
epitopo) y se formaron mapas para la secuencia de HER2. Se generaron
figuras generadas por ordenador de la proteina HER2 extracelular y se
formaron mapas de las sefiales de union positivas, que indican las areas de
union del fragmento de Fc de unién a antigeno (Figura 2C).

Ejemplo 3 — H561-4 induce apoptosis y conduce a internalizacion y

deqradacion Unica y profunda de HER2

La linea de células SKBr3 de cancer de mama que sobreexpresa HER2
se us6 como un sistema modelo para determinar el mecanismo de accion de
H561-4. La linea de células SKBr3 obtuvo en la ATCC (HTB-30) y se cultivé en
Medio de 5a McCoy + GlutaMAX (Invitrogen) que contenia suero bovino fetal al
10 % (FBS). El trastuzumab (Roche) se us6 como un control en todos los
estudios de mecanismo de accion.

H561-4 tiene actividad antiproliferativa en células SKBr3 e induce apoplosis

Las células SKBr3 se sembraron a 7,5 x 10° células por pocillo en placas
de cultivo tisular de 96 pocillos y se incubaron durante una noche a 37 °C, CO;
al 5 %con 100 pl por pocillo. Al dia siguiente, se afiadieron 20 pl de medios que
contenian los tratamientos (H561-4 o trastuzumab) para dar una serie de

dilucién de concentracion de H561-4 o trastuzumab. Las células se incubaron
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con los tratamientos durante 5 dias a 37 °C, CO; al 5 %. A continuacion, las
células se tifieron con una mezcla de 1 ug/ml de tincion de Hoechst final
(Sigma Aldrich, H6024), 2,5 pg/ml de Yoduro de Propidio (Pl) y Alexa-488
Anexina V a 1:100 (Invitrogen, V13245) en Tampoén de Union de Anexina V
(CaCl, 12,5 mM, NaCl 140 mM, Hepes 10 mM, pH 7,4) y se incubaron a
temperatura ambiente (TA) durante 2 horas. A continuacion, las células se
leyeron en el ImageXpress Micro (Molecular Devices). Se hizo el recuento del
numero de células en cada pocillo usando la tincion de Hoechst con un
aumento de 4x. Se uso tincion con Anexina V y Pl para determinar el
porcentaje de células viables (células no tenidas con Pl), células apoptdticas
iniciales (células tenidas solamente con Anexina V), células apoptdticas tardias
(células tenidas con Anexina V y Pl) y células necréticas (células tefidas
solamente con Pl) con un aumento de 40x. A la concentracion mas elevada
sometida a ensayo (300 nM), H561-4 provocd con una reduccion de un 37 %
reduccion en el nimero de células en comparacion con una reduccion de un
22 % con trastuzumab. Ademas, de las células restantes tratadas con H561-4
solamente un 43 % eran viables en comparacion con un 79 % para
trastuzumab. Esta reduccién de células totales y células viables se asocid con
un aumento de las células apoptoticas tardias y necroticas (18 % y 35 %,
respectivamente) solamente para las células tratadas con H561-4. Los
resultados de este experimento se muestran en la Figura 3A.
H561-4 provoca internalizacion y degradacion de HER2

Las células SKBr3 se sembraron a 3,3 x 10° células/ml con 3 ml/pocillo
en una placa de 6 pocillos y se incubaron durante una noche a 37 °C, CO; al

5 %. Al dia siguiente, los medios se cambiaron por medios que contenian FBS
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al 0,1 % y se incubaron durante al menos 2 horas a 37 °C, CO; al 5 % antes de
retirar los medios y reemplazarlos con medios que contenian FBS al 0,1 % y
los tratamientos (H561-4 o trastuzumab) a 200 nM. Las células se incubaron a
37°C, CO; al 5% durante 24 h, 48 h o 72 h. Los lisados se recogieron a
continuacion en hielo: los medios se retiraron y se anadieron 250 pl del tampén
de lisis (Tris 10 mM a pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, coctel de proteasa a
1:100 [Calbiochem, 539131], cécteles de fosfatasa a 1:100 [Calbiochem,
524625]). A continuacion, las células se rasparon de la superficie del pocillo y
250 ul se incubaron en y hielo durante 15 mins, se centrifugaron a 14.000 rpm
durante 15 min a 4 °C y el sobrenadante se recogio para analisis. Las muestras
se mezclaron con tampoén de carga NUPAGE que contenia [}-mercaptoetanol,
se incubaron a 95°C durante 10 mins y a continuacion se almacenaron a -
20 °C hasta su uso. 20 pl de las muestras se desarrollaron en un 4-12 % de
Bis-Tris SDS PAGE vy se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, la
membrana se bloqued con Marvel al 5 %/TBST y a continuacion se investigo
para HER2 (Cell signalling, n.° 2248), fosfor-HER2 (Cell Signalling, n.® 2243) o
a-B-actin como un control de carga (Sigma A1978). A continuacion, las
membranas se lavaron y se afadio el anticuerpo secundario apropiado
conjugado con HRP (anti-ratén, Jackson ImmunoResearch, o anti-conejo
Jackson ImmunoResearch). La membrana se desarrollo usando reactivos de
ECL (GE Healthcare, RPN2105) se formaron imagenes.

El tratamiento con H561-4 provocod una reduccion del HER2 total a las 24 h,
con una reduccion completa a las 48 h y a las 72 h (Figura 3B). Por el contrario,
el tratamiento con trastuzumab no redujo los niveles de HERZ2 de forma

detectable en los puntos temporales estudiados (Figura 3B). El tratamiento con
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H561-4 también provoco una reduccion simultanea de pHER2. Esta reduccion
en la evidencia las 24 h, con una reduccion adicional a las 48 h y sin pHERZ2
detectable permaneciendo a las 72 h. El tratamiento con trastuzumab
solamente caus6 una ligera reduccién de pHER2 en el punto temporal de 72 h
(Figura 3B).

A continuacion, se usd formacién de imagenes con inmunofluorescencia
para cuantificar la degradacion de HER2. Las células SKBr3 se sembraron en
una placa de 96 pocillos a 1x10* células/pocillo y se incubaron durante una
noche a 37°C, CO; al 5%. Al dia siguiente, los tratamientos (H561-4;
trastuzumab [TR]) o los controles, (fragmento de Fc de unién a antigeno de tipo
silvestre [WT]; o control de isotipo de IgG1, Sigma 15154 [IgG/IgG1 ctrl]) se
afadieron a los medios para dar una concentracion final de 200 nM.

Las células se incubaron durante 24 h, 48 ho 72 h a 37 °C, CO, al 5 %
el sobrenadante se elimind, y las células se lavaron con PBS antes de fijarlas
con formaldehido al 4 % en PBS durante 20 mins. Para la formacion de
imagenes de superficie celular, la mitad de las células se permeabilizaron a
continuacion en TritonX100 al 0,1 %/0,1 mg/ml de Glucosa en PBS para
formacion de imagenes de proteina total. A continuacion, las células se lavaron
y se bloquearon en FBS al 5 %/PBS durante 1 hora a TA, antes de su
incubacion durante 1 hora a TA con el anticuerpo primario diluido a 1:100 en
PBS (Mouse Anti-Her2 MGR2, Enzo Life Sciences). A continuacion, las células
se lavaron dos veces y antes de su incubacion durante 1 h a TA en la
oscuridad con los 5 pg/ml de anticuerpo secundario (alexa647 anti-raton,
Invitrogen A21237) y 1 ug/ml de Hoechst (Invitrogen, 33342). A continuacion,

las células se lavaron y se almacenaron en NaNj al 0,05 % en PBS hasta que

,}/3
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se leyeron en el ImageXpress Micro (Molecular Devices). El analisis se realizo
con formacion de imagenes a 40x, la funcion de puntuacion de multiples ondas
se uso para realizar recuento de los nucleos celulares y el numero de células
con tincion positiva para HER2, y a continuacion se calculé el porcentaje de
células positivas para HER2.

El tratamiento con H561-4 de células SKBr3 a 200 nM dio como
resultado una disminucién de HER?2 tanto de superficie celular como total. La
reduccion de los niveles de HERZ2 era detectable después de 24 horas de
tratamiento en puntos temporales en aumento (48 horas y 72 horas)
(Figura 3C). El tratamiento con el anticuerpo de control, trastuzumab, no dio
como resultado una disminucion detectable de los niveles de HER2
(Figura 3C).

El tratamiento con H561-4 causa apoptosis dependiente de caspasa

Las células SKBr3 se sembraron a 7,5 x 10 células/ml en una placa de
96 pocillos con 100 pl por pocillos se incubaron durante una noche a 37 °C y
COz al 5 %. Los tratamientos al dia siguiente (H561-4, trastuzumab, fragmento
de Fc de union a antigeno de tipo silvestre (WT) o control isotipo de 1gG1) se
anadieron a los pocillos en medios para dar concentraciones finales de 1000
nM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, 0,1 nM y 0,01 nM, mas controles sin tratar. Las
células se incubaron durante 5 dias a 37 °C and CO; al 5 % antes de medir la
actividad de caspasa 3/7 usando el ensayo de Promega Caspasa-Glo 3/7. Se
anadieron 50 pl de reactivo Caspasa 3/7 Glo en cada pocillo, se mezclaron y a
continuacion la placa se incubé a TA durante 2 horas antes de medir la
luminiscencia medido usando el lector de microplacas Synergy 4 (BIOTEK).

El tratamiento con H561-4 de células SKBr3 dio como resultado una induccién
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dependiente de la dosis significativa de la actividad de Caspasa 3/7
(Figura 3D). El tratamiento con el anticuerpoc de control, trastuzumab, no dio
como resultado un aumento detectable en la actividad de caspasa 3/7, ni lo
hizo el tratamiento con el fragmento de Fc de union a antigeno de WT o control
de isotipo de IgG1.

En resumen, los resultados mencionados anteriormente demuestran que
el tratamiento con H561-4 de células SKBr3 inducia la apoptosis y daba como
resultado internalizacion y degradacion de HER2.

Ejemplo 4 — Estudios de eficacia in vivo: tratamiento con H561-4 de modelos de

xenoinjerto de tumor derivado de paciente humano (PDX) con nimeros de

copias del gen HERZ2 superiores o iguales a 10

La eficacia in vivo de H561-4 en modelos tumorales que expresan HER2
con numeros de copias de genes superiores o iguales a 10 se evalué usando
ratones portadores de tumores de xenoinjerto derivado de paciente humano.
Se usaron ratones inmunodeficientes que permitian el xenotrasplante vy
crecimiento de tumores humanos. A los ratones se les implantaron tumores a
aproximadamente 5-7 semanas de edad aparte del modelo de PDX de GA0060
en el que los ratones fueron implantados a aproximadamente 6-8 semanas. El
trabajo de GAOO060 lo realizo Crown BioScience que usa un procedimiento
experimental ligeramente diferente al de las organizaciones de investigacién
clinica usado para los otros modelos de PDX. Cualquier diferencia en el
procedimiento experimental de Crown BioScience se identifica a continuacion.
Todos los experimentos estaban aprobados por las autoridades locales y se
realizaron de acuerdo con todas las leyes y directrices internacionales,

nacionales y locales aplicables. Solamente se seleccionaron animales con una
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salud incuestionable para entrar en los procedimientos de ensayo. Se permitié
que los ratones y aclimataran durante un periodo, de al menos siete dias
después de su llegada y antes del inicio de cualquier experimento. El
xenoinjerto de tumor usado como un tumor de ensayo en este estudio se derivo
de una muestra de ensayo quirirgico de un paciente que se implantd
directamente por via subcutanea en ratones atimicos, de ahi la denominacion
de “xenoinjerto de tumor derivado de parte” (PDX). Se obtuvieron fragmentos
de tumores a partir de xenoinjertos en pasos en serie en ratones atimicos.
Después de eliminarlos de los ratones donantes, los tumores se cortaron en
fragmentos (2-5 mm de diametro o 2-4 mm de diametro para GA0060) y a
continuacién se usaron para implante subcutaneo unilateral en el costado de
los ratones. En el momento de la clasificacion de forma aleatoria, los animales
portadores de tumores se estratificaron en los diversos grupos de acuerdo con
el volumen tumoral. Para la clasificacion de forma aleatoria solamente se
consideraron los ratones que portan un tumor de tamano apropiado (50 mm?® a
250 mm?, 0 100 mm?® a 300 mm? para GAOOE0).

Los ratones se clasificaron de forma aleatoria cuando el numero
requerido de ratones se calificaban para la clasificacion de forma aleatoria. El
dia de la clasificacion de forma aleatoria se denominé dia 0. El primer dia de
dosificacion también era el dia 0. Los animales se sacrificaban si su tumor
superaba un volumen de 2000 mm?®. Si un animal se sacrificaba debido a la
carga tumoral, entonces la ultima observacion realizada (LOCF) se usaba para
valores posteriores de volumen tumoral.

Para todos los modelos de PDX aparte del modelo de GAO060 PDX, las

muestras de anticuerpo se diluyeron hasta 1 mg/ml en PBS y se administraron

-
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a 10 mg/kg. El régimen de dosificacion fue cualquiera de una vez a la semana
o dos veces a la semana dependiendo del estudio. El volumen del tumor
absoluto (ATV) como se determina mediante medida de dos dimensiones con
un calibrado un dia después del implante del tumor y a continuacion dos veces
a la semana (es decir, los mismos dias en los que se pesaban los ratones). Los
volumenes del tumor se calcularon de acuerdo con la férmula: (a x b%) x 0,5, en
la que a representa el diametro mayor del tumor y b el diametro del tumor
perpendicular. La inhibicidon tumoral para un dia en particular (T/C en %) se
calculé a partir de la proporcion de los valores del volumen tumoral absoluto
medio (es decir, crecimiento medio de los tumores) de los grupos de ensayo

con respecto a los de control multiplicado por 100 %.

Volumen tumoral medio del quupo de ensayo el iax - Volumen tumaral
medio del grupo de ensayo el [iad

TCDax) [ %] = x 100

Volumen tumoral medio del quupo de contral el Diax - Volumen tumoral
media del grupo de contiol el Diad

El Dia x representa cualquier dia en el que se observo la T/C minima
(6ptima). El Dia 0 era el primer dia de dosificacion.

Para todos los modelos de PDX aparte del modelo de PDX de GA0060,
el valor del % de T/C minima (u 6ptima) registrado para un grupo de ensayo en
particular durante un experimento representa la eficacia antitumoral maxima
para el respectivo tratamiento. Los valores de T/C se calculaban si al menos un
50 % de los animales clasificados de forma aleatoria en un grupo estaban vivos
el dia en cuestion.

Para el modelo de PDX de GAO060, las muestras de anticuerpo se
diluyeron a 6 mg/ml en PBS y se administraron a 60 mg/kg. El régimen de

dosificacién era dos veces a la semana dependiendo del estudio. El volumen
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tumoral absoluto (ATV) como se determina mediante medida de dos
dimensiones con un calibrador un dia después del implante del tumor y a
continuacion dos veces a la semana. Los volumenes tumorales se calcularon
de acuerdo con la férmula: (a x b%) x 0,5 en la que a representa el diametro
mas grande del tumor y b el diametro perpendicular del tumor. La inhibicion
tumoral para un dia en particular (T/C en %) se calculo a partir de la proporcion
de los valores del volumen tumoral absoluto medio de grupos de ensayo con
respecto a grupos de control multiplicado por 100 %. La diferencia entre las dos
ecuaciones de T/C se explica en el Ejemplo 7.

Volumen tumoral absoluto medio del grupe de ensayo el [Hay

T:C (Diay) [%] = % 100
Vaolumen absolute medio del giupo de contiol el Diay

en la que x es aproximadamente un periodo de dosis después de la dosis final
si al menos un 50 % de los animales en un grupo estaba vivo.

Para simplicidad, esta ecuaciéon se deberia denominar ecuacion de T/C
actualizada.
Eficacia de H561-4 en modelo GXF281 de PDX gastrico

GXF281 se aislo a partir de un adenocarcinoma primario del estomago
de un paciente de género masculino de 46 anos de edad y se estudid en
ratones atimicos en RMNI con Oncotest (Freiburg, Alemania). H561-4
(10 mg/kg), trastuzumab (10 mg/kg) y PBS como un control de vehiculo
(10 ml/kg) se inyectaron una vez a la semana durante 5 semanas. Cada grupo
contenia 6 ratones. El volumen tumoral se midio dos veces a la semana hasta
81 dias y el volumen tumoral absoluto medio se representd (Figura 4A). Los
tratamientos de cinco semanas con H561-4 dieron como resultado una

regresion tumoral completa (valor minimo de T/C inferior a un 0 %), mientras
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que los tratamientos de cinco semanas con trastuzumab dieron como resultado
una eficacia solamente moderado (T/C minima de un 30 %).
Eficacia de H561-4 en modelo GXA3039 de PDX gastrico

GXA3039 se aislo a partir de un adenocarcinoma primario del estémago
de un paciente de género masculino de 65 anos de edad y se estudid en
ratones atimicos en RMNI con Oncotest (Freiburg, Alemania). H561-4
(10 mg/kg), trastuzumab (10 mg/kg) y PBS como un control de vehiculo
(10 ml/kg) se inyectaron una vez a la semana durante 4 semanas. Cada grupo
contenia 5 ratones. El volumen tumoral se midié dos veces a la semana hasta
91 dias y el volumen tumoral absoluto medio se representd (Figura 4B). Los
tratamientos de cuatro semanas con H561-4 dieron como resultado una
regresion tumoral completa (valor minimo de T/C inferior a un 0 %), mientras
que los tratamientos de cuatro semanas con trastuzumab dieron como
resultado una eficacia solamente menor (T/C minima de un 88 %).
Eficacia de H561-4 en modelo CXF1991 de PDX Colorrectal

CXF1991 se aislé a partir de un adenocarcinoma primario del colon de
una paciente de género femenino de 59 anos de edad y se estudid en ratones
atimicos en RMNI con Oncotest (Freiburg, Alemania). H561-4 (10 mg/kg),
trastuzumab (10 mg/kg) y PBS como un control de vehiculo (10 ml/kg) se
inyectaron una vez a la semana durante 6 semanas. Cada grupo contenia 5
ratones. El volumen tumoral se midio dos veces a la semana hasta 62 dias y el
volumen tumoral absoluto medio se representd (Figura 4C). Los tratamientos
de seis semanas con H561-4 dieron como resultado una regresion tumoral
completa (valor minimo de T/C inferior a un 0 %), mientras que los tratamientos

de seis semanas con trastuzumab dieron como resultado una eficacia

v
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solamente menor (T/C minima de un 57 %).
Eficacia de H561-4 en modelo CXF2102 de PDX Colorrectal

CXF2102 se aislo de una metastasis de higado de un adenocarcinoma
del colon de paciente y se estudio en ratones atimicos en RMNI con Oncotest
(Freiburg, Alemania), la edad y el género de este paciente no se conoce. H561-
4 (10 mg/kg), trastuzumab (10 mg/kg) y PBS como un control de vehiculo (10
ml/kg) se inyectaron una vez a la semana durante 4 semanas. Cada grupo
contenia 5 ratones. El volumen tumoral se midi¢ dos veces a la semana hasta
58 dias y el volumen tumoral absoluto medio se representd (Figura 4D). Los
tratamientos de cuatro semanas con H561-4 dieron como resultado una
regresion tumoral significativa (valor minimo de T/C inferior a un 0 %), mientras
que los tratamientos de seis semanas con trastuzumab no provocaban ningun
efecto significativo (T/C minima de un 76 %).
Eficacia de Eficacia de H561-4 en modelo GXA3054 de PDX gastrico

GXA3054 se aislé de un tumor primario de un adenocarcinoma del
estomago de un paciente de género masculino de 65 anos de edad y se
estudio en ratones atimicos en RMNI con Oncotest (Freiburg, Alemania). H561-
4 (10 mg/kg), y PBS como un control de vehiculo (10 ml/kg) se inyectaron una
vez a la semana durante 5 semanas. Se produjo una interrupcion de la
dosificacion durante 4 semanas, a continuacién la dosificacion semanal se
reanudé durante 4 semanas. Cada grupo contenia 5 ratones, un Unico grupo de
trastuzumab no se incluy6 en este modelo. El volumen tumoral se midié dos
veces a la semana hasta 100 dias y el volumen tumoral absoluto medio se
represento (Figura 4E). Los tratamientos a la semana con H561-4 dieron como

resultado regresion del tumor (valor minimo de T/C de un 17 %).
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Eficacia de H561-4 en modelo GXA3038 de PDX gastrico

GXA3038 se aislé de un tumor primario de un adenocarcinoma del
estomago de un paciente de género masculino de 63 anos de edad y se
estudid en ratones atimicos en RMNI con Oncotest (Freiburg, Alemania). H561-
4 (10 mg/kg), y PBS como un control de vehiculo (10 ml/kg) se inyectaron una
vez a la semana durante 5 semanas. Se produjo una interrupcion de la
dosificacion durante 1 semana, a continuacion la dosificacion semanal se
reanudo durante 4 semanas. Cada grupo contenia 5 ratones, un unico grupo de
trastuzumab no se incluy6é en este modelo. El volumen tumoral se midié dos
veces a la semana hasta 77 dias y el volumen tumoral absoluto medio se
representd (Figura 4F). Los tratamientos a la semana con H561-4 dieron como
resultado una regresion menor del tumor (valor minimo de T/C de un 55 %).
Eficacia de H561-4 en modelo HBCx-13B de PDX de mama

HBCx-13B se aisl6 de un carcinoma con metastasis linfoide y se estudio
en ratones atimicos (Hsd; Athymic Nude-Fox1nu) de Xentech (Evry, Francia).
H561-4 (10 mg/kg), trastuzumab (10 mg/kg) y PBS como un control de vehiculo
(10 ml/kg) se inyectaron dos veces a la semana durante 8 semanas. Cada
grupo contenia 9 ratones. El volumen tumoral se midié dos veces a la semana
hasta 56 dias y el volumen tumoral absoluto medio se representd (Figura 4G).
Los dos tratamientos a la semana con H561-4 dieron como resultado una
regresion tumoral significativa (valor minimo de T/C de un 7 %), mientras que
los seis tratamientos a la semana con trastuzumab dieron como resultado una
eficacia solamente menor (T/C minima de un 48 %).
Eficacia de H561-4 en modelo GA0060 de PDX Gastrico

GAO0060 se aislo de cancer gastrico humano y se estudio en ratones
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atimicos BALB/c de Crown BioScience (Beijing, China). H561-4 (30 y 60
mg/kg), trastuzumab (30 mg/kg) y PBS como un control de vehiculo (10 mi/kg)
se inyectaron dos veces a la semana durante 6 semanas a cada grupo que
contenia 10 ratones. El volumen tumoral se midio dos veces a la semana hasta
41 dias y el volumen tumoral absoluto medio se represent6 (Figura 4H). Los
valores de T/C se calcularon usando la ecuacion T/C actualizada. Los
tratamientos de seis semanas cada dos semanas con H561-4 dieron como
resultado de una regresion tumoral menor (valor de T/C de un 49 % y un 60 %,
a 60 y 30 mg/kg respectivamente), mientras que el tratamiento de seis
semanas cada dos semanas con trastuzumab dio como resultado regresion del
tumor (valor de T/C de un 25 %). La cantidad de 60 mg/kg de trastuzumab no
se sometid a ensayo porque ya provocaba regresion tumoral a 30 mg/kg.

Eiemplo 5 — H561-4 muestra la eficacia en un modelo de resistencia a

trastuzumab v pertuzumab

Como se muestra en el Ejemplo 4 mencionado anteriormente, H561-4
tiene un efecto antitumoral en modelos de xenoinjerto derivado de paciente
(PDX) con numero s de copias del gen HER2 superiores o iguales a 10.
También se observdé que el H561-4 tiene un efecto antitumoral
significativamente superior al de trastuzumab en estos modelos de PDX.

El Trastuzumab a menudo se usa en combinacién con pertuzumab en la
clinica para tratar cancer de mama y gastrico. En el modelo de GXF281 de
PDX gastrico, el tratamiento de combinacién de trastuzumab y pertuzumab dio
como resultado una reduccién del crecimiento tumoral. Sin embargo, el tumor
evolucionaba en ocasiones. El tratamiento de tumores con H561-4 que habian

evolucionado en el tratamiento de combinacion de trastuzumab y pertuzumab
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dio como resultado una regresion tumoral completa. Estos resultados se
muestran en la Figura 5.

Los fragmentos tumorales del tumor GXF281 derivado de paciente, se
implantaron por via subcutanea en ratones RMNI nu/nu anestesiados. Los
ratones con un crecimiento tumoral adecuado (tumores de 50 mm® -250 mm?®)
se clasificaron de forma aleatoria en 3 grupos como sigue a continuacion:

e Grupo 1: 5 ratones recibieron 4 inyecciones i.v. a la semana de PBS a
10 ml/kg.

e Grupo 2: 20 ratones recibieron 4 inyecciones iLv. a la semana de
trastuzumab a 10 mg/kg y pertuzumab a 10 mg/kg.

e Grupo 3: 5 ratones recibieron 4 inyecciones i.v. a la semana de H561-4 a
10 mg/kg

En el dia 53 cuando el volumen tumoral medio de los ratones en el
grupo 2 habia alcanzado 500 mm°, los ratones del grupo 2 (el grupo de
combinacion de trastuzumab y pertuzumab) se clasificaron de forma aleatoria
en 4 grupos como sigue a continuacion:

» Grupo 4: 5 ratones no recibieron tratamiento adicional.

e Grupo 5. 5 ratones recibieron 7 inyecciones iv. a la semana de
trastuzumab a 10 mg/kg y pertuzumab a 10 mg/kg.

e Grupo 6: 5 ratones recibieron 7 inyecciones i.v. a la semana de H561-4 a
10 mg/kg

» Grupo 7: 5 ratones recibieron 7 inyecciones i.v. a la semana de H561-4 a
3,6 mg/kg

Los volumenes tumorales se controlaron dos veces a la semana durante 105

dias (Figura 5). El Grupo 3 mostraba una regresién tumoral completa con
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ningun ratén con un tumor detectable después del dia 46 del estudio y no se
volvio a producir crecimiento hasta el final del estudio (dia 105). El Grupo 2
presentaba crecimiento tumoral mas lento que el grupo de control (grupo 1). La
dosificacion repetida de ratones con trastuzumab y pertuzumab no ralentizar al
crecimiento tumoral adicionalmente (el grupo 4 y el grupo 5 tenian crecimiento
tumoral similar). El tratamiento con H561-4 (a cualquiera de 10 mg/kg o
3,6 mg/kg) en ratones que habian evolucionado con el tratamiento de
combinacién de trastuzumab y pertuzumab dio como resultado una regresion
significativa del tumor, el tamarno medio del tumor del grupo 6 era de 19 mm?®
en el dia 105 en comparacion con 716 mm?® antes del tratamiento con H561-4
en el dia 53, y el tamafo tumoral medio del grupo 7 era de 37,5 mm® en el dia
105 en comparacion con 659 mm® antes del tratamiento con H561-4 en el dia
53.

Eiemplo 6 — H561-4 inhibe de forma selectiva del crecimiento tumoral en

modelos de PDX con niimeros de copias del gen HER2 superiores o iquales a

10

La actividad in vivo de H561-4 se estudio en 23 modelos diferentes de
xenoinjerto derivado de paciente (PDX), todos los cuales se clasificaron como
positivos para HER2 con IHC de acuerdo con los criterios usados por Oncotest.
La eficacia del tratamiento con H561-4 y del tratamiento con trastuzumab se
evalud basandose en el valor minimo de T/C, expresado como un porcentaje.

El valor de T/C se calculé usando la siguiente ecuacion:



Volumen tumoral medio del grupo de ensayo el Diax - Volumen tumoral
medio del grupo de ensayo el Diad
T.CDiax)[%] = x 100
Volumen tumoral medio del grupo de control el Diax - Volumen tnmaoral
medio del grupo de contiol el Diad

El Dia x representa cualquier dia en el que se observaba la T/C minima
(6ptima). El dia 0 era el primer dia de dosificacion.
La Tabla 4 muestra los criterios de eficacia como se definen con los

5 valores minimos de T/C (en %):

J— Inactivo TIC>265%

+/- Actividad limite 50 % <T/IC<65%

‘+ Actividad moderada 25 % <TIC <50 %

|++ Actividad elevada 10% <TIC<25%

- Actividad muy elevada 5% < T/C < 10 % |
T [Remision completa TIC<5% |

Determinacion del Numero de Copias del Gen HERZ2 en los modelos de tumor
de PDX mediante PCR cuantitativa:

10 El ADN de cada uno de los tumores se proporcioné a una concentracion
inicial de 100 ng/ul y posteriormente se diluyd a 5 ng/ul en agua de calidad
molecular (SIGMA n.® W4502-1L). Para la reacciéon de PCR se cred una mezcla
maestra que consistia en Mezcla Maestra para Formacion de Genotipo
Tagman 2x (Invitrogen, n.° 371355), 1 pl conjunto de sonda y cebadores

15  tagman de HER2 (Invitrogen, ID del Ensayo Genético: Hs00817646 N.° de Cat:
4400291) y 1 ul de conjunto de sonda y cebadores tagman de RNAsaP

constitutiva (Invitrogen, n.° 4403326). Se ariadieron 20 ng de ADN demuestra
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en dH,O dando como resultado un volumen de reaccion final de 20 ul. Las
condiciones de PCR cuantitativa fueron las que siguen a continuacion:
Mantener a 95 °C durante 10 minutos seguido de 40 ciclos de 95 °C durante
15 segundos y a continuacion 60°C durante 60 segundos. Después de
adquisicion de datos de Cy (Umbral del Ciclo) sin procesar, un Cy manual de
0,2 y una auto-medida inicial se aplicaron a los resultados.

Todos los datos obtenidos se normalizaron con un gen constitutivo
(conjunto de sonda y cebadores tagman de RNAsaP, Invitrogen, n.® 4403326)
de los cuales se sabfa que habia 2 copias por célula. Los resultados de la PCR
cuantitativa se expresaron en unidades arbitrarias (AU, relacionadas con el
numero de copias por célula). En primer lugar, para cada muestra, se calculo la
diferencia entre el valor de Ct (Umbral del Ciclo) de un gen constitutivo y el gen
HER2, como sigue a continuacién:

Expresi()n del gen diana = 2 {CT del gen constitutivo (RNAsa P)- CT del gen HER2)

Los resultados analizaron para amplificacion lineal y se exportaron a la
version 2.0 del Software Copy Caller™ (Invitrogen) para determinacion del
numero de copias del gen HER2. Se encontré que una muestra de referencia
de ADN (Roche, n.° 11691112001) tenia 2 copias de HER2 (los valores de Cr
del gen HER2 y gen del constitutivo eran iguales, lo que indica 2 copias por
célula de HER2) y se incluyd en el ensayo para permitir la determinacion
exacta del nimero de copias y para permitir el ajuste de realizacion del ensayo.
Se considerd que 2 AU era el valor normal para el gen HER2 en el ADN
genomico de referencia. Cuando el numero de copias obtenido para el ADN
gendémico estandar humano no era exactamente 2 AU, se aplicaba un

multiplicador para convertirlo en 2 AU. Este multiplicador también se aplicaba a

30
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los resultados obtenidos para las muestras de tumor. El nimero de copias de
genes para cada muestra se enumera en la Tabla 5.

La Tabla 5 muestra la eficacia como se define con los valores minimos
de T/C (en %) de modelos de PDX tratados con H561-4 y trastuzumab asi
como numero de copias de genes (GCN) en cada una de las muestras de

tumor de PDX sometidas a ensayo:

nimero

de copias

HER2

TIC (Tratamiento/% de

volumen tumoral de control)

|

| delgen | H561-4

Trastuzumab

Modelos de tumor d_e PDX con GCN de HER2 210

[

HBCx-13B | & | 7T 48
GXF281 Gastrico 18 <0 30
GXA3039 Gastrico | 25 | <0 88
GXA 3054 Gastrico 76 17 | N/D
GXA3038 Gastrico 29 | 55 N/D
Colon CXF2102 35_i__ <0 76
Colon CXF1991 | 32 <0 | 57

Modelos de tumqr de PDX con GCN de HER2 < 10

MAXF583 Mama 2 65 | 60
MAXF508 Mama 1 147 ‘ 126

| | _ |

CXF647 Colon 2 76 47 |
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CXF1103 Colon 2 86 | 41
CXF975 Colon 6 %8 | 170
CXF1729 Colon 2 | 127 | &5
CXF260 Colon 2 | 68 68
CXF1034Colon | 2 155 6
GXA3067 Gastrico | 98 | N/D |
GXA3005 Gastrico 2 106 a7
LXFA983 Pulmén 4 71 86
}gFE@_Q_O PuImén 2 12t | 9
OVXF1023 Ovario 2 | 15 | 4
PAXF736 Pancreatico | 3 62 | N/D ]
PAXF2005 2 96 69
Pancreatico ] B

H561-4 tenia eficacia en 6 de 7 modelos de PDX con un ntumero de
copias del gen HER2 (GCN) superior o igual a 10, mientras que solamente
habia actividad limite en 2 de los modelos de PDX con un GCN de HER2
inferior a 10. El trastuzumab tenia actividad moderada en 2 modelos de PDX
con un GCN superior o igual a 10 y actividad limite en otro. En los modelos de
PDX con un GCN inferior a 10, el trastuzumab tenia actividad limite en 3
modelos de PDX y actividad moderada en otros 3 modelos. La Figura 6
muestra un diagrama de dispersion de los valores de T/C de tratamiento con

H561-4 y trastuzumab en modelos de PDX con un GCN de HER2 superior o
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igual a 10, en comparacion con modelos de PDX con GCN inferior a 10. El
diagrama de dispersion muestra que H561-4 tiene eficacia estadisticamente
mas elevada en canceres con GCN superior o igual a 10 en comparacion con
canceres con GCN inferior a 10. La actividad del trastuzumab es independiente
del valor del numero de copias del gen HERZ.

Determinacion de los niveles de ARNm en los modelos de tumor de PDX
mediante PCR de Transcripcion Inversa (RT) seguido de PCR cuantitativa:

El ARNm de cada uno de los tumores se proporcioné a una
concentracion de 250 ng/ul. Se hizo transcripcién inversa del ARNm usando el
Kit de Transcripcion Inversa de ADNc de Alta Capacidad (Invitrogen,
n.° N8080234) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADNc
transcrito se cuantificé a continuacion usando un Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific) para determinar la concentraciéon de ADNc en ng/ul. EI ADNc
obtenido se diluy6 a 25 ng/ul en agua de calidad molecular (SIGMA n.° W4502-
1L). Se cred una mezcla maestra de reaccion de PCR cuantitativa que
consistia en Gene Mezcla Maestra de Expresion Genetica Tagman 2x
(Invitrogen, n.° 4369016), 1,25ul de conjuntos de sonda y cebadores tagman de
HER2 (Invitrogen, Hs01001580_m1 n.° 4331182) y 1,25ul del conjunto de
sonda y cebadores tagman de TBP humano constitutivo (Invitrogen,
Hs00427620 _m1 n.° 4331182). Se anadieron 50 ng de ADNc de muestra junto
con dH,0 para producir un volumen de reaccion final de 25 pl. Las condiciones
de PCR cuantitativa eran las siguientes: Mantener a 95 °C durante 10 minutos
seguido de 50 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y a continuacion 61 °C
durante 30 segundos. Después de adquisicion de datos de Ct; (Umbral del

Ciclo) sin procesar, un Ct manual de 0,2 y una auto-medida inicial se aplicaron

£9
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a los resultados.

Como referencia se usé un “ADNc de patron humano” transcrito de
forma inversa a partir de un “ARN de referencia humano universal” (Agilent
Technologies, n.° 740000) preparado mediante combinacion de 10 lineas
celulares humanas, que se espera que tengan dos copias del gen HER2 por
célula (ya que se considera que las lineas celulares tienen un perfil normal) a la
misma concentracion que el ADNc de la muestra de tumor. Se considera que
este ADNc de patron humano tiene un perfil de ARNm normal.

Todos los datos obtenidos se normalizaron mediante un gen constitutivo
(conjunto de sonda y cebadores tagman de TBP humano constitutivo
(Invitrogen, Hs00427620 m1 n.° 4331182) que se sabe que tiene un nivel de
expresion constante a través de muchos tipos de tejidos. Los resultados de la
PCR cuantitativa se expresaron en unidades arbitrarias (AU). En primer lugar,
para cada muestra se calculd la diferencia entre el valor de Cy (Umbral del
Ciclo) de un gen constitutivo y del gen HER2, como sigue a continuacion:
Expresion de HER2 = 2 (€ gen constiutivo (TBP) - C_gen HER2)

Los resultados se analizaron para amplificacion lineal y se exportaron a
la version 2.0 del Software Copy Caller™ (Invitrogen). Este software se usé
para determinar el nimero de copias de ADNc de HERZ2 con respecto al
numero de copias de ADNc del gen constitutivo en las muestras de tumor,
normalizado al nUmero de copias de ADNc de HER2 en la muestra de ADNc de
patron humano.

La normalizacion se realizo ajustando 2 AU para que fueran el valor
normal para el numero de copias de ADNc de HER?2 con respecto al numero de

copias de ADNc del gen constitutivo en el ADNc de patron humano. Un

&(\C’
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multiplicador (constante) se aplicé para convertirlo en 2 AU. Este multiplicador
(constante) tambien se aplicod a los resultados obtenidos para las muestras de
tumor y el nimero de copias de ADNc resultante se enumera en la Tabla 6
como el nivel de ARNm.
es decir expresion de HER2 del ADNc patron x constante = 2
expresion de HER2 en la muestra de tumor x constante =
numero de copias de ADNc
En la que la constante es el multiplicador usado para normalizar la
expresion de HER2 en el ADNc patrén para un valor de 2.
La Tabla 6 muestra la eficacia, se define con los valores minimos de T/C
(en %) de modelos de PDX tratados con H561-4 y trastuzumab asi como los

niveles de ARNm de HER2 para cada una de las muestras de tumor de PDX.

Nivel de | T/C (Tratamiento/% de volumen

ARNm de | _tymoia_l de control) -
HER2 ‘ H561-4 ‘ Trastuzumab =
Modelos de tumor de PDX con ARNm de HER2 > 200
HBCx-13B | 550 7 48 B
GXF281 Gastrico 392 | <0 | 30
GXA3039 Gastrico | 775 <0 | 88
GXA 3054 Gastrico | 820 | s N/D
GXA3038 Gastrico 1930 | 55 ND
Colon CXF2102 | 540 <0 76 N

9
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ColonCXF1991 | 229 | <0 | 57 |
Modelos de tumor de PDX con ARNm de HER2 < 200

.MAXF583 Mama 12 65 | 60

MAXF508 Mama 15 147 | 126

(CXF647 Colon A 11 76 47 -

CXF1103 Colon 10 86 _ 41

CXF975 Colon | 15 | 98 170

CXF1729 Colon 5 NZF _ 65

(CXF260 Colon i 3 68 | 68

!ICXF1034 Colon 14 155 56

GXA3067 Gastrico 71 | 98 | N/D

GXA3005 Gastrico 16 106 47

LXFA983 Pulmén . B 71 86

LXFE690 Pulmon: 7 | 121 | 59

'OVXF1023 Ovario 17 | 115 | 74

PAXF736 Pancreatico 26 62 ND

PAXF2005 8 %6 69

Pancreatico

H561-4 tenia eficacia en 6 de 7 modelos de PDX con un nivel de ARNm
de HER2 = 200 en el tumor, y eficacia en todos los modelos de PDX con un
nivel de ARNm de HER2 = 200 y < 820 en el tumor, mientras que solamente

5  habia actividad limite en 2 de los modelos de PDX con un nivel de ARNm de
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HER2 < 200 en el tumor. El nivel de ARNm de HER2 en los modelos que
tenian niveles de ARNm < 820 era 168, mientras que para todos los modelos
sometidos a ensayo el nivel de ARNm de HER2 era 248. El trastuzumab tenia
actividad moderada en 2 modelos de PDX con un nivel de ARNm de HER2 2
200 y actividad limite en otros. En los modelos de PDX con un nivel de ARNm
< 200, el trastuzumab tenia actividad limite en 3 modelos de PDX y actividad
moderada en otros 3 modelos. La Figura 7 muestra un diagrama de dispersion
de los valores de T/C de tratamiento con H561-4 y trastuzumab en modelos de
PDX con un nivel de ARNm de HER2 superior o igual a 200 en el tumor, en
comparacién con modelos de PDX con un nivel de ARNm inferior a 200 en el
tumor. Esto muestra que H561-4 tiene eficacia estadisticamente mas elevada
en canceres con niveles de ARNm de HER2 = 200, en comparacion con
canceres con un nivel de ARNm de HER2 < 200. En particular, los datos
muestran que H561-4 tiene eficacia estadisticamente mas elevada en canceres
con niveles de ARNm de HER2 2 200 y < 820, en comparacion con modelos de
PDX con niveles de ARNm de HER2 < 200 y > 820. La actividad de
trastuzumab es independiente del nivel de ARNm de HER2 en el intervalo
sometido a ensayo.

Eijemplo 7 — H561-4 inhibe de forma selectiva el crecimiento tumoral en

modelos de PDX con numeros de copias del gen HER2 superiores o iguales a

10 usando una medida actualizada de valores de T/C.

La eficacia del tratamiento con H561-4 y del tratamiento con
trastuzumab se evaluo adicionalmente usando una ecuacion diferente para
calcular los valores de T/C.

Los valores de T/C se calcularon usando la siguiente ecuacion:

3
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Volumen tumaral abseluto medio del grupo de ensayo el Diay
TC{Diay) [ %] = . - x 100
Volumen absoluto medio del grupo de control el Diay

en la que x es aproximadamente un periodo de dosis despues de la dosis final
si al menos un 50 % de los animales en un grupo estuviera vivo.

Como se muestra en el Ejemplo 4 mencionado anteriormente, esta
ecuacion se denomina la ecuacion T/C actualizada. Esta ecuacion actualizada
se disefio para facilitar la comparacidon de datos recogidos de diferentes
institutos de investigacion clinica.

Se introdujeron dos cambios en la ecuacion T/C actualizada en
comparacién con la ecuacion T/C usada en el Ejemplo 6: definiendo el punto
temporal para comparacion con Dia x y eliminando la sustraccion basal.

En la formula usada anteriormente T/C, el Dia x indicaba cualquier dia
en el que se observaba la T/C minima (6ptima). Por lo tanto, x podria ser
cualquier dia durante todo el periodo de cada experimento. En la ecuacién T/C
actualizada, el Dia x se conviete en un punto temporal fijjo de
aproximadamente un periodo de dosis después de la dosis final (si al menos un
50 % de los animales en un grupo estuviera vivo). Por lo tanto, la féormula T/C
actualizada tiene la ventaja de estandarizar el Dia x, lo que permite a los
inventores comparar el efecto de tratamientos de diferentes estudios. Aunque
la etapa de sustraccion basal no se incluia en la ecuacion T/C actualizada, esto
se compensaba con la distribucidon clasificada de ratones inoculados
uniformemente para obtener tamanos iguales de tumor medio a través de
diferentes grupos de ensayo. Los valores de los ratones eliminados debido a

carga tumoral se consideraron mas alla del dia del sacrificio usando la
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metodologia de Ultima Observacion Desarrollada si ésta aumentaba la media
del grupo.

Usando esta ecuacion actualizada, los inventores volvieron a evaluar los
valores de T/C de los 23 modelos de xenoinjerto derivado de pacientes
diferentes(PDX) establecidos en las Tablas 5 y 6, y resumidos junto con el
numero de copias del gen HER2 (GCN) en la Tabla 7, y con el nivel de ARNm
de HER2 en la Tabla 8. Los valores de eficacia de T/C se determinaron como
se muestra en la Tabla 4.

Ademas, los datos se obtuvieron con respecto al tratamiento de modelos de
PDX de GXA 3054 Gastrico y GXA3038 Gastrico con trastuzumab y esta
informacion también se incluyd en las Tablas 7 y 8.

La Tabla 7 muestra la eficacia como se define con los valores de T/C

( %) (usando la formula T/C actualizada) de modelos de PDX tratados con

H561-4 y trastuzumab.

Numero de T/C (Tratamiento/% de volumen

copias del tumoral de control)
gen HER2 H561-4 Trastuzumab
por gPCR

Modelos de tumor de PDX con GCN de HER2 2 10 por qPCR

HBCx-138 | 23 14,0 636
GXF281 Gastrico 15 1,9 54,0
GXA3039 Gastrico 25 1,4 93,7

GXA 3054 Gastrico 76 15,5" 33,4
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GXA3038 Gastrico | 29 57,0 48,8
Colon CXF2102 35 11,1 58,3
Colon CXF1991 32 | 8,8 776
GA0060 Gastrico | 43 | 492" 25,1
~ Modelos de tumor de PDX con GCN de HER2 < 10 por qPCR
MAXF583 Mama 2 853 ! 68,5
MAXF508 Mama 1 150,7 | 1411
CXF647 Colon 2 85,9 I 67,4
CXF1103Colon | 2 115,0 76,1
CXF975 Colon 6 90 147
CXF1729 Colon 2 1209 | = 676
CXF260 Colon 2 831 80,3
CXF1034 Colon | 2 | 1736 l 666
GXA3067 Gastrico 9 95,9 ~ N/D
(GXA3005 Gastrico 2 1483 | 63,9
LXFA983 Pulmon 4 768 | 103,4
LXFE690 Pulmén 2 113,8 _: 747
OVXF1023 Ovario 2 M2z | 78,9
PAXF736 | 84,0 N/D
Pancreatico

PAXF2005 2 1452 104.4
Pancreatico
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**Estos grupos se trataron con 30* y 60" mg/kg de H561-4 para alcanzar la
eficacia maxima observada en el estudio in vivo.

H561-4 tenia eficacia en 7 de 8 modelos de PDX con numero de copias
del gen HER2 superior a 10, 6 de los cuales tenian actividad elevada, mientras
que no habia actividad que ninguno de los modelos de PDX con GCN de HER2
inferior la 10. El trastuzumab tenia actividad moderada en 3 modelos de PDX
con GCN superior a 10 y actividad limite en otros 3, pero ninguno de ellos
mostraba actividad elevada. En los modelos de PDX con GCN inferior a 10 el
trastuzumab tenia actividad limite en 1 modelo.

La Figura 8 muestra un diagrama de dispersion de los valores de T/C de
tratamiento con H561-4 y trastuzumab en modelos de PDX con GCN de HER2
superior a 10 en comparacién con modelos de PDX con GCN inferior a 10. El
diagrama de dispersién muestra que H561-4 tiene eficacia estadisticamente
mas elevada en modelos de PDX con GCN superior a 10 en comparacion con
modelos de PDX con GCN inferior a 10. Las actividades medias de
trastuzumab en modelos de PDX con GCN superior a o inferior a 10 son ambas
superiores al 50 %, lo que apoya la nocion de que el valor del numero de
copias del gen HER2 no es predictivo para la eficacia de trastuzumab.

En resumen, los valores de T/C obtenidos usando la ecuacion T/C
actualizada condujeron a la misma conclusion que anteriormente (que se
describe en el Ejemplo 6).

La Tabla 8 muestra la eficacia como se define con los valores de T/C
(%) (usando la férmula T/C actualizada) de modelos de PDX tratados con

H561-4 y trastuzumab.
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de HER2
con RT-PCR

numero de ARNm|T/C (Tratamiento/% de volumen

tumoral de control)

H561-4

Modelos de tumor PDX con ARNm de HER2 2 200 con RT-PCR

Trastuzumab

HBCx-13B 550 14,0 636
GXF281 Gastrico 392 1.9 1540 ]
GXA3039 Gastrico |775 1.4 93,7
GXA 3054 Gastrico |820 1557 334
GXA3038 Gastrico | 71930 Toy 48,8
Colon CXF2102  |540 11,1 58,3
Colon CXF1991 |229 |88 776
GAO0BO Gastrico 1045 492" 251"

IMod_e!os de tumor PD_X con ARNm dg HER2 < 200 con RT—PCR

MAXF583 Mama |12 85,3 685
MAXF508 Mama |15 150,7 1411
CXF647 Colon |11 85,9 674
CXF1103 Colon |10 115,0 76.1
CXF975 Colon |15 90 147
CXF1728 Colon 5 1299 67,6
CXF260 Colon |3 83,1 80,3
CXF1034 Colon |14 1736 66,6
GXA3067 Gastrico |71 95,9 N/D
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EXASOOS Gastrico |16 148,3 639
LXFA983Pumon 6 76,8 103,4
LXFE690 Pulmon |7 !113,8 47
OVXF1023 Ovario |17 12,7 78,9
PAXF736 26 84,0 N/D
!Pancreético B
PAXF2005 8 1452 104 .4
Pancreatico |

“"Estos grupos se trataron con 30* y 60" mg/kg de H561-4 para alcanzar la
eficacia maxima cbservada en el estudio in vivo.

H561-4 tenia eficacia en 7 de 8 modelos de PDX con un nivel de ARNm
de HER2 = 200 en el tumor, y eficacia en todos los modelos de PDX con un
nivel de ARNm de HER2 = 200 y < 820 en el tumor, mientras que no habia
actividad en ninguno de los modelos de PDX con un nivel de ARNm de
HER2 < 200 en el tumor. Trastuzumab tenia actividad moderada en 3 modelos
de PDX con un nivel de ARNm de HER2 = 200 y actividad limite en otros 3,
pero ninguno de ellos mostraba actividad elevada. En los modelos de PDX con
un nivel de ARNm < 200, trastuzumab tenia actividad limite en 1 modelo.

La Figura 9 muestra un diagrama de dispersion de los valores de T/C de
tratamiento con H561-4 y trastuzumab en modelos de PDX con un nivel de
ARNm de HER2 superior o igual a 200 en el tumor, en comparacién con
modelos de PDX con un nivel de ARNm inferior a 200 en el tumor. El diagrama
de dispersion muestra que H561-4 tiene eficacia estadisticamente mas elevada

en modelos de PDX con un nivel de ARNm de HER2 = 200 and < 820 en

2K
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comparacion con modelos de PDX con niveles de ARNm de HER2 < 200
y > 820. Las actividades medias de trastuzumab en modelos de PDX en los
grupos de ARNm de HER2 = 200 y el grupo < 200 son ambos superiores a un
50 %, lo que apoya la nocién de que el valor del numero de copias del gen
HER2 no es predictivo para la eficacia de trastuzumab.

Los valores de T/C obtenidos usando la ecuacién T/C actualizada
condujeron a la misma conclusién que anteriormente.

Ejemplo 8 - H561-4 inhibe de forma selectiva los modelos de PDX con numeros

de copias del gen HER2 superiores a 18 en los que el numero de copias de

genes se determina por FISH

Los numeros de copias del gen HERZ2 determinados por FISH en
relacion a la actividad in vivo de H561-4 se estudio en 17 modelos diferentes de
xenoinjerto derivado de paciente (PDX), incluyendo modelos de mama, gastrico
y colon. La eficacia del tratamiento con H561-4 y del tratamiento con
trastuzumab se evalud basandose en el valor de T/C usando la ecuacién T/C

actualizada:

Volumen twmaral absoluto medio del grupo de ensayo el Diay
TC(Diag) [ %] = e
Volumen absoluto medio del grupo de connol el Diay

—— x 100

Los criterios de eficacia tal como se definen con los valores de T/C se
establecen en la Tabla 4.
Determinacion del Namero de Copias del Gen HERZ2 en los modelos de tumor
de PDX mediante Hibridacion In Situ con Fluorescencia (FISH):

A partir de los modelos de PDX se obtuvieron muestras de ensayo de
tejido de cancer fijadas en formalina, embebidas en parafina (FFPE). El ensayo

de FISH se realizd usando el kit || de sondas de ADN de HER-2 PathVysion
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(Abbott Molecular n.° 06N46-030). Este ensayo usaba recuento directo de las
sefales de HER2 sin normalizacion con respecto a la sefial de CEP17. Los
portaobjetos de tejido se trataron previamente para su desparafinizacion en
xileno tres veces durante 5 minutos, seguido de rehidratacion en disolventes
metilados industriales (IMS) dos veces durante 5 minutos e incubacion de
tampon citrato a pH 6,0 a 95-99°C durante 30 minutos. Despues del
tratamiento previo, los portaobjetos se incubaron a 37 °C durante 20 minutos
en tampon de proteasa pepsina para la digestion de proteasa. Para el marcado
eficaz de la secuencia de ADN de HER2 diana, los portaobjetos se calentaron a
73°C durante 5 minutos para desnaturalizacion de ADN, seguido de
hibridacion de sonda a 37 °C durante 14-18 horas. Los sucesos de hibridacion
no especificos se retiraron mediante lavado en el tampon de hibridacion
posterior a 72°C durante 2 minutos. A continuacion, los portaobjetos se
incubaron con contratincion de DAPI durante 15 minutos en la oscuridad hasta
su visualizacion usando microscopia de fluorescencia para recuento de
senales. El recuento se evalud basandose en 20-60 células tumorales por
muestra y se tomé un promedio del nimero de copias del gen HER2. El
numero de copias del gen HER2 determinado por FISH para cada muestra se
enumera en la Tabla 9.

La Tabla 9 muestra la eficacia tal como se define con los valores de T/C
(en %) de modelos de PDX tratados con H561-4 y trastuzumab asi como

numero de copias de genes (GCN) en cada tumor de PDX sometido a ensayo:

(Of
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numero de copias del gen

HER2 (por FISH)

TIC
Tratamiento/% de volumen

tumoral de control)

- N — H561-4 Trastuzumab
Modelos de tumor de PDX con GCN de HER2 2 18 (por FISH)
HBCx-13B |21 14,0 63,6

GXF281 25 1,9 54,0

Gastrico ]
GXA3039 |30 1.4 93.7

Gastrico - ]
GXA 3054|140 15,5* 33,4

EGéstri(_:g |

E‘C:‘:Xfﬂ\l%(;)SB 30 57,0° 48,8

Gastrico o
iColon 25 !1 1.1 58,3

CXF2102 ) )

Colon 25 8,8 I7"7’,6

CXF1991 - |
GA0060 40 492" 25,1

Gastrico |

Modelos de tumor de PDX con GCN de HER2 < 18 (por FISH)

GXA3067

Gastrico

17

95,89 N/D

)
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MAXF583 |3 85,3 68,5

Mama E [ N I -
MAXF508 |2 150,7 1411

_Mama _ |

CXF647 |2 859 |57,4

‘Colon ! ]
CXF1103 2 115,0 76,1

Colon l

CXF1729 |2 129,9 67,6

Colon | 5 B

CXF260 |2 83,1 80,3

Colon | ) )
CXF1034 |2 173,6 66,6

Colon i |

iex;\aoos 2 !148,3 63,9

‘Géstrico ‘

“"Estos grupos se tratan con 30* y 60" mg/kg de H561-4 para alcanzar la
eficacia maxima observada en el estudio in vivo.

H561-4 tenia eficacia en 7 de 8 modelos de PDX con numero de copias
del gen HER2 superiores a 18 como se determina mediante FISH, 6 de los
cuales tenian actividad elevada, mientras que no habia actividad en ninguno de
los modelos de PDX con GCN de HER2 inferior a 18. El trastuzumab tenia
actividad moderada en 3 modelos de PDX con GCN superior a 18 y actividad

limite en otros 3, pero ninguno de ellos mostraba actividad elevada. En los

|

O3
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modelos de PDX con GCN inferior a 18, el trastuzumab tenia actividad limite en
1 modelo.

La Figura 10 muestra un diagrama de dispersion de los valores de T/C
de tratamiento con H561-4 y trastuzumab en modelos de PDX con GCN de
HER2 superiores a 18 en comparacion con modelos de PDX con GCN inferior
a 18. El diagrama de dispersion muestra que H561-4 tiene eficacia
estadisticamente mas elevada en modelos de PDX con GCN superior a 18 en
comparacion con modelos de PDX con GCN inferior a 18. La actividad del
trastuzumab es independiente del valor del numero de copias del gen HERZ2.
Las actividades medias de trastuzumab en modelos de PDX en el grupo con
GCN superior a 18 o en el grupo con GCN inferior a 18 son ambas superiores a
un 50 %, lo que apoya la nocion de que el valor del numero de copias del gen
HER2 no es predictivo para la eficacia de trastuzumab.

Eiemplo 9 — Determinacion del numero de copias del gen HER2 por FISH y

qPCR su relaciéon

Como se muestra en el Ejemplo 6 y en el Ejemplo 8 mencionados
anteriormente, los nimeros de copias del gen HER2 se determinaron por gPCR
y FISH. EIl GCN de HER2 en tumores de PDX determinado por la gPCR
variaba de 1 a 76 copias, mientras que el GCN en estos tumores como se
determina mediante FISH variaba de 2 a 40 copias. Estadisticamente es mas
probable que los tumores con amplificacion elevada del gen HER2 determinada
por cualguier método (GCN superior o igual a 10 por g°PCR o GCN superior o
igual a 18 por FISH) respondan al tratamiento con H561-4. La relacion del GCN
determinada por los dos métodos se evaluo en 17 tumores de PDX en los que

los datos recogidos con ambos métodos estan disponibles. Los numeros de



copias del gen HER2 determinados por ambos métodos se enumeran en la

Tabla 10.

Tabla 10 Resumen de GCN de HER2 en los tumores de PDX

determinado por qPCR y FISH

104

F= —

!

I‘GCN de |GCNde

IHER2 HER2
" (@PCR)  (FISH) _
GXA3054 Gastrico /6 40
'GA00B0 Gastrico | 43 W
ICXF2102 Colon 35 _‘_ 25
CXF1991Colon | 32 | 25
GXA3038 Gastrico 29 30|
GXA3039 Gastrico| 25 | 30 |i
HBCx-13B 23 21
GXF281 Gastrico 15 25
GXA3067 Gastrico | 9 L
MAXF583 Mama 2 | 3
.C_XF_1034 Colon 2 2
CXFG47Colon 2 | 2
CXF1103 Colon 2 2
CXF1729 Colon 2 2
GXA3005 Gastrico | 2 2 |

[0
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ICXF260 Colon \ 2 2

MAXF508 Mama | 0§ 2

El analisis de correlacion se realizo para definir la relacion entre el GCN
de HER2 determinado por qPCR y por FISH. El diagrama de dispersion
mostrado en la Figura 11 muestra la relacién de GCN determinada por FISH y
gPCR en cada muestra de tumor de PDX y los puntos caen cerca de la linea
diagonal que representa la correlacion 1:1. EI GCN determinado por los dos
métodos son altamente correlativos basandose en el analisis de correlacion
(Pearson r=0,90; p < 0,0001; 95 % de Cl = 0,74-0,96).

Ejemplo 10 — Investigaciéon de la variabilidad de la puntuacion de IHC de HER2

determinada con diferentes protocolos.

El estado de amplificacion de HER2 se ha usado como un factor de
pronostico. El ensayo de inmunohistoquimica (IHC) es un método usado
normalmente para evaluar la expresion de la proteina HER2 en muestras de
tejido mediante anticuerpos que se unen de forma especifica al antigeno.
Como se ha indicado anteriormente, la naturaleza semicuantitativa del IHC se
refiere a que puede ser inexacto y no siempre proporciona una lectura precisa.
Ademas, dados diversos protocolos del ensayo, algunos anticuerpos HER2 y
sistemas de puntuaciéon estan en uso, la variabilidad en los resultados del IHC
de HER2 entre proveedores de ensayos de IHC podria ser una preocupacion.

Aunque HercepTest se ha aprobado por la FDA como un ensayo de IHC
estandarizado para determinacion de la sobreexpresion de proteina HER2 en
canceres de mama y gastrico, en algunos estudios se ha informado que la

mayoria de las muestras positivas para HER2 con HercepTest carecian de

(06
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amplificacion del gen HER2 como se determina mediante el ensayo de FISH
(Jacobs et al, 1999). Por otro lado, algunos canceres de mama pueden
presentar sobreexpresién de proteina HER2 en ausencia de amplificacion
genética, sin embargo, este fenémeno se observé anteriormente en un 7 % de
los casos (Persons et al., 1997). Estas discrepancias contradicen las practicas
clinicas actuales para considerar que la poblacion positiva como 3+ para
HercepTest se amplifica con HER2.

En este estudio, se usaron diferentes ensayos de IHC incluyendo
HercepTest y el ensayo inmunohistoquimico desarrollado por Oncotest para
identificar sobreexpresion de proteina HER2 en 22 tumores de PDX fijados con
formalina, embebidos en parafina. El objetivo era investigar la fiabilidad de IHC
como un biomarcador de H561-4.

Para el ensayo de IHC de HercepTest, se uso el protocolo del fabricante
de HercepTest. En resumen, los tejidos de cancer fijjados con formalina,
embebidos en parafina se desparafinizaron en xileno tres veces durante
5 minutos, seguido de rehidratacion en disolventes metilados industriales (IMS)
dos veces durante 5 minutos. Los portaobjetos se incubaron a continuacion en
Solucién de Recuperacion de Epitopo durante 40 minutos a 97 °C y se lavaron
en tampon de lavado durante 20 minutos antes de la tincion. Los portaobjetos
se incubaron con el anticuerpo de HER2 de conejo anti-humano primario
durante 30 minutos seguido de incubacién con anticuerpo de carga anti-conejo
secundario unido a peroxidasa de rabano picante durante 30 minutos. El
cromogeno de DAB se aplicé para conversion enzimatica para visualizacion de
senales.

El ensayo inmunohistoquimico desarrollado por Oncotest se realizd
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desparafinizando primero irriga tan del tejido. Los portaobjeto se incubaron en
Citrato Tri-Sodico 10 mM para recuperacion de antigeno durante 20 minutos en
microondas a 720 vatios. Las muestras se permeabilizaron con triton al 0,2 %
X100 y se bloquearon con H,0, al 3 % para investigar la peroxidasa enddgena.
Los portaobjetos se bloguearon para unién inespecifica en BSA al 10 % y se
incubaron con anticuerpo de HER2 de conejo anti-humano policlonal (n.° de
Cat A0485 de Dako) durante una noche a 4 °C. Los portaobjetos se incubaron
al dia siguiente con IgG de cabra anti-conejo biotinilada (n.° de Cat 111-065-
045 de Jackson) durante 60 minutos a temperatura ambiente. El anticuerpo
secundario biotinilado se detecté por incubacion con un complejo de
avidina/enzima biotinilada (complejo ABC, n.° de Cat PK-4000 de Vector Lab)
sequido de desarrollo de sefial con cromoégeno de DAB.

La directriz de puntuacion de la Sociedad Americana de Oncologia
Clinica (ASCO) se uso6 con ambos métodos. En resumen, la sobreexpresion de
proteina HER2 se clasifica en una escala de 0 a 3+. El nivel de tincion de IHC
secciones de tejido tumoral determinado por el porcentaje de proteina HER2
que expresa tumor y la intensidad de la tincion de HER2 se usan para puntuar
la expresion de proteina HER2. Las directrices para la puntuacion de HERZ con
IHC se muestran en la Tabla 11 que sigue a continuacién (en 2013, la
evaluacién de IHC 2+ se actualizé desde ‘débilmente positiva’ (como se usaba

en las directrices de 2007) a ‘ambigua’)
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Tabla 11; Directrices de puntuacion de IHC de la ASCO para sobreexpresion

~de proteina HER2

[ R

Puntuacion evaluacion de la Patron de tincion

para sobreexpresion de |
informe proteina HER2
0 ‘Negativa No se observa tincidn o se observa tincion |

de la membrana en menos de un 10 % de |

llas células tumorales

|1+ Negativa Se observa una tincion débil/apenas
perceptible de la membrana en mas de un
10 % de las celulas tumorales. Las células

presentan tincion incompleta de la

imembrana. ]
Z¥ Débilmente positiva |Se observa una tincion de debil a
| (Ambigua) moderada completa de la membrana en

mas de un 10 % de células tumorales

S Fuertemente Se observa una tincion fuerte completa de

positiva la membrana en mas de un 10 % de

|células tumorales.

— J

Las puntuaciones de sobreexpresion de IHC de HER2 determinadas por
5 HercepTesty con el método de IHC desarrollado por Oncotest para cada tumor
de PDX sometido a ensayos y estudios de eficacia se enumeran en la Tabla

12. Los resultados de IHC de HER2 obtenidos con los dos métodos de tincion
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diferentes mostraban una amplia variacion, especialmente los tumores con
GCN de HER2 < 10 por qPCR, a pesar del hecho de que tanto HercepTest
como Oncotest usan la misma directriz de puntuacion. Ademas, incluso la
repeticion entre el mismo método realizado con Oncotest (n = 1 con respecto a
n = 2) mostraba incoherencia. Por lo tanto, se muestra que IHC varia
considerablemente entre proveedores y dentro de mlultiples ensayos con el
mismo proveedor.

El nimero de casos negativos para HER2 son mucho mas elevados con
HercepTest en comparacion con IHC realizado con Oncotest (8 casos con
respecto a 2 casos para tumores sometidos a ensayo con ambos metodos).
Por otro lado, se informd que HercepTest da como resultado una tasa de
positividad mas elevada (Jacobs et al., 1999). En conjunto, estos resultados
apuntan hacia la variacion de los resultados de IHC de HER2. Algunos estudios
anteriores han afirmado diferentes cuestiones que podrian conducir a
variabilidad en el uso de ensayos de IHC para proteina HER2, incluyendo
variabilidad en fijacion de tejido de procesamiento y variabilidad en sensibilidad
y especificidad del anticuerpo. Sin embargo, en el estudio actual, es improbable
que la especificidad del anticuerpo primario sea la causa ya que el mismo
anticuerpo se us6 en ambos meétodos.

La comparacion de los resultados globales de IHC de HERZ con
respecto a los resultados de GCN de HER2 y ARNm de HER2 (Ejemplo 7 y
Ejemplo 8), el GCN de HER2 determinado por cualquiera de los métodos FISH
0 qPCR por el ARNm de HER2 son mucho mas selectivos en la seleccion de
una poblacion positiva para biomarcador para que sea la poblacion de

pacientes sensibles a H561-4 (p < 0,0001, ensayo t para muestras no

\ O



10

15

20

25

110

relacionadas o independientes).

La Figura 12 muestra un diagrama de dispersion de los valores de T/C
de tratamiento con H561-4 y trastuzumab en modelos de PDX con
sobreexpresion de proteina HER2 positiva en comparacion con modelos de
PDX con sobreexpresion de proteina HER2 negativa determinado por
HercepTest. Aunque HercepTest era el kit de ensayo complementario
aprobado por la FDA para seleccionar pacientes para tratamiento con
Herceptin, en las 16 muestras sometidas al ensayo, la actividad de trastuzumab
era independiente del estado de sobreexpresion de proteina HER2 (p = 0,09;
ensayo t para muestras no relacionadas o independientes). Las actividades
medias de trastuzumab en modelos de PDX en sobreexpresion de proteina
HER2 tanto positiva como negativa son superiores a un 50 %, lo que sugiere la
nocion de que la sobreexpresion de la proteina HER2 no es altamente
predictiva de la eficacia del trastuzumab.

De forma interesante, el diagrama de dispersion muestra que H561-4
tiene una eficacia estadisticamente mas elevada en modelos de PDX que son
sobreexpresion de proteina HER2 positiva en comparacion con modelos de
PDX con sobreexpresion de proteina HER2 negativa, cuando IHC se determina
mediante HercepTest. Estos resultados demuestran que el estado de IHC de
HER2 es mas predictivo para la seleccion de la poblacion que responde a
H561-4 en lugar de a trastuzumab.

Tabla 12 Eficacia como se define con los valores de T/C (en %) de
modelos de PDX tratados con H561-4 y trastuzumab asi como puntuaciéon de
sobreexpresién de proteina HER2 determinada mediante HercepTest e IHC

con Oncotest en cada tumor de PDX sometido a ensayo:
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Oncotest n | H561-

TIC

Tratamiento/Control

% de volumen

~ tumoral)

Trastuzumab

4 |

— _______‘__ S
| \ Puntuacion de IHC de
| | sobreexpresion de HER2 ‘
|
| ——
\ HercepTest| Oncotest n
}7____- ! __‘_____-_-:L =
‘_ - iﬂcﬂel&s cﬁa_ tumor FEX (con ( GEN _de HER2 2 10 (con RT—PCR)
HBCx-13B Mama,\- By N.D N.D
e | e
GXF281 Géstrico{ 3+ 5 i a

l N
GXA3039 3+ | 3+ |3
Eéstrico \__ o

| | |
{GXA 3054 ‘ 3+ \ 3+ } 3+
:@é_s:trjgo - | -
GXA3038 3+ | 34 34
iGéstrico |
![ ____________ ’7 I
CXF2102 Colon | 3+ 3+ | 3
"CXF1991 Colon 3+ 3+ 3+ |
| B B I S DL SR (O S ... -]
lGAOOGO Gastrico 3+ ~ N.D N.D

[MAXF583 Mama 0 S
MAXFS08 Mama | 1+ | 3+
CXF647 Colon 0 | 3+

Modelos de tumor PDX con GCN de HER2 <10 (con RT—PCR)
—— i

i B L 55
19 | 540 |

14 | 937

|

__gt»____

15,5* 33,4

57.0* 48.8

3 |11 ] 583
88 | 776 |

| 49,2 25 1

L o — - R | . e L e ——

W&

2+ | 853 68,5
" _} 1804 | 44d]
2+ | 859 67,4
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‘_' - ‘ _\___—r__i__ |
CXF1103 Colon | 0 3+ | 1+ | 115, 76,1 |
A b m b e | me lomml mw
CXF1729 Colon 0 | 3+ | 2« \129,% 67,6
XF1729 Colo L.
Cxezcaon | 0 | 2+ | e s | w3
(CXF1034 Colon 1+ | 3¢ | 34+ 1736 666
. | B T
GXA3067 3+ 3+ | 2+ | 959 N.D
| . \ |
Eastrlco — ‘E_ S N F—
GXA3005 | o | 11483 | 63,9
Gastico | o\ o4
LXFA983Pumen  ND | 2+ | 1+ | 768 {_ 1034
| U |
LXFEB90 Pulmén|  N.D 3+ 2+ 1138|747
| T |
OVXF1023 | ND # | 2 \112,7\ 78,9
|

‘Oﬁ”i S S NS R + __:r _____
PAXF736 | ND | 2+ | 1 | a0 | N.D \
‘Pancreético \ | ‘
ancreatic | e
PAXF2005 ND |2 ‘ 1+ 1452 1044
Pancresco | | | |

**Estos grupos se tratan con 30* y 60" mg/kg de H561-4 para alcanzar una

eficacia maxima observada en el estudio in vivo.

Listado de secuencias informal

Secuencia de nucleodtidos del fragmento H561-4 de Fc de unién a antigeno

(SEQ ID NO: 1)

ACCTGCCCCCCTTGTCCTGCCCCCGAGCTGCTGGGAGGCCCTTCC
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GTGTTTCTGTTCCCC

CCAAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTG
CGTGGTGGTGGACGTG

TCCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGA

AGTGCACAACGCCAAG

ACCAAGCCCAGAGAGGAACAGTACAACTCCACCTACCGGGTGGTGTCCGT

GCTGACCGTGCTGCAC

CAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAGGC

CCTGCCTGCCCCCATC

GAAAAGACCATCTCCAAGGCCAAGGGCCAGCCCCGCGAGCCCCAGGTGT
ACACCCTGCCCCCTAGC

CGGGACGAGTTCTTCACCTACTGGGTGTCCCTGACCTGCCTIGGTCAAGGG
CTTCTACCCCTCCGAT
ATCGCCGTGGAATGGGAGTCCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGA
CCACCCCCCCIGTGCTG
GACTCCGACGGCTCATTCTTCCTGTACTCCAAGCTGACCGTGGACCGGCG
GAGATGGACCGCCGGC

AACGTGTTCTCCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACAC
CCAGAAGTCCCTGTCC
CTGAGCCCCGGCAAGTGATGAGAATTC

La secuencia “ACCTGCCCCCCTTGTCCT" al inicio de la secuencia de
nuclectidos de H561-4 codifica parte de la region bisagra de IgG1. La
secuencia que codifica el dominio CH2 de H561-4 esta subrayada. La
secuencia que codifica el dominio CH3 de H561-4 se muestra en letra italica.

La secuencia que codifica la parte del bucle estructural AB del dominio CH3

HL{
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que se cree que esta implicada en la unién a antigeno se muestra en negrita, y
la parte de la secuencia que codifica el bucle estructural EF del dominio CH3
que se cree que esta implicada en la unién a antigeno se muestra en negrita y
con doble subrayado.

Secuencia de nucledtidos de la region bisagra de H561-4 de fragmento de Fc

de union a antigeno (SEQ ID NO: 2)

ACCTGCCCCCCTTGTCCT

Secuencia de nucleodtidos del dominio CH2 de H561-4 de fragmento de Fc de

union a antigeno (SEQ ID NO: 3)

GCCCCCGAGCTGCTGGGAGGCCCTTCCGTGTTTCTGTTCCCC
CCAAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTG
CGTGGTGGTGGACGTG
TCCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGA
AGTGCACAACGCCAAG
ACCAAGCCCAGAGAGGAACAGTACAACTCCACCTACCGGGTGGTGTCCGT
GCTGACCGTGCTGCAC
CAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAGGC
CCTGCCTGCCCCCATC
GAAAAGACCATCTCCAAGGCCAAG

Secuencia de nucledtidos del dominio CH3 de H561-4 de fragmento de Fc de

union a antigeno (SEQ ID NO: 4)

GAAAAGACCATCTCCAAGGCCAAGGGCCAGCCCCGCGAGCCCCAG
GTGTACACCCTGCCCCCTAGC
CGGGACGAGTTCTTCACCTACTGGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTCAAGGG
CTTCTACCCCTCCGAT

VL
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ATCGCCGTGGAATGGGAGTCCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGA
CCACCCCCCCTGTGCTG
GACTCCGACGGCTCATTCTTCCTGTACTCCAAGCTGACCGTGGACCGGCG
GAGATGGACCGCCGGC
AACGTGTTCTCCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACAC
CCAGAAGTCCCTGTCC

CTGAGCCCCGGCAAG

Secuencia de nucledtidos que codifica la parte de la reqion del bucle estructural

AB de H561-4 que se cree que esta implicada en union a antigeno (SEQ ID

NO: 5)
TTCTTCACCTACTGG

Secuencia de nucleodtidos que codifica parte de la region del bucle estructural

CD de H561-4 (SEQ ID NO: 6)

AACGGCCAGCCCGAG

Secuencia de nucleotidos que codifica la parte de la region del bucle estructural

EF de H561-4 que se cree que esta implicada en unién a antigeno (SEQ ID

NO: 7)
GACCGGCGGAGATGGACCGCC

Secuencia de aminoacidos del fragmento H561-4 de Fc de unién a antigeno

(SEQ ID NO: 8)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV

KFEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS

NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDEFFTYWVSLTCLVKGFYPSDIA

VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDRRRWTAGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK|
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La secuencia “TCPPCP” al inicio de la secuencia de aminoacidos de
H561-4 representa parte de la region bisagra de IgG1. El dominio CH2 de
H561-4 esta subrayado. EI dominio CH3 de H561-4 se muestra en letra italica.
Parte del bucle estructural AB del dominio CH3 se muestra en negrita y parte
del buque estructural EF del dominio CH3 se muestra en negrita y con doble
subrayado. La escision de la Lisina C-terminal (K) o lisina C-terminal y la glicina
adyacente (GK) del dominio CH3 se ha informado. La lisina C-terminal y la
glicina adyacente (también presente en la SEQ ID NO: 11, a continuacion) se
muestran en una caja en la secuencia mencionada anteriormente.

Secuencia de aminoacidos de la reqion bisagra de H561-4 (SEQ ID NO: 9)

TCPPCP
Secuencia de aminoacidos del dominio CH2 de H561-4 (SEQ ID NO: 10)

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAK
Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de H561-4 (SEQ ID NO: 11)

GQPREPQVYTLPPSRDEFFTYWVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDRRRWTAGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGK

Secuencia de aminoacidos de la parte de la reqgion del bucle estructural AB de

H561-4 que se cree que esta implicada en union a antigeno (SEQ 1D NO: 12)

FFTYW

Secuencia de aminoacidos de parte de la region del bucle estructural CD de

H561-4 (SEQ ID NO: 13)
NGQPE

I
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Secuencia de aminoacidos de la parte de la reqidn del bucle estructural EF de

H561-4 que se cree que esta implicada en union a antigeno (SEQ ID NO: 14)

DRRRWTA

Secuencia de aminoacidos de HER?2 unida por H561-4 como se determina

mediante Pepscan (SEQ ID NO: 15)

LPASPETHLDMLRHL

Secuencia de aminoacidos de HERZ2 unida por H561-4 como se determina

mediante Pepscan (SEQ ID NO: 16)

CQVVQGNLELTYLPT

Secuencia de aminoacidos de HER2 unida por H561-4 como se determina

mediante Pepscan (SEQ ID NO: 17)

SLTLQGLGISWLGLRSLRELGSGLALIHHNTHLCFVHTVPWDQLFRNPH

QAL
Secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de HER2 (SEQ ID
NO: 18)
10 20 30 40 50 60

TQVCTGTDMK LRLPASPETH LDMLRHLYQG CQVVQGNLEL TYLPTNASLS FLQDIQEVQG

70 80 90 100 110 120
YVLIAHNQVR QVPLQRLRIV RGTQLFEDNY ALAVLDNGDP LNNTTPVTGA SPGGLRELQL

130 140 150 160 170 180
RSLTEILKGG VLIQRNPQLC YQDTILWKDI FHKNNQLALT LIDTNRSRAC HPCSPMCKGS

190 200 210 220 230 240
RCWGESSEDC  QSLTRTVCAG GCARCKGPLP  TDCCHEQCAA GCTGPKHSDC
LACLHFNHSG

250 260 270 280 290 300
ICELHCPALY TYNTDTFESM PNPEGRYTFG ASCVTACPYN YLSTDVGSCT LVCPLHNQEV

310 320 330 340 350 360
TAEDGTQRCE KCSKPCARVC YGLGMEHLRE VRAVTSANIQ EFAGCKKIFG SLAFLPESFD

370 380 390 400 410 420
GDPASNTAPL QPEQLQVFET LEEITGYLYlI SAWPDSLPDL SVFQNLQVIR GRILHNGAYS



10

15

20

25

30

118

430 440 450 460 470 480
LTLQGLGISW LGLRSLRELG SGLALIHHNT HLCFVHTVPW DQLFRNPHQA LLHTANRPED

490 500 510 520 530 540
ECVGEGLACH  QLCARGHCWG PGPTQCVNCS  QFLRGQECVE ECRVLQGLPR
EYVNARHCLP

550 560 570 580 590 600
CHPECQPQNG SVTCFGPEAD QCVACAHYKD PPFCVARCPS GVKPDLSYMP
IWKFPDEEGA

610 620 630

CQPCPINCTH SCVDLDDKGC PAEQRASPLT

Secuencia de aminoacidos de fragmento de union a antigeno de Fc de tipo

silvestre usado como control en los experimentos (SEQ ID NO: 19)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK
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REIVINDICACIONES

i Un miembro de union especifica que se une al Receptor 2 del Factor de
Crecimiento Epidérmico Humano (HER2) para su uso en un método para el
tratamiento de cancer en un paciente, en donde dicho cancer tiene un numero
medio de copias del gen HER2 superior o igual a 10 por célula tumoral, y en
donde el miembro de union especifica es:

(a) un miembro de unidn especifica que comprende un sitio de union a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de unién especifica que compite con un miembro de

union especifica de acuerdo con (a) por la union a HER2.

2. Un miembro de union especifica para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde se ha determinado que una muestra de tumor
obtenida de dicho paciente tiene un nimero medio de copias del gen HER2

superior o igual a 10 por celula tumoral.

3. Un miembro de unién especifica para su uso de acuerdo con las
reivindicaciones 1 o 2, en donde el cancer tiene, o se ha determinado que
tiene, un nivel elevado de ARNm de HER2, en donde un nivel elevado de
ARNm de HER2 se corresponde con un niumero de copias de ADNc de HER?2

superior o igual a 200 en una muestra de tumor obtenida de dicho paciente con
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respecto al niumero de copias de ADNc de un gen de referencia en dicha
muestra, en donde el nimero de copias de ADNc de HER2 y el gen de
referencia en la muestra se determinan mediante RT-PCR seguido de PCR

cuantitativa.

4 Un miembro de union especifica para su uso de acuerdo con las
reivindicaciones 1 o 2, en donde el cancer tiene, o se ha determinado que
tiene, un nivel elevado de ARNm de HER2, en donde un nivel elevado de
ARNm de HER2 se corresponde con un numero de copias de ADNc de HER2
superior o igual a 200 e inferior o igual a 820 en una muestra de tumor obtenida
de dicho paciente con respecto al numero de copias de ADNc de un gen de
referencia en dicha muestra, en donde el numero de copias de ADNc de HER2
y el gen de referencia en la muestra se determinan mediante RT-PCR seguido

de PCR cuantitativa.

5. Un miembro de union especifica para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde el método comprende:

(i) determinar el numero medio de copias de genes del gen HER2 por
celula tumoral en una muestra de tumor obtenida del paciente; y

(i) tratar a dicho paciente con dicho miembro de union especifica si el
numero medio de copias del gen HER2 es superior o igual a 10 por célula

tumoral.

6. Un miembro de uniéon especifica para su uso de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el numero de copias del gen

[2S
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HER2 es superior o igual a 11, superior o igual a 12, superior o igual a 13,
superior o igual a 14, superior o igual a 15, superior o igual a 16, superior o

igual a 17 o superior o igual a 18.

¥ Un miembro de union especifica para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 6, en donde el numero de copias del gen HER2 es superior o

igual a 18.

8. Un miembro de uniéon especifica para su uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el cancer es cancer gastrico,
cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de ovarios, cancer pancreatico,

cancer de pulmon, cancer de estomago o cancer de endometrio.

9. Un miembro de union especifica para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 8, en donde el cancer es cancer gastrico, cancer de mama o

cancer colorrectal.

10.  Un miembro de union especifica para su uso de acuerdo con la

reivindicacion 8, en donde el cancer es cancer gastrico.

11.  Un miembro de unién especifica para su uso de acuerdo con la

reivindicacion 8, en el que el cancer es cancer de mama.

12. Un miembro de union especifica para su uso de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el paciente ha presentado



10

18

20

25

126

una respuesta inadecuada a trastuzumab y/o a trastuzumab mas pertuzumab.

13.  Un miembro de union especifica para su uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde el cancer es resistente al

tratamiento con trastuzumab o con trastuzumab mas pertuzumab.

14.  Un miembro de union especifica para su uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde el miembro de unién
especifica de la reivindicacion 1, parte (b), comprende un sitio de unién a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle

estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica.

15. Un miembro de union especifica para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 14, en donde el miembro de union especifica comprende sitios
de union a antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en las
regiones AB y EF de bucle estructural de un dominio CH3 del miembro de

unién especifica.

16. Un miembro de unidn especifica para su uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde el miembro de unién
especifica de la reivindicacion 1, parte (a), y/o de la reivindicacion 1, parte (b),

es, o comprende, un fragmento de Fc de unién a antigeno.

17.  Un miembro de unién especifica para su uso de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en donde el miembro de union
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especifica de la reivindicacion 1, parte (a), y/o de la reivindicacion 1, parte (b),
comprende el dominio CH3 de la SEQ ID NO: 11 o el dominio CH3 de la SEQ

ID NO: 11 menos uno o dos aminoacidos C-terminales.

18,  Un miembro de union especifica para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 17, en donde el miembro de unién especifica de la reivindicacion
1, parte (a), y/o de la reivindicacion 1, parte (b), comprende adicionalmente el

dominio CH2 de la SEQ ID NO: 10.

19.  Un miembro de unién especifica para su uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en donde el miembro de unién
especifica de la reivindicacién 1, parte (a), es un dimero de un polipéptido de la
SEQ ID NO: 8, o un dimero de un polipéptido de la SEQ ID NO: 8 menos uno o

dos aminoacidos C-terminales.

20. Un miembro de uniéon especifica para uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en donde el miembro de unién
especifica de la reivindicacion 1, parte (b), compite con un miembro de unién
especifica de acuerdo con la parte (a) de la reivindicacién 1 por la unién a
HER2, como se determina mediante resonancia de plasmon superficial (SPR),
un ensayo competitivo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA),
separaciéon de células activadas por fluorescencia (FACS) o

iInmunocitohistoquimica de competicion.

21.  Un miembro de unidén especifica para su uso de acuerdo con una

(2%
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cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en donde el miembro de union
especifica de la reivindicacion 1, parte (b), se une al mismo epitopo en HER2
que un miembro de unién especifica de acuerdo con la parte (a) de la
reivindicacion 1, y en donde el miembro de union especifica de acuerdo con la
parte (a) de la reivindicacion 1 es un dimero de un polipéptido de la SEQ ID
NO: 8, o un dimero de un polipéptido de la SEQ ID NO: 8 menos uno o dos

aminoacidos C-terminales.

22.  Un miembro de unién especifica para su uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 2 0 5 a 21, en donde el numero de copias del
gen HER2 se determina usando hibridacion in situ con fluorescencia (FISH),
hibridacion in situ cromogénica (CISH) o reaccion en cadena de la polimerasa

cuantitativa (qPCR).

23. Un miembro de union especifica para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 22, en donde el numero de copias del gen HER2 se determina

usando FISH.

24.  Un miembro de union especifica para su uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 3 a 19, en donde el método comprende
determinar el nivel de ARNm de HER2 en una muestra de tumor obtenida del
paciente, en la que un nivel elevado de ARNm de HER2 se corresponde con un
numero de copias de ADNc de HER2 superior o igual a 200 en la muestra de
tumor con respecto al numero de copias de ADNc de un gen de referencia en

dicha muestra, y en donde un nivel elevado de ARNm de HER2 indica que el

xvcf'
o
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numero medio de copias del gen HER2 por céelula tumoral es superior o igual a

14,

25. Un miembro de unién especifica para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 24, en donde el numero de copias de ADNc de HER2 y el gen de
referencia se determinan usando PCR de transcripcién inversa seguido de PCR

cuantitativa.

26.  Un método para el tratamiento de cancer en un paciente, en donde dicho
cancer tiene un numero medio de copias del gen HER2 superior o igual a 10
por célula tumoral y en donde el método comprende administrar al paciente una
cantidad terapéuticamente eficaz de:

a) un miembro de union especifica que comprende un sitio de unién a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de unién especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12) y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de unidn especifica que compite con un miembro de

union especifica de acuerdo con (a) por la unién a HER2.
27. Un método de acuerdo con la reivindicacion 26, en el que se ha
determinado que una muestra de tumor obtenida de dicho paciente tiene un

numero medio de copias del gen HER2 superior o igual a 10 por célula tumoral.

28. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 26 o 27, en donde el

|
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cancer tiene, o se ha determinado que tiene, un nivel elevado de ARNm de
HER2. en donde un nivel elevado de ARNm de HERZ se corresponde con un
numero de copias de ADNc de HER2 superior o igual a 200 en una muestra de
tumor obtenida de dicho paciente con respecto al nimero de copias de ADNc
de un gen de referencia en dicha muestra, en donde el nimero de copias de
ADNc de HER2 y el gen de referencia en la muestra se determinan mediante

RT-PCR sequido de PCR cuantitativa.

29 Un método de acuerdo con las reivindicaciones 26 o 27, en donde el
cancer tiene, o se ha determinado que tiene, un nivel elevado de ARNm de
HER?2. en donde un nivel elevado de ARNm de HER2 se corresponde con un
numero de copias de ADNc de HER2 superior o igual a 200 e inferior o igual a
820 en una muestra de tumor obtenida de dicho paciente con respecto a
nimero de copias de ADNc de un gen de referencia en dicha muestra, en
donde el numero de copias de ADNc de HER2 y el gen de referencia en la

muestra se determinan mediante RT-PCR seguido de PCR cuantitativa.

30. Un método de acuerdo con la reivindicacion 26, en donde el método
comprende:

(i) determinar el nimero medio de copias de genes del gen HER2 por
célula tumoral en una muestra de tumor obtenida del paciente; y

(il) administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del miembro de
union especifica al paciente si el nimero medio de copias del gen HEFR.2 es

superior o igual a 10 por célula tumoral.
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31.  Un método para identificar un cancer en un paciente que es susceptible
al tratamiento con:

(a) un miembro de unién especifica que comprende un sitio de union a
antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle
estructural de un dominio CH3 del miembro de union especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12), y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14), 0

(b) un miembro de unién especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la unién a HER2; comprendiendo el
método:

(i) determinar el numero medio de copias de genes del gen HER2 por
célula tumoral en una muestra de tumor obtenida del paciente, en la que un
numero medio de copias de genes superior o igual a 10 por célula tumoral
indica que el cancer es susceptible al tratamiento con el miembro de union

especifica.

32. Un método de acuerdo con la reivindicacion 31, en donde el metodo
comprende adicionalmente:

(ii) seleccionar dicho paciente para tratamiento con el miembro de union
especifica si el nimero medio de copias del gen HER2 es superior o igual a 10

por célula tumoral.

33. Un método para predecir la respuesta de un cancer a tratamiento con:
(a) un miembro de union especifica que comprende un sitio de unién a

antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle

52
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estructural de un dominio CH3 del miembro de unién especifica y que contiene
las secuencias de aminoacidos FFTYW (SEQ ID NO: 12) y DRRRWTA (SEQ
ID NO: 14); o

(b) un miembro de union especifica que compite con un miembro de
union especifica de acuerdo con (a) por la union a HER2; comprendiendo el
metodo:

(i) determinar el numero medio de copias de genes del gen HER2 por
celula tumoral en una muestra de tumor obtenida de un paciente, en la que un
numero de copias de genes superior o igual a 10 por célula tumoral indica que
el cancer es susceptible a tratamiento con el miembro de union especie, y en la
que un numero de copias del genes inferior a 10 por célula tumoral indica que

el cancer no es susceptible a tratamiento con el miembro de union especifica.

34.  Un método de acuerdo con la reivindicacion 33, en donde el método
comprende adicionalmente:

(ii) seleccionar dicho cancer para tratamiento con el miembro de union
especifica si el numero de copias del gen HER2 es superior o igual a 10 por

celula tumoral.

35. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a
34, en el que el numero de copias del gen HER2 es superior o igual a 11,
superior o igual a 12, superior o igual a 13, superior o igual a 14, superior o

igual a 15, superior o igual a 16, superior o igual a 17, o superior o igual a 18.

36.  Un método de acuerdo con la reivindicacion 35, en el que el nimero de
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copias del gen HER2 es superior o igual a 18.

37. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a
36, en donde el cancer es cancer gastrico, cancer de mama, cancer colorrectal,
cancer de ovarios, cancer pancreatico, cancer de pulmon, cancer de estémago

o cancer de endometrio.

38. Un método de acuerdo con la reivindicacion 37, en donde el cancer es

cancer gastrico, cancer de mama o cancer colorrectal.

39. Un método de acuerdo con la reivindicacion 38, en donde el cancer es

cancer gastrico.

40. Un meétodo de acuerdo con la reivindicacion 38, en donde el cancer es

cancer de mama.

41.  Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a
40, en donde el paciente ha presentado una respuesta inadecuada a

trastuzumab y/o a trastuzumab mas pertuzumab.
42.  Un miembro de unién especifica para uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 26 a 41, en donde el cancer es resistente al

tratamiento con trastuzumab y/o con trastuzumab mas pertuzumab.

43.  Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a



10

15

20

29

134

42, en el que el miembro de union especifica de la reivindicacion 26, parte (b),
reivindicacion 31, parte (b) o reivindicacion 33, parte (b), comprende un sitio de
unién a antigeno de HER2 modificado por ingenieria genética en una region de

bucle estructural de un dominio CH3 del miembro de unién especifica.

44. Un método de acuerdo con la reivindicacion 43, en el que el miembro de
union especifica comprende sitios de unién a antigeno de HER2 modificados
por ingenieria genética en las regiones AB y EF de hucle estructural de un

dominio CH3 del miembro de unién especifica.

45.  Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a
44, en el que el miembro de union especifica de la reivindicacion 26, parte (a)
y/o (b), reivindicacion 31, parte (a) y/o (b) o reivindicacion 33, parte (a) y/o (b),

es, o comprende, un fragmento de Fc de unién a antigeno.

46. Un meétodo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a
45, en el que el miembro de union especifica de la reivindicacion 26, parte (a)
ylo (b), reivindicacion 31, parte (a) y/o (b) o reivindicacion 33, parte (a) y/o (b),
comprende el dominio CH3 de la SEQ ID NO: 11 o el dominio CH3 de la SEQ

ID NO: 11 menos uno o dos aminoacidos C-terminales.

47.  Un método de acuerdo con la reivindicacion 46, en el que el miembro de
union especifica de la reivindicacion 26, parte (a) y/o (b), reivindicaciéon 31,
parte (a) y/o (b) o reivindicacion 33, parte (a) y/o (b), comprende

adicionalmente el dominio CH2 de la SEQ ID NO: 10.
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48. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a
47, en el que el miembro de union especifica de la reivindicacion 26, parte (a),
reivindicacién 31, parte (a) o reivindicacion 33, parte (a), es un dimero de un
polipeptido de la SEQ ID NO: 8 o un dimero de un polipeptido de la SEQ ID

NO: 8 menos uno o dos aminoacidos C-terminales.

49.  Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a
48, en el que el miembro de unién especifica de la reivindicacion 26, parte (b),
reivindicacion 31, parte (b) o reivindicacion 33, parte (b), compite con un
miembro de union especifica de acuerdo con la reivindicacién 26, parte (a),
reivindicacion 29, parte (a) o reivindicacion 33, parte (a), respectivamente, por
la union a HER2 como se determina mediante resonancia de plasmoén
superficial (SPR), o un ensayo competitivo de inmunoabsorcion unida a
enzimas (ELISA) ), separacion de celulas activadas por fluorescencia (FACS) o

Inmunocitohistoquimica de competicion.

50. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a
49, en el que el miembro de uniéon especifica de la reivindicacion 26, parte (b),
reivindicacion 31, parte (b) o reivindicacion 33, parte (b), se une al mismo
epitopo en HER2 que un miembro de union especifica de acuerdo con la
reivindicacion 26, parte (a), reivindicacion 29, parte (a) o reivindicacién 33,
parte (a), respectivamente, y en el que el miembro de union especifica de
acuerdo con la reivindicacién 26, parte (a), reivindicacion 29, parte (a) o

reivindicacion 33, parte (a) es un dimero de un polipéptido de la SEQ ID NO: 8

|50
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o un dimero de un polipéptido de la SEQ ID NO: 8 menos uno o dos

aminoacidos C-terminales.

51.  Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a
50, en el que el numero de copias del gen HER2 se determina usando
hibridacion in situ con fluorescencia (FISH), hibridacion in situ cromogénica

(CISH) o reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR).

52. Un método de acuerdo con la reivindicacion 51, en el que el numero de

copias del gen HER2 se determina usando FISH.

53.  Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a
52, en donde el método comprende determinar el nivel de ARNm de HER2 en
una muestra de tumor obtenida del paciente, en la que un nivel elevado de
ARNm de HER2 se corresponde con un numero de copias de ADNc de HER2
superior o igual a 200 en la muestra de tumor con respecto al numero de
copias de ADNc de un gen de referencia en dicha muestra, y en la que un nivel
elevado de ARNm de HER2 indica que el numero medio de copias del gen

HER2 por célula tumoral es superior o igual a 10.

54.  Un método de acuerdo con la reivindicacion 53, en el que el numero de
copias de ADNc de HER2 y el gen de referencia se determinan usando PCR de

transcripcion inversa seguido de PCR cuantitativa.
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RESUMEN

BIOMARCADORES DE CANCER Y USOS DE LOS MISMOS

La invencion se refiere al uso de un numero de copias de genes del
Receptor 2 del Factor de Crecimiento Epidermico Humano (HER2) y a niveles
de ARNm de HER2 como biomarcadores para identificar canceres que
responderan al tratamiento con un miembro de unién especifica que
comprende un sitio de unién a antigeno de HER2 modificado por ingenieria
genética en una regién de bucle estructural de un dominio constante, por
ejemplo el dominio CH3, del miembro de unién especifica y miembros de union

especifica que compiten con tal miembro de union para su union a HERZ.

|38



Figura1

H5E1-4

138

o O, 2
&N

284 250
SN OEHEDPEVEFNNK

EVTOVV IV EHEDPEVEENK

2 260

PCPPCPAPELLGGESYPLE PRK PRI LML SR

LA
TCPECPAPELLGGPSVELEPERPRITLMIE!

00

YVDGVEVHNAKTED

234 340
TYLHODWLNGKEYKCKVSNERLEPA

LIV LHGDNLHNGREY KCEVENKALPA

350 3640 370 1R 194 4040
PIEKTISKA 1P 3 LPPRRDEFFTYWVELTCLYRHGFYPED] AVEWES
PIEKDISEAKGOPREPQVYTLRPPERDELTENQYVELTCLVEGEY S NI AVEWES

410 420 430 349 450 460

KOQPENN YHETTOPY LIS DGIFFLY 2K L TVDRRRWTA G HVE LS VMHEALHIHY

4 178
TORELSLEPGK

TRESLELEPGE



1200 -

1000

€00

an

Respuesta (RUp

Unidades de respuesta

Figura 2

139

|
z casenes TRATR
i — KM 1
: maas 55104115614 |
i — — H561-HTR
---------------- '
T tAk]] Gty LB St AN A Hill) 900
Tiempo {s)
r’-’.—.——'k‘ww.
i
—— L1 11501-4
PE+PE
Flf g1t d] 1000 1500 2000 25000 A0 3500 AN ASOCH

Tiempo {s)



140

bt
.sLPASPETHLDMLRHLy7
5 COVVQGNLELTYLPT

uSLTLQGLGISWLGLRSLRELGSGLALIHHNTHLCTVHTVP
WDALFRNPHOALLH 1A,

Figura 2 continuacion



Y2

141

A =
i
=)
-
5
~E3 .
40000- = ﬂ:, S 150 -+ TR
B -o- H5614 = Vet
= « sintratan 2 - '
Fo0o0- 5
s = P £.,:'~:g;__;§jj___.;__ )
0000 s e Ty
g Z S
Spoa0- g
2
0 +———rrrr—— e — 2 Ot v v rrp e Ty
0.1 1 10 100 1000 & 0,1 1 10 100 1000
ni [tratamiento] = ni [tratamientn]
- 1507 a2 _ 150 - TR
@ - H501-4 ;_:'_ -8~ H561-4
2 % sintiatar = = sintratar
z 100 5 1004
] - L G % jor
= . 7] w
ey e i
o 50 e g
g I = ]
L i
s TR vy P o g ] ...
0,1 1 10 100 1000 0,1 1 10 100 1000
i [tratamiento] ni [tratamiento]
_ 150 o TR w 150 o TR
= & H561-2 2 . H5G14
E < sintratar E - sin tratal
w1004 & 1004
& @
1= W
= =
z 50 - 50
oo 1 £
‘\1 \’_-'.
o o §’£,‘l-~---—i
i s . T S I P sl
ji S ——p =l i B . - e s S, IR
0,1 1 10 100 1000 0,1 1 10 100 1000
nl [tratamiento] ni [tratamiento]

Figura3



M2

142

B
H561-4. TR
f,_é 200nM 200nM
= £ = Y A 5
7 W B & © B 9
~ = 4 P~ - o
HER2: | i — o Wa—
Actina: —.__ — i - A — T —
pHER2: e w— —
Actina; ‘ ey G — A T— T W——

(<
& Internalizacion de HER2 por H561-4 &4 Internalizacion de HER2 por TR
& = !
% I HER2 de superficie celular ] XV HERZ de superficie celular
@ wm HER2 total o mm HERZ total
= 1004 Z 04 | 2
i 1 e ;
.E @ E
E 50 S 50
g I 2
= = =
8 f o i
. = J - @ e
2 o 5 a . = ; - = <
2 & &5 g = S FH & e
= & KM e N W & & & ?
3 ‘}, o ‘_5_, LW o A A L
& b - 53\0 ¢
Tratamiento (200 nkl) Tratamiento (200 nt)
D
= 15000+
ag] @ H561-4
@ O WT Feab
=
% ¥ Trastuzumab
= % lgG cirl
]
S
o
w
i)
= 0 YT TR — T Ty
0,01 1 100 10000

Concentracion lng (nhl)

Figura 3 continuacion



1

Volumen Tumoral Absolute (mm™)

Volumen Tumoral Absolute (mm™)

143

1500-
—== Vehiculo( 10mifkg)
) -8 F 5102 (10mg/kg)
10004 -®- Trastuzumab (10 mglky)

|
; 1
500 | &:]fil/ ¥

e
Q - pr—y——y—— ?“’—WW IS,
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98

Pttt

Dias Despues del Inicio del Tratamiento

1500
&= Veliculo( 10mikg)
- FS5102 (10 mg’kg)
] w- Trastuzumab (10 mgikg)
1000+
500+
0

+9 04090
0 7 14 21 28 35 42 43 656 63 70 77 84 91 08
+
|

A

Dias Despues del Inicio del Tratamiento

Figura 4

{W



144

VI

1 = Vehicuto(10mitkg)

-@- HAHA1-4

Trastuzumab (10 mg/kg)

—+— Trasiuzumab (10mg/kg)

&

~ 25004
E
= T
g 2000- T; 9
-
o . -[*”’ T
2 15004 ‘
' . i x‘/
T, . +-1 1
© 1000+ N -
£ . L=
b 5 i Ii;’%f
o SDD‘ T l.f';__‘
o T AL A |
: ik
E 0 t T T : |-_!-!T_-ﬂ|;.:.|=‘"—_.i¢.1—.—.

4] 7 14 21 28 35 42 49 56

A A S S R

Dias Después del Inicio del Tratamiento
D
2500
E T T & Vehiculo| 10mlkg)
=~ 2000- I ‘_% & H561-4 (10mglkg)
2 Y71
_3_ ./.n’ . 7
& 15004 }(I
L JOr
e
S 1000- %@
E /o
E ¢
[ 1] -
—8-8_ g
g Tf Y o5 55 55 o0 ot ?
B 0 = = T—rr 1T 1. T I R |
= 0 7 14 21 28 35 42 49 5 63
t t &t 1

Dias Después del Inicio del Tratamiento

Figura 4 continuacion



145
E

-”'E 2500+
e - “&- Vehiculo( 10ml'ka)
e 2000 |
3
) yrd
s o
3 15001 Sl
B )0 %o damn |
B 1157 11a
S 10004 +FAL el
g TT‘E],:{: T% i l

1 e AN
| TL H{%}.‘.
& 50 22 13
E ] e !I-EJ -
= glrmivo"'*
= 0 7 14 21 28 35 42 49 66 63 70 77 84 91 98105

ettt bttt

Dias Despues del Inicie del Tratamiento

F
2000

IME -~ Vehiculo{10ml'kg)
E | : i
o 1500- -@— HE61-4 (10 mg/kg) ‘[ 1
% | I I I R ‘I**H
w e
— Sty
- SH
e i e
g L T‘T' {] J }—l;’” J-}
2 500 o RmEE ')-f;/ 4
= oL Lt
@ L;I‘ 5\ r‘f:—i—’ .
§ o w2y
© U r—r———r—7—r——t—— e
= 7 14 21 28 35 42 49 &6 63 70 77

0
| A A N A S (R S |

Dias Despues del Inicio del Tratamiento

Figura 4 continuacion

o) -®- Fcab HSE1-4 (10mgikg)



Volumen Tumoral Absolute (mm™)

Volumen Tumoral Absolutoe (mm”j

|

=
I

146
2500+
1 -&-Vehiculo[ 10mikg)
-8~ H561-4 (10 mgkg)
200091 .. YR (10 moka) T
TA
1%
1500- - f -
71 |
B 1 --,"b[ i = 1
1000 o 3 ;% |
51T |
500 g i

YJ(.;F?:;‘“O—.--Q~!——§'} §_§_§ _§_§
0 : T T T

1
0o 7
f

I

14 21 28 35 42 49 86

[T rrrr i A rs

Dias Despues del Inicio del Tratamiento

63

Tumaor Gastrico GA0C0E0

3000- )

2000- f

1000 - ;xj:ﬁt
ﬁ,if-i a2l g wak

?-ff:{?*".
0

vy

T 1 I 1 1

14 21 28 35 42
i

bEAE 44
Dias Despues del Inicio del Tratamiento

Figura 4 continuacion

- Vehiculo( 1 0mil'kg)

—&— HBB1-4 (30 mgl/kg)

-&— H561-4 (60 mg'kg)

M~ Trastuzumab (30 mg/kg)

3



147

2000+

= Vehiculo( 10l k)
1500
a6 1-4 (10 rrgpikg)

TR+PE (10+10 mg'kg)
TR+PE'TR+PE (10410 mg/kg)

1000+ TRAPEMSEL-S (10 mgikg)

TR+PEMESE1-4 (3,6 mglhg)

tidd e

500+

Volumen Tumoral Absolute (mm”)

IS P
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 V7 B4 91 98 105
Oiosificacicn del Yer T ‘ ’ +
compuestols| I
Ak haa
Oosificacion del 2° | | | i i
sormpuestols]

Dias Despues del Inicio del Tratamiento

Figura b



148
P=0,02
| I
|
P<0,0001 P=041
|
200+ I | | S
|
1501 0
O C ||
100+ —trh— ‘fl
:;'l 0o
O 0
8] ::JI a = %
L] ) = fJF — = HyE
504 |
’ g i mE
(]
——
ol sdwe
) (; ' S
Q(\:r:\ rlf"\ -1 ,\Q ", f-'\
"],; 4
2 & d o
00 0(' C}é O(J
o o e &
P'Q' g 2 @
q;" 'b\ 4\‘2‘ .\Q‘
L &

Figura 6



;/5“‘0

149
P= Ci 02
I - l
P<0,0001 P=0,41
2
200 - l | 1
| ]
)
1 50 1 l:_'1
o 0 [}
O
S
100 - r—
To 0 "
:i o () —[—J— _-!.'l_
» 4 7 =
50+ - (I
B
]
—
.
0 ’h‘ T T T
_1‘1-@ g@ $ >
o d 13 q:;,q' e
& & <& &
bﬁ bel ‘2\ 2
& & ¥ S
\3 N & &
??_ ?‘} > vg}”*
’he}o ’b‘eﬁ' (\‘9‘ 6{\
2
Q)N 'b'\ ,(\Q" «Q‘
S &

Figura?



o

(S|

150
P=0 (104
l
P03, 0001 P=0 .02
200+ | SO [T
I [ 1 |
[
150 - 0,%
Cl‘ ' .
O
o .
= “0a0 e
00 1 T
Amp_pgm
s n
® —-B—-
50 ® e
)
G 0
® o' ?.
0 ". 1 T 1
D QS
f/\ mb@‘ ,,,"Q : N
v Q-
¥ Y ¥ ¥
> KN KN »
i o8 o ¢’
c'f‘\ of\ Q.Q Q‘Q
(Dr\'b‘ > & ¥
o &°
> NS

Figura 8



191

P=0, (4

P<{0,0001 P=002
200+ | — l—k—l
8]
1504 B O . .

g i

£ 100+ o 5 -

[ “0p0 ——

o O .ii.
. g _mgi
i |
] _H_
504 ™ =,
O
M ki 0
L ] o _;.
n ‘l._ T T 1
4$p ‘ﬁ§ o P
Q"‘L 4 1 q:z, q,f.-
b’i’: be. 5‘2‘ b?)
b3
é“\& & ~° S
4 o7 W d
s ¢ N &
Towb‘ (o'\'h Q‘e‘ «Q‘m
.‘\
Qf) Q?)

Figura 9



152

P={L0047

1S3

P=0 00461 P= 087
200+ — S =
1 50 =1 (8] o
B
B ——
100+ i
8] @ O
; ] (@) Q
U
l-l_l i |
i o5 e ]
. ———H—
50 - ° =H—
[
. &
.-'T.
U .'. I 1 |
Qe D
r{";\ q"'\ "’.\‘b ;3:
& v 0
& % o
bq:?" be:zg/ B.Qg/ GQ‘&
fo\z‘ c:,"z\ e ‘Z‘b
b;(\ Q\ (({9 .((‘E:'
¥ ¥
C:Eh (}; ® t\&’
e,(\ Q-O Q’Q
> > < <&
& & ¥ L
>

Figura 10



153

Correlacion de PCR y FISH
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tgctgggagg
cccggacccc
agttcaattg
aacagtacaa
tgaacggcaa

agaccatctc

Secuencia sintética:

cccttecgtg
cgaagtgacc
gtacgtggac
ctccacctac
agagtacaag

caaggccaag

Secuencia artificial

tttctgttcc ccccaaagcec
tgcgtggtgg tggacgtgtce
ggcgtggaag tgcacaacgc
cgggtggtgt ccgtgctgac

tgcaaggtgt ccaacaaggc

fragmento H561-4 de Fc de unidn a antigeno

tctccaaggce
acgagttctt
atatcgeccgt
ctgtgctgga
gatggaccgc

dcacccagad

Secuencia sintética:

caagggccag
cacctactgg
ggaatgggag
ctccgacgge
cggcaacgtg

gtccctgtcc

Secuencia artificial

ccececgegage cccaggtgta
gtgtccctga cetgectggt
tccaacggcee agcccgagaa
tcattcttcc tgtactccaa
ttctcctgea gegtgatgea

ctgagccccg gcaag

Secuencia de nucleotidos

parte de la region de bucle estructural de AB
cree que esta implicada en la unidn a antigeno

<210> 3
<211> 330
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 3
gcccccgage
ctgatgatct
cctgaagtga
cccagagagg
caggactggc
cccatcgaaa
<210> 4
<211> 345
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

del
<400> 4
gaaaagacca
cctageeggg
tacccctccg
GECACCCELCC
gaccggcgga
cacaaccact
<210> 5
221ds. 15
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 5
ttcttcacct
<210> 6

actgg

Pagina 2

Secuencia de nucleotidos del dominio CH2

caaggacacc
ccacgaggac
caagaccaag
cgtgctgcac

cctgectgec

Secuencia de nucleotidos del dominio CH3

caccctgecc
caagggcttc
caactacaag
gctgaccgtg

cgaggccctg

ue codifica la
e H361-4 que se

60
120
180
240
300
330

60
120
180
240
300
345

15

A
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2] s 15

<212> ADN ) S

<213> Secuencia artificial

<220> ) o ) o o

<223> Secuencia sintética: Secuencia de nucledtidos que codifica
parte de la region de bucle estructural de CD de H561-4

<400> 6

aacggccage ccgag 15

<210> 7

<211s 21

<212> ADN _

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de nucledtidos que codifica

<400>
gaccggc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>
Thr Cys
1

Phe Leu

Pro Glu

val Lys

Thr Lys

65

val Leu

Cys Lys

la parte de la regién de bucle estructural de EF de H561-4
que se cree gue esta implicada en la union a antigeno

7
gga gatggaccgc ¢ 21

8

223

PRT

Secuencia artificial

Secuencia sintética: Secuencia de aminoadcidos del
fragmento H561-4 de Fc de unidén a antigeno

8

Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val
5 10 15

Phe Prc Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
20 25 30

val Thr Cys val val val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu
35 40 45

Phe Asn Trp Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys
55 60

Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser
70 75 80

Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
85 90 95

val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
100 105 110

Pagina 3
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Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro
115 120 125

Pro Ser Arg Asp Glu Phe Phe Thr Tyr Trp val Ser Leu Thr Cys Leu
130 135 140

val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn
145 150 155 160

Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser
165 170 175

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Arg Arg Arg
180 185 190

Trp Thr Ala Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu
195 200 205

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

210 215 220
<210> 9
«211s 6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminodacidos de la regidn bisagra de H561-4

<400> 9

Thr Cys Pro Pro Cys Pro

i 5

<210> 10

221s 3310

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos del dominioc CH2 de HS561-4
<400> 10

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys

1 5 10 15

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys val
20 25 30

Pagina 4
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val val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys PEE Asn Trp Tyr
35 40 4

val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
50 55 60

GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr val Leu His
65 70 75 80

GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr S%s Cys Lys val Sser ggn Lys
85

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
100 105 110

<210> 11
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<2205
<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de H561-4

<400> 11

Gly Gln Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp
1 5 10 15

Glu Phe Phe Thr Tyr Trp val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe
20 25 30

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
35 40 45

AsSn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
50 2D 60

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Arg Arg Arg Trp Thr Ala Gly
65 70 75 80

Asn Val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
85 90 95

Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

100 105
<210> 12
2115 5§
<212> PRT

<«213> Secuencia artificial

Pagina 5



<220>
<223>

<400>

i

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asn Gly GlIn Pro Glu
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

P160549CL_SECUENCIAS
Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la parte
de Ta region de bucle estructural de AB de H561-4 que se
cree que estd implicada en la unién a antigeno

12

Phe Phe Thr Tyr Trp
5

13

5

PRT

Secuenhcia artificial

Secuencia sintética: Secuencia de aminodcidos de parte
de la region de bucle estructural de CD de H561-4

13
5

14

7

PRT

Secuencia artificial

secuencia sintética: Secuencia de aminodcidos de la parte
de 1a region de bucle estructural de EF de H561-4 que se
Ccree que esta implicada en la unidn a antigeno

14

Asp Arg Arg Arg Trp Thr Ala
1 5

<210> 15

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Leu Pro Ala Ser Pro Glu Thr His Leu Asp Met Leu Arg His Leu
1 5 10 15
<210> 16

221]=. 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

1

Cys GIn val val GIn Gly Asn Leu Glu Leu Thr Tyr Leu Pro Thr
5

10 15

Pagina 6



<210> 17
<211> 52
<212> PRT
<213> Homo
<400> 17

Ser Leu Thr
1
Leu Arg Glu

Leu Cys Phe

His GIln Ala

50
<210> 18
<211> 630
<212> PRT
<213> Homo
<400> 18
Thr Gln val
1
Pro Glu Thr
val val Gln

35

Leu Ser Phe
50

Ala His Asn
65

Arg Gly Thr

Asn Gly Asp

Gly Gly Leu
115

sapiens

Ley

Leu

20

val

Leu

5

P160549CL_SECUENCIAS

Gly Ser Gly Leu Ala

His Thr val Pro

sapiens

Cys

His

20

Gly

-kl

Gln

GIn

Pro

100

Arg

Thr

5

Leu

Asn

GlIn

val

Leu

85

Leu

Glu

Gly

Asp

Leu

ASp

Arg

70

Phe

Asn

Leu

Thr

Met

Glu

Ile

55

Gln

Glu

Asn

Gln

40

Asp

Leu

Leu

40

GIn

val

Asp

Thr

Leu
120

25

Trp

Met

Arg

25

Thr

Glu

Pro

Asn

Thr

105

Arg

Gln Gly Leu Gly Ile Ser Trp Leu Gly Leu Arg Ser
10 15

Leu Ile His His Asn Thr His

Asp GIn Leu

Lys Leu Arg

His Leu Tyr

Tyr Leu Pro

val GIn Gly
60

Leu GIn Arg
75

Tyr Ala Leu
90

Pro val Thr

Ser Leu Thr

Pagina 7

Phe
45

Leu

Gln

Tyr

Leu

Ala

Gly

Glu
125

30

Arg Asn Pro

Pro Ala Ser
15

Gly Cys GIn
30

Asn Ala Ser

val Leu Ile

Arg Ile val
80

val Leu Asp
95

Ala Ser Pro
110

Ile Leu Lys

(6



Gly

Ile

145

Leu

cys

Leu

Leu

Pro

225

Ile

Phe

Cys

Cys

Tyr

Ala

Ala

Pro

Gly

Leu

Lys

ThAT

Pro

210

Lys

Cys

Glu

val

Thr

290

Thr

Gly

Asn

Phe

Leu
370

val

B linie:

ASp

His

Glu

Ser

Thr

275

Leu

Leu

Ile

Leu

355

GlIn

Leu

LysS

Thr

Ser

180

Thr

Asp

Ser

Leu

Met

260

Ala

val

Arg

Gly

Gln

340

Pro

Pro

Ile

Asp

AsSn

165

Arg

val

Cys

Asp

His

245

Pro

Cys

cys

Cys

Met

325

Glu

Glu

Glu

Gln

Ile

150

Arg

Cys

Cys

Cys

Cys

230

Cys

Asn

Pro

Pro

Glu

310

Glu

Phe

Ser

Gln

Arg

Phe

Ser

Trp

Ala

His

215

Leu

Pro

Pro

Tyr

Leu

295

Lys

His

Ala

Phe

Leu
375

P160549CL_SECUENCIAS

Asn Pro GIn Leu Cys Tyr GlIn

His

Arg

Gly

Gly

200

Glu

Ala

Ala

Glu

Asn

280

His

Cys

Leu

Gly

ASp

360

Gln

Lys

Ala

Glu

185

Gly

Gln

Cys

Leu

TYyr

Asn

Ser

Arg

cys

345

Gly

val

Asn

Cys

170

Ser

Cys

Cys

Leu

val

250

Arg

Leu

Gln

Lys

Glu

330

Lys

ASD

Phe

Asn

L35

His

S5er

Ala

Ala

His

235

Thr

Tyr

ser

Glu

Pro

315

val

Lys

Pro

Glu

140

Gln

Pro

Glu

Arg

Ala

220

Phe

Tyr

Thr

Thr

val

300

Cys

Arg

Ile

Ala

Thr
380

Pagina 8

Leu

Cys

Asp

Cys

205

Gly

Asn

Asn

Phe

285

Thr

Ala

Ala

Phe

ser

365

Leu

Ala

Ser

cys

150

Lys

Cys

His

Thr |

Arg

val

350

Asn

ASp

Lien

Pro

175

GlIn

Gly

Thr

Ser

Glu

val

Thr

335

Ser

Thr

Thr

Thr

160

Met

ser

Pro

Gly

Gly

Thr

ser

Ser

Asp

Leu

Ala



Thr

385

ser

Gly

Leu

AsSn

Arg

Glu

His

Leu

o)

Arg

Lys

Thr

Arg
625

Gly

val

Ala

Arg

Thr

450

Asn

Cys

Cys

Arg

Arg

530

Gln

Cys

cys

Phe

His

610

Ala

Tyr

Phe

Tyr

SEE

435

His

Pro

val

Pro

val

Pro

Pro

595

Ser

Ser

Leu

GlIn

Ser

420

Leu

Leu

His

Gly

Tyr

Gln

Ala

Ser

580

Asp

Cys

Pro

Tyr

Asn

405

Leu

Arg

Cys

Gln

Pro

Glu

val

ASn

cys

565

Gly

Glu

val

Leu

Ile

390

LEU

Thr

Glu

Phe

Ala

470

Gly

Gly

Cys

Asn

val

Glu

Asp

Thr
630

ser

GIn

Leu

Leu

val

455

Leu

Leu

Pro

val

Ala

335

Ser

His

Lys

Gly

Leu
615

P160549CL_SECUENCIAS

Ala Trp Pro Asp Ser Leu Prao

val

Gln

Gly

His

Leu

Ala

Thr

Glu

520

Arg

val

Tyr

Pro

Ala

600

ASp

Ile

Gly

Ser

Thr

His

Cys

Gln

505

Glu

His

Thr

Lys

Asp

585

cys

Asp

Arg

410

Leu

Gly

val

Thr

His

490

Cys

Cys

cys

cys

570

Leu

Glin

Lys

393

Gly

Gly

Leu

Pro

Ala

475

Gln

val

Arg

Leu

Phe

395

Pro

ser

Pro

Gly

Arg

Ile

Ala

Trp

460

Asn

Leu

Asn

val

Pro

540

Gly

Pro

Tyr

Cys

Cys
620

pagina 9

Ile

Ser

Leu

445

Asp

Arg

Cys

Cys

Leu

525

Cys

Pro

Phe

Met

Pro

605

Pro

Leu

Gln

Pro

ser

510

His

Glu

Cys

Pro

590

Ile

Ala

Asp

His

415

Leu

His

Leu

Glu

495

Gln

Gly

Pro

Ala

ASN

Glu

Leu

400

Asn

Gly

His

Phe

Asp

Gly

Phe

Leu

Glu

AsSp

560

Ala

TrE

Cys

GlIn



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

19
223
PRT
Homo

1s

Thr Cys Pro

1

Phe

Pro

Thr

65

val

cys

Ser

Pro

val

145

ASp

Trp

Leu

Glu

Lys

50

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

130

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
210

Phe
val
35

Phe
Pro
Thr
val
Ala
i
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

195

His

sapiens

Pro

Pro

20

Thr

Asn

Arg

val

ser

100

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

180

Gly

Tyr

Cys

5

Pro

Cys

rp

Glu

Leu

85

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

165

Phe

Asn

Thr

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

70

His

Lys

Gln

Leu

Pro

150

Asn

Leu

val

Gln

Ala

Pro

val

val

55

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

135

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
215

Pro

Lys

val

40

ASp

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

ASD

Lys

Ser

Ser

200

Ser

Glu

Asp

25

ASp

Gly

Asn

TR

Pro

105

Glu

Asn

Thr
Lys
185

Cys

Leu

Leu

10

Thr

val

val

ser

Leu

90

Ala

Pre

GlIn

Ala

Thr

170

Leu

Ser

ser

Leu

Leu

ser

Glu

Thr

75

AsSn

Pro

GlIn

val

val

155

Pro

Thr

val

Leu

Pagina

Gly

Met

His

val

60

TYr

Gly

Ile

val

Ser

140

Glu

Pro

val

Met

ser
220

10

P160549CL_SECUENCIAS

Gly

Ile

Glu

45

His

Arg

LysS

Glu

Tyr

125

Leu

Trp

val

Asp

His

205

Pro

Pro

Ser

30

Asp

Asn

val

Glu

Lys

110

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser

135

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

95

Thr

Leu

Cys

Ser

Lys

val

Thr

Glu

Lys

Ser

80

Lys

Fro

Leu

Asn

160

Ser

Arg

Leu
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*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGO ___BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA (062754387 758953742 21/01/2016 3.091.000.00
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RECIBIDO DE : MARIO DELGADO ECHEVERRY E HIJOS LTDA
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*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGQO BANCO CUENTA No. PAGQ FECHA PAGQO VR PAGO
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ™ 999999999 5085 21/01/2016 40.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 5086 21/01/2016 40.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 5087 21/01/2016 40.000.00
RECIBO DE CA SIC "™ RECIBO ** 999999999 5088 21/01/2016 40.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 5089 21/01/2016 40.000.00
RECIBO DE CA SIC ™" RECIBO ** 999999999 5090 21/01/2016 40.000.00
RECIBO DE CA SIC **RECIBO ** 999999999 5091 21/01/2016 40.000.00
RECIBO DE CA SIC ™" RECIBO ** 999999999 5096 21/01/2016 120.000.00
RECIBO DE CA SIC *" RECIBO ** 999999999 5097 21/01/2016 120.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 5098 21/01/2016 120.000.00
RECIBO DE CA SIC **RECIBO *™* 999999999 5099 21/01/2016 120.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 5100 21/01/2016 120.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 5101 21/01/2016 120.000.00
RECIBO DE CA SIC ™ RECIBO ** 999999999 9501 03/02/2016 120.000.00
RECIBO DE CA SIC "* RECIBO ** 999999999 9502 03/02/2016 120.000.00
RECIBODE CA SIC *" RECIBO ** 999999999 9503 03/02/2016 120.000.00
RECIBODE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 9604 03/02/2016 120.000.00
RECIBO DE CA SIC** RECIBO ** 999999999 9505 03/02/2016 120.000.00
RECIBODE CA SIC** RECIBO ** 999999999 9506 03/02/2016 40.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 9507 03/02/2016 40.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 9508 03/02/2016 40.000.00
RECIBO DE CA SIC "~ RECIBO ™ 999999999 9509 03/02/2016 40.000.00
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BIOMARCADORES DE CANCER Y USOS DE LOS MISMOS

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de nimero de copias de genes
(GCN, gene copy number) del Receptor 2 del Factor de Crecimiento
Epidérmico Humano (HER2) y a niveles de ARNm de HER2 como
biomarcadores. De forma especifica, la presente invencion se refiere gl uso de
numero de copias del gen HER2 y a niveles de ARNm de HER2 como
biomarcadores para identificar canceres que responderan al tratamiento con un
miembro de union especifica que comprende un sitio de union a antigeno de
HER2 modificado por ingenieria genética en una regién de bucle estructural de
un dominio constante, por ejemplo el dominio CH3, del miembro d= unién
especifica, y miembros de union especifica que compiten con tal miembro de
unién para su union a HER2. La presente invencion también se refiere a
miembros de union especifica que comprenden un sitio de unién a anticeno de
HER2 modificado por ingenieria genética en una region de bucle estructural de
un dominio CH3 del miembro de unién especifica y usos de los mismos.

Antecedentes de la invencion

El Receptor 2 del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano (también
denominado HER2, HER2/neu o ErbB-2) es un receptor transmembrana
citoplasmatico de tirosina quinasa de 185 kDa. Esta codificado por el gen c-
erbB-2 localizado en el brazo largo del cromosoma 17g y es un miembro de la
familia HER (Ross et al., 2003). La familia HER normalmente regula el
crecimiento y la supervivencia celular, asi como adhesion, migracion,

diferenciacion, y otras respuestas celulares (Hudis, C, 2007).
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PATENTE DE INVENCION [ | MODELO DE UTILIDAD || Art 33 Decisién 435100

Indicacion que se solicita una patents

Dalos de identificacién del solicitante o da la persona que presenta la selicitud i

Cescrigcién de la invencidn
Dibujos de ser estos inentes

Comprobante de pago de lzs tasas establecidas (De ser el caso formate de descusntn)

Completa D Inccmpleta [:

PATENTE DE INVENCION PCT B WODELO Dz UTILIDAD PCT |__.| Art.33 Decision 488/00, Circular Unica

Indicacicn que se solicita una PCT

Cogia ce la solicitud en espafiol, tzl como fue presentada inicialmente (capitulo descriptive,
reivirdicatorio, resumen)

Ditujes ce ser estes perinentes

Cemgrobante de pago ez las tasas establecidas (de sar el case formato de dessuento)

Completz E [ncomplets [J

pisENC INDUSTRIAL || (Art. 113 Decisién 485/00)
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Incicacién que se sclicita Disefo industrizl

Datos dg identificasidn-dal solicitaniz o de-la-persona Gue presentz lz saliciud

Represantacicn grafica y fotografica del Disefo incustial o muestra de! material que incarpora el

Comrprobanie ce pago de lgs tasas establecidas
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Ccmpleta l Incomgleia |

ESQUEMA DE TRAZADO || (Art. 92 Decision 436/100)

BENG Wy E]

Indicacién que se sclicita un esquema de trazade
Datos de identificacion del solicitante o de |z persana gue orasanta Ia solicitud
Representacidn grafica de un esquema de trazado

Comprobants de pago de les tasas esiablecidas

Completa D Incompietz |
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