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ES 2394471 T3

DESCRIPCION
Anticuerpo Anti-Glipicano 3 que tiene una cinética mejorada en plasma.
Antecedentes de la Invencién
Campo de la Invencion

La presente invencién hace referencia a un método para mejorar la cinética en plasma (sangre) de anticuerpos anti-
glipicano 3, a una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene una cinética en
plasma mejorada como ingrediente activo, y a un método para preparar el mismo.

Descripcion de la Técnica Relacionada

Los anticuerpos son estables en el plasma y muestran pocos efectos secundarios y por estas razones se ha
prestado atencion a su uso como farmacos. Entre los numerosos isotipos de anticuerpos, se encuentran en el
mercado un gran numero de anticuerpos terapéuticos de isotipo IgG y en la actualidad también se esta
desarrollando un gran numero de anticuerpos terapéuticos (Janice M. Reichert, Clark J. Rosensweig, Laura B.
Faden, y Matthew C. Dewitz, Monoclonal antibody successes in the clinic, Nature Biotechnology (2005) 23, 1073-8;
Pavlou A. K. y Belsey M. J., The therapeutic antibodies market to 2008, Eur. J. Pharm. Biopharm. (2005) 59(3), 389-
96; y Janice M. Reichert y Viia E. Valge-Archer, Development trends for monoclonal antibody cancer therapeutics,
Nat. Rev. Drug Disc. (2007) 6, 349-356). Se sabe que los anticuerpos anti-glipicano 3 muestran actividad anti-
tumoral ejerciendo citotoxicidad contra, por ejemplo, células de cancer de higado y células de cancer de pulmoén
(documento WO 2003/000883). También se sabe que los productos conjugados anticuerpo-farmaco que
comprenden un anticuerpo anti-glipicano 3 unido a una sustancia citotoxica muestran actividad anti-tumoral contra el
cancer de higado, el cancer de ovario, el melanoma, etcétera (Albina Nesterova, Paul J. Carter, y Leia M. Smith,
Glypican 3 as a Novel Target for an Antibody-Drug Conjugate, AACR Abstract Num. 656 (2007), Los Angeles, CA,
Abril, 4-18).

Ademas, se estan desarrollando tecnologias para intensificar las funciones efectoras para producir anticuerpos
terapéuticos de segunda generacion. Por ejemplo, se sabe que la actividad citotéxica dependiente de anticuerpos
(ADCC) y la actividad citotoxica dependiente del complemento (CDC) son intensificadas por medio de una
sustitucion de aminoacido en la cual los aminoacidos que constituyen la region Fc de los anticuerpos de isotipo IgG
(referidos como anticuerpos 1gG) son remplazados por diferentes aminoacidos (Kim S. J., Park Y., y Hong H. J.,
Antibody engineering for the development of therapeutic antibodies, Mol. Cells (2005) 20(1), 17-29). Cuando un
anticuerpo anti-glipicano 3 es producido en células CHO con el transportador de fucosa suprimido, la fucosa no se
une a las cadenas de azlcar ramificadas unidas al anticuerpo anti-glipicano 3. Dicho anticuerpo anti-glipicano 3 tiene
una actividad ADCC significativamente mas alta que el anticuerpo anti-glipicano 3 que contiene fucosa en la cadena
ramificada de la cadena de azucar, y se piensa que muestra una mayor actividad anti-tumoral como anticuerpo
terapéutico (documento WO 2006/067913).

Ademas de tales tecnologias para potenciar las funciones efectoras, también se conocen otras tecnologias en las
cuales la vida media en plasma de un anticuerpo se incrementa o disminuye por una sustitucién de aminoacido en
los aminoacidos que constituyen la regidon Fc del anticuerpo (Hinton P. R., Xiong J. M., Johlfs M. G., Tang M. T.,
Keller S., y Tsurushita N., An engineered human IgG1 antibody with longer serum half-life, J. Immunol. (2006)
176(1), 346-56; y Ghetie V., Popov S., Borvak J., Radu C., Matesoi D., Medesan C., Ober R. J., y Ward E. S,
Increasing the serum persistence of an IgG fragment by random mutagenesis, Nat. Biotechnol. (1997) 15(7), 637-
90). Si se aplica una tecnologia que prolonga la vida media en plasma de los anticuerpos a anticuerpos terapéuticos,
se espera que la dosis del anticuerpo administrado terapéuticamente se reduzca y se amplie su intervalo de
administracion, lo que permitira la provision de anticuerpos terapéuticos menos costosos con un elevado factor de
conveniencia.

En términos especificos, la vida media en plasma se puede prolongar sustituyendo un aminoacido de la regiéon Fc de
un anticuerpo IgG por otro aminoacido dando como resultado una mejora en la afinidad del anticuerpo IgG por el
receptor de Fc neonatal, que se sabe que es un receptor de recuperacion para el anticuerpo 1gG. Ademas, también
se sabe que la vida media en plasma se incrementa mediante barajado de los dominios individuales (CH1, CH2,
CH3) que constituyen la region constante del anticuerpo (Zuckier L. S., Chang C. J., Scharff M. D., y Morrison S. L.,
Chimeric human-mouse IgG antibodies with shuffled constant region exons demonstrate that multiple domains
contribute to in vivo half-life, Cancer Res. (1998) 58(17), 3905-8). No obstante, puesto que la secuencia de
aminoacidos de la region constante del anticuerpo IgG esta conservada en los seres humanos, un anticuerpo que
tiene una sustitucion de aminoacido artificial como se describe mas arriba en los aminoacidos que constituyen la
region constante puede causar efectos secundarios mostrando inmunogenicidad en el organismo humano. Por lo
tanto se prefiere sustituir solamente un pequefio numero de aminoacidos.

Las tecnologias que implican sustitucion de aminoacidos en la regién variable (también referida como regién V) de
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los anticuerpos IgG referidas hasta la fecha incluyen la tecnologia de humanizacién (Tsurushita N., Hinton P. R., y
Kumar S., Design of humanized antibodies: from anti-Tac to Zenapax, Methods (2005) 36(1), 69-83), la maduracion
de la afinidad conde los aminoacidos de la region determinante de la complementariedad (CDR) se sustituyen con el
fin de incrementar la actividad de union (Rajpal A., Beyaz N., Haber L., Cappuccilli G., Yee H., Bhatt R. R., Takeuchi
T., Lerner R. A., y Crea R., A general method for greatly improving the affinity of antibodies by using combinatorial
libraries, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2005) 102(24), 8466-71) y la sustitucion de aminoacidos en los aminoacidos
que constituyen la regién marco (FR) para mejorar la estabilidad fisicoquimica (Ewert S., Honegger A., y Pluckthun
A., Stability improvement of antibodies for extracellular and intracellular applications: CDR grafting to stable
frameworks and structure-based framework engineering, Methods (2004) 34(2), 184-99). A diferencia del caso con
una sustitucion de aminoacidos en la region constante (también referida como region C), la sustitucion de
aminoacidos en la regidn variable se utiliza generalmente para mejorar las caracteristicas (p. ej., estabilidad) y
potenciar la funcién (p. ej., actividad de unién al antigeno) de los anticuerpos. Puesto que la secuencia de
aminoacidos que constituye la CDR de los anticuerpos humanizados se obtiene de la secuencia de aminoacidos de
una especie animal no humana, se piensa que el riesgo de generar inmunogenicidad introduciendo una sustitucion
de aminoacidos artificial en esta secuencia es menor que en las sustituciones de aminoacidos en una secuencia en
otras regiones. Por otra parte, con respecto a una sustitucién de aminoacidos artificial en la secuencia de que
constituye la FR de los anticuerpos humanizados, se piensa que dicha sustitucién posee poco riesgo de generar
inmunogenicidad si la secuencia de aminoacidos de FR obtenida como consecuencia de la sustitucion es la misma
que cualquiera de la pluralidad de secuencias de aminoacidos de FR de anticuerpos humanos que estan publicadas,
por ejemplo, en la base de datos de Kabat (http://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/kabat/), la base de datos IMGT
(http://imgt.cines.fr/), etcétera. Ademas, la inmunogenicidad se puede reducir volviendo a seleccionar una secuencia
de anticuerpo humano que sea muy similar a la secuencia de aminoacidos de FR obtenida como consecuencia de la
sustitucion, entre la pluralidad de secuencias amino de FR de un anticuerpo humano que estan publicadas en la
base de datos de Kabat, la base de datos IMGT, etcétera (documento WO 1999/018212).

En contraste, los Unicos métodos conocidos para mejorar la vida media en plasma de los anticuerpos IgG son, como
se ha descrito mas arriba, la sustitucion de aminoacidos de los aminoacidos que constituyen la regiéon Fc, que es
una parte de la region constante, y no se ha informado hasta la fecha sobre métodos que ocasionen una mejora en
la vida media en plasma de los anticuerpos IgG por medio de la sustitucion de aminoacidos de los aminoacidos que
constituyen la region variable, que se cree que conlleva poco riesgo de invocar inmunogenicidad. La razén de esto
es, en parte, que se cree que la vida media en plasma de los anticuerpos IgG depende en gran manera del
agotamiento dependiente de antigenos y de la union al receptor Fc neonatal, un receptor de recuperacion para los
anticuerpos IgG (Lobo E. D., Hansen R. J., y Balthasar J. P., Antibody pharmacokinetics and pharmacodynamics, J.
Pharm. Sci. (2004) 93(11), 2645-68), y que las funciones y propiedades de la region variable pueden no tener una
influencia significativa sobre vida media en plasma.

También se ha referido que el punto isoeléctrico (pl) del anticuerpo IgG disminuye por la anionizacién del anticuerpo
IgG mediante succinilacion (Yamasaki Y., Sumimoto K., Nishikawa M., Yamashita F., Yamaoka K., Hashida M., y
Takakura Y., Pharmacokinetic analysis of in vivo disposition of succinylated proteins targeted to liver
nonparenchymal cells via scavenger receptors: importance of molecular size and negative charge density for in vivo
recognition by receptors, Pharmacol. Exp. Ther. (2002) 301(2), 467-77); y que el pl del anticuerpo I1gG se eleva por
cationizacion del anticuerpo IgG mediante modificacion con poliamina (Poduslo J. F. y Curran G. L., Polyamine
modification increases the permeability of proteins at the blood-nerve and blood-brain barriers, Neurochem. (1996)
66(4), 1599-609). No obstante, en ambos casos no hubo incremento en la vida media en plasma del anticuerpo IgG
modificado, si no que en vez de eso la vida media en plasma disminuy6. De este modo, no se puede conseguir un
incremento en la vida media en plasma de los anticuerpos IgG por medio de la modificacién del pl del anticuerpo IgG
mediante la modificaciéon quimica anteriormente descrita del anticuerpo IgG.

En el documento WO 2007/114319 A1 (CHUGAI PHARMACEUTICAL CO LTD [JP], se describe por primera vez que
la vida media in vivo de un anticuerpo se puede incrementar reduciendo el punto isoeléctrico a través de
sustituciones de aminoacidos especificos en los dominios variables.

Compendio de la Invencion

La presente invencién se llevé a cabo la vista de las circunstancias descritas mas arriba. Un objeto de la presente
invencién es proporcionar un anticuerpo anti-glipicano 3 como se define en las reivindicaciones que tiene una vida
media en plasma incrementada y una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo como ingrediente
activo, asi como un método para preparar el anticuerpo anti-glipicano 3 y la composicién farmacéutica. Otro objeto
de la presente descripcion es proporcionar un método para modular la citotoxicidad de un anticuerpo modulando la
vida media en plasma del anticuerpo que tiene citotoxicidad, un anticuerpo con citotoxicidad modulada y una
composicion farmacéutica, que comprende el anticuerpo, asi como un método para preparar el anticuerpo y la
composicién farmacéutica.

Los autores de la presente invencion llevaron a cabo investigaciones centradas en los métodos para modular la vida

media en plasma de un anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3). Como resultado, los autores de la presente
invencion descubrieron que la vida media en plasma de un anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) se puede
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modular modificando — entre los residuos de aminoacido que constituyen la regién variable y la region constante de
un anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) — los residuos de aminoacido expuestos sobre la superficie de
esta molécula de anticuerpo y controlando de ese modo la carga superficial de la molécula de anticuerpo.
Especificamente, entre los residuos de aminoacido de la secuencia de aminoacidos que constituye la region variable
y la region constante de un anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3), se identificaron residuos de aminoacido
concretos que podian modular la vida media en plasma del anticuerpo anti-glipicano 3 a través de la modificacion de
la carga superficial sobre la molécula de anticuerpo sin afectar a la estructura o la funcién del anticuerpo, p. €j., la
actividad de union al antigeno. Los autores de la presente invencion también confirmaron que el anticuerpo anti-
glipicano 3 que tenia una vida media modulada de esta manera conservaba de hecho su actividad de union al
antigeno. Los autores de la presente invenciéon también encontraron que la modulacion de la vida media en plasma
del anticuerpo anti-glipicano 3 incrementa la actividad inhibidora de la proliferaciéon tumoral sobre células cancerosas
mostrada por los anticuerpos citotoxicos, tales como el anticuerpo anti-glipicano 3.

La presente descripcion hace referencia a un método para modular la vida media en plasma de un anticuerpo (p. €j.
un anticuerpo anti-glipicano 3) modificando un residuo de aminoacido que esta expuesto sobre la superficie del
anticuerpo, a un anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) que tiene una vida media en plasma modulada por
la modificacién de un residuo de aminoacido, a una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo como
ingrediente activo, y a un método para preparar dicha composicion farmacéutica. Mas especificamente, la presente
descripcién proporciona lo siguiente:

1. [1] Un método para preparar un anticuerpo anti-glipicano 3 con una cinética en plasma modulada,
comprendiendo dicho método las etapas de:

1. (a) cultivar una célula anfitriona que porta un acido nucleico que codifica el anticuerpo anti-glipicano 3
en condiciones que permiten la expresion del acido nucleico, donde el anticuerpo anti-glipicano 3 tiene
una secuencia de aminoacidos alterada para producir una modificacion en la carga de al menos un
residuo de aminoacido que puede estar expuesto sobre la superficie del anticuerpo; y

2. (b) recuperar el anticuerpo anti-glipicano 3 del cultivo de células anfitrionas;

2. [2] El método de acuerdo con el apartado [1], donde la modulacién de la cinética en plasma es un
incremento o un descenso en un parametro seleccionado entre la vida media en plasma, el tiempo medio
de residencia en plasma, y el aclaramiento en plasma;

3. [3] El método de acuerdo con el apartado [1], donde la modificacion en la carga del residuo de aminoacido
se logra por medio de una sustituciéon de aminoacido;

4. [4] El método de acuerdo con el apartado [1], donde el residuo de aminoacido que puede estar expuesto
sobre la superficie del anticuerpo anti-glipicano 3 esta localizado en una regién del anticuerpo anti-
glipicano 3 distinta de la regién de unién FcRn;

5. [5] El método de acuerdo con el apartado [4], donde la regién de unién FcRn comprende la regién Fc;

6. [6] El método de acuerdo con el apartado [4], donde la regién de unién FcRn comprende los residuos de
aminoacido de los numeros EU 250, 253, 310, 311, 314, 428, 435, 436 de acuerdo con la numeracion de
Kabat;

7. [7] El método de acuerdo con el apartado [1], donde el anticuerpo anti-glipicano 3 es un anticuerpo IgG;

8. [8] El método de acuerdo con los apartados [1]-[7], donde el residuo de aminoacido cuya carga es
modificada es un residuo de aminoacido presente en la regién variable de la cadena pesada o la region
variable de la cadena ligera;

9. [9] El método de acuerdo con el apartado [8], donde el anticuerpo anti-glipicano 3 comprende una region
determinante de la complementariedad (CDR) derivada de un animal no humano, una regién marco (FR)
obtenida de ser humano, y una regién constante obtenida de ser humano, y donde la modificacion en la
carga del residuo de aminoécido se logra mediante sustitucién de al menos un residuo de aminoacido
que puede estar expuesto sobre la superficie del anticuerpo en la CDR o la FR del anticuerpo con un
residuo de aminoacido que tiene una carga diferente de la del residuo de aminoacido;

10. [10] EI método de acuerdo con el apartado [9], donde la modificacion en la carga del residuo de aminoacido
se logra mediante:

(1) al menos una sustitucién en la region variable de la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 1
seleccionada entre:
1. (a) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoacido 43° por K,
2. (b) la sustitucion de D que es residuo de aminoacido 52° por N, y
3. (c) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoacido 107° por R;
y/o
(2) al menos una sustitucién en la region variable de la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 7
seleccionada entre:
(d) la sustitucion de E que es el residuo de aminoacido 17° por Q,
(e) la sustitucién de Q que es el residuo de aminoécido 27° por R, y
(f) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoacido 105° por R;

11. [11] El método de acuerdo con el apartado [9], donde la modificacién en la carga del residuo de aminoacido
se logra mediante:

(1) al menos una sustitucién en la region variable de la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 1
seleccionada entre:
(a) la sustitucion de K que es el residuo de aminoacido 19° por T,
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(b) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoacido 432 por E,
(c) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoacido 62° por E,
(d) la sustitucién de K que es el residuo de aminoacido 632 por S,
(e) la sustitucién de K que es el residuo de aminoacido 65° por Q, y
(f) la sustitucion de G que es el residuo de aminoécido 66° por D;
y/o
(2) al menos una sustitucion en la region variable de la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 7
seleccionada entre:
(9) la sustitucion de R que es el residuo de aminoacido 24° por Q,
(h) la sustitucién de Q que es el residuo de aminoécido 27° por E,
(i) la sustitucién de K que es el residuo de aminoéacido 79° por T,
(j) la sustitucion de R que es el residuo de aminoacido 82° por S, y
(k) la sustitucion de K que es el residuo de aminoacido 112 por E;
[12] El método de acuerdo con el apartado [11], que comprende adicionalmente al menos una modificacion
en la region constante de la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 31 seleccionada entre:
(a) la sustitucion de H que es el residuo de aminoacido 1512 por Q,
(b) la sustitucion de K que es el residuo de aminoacido 157° por Q,
(c) la sustitucion de R que es el residuo de aminoacido 238° por Q,
(d) la sustitucién de D que es el residuo de aminoacido 239° por E,
(e) la sustitucién de L que es el residuo de aminoacido 2412 por M, y
(f) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoacido 302° por E;
[13] El método de acuerdo con los apartados [9]-[12], donde el anticuerpo anti-glipicano 3 tiene un contenido
reducido de fucosa unida a la region Fc del anticuerpo;
[14] Un anticuerpo anti-glipicano 3 preparado mediante el método de acuerdo con los apartados [1]-[13];
[15] Un método para preparar un anticuerpo con una cinética en plasma modulada, comprendiendo dicho
método las etapas de:

1. (a) cultivar una célula anfitriona que porta un acido nucleico que codifica el anticuerpo en condiciones
que permiten la expresion del acido nucleico, donde el anticuerpo tiene una secuencia de aminoacidos
alterada para ocasionar una modificacion en la carga de al menos un residuo de aminoacido en la region
constante del anticuerpo distinta de la regién de unién FcRn; y

2. (b) recuperar el anticuerpo del cultivo de células anfitrionas;

[16] El método de acuerdo con el apartado [15], donde la modulacién de la cinética en plasma es un
incremento o un descenso en un parametro seleccionado entre la vida media en plasma, el tiempo medio de
residencia en plasma, y el aclaramiento en plasma;
[17] El método de acuerdo con el apartado [15], donde la modificacidn en la carga del residuo de aminoacido
se logra mediante la sustitucion de aminoacidos;
[18] El método de acuerdo con el apartado [17], donde el anticuerpo es un anticuerpo IgG;
[19] El método de acuerdo con el apartado [18], donde el anticuerpo es un anticuerpo IgG1;
[20] El método de acuerdo con el apartado [17], donde la modificacién en la carga del residuo de aminoacido
se logra mediante la sustitucion de al menos un residuo de aminoacido de un anticuerpo IgG1 por un residuo
de aminoacido correspondiente de un anticuerpo 1gG4;
[21] El método de acuerdo con el apartado [15]-[20], donde la regién de unién FcRn comprende los residuos
de aminoacido de los numeros EU 250, 253, 310, 311, 314, 428, 435, y 436 de acuerdo con la numeracion
de Kabat;
[22] El método de acuerdo con el apartado [20], donde la modificacion en la carga del residuo de aminoacido
se logra mediante al menos una sustitucién en la regién constante de la cadena pesada mostrada en el SEQ
ID NO: 31 seleccionada entre:

(a) la sustitucién de H que es el residuo de aminoécido 1512 por Q,

(b) la sustitucién de K que es el residuo de aminoacido 1572 por Q,

(c) la sustitucion de R que es el residuo de aminoacido 238° por Q,

(d) la sustitucién de D que es el residuo de aminoacido 2392 por E,

(e) la sustitucién de L que es el residuo de aminoacido 2412 por M, y

(f) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoacido 302 por E;
[23] El método de acuerdo con los apartados [15]-[22], donde el anticuerpo es un anticuerpo anti-glipicano 3;
[24] Un método de estabilizacion de un anticuerpo anti-glipicano 3 que comprende una region determinante
de la complementariedad (CDR) obtenida de un animal no humano, una regién marco (FR) obtenida de un
ser humano, y una regién constante obtenida de un ser humano, comprendiendo dicho método las etapas
de:

1. (a) cultivar una célula anfitriona que porta un acido nucleico que codifica el anticuerpo anti-glipicano 3 en
condiciones que permiten la expresion del acido nucleico, donde el anticuerpo anti-glipicano 3 tiene una
secuencia de aminoacidos alterada para incrementar el valor Tm del anticuerpo mediante una mediante
una modificaciéon de al menos un residuo de aminoacido; y

2. (b) recuperar el anticuerpo del cultivo de células anfitrionas;

[25] El método de acuerdo con el apartado [24], donde el residuo de aminoacido esta presente en la region
FR1 y/o la region FR2 de la cadena pesada o la cadena ligera;
[26] El método de acuerdo con el apartado [25], donde un residuo de aminoacido de la region FR2 de la
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cadena pesada esta sustituido por un residuo de aminoacido de la region FR2 de la subclase VH4;
[27] El método de acuerdo con el apartado [25], donde un residuo de aminoacido de la regién FR2 de la
cadena ligera esta sustituido por un residuo de aminoacido de la regién FR2 de la subclase VKS3;
[28] El método de acuerdo con el apartado [24]-[27], donde la sustitucién del residuo de aminoacido se logra
mediante:
(1) al menos una sustitucion en la region variable de la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 1
seleccionada entre:
(a) la sustitucién de V que es el residuo de aminoécido 37° por |,
(b) la sustitucion de A que es el residuo de aminoacido 40° por P,
(c) la sustitucion de M que es el residuo de aminoacido 48° por |, y
(d) la sustitucién de L que es el residuo de aminoacido 51° por I;
y/o
(2) al menos una sustitucion en la region variable de la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 7
seleccionada entre:
(e) la sustitucién de L que es el residuo de aminoacido 42° por Q,
(f) la sustitucién de S que es el residuo de aminoacido 48° por A, y
(9) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoéacido 50° por R;
[29] Un método para preparar un anticuerpo con citotoxicidad modulada, que comprende las etapas de:
(a) cultivar una célula anfitriona que porta un acido nucleico que codifica el anticuerpo en condiciones
que permiten la expresion del acido nucleico, donde el anticuerpo tiene una secuencia de aminoacidos
alterada para causar una modificacién en la carga de al menos un residuo de aminoacido que puede
estar expuesto sobre la superficie del anticuerpo citotdxico; y
(b) recuperar el anticuerpo del cultivo de células anfitrionas;
[30] El método de acuerdo con el apartado [29], donde la modificacion en la carga del residuo de aminoacido
se logra mediante sustitucion de aminoacido;
[31] El método de acuerdo con el apartado [29], donde el residuo de aminoacido que puede estar expuesto
sobre la superficie del anticuerpo esta localizado en una regién del anticuerpo distinta de la regién de unién
FcRn;
[32] El método de acuerdo con el apartado [31], donde la regidn de unién FcRn comprende la regién Fc;
[33] El método de acuerdo con el apartado [31], donde la region de unidon FcRn comprende los residuos de
aminoacido de los numeros EU 250, 253, 310, 311, 314, 428, 435, 436 de acuerdo con la numeraciéon de
Kabat;
[34] El método de acuerdo con el apartado [29], donde el anticuerpo es un anticuerpo IgG;
[35] El método de acuerdo con el apartado [29]-[34], donde el residuo de aminoacido cuya carga esta
modificada es un residuo de aminoacido presente en la regién constante del anticuerpo;
[36] El método de acuerdo con los apartados [29]-[34], donde el residuo de aminoacido cuya carga esta
modificada es un residuo de aminoacido presente en la regién variable de la cadena pesada o la regién
variable de la cadena ligera del anticuerpo;
[37] El método de acuerdo con el apartado [36], donde el anticuerpo es un anticuerpo que comprende una
region determinante de la complementariedad (CDR) obtenida de un animal no humano, una regién marco
(FR) obtenida de un ser humano, y una region constante obtenida de un ser humano, y donde la
modificacion en la carga del residuo de aminoacido se logra mediante sustitucion de al menos un residuo de
aminoacido que puede estar expuesto sobre la superficie del anticuerpo en la CDR o la FR del anticuerpo
por un residuo de aminoacido que tiene una carga diferente de la del residuo de aminoacido;
[38] ElI método de acuerdo con el apartado [37], donde la modificacion en la carga del residuo de aminoacido
se logra mediante:
(1) al menos una sustitucién en la region variable de la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 1
seleccionada entre:
(a) la sustitucién de K que es el residuo de aminoacido 19° por T,
(b) la sustitucién de Q que es el residuo de aminoacido 432 por E,
(c) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoécido 62° por E,
(d) la sustitucién de K que es el residuo de aminoacido 632 por S,
(e) la sustitucién de K que es el residuo de aminoécido 65° por Q, y
(f) la sustitucion de G que es el residuo de aminoécido 66° por D;
ylo,
(2) al menos una sustitucion en la region variable de la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 7
seleccionada entre:
(9) la sustitucion de R que es el residuo de aminoacido 24° por Q,
(h) la sustitucién de Q que es el residuo de aminoacido 27° por E,
(i) la sustitucién de K que es el residuo de aminoéacido 79° por T,
(j) la sustitucién de R que es el residuo de aminoacido 822 por S, y
(k) la sustitucion de K que es el residuo de aminoécido 112° por E;
[39] ElI método de acuerdo con el apartado [38], que comprende adicionalmente al menos una sustitucién en
la regidn constante de la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 31 seleccionada entre:
(a) la sustitucién de H que es el residuo de aminoécido 1512 por Q,
(b) la sustitucion de K que es el residuo de aminoéacido 1572 por Q,
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(c) la sustitucion de R que es el residuo de aminoéacido 238° por Q,
(d) la sustitucién de D que es el residuo de aminoéacido 239° por E,
(e) la sustitucién de L que es el residuo de aminoacido 2412 por M, y
(f) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoacido 302° por E;

40. [40] El método de acuerdo con el apartado [36], donde el anticuerpo comprende una regién determinante de
la complementariedad (CDR) obtenida de un animal no humano, una regién marco (FR) obtenida de un ser
humano, y una regién constante obtenida de un ser humano, y donde la modificacién en la carga del residuo
de aminoacido se logra mediante sustitucion de al menos un residuo de aminoacido que puede estar
expuesto sobre la superficie del anticuerpo en la region constante del anticuerpo por un residuo de
aminoacido que tiene una carga diferente de la del residuo de aminoacido;

41. [41] El método de acuerdo con el apartado [40], donde la sustitucion es al menos una sustitucién en la region
constante de la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 31 seleccionada entre:

(a) la sustitucion de H que es el 151st residuo de aminoacido por Q,
(b) la sustitucion de K que es el 157th residuo de aminoacido por Q,
(c) la sustitucion de R que es el 238th residuo de aminoacido por Q,
(d) la sustitucién de D que es el 239th residuo de aminoacido por E,
(e) la sustitucidon de L que es el 241st residuo de aminoacido por M, y
(f) la sustitucion de Q que es el 302nd residuo de aminoacido por E;

42. [42] El método de acuerdo con el apartado [37]-[41], donde el anticuerpo tiene un contenido reducido de
fucosa anclado a la regién Fc del anticuerpo;

43. [43] Un anticuerpo preparado mediante el método de acuerdo con los apartados [29]-[42];

44. [44] El anticuerpo de acuerdo con el apartado [43], donde el anticuerpo es un anticuerpo anti-glipicano 3;

45. [45] Un anticuerpo que comprende:

(1) una region variable de la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 1 en la que la secuencia de
aminoacidos comprende al menos una sustitucion seleccionada entre:
(a) la sustitucion de K que es el residuo de aminoacido 19° por T,
(b) la sustitucién de Q que es el residuo de aminoacido 43° por E,
(c) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoéacido 62° por E,
(d) la sustitucién de K que es el residuo de aminoacido 63° por S,
(e) la sustitucién de K que es el residuo de aminoéacido 65° por Q, y
(f) la sustitucion de G que es el residuo de aminoacido 66° por D;
y/o
(2) una region variable de la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 7 en la que la secuencia de
aminoacidos comprende al menos una sustitucion seleccionada entre:
(9) la sustitucién de R que es el residuo de aminoacido 24° por Q,
(h) la sustitucién de Q que es el residuo de amino&cido 27° por E,
(i) la sustitucion de K que es el residuo de aminoéacido 79° por T,
(j) la sustitucién de R que es el residuo de aminoécido 82° por S, y
(k) la sustitucion de K que es el residuo de aminoécido 112° por E;

46. [46] El anticuerpo de acuerdo con el apartado [45], que comprende la cadena pesada mostrada en el SEQ
ID NO: 3y la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 9;

47. [47] El anticuerpo de acuerdo con el apartado [45], que comprende la cadena pesada mostrada en el SEQ
ID NO: 5y la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 11;

48. [48] El anticuerpo de acuerdo con el apartado [45] que comprende una region variable de la cadena pesada
mostrada en el SEQ ID NO: 27 y una region variable de la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 28;

49. [49] El anticuerpo de acuerdo con el apartado [45] que comprende una region variable de la cadena pesada
mostrada en el SEQ ID NO: 27 y una region variable de la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 29;

50. [50] El anticuerpo de acuerdo con el apartado [45]-[49] que comprenden una regién constante de un
anticuerpo humano;

51. [51] El anticuerpo de acuerdo con el apartado [50], donde la region constante comprende una secuencia
mostrada en el SEQ ID NO: 32 o el SEQ ID NO: 33;

52. [52] Un anticuerpo que comprende:

(1) una region variable de la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 1 en la que la secuencia de
aminoacidos comprende al menos una sustitucion seleccionada entre:

(a) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoacido 43° por K,

(b) la sustitucién de D que es el residuo de aminoécido 52° por N, y

(c) la sustitucién de Q que es el residuo de aminoéacido 107 por R;

(2) una region variable de la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 7 en la que la secuencia de
aminoacidos comprende al menos una sustitucion seleccionada entre:
(d) la sustitucién de E que es el residuo de aminoécido 17° por Q,
(e) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoacido 27° por R, y
(f) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoacido 105 por R;
53. [53] El anticuerpo de acuerdo con el apartado [52], que comprende la region variable de la cadena pesada
mostrada en el SEQ ID NO: 4 y la regidn variable de la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 10;
54. [54] El anticuerpo de acuerdo con el apartado [52], que comprenden la regién variable de la cadena pesada
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mostrada en el SEQ ID NO: 6 y la regién variable de la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 12;
[55] El anticuerpo de acuerdo con el apartado [52]-[54] que comprende una regién constante de un
anticuerpo humano;
[56] Un anticuerpo que comprende al menos una sustitucién en la secuencia de aminoacidos de la region
constante de la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 31 seleccionada entre:

(a) la sustitucién de H que es el residuo de aminoacido 1512 por Q,

(b) la sustitucién de K que es el residuo de aminoacido 157° por Q,
(c) la sustitucion de R que es el residuo de aminoacido 2382 por Q,
(d) la sustitucién de D que es el residuo de aminoéacido 239° por E,
(e) la sustitucién de L que es el residuo de aminoacido 241° por M, y

(f) la sustitucion de Q que es el residuo de aminoacido 302° por E;
[57] Un anticuerpo que comprende una region constante de la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO:
33;
[58] El anticuerpo de acuerdo con el apartado [45]-[57], donde el anticuerpo tiene un contenido reducido de
fucosa unida a la region Fc del anticuerpo;
[59] Una composicion que comprende el anticuerpo de acuerdo con los apartados [45]-[58] y un portador
farmacéuticamente aceptable.
[60] Un agente anticanceroso que comprende como ingrediente activo el anticuerpo de acuerdo con los
apartados [45]-[58];

[61] El agente anticanceroso de acuerdo con el apartado [60], donde el cancer es cancer de higado;

[62] Un acido nucleico que codifica un polipéptido del anticuerpo de acuerdo con los apartados [45]-[58];
[63] Una célula anfitriona que comprende el acido nucleico de acuerdo con el apartado [62];

[64] la célula anfitriona de acuerdo con el apartado [63], donde la célula anfitriona es una célula animal
carente de transportador de fucosa, una célula animal con la fucosiltransferasa suprimida, o una célula
animal en la que se modifica una modificacion de la cadena de azucar ramificada compleja;

[65] Un método para preparar un anticuerpo que comprende cultivar la célula anfitriona de acuerdo con los
apartados [63] o [64] y recuperar un polipéptido del cultivo celular.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 es un diagrama obtenido de la mediciéon calorimétrica de barrido diferencial (DSC) del
anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2);

La Figura 2 es un electroforetograma del anticuerpo HOLO y el anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2) en
una electroforesis isoeléctrica de elevado pl, donde las calles 1 y 4 muestran los marcadores de pl, la calle
2 muestra el anticuerpo HOLO, y la calle 3 muestra el anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2), donde los
valores numéricos muestran los valores de pl de las moléculas de marcador de pl y las flechas muestran
las movilidades electroforéticas de las correspondientes moléculas de marcadores de pl;

La Figura 3 es un electroforetograma del anticuerpo HOLO y el anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6) en
una electroforesis isoeléctrica de bajo pl, donde las calles 1 y 4 muestran los marcadores de pl, la calle 2
muestra el anticuerpo HOLO, y la calle 3 muestra el anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6), donde los
valores numéricos muestran los valores de pl de las moléculas de marcador de pl y las flechas muestran
las movilidades electroforéticas de las correspondientes moléculas de marcadores de pl;

La Figura 4 es un diagrama que muestra la afinidad de unién del anticuerpo H15L4 y el anticuerpo HOLO
para el antigeno glipicano 3 en un ELISA competitivo, donde el rombo negro hace referencia a la afinidad
de union del anticuerpo HOLO y el cuadrado gris hace referencia a la afinidad de unién del anticuerpo
H15L4;

La Figura 5 es un diagrama que muestra la afinidad de unién del anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2)
y el anticuerpo HOLO para el antigeno glipicano 3 en un ELISA competitivo ELISA, donde el rombo negro
hace referencia a la afinidad de unién del anticuerpo HOLO y el cuadrado gris hace referencia a la afinidad
de union del anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2);

La Figura 6 es un diagrama que muestra la afinidad de unioén del anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6)
y el anticuerpo HOLO para el antigeno glipicano 3 en un ELISA competitivo, donde el rombo negro hace
referencia a la afinidad de unién del anticuerpo HOLO y el cuadrado gris hace referencia a la afinidad de
unién del anticuerpo Hspd1.8Lspdl.6 (Hd1.8Ld1.6);

La Figura 7 muestra la actividad anti-tumoral del anticuerpo HOLO, el anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2
(Hu2.2Lu2.2), y el anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6) en un modelo de ratén de cancer de higado
humano transplantado;

La Figura 7A muestra la actividad anti-tumoral del anticuerpo HOLO, el anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2
(Hu2.2Lu2.2), y el anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6) en un modelo de ratén de cancer de higado
humano transplantado cuando se administré cada compuesto al modelo a una dosis de 5 mg/kg, donde el
rombo negro muestra la actividad para la administracion de vehiculo, el triangulo negro muestra el efecto de
la administracion del anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6), el circulo blanco muestra el efecto de la
administracion del anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2), y el cuadrado negro muestra el efecto de la
administracion del anticuerpo HOLO;

La Figura 7B muestra la actividad anti-tumoral del anticuerpo HOLO, el anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2
(Hu2.2Lu2.2), y el anticuerpo Hspdl.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6) en un modelo de ratén de cancer de higado
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humano transplantado cuando se administré cada anticuerpo de ensayo al modelo a una dosis de 1 mg/kg,
donde el rombo negro muestra la actividad para la administracion de vehiculo, el triangulo negro muestra el
efecto de la administracion del anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6), el circulo blanco muestra el efecto
de la administracion del anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2), y el cuadrado negro muestra el efecto de
la administracion del anticuerpo HOLO;

la Figura 8 muestra las concentraciones en plasma para el anticuerpo HOLO, el anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2
(Hu2.2Lu2.2), y el anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6) en un modelo de ratén de cancer de higado
humano transplantado;

La Figura 8A muestra la concentracion en plasma para el anticuerpo HOLO, el anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2
(Hu2.2Lu2.2), y el anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6) administrado a un modelo de ratén de cancer
de higado humano transplantado cuando se administré cada anticuerpo de ensayo al modelo a una dosis
de 5 mg/kg, donde el triangulo negro muestra la concentracién en plasma del anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6
(Hd1.8Ld1.6), el circulo blanco muestra la concentracién en plasma del anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2
(Hu2.2Lu2.2), y el cuadrado negro muestra la concentracién en plasma del anticuerpo HOLO;

La Figura 8B muestra la concentracion en plasma para el anticuerpo HOLO, el anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2
(Hu2.2Lu2.2), y el anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6) en un modelo de ratén de cancer de higado
humano transplantado cuando se administré cada anticuerpo de ensayo al modelo a una dosis de 1 mg/kg,
donde el triangulo negro muestra la concentracion en plasma del anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6),
el circulo blanco muestra la concentracion en plasma del anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2), y el
cuadrado negro muestra la concentraciéon en plasma del anticuerpo HOLO; y

La Figura 9 muestra la actividad ADCC de los anticuerpos de ensayo contra las células HepG2, una linea
celular de cancer de higado humano, donde el triangulo negro muestra la actividad ADCC por el anticuerpo
Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6), el circulo blanco muestra la actividad ADCC por el anticuerpo
Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2), y el cuadrado negro muestra la actividad ADCC por el anticuerpo HOLO.

La Figura 10 muestra la afinidad de unién del anticuerpo HOLO, el anticuerpo Hd1.8Ld1.6, el anticuerpo
pH7pL14 y el anticuerpo pH7pL16 para el antigeno glipicano 3 medida por medio de un ELISA competitivo,
donde el circulo negro muestra la actividad de union del anticuerpo HOLO, el circulo blanco muestra la
actividad de unién del anticuerpo Hd1.8Ld1.6, el cuadrado negro muestra la actividad de unién del
anticuerpo pH7pL14, y el cuadrado blanco muestra la actividad de unién del anticuerpo pH7pL16.

La Figura 11 muestra la actividad anti-tumoral del anticuerpo HOLO, el anticuerpo pH7pL14 y el anticuerpo
pH7pL16 en un modelo de raton de cancer hepatico humano implantado, donde * muestra la actividad anti-
tumoral del anticuerpo HOLO, el circulo blanco muestra la actividad anti-tumoral del anticuerpo Hd1.8Ld1.6,
el cuadrado negro muestra la actividad anti-tumoral del anticuerpo pH7pL14, y el cuadrado blanco muestra
la actividad anti-tumoral del anticuerpo pH7pL16.

La Figura 12 muestra la concentracion en plasma para el anticuerpo HOLO, el anticuerpo Hd1.8Ld1.6, el
anticuerpo pH7pL14, el anticuerpo pH7pL16 y el anticuerpo pH7M85pL16 en ratones, donde * muestra la
concentracion en plasma del anticuerpo del anticuerpo HOLO, el circulo blanco muestra la concentracion en
plasma del anticuerpo Hd1.8Ld1.6, el cuadrado negro muestra la concentracién en plasma del anticuerpo
pH7pL14, el cuadrado blanco muestra la concentracién en plasma del anticuerpo pH7pL16, el triangulo
negro muestra la concentracion en plasma del anticuerpo pH7M85pL16 en ratén.

La Figura 13 muestra la actividad ADCC por el anticuerpo HOLO, el anticuerpo Hd1.8Ld1.6, el anticuerpo
pH7pL14, y el anticuerpo pH7pL16 contra células HepG2, una linea celular de cancer de higado humano,
donde el circulo negro muestra la actividad ADCC por el anticuerpo HOLO, el circulo blanco la actividad
ADCC por el anticuerpo Hd1.8Ld1.6, el cuadrado negro la actividad ADCC por el anticuerpo pH7pL14, y el
cuadrado blanco la actividad ADCC por el anticuerpo pH7pL16.

La Figura 14 muestra la afinidad de union del anticuerpo HOLO, el anticuerpo HOM85LO, el anticuerpo
pH7pL16 y el anticuerpo pH7M85pL16 para el antigeno glipicano 3 medida por medio de un ELISA
competitivo, donde el triangulo negro muestra la actividad de unién del anticuerpo HOLO, el cuadrado negro
muestra la actividad de union del anticuerpo HOM85LO0, * muestra la actividad de unién del anticuerpo
pH7pL16, y el rombo blanco muestra la actividad de unidn del anticuerpo pH7M85pL16.

La Figura 15 muestra la actividad ADCC por el anticuerpo pH7pL16 y el anticuerpo pH7M85pL16 contra
células HepG2, una linea celular de cancer de higado humano, donde el cuadrado blanco muestra la
actividad ADCC por el anticuerpo pH7pL16, y el triangulo negro muestra la actividad ADCC por el
anticuerpo pH7M85pL16.

Descripcion Detallada de las Realizaciones Preferidas

La presente descripcion proporciona un método para modular la cinética en plasma de un anticuerpo (p. €j. un
anticuerpo anti-glipicano 3). El método comprende la modificacion en la carga de al menos un residuo de aminoacido
que puede estar expuesto sobre la superficie del anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3). Esto es, la cinética
en plasma de un anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) puede ser modulada modificando la carga de un
residuo de aminoacido del anticuerpo para ocasionar un cambio en el punto isoeléctrico (pl) del mismo. El anticuerpo
(p. €. un anticuerpo anti-glipicano 3) que tiene una cinética en plasma modulada es capaz de mostrar una actividad
anti-tumoral sobre las células cancerosas que es superior a la del anticuerpo no modulado.

Entre los diversos isotipos de anticuerpos, las rutas metabdlicas principales del anticuerpo IgG no se desarrollan via
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excrecion renal debido al peso molecular suficientemente elevado del anticuerpo IgG. Se sabe que el anticuerpo
IgG, que contiene la region Fc como parte de su molécula, tiene una vida media in vivo prolongada debido al
reciclaje por medio de una ruta de recuperacion mediada por el receptor Fc neonatal (FCcRn), que es expresado por
las células endoteliales, por ejemplo, en el sistema vascular. Se piensa que el anticuerpo IgG es metabolizado
principalmente por las rutas metabdlicas en las células endoteliales (He X. Y., Xu Z., Melrose J., Mullowney A.,
Vasquez M., Queen C., Vexler V., Klingbeil C., Co M. S., y Berg E. L., Humanization and pharmacokinetics of a
monoclonal antibody with specificity for both E- and P-selectin, J. Immunol. (1998), 160(2), 1029-35). Esto es, se
piensa que el anticuerpo IgG es reciclado por medio de la unién al FcRn de un anticuerpo IgG absorbido de manera
no especifica por la célula endotelial, mientras el anticuerpo IgG que no puede ser unido es metabolizado. El
anticuerpo 1gG que tiene la region Fc modificada para disminuir la actividad de uniéon a FcRn muestra una vida
media en el plasma mas corta. En contraste, la vida media en plasma del anticuerpo IgG se puede incrementar
modificando los residuos de aminoacido que constituyen la regidon Fc del anticuerpo IgG para incrementar la
actividad de unién a FcRn (He X. Y., Xu Z., Melrose J., Mullowney A., Vasquez M., Queen C., Vexler V., Klingbeil C.,
Co M. S., y Berg E. L., Humanization and pharmacokinetics of a monoclonal antibody with specificity for both E- and
P-selectin, J. Immunol. (1998), 160(2), 1029-35; y LinksOber RJ, Radu CG, Ghetie V, Ward ES. Differences in
promiscuity for antibody-FcRn interactions across species: implications for therapeutic antibodies. Int Immunol.
(2001) 13(12), 1551-9). Como se ha descrito antes, los métodos conocidos para modular la cinética en plasma del
anticuerpo IgG implicaban la modificacion de la actividad de unidon a FcRn por medio de la modificacion de los
residuos de aminoacido que constituyen la regidon Fc. Los ejemplos especificos de los residuos de aminoacido
anteriores incluyen los residuos de aminoacido H250, H253, H310, H311, H314, H428, H435 y H436, de acuerdo
con la numeracién de Kabat. Por afadidura, se pens6 que los residuos de aminoacido H254, H255, H257, H288,
H296, H307, H309, H315, H415, H433, que implican indirectamente la interaccion entre los anticuerpo IgG y FcRn,
eran la diana para la modificacion. Estos residuos de aminoacido corresponden, por ejemplo, a los residuos de
aminoacido 130, 133, 190, 191, 194, 308, 315 y 316° y los residuos de aminoacido 134, 135, 137, 168, 176, 187,
189, 195, 295 y 313% en el SEQ ID NO: 30, asi como los residuos de aminoacido 133, 136, 193, 194, 197, 311, 318
y 319° y los residuos de aminoéacido 137, 138, 140, 171, 179, 190, 192, 198, 298 y 316° en el SEQ ID NO: 31,
respectivamente. No obstante, como se muestra en los ejemplos proporcionados mas abajo, se ha descubierto
ahora mediante la presente invencién que la vida media en plasma de un anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-
glipicano 3) depende del pl con una alta correlacién. De este modo, ahora se demuestra que la vida media en
plasma para el anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) puede ser modulada sin modificar los residuos de
aminoacido que constituyen las region de unién a FcRn, cuya modificacion podria invocar la inmunogenicidad, en
particular los residuos de aminoacido H250, H253, H310, H311, H314, H428, H435 y H436, asi como H254, H255,
H257, H288, H296, H307, H309, H315, H415 y H433 de acuerdo con la numeracion de Kabat. También fue un
resultado sorprendente que la modificacion de los residuos de aminoacido distintos de H250, H253, H310, H311,
H314, H428, H435 y H436, asi como H254, H255, H257, H288, H296, H307, H309, H315, H415 y H433 mostrara un
descenso en el valor de pl y un cambio en la actividad de unién a FcRn.

Si bien no desean estar vinculados a ninguna teoria concreta, los autores de la presente invencién mantienen la
siguiente vision en el momento presente. Se piensa que la tasa de absorciéon no especifica del anticuerpo IgG por
las células endoteliales depende de la interaccion Columbica fisicoquimica entre el anticuerpo IgG y la superficie
celulas cargada negativamente. Por lo tanto se piensa que la disminucién (aumento) en la interaccion Columbica
reduciendo (elevando) el pl del anticuerpo IgG puede ocasionar un descenso (aumento) en la absorcidon no
especifica por la célula endotelial, que a su vez ocasiona un descenso (aumento) en el metabolismo en la célula
endotelial producido en la modulacion de la cinética del plasma. Segun se utiliza en la presente memoria, "disminuir
la interaccion Columbica" significa un incremento en la fuerza Columbica expresada en una fuerza repulsiva. Puesto
que la interaccion Columbica entre el anticuerpo y la carga negativa de la superficie de la célula de la célula
endotelial es una interaccion fisicoquimica, se cree que esta interaccion no depende principalmente de la secuencia
de aminoacidos per se que constituye el anticuerpo. Por lo tanto, el método de modulacién de la cinética en plasma
descrito en la presente invencién puede ser aplicado ampliamente a cualquier anticuerpo o anticuerpo anti-glipicano
3, pero no se limita solamente a un anticuerpo especifico o a un anticuerpo anti-glipicano 3.

Cuando se utiliza un anticuerpo IgG como anticuerpo (p. €j. anticuerpo anti-glipicano 3) de la presente invencion, se
puede utilizar cualquier subtipo siempre que éste sea una molécula de anticuerpo de tipo IgG. También se puede
utilizar un anticuerpo IgG biespecifico. Cuando el anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) de la presente
invencion es un anticuerpo biespecifico, el anticuerpo también se puede unir especificamente tanto al antigeno
correspondiente (molécula de glipicano 3 en el caso del anticuerpo anti-glipicano 3) como a un epitopo distinto de
ese antigeno. Por ejemplo, para reclutar células NK, células T citotoxicas, células LAK, etcétera, se puede utilizar
adecuadamente como otro antigeno un antigeno de superficie que se una especificamente a estas células. Se ha
demostrado que la citotoxicidad por células LAK se manifiesta frente al cancer del conducto biliar utilizando un
anticuerpo biespecifico producido a partir del anticuerpo MUSE11 que reconoce MUC1 (un antigeno relacionado con
el adenocarcinoma), y un anticuerpo OKT3 que reconoce el antigeno de superficie de células IAK (Katayose Y.,
Kudo T., Suzuki M., Shinoda M., Saijyo S., Sakurai N., Saeki H., Fukuhara K., Imai K., y Matsuno S., MUC1-specific
targeting immunotherapy with bispecific antibodies: inhibition of xenografted human bile duct carcinoma growth,
Cancer Res. (1996) 56(18), 4205-12). El anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) que tiene una cinética en
plasma mejorada de la presente invencion se puede utilizar adecuadamente en lugar del anticuerpo MUSE11 que
reconoce MUC1. Ademas, el anticuerpo que reconoce diferentes epitopos del antigeno al cual se une el anticuerpo
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(la molécula de glipicano 3 en el caso del anticuerpo anti-glipicano 3) también se puede utilizar adecuadamente
como anticuerpo biespecifico (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) de la presente invencién. En el caso de
anticuerpos de bajo peso molecular para los cuales la excrecion renal es la principal ruta metabdlica, tales como
scFv y Fab, la cinética en plasma de tales anticuerpos no puede ser modulada por el pl como se ha descrito antes.
Sin embargo, el método se puede aplicar a cualquier tipo de molécula de anticuerpo si éste es una proteina
acoplada a Fc para la cual la excreciéon renal no es la ruta metabdlica principal. Los ejemplos de tales moléculas
incluyen scFv-Fc, dAb-Fc y las proteinas de fusion con Fc. Puesto que la principal ruta metabdlica de estas
moléculas no es a través del metabolismo por excrecion renal, la cinética en plasma de estas moléculas puede ser
modulada cambiando el pl de acuerdo con el método. Las moléculas de tipo anticuerpo estan incluidas en las
moléculas de anticuerpo concebidas por la invencion. Las moléculas de tipo anticuerpo son moléculas que funcionan
uniéndose a una molécula diana (Binz H. K., Amstutz P., y Pluckthun A., Engineering novel binding proteins from
nonimmunoglobulin domains, Nat. Biotechnol. (2005) 23(10), 1257-68); y los ejemplos incluyen DARPins, Affibody, y
Avimer.

El término "cinética en plasma modulada" segun se utiliza en la presente memoria significa que las cinética en
plasma se modifican en la direccién deseada cuando se comparan las cinéticas en plasma para el anticuerpo
después de la modificaciéon de los aminoacidos que constituyen el anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3)
con las cinéticas en plasma para el anticuerpo antes de la modificacion. De este modo, cuando se desea
incrementar la vida media en plasma para el anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3), la "modulacion de la
cinética en plasma" hace referencia a un incremento en la vida media en plasma para el anticuerpo. Cuando se
desea disminuir la vida media en plasma para el anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3), la "modulacién de
la cinética en plasma" hace referencia a una disminucioén de la vida media en plasma para el anticuerpo.

Si la cinética en plasma para el anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) de la presente invencién ha sido
modificada en la direccion deseada, esto es, si la cinética en plasma ha sido modulada a voluntad, se puede evaluar
apropiadamente por medio de ensayos farmacocinéticos utilizando, por ejemplo, ratén, rata, conejo, perro, mono,
etcétera. Ademas, una "prolongacién de la vida media en plasma" o un "disminucién de la vida media en plasma"
segun se utiliza en la presente memoria también pueden ser concebidas a través de parametros distintos del
parametro de la vida media en plasma, tales como el tiempo medio de residencia en plasma y el aclaramiento en
plasma (Pharmacokinetics Analysis by Practice, (Nanzando)). Por ejemplo, la "modulacién de la cinética en plasma"
de acuerdo con la presente invencion se puede evaluar adecuadamente con estos parametros llevando a cabo un
analisis no compartimental de acuerdo con las instrucciones que acompafian al soporte logico de analisis
farmacocinético in vivo WinNonlin (Pharsight).

La expresion "residuo de aminoacido que puede estar expuesto sobre la superficie" segun se utiliza en la presente
memoria indica generalmente un residuo de aminoacido que reside sobre la superficie del polipéptido que constituye
el anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3). La expresion "residuo de aminoacido que reside sobre la
superficie del polipéptido" hace referencia a un residuo de aminoacido cuya cadena lateral puede entrar en contacto
con moléculas disolventes (tipicamente moléculas de agua). No es necesario que toda su cadena lateral entre en
contacto con las moléculas disolventes. Incluso si una porcion de la cadena lateral de un residuo de aminoacido
entra en contacto con moléculas disolventes, se considera que dicho residuo de aminoacido es un residuo de
aminoacido que reside sobre la superficie. Los expertos en la técnica pueden construir un modelo de homologia del
polipéptido o anticuerpo utilizando el soporte légico de modelado de homologia disponible en el mercado.
Basandose en este modelo de homologia, los residuos de aminoacido de la superficie del polipéptido que constituye
el anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) se pueden seleccionar apropiadamente como "residuos de
aminoacido que residen sobre la superficie del polipéptido".

El "residuo de aminoacido que puede estar expuesto sobre la superficie" no esta particularmente limitado, pero es
preferiblemente un residuo de aminoacido que reside fuera de la regién de unién FcRn para el anticuerpo (p. €j. un
anticuerpo anti-glipicano 3). La region de unidon FcRn es preferiblemente la region Fc, pero también puede incluir, por
ejemplo, una regién que consiste en uno o mas residuos de aminoacido H250, H253, H310, H311, H314, H428,
H435 y H436 de acuerdo con la numeraciéon de Kabat. Ademas, se pensaba que los residuos de aminoacido H254,
H255, H257, H288, H296, H307, H309, H315, H415, H433, que implican indirectamente a la interaccion entre
anticuerpos IgG y FcRn, eran la diana para la modificacion. Estos residuos de aminoacido corresponden, por
ejemplo, a los residuos de aminoacido 130, 133, 190, 191, 194, 308, 315 y 316° y a los residuos de aminoacido
134, 135, 137, 168, 176, 187, 189, 195, 295 y 313° del SEQ ID NO: 30, asi como a los residuos de aminoacido 133,
136, 193, 194, 197, 311, 318 y 319% y a los residuos de aminoacido 137, 138, 140, 171, 179, 190, 192, 198, 298 y
316° del SEQ ID NO: 31, respectivamente.

El residuo de aminoacido que se va a someter a una modificaciéon de la carga en el anticuerpo anti-glipicano 3 es
preferiblemente un residuo de aminoacido que constituye regiéon variable de la cadena pesada (cadena H) o la
region variable de la cadena ligera (cadena L) del anticuerpo. Los ejemplos especificos preferidos de estas regiones
variables son la regién determinante de la complementariedad (CDR) y la regién marco (FR).

Los expertos en la técnica pueden seleccionar apropiadamente residuo de aminoacido de la superficie de la region
variable del anticuerpo basandose en un modelo de homologia construido mediante modelado por homologia. De
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este modo, un residuo de aminoacido de la superficie de la region variable del anticuerpo se puede seleccionar
adecuadamente entre H1, H3, H5, H8, H10, H12, H13, H15, H16, H19, H23, H25, H26, H39, H42, H43, H44, H46,
H68, H71, H72, H73, H75, H76, H81, H82b, H83, H85, H86, H105, H108, H110, y H112, que son residuos de
aminoécido de acuerdo con la numeracién de Kabat. Por ejemplo, en la FR de la cadena pesada del anticuerpo anti-
glipicano 3 humanizado mostrada en el SEQ ID NO: 1, los residuos de aminoacido de la superficie pueden incluir,
pero no estan limitados a, los residuos de aminoacido de las posiciones 1, 3, 5, 8, 10, 12, 13, 15, 16, 19, 23, 25, 26,
39, 42, 43, 44, 46, 69, 72, 73, 74, 76, 77, 82, 85, 87, 89, 90, 107, 110, 112, y 114. También se puede seleccionar un
residuo de aminoacido de la superficie en la CDR de la cadena pesada utilizando el mismo modelo de homologia.
De este modo, H97, un residuo de aminoacido de acuerdo con la numeracién de Kabat, esta expuesto en la
superficie para casi todos los anticuerpos. Por ejemplo, la serina de la posicion 101 de la CDR de la cadena pesada
del anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado mostrada en el SEQ ID NO: 1 corresponde a ese residuo de aminoacido.
Los ejemplos adecuados de otros residuos de aminoacido de la CDR de la cadena pesada del anticuerpo anti-
glipicano 3 humanizado mostrada en el SEQ ID NO: 1 son los residuos de aminoacido de las posiciones 52, 54, 62,
63, 65, y 66.

Con respecto a FR de la cadena ligera, los residuos de aminoacido de la superficie de la region variable del
anticuerpo se pueden seleccionar adecuadamente entre L1, L3, L7, L8, L9, L11, L12, L16, L17, L18, L20, L22, L38,
L39, L41, L42, L43, L45, L46, L49, L57, L60, L63, L65, L66, L68, L69, L70, L74, L76, L77, L79, L80, L81, L85, L100,
L103, L105, L106, y L107 de los residuos de aminoacido de acuerdo con la numeraciéon de Kabat. Por ejemplo, los
aminoacidos superficiales pueden incluir, pero no estan limitados a, 1, 3, 7, 8, 9, 11, 12, 16, 17, 18, 20, 22, 43, 44,
45, 46, 48, 49, 50, 54, 62, 65, 68, 70, 71, 73, 74, 75, 79, 81, 82, 84, 85, 86, 90, 105, 108, 110, 111, y 112 del
anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado mostrado en el SEQ ID NO: 7. Los residuos de aminoacido de la superficie
en la CDR de la cadena ligera se pueden seleccionar utilizando el mismo modelo de homologia con el cual se
determinaron los residuos de aminoacido superficiales de la CDR de la cadena pesada. Los ejemplos adecuados de
los residuos de aminoacido en la CDR de la cadena ligera del anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado mostrada en el
SEQ ID NO: 7 son los residuos de aminoacido de las posiciones 24, 27, 33, 55, y 59.

El término "modificacion" en un residuo de aminoacido en el método de la presente invenciéon indica
especificamente, entre otros, la sustitucion de un residuo de aminoacido original por otro residuo de aminoacido, la
delecién de un residuo de aminoacido original, y la adicién de un nuevo residuo de aminoacido, e indica
preferiblemente la sustitucién de residuo de aminoacido original por otro residuo de aminoacido. De este modo, la
"modificacién en la carga de un residuo de aminoacido" en la presente invencién es preferiblemente una sustitucion
de aminoacido.

Con el fin de llevar a cabo una "modificacién en la carga de un residuo de aminoacido" en el anticuerpo anti-glipicano
3 de la presente invencién, por ejemplo, la carga se modifica preferiblemente para al menos un residuo de
aminodacido seleccionado entre los residuos de aminoacido de las posiciones 19, 43, 52, 54, 62, 63, 65, 66, y 107 en
la region variable de la cadena pesada que constituye el anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado mostrado en el SEQ
ID NO: 1. Ademas, la carga se modifica preferiblemente, por ejemplo, para al menos un residuo de aminoacido
seleccionado entre los residuos de aminoacido de las posiciones 17, 24, 27, 33, 55, 59, 79, 82, 105 y 112 en la
region variable de la cadena ligera que constituye el anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado mostrado en el SEQ ID
NO: 7. Entre los residuos de aminoacido enumerados mas arriba, no es necesario que los residuos de aminoacido
distintos de los modificados en su carga sean modificados siempre que se obtenga el efecto modulador deseado
sobre la cinética en plasma; sin embargo, dichos residuos de aminoacido se pueden modificar convencionalmente
para que no tengan carga o tengan el mismo tipo de carga que el residuo o los residuos de aminoacido modificados.

Se sabe que estan presentes aminoacidos que tienen carga. En general, lisina (K), arginina (R), e histidina (H) son
conocidos como aminodacidos cargados positivamente. Acido aspartico (D) y acido glutamico (E) son conocidos
como aminodcidos cargados negativamente. Los amino4cidos distintos de estas son conocidos como aminoacidos
no cargados.

Preferiblemente el "residuo de aminoacido modificado" anteriormente mencionado se selecciona convencionalmente
entre, pero no esta limitado a, los residuos de aminoacido presentes en cualquiera de los siguientes grupos (a) y (b).
(a) acido glutamico (E), acido aspartico (D)

(b) lisina (K), arginina (R), y histidina (H)

Cuando el residuo de aminoacido original (pre-modificaciéon) ya tiene carga, la modificacion para proporcionar un
residuo de aminoacido no cargado es también una realizacion preferida de la presente invencion. De este modo, la
modificacién de la presente invenciéon abarca (1) la sustitucion de un aminoacido cargado por un aminoacido no
cargado, (2) la sustitucion de un aminoacido cargado por un aminoacido que tiene una carga opuesta, y (3) la
sustitucion de un aminoacido no cargado por un aminoacido cargado.

Para la presente invencion se prefiere la modificacion de un residuo de aminoacido que constituye el anticuerpo (p.
ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) para cambiar el punto isoeléctrico (pl) del anticuerpo. Ademas, en aquellos casos
en los que se modificard una pluralidad de residuos de aminoacido, los residuos de aminoacido sometidos a
modificacién pueden incluir un pequefio nimero de residuos de aminoacido no cargados.
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Los ejemplos adecuados de la "modificacién en la carga de un residuo de aminoacido" en el anticuerpo anti-glipicano
3 de la presente invencién son los siguientes. Con respecto a una modificacion que incrementa el valor de pl, por
ejemplo, se puede realizar al menos una sustitucion seleccionada entre Q43K, D52N, y Q107R en la region variable
de la cadena pesada que constituye el anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado mostrado en el SEQ ID NO: 1, y es
particularmente preferida una modificacién en la secuencia de aminoacidos mostrada en el SEQ ID NO: 4 o 6.
Ademas, por ejemplo, se puede realizar al menos una sustituciéon seleccionada entre E17Q, Q27R, y Q105R en la
region variable de la cadena ligera que constituye el anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado mostrada en el SEQ ID
NO: 7, y es particularmente preferida una modificacion en la secuencia de aminoacidos mostrada en el SEQ ID NO:
10 o 12. Por otra parte, con respecto a una modificacion que disminuye el valor de pl, se puede realizar al menos
una sustitucion seleccionada entre K19T, Q43E, G62E, K63S, K65Q, y G66D en la region variable de la cadena
pesada que constituye el anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado mostrado en el SEQ ID NO: 1, y es particularmente
preferida una modificacion en la secuencia de aminoacidos mostrada en el SEQ ID NO: 3, 5 o 27. Ademas, por
ejemplo, se puede realizar al menos una sustitucion seleccionada entre R24Q, Q27E, K79T, R82S y K112E en la
region variable de la cadena ligera que constituye el anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado mostrada en el SEQ ID
NO: 7, y es particularmente preferida una modificacion en la secuencia de aminoacidos mostrada en el SEQ ID NO:
9, 11, 28 0 29. Ademas, la modificacion que disminuye el valor de pl también incluye una sustitucion de uno o mas
residuos de aminoacido en la regién constante de la cadena pesada designada por H268, H274, H355, H356, H358
y H419 de acuerdo con la numeracién de Kabat. Los ejemplos preferidos de sustitucion son al menos una
modificacién en la regién constante de la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 31 que incluye, por ejemplo, la
sustitucion de H que es el residuo de aminoacido 1512 por Q, la sustitucion de K que es el residuo de aminoacido
157° por Q, la sustitucion de R que es el residuo de aminoécido 238° por Q, la sustitucién de D que es el residuo de
aminoacido 239° por E, la sustitucion de L que es el residuo de aminoécido 2412 por M, y la sustitucion de Q que es
el residuo de aminoéacido 302° por E. La sustitucion anterior dio como resultado una quimera de la region constante
de IgG1 y la region constante de IgG4 de un anticuerpo humano. De este modo dicha sustitucion permite la
preparacion de un anticuerpo modificado con un valor de pl deseado sin afectar a la inmunogenicidad del anticuerpo.

No existen limitaciones concretas sobre el nimero de residuos de aminoacido sometidos a modificacién; por
ejemplo, cuando la regién variable del anticuerpo esta siendo modificada, preferiblemente se modifica el nimero
mas pequefio de residuos de aminoacido necesario para lograr la cinética en plasma modulada deseada, con el fin
de evitar disminuir la actividad de union al antigeno y con el fin de evitar elevar la inmunogenicidad. También puede
ser adecuado implementar una combinacion adecuada con una modificacion de un residuo de aminoéacido que
ocasione un descenso de la inmunogenicidad y/o una modificacion de un residuo de aminoacido que ocasiona un
incremento en la actividad de unién al antigeno.

Se pueden utilizar técnicas conocidas para medir la actividad de unién al antigeno del anticuerpo. Por ejemplo, se
puede utilizar un analisis de inmunoabsorcion con enzima ligada (ELISA), un inmunoanalisis enzimatico (EIA), un
radioinmunoanalisis (RIA), o un inmunoanalisis fluorescente. Estos métodos se describen en un libro de texto
comun, Antibodies: A Laboratory Manual, Ed Harlow y David Lane, Cold Spring Harbor laboratory, 1988.

Los métodos descritos en las paginas 359 a 420 de Antibodies: A Laboratory Manual (Ed Harlow y David Lane, Cold
Spring Harbor laboratory, 1988) son ejemplos de métodos que se pueden utilizar para medir la actividad de unién de
un anticuerpo a células. La actividad de union se puede evaluar basandose en un principio de FACS (clasificacion
celular activada por fluorescencia) o ELISA utilizando las células como antigeno. En el formato ELISA, la actividad
de unién de un anticuerpo a células se evalla cuantitativamente comparando los niveles de sefial generada por una
reaccion enzimatica. De este modo, se afiade un anticuerpo de ensayo a una placa de ELISA sobre la cual se han
inmovilizado las células que se expresan en exceso y se detecta el anticuerpo unido a las células por medio de un
anticuerpo marcado con enzima que reconoce el anticuerpo de ensayo. En el caso de FACS, la actividad de unién a
las células se puede comparar construyendo una serie de diluciones con el anticuerpo de ensayo y comparando los
titulos de union de anticuerpo para las células que se expresan en exceso.

La unién entre un antigeno expresado sobre la superficie de células suspendidas en un tampdn y no ancladas sobre
un portador (tal como una placa de ELISA) y un anticuerpo para este antigeno se puede medir por medio del formato
FACS. Los citometros de flujo utilizados en dichas mediciones pueden incluir FACSCanto ' 11, FACSAriaTM,
FACSArray ", FACSVantage " SE, y FACSCalibur™ (todos de BD Bioscience) y EPICS ALTRA HyPerSort, Cytomics
FC 500, EPICS XL-MCL ADC, EPICS XL ADC, y Cell Lab Quanta/Cell Lab Quanta SC (todos de Beckman Coulter).

En un ejemplo de un método adecuado para medir la actividad de unién de un anticuerpo de ensayo anti-glipicano 3
a un antigeno, el anticuerpo de ensayo se hace reaccionar con una célula que expresa glipicano 3; las células se
tifen con un anticuerpo secundario marcado con FITC que reconoce el anticuerpo de ensayo; la intensidad de
fluorescencia se mide con FACSCalibur (BD); y se analiza utilizando el soporte légico CELL QUEST (BD). De
acuerdo con este método, el anticuerpo de ensayo unido al glipicano 3 sobre la superficie de las células que
expresan glipicano 3 se tifie por medio del anticuerpo secundario marcado con FITC que reconoce especificamente
el anticuerpo de ensayo, y se mide la intensidad de fluorescencia por medio de FACSCalibur, después se compara
el valor medio geométrico (valor medio geo de ensayo) obtenido mediante andlisis de la intensidad de fluorescencia
resultante con el valor medio geo de control obtenido a partir de un anticuerpo de control utilizando el soporte légico
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CELL QUEST. Las féormulas computacionales que producen el valor medio geo (medio geométrico) se describen en
la Guia del Usuario del Soporte Logico CELL QUEST (BD Biosciences).

Para evitar incrementar la inmunogenicidad in vivo para el ser humano que recibe el anticuerpo, la secuencia de
aminoacidos modificada es preferiblemente, pero no esta limitada a, una secuencia humana (secuencia observada
en un anticuerpo natural de origen humano). Ademas, se pueden introducir adecuadamente mutaciones en
localizaciones distintas de las de las modificaciones introducidas para cambiar el punto isoeléctrico, con el fin de
modificar cada uno de la pluralidad de FR (FR1, FR2, FR3, FR4) en una secuencia humana. Un método que
convierte cada una de las FR en una secuencia humana de esta manera es referido por Ono K., Ohtomo T., Yoshida
K., Yoshimura Y., Kawai S., Koishihara Y., Ozaki S., Kosaka M., y Tsuchiya M., The humanized anti-HM1.24
antibody effectively kills multiple myeloma cells by human effector cell-mediated cytotoxicity, Mol. Immunol. (1999)
36(6), 387-395. Ademas, con el fin de cambiar el punto isoeléctrico del anticuerpo, se puede convertir cada una de
las secuencias FR en otra secuencia FR humana para cambiar la carga de una FR concreta (por ejemplo, FR3 se
puede cambiar por otra Fr humana con el fin de disminuir el punto isoeléctrico del anticuerpo). Dicho método de
humanizacion es referido por Dall'Acqua W. F., Damschroder M. M., Zhang J., Woods R. M., Widjaja L., Yu J., y Wu
H., Antibody humanization by framework shuffling, Methods (2005) 36(1), 43-60.

En aquellos casos en los que no se logra la cinética en plasma modulada deseada por medio de una modesta
modificacion de la carga superficial, se puede obtener adecuadamente un anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-
glipicano 3) que muestre la cinética en plasma modulada deseada mediante una ejecucion repetitiva de la
modificacion de la carga superficial y evaluacion de la cinética en plasma.

La cinética en plasma de EP5C7.g4 quimérico, un anticuerpo anti-E, P-selectina quimérico (IgG4), se ha comparado
con la de HUEP5C7.g4, un anticuerpo humanizado (IgG4), y se demostré que los dos tenian la misma cinética en
plasma en el mono Rhesus (He X. Y., Xu Z., Melrose J., Mullowney A., Vasquez M., Queen C., Vexler V., Klingbeil
C., Co M. S., y Berg E. L., Humanization and pharmacokinetics of a monoclonal antibody with specificity for both E-
and P-selectin, J. Immunol. (1998), 160(2), 1029-35). Ademas, la cinética en plasma de ch5d8, un anticuerpo anti-
CD154 quimérico, se ha comparado con la del anticuerpo humanizado Hu5c8 en mono Cynomolgus y se demostré
que los dos tenian la misma cinética en plasma (Gobburu J. V., Tenhoor C., Rogge M. C., Frazier D. E. Jr., Thomas
D., Benjamin C., Hess D. M., y Jusko W. J., Pharmacokinetics/dynamics of 5c8, a monoclonal antibody to CD154
(CD40 ligand) suppression of an immune response in monkeys, J. Pharmacol. Exp. Ther. (1998) 286(2), 925-30). Se
demostrd que la cinética en plasma del anticuerpo quimérico cCC49 era la misma que la del anticuerpo humanizado
HuCC49 en ratones (Kashmiri S. V., Shu L., Padlan E. A., Milenic D. E., Schlom J., y Hand P. H., Generation,
characterization, and in vivo studies of humanized anticarcinoma antibody CC49, Hybridoma (1995) 14(5), 461-73).
Se demostrd que la cinética en plasma y la distribuciéon de anticuerpo de ratén y anticuerpo humanizado eran las
mismas en evaluaciones en ratones (Graves S. S., Goshorn S. C., Stone D. M., Axworthy D. B., Reno J. M., Bottino
B., Searle S., Henry A., Pedersen J., Rees A. R., y Libby R. T., Molecular modeling and preclinical evaluation of the
humanized NR-LU-13 antibody, Clin. Cancer Res. (1999) 5(4), 899-908; Couto J. R., Blank E. W., Peterson J. A., y
Ceriani R. L., Anti-BA46 monoclonal antibody Mc3: humanization using a novel positional consensus and in vivo and
in vitro characterization, Cancer Res. (1995) 55(8) 1717-22). Se piensa que la cinética en plasma o la distribucién de
los anticuerpos quiméricos y los anticuerpos humanizados son las mismas debido al hecho de que la Fc murina y la
Fc humana presentan ambas reaccion cruzada con la FcRn murina. Como se demuestra por medio de estos
ejemplos, la cinética en plasma es la misma entre anticuerpos quiméricos y anticuerpos humanizados que tienen las
mismas CDR. Esto significa que la humanizacion mediante los métodos conocidos proporcionados por Ghetie V.,
Popov S., Borvak J., Radu C., Matesoi D., Medesan C., Ober R. J., y Ward E. S., Increasing the serum persistence of
an IgG fragment by random mutagenesis, Nat. Biotechnol. (1997) 15(7), 637-40) etcétera, puede proporcionar la
misma cinética en plasma que el anticuerpo quimérico, y por consiguiente no se puede preparar mediante métodos
conocidos un anticuerpo humanizado que tenga una cinética en plasma modulada.

En contraste, cuando un anticuerpo quimérico (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3 quimérico) es humanizado, el pl
del anticuerpo es modificado por medio de la modificacion de un residuo de aminoacido que puede estar expuesto
sobre la superficie del anticuerpo quimérico para construir un anticuerpo humanizado (p. €j. un anticuerpo anti-
glipicano 3 humanizado) que muestra una cinética en plasma modulada (esto es, un incremento o un descenso en
su vida media en plasma) en comparacién con el anticuerpo quimérico original. Con el fin de modular la cinética en
plasma, la modificacién del aminoacido que puede estar expuesto sobre la superficie del anticuerpo humanizado (p.
ej. un anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado) se puede llevar a cabo al mismo tiempo que la humanizacion del
anticuerpo, o se puede modificar el pl del anticuerpo humanizado por medio de una modificacion del aminoacido
expuesto en la superficie partiendo del anticuerpo humanizado (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado).

Se ha establecido que trastuzumab, bevacizumab, y pertuzumab, que son tres anticuerpos humanizados que han
sido humanizados utilizando la misma secuencia FR de un anticuerpo humano, tienen aproximadamente la misma
cinética en plasma (Adams C. W., Allison D. E., Flagella K., Presta L., Clarke J., Dybdal N., McKeever K., y
Sliwkowski M. X., Humanization of a recombinant monoclonal antibody to produce a therapeutic HER dimerization
inhibitor, pertuzumab, Cancer Immunol Immunother. (2006) 55(6), 717-27). De este modo, la cinética en plasma es
aproximadamente la misma cuando los anticuerpos son humanizados utilizando la misma secuencia FR. De acuerdo
con el método, la cinética en plasma del anticuerpo (p. €j. anticuerpo anti-glipicano 3) puede ser modulada en la
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etapa de humanizacion en la que se modifica el pl del anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) afadiendo
una modificacion en un residuo de aminoacido que puede estar expuesto sobre la superficie del anticuerpo.

El método también se puede aplicar a anticuerpos humanos. Un anticuerpo humano (p. ej. un anticuerpo anti-
glipicano 3 humano) que tiene una cinética en plasma modulada con respecto a la cinética en plasma del anticuerpo
humano preparado inicialmente (esto es, un incremento o un descenso en la vida media en plasma del primero)
puede ser construido mediante la modificacion del pl de un anticuerpo humano (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3
humano) afiadiendo una modificacion en un residuo de aminoacido que puede estar expuesto sobre la superficie de
un anticuerpo humano construido a partir de una genoteca de anticuerpos humanos, un raton productor de
anticuerpos humanos, etcétera.

La vida media en plasma de un anticuerpo se incrementa disminuyendo el valor de pl del anticuerpo. En contraste,
se sabe que la vida media en plasma disminuye y las caracteristicas de translocacién en los tejidos del anticuerpo
mejoran elevando el valor de pl del anticuerpo (Vaisitti T., Deaglio S., y Malavasi F., Cationization of monoclonal
antibodies: another step towards the "magic bullet"?, J. Biol. Regal Homoest. Agents (2005) 19(3-4), 105-12;
Pardridge W. M., Buciak J., Yang J., y Wu D., Enhanced endocytosis in cultured human breast carcinoma cells and
in vivo biodistribution in rats of a humanized monoclonal antibody after cationization of the protein, J Pharmacol Exp
Ther. (1998) 286(1), 548-54). Sin embargo, debido al hecho de que dicho anticuerpo muestra un aumento de la
inmunogenicidad y una potenciacion de la internalizacion en la célula, se requieren mejoras adicionales para su
aplicaciéon como anticuerpo que muestra un efecto anti-canceroso por medio de un mecanismo tal como la actividad
citotdxica, puesto que la internalizacién en la célula es un impedimento para la manifestacion de su actividad
citotdxica, tal como la actividad ADCC, la actividad CDC, etcétera. De este modo, con respecto al anticuerpo que
muestra un efecto anti-canceroso por medio de un mecanismo tal como la actividad citotoxica, donde la
internalizacion en la célula es un impedimento para la manifestacién de su actividad citotédxica, tal como la actividad
ADCC, la actividad CDC, etcétera, no ha sido determinado si un incremento en el valor de pl de un anticuerpo
ocasiona una intensificacion del efecto de inhibicion tumoral. En la presente invencion, se construyeron un
anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado modificado con un valor de pl reducido y un anticuerpo anti-glipicano 3
humanizado modificado con un valor de pl incrementado, y después se examind la cuestion de cual modificacion
tenia un actividad inhibidora tumoral mas alta sometiendo ambos anticuerpos a un ensayo comparativo del efecto
antitumoral. Como resultado, se demostré sorprendentemente que el anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado con el
valor de pl reducido mostraba el mejor efecto contra el cancer de higado.

El término "anticuerpo anti-glipicano 3" segun se utiliza en la presente memoria abarca anticuerpos anti-glipicano 3
obtenidos sometiendo un anticuerpo anti-glipicano 3 que ya se ha sometido a modificacién de la carga de un residuo
de aminoacido como se ha descrito mas arriba, a una modificacion adicional de su secuencia de aminoacidos, por
ejemplo, sometiendo los residuos de aminoacido que constituyen este anticuerpo anti-glipicano 3 a sustitucion,
delecion, adicion, y/o insercion. Ademas, el término "anticuerpo anti-glipicano 3" segun se utiliza en la presente
memoria también incluye un anticuerpo anti-glipicano 3 obtenido partiendo de un anticuerpo anti-glipicano 3 que ya
ha sido sometido a sustitucién, delecién, adicion y/o insercion de un residuo de aminoacido, o a una modificacion de
su secuencia de aminoacidos, por ejemplo, por medio de quimerizacion, humanizacion, etcétera, y adicionalmente
sometiendo los residuos de aminoacido que constituyen este anticuerpo anti-glipicano 3 a modificacion de la carga.

Un ejemplo preferido de una modificacién cuyo objetivo es mejorar las caracteristicas del anticuerpo (p. €j. un
anticuerpo anti-glipicano 3) de la presente invencién es una modificacion cuto objetivo es elevar la estabilidad del
anticuerpo (referida mas abajo como modificacion de la estabilidad). En solucidon acuosa, el anticuerpo se equilibra
entre dos estados, su estado nativo y un estado desnaturalizado inactivo. La estabilidad del estado nativo, segun se
demuestra por medio de la segunda ley de la termodinamica (AG = AH - TAS), depende del cambio en la energia
libre de Gibbs AG del sistema y del equilibrio entre los componentes de AG, esto es, el cambio en la entalpia AH
(atribuible a cambios, por ejemplo, en las interacciones hidréfobas y el enlace de hidrogeno de la cadena
polipeptidica) y el cambio en la entropia AS (atribuible a cambios en la solvatacion y los grados de libertad de la
estructura tridimensional). Un valor positivo para AG indica que el estado nativo de la proteina es mas estable que el
grado desnaturalizado de la proteina, y la estabilidad del estado nativo de la proteina aumenta a medida que AG
asume valores positivos mas grandes. Las fuerzas que contribuyen a esta estabilidad deben ser distorsionadas para
desnaturalizar la proteina. Por ejemplo, la exposicion de la solucion de proteina a temperaturas elevadas da como
resultado un incremento en los grados de libertad de la estructura tridimensional o un debilitamiento de los factores
que contribuyen a la estabilizaciéon de la proteina, causando una desnaturalizacion térmica de la proteina. En este
caso el término -TAS determina la desnaturalizacion. EI AH del desplegamiento debido a la desnaturalizacion
térmica de la proteina se puede medir directamente mediante calorimetria de barrido diferencial (DSC), como se
describe especificamente en los ejemplos proporcionados en la presente memoria. La curva de DSC para el proceso
de desnaturalizacién térmica de una proteina adopta la forma de un pico endotérmico que enmarca una temperatura,
conocida como punto medio de desnaturalizacion (Tm), que es caracteristica de la proteina de ensayo. El cambio en
la entalpia de desnaturalizacién se obtiene mediante integracion de este pico. El valor de Tm es generalmente un
indicador de la estabilidad térmica. El cambio en la capacidad calorifica (ACp) también se puede medir durante la
desnaturalizacién térmica de la proteina mediante DSC. El cambio en la capacidad calorifica que se produce durante
la desnaturalizacion esta causado principalmente por la hidratacion que se produce cuando los residuos de
aminoacido que no estan expuestos sobre la superficie de la molécula cuando la proteina esta en su estado nativo
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quedan expuestos a las moléculas de disolvente durante el transcurso de la desnaturalizacion de la proteina.

Como se ha descrito antes, la "modificacion" de un residuo de aminoacido en el método de la presente invencion
incluye especificamente, entre otros, la sustitucion de un residuo de aminoacido original por otro residuo de
aminoacido, la deleciéon de un residuo de aminodcido original, y la adicién de un nuevo residuo de aminoacido. Se
prefiere la sustitucion de un residuo de aminoacido original por otro residuo de aminoéacido. De este modo, la
modificacién por sustitucién de un residuo de aminoacido se utiliza preferiblemente en la presente invencién cuando
se pretende una modificacion de la estabilidad del anticuerpo. El valor Tm del anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-
glipicano 3) se incrementa como resultado de la ejecucion de la modificacion de la estabilidad sobre los residuos de
aminoacido que constituyen el anticuerpo. De este modo, el valor Tm se utiliza adecuadamente como un indicador
de que se ha producido la modificacion de la estabilidad del anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3).

Con el fin de llevar a cabo la "modificaciéon de la estabilidad" anteriormente mencionada con el anticuerpo anti-
glipicano 3 de la presente invencion, la modificacion se lleva a cabo preferiblemente, por ejemplo, en al menos un
residuo de aminoacido seleccionado entre los residuos de aminoacido de las posiciones 37, 40, 48, y 51 de la region
variable de la cadena pesada del anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado mostrada en el SEQ ID NO: 1. Ademas, la
modificacion se lleva a cabo preferiblemente en al menos un residuo de aminoacido seleccionado entre los residuos
de aminoacido de las posiciones 2, 25, 42, 48, 50, 83, y 84 de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo
anti-glipicano 3 humanizado mostrada en el SEQ ID NO: 7. No es necesario que los residuos de aminoacido
distintos de los anteriormente mencionados sobre los cuales se ha llevado a cabo la modificacion de la estabilidad,
sean modificados siempre que se haya obtenido el valor Tm deseado; sin embargo, puede ser apropiado llevar a
cabo una modificaciéon adecuada en ellos para proporcionar un valor Tm que sea aproximadamente el mismo o
mayor que el valor Tm del anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado sometido a la modificacién.

La modificacién de la estabilidad se puede llevar a cabo modificando al azar los residuos de aminoacido que
constituyen el anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado) sometido a la modificacion. Ademas, la
modificacion de la estabilidad también se puede llevar a cabo remplazando una porcion de la secuencia de
aminoacidos que constituye el anticuerpo humanizado (p. ej. un anticuerpo anti-anticuerpo para glipicano 3)
sometido a la modificacién, por una secuencia de aminoacidos encontrada en un anticuerpo que ya tiene un valor
Tm elevado y que corresponde — desde el punto de vista de la correlacion de la estructura tridimensional del
anticuerpo — constituyendo dicha porcion de la secuencia de aminoacidos el anticuerpo humanizado (p. ej. un
anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado) sometido a la modificacién. No existen limitaciones sobre la posicion del
residuo o los residuos de aminoacido que sufren la sustitucion; sin embargo, preferiblemente se modifican el residuo
o los residuos de aminoacido de la FR. La modificacién del residuo de aminoacido se puede llevar a cabo incluso,
cuando proceda, en la region CDR siempre que no haya una reduccidon asociada en la actividad de unién al
antigeno. Ademas, el numero de residuos de aminoacido sometidos a modificacion no esta particularmente limitado,
y la modificacién se puede implementar incluso remplazando un segmento concreto de la FR por un segmento
deseado. Con respecto a dichos segmentos, todos los segmentos de la FR (FR1, FR2, FR3 FR4) pueden ser
modificados, o se pueden combinar una o mas de las modificaciones de segmentos.

La FR2 de la cadena pesada o la cadena ligera es un ejemplo preferido en aquellos casos en los que se modifica un
segmento de la FR. Un ejemplo especifico preferido en este aspecto es una modificacion de un residuo de
aminoacido en la que la FR2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado de la subclase VH1b
(mostrada en el SEQ ID NO: 1) es modificada a la subclase VH4, esto es, las modificaciones V37l (la valina de la
posicion 37 es remplazada por isoleucina) asi como A40P, M48I, y L511. Otros ejemplos especificos preferidos son
una modificacién de la regiéon FR2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado de la subclase
VK2 (mostrada en el SEQ ID NO: 7) a la subclase VK3, es decir, las modificaciones L42Q, S48A, y Q50R. También
se prefiere la modificacion V2I, que corresponde a una modificaciéon a una secuencia de la linea germinal para FR1.

La ejecuciéon de la sustitucion, delecién, adicion, y/o insercion con respecto a los residuos de aminoacido que
constituyen el anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) y la modificacion de la secuencia de aminoacidos, por
ejemplo, mediante quimerizaciéon y humanizacién, se puede llevar a cabo, segun convenga, mediante cualquier
método conocido por los expertos en la técnica. La ejecucion de la sustitucion, delecion, adicion, y/o inserciéon con
respecto a los residuos de aminoacido que constituyen la regién variable y la regiéon constante del anticuerpo se
pueden llevar a cabo de un modo similar segin convenga, durante la construccion del anticuerpo (p. €j. un
anticuerpo anti-glipicano 3) de la presente invencion como anticuerpo recombinante.

Preferiblemente se puede utilizar como anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) de la presente invencion
cualquier anticuerpo de origen animal, p. €j., un anticuerpo de ratén, un anticuerpo humano, un anticuerpo de rata,
un anticuerpo de conejo, un anticuerpo de cabra, un anticuerpo de camello. También se prefiere utilizar un
anticuerpo modificado (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) obtenido mediante sustitucién en la secuencia de
aminoacidos de un anticuerpo quimérico y un anticuerpo humanizado. Asimismo se prefiere utilizar modificaciones
de anticuerpos en las cuales se une una cualquiera de diferentes moléculas.

"Anticuerpo quimérico" hace referencia a un anticuerpo construido combinando secuencias procedentes de
diferentes animales. Los ejemplos adecuados a este respecto son los anticuerpos construidos a partir de las
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regiones variables de la cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo de raton y las regiones constantes de la
cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo humano. Los métodos para construir anticuerpos quiméricos son
conocidos. Por ejemplo, el ADN recombinante se genera por medio de la fusién en marco de ADN que codifica una
region variable de un anticuerpo de raton y ADN que codifica una regién constante de un anticuerpo humano, y se
puede incorporar a un vector de expresién convencional. Se cultiva una célula anfitriona transfectada o transformada
con este vector y se puede preparar el anticuerpo quimérico o se puede aislar de un medio de cultivo mediante
métodos adecuados.

Los anticuerpos humanizados también son conocidos como anticuerpos humanos remodelados. Estos son
anticuerpos en los que una regidon determinante de la complementariedad (CDR) de un anticuerpo aislado de un
mamifero no humano, tal como un ratén, se liga a una regiéon marco (FR) de un anticuerpo humano. La secuencia de
ADN que codifica el anticuerpo humanizado se puede sintetizar por medio de una reacciéon PCR solapante utilizando
una pluralidad de oligonucleétidos como cebadores. Las sustancias de partida y los procedimientos para las
reacciones PCR solapantes se describen, por ejemplo, en el documento WO 98/13388 y en otros lugares. EI ADN
que codifica la region variable de un anticuerpo humanizado de la presente invencién se obtiene por medio de PCR
solapante a partir de una pluralidad de oligonucleétidos construidos para que tengan secuencias de nucledtidos que
solapen entre si, que a su vez se liga con el ADN que codifica una region constante de un anticuerpo humano para
formar una secuencia codénica en marco. El ADN ligado como se describe se inserta después operablemente en un
vector de expresion seguido de transfeccidn a un anfitrion.

Los métodos para identificar las CDR son conocidos (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest
(1987), National Institute of Health, Bethesda, Md.; Chothia et al., Nature (1989) 342, 877). Los procedimientos
generales de recombinacion genética para ello también son conocidos (remitase a los documentos EP 125023 A y
WO 96/02576). Una vez que se ha determinado una CDR de un anticuerpo de un animal no humano, por ejemplo,
un anticuerpo murino, se pueden utilizar estos y otros métodos para construir un ADN que codifica un anticuerpo
recombinante en el que estan ligadas la CDR y la FR de un anticuerpo humano. Las Fr de anticuerpos humanos
ligadas con la CDR se seleccionan de tal manera que la CDR forma un sitio de unién al antigeno alta calidad. De ser
necesario, se puede modificar un residuo o residuos de aminoacido en las FR de las regiones variables del
anticuerpo, segun proceda para permitir que la CDR del anticuerpo humano remodelado forme un sitio de unién al
antigeno adecuado (Sato et al., Cancer Res. (1993) 53, 851-6). Los residuos de aminoacido de las FR sometidas a
modificaciéon pueden incluir residuos que se unen directamente al antigeno mediante enlaces no covalentes (Amit et
al., Science (1986) 233, 747-53), residuos que influyen o actuan sobre la estructura de la CDR (Chothia et al., J. Mol.
Biol. (1987) 196, 901-17), y residuos relacionados con las interacciones VH-VL (region variable de la cadena
pesada-region variable de la cadena ligera) (documento EP 239400 B).

El anticuerpo humanizado codificado por el ADN es producido por la célula anfitriona que ha sido transformada o
transfectada por el vector de expresion generalmente utilizado en el que se ha insertado el ADN y se aisla del medio
de cultivo producido por el cultivo de la célula anfitriona.

Cuando el anticuerpo de la presente invencidon es un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un
anticuerpo humano, preferiblemente se utiliza una regiéon constante con origen en un anticuerpo humano como
region constante para el anticuerpo. Por ejemplo, cuando el anticuerpo anti-glipicano 3 de la presente invencion es
un anticuerpo anti-glipicano 3 quimérico, un anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado o un anticuerpo anti-glipicano 3
humano, preferiblemente se utiliza una regién constante con origen en un anticuerpo humano como regién constante
del anticuerpo anti-glipicano 3. Por ejemplo, Cy1, Cy2, Cy3, y Cy4 son adecuados cada uno para su uso como
region constante de la cadena pesada, mientras Ck y CA son cada uno adecuados para su uso como region
constante de la cadena ligera. Ademas, la region constante del anticuerpo humano se puede modificar, segin
proceda, para mejorar el anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) o mejorar la estabilidad de su produccion.
El anticuerpo quimérico (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3 quimérico) de la presente invencion comprende
adecuadamente una region variable de un anticuerpo de un mamifero no humano y una region constante de un
anticuerpo humano. Por otra parte, el anticuerpo humanizado comprende preferiblemente una CDR de un anticuerpo
de un mamifero no humano y una regién constante y un FR de un anticuerpo humano. Por ejemplo, un anticuerpo
anti-glipicano 3 humanizado comprende preferiblemente una CDR de un anticuerpo anti-glipicano 3 de un mamifero
no humano y una region constante y una FR de un anticuerpo humano. El anticuerpo humano comprende
adecuadamente una CDR de un anticuerpo de origen humano y una region constante y un FR de un anticuerpo
humano. Por ejemplo, el anticuerpo anti-glipicano 3 humano comprende adecuadamente una CDR de un anticuerpo
anti-glipicano 3 de origen humano y una regién constante y una FR de un anticuerpo humano. La regién constante
del anticuerpo humano esta compuesta por una secuencia de aminoacidos que es caracteristica del isotipo concreto,
esto es, IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4), IgM, IgA, IgD, e IgE. La region constante de un anticuerpo perteneciente a
cualquiera de estos isotipos se utiliza adecuadamente como regidon constante del anticuerpo humanizado (p. €j. un
anticuerpo anti-glipicano 3) de la presente invencion. Se prefiere utilizar la regién constante de la IgG humana, pero
no esta limitado a ello. Tampoco existen limitaciones concretas sobre la FR del anticuerpo humano utilizada como
FR del anticuerpo humanizado (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado) o del anticuerpo humano (p. €j. un
anticuerpo anti-glipicano 3 humano), y se utiliza adecuadamente la FR de un anticuerpo perteneciente a cualquier
isotipo.
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Con el proposito de disminuir la inmunogenicidad, también se pueden remplazar todos o una porcién de los residuos
de aminoacido que constituyen la FR por secuencias de la linea germinal utilizando el método descrito por Ono K. et
al., loc. cit.,, o un método similar. Basandose en la prediccién racional de que las secuencias de la linea germinal
tendran una inmunogenicidad baja, se puede comparar la secuencia de aminoacidos que constituye la FR del
anticuerpo humanizado, por medio de alineamiento, con las secuencias de aminoacidos de la linea germinal
(Abhinandan K. R. y Martin C. R., J. Mol. Biol. (2007) 369, 852-862). Los residuos de aminoacido de la FR del
anticuerpo humanizado que difieren en esta comparacion pueden ser remplazados, dentro de un intervalo que no
deteriore las caracteristicas de union al antigeno, por residuos de aminoacido de una secuencia de la linea germinal.
Los siguientes son ejemplos especificos de los residuos de aminoacido que constituyen la regién variable de la
cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 1: modificaciéon que remplaza la L de la posicion 70 por |, modificacion
que remplaza la T de la posiciéon 87 por R, y modificacion que remplaza la T de la posiciéon 97 por A. Ademas, una
modificacion que remplaza la S de la posicion 25 por A es un ejemplo de los residuos de aminoacido que constituyen
la region variable de la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 7.

Con respecto a la region variable y la regién constante del anticuerpo quimérico, el anticuerpo humanizado, y el
anticuerpo humano modificados de la presente invencion, se puede llevar a cabo la delecidn, sustitucion, insercion,
y/o adicién segun proceda en uno o mas de los aminoacidos que constituyen la regiéon variable y/o la region
constante del anticuerpo que fue sometido a modificacion, en tanto que muestre especificidad de unién al antigeno.
En particular, en la region variable y la region constante del anticuerpo anti-glipicano 3 quimérico, el anticuerpo anti-
glipicano 3 humanizado, y el anticuerpo anti-glipicano 3 humano modificados de la presente invencion, se puede
llevar a cabo la delecion, sustitucion, insercion, y/o adicion segun proceda en uno o mas de los aminoacidos que
constituyen la region variable y/o la region constante del anticuerpo anti-glipicano 3 que se sometié a modificacion,
en tanto que muestre especificidad de union por la molécula antigénica de glipicano 3.

Debido a que los anticuerpos anti-glipicano 3 quiméricos que utilizan secuencias derivadas de seres humanos, los
anticuerpos anti-glipicano 3 humanizados, y los anticuerpos anti-glipicano 3 humanos tienen una inmunogenicidad
reducida en el organismo humano, se cree que son Utiles para su aplicacion como anticuerpos terapéuticos que se
administran a seres humanos, por ejemplo, con un objetivo terapéutico.

Se pueden utilizar secuencias conocidas en el método para las secuencias que codifican la cadena pesada y la
cadena ligera del anticuerpo para la introduccion de una mutacién. Ademas, las secuencias génicas del anticuerpo
novedoso se pueden obtener mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se pueden
obtener adecuadamente genes a partir de genotecas de anticuerpos. Por otra parte, también se pueden obtener
genes mediante clonacién utilizando procedimientos conocidos, p. €j., RT-PCR utilizando como molde ARNm de un
hibridoma productor de anticuerpo monoclonal.

Ya se conocen numerosas genotecas de anticuerpos en la esfera de las genotecas de anticuerpos. Por otra parte,
como los métodos para construir genotecas de anticuerpos también son conocidos, los expertos en la técnica seran
capaces de obtener o construir genotecas de anticuerpos relevantes. Los ejemplos de las genotecas de anticuerpos
adecuadas son las genotecas en fagos de anticuerpos descritas en la bibliografia, por ejemplo, Clackson et al.,
Nature (1991) 352, 624-8; Marks et al., J. Mol. Biol. (1991) 222, 581-97; Waterhouses et al., Nucleic Acids Res.
(1993) 21, 2265-6; Griffiths et al., EMBO J. (1994) 13, 3245-60; Vaughan et al., Nature Biotechnology (1996) 14,
309-14; y Solicitud de Patente Japonesa Abierta a la Inspeccion Publica Num. 2008-504970. También se utilizan
adecuadamente un método para construir una genoteca en células eucariéticas (documento WO 95/15393) y
métodos conocidos tales como la presentacion en ribosomas etcétera. La tecnologia para obtener anticuerpos
humanos mediante técnicas de inmunopurificacion utilizando una genoteca de anticuerpos humanos como material
de partida también es conocida por los expertos en la técnica. De este modo, los anticuerpos de cadena sencilla
(scFv), que comprenden las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de anticuerpos humanos fusionadas
en marco, se expresan sobre la superficie de un fago utilizando mecanismos de presentacion en fagos. Los genes
que codifican los scFv de union al antigeno se aislan de este fago seleccionando para determinar el fago que se une
al antigeno. La identificacion de la secuencia de dichos genes permite la determinacion de la secuencia de ADN que
codifica las regiones variables de la cadena pesada y ligera de un anticuerpo anti-glipicano 3 humano que se une al
antigeno glipicano 3. El anticuerpo anti-glipicano 3 humano se prepara adecuadamente insertando el gen del
anticuerpo que tiene esta secuencia en un vector de expresién adecuado y permitiendo la expresién en una célula
anfitriona adecuada como se describe mas abajo. Tales métodos son bien conocidos en la técnica e incluyen los
descritos en los documentos WO 92/01047, WO 92/20791, WO 93/06213, WO 93/11236, WO 93/19172, WO
95/01438, y WO 95/15388.

Se pueden utilizar las tecnologias conocidas para obtener un gen que codifica un anticuerpo a partir de un hibridoma
que produce el anticuerpo, concretamente para obtener un gen que codifica un anticuerpo anti-glipicano 3 a partir de
un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal anti-glipicano 3. Brevemente, se inmuniza un animal con
glipicano 3 (el antigeno sensibilizante deseado) utilizando una técnica de inmunizacion convencional y los
inmunocitos obtenidos del animal se someten a fusiéon celular con células parentales conocidas mediante una
técnica de fusion celular convencional, que se describe con detalle mas abajo. Utilizando técnicas de escrutinio
convencionales, se escrutan las células productoras de anticuerpo monoclonal (hibridomas), y se puede sintetizar el
ADNc para la region variable (region V) del anticuerpo anti-glipicano 3 con la transcriptasa inversa utilizando el
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ARNm aislado del hibridoma seleccionado como molde. Se prepara adecuadamente un gen del anticuerpo anti-
glipicano 3 mediante fusién en marco de este ADNc con el ADN que codifica la region constante del anticuerpo
deseado (region C).

A continuacién se proporcionan ejemplos especificos, pero la presente invencién no esta limitada a estos ejemplos.
El antigeno sensibilizante utilizado para generar el anticuerpo de la presente invencion puede ser el antigeno
inmunogénico completo o puede ser un antigeno incompleto, incluyendo, por ejemplo, un hapteno no inmunogénico.
Por ejemplo, se puede utilizar adecuadamente la proteina glipicano 3 completa o un polipéptido parcial o péptido de
la misma. Un ejemplo preferido es el polipéptido nucleo de GPC3 soluble mostrado en el SEQ ID NO: 13. Por lo
demas, el uso de sustancias que comprenden polisacaridos, acidos nucleicos, lipidos, etcétera como antigeno
también es conocido. El antigeno al cual se une el anticuerpo anti-glipicano 3 de la presente invencién no esta
particularmente limitado a las realizaciones descritas mas arriba. La produccién de antigeno se lleva a cabo
adecuadamente mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar
adecuadamente un método que utiliza baculovirus (por ejemplo, documento WO 98/46777 etcétera). Cuando el
antigeno tiene una inmunogenicidad baja, el animal se puede inmunizar adecuadamente con dicho antigeno unido a
una molécula inmunogénica muy grande, tal como albumina. Cuando el antigeno sensibilizante es una molécula que
abarca la membrana celular, tal como el glipicano 3, se utiliza adecuadamente un fragmento de polipéptido del
dominio extracelular de la molécula segun proceda como antigeno sensibilizante. O, se utiliza adecuadamente como
antigeno sensibilizante una célula que expresa dicha molécula sobre la superficie celular. Ademas, cuando el
antigeno sensibilizante es una molécula insoluble, la solubilizacién se puede efectuar anclando la molécula a otra
molécula soluble en agua y después se puede utilizar adecuadamente la molécula solubilizada como antigeno
sensibilizante.

Las células productoras de anticuerpo (p. ej. células productoras de anticuerpo anti-glipicano 3) se obtienen
adecuadamente inmunizando un animal utilizando un antigeno sensibilizante adecuado como se describe mas
arriba. O, se pueden obtener células productoras de anticuerpo (p. ej. células productoras de anticuerpo anti-
glipicano 3) mediante inmunizacion in vitro de linfocitos que son capaces de producir anticuerpo. Se pueden utilizar
diferentes vertebrados y mamiferos como animal a inmunizar. En particular, se pueden utilizar generalmente
roedores, lagomorfos, y primates como animal a inmunizar. Los roedores pueden incluir ratén, rata, y hamster; los
lagomorfos pueden incluir conejo; y los primates pueden incluir monos tales como el mono Cynomolgus, mono
rhesus, babuino Hamadryas, y chimpancé. Ademas, también se conocen animales transgénicos que conservan un
repertorio de genes de anticuerpos humanos en su genoma, y se puede obtener anticuerpo humano adecuadamente
utilizando dichos animales (documento WO 96/34096; Mendez et al., Nat. Genet. (1997) 15, 146-56). En lugar de
utilizar dichos animales transgénicos, se puede obtener adecuadamente un anticuerpo humano que muestra
actividad de unién a un antigeno deseado, por ejemplo, sensibilizando linfocitos humanos in vitro con el antigeno
deseado o con células que expresan el antigeno deseado seguido de fusidn celular con células de mieloma humano,
por ejemplo, U266 (Publicacion de Patente Japonesa Num. Hei 1-59878). Ademas, se puede obtener
adecuadamente un anticuerpo humano deseado (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3 humano) por medio de la
inmunizacién con un antigeno deseado de un animal transgénico que conserva el repertorio completo de genes de
anticuerpos humanos en su genoma (documentos WO 93/12227, WO 92/03918, WO 94/02602, WO 96/34096, y WO
96/33735).

La inmunizacién del animal se lleva a cabo, por ejemplo, mediante dilucién adecuada y suspension del antigeno
sensibilizante en solucién salina tamponada con fosfato (PBS), solucién salina fisiolodgica, etcétera; emulsién, segun
proceda, mediante mezclado de coadyuvante; y después inyeccién intraperitoreal o subcutédnea del antigeno
sensibilizante en el animal. Esto esta seguido preferiblemente de varias administraciones del antigeno sensibilizante
mezclado con coadyuvante incompleto de Freund en un intervalo de 4 a 21 dias. La produccion en el animal
inmunizado del anticuerpo contra el antigeno sensibilizante se puede medir utilizando técnicas analiticas, por
ejemplo, analisis de inmunoabsorciéon con enzima ligada (ELISA) y citometria de flujo (FACS).

Se puede preparar un hibridoma fusionando una célula productora de anticuerpo anti-glipicano 3 obtenida de un
animal o linfocito inmunizado con el antigeno sensibilizante de interés, con células de mieloma utilizando un agente
de fusién empleado convencionalmente para la fusidn celular, p. €j., polietilenglicol (Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, Academic Press (1986) 59-103). La produccién de hibridoma se puede llevar a cabo
adecuadamente, por ejemplo, de acuerdo con el método de Milstein et al. (G. Kohler y C. Milstein, Methods Enzymol.
(1981) 73, 3-46). El cultivo y la proliferacion de las células de hibridoma preparadas mediante este método
proporcionan un anticuerpo monoclonal que es producido por el hibridoma y se une especificamente al glipicano 3.
La especificidad de union mostrada por este anticuerpo monoclonal para el glipicano 3 se puede medir
adecuadamente mediante técnicas analiticas conocidas, tales como inmunoprecipitacion, radioinmunoanalisis (RIA),
analisis de inmunoabsorcidon con enzima ligada (ELISA), citometria de flujo (FACS), etcétera. De ser necesario, un
hibridoma que produce anticuerpo anti-glipicano 3 con la especificidad, afinidad, o actividad deseada se puede
subclonar después adecuadamente, por ejemplo, mediante dilucion limitante, y se puede aislar el anticuerpo
monoclonal producido por este hibridoma.

El gen codifica el anticuerpo seleccionado se puede clonar después a partir del hibridoma o la célula productora de
anticuerpo (p. €j., linfocito sensibilizado) utilizando una sonda capaz de unirse especificamente al gen (por ejemplo,
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un oligonucleétido complementario a la secuencia que codifica la region constante del anticuerpo). La clonacion
también se puede llevar a cabo mediante RT-PCR utilizando ARNm aislado del hibridoma o células productora de
anticuerpo (p. €j., linfocito sensibilizado) como molde. Las inmunoglobulinas se dividen en 5 clases diferentes, esto
es, IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM, basandose en las diferencias en su estructura y funcion. Ademas, las clases
individuales se dividen en varias subclases (isotipos) (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, y IgG4; IgA1 y IgA2; etcétera).
El anticuerpo de la presente invencion se puede originar a partir de un anticuerpo perteneciente a cualquiera de
estas clases y subclases y no esta particularmente limitado a ninguna clase o subclase; no obstante, son
particularmente preferidos los anticuerpos pertenecientes a la clase IgG.

Los genes que codifican las secuencias de aminoacidos que constituyen la cadena pesada y la cadena ligera del
anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) se pueden modificar, segun proceda, por medio de técnicas de
ingenieria genética. Por ejemplo, un anticuerpo que se ha sometido a una modificacion artificial con el propdsito, por
ejemplo, de reducir la xeno-inmunogenicidad contra seres humanos (p. €j., un anticuerpo quimérico tal como un
anticuerpo quimérico anti-glipicano 3, un anticuerpo humanizado tal como un anticuerpo anti-glipicano 3
humanizado, etcétera), se puede producir adecuadamente mediante modificacion de residuos del acido nucleico que
codifican la secuencia de aminoacidos que constituye el anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo de raton, un
anticuerpo de rata, un anticuerpo de conejo, un anticuerpo de hamster, un anticuerpo de oveja, un anticuerpo de
camello, etcétera. Un anticuerpo quimérico es un anticuerpo constituido por las regiones variables de la cadena
pesada y la cadena ligera de un anticuerpo procedente de un mamifero no humano tal como un ratén, y las regiones
constantes de la cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo humano. Se puede obtener un anticuerpo
quimérico como sigue: se liga el ADN que codifica la regién variable de un anticuerpo procedente de raton con el
ADN que codifica la regidon constante de un anticuerpo humano y se insertan en un vector de expresion, y el vector
recombinante resultante se introduce en un anfitrion y se permite su expresion. Los anticuerpos humanizados
también se conocen como anticuerpos humanos remodelados y son anticuerpos en los que la region determinante
de la complementariedad (CDR) de un anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) aislado de un mamifero no
humano tal como un ratén se liga con la regiéon marco de un anticuerpo humano para formar una secuencia codénica
en marco. La secuencia de ADN que codifica un anticuerpo humanizado se puede sintetizar por medio de una
reaccion PCR solapante utilizando una pluralidad de oligonucleétidos como moldes. Las sustancias de partida y los
procedimientos para la reaccion de PCR solapante se describen, por ejemplo, en el documento WO 98/13388 y en
otros lugares.

El ADN que codifica la regién variable del anticuerpo recombinante (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3
recombinante) de la presente invencion se obtiene por medio de PCR solapante a partir de una pluralidad de
oligonucledtidos construidos para que tengan secuencias de nucleétidos que se solapen entre si, que a su vez se
liga con un ADN que codifica la regidn constante de un anticuerpo humano para formar una secuencia coddnica en
marco. El ADN ligado de esta manera se inserta después de una manera operable en un vector de expresion, y se
introduce en un anfitrién. El anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) codificado por el ADN se expresa
cultivando el anfitrién. El anticuerpo expresado (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) se aisla purificandolo del medio
de cultivo del anfitrién (documentos EP 239400, WO 96/02576, etcétera). Las FR del anticuerpo humanizado (p. €j.
un anticuerpo anti-glipicano 3) ligadas con la CDR se seleccionan de tal manera que la region determinante de la
complementariedad forma un sitio de unién al antigeno de alta calidad para el antigeno. La secuencia de
aminoacidos se puede modificar, segun proceda, mediante una sustitucion adecuada de los residuos de aminoacido
que constituyen las FR de la regién variable del anticuerpo, para permitir que la regidon determinante de la
complementariedad del anticuerpo remodelado forme un sitio de unién al antigeno adecuado para el antigeno (K.
Sato et al., Cancer Res. (1993) 53, 851-856)

Ademas de las modificaciones relacionadas con la humanizacién comentadas mas arriba, se pueden introducir
modificaciones adicionales, por ejemplo, para mejorar las caracteristicas bioquimicas del anticuerpo, p. €j., la
actividad de union con el antigeno reconocido por el anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3). Las
modificaciones en el contexto de la presente invencion se pueden llevar a cabo adecuadamente mediante métodos
conocidos tales como la mutagénesis de sitio especifico (remitirse, por ejemplo, a Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1985) 82, 488), la mutaciéon por PCR, la mutacidn de casete, etcétera. La secuencia de aminoacidos del anticuerpo
modificado con caracteristicas bioquimicas mejoradas tiene generalmente una identidad y/o similitud de al menos
70%, mas preferiblemente al menos 80%, e incluso mas preferiblemente al menos 90% (por ejemplo, al menos 95%,
97%, 98%, 99%, etcétera) con la secuencia de aminoacidos que constituye el anticuerpo sometido a la modificacion
(esto es, el anticuerpo en el que se basa el anticuerpo modificado). Segun se utiliza en la presente memoria, la
identidad y/o similitud de secuencia hace referencia a la proporciéon de residuos de aminoacido que son idénticos
(residuos idénticos) o similares (residuos de aminoacido clasificados en el mismo grupo basandose en las
caracteristicas generales de la cadena lateral del aminoacido) después de alinear las secuencias e insertar
espacios, segun proceda, de tal manera que la identidad de secuencia suponga un maximo. Los residuos de
aminoacido de origen natural se pueden clasificar generalmente en los siguientes grupos basandose en las
propiedades de la cadena lateral: (1) hidrofobos: alanina, isoleucina, valina, metionina, y leucina; (2) hidréfilos
neutros: asparragina, glutamina, cisteina, treonina, y serina; (3) acidos: acido aspartico y acido glutamico; (4)
alcalinos: arginina, histidina, y lisina; (5) residuos que afectan a la orientacion de la cadena: glicina y prolina; y (6)
aromaticos: tirosina, triptéfano, y fenilalanina.
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Una realizacion adecuada especifica de una modificacion para intensificar la funcion de un anticuerpo incluye una
mejora en la citotoxicidad mostrada por el anticuerpo, tal como un anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado. Los
ejemplos preferidos de citotoxicidad son la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) y
la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). En la presente invencion, la actividad CDC indica citotoxicidad
debido al sistema del complemento, mientras la ADCC hace referencia a una actividad que perjudica la célula diana
cuando un anticuerpo especifico se ancla al antigeno de superficie sobre la célula diana y una célula que porta un
receptor de Fcy (p. €j., un inmunocito) se une a la porcion Fc del anticuerpo a través del receptor de Fcy. Se puede
medir si un anticuerpo de ensayo tiene actividad ADCC o tiene actividad CDC mediante métodos conocidos (por
ejemplo, Current Protocols in Immunology, Capitulo 7, Immunologic studies in humans. Editor, John E. Coligan et al.,
John Wiley & Sons, Inc., (1993)).

En términos especificos, se preparan primero las células efectoras, una solucién de complemento, y las células
diana.

(1) Preparacion de células efectoras

Se aisla el bazo, por ejemplo, de un raton CBA/N, y se separan las células del bazo sobre medio RPMI 1640
(Invitrogen). Después de lavar con el mismo medio que contiene suero bovino fetal al 10% (FBS, HyClone) se ajusta
la concentracion celular a 5 x 10° células/mL para preparar las células efectoras.

(2) Preparacion de la solucion de complemento

La solucion de complemento se puede preparar por medio de una dilucion 10X de Baby Rabbit Complement
(CEDARLANE) con medio que contiene FBS al 10% (Invitrogen).

(3) Preparacion de células diana

Las células que expresan una proteina antigénica a la cual se une el anticuerpo de ensayo se cultivan con cromiato
de sodio Cr’' a 0,2 mCi (GE Healthcare Bioscience) durante 1 hora a 37°C en medio DMEM que contiene FBS al
10% con el fin de radiomarcar las células diana. Se pueden utilizar, entre otras, las siguientes como células que
expresan una proteina antigénica a la cual se une el anticuerpo de ensayo: células transformadas con un gen que
codifica una proteina antigénica a la cual se une el anticuerpo de ensayo, células de cancer de ovario, células de
cancer de prostata, células de cancer de mama, células de cancer de utero, células de cancer de higado, células de
cancer de pulmon, células de cancer pancreatico, células de cancer de rifion, células de cancer de vejiga, y células
de cancer de colon. Después del radiomarcaje, las células se lavan tres veces con medio RPMI 1640 que contiene
FBS al 10% y se ajusta la concentracion celular a 2 x 10° células/mL para preparar las células diana.

La actividad ADCC vy la actividad CDC se pueden medir mediante los siguientes métodos. Con el fin de medir la
actividad ADCC, se afiaden 50 pL de las células diana y 50 pL del anticuerpo de ensayo a una placa con el fondo en
U de 96 pocillos (Becton Dickinson) y se hacen reaccionar durante 15 minutos sobre hielo. Se afiaden a la mezcla
de reaccion 100 uL de células efectoras y se incuban durante 4 horas en una incubadora con diéxido de carbono. La
concentracion final de anticuerpo de ensayo esta preferiblemente en el intervalo de 0 a 10 pg/mL. Después de la
incubacioén, se recuperan 100 uL del sobrenadante y se mide la radiactividad del sobrenadante utilizando un
contador gamma (COBRA Il AUTO-GAMMA, MODEL D5005, Packard Instrument Company). La citotoxicidad se
puede calcular utilizando la radiactividad de acuerdo con la siguiente ecuacion:

(A ~C)/(B - C) x 100

donde A es la radiactividad (cpm) para la muestra utilizando un anticuerpo de ensayo concreto; B es la radiactividad
(cpm) de la muestra a la que se ha afadido NP-40 al 1% (Nacalai Tesque); y C es la radiactividad (cpm) para la
muestra que contiene solamente las células diana.

Para medir la actividad CDC, se afiaden 50 uL de las células diana y 50 uL del anticuerpo de ensayo a una placa
con el fondo plano de 96 pocillos (Becton Dickinson) y se hacen reaccionar durante 15 minutos sobre hielo. A la
mezcla de reaccién se le afiaden 100 pL de solucién de complemento y se incuban durante 4 horas en una
incubadora con dioxido de carbono. La concentracién final de anticuerpo de ensayo esta preferiblemente en el
intervalo de 0 a 3 pg/mL. Después del cultivo, se recuperan 100 L del sobrenadante y se mide la radiactividad del
sobrenadante con un contador gamma. La citotoxicidad se puede calcular de la misma manera que para la medida
de la actividad ADCC.

Cuando se va a medir la citotoxicidad debida a un producto conjugado con anticuerpo, se afiaden 50 uL de las
células diana y 50 pL del producto conjugado con el anticuerpo de ensayo a una placa de fondo plano de 96 pocillos
(Becton Dickinson) y se hacen reaccionar durante 15 minutos sobre hielo. Después la placa se incuba de 1-4 horas
en una incubadora con didxido de carbono. La concentracion de anticuerpo de ensayo final esta preferiblemente en
el intervalo de 0 a 3 pg/mL. Tras la incubacion, se recuperan 100 pL del sobrenadante y se mide la radiactividad del
sobrenadante con un contador gamma. La citotoxicidad se puede calcular de la misma manera que para la medida
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de la actividad ADCC.

Las regiones variables de la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3)
estan compuestas generalmente, como se ha descrito mas arriba, por 3 CDR y 4 FR. Los residuos de aminoacido
sometidos a "modificacién" en una realizacién preferida de la presente invencion se pueden seleccionar
adecuadamente, por ejemplo, entre los residuos de aminoacido que constituyen las CDR o las FR. La modificacién
de los residuos de aminoacido que constituyen las CDR pueden causar en algunos casos una reduccion de la
actividad de union al antigeno del anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) implicado en la modificacion. Por
consiguiente, los residuos de aminoacido del anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) sometidos a
"modificacién" en el presente método se seleccionan preferiblemente entre los residuos de aminoacido que
constituyen las FR, pero no estan limitados a ellos. Cuando se confirma que la modificacién de los residuos de
aminoacido localizados en las CDR no causan una reduccion en la actividad de unién al antigeno del anticuerpo (p.
ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) implicado en la modificacién, dichos residuos de aminoacido pueden ser
seleccionados para la modificacion.

Los expertos en la técnica pueden encontrar facilmente en una base de datos publica, tal como la base de datos de
Kabat, secuencias de aminoacidos que constituyen la FR de la regién variable del anticuerpo que realmente existen
en un organismo tal como un ratén o un ser humano.

Una realizacion preferida de la presente invencion proporciona un anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado que tiene
una cinética en plasma modulada. Por ejemplo, el anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado es un anticuerpo
humanizado que comprende una regidon determinante de la complementariedad (CDR) derivada de un animal no
humano, una regién marco (FR) de origen humano, y una regioén constante humana, donde al menos un residuo de
aminoacido que puede estar expuesto sobre la superficie del anticuerpo de la CDR o la FR tiene una carga diferente
de la del residuo de aminoacido de la correspondiente posicion de la CDR o la FR del anticuerpo original y donde el
anticuerpo humanizado tiene una cinética en plasma modulada en comparacién con el anticuerpo quimérico que
tiene la misma regioén constante.

Otra realizacion preferida de la presente invencion proporciona a anticuerpo anti-glipicano 3 humano que tiene una
cinética en plasma modulada. El anticuerpo humano, por ejemplo, es un anticuerpo humano que comprende una
regién determinante de la complementariedad (CDR) de origen humano, una regién marco (FR) de origen humano, y
una region constante humana, donde al menos un residuo de aminoacido que puede estar expuesto sobre la
superficie del anticuerpo de la CDR o la FR tiene una carga diferente de la del residuo de aminoacido de la
correspondiente posicion de la CDR o la FR del anticuerpo original y donde el anticuerpo humano tiene una cinética
en plasma modulada en comparacién con un anticuerpo quimérico que tiene la misma region constante.

La regién constante humana anteriormente mencionada indica preferiblemente una region que comprende una
region Fc humana de tipo salvaje, pero también se puede utilizar adecuadamente una Fc modificada. Dicha "Fc
modificada" puede incluir una Fc modificada preparada mediante la modificacion de un residuo de aminoacido que
constituye la Fc asi como una Fc modificada preparada mediante una modificacion de la modificacion ya ejecutada
en el radical Fc. Un ejemplo preferido de dicha modificacion de una modificacion es la modificacion de la naturaleza
de la modificacion de la cadena de azucar anclada a la porcidon de Fc. Un ejemplo especifico preferido es el
"anticuerpo que tiene un contenido reducido de fucosa anclada a la regién Fc" que se describe especificamente en la
presente memoria como un ejemplo de referencia.

El término "anticuerpo que tiene un contenido reducido de fucosa anclada a la regién Fc" indica un anticuerpo para el
cual la cantidad de fucosa unida se ha reducido significativamente en comparacién con el anticuerpo de control, y
preferiblemente la fucosa no es detectable. la fucosa se une generalmente a las cadenas de azucar unidas a N-
glicdsido que estén unidas a los dos sitios de unién de la cadena de azucar presentes en la region Fc de las dos
moléculas de la cadena pesada que forman una uUnica molécula de anticuerpo. El término "anticuerpo que tiene un
contenido reducido de fucosa anclada a la region Fc" indica un anticuerpo que, en comparacion con el anticuerpo
ordinario como control, tiene un contenido de fucosa no mayor de 50%, preferiblemente no mayor de 25%, mas
preferiblemente no mayor de 10%, y particularmente preferiblemente no mayor de 0% del contenido de cadena de
azucar total del anticuerpo de control. El contenido de fucosa se puede medir utilizando el procedimiento analitico
proporcionado en los ejemplos de referencia de mas abajo. El método para preparar dicho anticuerpo con la fucosa
agotada puede incluir el método descrito en los ejemplos de referencia de la presente invencion, asi como el método
para producir anticuerpos con células animales carentes de fucosil transferasa (Biotechnol. Bioeng. (2004) 87(5),
614-22) y un método para preparar anticuerpos con células animales en las cuales la modificacion de la cadena de
azucar ramificada compleja es modificada (Biotechnol. Bioeng. (2006) 93(5), 851-61). Ademas, los ejemplos
adecuados de los métodos de preparacion utilizando células no animales como células anfitrionas pueden incluir un
método para producir anticuerpos con células vegetales (Nature Biotechnology (2006) 24, 1591-7) y con células de
levadura (Nature Biotechnology (2006) 24, 210-5).

Una realizacién preferida de la preparacién es un método para preparar un anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-

glipicano 3) que tiene una cinética en plasma modulada, que comprende (a) modificar un acido nucleico que codifica
un polipéptido que comprende al menos un residuo de aminoacido que puede estar expuesto sobre la superficie del
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anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3), de manera que la carga del residuo o los residuos de aminoacido
cambie; (b) cultivar una célula anfitriona de tal manera que el acido nucleico modificado en la etapa (a) sea
expresado; y (c) recuperar el anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) del cultivo de células anfitrionas.

En el método, el término "modificar un acido nucleico" hace referencia a una modificacion de la secuencia de acido
nucleico para proporcionar un codon que corresponda al residuo de aminoacido que se introduce mediante la
"modificacién”. Mas especificamente, este término hace referencia a una modificacion de un &cido nucleico que
contiene un coddén que experimentara la modificacion, donde dicha modificacion cambia el codén correspondiente al
residuo de aminoacido pre-modificacion al codon del residuo de aminoacido que es introducido mediante la
modificacion. Generalmente este término representa la implementacién de un proceso genético o un tratamiento
mutagénico con el fin de remplazar al menos una base del acido nucleico que comprende el codén para
proporcionar un codén que codifica el residuo de aminoacido diana. Esto es, el codén que codifica el residuo de
aminoacido sometido a modificacién es remplazado por un codén que codifica el residuo de aminoacido que es
introducido mediante la modificacion. La modificaciéon del acido nucleico puede ser llevada a cabo adecuadamente
por los expertos en la técnica utilizando la tecnologia conocida, por ejemplo, mutagénesis de sitio especifico,
mutageénesis por PCR, etcétera.

El acido nucleico preparado se situa (inserta) generalmente en un vector adecuado o se introduce en una célula
anfitriona. No existen limitaciones concretas sobre el vector siempre que tenga la capacidad de mantener
establemente el acido nucleico insertado. Por ejemplo, con referencia al uso de E. coli como anfitrién, se prefiere el
vector pBluescript (Stratagene) como vector de clonacién, aunque se pueden utilizar diferentes vectores disponibles
en el mercado. Un vector de expresion es particularmente util en aquellos casos en los que se utiliza el vector para
producir el polipéptido de la presente invencion. No existen limitaciones concretas sobre el vector de expresion
siempre que pueda expresar el polipéptido in vitro, en E. coli, en cultivo celular, o en un organismo. Los ejemplos
preferidos incluyen el vector pBEST (Promega) para a expresion in vitro, el vector pET (Invitrogen) para E. coli, el
vector pME18S-FL3 (Num. de Acceso GenBank AB009864) para el cultivo celular, y el vector pME18S vector (Mol.
Cell Biol. (1988) 8, 466-472) para un organismo. El ADN de acuerdo con la presente invencién se puede insertar en
el vector por medio de métodos convencionales, por ejemplo, mediante reaccién con ligasa utilizando sitios para la
enzima de restriccion (Current Protocols in Molecular Biology, editado por Ausubel et al. (1987) Publish. John Wiley
& Sons, secciones 11.4-11.11).

No existen limitaciones concretas sobre la célula anfitriona referida mas arriba, y se pueden utilizar diferentes células
anfitrionas dependiendo del propésito. Los ejemplos de las células para la expresion del polipéptido incluyen células
bacterianas (p. ej., Streptococcus, Staphylococcus, E. coli, Streptomyces, Bacillus subtilus), células fungicas (p. €j.,
levadura, Aspergillus), células de insecto (p. €j., S2 de Drosophila, Sf9 de Spodoptera), células animales (p. €j.,
células CHO, COS, Hela, C127, 3T3, BHK, HEK293, de melanoma de Bowes), y células vegetales. El vector puede
ser introducido en la célula anfitriona mediante métodos conocidos, por ejemplo, precipitacidon con fosfato de calcio,
poracion por electropulsos (Current Protocols in Molecular Biology, editado por Ausubel et al. (1987) John Wiley &
Sons, secciones 9.1-9.9), lipofeccion, y microinyeccion.

Se puede incorporar de manera adecuada al anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) una sefial secretora
apropiada con el fin de ocasionar la secrecion del anticuerpo expresado en la célula anfitriona al limen del reticulo
endoplasmico, al espacio periplasmico, o al entorno extracelular. Dicha sefal puede ser adecuadamente la
secuencia sefal nativa caracteristica del anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) o puede ser una secuencia
sefial heterdloga.

El anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) producido como se ha descrito mas arriba se puede recuperar
recogiendo el medio de cultivo en aquellos casos en los que el anticuerpo de la presente invencién es secretado al
medio de cultivo. En aquellos casos en los que el anticuerpo anti-glipicano 3 de la presente invencion es producido
en el interior de la célula, la célula se lisa primero y después se recupera el anticuerpo.

Se pueden utilizar adecuadamente métodos conocidos para purificar el anticuerpo anti-glipicano 3 de la invencién
recuperado del cultivo de células recombinantes, por ejemplo, sulfato de amonio y precipitacion con etanol,
extraccion con acido, cromatografia de intercambio aniénico o catidnico, cromatografia en fosfocelulosa,
cromatografia de interacciéon hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia en hidroxiapatita, y cromatografia
en lectina.

La presente invencion también hace referencia a una composicion (un farmaco) que comprende un portador
farmacéuticamente aceptable y el anticuerpo anti-glipicano 3 (por ejemplo, un anticuerpo IgG) que tiene una cinética
en plasma modulada mediante el método de la invencion.

La composicion farmacéutica en el contexto de la presente invenciéon hace referencia generalmente a un agente
para el tratamiento o la prevencion de una enfermedad o para la deteccion o la diagnosis de una enfermedad.

La composicién farmacéutica de la presente invencion se puede formular mediante un método conocido para los
expertos en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar la formulacion por una ruta no oral en forma de un inyectable,
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esto es, una suspension o una solucién aséptica con agua u otro liquido farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo,
la formulacién se puede preparar combinando el anticuerpo con un portador o medio farmacolégicamente aceptable,
en particular con agua estéril o solucidn salina fisioldgica, aceite vegetal, agente emulsionante, agente suspensor,
tensioactivo, estabilizador, aromatizante, diluyente, portador, conservante, aglutinante, etcétera, y mezclando en el
estado de dosificacion unitaria requerido por la practica farmacéutica generalmente establecida. La cantidad de
ingrediente activo en las formulaciones se selecciona de tal manera que se obtenga una dosis adecuada en el
intervalo indicado.

Se puede formular adecuadamente una composicion estéril para inyectable de acuerdo con la practica farmacéutica
convencional utilizando un portador tal como agua destilada para inyectables.

La solucién acuosa para inyectables puede ser, por ejemplo, una solucidn isotdnica que contenga solucién salina
fisiologica, dextrosa, y otros coadyuvantes (por ejemplo, D-sorbitol, D-manosa, D-manitol, cloruro de sodio). También
se pueden utilizar, segin proceda, agentes solubilizantes adecuados (p. €j., un alcohol tal como etanol o un
polialcohol tal como propilenglicol o polietlenglicol) y un tensioactivo no iénico (p. ej., Polysorbate 80", HCO-50).

Los liquidos oleosos incluyen aceite de sésamo y aceite de soja. También se pueden utilizar adecuadamente
benzoato de bencilo y/o alcohol bencilico como agentes solubilizantes. Asimismo se pueden incorporar, segun
proceda, un tampoén (por ejemplo, solucion de tampén fosfato, solucién de tampoén acetato de sodio), un agente
analgésico (por ejemplo, hidrocloruro de procaina), un estabilizador (por ejemplo, alcohol bencilico y fenol), y un
inhibidor de la oxidacion. La solucién inyectable preparada como se ha descrito mas arriba se carga generalmente
en ampollas adecuadas.

La composicién farmacéutica de la presente invencion se puede administrar preferiblemente mediante
administracion no oral. Por ejemplo, se puede formular en forma de una composicion inyectable, una composicion
transnasal, una composicién para su administracién por inhalacién, o una composicién transdérmica. Esta se puede
administrar adecuadamente de manera sistémica o local, por ejemplo, mediante inyeccidn intravenosa, inyeccion
intramuscular, inyeccion intraperitoneal, o inyeccion subcutanea.

El método de administracion se puede seleccionar, segun proceda, dependiendo de la edad y los sintomas del
paciente. La dosificacion de la composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo o el polunucleétido que
codifica el anticuerpo se puede seleccionar, por ejemplo, en el intervalo de 0,0001 mg a 1000 mg por 1 kg de peso
corporal por dosis unitaria. O, se puede formular o ajustar la dosificacion a una dosificacion de 0,001 a 100.000 mg
por paciente; sin embargo, la presente invencion no esta limitada necesariamente a estos valores numéricos. La
dosificacion y el método de administracién variaran dependiendo del peso corporal, la edad, y los sintomas del
paciente, y los expertos en la técnica pueden seleccionar una dosificacion y un método de administraciéon apropiados
basandose en la consideracion de estos factores.

La presente invencion también proporciona un acido nucleico que codifica el anticuerpo anti-glipicano 3 (por ejemplo,
un anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado) que tiene una cinética en plasma modulada. Asimismo se describe un
vector que porta dicho acido nucleico.

La presente invencidon también proporciona una célula anfitriona que comprende el acido nucleico anteriormente
mencionado. El tipo de célula anfitriona no esta particularmente limitado, y puede ser, por ejemplo, una célula
bacteriana tal como E. coli o cualquiera de diferentes células animales. La célula anfitriona se puede utilizar, segun
proceda, en un sistema de produccién para la producciéon o expresion del anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-
glipicano 3) de la presente invencién. De este modo, la presente invencidon también proporciona un sistema de
produccién que puede ser utilizado para producir el anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) utilizando la
célula anfitriona anteriormente mencionada. Se puede utilizar adecuadamente un sistema de produccion in vitro o in
vivo como sistema de produccion. Las células eucariéticas y procariéticas se emplean adecuadamente como células
anfitrionas utilizadas en el sistema de produccion in vitro.

Las células eucaridticas utilizadas como célula anfitriona pueden incluir células animales, células vegetales, y células
fungicas. Las células animales pueden incluir células de tipo mamifero tales como células CHO (J. Exp. Med. (1995)
108, 945), COS, HEK293, 3T3, de mieloma, BHK (rifién de cria de hamster), HelLa, Vero, etcétera; células de anfibio
tales como oocitos de Xenopus laevis (Valle et al., Nature (1981) 291, 338-340); y células de insectos tales como
Sf9, Sf21, y Tn5. Por ejempilo, las células CHO-DG44, CHO-DX11B, COS7, las células HEK293 y las células BHK se
utilizan adecuadamente para la expresion del anticuerpo anti-glipicano 3 de la presente invencion. El uso de células
CHO como célula anfitriona es particularmente preferida cuando se desean elevados niveles de expresion en células
animales. La transfeccion del vector recombinante en la célula anfitriona se lleva a cabo adecuadamente utilizando
la técnica del fosfato de calcio, la técnica del DEAE dextrano, las técnicas que emplean el liposoma catidnico
DOTAP (Boehringer Mannheim), las técnicas de electroporacion, las técnicas de lipofeccion, etcétera.

Con respecto a las células vegetales, se conocen Lemna minor y las células derivadas de Nicotiana tabacum como

sistemas de produccién de proteinas, y el anticuerpo anti-glipicano 3 de la presente invencion puede ser producido
mediante técnicas de cultivo de callos utilizando estas células. Con respecto a las células fungicas, se conocen
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sistemas de expresion de proteinas que utilizan células de levadura, p. ej., Saccharomyces (p. €j., Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe), y sistemas de expresion de proteinas que utilizan hongos filamentosos,
p. €j., Aspergillus (p. ej.,Aspergillus niger), y se pueden utilizar como células anfitrionas para producir el anticuerpo
anti-glipicano 3 de la presente invencion.

Con respecto al uso de células procaridticas, se puede utilizar adecuadamente cualquier sistema de produccion que
utilice células bacterianas. Se conocen los sistemas de produccién que utilizan E. coli como se ha descrito mas
arriba o B. subtilus para las células bacterianas, y cualquiera de estas células bacterianas puede ser utilizada
adecuadamente para producir el anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) de la presente invencion.

Para producir el anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) utilizando una célula anfitriona de la presente
invencién, se cultiva la célula anfitriona transformada con el vector de expresién que comprende el polinucleétido
que codifica el anticuerpo de la presente invencidn para expresar un polinucleétido que codifica el anticuerpo (p. €j.
un anticuerpo anti-glipicano 3). Las células anfitrionas pueden ser cultivadas de acuerdo con métodos conocidos.
Cuando se utiliza una célula animal como anfitrién, por ejemplo, se utiliza adecuadamente DMEM, MEM, RPMI1640,
o IMDM como medio de cultivo. Se puede afadir un suero auxiliar, p. ej., FBS, suero de ternera fetal (FCS), etcétera.
Las células también se pueden cultivar en un medio sin suero. Las células pueden ser cultivadas a un pH de
aproximadamente 6-8, dependiendo de la célula anfitriona. El cultivo se realiza generalmente durante
aproximadamente 15 a 200 horas a aproximadamente 30 - 40°C, con sustitucion del medio, aireacion, y agitacion
segun proceda.

Por otra parte, los sistemas de produccion basados en un animal o una planta se encuentran disponibles como
sistemas in vivo para producir el anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) de la presente invencion. El
polinucleétido que codifica el anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) de la presente invencion es introducido
en un animal o planta y el anticuerpo es producido en el animal o planta y es recuperado. El término "anfitrién" segun
se utiliza en la presente memoria incluye tales animales y plantas.

Cuando se utiliza un animal como anfitrion, se encuentran disponibles sistemas de producciéon basados en
mamiferos e insectos. Se utilizan adecuadamente cabra, cerdo, oveja, ratén, vaca, etcétera, como mamifero (Vicki
Glaser, SPECTRUM Biotechnology Applications (1993)). También se puede emplear un animal transgénico.

Por ejemplo, se puede producir un polinucleétido que codifica el anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) de
la presente invencion en forma de un gen de fusiéon con un gen que codifica un polipéptido que es producido
especificamente en la leche, tal como la B-caseina de cabra. Después se inyecta un fragmento del polinucleétido
que comprende el gen de fusiéon en un embridn de cabra y se transplanta a una cabra hembra. El anticuerpo (p. €j.
un anticuerpo anti-glipicano 3) de interés se obtiene de la leche producida por la cabra transgénica nacida de la
cabra que recibio el embrion o de la leche producida por el vastago de la cabra transgénica. Se pueden administrar
hormonas adecuadas, segun proceda, a la cabra transgénica para incrementar la cantidad de leche que contiene el
anticuerpo (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano 3) a partir de la cabra transgénica (Ebert et al., Bio/Technology (1994)
12, 699-702).

El gusano de seda es un ejemplo de un insecto que puede ser utilizado para producir el anticuerpo (p. €j. un
anticuerpo anti-glipicano 3) de la presente invencién. Cuando se emplea el gusano de seda, se puede infectar el
gusano de seda co un baculovirus que tiene un polinucledtido que codifica el anticuerpo deseado (p. €j. un
anticuerpo anti-glipicano 3) insertado en su genoma viral. El anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) de
interés se obtiene de los fluidos corporales del gusano de seda infectado (Susumu et al., Nature (1985) 315, 592-4).

La planta de tabaco es un ejemplo de una planta que se puede utilizar para producir el anticuerpo (p. €j. un
anticuerpo anti-glipicano 3) de la presente invencion. Cuando se utiliza la planta de tabaco, el polinucleétido que
codifica el anticuerpo (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) de interés se inserta en un vector de expresion vegetal,
tal como pMON 530, y el vector recombinante resultante se transfecta en una bacteria tal como Agrobacterium
tumefaciens. Después se utiliza esta bacteria para infectar una planta de tabaco (por ejemplo, Nicotiana tabacum)
(Ma et al., Eur. J. Immunol. (1994) 24, 131-8), y se obtiene el anticuerpo deseado (p. €j. un anticuerpo anti-glipicano
3) a partir de las hojas de la planta de tabaco infectada. De un modo similar se puede infectar Lemna minor con
dicha bacteria y se puede obtener el anticuerpo deseado (p. ej. un anticuerpo anti-glipicano 3) a partir de las células
de Lemna minor infectada clonada (Cox K. M. et al., Nat. Biotechnol. (2006) 24(12), 1591-7).

El anticuerpo anti-glipicano 3 de la presente invencion obtenido de la manera descrita mas arriba se puede aislar del
interior o el exterior de las células anfitrionas (p. ej., medio de cultivo o leche) y se pueden purificar para dar un
anticuerpo homogéneo sustancialmente puro. Se pueden emplear adecuadamente las técnicas de separacion y
purificacion utilizadas generalmente para la purificacion de polipéptidos en la separacién y purificacion de
anticuerpos en la presente invencion, pero no estan limitadas. Por ejemplo, el anticuerpo se puede separar y
purificar adecuadamente mediante una seleccién y combinacién apropiadas de cromatografia en columna, filtracion,
ultrafiltracion, precipitacion por adicién sal, precipitacién con disolvente, extraccion con disolvente, destilacion,
inmunoprecipitacion, electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, electroforesis isoeléctrica, dialisis, recristalizacion,
etcétera.
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Las técnicas cromatograficas incluyen cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia
hidréfoba, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia en fase reversa, cromatografia de adsorcion, etcétera
(Strategies for Protein Purification and Characterization: A Laboratory Course Manual. Ed. Daniel R. Marshak et al.
(1996) Cold Spring Harbor Laboratory Press). La cromatografia se puede llevar a cabo utilizando la cromatografia en
fase liquida, por ejemplo, HPLC, FPLC, etcétera. La columna utilizada en la cromatografia de afinidad incluye, por
ejemplo, una columna de proteina A o una columna de proteina G. Hyper D, POROS, y Sepharose F. F. (Pharmacia)
son ejemplos de columnas basadas en proteina A.

Otra realizacion preferida de la presente invencion es un método para preparar el anticuerpo anti-glipicano 3 con una
cinética en plasma modulada de la presente invencién, que comprende la etapa de cultivar una célula anfitriona de la
presente invencion como se ha descrito mas arriba y recuperar el anticuerpo anti-glipicano 3 del cultivo celular.

La presente invencién se describe especificamente a continuacion, pero la presente invenciéon no esta limitada a los
ejemplos proporcionados mas abajo.

Ejemplos
Ejemplo 1

(1) Construcciéon de genes con mutacién puntual del anticuerpo HOLO humanizado

Se construyeron varios genes con mutaciones puntuales partiendo de un gen que codificaba el anticuerpo anti-
glipicano 3 que comprendia la CDR del anticuerpo GC33 humanizado descrito en el documento WO 2006/046751.
Se sintetizaron oligoADN disefiados basandose en las secuencias de las cadenas efectoras y antisentido que
contenian los sitios de la modificacién. Se construyé una pluralidad de genes con mutaciones puntuales utilizando el
Kit comercial de Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange (Stratagene). La construccién de los genes con
mutaciones puntuales se llevé a cabo mediante PCR en las siguientes condiciones. Después de calentar durante 30
segundos a 95°C, una mezcla de reaccion de 10 ng de plasmido molde, 10 pmoles de oligo-ADN sintéticos de
cadena directa y cadena inversa y 10X tampén, mezcla de dNTP, y Pfu Turbo ADN Polimerasa proporcionada con el
kit se sometié a 18 ciclos de 95°C 30 seg, 55°C 1 min y 68°C 4 min. Se afiadié a la mezcla de reaccion Dpnl
proporcionado con el kit, y se llevé a cabo la digestiéon de restriccion con la enzima de restriccion durante 1 hora a
37°C. Las células DH5a competentes (Toyobo) fueron transformadas con la solucion de reaccién resultante para
obtener transformantes. La introduccion de la mutacion puntual fue confirmada determinando la secuencia de
nucleotidos del ADN plasmidico aislado de los transformantes. Cada gen con mutacién puntual fue clonado en los
vectores de expresion capaces de expresar el gen del inserto en células animales. Los genes modificados se
prepararon por medio de las modificaciones descritas mas abajo.

La expresion transitoria del anticuerpo HOLO humanizado y sus anticuerpos modificados con mutaciones puntuales
se llevé a cabo utilizando polietilenimina (Polysciences Inc.). Las células HEK293 se separaron mediante tripsina-
EDTA (Invitrogen), y se sembraron en una placa de cultivo de 10 cm?® a 6 x 10%células/10 mL. Al dia siguiente, se
mezclaron medio de cultivo SFMII y polietilenimina con un ADN plasmidico para la expresién de la cadena pesada y
un ADN plasmidico para la expresién de la cadena ligera de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y la mezcla
resultante se dejo reposar durante 10 minutos a la temperatura ambiente. La mezcla completa se afiadié gota a gota
a la placa de cultivo que contenia las células HEK293 sembradas como se ha descrito mas arriba. El sobrenadante
de cultivo se recuperd después de aproximadamente 72 horas y el anticuerpo HOLO humanizado expresado y sus
anticuerpos modificados con mutaciones puntuales fueron purificados utilizando rProteinA Sepharosem Fast Flow
(GE Healthcare) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

(1-1) Modificacién del valor Tm del anticuerpo HOLO humanizado

Se determiné la temperatura del punto medio de desnaturalizacion térmica (Tm) por la parte superior del pico de
desnaturalizacion del termograma (Cp con respecto a T) obtenido después de calentar la solucién de la muestra de
ensayo a una velocidad de calentamiento programada constante. El valor Tm del anticuerpo HOLO humanizado se
midié utilizando una solucién de muestra para la medicién de DSC preparada como se describe a continuacion. La
solucién de anticuerpo (correspondiente a 50 - 100 pg) cargada en una membrana de didlisis se sometié a dialisis
primero durante 24 horas frente a una solucién externa de dialisis de 20 moles/L de solucién tampén de acetato de
sodio (pH 6,0) que contenia 150 mmolesl/L de cloruro de sodio. Con posterioridad, se ajusto la solucién de muestra
a su concentracion de anticuerpo de 50 a 100 pg/mL con solucion externa de didlisis y se utilizé como solucién
molde para la medicién de DSC.

Se utiliza un aparato para DSC adecuado, por ejemplo, DSC-II (Calorimetry Sciences Corporation), para este
experimento. La soluciéon de muestra preparada como se ha descrito anteriormente y la solucién de referencia
(solucién externa de didlisis) se desgasificaron cuidadosamente, y caca uno de estos especimenes de ensayo se
colocé en una celda del calorimetro y se equilibré térmicamente a 40°C. Después se realizé un barrido DSC de 40°C
a 100°C a una velocidad de barrido de aproximadamente 1 K/minuto. Los resultados de esta medicion se dan como
la parte superior del pico de desnaturalizacion como una funcién de la temperatura. La temperatura del punto medio
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de desnaturalizacion térmica del anticuerpo HOLO humanizado se calculé mediante asignacion al pico del dominio
Fab de acuerdo con Rodolfo et al., Immunology Letters (1999), 47-52. Como ejemplo especifico, el diagrama
obtenido a partir de la calorimetria de barrido diferencial (DSC) en el anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2) se
muestra en la Figura 1.

El anticuerpo HOLO humanizado, que comprende la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 1 y la cadena ligera
mostrada en el SEQ ID NO: 7, tiene un valor Tm de 76,6°C calculado mediante el método descrito mas arriba. Los
valores de Tm de Synagis y Herceptin, proporcionados como ejemplos de anticuerpos existentes, se miden a 85,4°C
y 81,8°C, respectivamente. De este modo se demostrd que el valor de Tm del anticuerpo HOLO humanizado es
inferior al de los anticuerpos existentes.

Por lo tanto los anticuerpos modificados se prepararon a partir del anticuerpo HOLO humanizado con el propésito de
elevar el valor de Tm. Se introdujeron las modificaciones V371, A40P, M48I, y L511 en la FR2 de la cadena pesada
del anticuerpo HOLO mostrada en el SEQ ID NO: 1 para preparar el anticuerpo H15 (SEQ ID NO: 2), donde su
subclase cambié de VH1b a VH4. El valor de Tm se mejord hasta 79,1°C. Asimismo se modific la cadena ligera del
anticuerpo HOLO mostrada en el SEQ ID NO: 7 introduciendo las modificaciones L42Q, S48A, y Q50R en la FR2 que
cambié de la subclase VK2 a VK3, e introduciendo la modificacion V2| para remplazar V2 de FR1 por | (secuencia
de la linea germinal), de ese modo se prepard L4 (SEQ ID NO: 8). Se midi6 el valor de Tm de cada anticuerpo como
se ha descrito mas arriba. El valor de Tm de H15L0 y HOL4 fue de 79,2°C y 77,2°C, respectivamente, lo que
demuestra la mejora desde el valor de Tm 76,6°C de HOLO. El valor de Tm del anticuerpo H15L4 que comprende la
combinacion de estas dos modificaciones se mejord hasta 8,5°C.

(1-2) Modificacién del valor de pl del anticuerpo HOLO humanizado

La vida media en plasma de un anticuerpo se prolonga disminuyendo el valor de pl mostrado por el anticuerpo. En
contraste, las caracteristicas de translocacion tisular de un anticuerpo mejoran incrementado el pl del anticuerpo. Se
desconoce si el incremento o la disminucion del valor de pl de un anticuerpo eficaz en el tratamiento del cancer
aumentaria el efecto supresor de tumores. Por lo tanto, se prepararon un anticuerpo HOLO humanizado modificado
con un pl disminuido y un anticuerpo HOLO humanizado modificado con un pl incrementado y se compard la
actividad anti-tumoral de los mismos para investigar si cualquier modificaciéon tenia una actividad supresora de
tumores superior.

Se calcul6 el valor de pl de cada anticuerpo basandose en el analisis mediante electroforesis isoeléctrica. La
electroforesis se llevd a cabo como se describe a continuacion. Utilizando PhastSystem Cassette (Amersham
Bioscience), Phast-Gel Dry IEF (Amersham Bioscience) se embebié el gel durante aproximadamente 60 minutos con
una solucioén de imbibiciéon con la composicion dada mas abajo.
1. (a) Composicion de la solucién de imbibicion para pl elevado:

1,5 mL glicerol al 10%

100 pL Pharmalyte 8-10,5 para IEF (Amersham Bioscience)
2. (b) Composicién de la solucién de imbibicién para pl bajo:

1,5 mL agua purificada

20 pL Pharmalyte 8-10,5 para IEF (Amersham Bioscience)

80 pL Pharmalyte 5-8 para IEF (Amersham Bioscience)

Se cargaron aproximadamente 0,5 pg de anticuerpo sobre el gel embebido y se llevd a cabo la electroforesis
isoeléctrica utilizando PhastSystem (Amersham Bioscience) controlado por el programa descrito mas abajo. La
muestra se afiadio al gel en la Etapa 2 de este programa. Se utilizé un Kit de Calibrado para el pl (Amersham
Bioscience) para los marcadores de pl.

Etapa 1: 2000 V, 2,5 mA, 3,5 W, 15°C, 75 Vh

Etapa 2: 200 V, 2,5 mA, 3,5W, 15°C, 15 Vh

Etapa 3: 2000 V, 2,5 mA, 3,5 W, 15°C 410 Vh

Después de la electroforesis, el gel se fijo con TCA al 20% y después se llevd a cabo la tincion con plata utilizando
Silver Staining Kit, Protein (Amersham Bioscience) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas con el kit.
Después de la tincion, se calculd el punto isoeléctrico de cada anticuerpo (muestra de ensayo) basandose en los
puntos isoeléctricos ya conocidos de los marcadores de pl. El electroforetograma de la electroforesis isoeléctrica de
pl elevado se muestra en la Figura 2 y el electroforetograma de la electroforesis isoeléctrica de bajo pl se muestra
en la Figura 3.

(a) Modificaciones que elevan el pl

Se prepar6 Hspu2.2 (Hu2.2) (SEQ ID NO: 6), en el que las modificaciones Q43K, D52N, y Q107R se implementaron
adicionalmente en H15. También se prepard Lspu2.2 (Lu2.2) (SEQ ID NO: 12), en el que las modificaciones E17Q,
Q27R, Q105R y S25A se implementaron en L4, donde la modificacion S25A remplaza la S25 de CDR2 por A
(abundante en una linea germinal). El valor de Tm del anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2) compuesto por
Hspu2.2 (Hu2.2) y Lspu2.2 (Lu2.2) se midié a 76,8°C y se midi6 su valor de pl a 9,6. Puesto que el pl del anticuerpo
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HOLO es 8,9, el pl del anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2) se habia incrementado en 0,7.
(b) Modificaciones que disminuyen el pl

Se prepar6 Hspd1.8 (Hd1.8) (SEQ ID NO: 5), en el que las modificaciones K19T, Q43E, K63S, K65Q, y G66D se
implementaron adicionalmente en H15. Se prepard Lspd1.6 (Ld1.6) (SEQ ID NO: 11) realizando las siguientes
modificaciones: la modificacion Q27E en L4; la modificacion de KISRVE en 79-84 de la FR3 en L4 a TISSLQ; y la
modificacion S25A para lograr la misma modificacion que para Lspu2.2 (Lu2.2). El valor de pl del anticuerpo
Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6) compuesto por Hspd1.8 (Hd1.8) y Lspd1.6 (Ld1.6), se mididé a 7,4. Puesto que el pl
del anticuerpo HOLO es 8,9, el pl del anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6) se habia reducido en 1,5.

(2) Evaluacion mediante ELISA competitivo de la actividad de union de los anticuerpos modificados con
mutaciones puntuales a partir del anticuerpo HOLO

Se evaluaron el anticuerpo HOLO y sus anticuerpos con mutaciones puntuales purificados en el apartado (1)
mediante ELISA competitivo. Se afiadieron 100 yL del polipéptido nucleo GPC3 soluble (SEQ ID NO: 13) a 1 pg/mL
a cada pocillo de una placa de 96 pocillos. El polipéptido nucleo GPC3 soluble se inmovilizd6 sobre la placa
permitiendo que la placa reposara durante la noche a 4°C. El polipéptido GPC3 nucleo soluble inmovilizado sobre la
placa se lavé 3 veces con un tampén de lavado utilizando Skan WASHER400 (Molecular Devices); y se bloqueo con
200 pL de tampoén de bloqueo a 4°C durante al menos 30 min. La placa bloqueada sobre la cual se habia
inmovilizado el polipéptido GPC3 nucleo soluble se lavd después 3 veces con tampoén de lavado utilizando Skan
WASHER400. Con posterioridad, cada pocillo de la placa recibié 200 uL de una mezcla que contenia 100 pL de
anticuerpo HOLO biotinilado (concentracion final = 0,3 pg/mL) y 100 pyL del anticuerpo HOLO o su anticuerpo
modificado con una mutacién puntual (a diferentes concentraciones). El anticuerpo HOLO se biotinil6 utilizando Biotin
Labeling Kit (Roche) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas con el kit. La placa se dejé estar durante 1
hora a la temperatura ambiente, después se lavé 5 veces con tampdn de lavado utilizando Skan WASHER400
(Molecular Devices). Se ahadieron a cada pocillo 100 uL de anti-fosfatasa alcalina-estreptavidina de cabra (ZYMED),
diluida 20.000X con tampdn sustrato, y la placa resultante se dejé reposar durante 1 hora a la temperatura ambiente,
y después se lavd 5 veces con tampon de lavado utilizando Skan WASHER400. Se prepard Sustrato de Fosfatasa
(Sigma) a 1 mg/mL en el tampén sustrato, se afiadié a 100 yL por pocillo durante 1 hora. Se midié la absorbancia a
405 nm de la solucién de reaccion en cada pocillo utilizando Benchmark Plus (BIO-RAD), con la absorbancia de
control a 655 nm.

Como se muestra en la Figura 4, se demostré que la actividad de union al antigeno del anticuerpo H15L4 era casi la
misma que la del anticuerpo HOLO que habia sido sometido a la modificacion. Ademas, como se muestra en la
Figura 5, se demostré que la actividad de unién al antigeno del anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2) era
aproximadamente la misma que la del anticuerpo HOLO sometido a la modificacién. Por otra parte, como se muestra
en la Figura 6, se demostré que la actividad de union al antigeno del anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6) era
aproximadamente la misma que la del anticuerpo HOLO sometido a la modificacion.

Ejemplo de Referencia 2

Desorganizacion del gen transportador de fucosa en células CHO
(1) Construccion del vector de redireccionamiento

(1-1) Construccién del vector KO1 vector

Se afiadieron el sitio BamHI y la secuencia TGCGC al lado 3' del codén de iniciacién del gen de resistencia a
higromicina (Hygr) mediante PCR utilizando pcDNA3.1/Hygro (Invitrogen) con los cebadores Hyg5-BH y Hyg3-NT
para obtener la misma secuencia que en el lado 5' del coddn de iniciacidon del gen transportador de fucosa. También
se afiadio el sitio Notl en el lado 3' incluyendo la regién hasta la sefial de adicion de poliA de SV40. Después se
escindio el gen Hygr.

cebador directo

Hyg5-BH 5'-GGATCCTGCGCATGAAAAAGCCTGAACTCACC-3' (SEQ ID NO: 14)
cebador inverso

Hyg3-NT 5-GCGGCCGCCTATTCCTTTGCCCTCGGACG-3' (SEQ ID NO: 15)

Se construyd el vector de redireccionamiento del transportador de fucosa ver. 1 (referido como vector KO1)
insertando el lado 5' del transportador de fucosa (desde Smal en el No. 2.780 del SEQ ID NO: 16 hasta BamHI en el
No. 4.232), el lado 3' (desde el No. 4.284 hasta Sacl en el No. 10.934), y el fragmento Hygr en el vector pMC1DT-A
(Yagi T., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1990) 87, 9918-22). Un rasgo caracteristico de este vector es que, cuando se
ha producido la recombinacién homodloga, Hygr es expresado bajo el promotor del transportador de fucosa, puesto
que un promotor no esta anclado al gen Hygr. Sin embargo, cuando se introduce solamente una copia del vector en
la célula mediante recombinacion homologa, Hygr no siempre es expresado en un grado suficiente para mostrar
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resistencia a la higromicina B. El vector KO1 fue escindido en el sitio Notl y transfectado en la célula. Se piensa que
41 pares de bases en el exén 1, incluyendo el codén de inicio, seran suprimidas del transportador de fucosa por la
introduccioén del vector KO1, dando como resultado una pérdida de funcion.

(1-2) Construccion de pBSK-pgk-1-Hygr

Se construyé pBSK-pgk-1 escindiendo el promotor del gen pgk-1 de ratdén del vector pKJ2 vector (Popo H.,
Biochemical Genetics (1990) 28, 299-308) con EcoRI-Pstl y clonandolo en los sitios EcoRI-Pstl de pBluescript
(Stratagene). Con respecto a Hygr, se anadieron un sitio EcoT22] y una secuencia Kozak en el lado 5' de Hygr y se
afnadioé un sitio BamHI en el lado 3' incluyendo la regién hasta la sefial de adicion de poliA de SV40 mediante PCR
utilizando pcDNA3.1/Hygro con los cebadores Hyg5-AV y Hyg3-BH. Después se escindio el gen Hygr.

cebador directo

Hyg5-AV 5'-ATGCATGCCACCATGAAAAAGCCTGAACTCACC-3' (SEQ ID NO: 17)
cebador inverso

Hyg3-BH 5'-GGATCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTC-3' (SEQ ID NO: 18)

Se construyé pBSK-pgk-1-Hygr insertando el fragmento Hygr (EcoT22l-BamHI) en los sitios Pstl-BamHI de pBSK-
pgk-1.

(1-3) Construccion del vector K02

El vector de redireccionamiento del transportador de fucosa ver. 2 (referido en adelante como vector KO2) se
construy6 insertando el lado 5' del transportador de fucosa (desde el sitio Smal en el No. 2.780 del SEQ ID NO: 16 al
BamHI en el No. 4.232), el lado 3' (desde el No. 4.284 al sitio Sacl en el No. 10.934), y el fragmento pgk-1-Hygr en el
vector pMC1DT-A vector. A diferencia del caso para el vector KO1, el vector KO2 tiene el promotor del gen pgk-1
anclado a Hygr, por lo tanto adquirira resistencia a la higromicina B incluso cuando solamente se introduce una copia
del vector en la célula mediante recombinacion homadloga. El vector KO2 fue escindido en Not1 y fue transfectado en
la célula. Introduciendo el vector KO2, se suprimiran 46 pares de bases en el exén 1 del transportador de fucosa
incluyendo el codon de inicio, dando como resultado una pérdida de funcion.

(1-4) Construcciéon de pBSK-pgk-1-Puror

Se escindi6 el vector pPUR (BD Biosciences) por medio de Pstl y BamHI y el fragmento escindido (Puror) se inserté
en los sitios Pstl-BamHI de pBSK-pgk-1 para construir pBSK-pgk-1-Puror.

(1-5) Construccion del vector KO3

Se construy6 el vector de redireccionamiento del transportador de fucosa ver. 3 (referido en adelante como vector
KOB3) insertando el lado 5' del transportador de fucosa (desde el sitio Smal en el No. 2.780 del SEQ ID NO: 16 al
BamHI en el No. 4.232), el lado 3' (desde el No. 4.284 al sitio Sacl en el No. 10.934), y el fragmento pgk-1-Puror en
el vector pMC1DT-A. Se anclé de manera preliminar una secuencia para la union al cebador de escrutinio mostrado
mas abajo al extremo 3' de pgk-1-Puror. Se escindié el vector K03 mediante Not1 y se transfecté en la célula.
Introduciendo el vector KO3, se suprimiran 46 pares de bases en el exén 1 del trasportador de fucosa incluyendo el
codon de inicio, dando como resultado la pérdida de funcion.

cebador inverso
RSGR-A 5'-GCTGTCTGGAGTACTGTGCATCTGC-3' (SEQ ID NO: 19)

El gen transportador de fucosa se desactivo utilizando los tres vectores de redireccionamiento descritos mas arriba.
(2) Introduccioén del vector en células CHO

Se afadieron Suplemento HT (100x) (Invitrogen) y penicilina-estreptomicina (Invitrogen) a CHO-S-SFMII HT-
(Invitrogen), cada uno a 1/1002 del volumen de CHO-S-SFMII HT- para preparar un medio de cultivo (referido en
adelante como SFMII(+)). Las células CHO DXB11 se subcultivaron en SFMII(+). Se suspendieron 8 x 10° células
CHO en 0,8 mL de tampdn fosfato de Dulbecco (Invitrogen) (referido en adelante como PBS). Se afiadieron 30 ug de
vector de redireccionamiento a la suspension celular, y se transfirieron a una cubeta Gene Pulser (4 mm) (BioRad).
Después de mantener durante 10 minutos sobre hielo, el vector se transfectdé en las células mediante
electroporacion con GENE PULSER Il (BioRad) a 1,5 kV y 25 yFD. Después de la transfeccion del vector, las células
se suspendieron en 200 mL de medio SFMII(+) y se sembraron en veinte placas de fondo plano de 96 pocillos
(Ilwaki) a 100 pl/pocillo. Las placas se cultivaron durante 24 horas a 37°C en una incubadora con COg, después se
afadio el reactivo.
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(3) Inactivacion génica: etapa 1

Se transfecté el vector KO1 o el vector KO2 en las células CHO, y se seleccionaron con higromicina B (Invitrogen)
24 horas después de la transfeccidon del vector. La higromicina B se disolvi6 en SFMII(+) a 0,3 mg/mL, y se
afiadieron 100 L por pocillo.

(4) Escrutinio para determinar recombinantes homoélogos mediante PCR
(4-1) Preparacion de la muestra para PCR

Se escrutaron los recombinantes homologos mediante PCR. Las células CHO se cultivaron sobre placas de fondo
plano de 96 pocillos, se separé el sobrenadante de cultivo y se afiadié un tampon de lisis celular a 50 yL/pocillo, y se
incubaron a 55°C durante 2 horas. Después se desactivé la proteinasa K calentando a 95°C durante 15 minutos para
preparar un molde para PCR. El tampdn de lisis celular estaba compuesto por lo siguiente por pocillo: 5 yL 10x de
LA Buffer Il (suministrado con Takara LA Taq), 2,5 yL de NP-40 al 10% (Roche), 4 yL de proteinasa K (20 mg/mL,
Takara), y 38,5 L de agua destilada (Nacalai Tesque).

(4-2) Condiciones de PCR

La mezcla de reacciéon de PCR estaba compuesta de 1 yL de la muestra de PCR descrita mas arriba, 5 yL 10x LA
Buffer 1l, 5 yL de MgCl, (25 mM), 5 pL de dNTP (2,5 mM), 2 pL de cebador (10 pM cada uno), 0,5 pL LA Taq (5
IU/uL), y 29,5 uL de agua destilada (total de 50 pL). Se utilizaron los cebadores TP-F4 y THygro-R1 como cebadores
para la PCR para escrutar las células transfectadas con el vector KO1, y se utilizaron los cebadores TP-F4 y THygro-
F1 como cebadores para la PCR para escrutar las células transfectadas con el vector KO2.

El escrutinio mediante PCR para determinar las células transfectadas con el vector KO1 se llevé a cabo
precalentando durante 1 minuto a 95°C; 40 ciclos de 95°C/30 segundos, 60°C/30 segundos, y 60°C/2 minutos; y
volviendo a calentar a 72°C durante 7 minutos. El escrutinio mediante PCR para determinar las células transfectadas
con el vector KO2 se llevé a cabo precalentando durante 1 minuto a 95°C; 40 ciclos de 95°C/30 segundos y 70°C/3
minutos; y volviendo a calentar a 70°C durante 7 minutos.

Los cebadores se proporcionan mas abajo. En las muestras de células, en las que se habia producido
recombinacion homdloga, se amplifica ADN de aproximadamente 1,6 kb para el vector KO1 y se amplifica ADN de
aproximadamente 2,0 kb para el vector KO2. El cebador TP-F4 fue disefiado en la regiéon genomica del
transportador de fucosa en el lado 5' fuera del vector, y los cebadores THygro-FI y THygro-R1 fueron disefiados en
Hygr dentro del vector.

cebador directo (KO1, KO2)

TP-F4 5-GGAATGCAGCTTCCTCAAGGGACTCGC-3' (SEQ ID NO: 20)
cebador inverso (KO1)

THygro-R1 5-TGCATCAGGTCGGAGACGCTGTCGAAC-3' (SEQ ID NO: 21)
cebador inverso (KO2)

THygro-F1 5-GCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGC-3' (SEQ ID NO: 22)

(5) Resultados del escrutinio mediante PCR

Se analizaron 918 células transfectadas con el vector KO1, y se pensé que 1 célula era un recombinante homodlogo
(eficacia de recombinacion homologa = aproximadamente 0,1%). Se analizaron 537 células transfectadas con el
vector K02, y se pens6 que 17 células eran recombinantes homélogos (eficacia de recombinacién homéloga =
aproximadamente 3,2%).

(6) Analisis de transferencia Southern

Se llevé a cabo una confirmacion adicional mediante transferencia Southern. Se prepararon 10 ug de ADN genémico
a partir de las células cultivadas mediante un método convencional y se sometieron a transferencia Southern.
Utilizando los dos cebadores proporcionados mas abajo, se prepar6 una sonda de 387 pb mediante
inmunopurificacion por PCR de la region desde el No. 2.113 al No. 2.500 de la secuencia de nucleétidos mostrada
en el SEQ ID NO: 16, y se utilizé para la transferencia Southern. El ADN gendmico se escindié con Bg1ll.

cebador directo

Bgl-F 5-TGTGCTGGGAATTGAACCCAGGAC-3' (SEQ ID NO: 23)
cebador inverso

Bgl-R 5'-CTACTTGTCTGTGCTTTCTTCC-3' (SEQ ID NO: 24)

La escision por Bglll proporciona una banda de aproximadamente 3,0 kb del cromosoma del transportador de

fucosa, una banda de aproximadamente 4,6 kb del cromosoma en el que se habia producido la recombinacién
homdloga con el vector KO1, y una banda de aproximadamente 5,0 kb del cromosoma en el cual se habia producido
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la recombinacion homologa con el vector KO2. Se utilizaron una célula obtenida mediante recombinacion homadloga
con el vector KO1 y 7 células obtenidas mediante recombinaciéon homadloga con el vector KO2 en los experimentos.
La unica célula obtenida con el vector KO1 se denomind 5C1; sin embargo, se demostré por medio de un analisis
subsiguiente que comprendia multiples poblaciones celulares. De este modo la clonacién mediante dilucion limitante
se llevd a cabo antes de utilizarla en los siguientes experimentos. Una de las células obtenidas con el vector KO2 se
denomind 6E2.

(7) Inactivacion Génica: etapa 2

Para establecer lineas celulares que tengan un gen de transportador de fucosa completamente defectuoso, se
introdujo uno de los tres vectores en las células en la cuales se habia logrado la recombinacién homadloga por medio
del vector KO1 o el vector KO2. Las combinaciones de vector/célula fueron las siguientes: método1: vector KO2 y
células 5C1 (KO1); método 2: vector KO2 y células 6E2 (KO2); método 3: vector KO3 y células 6E2 (KO2). El vector
se transfectd en la célula respectiva, y se inicié la seleccion con higromicina B y puromicina (Nacalai Tesque) 24
horas después de la transfeccion con el vector. La concentracion final de higromicina B fue de 1 mg/mL en el método
1y de 7 mg/mL en el método 2. En el método 3, se afiadio la higromicina B a una concentracion final de 0,15 mg/mL
y se afadio la puromicina a una concentracion final de 8 ug/mL.

(8) Escrutinio mediante PCR de los recombinantes homaélogos

La muestras se prepararon como se describe mas arriba. En el escrutinio para el método 1, se realizaron senadas
PCR por medio de las cuales se detectaron las células en las que se habia producido recombinaciéon homéloga con
el vector KO1 y el vector KO2. Los cebadores de la PCR mostrados mas abajo se disefiaron para el método 2. TPS-
F1 corresponde a la regién desde el No. 3.924 al No. 3.950 en la secuencia de nucleétidos mostrada en el SEQ ID
NO: 16, mientras SHygro-R1 corresponde a la region desde el No. 4.248 al 4.274. Estos cebadores de la PCR
amplificaran 350 pb de la region del gen del transportador de fucosa que es suprimida por otra parte por el vector
KO2. Por lo tanto, en el método de escrutinio de la PCR en el método 2, se consideré que las células que no
producian producto de amplificacion de 350 eran las células que carecian completamente del gen del transportador
de fucosa. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: precalentamiento durante 1 minuto a 95°C; 35 ciclos de
amplificacion de 95°C/30 segundos y 70°C/1 minuto; y recalentamiento a 70°C durante 7 minutos.

cebador directo

TPS-F1 5'-CTCGACTCGTCCCTATTAGGCAACAGC-3' (SEQ ID NO: 25)
cebador inverso

SHygro-R1 5-TCAGAGGCAGTGGAGCCTCCAGTCAGC-3' (SEQ ID NO: 26)

En el caso del método 3, se utilizd6 TP-F4 como cebador directo y se utilizo RSGR-A como cebador inverso. Las
condiciones de la PCR fueron las siguientes: precalentamiento durante 1 minuto a 95°C; 35 ciclos de amplificacion
de 95°C/30 segundos, 60°C/30 segundos, y 72°C/2 minutos; recalentamiento a 72°C durante 7 minutos. Se
amplificara un ADN de aproximadamente 1,6 kb a partir de las muestras de células en las cuales se ha producido
recombinacion homaéloga por el vector KO3. Por medio de esta PCR, se detectaron las células en las cuales se habia
producido recombinacion homoéloga por el vector KO3, y también se confirmd que las células conservaban la
recombinacion homadloga por el vector KO2 mientras se estaban detectando.

(9) Resultados del escrutinio por PCR

Se consideré que 18 células de las 616 células analizadas mediante el método 1 eran recombinantes homdlogos
(eficacia de recombinacién homdloga = 2,9%). Se considerd que 2 células de las 524 células analizadas mediante el
método 2 eran recombinantes homodlogos (eficacia de recombinacion homdloga = aproximadamente 0,4%). Se
consider6 que 7 células de las 382 células analizadas mediante el método 3 eran recombinantes homdlogos
(eficacia de recombinacion homdéloga = aproximadamente 1,8%).

(10) Analisis mediante transferencia Southern

Se llevd a cabo el analisis mediante transferencia Southern mediante el método descrito anteriormente, y se
identificé una célula que habia perdido casi completamente el gen del transportador de fucosa. Los resultados
analiticos de la PCR vy la transferencia Southern fueron coincidentes en la etapa 1 de la inactivacién génica, pero no
en la etapa 2 de la inactivacion génica.

(11) Analisis de expresion de fucosa

Se analizaron 26 células que se habia encontrado que eran homodlogos recombinantes para determinar la expresion
de fucosa mediante PCR. Se tifieron 1 x 10° células en 100 uL de PBS que contenia 5 pg/mL de aglutinina de Lens
culinaris, producto conjugado con FITC (Vector Laboratory), FBS al 2,5%, y azida de sodio al 0,02% (referida en
adelante como solucion FACS) durante 1 hora enfriando con hielo. Después se lavaron las células 3 veces con
solucion FACS y se analizaron mediante FACSCalibur (Becton Dickinson). Los resultados demostraron que la
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expresion de fucosa era reducida solamente en las células FTP-KO, que se habia encontrado que mostraban una
pérdida completa del gen de transportador de fucosa en el analisis de transferencia Southern.

Ejemplo de Referencia 3

Establecimiento de células productoras de anticuerpo derivadas de la linea FTP-KO y purificacion del
anticuerpo producido por estas células

La linea carente de transportador de fucosa obtenida en el Ejemplo 1 (células FTP-KO, nombre del clon: 3F2) fue
subcultivada en SFMII(+) que contenia higromicina B a una concentracion final de 1 mg/mL. Se suspendieron 8 x 10°
células 3F2 en 0,8 mL de tampon fosfato de Dulbecco. Se afiadieron 25 ug de un vector de expresion del anticuerpo
anti-glipicano 3 humanizado a la suspensién celular y se transfirieron a una cubeta Gene Pulser. Después de
mantener durante 10 minutos sobre hielo, el vector se transfecté en las células mediante electroporacion con GENE
PULSER 1l a 1,5 kV y 25 puFD. Después de la transfeccion del vector, las células se suspendieron en 40 mL de
medio SFMII(+) y se escrutaron sobre una placa de fondo plano de 96 pocillos (Ilwaki) a 100 pL/pocillo. Después de
que la placa fuera incubada durante 24 horas a 37°C en una incubadora con CO,, se afadi6é geneticina (Invitrogen)
a una concentracion final de 0,5 mg/mL. Se midi6 la produccion de anticuerpo de las células resistentes al farmaco
para obtener lineas celulares productoras de anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado.

El sobrenadante de cultivo de las lineas que expresaban el anticuerpo se recogié y se aplicd a una columna Hitrap
rProtein A (Pharmacia) utilizando una bomba P-1 (Pharmacia). La columna se lavé con un tampén de unién (fosfato
de sodio 20 mM (pH 7,0)), y el anticuerpo unido se hizo eluir con posterioridad con tampén de elucién (glicina-HCI
0,1 M (pH 2,7)). El producto eluido se neutralizé inmediatamente con tampén de neutralizacion (Tris-HCI 1 M (pH
9,0)). Las fracciones de anticuerpo eluidas se seleccionaron utilizando el analisis de proteinas DC (BioRad) y se
reunieron, y se concentraron a aproximadamente 2 mL con Centriprep-YM10 (Millipore). La solucion concentrada se
sometio después a filtracion en gel sobre Superdex200 26/60 (Pharmacia) equilibrado con tampdn de acido acético
20 mM (pH 6,0) que contenia NaCl 150 mM. El pico de la fraccién monomeérica del producto eluido se recogio y se
concentré con Centriprep-YM10. La solucion concentrada se filtré utilizando una unidad de filtro MILLEX-GW de 0,22
pum (Millipore) y se almacend a 4°C. La concentracion de anticuerpo purificado se determiné calculando a partir del
coeficiente de absorcion molar basandose en la absorbancia a 280 nm.

Ejemplo de Referencia 4

Anilisis de las cadenas de azicar ancladas al anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado producido por las
células FTP-KO

(1) Preparacion de cadenas de azucar marcadas con 2-aminobenzamida (cadenas de azicar marcadas con 2-
AB)

El anticuerpo de la presente invencién producido por las células FTP-KO y el anticuerpo producido por las células
CHO (control) se trataron con N-glicosidasa F (Roche Diagnostics) para liberar las cadenas de azucar unidas al
anticuerpo (Weitzhandler M. et al., Journal of Pharmaceutical Sciences (1994) 83(12), 1670-5). Después de la
desproteinacién con etanol (Schenk B. et al., The Journal of Clinical Investigation (2001), 108(11), 1687-95), las
cadenas de azucar liberadas se concentraron hasta sequedad y se marcaron fluorescentemente con 2-aminopiridina
(Bigge J. C. et al., Analytical Biochemistry (1995) 230(2), 229-238). Las cadenas de azlcar marcadas con 2-AB
resultantes se separaron del reactivo mediante extraccién en fase solida utilizando un cartucho de celulosa, se
concentraron mediante centrifugacion para obtener cadenas de azucar marcadas con 2-AB purificadas. Las cadenas
de azucar marcadas con 2-AB purificadas se trataron con -galactosidasa (Seikagaku Kogyo Co., Ltd.) para preparar
cadenas de azucar marcadas con 2-AB agalactosiladas que se analizaron como se describe mas abajo.

(2) Analisis de las cadenas de azicar marcadas con 2-AB agalactosiladas mediante HPLC en fase normal

Las cadenas de azucar marcadas con 2-AB agalactosiladas preparadas mediante el método descrito mas arriba, las
cadenas liberadas del anticuerpo de la presente invencion producido por las células FTP-KO y el anticuerpo
producido por las células CHO (control), se analizaron mediante HPLC en fase normal con una columna con amida
TSKgel Amide-80 (TOSOH Corp.) y se compararon los cromatogramas. Se realizé la siguiente evaluacién con
respecto al anticuerpo producido por las células CHO: G(0) estuvo presente como componente principal de las
cadenas de azucar, mientras G(0)-Fuc carente de fucosa representaba aproximadamente un 4% de las cadenas de
azucar totales, evaluado mediante el calculo a partir de la proporcion del area del pico. En el caso del anticuerpo
producido por las células FTP-KO, G(0)-Fuc fue el componente principal. Para todas las lineas celulares productoras
de anticuerpo, al menos 90% de las cadenas de azucar totales en el anticuerpo producido fueron cadenas de azucar
libres de fucosa, evaluado calculando a partir de la proporcién del area del pico.
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Tabla 1.

Proporciones relativas de cada cadena de azlcar estimadas
a partir del analisis mediante HPLC en fase normal para
cadenas de azucar marcadas con 2-AB agalactosiladas

cadenade |CHO FTP-KO-a |FTP-KO-b |FTP-KO-c
azUcar

G(0)-Fuc 4.0% 192,4% 92,5% 93,2%
G(0) 96,0% |7,6% 7,5% 6,8%

Ejemplo 5

Establecimiento de lineas celulares que expresan establemente el anticuerpo HOLO humanizado y
anticuerpos modificados con mutaciones puntuales

Se clonaron los genes que codifican el anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2), el anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6
(Hd1.8Ld1.6) (anticuerpos modificados procedentes del anticuerpo HOLO producidos mediante el método descrito en
el Ejemplo 1) o el anticuerpo HOLO sometido a modificaciones en un vector de expresion. En la clonacion, los genes
que codificaban la cadena pesada y la cadena ligera se insertaron en diferentes vectores de expresion con el fin de
expresar cada gen que codificaba la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo. Se seleccionaron dos
vectores de expresion para proporcionar una combinacién deseada de los genes que codificaban la cadena pesada
y la cadena ligera como se ha descrito anteriormente, se digirieron con Pvul y se transfectaron mediante
electroporacion en la linea celular FTP-KO producida en el Ejemplo de Referencia 2.

Los transformantes que producen establemente el anticuerpo HOLO o un anticuerpo modificado se prepararon
mediante electroporacion utilizando Gene Pulser Il (BioRad). Se mezclaron 0,75 mL de células CHO (1 x 10’
células/mL) suspendidas en PBS con 10 ug de cada uno de los ADN de los plasmido de expresién que
proporcionaban la combinacién deseada de cadena pesada y cadena ligera, y la mezcla se dejé reposar sobre hielo
durante 10 minutos. La mezcla se transfiri6 a una cubeta Gene Pulser Il y se aplicé un pulso eléctrico de 1,5 kV a
una capacitancia de 25 pFD. La mezcla pulsada se incubd durante 10 minutos a la temperatura ambiente y se
suspendié en medio CHO-S-SFMII/HT al 1%/PS al 1%. Se afiadieron 100 pL de la suspensién diluida (5 veces, 10
veces, y 50 veces, elaborada en el mismo medio) a cada pocillo de las placas de cultivo de 96 pocillos. Las placas
se incubaron durante 24 horas en una incubadora con CO, mantenida a CO, al 5%. Después, se afadio geneticina
(Gibco) a cada pocillo a una concentracion final de 500 ug/mL y se afiadié zeocina (Invitrogen) a cada pocillo a una
concentracion final de 600 pg/mL. Las placas se incubaron durante 2 semanas. Las colonias de células
transformadas que mostraban resistencia a geneticina y zeocina se seleccionaron adicionalmente por medio de
subcultivo en el mismo medio que contenia 500 pug/mL de geneticina (Gibco) y 600 ug/mL de zeocina (Invitrogen). El
sobrenadante del cultivo de las células transformadas seleccionadas de esta manera se evalué para determinar la
concentracién de anticuerpo utilizando BiacoreQ (BIACORE) para establecer las lineas celulares transformantes que
expresaban el anticuerpo deseado a un nivel elevado. Se midié la concentracién de anticuerpo en el sobrenadante
de cultivo de acuerdo con las instrucciones proporcionadas con BiacoreQ (BIACORE). La linea celular establecida
de este modo se cultivdo en medio CHO-S-SFMII (Invitrogen) que contenia 500 pg/ml de Geneticina (Invitrogen) y
600 pg/ml de Zeocina (Invitrogen). Después de cultivar durante un periodo de tiempo apropiado, se recogi6 el
sobrenadante de cultivo, y se purificé utilizando una columna de rProteinA-Sepharose (GE Healthcare). El anticuerpo
purificado se concentré con Amicon Ultra-4 (MILLIPORE) y se someti6é a intercambio de tampén sobre una columna
PD-10 Desalting (Amersham Biosciences) con tampén de acido acético 20 mM (pH 6,0) que contenia NaCl 200 mM.
El anticuerpo purificado se cuantfic6 mediante absorciéon a 280 nm en ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop) o
DU-600 Spectrophotometer (BECKMAN). La concentracion de anticuerpo se calcul6 con el método RACE.

Ejemplo 6

Eficacia terapéutica en un modelo in vivo del anticuerpo HOLO humanizado y los anticuerpos modificados
mediante mutaciones puntuales

(1) Mantenimiento de la linea celular utilizada para el transplante en el modelo in vivo

Se utilizaron células HepG2 (ATCC). Las células HepG2 se mantuvieron mediante subcultivo en medio esencial
minimo de Eagle (Sigma) que contenia piruvato de sodio (Invitrogen) a 1 mmol/L de MEM y aminoacidos no
esenciales (Invitrogen) a 1 mmol/L de MEM (este medio es referido como medio de subcultivo).

(2) Preparacion de un modelo de raton con células HepG2 transplantadas

Utilizando una soluciéon que contenia medio de subcultivo y Matriz MATRIGEL (BD Bioscience) a 1 : 1, se prepard

una suspension de células HepG2 a 5 x 10’ células/mL. Se transplantaron subcutaneamente 100 pL de la
suspensién celular (5 x 10° células/raton) en la region abdominal de ratones SCID (macho, 5 semanas de edad,
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CLEA Japon, Inc.). El dia anterior al transplante de células, los ratones recibieron 100 yL de anticuerpo anti-asialo
GM1 (el contenido de 1 vial se disolvié en 5 mL de la solucién anteriormente mencionada, Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) mediante administracion interperitoneal. Se calculd el volumen tumoral de acuerdo con la siguiente
férmula.

volumen tumoral = diametro grande x diametro pequefio x diametro pequefo / 2
Cuando el volumen tumoral medio alcanzé de 130 a 330 mm®, se utilizé el ratén como modelo.
(3) Preparacion de la muestra de administracion que contiene el anticuerpo de ensayo

Las muestras de administracion que contenian anticuerpo HOLO, anticuerpo Hu2.2Lu2.2, o anticuerpo Hd1.8Ld1.6 a
0,5 mg/mL (5 mg/kg grupo) o 0,1 mg/mL (1 mg/kg grupo) se prepararon con solucion salina fisiologica el dia de la
administracion.

(4) Administracion de la muestra de administracion que contiene el anticuerpo

La muestra de administracion preparada de acuerdo con el apartado (3) se administré a una dosis de 10 mL/kg a
través de la vena de la cola al modelo de ratéon preparado en el apartado (2) una vez por semana durante tres
semanas comenzando 27 dias después del transplante de células HepG2. Como control negativo, se administré
solucién salina fisiolégica a una dosis de 10 mL/kg a través de la vena de la cola una vez por semana durante tres
semanas. Todos los grupos contenian 5 animales, y cada administracion que contenia anticuerpo de ensayo se
administré a un grupo respectivo. Aproximadamente al mismo tiempo de la administracién, se recogié sangre venosa
de 3 animales de cada grupo y se analiz6 para determinar la concentracién en plasma murino del anticuerpo.
Especificamente, se recogié sangre de una vena dorsal de la pata en dos momentos: 0,5 horas después de la
administracion inicial e inmediatamente antes de la segunda administracion. Se trataron 20 yL de sangre recogida
con heparina y el plasma se aislé6 mediante centrifugacion.

(5) Evaluacion de la actividad anti-tumoral de los anticuerpos de ensayo

Se evalud la actividad anti-tumoral de cada anticuerpo de ensayo en el modelo de ratén de cancer de higado
humano transplantado. Se midié el volumen tumoral una semana después del ultimo dia de administracién de
muestra. Los resultados se muestran en la Figura 7. El anticuerpo Hspd1.8Lspd1.6 (Hd1.8Ld1.6) mostré una eficacia
terapéutica mas fuerte, mientras el anticuerpo Hspu2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2) mostré una eficacia terapéutica débil.

(6) Concentraciones en plasma de los anticuerpos de ensayo

Se midié la concentracion del anticuerpo de ensayo en plasma murino por medio de un método basado en ELISA
descrito en el Ejemplo 1. Se prepararon muestras patrén a una concentracién en plasma of 12,8, 6,4, 3,2, 1,6, 0,8,
0,4, y 0,2 pg/mL. Las muestras patron y las muestras de ensayo de plasma murino (adecuadamente diluidas a la
concentracion deseada) se afiadieron a las inmunoplacas (Nunc-ImmunoPlate, MaxiSorp (Nalge Nunc International))
sobre las cuales se encuentra inmovilizado el nucleo de glipicano 3 soluble (Chugai Seiyaku Kabushiki Kaisha), y se
incubaron las placas durante 1 hora a la temperatura ambiente. Se afiadieron Goat Anti-Human IgG-BIOT (Southern
Biotechnology Associates) y después producto conjugado de estreptavidina-fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics) y
se llevd a cabo una reaccién cromogénica utilizando BluePhos Microwell Phosphatase Substrates System
(Kirkegaard & Perry Laboratories) como sustrato. Utilizando un lector de microplaca, se determiné el color de la
solucion de reaccién de cada pocillo midiendo la absorbancia de la solucion de reaccion a 650 nm. La concentracion
de anticuerpo en plasma murino se calculé después utilizando el soporte l6gico analitico SOFTmax PRO (Molecular
Devices) con referencia a la curva patrén preparada con los valores de absorbancia obtenidos de las muestras
patron.

Las concentraciones en plasma murino después de 30 minutos y 7 dias desde la administracion se muestran en la
Figura 8. Se observd un concentracion de anticuerpo mas alta en el plasma murino después de 7 desde la
administracion del anticuerpo de ensayo que tenia valor de pl mas bajos para ambas dosis de administracion
sometidas a ensayo.

Ejemplo 7

Actividad ADCC de los anticuerpos de ensayo medida utilizando monocitos de sangre periférica humana
como célula efectora

Se sometié a ensayo la actividad ADCC de los anticuerpos de ensayo como se describe mas abajo utilizando
monocitos de sangre periférica humana (referidos como PBMC) como células efectoras).
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(1) Preparacioén de una solucién de PBMC humanos

Utilizando una jeringa previamente cargada con 200 yL de una solucién de 1000 unidades/mL de heparina (Novo
Heparin Injection 5000 Units, Novo Nordisk), se recogieron 50 mL de sangre periférica de un voluntario sano (macho
adulto) de Chugai Seiyaku Kabushiki Kaisha. La sangre se diluyé dos veces con PBS(-), se dividi6 en 4 partes
iguales, y se introdujo en un tubo de separacion de linfocitos Leucosep (Greiner Bio-one) que se habia cargado
previamente con 15 mL de Ficoll-Paque PLUS y se sometié a centrifugacion. El tubo de separacion cargado con la
sangre periférica se centrifugd durante 10 minutos a la temperatura ambiente a 2150 rpm, y se recogio la capa con
la fraccion de monocitos. Las células contenidas en la capa se lavaron una vez con Medio de Eagle Modificado de
Dulbecco (Sigma) que contenia FBS al 10% (referido mas abajo como FBS al 10%/D-MEM) y se suspendieron en
FBS al 10%/D-MEM a una densidad celular de 5 x 10°mL. La suspension celular se sometié al siguiente
experimento como solucién de PBMC humanos.

(2) Preparacion de células diana

Se despegaron las células HepG2 de la placa y se sembraron en una placa con el fondo en U de 96 pocillos a 1 x
10* células/pocillo. La placa se incubd durante la noche a 37°C en una incubadora con CO; al 5%. Al dia siguiente,
se afiadio Cr’' de 5,55 MBq a cada pocillo de la placa y la placa se incubé durante 3 horas a 37°C en una
incubadora con CO; al 5%. Las células HepG2 contenidas en los pocillos de la placa se utilizaron como células
diana en el analisis de actividad ADCC descrito mas abajo.

(3) Analisis de liberacion de cromo (actividad ADCC)

Se evalud la actividad ADCC a partir de la liberacion especifica de cromo mediante el método de liberacion de
cromo. Las células diana preparadas en el apartado (2) se lavaron con el medio, y se afiadieron 100 pyL de cada
anticuerpo (anticuerpo HOLO, anticuerpo Hu2.2Lu2.2, o anticuerpo Hd1.8Ld1.6) a una concentracién de 0, 0,004,
0,04, 0,4, 4, 0 40 uyg/mL. La placa se hizo reaccionar durante 15 minutos a la temperatura ambiente, y se retir6 la
solucion de anticuerpo. Se anadieron 100 puL de medio de subcultivo a cada pocillo y la placa se incubé durante 1
hora a 37°C en una incubadora con CO; al 5%. Se afiadieron 100 pL de la solucién de PBMC humanos preparadas
como en el apartado (1) a cada pocillo (5 x 10° células/pocillo), y la placa se incubé durante 3 horas a 37°C en una
incubadora con CO; al 5% y se centrifugd. Se midi6 la radiactividad en 100 pL del sobrenadante de cultivo en cada
pocillo de la placa por medio de un contador gamma. Se determind la tasa de liberacion especifica de cromo de
acuerdo con la siguiente férmula.

Tasa de liberacion especifica de cromo (%) = (A—C)x 100/ (B - C)

donde A representa el valor medio de la radiactividad (cpm) de los 100 yL de sobrenadante de cultivo en cada
pocillo; B representa el valor medio de la radiactividad (cpm) de los 100 yL de sobrenadante de cultivo en los pocillos
en los que se habian afadido 100 pL de solucién acuosa de NP-40 al 2% (Nonidet P-40, Nacalai Tesque) y 50 pL de
medio FBS al 10%/D-MEM a las células diana; y C representa el valor medio de la radiactividad (cpm) de 100 uL de
sobrenadante de cultivo en los pocillos en los que se habian afiadido 150 pyL de medio FBS al 10%/D-MEM a las
células diana. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado, y se calcularon el valor medio y la desviacion tipica de
la tasa de liberacion especifica de cromo (%), que es el reflejo de la actividad ADCC para el anticuerpo, a partir de
los resultados del ensayo.

(4) Evaluacion de la actividad ADCC de los anticuerpos de ensayo

Los resultados de la evaluacion de la actividad ADCC mostrada por las PBMC humanos a través del anticuerpo de
ensayo revelaron que todos los anticuerpos de ensayo mostraban actividad ADCC. Los resultados se muestran en la
Figura 9. El ensayo sobre la diferencia significativa revel6 que no se observaba ninguna diferencia significativa entre
los anticuerpos de ensayo a cualquiera de las concentraciones sometidas a ensayo en la tasa de liberacion
especifica de cromo de los anticuerpos de ensayo. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando SAS
Preclinical Package (SAS Institute Inc.). Estos resultados demostraron que no habia diferencia entre las actividades
ADCC de los anticuerpos de ensayo con el pl modificado.

Ejemplo 8

Preparacion y caracterizacion del anticuerpo con el pl modificado mediante mutacién puntual

(1) Seleccion de los sitios de modificacion para disminuir el pl

Pare mejorar la actividad supresora de tumores del anticuerpo Hd1.8Ld1.6, se seleccionaron los sitios de
modificacién para determinar la capacidad de disminuir el valor del pl de la region variable. Se encontraron residuos
de aminoacido que implicaban las disminucién del valor del pl de la regién variable, que se resumen en la Tabla 2

(cadena pesada) y en la Tabla 3 (cadena ligera). Los ejemplos especificos de estas modificaciones para disminuir el
valor del pl son el anticuerpo pH7pL14 y el anticuerpo pH7pL16. Estos anticuerpos con modificacion del pl se
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prepararon como sigue.

Los sitios de modificacidn se crearon por medio de Assemble PCR. Se sintetizaron oligo ADN disefiados basandose
en las secuencias efectora y antisentido que contenian la modificacion. Se utilizé en la PCR un par de un oligo ADN
antisentido que contenia el sitio de la modificacion y un oligo ADN efector que correspondia al vector que portaba el
gen que se iba a modificar, o un par de un oligo ADN efector que contenia el sitio de la modificacién y un oligo ADN
antisentido que correspondia al vector que portaba el gen que se iba a modificar con PrimeSTAR (TAKARA) para
obtener los fragmentos del lado 5' y del lado 3' que contenian el sitio de la modificacion. Los dos fragmentos se
conectaron utilizando Assemble PCR para preparar cada mutante.

El mutante obtenido de este modo se inserté en un vector de expresion lo que permite la expresion del gen insertado
en células animales. La secuencia de nucledtidos del vector de expresién se determind mediante un método
conocido en la técnica. La introduccién de la mutacion puntual se confirmé por medio de la secuencia de nucleétidos
del ADN plasmidico. El gen que contenia la mutacion puntual se clon6é en un vector de expresion lo que permite la
expresion del gen insertado en células animales. La expresion y purificacion del anticuerpo se realizaron de acuerdo
con el método descrito en el Ejemplo 1 o un método similar.

Partiendo de Hd1.8, la glutamina 612 (Q) (de acuerdo con la numeracion de Kabat) presente en la CDR1 de Hd1.8
fue sustituida por acido glutamico (E) para preparar pH7 (SEQ ID NO: 27). Partiendo de Ld1.6, la arginina 242 (R)
(de acuerdo con la numeracion de Kabat) presente en la CDR1 de Ld1.6 fue sustituida por glutamina (Q), la
glutamina 372 (Q) fue sustituida por leucina (L), la alanina 432 (A) fue sustituida por serina (S), la arginina 452 (R) fue
sustituida por glutamina (Q), la treonina 742 (T) fue sustituida por lisina (K), la serina 772 (S) fue sustituida por
arginina (R), la leucina 782 (L) fue sustituida por valina (V), y la glutamina 792 (Q) fue sustituida por acido glutamico
(E), cada una presente en la FR2 y FR3, para preparar pL14 (SEQ ID NO: 28) .

Partiendo de pL14, la leucina 1042 (L) (de acuerdo con la numeracion de Kabat) fue sustituida por valina (V), la lisina
1072 (K) fue sustituida por acido glutamico (E), cada una presente en la FR4 de pL14, para preparar pL16 (SEQ ID
NO: 29).

(2) Medicion del valor de pl de los anticuerpos con el pl modificado mediante mutacién puntual

Se midieron los valores del anticuerpo Hd1.8Ld1.6, el anticuerpo pH7pL14 y el anticuerpo pH7pL16 mediante
electroforesis con PhastGel IEF 4-6.5 (GE Healthcase) utilizando el método descrito en el Ejemplo 1 o un método
similar. Los valores de pl del anticuerpo Hd1.8Ld1.6, el anticuerpo pH7pL14 y el anticuerpo pH7pL16 fueron 7,47,
7,07 y 6,52, respectivamente, indicando que los valores de pl del anticuerpo pH7pL14 y el anticuerpo pH7pL16 eran
inferiores al del anticuerpo Hd1.8Ld1.6 en 0,4 y 0,95, respectivamente.

(3) Medicion del valor de Tm de los anticuerpos con el pl modificado mediante mutaciéon puntual

Se midieron los valores de Tm de Fabs obtenidos del anticuerpo Hd1.8Ld1.6, el anticuerpo pH7pL14 y el anticuerpo
pH7pL16 con VP-DSC (Micro Cal) utilizando un método similar al del Ejemplo 1. En este experimento, se utilizé PBS
como solucién de didlisis, y la concentracion del anticuerpo en la solucién de ensayo para la medicion de DSC se
ajusté a 25-100 pg/ml. El barrido DSC se ajusté de 20°C a 115°C a la velocidad de barrido de aproximadamente
4K/min, con la solucidon de referencia (solucion de dialisis) y la solucion de ensayo para la mediciéon DSC. La
temperatura del punto medio de desnaturalizacion térmica de los Fabs del anticuerpo Hd1.8Ld1.6, pH7pL14 y el
anticuerpo pH7pL16 fue de 77,5, 78,0 y 74,7 °C, respectivamente.

(4) Evaluacion de la actividad de union al antigeno de anticuerpos con el pl modificado mediante mutacién
puntual mediante ELISA competitivo

Se midio la actividad de unién al antigeno glipicano 3 de cada anticuerpo con el pl modificado mediante mutacion
puntual utilizando el método descrito en el Ejemplo 1 (Figura 10). Se demostré que la actividad de unién a glipicano
3 del anticuerpo pH7pH14 y el anticuerpo pH7pL16 era comparativa a la del anticuerpo HOLO.

Ejemplo 9
Preparacion de anticuerpo con el pl modificado mediante mutaciéon puntual utilizando la linea celular FTP-KO

Se introdujo el vector de expresion que portaba el gen que codificaba cada el anticuerpo con el pl modificado
mediante mutacion puntual preparado en el Ejemplo 8 en las células de la linea celular FTP-KO preparada en el
Ejemplo de referencia 2 utilizando Polietilenimina (Polysciences Inc.), y se expreso el anticuerpo. El anticuerpo
modificado se purificé a partir del sobrenadante de cultivo celular utilizando rProtein A SepharoseTM Fast Flow
(Amersham Biosciences). La solucion de anticuerpo purificado se preparé de acuerdo con el método descrito en el
Ejemplo 5 y se midié la concentracion de anticuerpo.
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Ejemplo 10

Eficacia terapéutica en un modelo in vivo de anticuerpo GC33 humanizado y anticuerpos con el pl
modificado mediante mutacion puntual

(1) Mantenimiento de la linea celular utilizada para el transplante en el modelo in vivo

Se utilizaron células Hep G2 (ATCC). Las células Hep G2 se mantuvieron mediante subcultivo en Medio Esencial
Minimo de Eagle (SIGMA) con un suplemento de FBS al 10%, 1 mmol/l de MEM de Piruvato de Sodio (Invitrogen), y
1 mmol/l de MEM de aminoacidos no esenciales (Invitrogen) (referido como medio de subcultivo).

(2) Preparacion de modelo de raton con células HepG2 transplantadas

Utilizando una soluciéon que contenia medio de subcultivo y MATRIGEL Matrix (BD Bioscience) a 1 : 1, se prepard
una suspension de células HepG2 a 5 x 10" células/mL. Se transplantaron subcutaneamente 100 uL de la
suspension celular (5 x 10° células/raton) a la region abdominal de ratones SCID (macho, 5 semanas de edad, CLEA
Japédn, Inc.). El dia anterior al transplante celular, los ratones recibieron 100 pL de anticuerpo anti-asialo GM1 (el
contenido de 1 vial se disolvio en 5 mL de la solucion, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) mediante administracion
intraperitoneal. El volumen del tumor se calcul6 de acuerdo con la siguiente férmula.

volumen del tumor = diametro grande x diametro pequefio x diametro pequefio / 2
Cuando el tamano medio del tumor alcanzé 400 mm3, se utilizé el ratdn como modelo.
(3) Preparacion de la muestra de administracion que contiene el anticuerpo de ensayo

Las muestras de administracion que contenian anticuerpo HOLO, anticuerpo, Hd1.8Ld1.6, anticuerpo pH7pL14 o
anticuerpo pH7pL16 a 0,1 mg/mL (1 mg/kg grupo) se prepararon con solucién salina fisiolégica el dia de la
administracion.

(4) Administracion de la muestra de administracion que contiene el anticuerpo

La muestra de administracién preparada de acuerdo con el apartado (3) se administré a una dosis de 10 mL/kg a
través de la vena de la cola en el modelo de raton preparado en el apartado (2) una vez por semana durante cinco
semanas comenzando 34 dias después del transplante con células HepG2. Como control negativo, se administré
solucion salina fisiolégica a una dosis de 10 mL/kg a través de la vena de la cola una vez por semana durante cinco
semanas. Todos los grupos contenian 5 animales, y cada muestra de administracion que contenia anticuerpo de
ensayo se administré a un grupo respectivo. Aproximadamente en el mismo momento de la administracion, se
recogié sangre venosa de 3 animales de cada grupo y se analizé para determinar la concentracion del anticuerpo en
plasma murino. Especificamente, se recogi6é sangre de una vena dorsal de la pata en dos momentos puntuales: 0,5
horas después de la administracion inicial e inmediatamente antes de la segunda administracion. Se trataron 20 pL
de sangre recogida con heparina y el plasma se aislé mediante centrifugacion.

(5) Evaluacion de la actividad anti-tumoral de los anticuerpos de ensayo

Se evalud la actividad anti-tumoral de cada anticuerpo de ensayo en el modelo de raton de cancer de higado
humano transplantado. Se midié el volumen tumoral una semana después del ultimo dia de administracién de la
muestra. Como se muestra en la Figura 11, se encontré6 una eficacia terapéutica mas fuerte en el anticuerpo
pH7pL14 y el anticuerpo pH7pL16 en comparacién con el anticuerpo HOLO y el anticuerpo Hd1.8Ld1.6.

Ejemplo 11

Ensayo PK del anticuerpo GC33 humanizado y anticuerpos con mutaciones puntuales utilizando un modelo
in vivo

(1) Preparacion de muestra de administraciéon que contiene anticuerpo de ensayo

Se prepararon muestras de administracion que contenian anticuerpo HOLO, anticuerpo Hd1.8Ld1.6, anticuerpo

pH7pL14, anticuerpo pH7pL16 o anticuerpo pH7M85pL16 a 0,5 mg/mL (5 mg/kg grupo) con solucién salina
fisiologica el dia de la administraciéon.

(2) Administracion de la muestra que contiene anticuerpo
Se administré la muestra de administracion preparada de acuerdo con el apartado (1) a una dosis de 10 mL/kg a
través de la vena de la cola al ratéon C.B-17/Icr-scid. Todos los grupos contenian 3 animales, y cada muestra de

administracion que contenia anticuerpo de ensayo se administrd a un grupo respectivo. Se recogié sangre venosa
de los animales y se analiz6 para determinar la concentracion en plasma murino de anticuerpo. Especificamente, se
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recogié sangre de una vena dorsal de la para en siete momentos puntuales: 0,5 horas, 2 horas, 8 horas, 24 horas,
72 horas, 168 horas después de la administracion inicial. Se trataron 20 pL de sangre recogida con heparina y se
aislo el plasma mediante centrifugacion.

(3) Concentraciones en plasma de los anticuerpos de ensayo

Se midié la concentracion de anticuerpo de ensayo en plasma murino mediante un método basado en ELISA
descrito en el Ejemplo 6. Se prepararon muestras patrén a una concentracion en plasma de 12,8, 6,4, 3,2, 1,6, 0,8,
0,4, y 0,2 ug/mL. Las muestras patrén y las muestras de ensayo de plasma murino (adecuadamente diluidas a una
concentracion deseada) se afadieron a inmunoplacas (Nunc-ImmunoPlate, MaxiSorp (Nalge Nunc International))
sobre las cuales estaba inmovilizado nucleo de glipicano 3 soluble (Chugai Seiyaku Kabushiki Kaisha), y las placas
se incubaron durante 1 hora a la temperatura ambiente. Se afiadieron Anti-lgG Humana-BIOT de Cabra (Southern
Biotechnology Associates) y después se afadid producto conjugado de estreptavidina-fosfatasa alcalina (Roche
Diagnostics), y se llevd a cabo una reaccién cromogénica utilizando BluePhos Microwell Phosphatase Substrates
System (Kirkegaard & Perry Laboratories) como sustrato. Utilizando un lector de microplaca, se determiné el color de
la solucién de reaccion en cada pocillo midiendo la absorbancia de la soluciéon de reaccién a 650 nm. Después se
calculd la concentracion en plasma murino utilizando el soporte I6gico analitico SOFTmax PRO (Molecular Devices)
con referencia a la curva patrén preparada con los valores de absorbancia obtenidos a partir de las muestras patrén.

Las concentraciones en plasma murino después de la administraciéon se muestran en la Figura 12. Se observo una
concentraciéon de anticuerpo superior en el plasma de ratones que habian recibido el anticuerpo de ensayo que tenia
un pl menor.

Ejemplo 12

Actividad ADCC de los anticuerpos de ensayo utilizando monocitos de sangre periférica humana como
célula efectora

Se sometidé a ensayo la actividad ADCC de los anticuerpos de ensayo como se describe mas abajo utilizando
monocitos de sangre periférica humana (referidos como PBMC) como células efectoras.

(1) Preparacion de solucién de PBMC humanos

Utilizando una jeringa previamente cargada con 200 yL de una solucion de heparina de 1000 unidades/mL (Novo
Heparin Injection 5000 Unidades, Novo Nordisk), se recogieron 50 mL de sangre periférica de un voluntario sano
(adulto varon) de Chugai Seiyaku Kabushiki Kaisha. La sangre se diluyé dos veces con PBS(-), se dividié en 4
partes iguales y se introdujo en un tubo de separaciéon de linfocitos Leucosep (Greiner Bio-one) que se habia
cargado previamente con 15 mL de Ficoll-Paque PLUS y se sometié a centrifugacién. El tubo de separacién cargado
previamente con la sangre periférica se centrifugé durante 10 minutos a la temperatura ambiente a 2150 rpm, y se
recogi6 la capa con la fraccion de monocitos. Las células contenidas en la capa se lavaron una vez con Medio de
Eagle Modificado de Dulbecco (Sigma) que contenia FBS al 10% (referldo mas abajo como FBS al 10%/D-MEM) y
se suspendieron en FBS al 10%/D-MEM a una densidad celular de 5 x 10%mL. La suspension celular se sometié al
siguiente experimento como soluciéon de PBMC humanos.

(2) Preparacion de células diana

Se despegaron las células HepG2 de una placa y se sembraron en una placa con el fondo en U de 96 pocillos a 1 x
10* celulas/pocnlo La placa se incubd durante la noche a 37°C en una incubadora con CO,. Al dia siguiente, se
anadio Cr’' de 5,55 MBq a cada pocillo de la placa y la placa se incubé durante 3 horas a 37°C en una incubadora
con CO; al 5%. Las células HepG2 contenidas en los pocillos de la placa se utilizaron como células diana en el
analisis de la actividad ADCC como se describe mas abajo.

(3) Analisis de liberacion de cromo (actividad ADCC)

Se evalué la actividad ADCC a partir de la tasa de liberacion especifica de cromo determinada mediante el método
de liberacion de cromo. Las células diana preparadas como en el apartado (2) se lavaron con medio, y se afiadieron
100 yL de cada anticuerpo (anticuerpo HOLO, anticuerpo Hd1.8Ld1.6, anticuerpo pH7pL14 o anticuerpo pH7pL16) a
una concentracion de 0, 0,004, 0,04, 0,4, 4, o 40 pyg/mL. La placa se hizo reaccionar durante 15 minutos a la
temperatura ambiente, y se retird la solucion de anticuerpo. Se afadieron 100 yL de medio de subcultivo a cada
pocillo y la placa se incub6d durante 1 hora a 37°C en una incubadora con CO; al 5% Se afiadieron 100 pL de la
solucion de PBMC humanos preparada como en el apartado (1) a cada pocillo (5 x 10° células/pocillo) y la placa se
incubd durante 4 horas a 37°C en una incubadora con CO- al 5%, y se centrifugd. Se midio la radiactividad en 100
uL del sobrenadante de cultivo en cada pocillo de la placa por medio de un contador gamma. La tasa de liberacion
especifica de cromo se determiné de acuerdo con la siguiente formula.

Tasa de liberacién especifica de cromo (%) = (A—C)x 100/ (B - C)
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donde A representa el valor medio de la radiactividad (cpm) de los 100 yL de sobrenadante de cultivo en cada
pocillo; B representa el valor medio de la radiactividad (cpm) de los 100 pL de sobrenadante de cultivo en los pocillos
en los que se habian afiadido 100 pL de solucién acuosa de NP-40 al 2% (Nonidet P-40, Nacalai Tesque) y 50 pL de
medio FBS al 10%/D-MEM a las células diana; y C representa el valor medio de la radiactividad (cpom) de 100 pL de
sobrenadante de cultivo en los pocillos en los que se habian afiadido 150 yL de medio FBS al 10%/D-MEM a las
células diana. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado, y se calcularon el valor medio y la desviacion tipica de
la tasa de liberacion especifica de cromo (%), que es el reflejo de la actividad ADCC para el anticuerpo, a partir de
los resultados del ensayo.

(4) Evaluacion de la actividad ADCC de los anticuerpos de ensayo

Los resultados de la evaluacién de la actividad ADCC mostrada por los PBMC humanos a través del anticuerpo de
ensayo revelaron que todos los anticuerpos de ensayo mostraban actividad ADCC. Los resultados se muestran en la
Figura 13. El ensayo de diferencia significativa revel6 que no se observaba diferencia significativa a ninguna de las
concentraciones sometidas a ensayo entre los anticuerpos de ensayo y el anticuerpo HOLO de control en la tasa de
liberacion especifica de cromo de los anticuerpos. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando SAS
Preclinical Package (SAS Institute Inc.). Estos resultados demostraron que no habia diferencia entre las actividades
ADCC de los anticuerpos de ensayo con el pl modificado.

Ejemplo 13

Preparacion y evaluacion de anticuerpos modificados capaces de disminuir el valor de pl de la regién
constante

(1) Seleccion de los sitios de modificaciéon para disminuir el valor de pl de la region constante

IgG1AGK (SEQ ID NO: 32) es la region constante de IgG1 que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en el
SEQ ID NO: 31, que carece de la Gly 4462 y de la Lys 4472 (de acuerdo con la numeracion EU) de la region
constante de IgG1. La delecién de estos dos residuos de aminoacido permite disminuir la heterogeneidad causada
por regién constante terminal de la cadena pesada de un anticuerpo.

El anticuerpo se modifico para que tuviera un descenso en el valor de pl en la regiéon constante sustituyendo algunos
de los residuos de aminoacido de IgG1AGK por los correspondientes residuos de aminoacido de la secuencia de la
region constante de IgG4 humana de acuerdo con la numeracién EU.

Especificamente, la histidina 2682 (H) de IgG1AGK (de acuerdo con la numeracion EU) fue sustituida por la
glutamina (Q) de la secuencia 1gG4, la lisina 2742 (K) fue sustituida por glutamina (Q), la arginina 3552 (R) fue
sustituida por glutamina (Q), el acido aspartico 356° (D) fue sustituido por acido glutamico (E), la leucina 3582 (L) fue
sustituida por metionina (M), y la glutamina 4192 (Q) fue sustituida por acido glutdmico (E). Estas sustituciones
contienen una secuencia de 9-12 aminoéacidos que puede servir como epitopo de las células T solamente derivadas
de una region constante humana y de este modo se espera que tengan un menor riesgo de inmunogenicidad. Estas
6 modificaciones fueron introducidas en IgG1AGK para obtener M85 (SEQ ID NO: 33).

La regidon constante M85 se combiné con la regién variable pH7 y HO para preparar pH7M85 (SEQ ID NO: 34) y
HOMS85 (SEQ ID NO: 35), respectivamente. El anticuerpo HOM85L0 se preparé a partir de HOM85 como cadena
pesada y LO como cadena ligera, y el pH7M85pL16 se prepard a partir de pH7M85 como cadena pesada y pL16
como cadena ligera. Asimismo, el anticuerpo HOLO y el anticuerpo pH7pL16 que tienen la regién constante de IgG1
se prepararon como en el Ejemplo 1 y el Ejemplo 8. Los anticuerpos HOM85L0, pH7M85pL16,HOLO, y pH7pL16 se
expresaron en la linea celular FTP-KO o en células HEK293, y se purificaron como se describe en el Ejemplo 1 0 9.

(2) Medicion del valor de pl de anticuerpos con pl modificado en la regidon constante

Se midié el valor de pl del anticuerpo HOLO, el anticuerpo HOM85LO, el anticuerpo pH7pL16, y el anticuerpo
pH7M85pL16 mediante electroforesis con PhastGel IEF 4-6.5 (GE Healthcase) en las mismas condiciones de
electroforesis utilizando un método similar al descrito en el Ejemplo 1. Los valores de pl del anticuerpo HOLO, el
anticuerpo HOMBS85LO, el anticuerpo pH7pL16 y el anticuerpo pH7M85pL16 fueron 8,85, 8,16, 6,52 y 5,78,
respectivamente, indicando que la modificacion en la regién constante contribuye a disminuir adicionalmente el valor
de pl sin afectar a la inmunogenicidad del anticuerpo.

(3) Evaluacion de la actividad de union de los anticuerpos con el pl modificado en la region constante
mediante ELISA competitivo

Se midié la actividad de union al antigeno de cada anticuerpo con el pl modificado en la region constante utilizando

el método descrito en el Ejemplo 1 (Figura 14). Se demostré que la actividad de unién a glipicano 3 del anticuerpo
HOLO, el anticuerpo HOM85LO, el anticuerpo pH7pL16, el anticuerpo pH7M85pL 16 era aproximadamente la misma.
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Ejemplo 14

Actividad ADCC de los anticuerpos con pl modificado en la region constante utilizando monocitos de sangre
periférica humana como células efectoras

Se sometié a ensayo la actividad ADCC del anticuerpo pH7pL16 y el anticuerpo pH7M85pL16 utilizando el método
descrito en el Ejemplo 12. Los resultados se muestran en la Figura 15. El ensayo de diferencia significativa reveld
que no se observaba diferencia significativa entre los anticuerpos de ensayo a cualquiera de las concentraciones
sometidas a ensayo en la tasa de liberacion especifica de cromo de los anticuerpos de ensayo. Los analisis
estadisticos se llevaron a cabo utilizando SAS Preclinical Package (SAS Institute Inc.). Estos resultados demostraron
que no habia diferencia entre las actividades ADCC del anticuerpo pH7pL16 y el anticuerpo pH7M85pL16.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Chugai Seiyaku Kabushiki Kaisha

<120> Anticuerpos Anti-Glipicano 3 con una Cinética en Plasma Mejorada
<130> PCG-9023WO

<150> JP 2007-256063

<151> 2007-09-28

<160> 35
<170> Patentln version 3.1
<210> 1
<211> 115
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Cadena H de anticuerpo humanizado
<400>
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
Glu Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Ala Leu Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 20 95
Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser
115
<210> 2
<211> 115
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Cadena H de anticuerpo humanizado
<400>
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
Glu Met His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Ala Ile Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser
115
<210> 3
<211> 115
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Cadena H de anticuerpo humanizado
<400>

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu

1 5 10
Ser Val Thr Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25
Glu Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Gly Ala Leu Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr
50 55
Gln Asp Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp
85 90
Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly
100 105
Val Ser Ser
115
<210> 4
<211> 115
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cadena H de anticuerpo humanizado
<400>
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu

1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 . 25
Glu Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Gly Ala Leu Asn Pro Lys Thr Gly Asp Thr
50 55
Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp
85 920
Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly
100 105
Val Ser Ser
115
<210> 5
<211> 115
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cadena H de anticuerpo humanizado

<400>

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu

1 5 10

Ser Val Thr Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25

Glu Met His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly

35 40
Gly Ala Ile Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr
50 55

Gln Asp Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys

65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp

85 90

Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly
100 105

Val Ser Ser

115

<210>6

<211> 115

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cadena H de anticuerpo humanizado

Val
Tyr
Glu
Ala
Ser
75

Thr

Gln

Val
Tyr
Lys
Ala
Ser
75

Thr

Arg

val
Tyr
Glu
Ala
Ser
75

Thr

Gln

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Gly

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Gly

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Gly

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser

Val

Thr

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser

Val

Thr

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser

val

Thr

41

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Leu
110

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Leu
110

Pro
Thr
Glu
Gln
Thr
Tyr

Leu
110

Gly
Asp
Trp
Ser
Ala
Tyr

95
val

Gly
Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Val

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Ala
Tyr

95
val

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Thr

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Thr

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Thr
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<400>
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
1 5 i0
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25
Glu Met His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly
35 40
Gly Ala Ile Asn Pro Lys Thr Gly Asp Thr
50 55
Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp
85 90
Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly
100 105
Val Ser Ser
115
<210>7
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cadena L de anticuerpo humanizado

<400>

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser

1 5 10

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser
20 25

Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu

35 40
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr

65 70

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val

85 90

Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly
100 105

<210> 8

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cadena L de anticuerpo humanizado

<400>

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser

1 5 10

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser
20 25

Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Gln

35 40
Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr

65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val
85 90

Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly
100 105

<210>9

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cadena L de anticuerpo humanizado
<400>

Val
Tyr
Lys
Ala
Ser
75

Thr

Arg

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp

75
Tyr

Thr

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Gly

Pro
Ser
Lys
Phe
Phe
Tyr

Lys

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe
Tyr

Lys

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser

Val

Thr

val
Leu
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Leu

val
Leu
Pro
45

Ser

Thr

Cys

Leu

42

Pro
Thr
Glu
Gln
Thr
Tyr

Leu
110

Thr
Val
Gly
Gly
Leu
Ser

Glu
110

Thr
val
30

Gly
Gly

Leu

Ser

Glu
110

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
val

Pro
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Pro
His
Gln
val
Lys
Gln

95
Ile

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Thr

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
Asn

Lys

Gly
Ser
Ala
Pro

Ile

80
Asn

Lys
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Asp Val vVal Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ala Ser
20 25
Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu
35 40
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr

Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Gly Val
85 90
Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly
100 105

<210> 10

<211>112

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cadena L de anticuerpo humanizado

<400>

Asp Val val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser

1 5 10

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ala Ser
20 25

Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu

35 40
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr

65 70

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val

85 90

Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Arg Gly
100 105

<210> 11

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cadena L de anticuerpo humanizado

<400>

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser

1 5 10

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ala Ser
20 25

Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Gln

35 40
Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn

50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70
Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Gly Val
85 90
Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly
100 105
<210> 12
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cadena L de anticuerpo humanizado
<400>

Leu
Glu
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Leu
Arg
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Leu
Glu
Gln

Arg

Asp
Tyr

Thr

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe
Tyr

Lys

Pro
Ser
Lys
Phe
Phe
Tyr

Lys

Pro
Ser
Lys
Phe

60
Phe

Tyr

Lys

val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Leu

val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

43

Thr
Val
Gly
Gly
Leu
Ser

Glu
110

Thr
Val
Gly
Gly
Leu
Ser

Glu
110

Thr
val
30

Gly

Gly

Leu
Ser

Glu
110

Pro
15

His
Gln
val
Thr
Gln

Ile

Pro
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

Ile

Pro
15

His
Gln

val

Thr

Gln
95
Ile

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Asn

Lys

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Asn

Lys

Gly
Ser
Ala

Pro
Ile
80

Asn

Lys



Asp
Gln
Asn
Pro
Asp
65

Ser

Thr

<210> 13

Ile
Pro
Arg
Arg
50

Arg

Arg

His

val
Ala
Asn
35

Leu
Phe

val

Val

<211> 545
<212> PRT
<213> homo sapiens
<400>

Gln
1
Phe
val
Cys
Met
65
Ile
His
Leu
Ser
Glu
145
Pro
Ala
Thr

Leu

Pro
Phe
Pro
Ser
50

Glu
Gln
Ala
Thr
Leu
130
Leu
Gly
Arg

Gln

Asn
210

Pro
Gln
Gly
35

Arg
Gln
Asn
Lys
Pro
115
Tyxr
Phe
Leu
Arg
val

195
Leu

Met
Ser
20

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

Pro
Arg
20

Ser
Lys
Leu
Ala
Asn
100
Gln
Ile
Asp
Pro
Asp
180

Ser

Gly

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Pro

Pro
5
Leu
Asp
Met
Leu
Ala
85
Tyr
Ala
Leu
Ser
Asp
165
Leu

Lys

Ile

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Pro
Gln
Leu
Glu
Gln
70

Val
Thr
Phe
Gly
Leu
150
Ser
Lys
Ser

Glu

Ser
Cys
His
Lys
55

Gly

Asp

Phe

Pro
Pro
Gln
Glu
55

Ser
Phe
Asn
Glu
Ser
135
Phe
Ala
Val

Leu

Val
215

Pro
Arg
Trp
40

Val
Ser

val

Gly

Asp
Gly
Val
40

Lys
Ala
Gln
Ala
Phe
120
Asp
Pro
Leu
Phe
Gln

200
Ile

Leu
Ala
25

Tyr
Ser
Gly
Gly

Arg
105

Ala
Leu
25

Cys
Tyr
Ser
Glu
Met
105
Val
Ile
val
Asp
Gly
185
Val

Asn
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Ser
Ser
Gln
Asn
Thr
Val

Gly

Thr
10

Lys
Leu
Gln
Met
Ala
90

Phe
Gly
Asn
Ile
Ile
170
Asn

Thr

Thr

Leu
Arg
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Cys
Trp
Pro
Leu
Glu
75

Phe
Lys
Glu
val
Tyr
155
Asn
Phe

Arg

Thr

Pro
Ser
Lys
Phe
Phe
Tyr

Lys

His
Val
Lys
Thr
Leu
Glu
Asn
Phe
Asp
140
Thr
Glu
Pro
Ile

Asp
220

val

Leu

Pro

45

Ser
Thr
Cys

Leu

Gln
Pro
Gly
45

Ala
Lys
Ile
Asn
Phe
125
Asp
Gln
Cys
Lys
Phe

205
His

44

Thr
Val
30

Gly
Gly
Leu

Ser

Glu
110

Val
Glu
30

Pro
Arg
Phe
Val
Tyr
110
Thr
Met
Leu
Leu
Leu
190

Leu

Leu

Pro
15

His
Gln
val
Lys
Gln

95
Ile

Arg
Thr
Thr
Leu
Leu
val
95

Pro
Asp
val
Met
Arg
175
Ile

Gln

Lys

Gly
Ser
Ala
Pro
Ile
80

Asn

Lys

Ser
Pro
Cys
Asn
Ile
80

Arg
Ser
Val
Asn
Asn
160
Gly
Met

Ala

Phe
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20

Ser Lys Asp Cys Gly Arg Met
225 230
Cys Gln Gly Leu Met Met Val
245
Val Met Gln Gly Cys Met Ala
260

Arg Glu Tyr Ile Leu Ser Leu

275
Ile Tyr Asp Met Glu Asn Val
290 295
Asp Ser Ile Gln Tyr Val Gln
305 310
Ile Gly Lys Leu Cys Ala His
325
Tyr Tyr Pro Glu Asp Leu Phe
340
His Val Glu His Glu Glu Thr
355
Gln Lys Leu Lys Ser Phe Ile
370 375
Ile Cys Ser His Ser Pro Val
385 390
Gly Gln Glu Leu Val Glu Arg
405
Met Lys Asn Gln Phe Asn Leu
420
Pro Val Val Ser Gln Ile Ile
435
Leu Arg Thr Met Ser Met Pro
450 455
Asp Glu Glu Gly Phe Glu Ala
465 470
Cys Ile Gly Gly Ala Gly Asp
485
Arg Phe Leu Ala Glu Leu Ala
500
Gly Asn Ser Gln Gln Ala Thr
515
His Asn Leu Gly Asn Val His
530 535
His
545
<210> 14
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Cebador
<400>

Leu
Lys
Gly
Glu
280
Leu
Lys
Ser
Ile
Leu
360
Ser
Ala
Tyr
His
Asp
440
Lys
Gly
Gly
Tyr
Pro

520
Ser

ggatcctgeg catgaaaaag cctgaactca cc

<210> 15

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400>

gcggccgcct attectttge cctcggacg
<210> 16

<211> 10939

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus
<400>

Thr
Pro
Val
265
Glu
Leu
Asn
Gln
Asp
345
Ser
Phe
Glu
Ser
Glu
425
Lys
Gly
Asp
Met
Asp
505
Lys

Pro
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Arg
Cys
250
val
Leu
Gly
Ala
Gln
330
Lys
Ser
Tyr
Asn
Gln
410
Leu
Leu
Arg
Cys
Ile
490
Leu

Asp

Leu

Met
235
Gly
Glu
Val
Leu
Gly
315
Arg
Lys
Arg
Ser
Asp
395
Lys
Lys
Lys
Val
Gly
475
Lys
Asp

Asn

Lys

Trp
Gly
Ile
Asn
Phe
300
Lys
Gln
val
Arg
Ala
380
Thr
Ala
Met
His
Leu
460
Asp
Val
Val

Glu

His
540

Tyr
Tyr
Asp
Gly
285
Ser
Leu
Tyr
Leu
Arg
365
Leu
Leu
Ala
Lys
Ile
445
Asp
Asp
Lys
Asp
Ile

525
His

45

Cys
Cys
Lys
270
Met
Thr
Thr
Arg
Lys
350
Glu
Pro
Cys
Arg
Gly
430
Asn
Lys
Glu
Asn
Asp
510

Ser

His

Ser Tyr
24¢C
Asn Val
255
Tyr Trg

Tyr Arg
Ile His
Thr Thr
320
Ser Ala
335
Val Ala
Leu Ile
Gly Tyr
Trp Asn
400
Asn Gly
415
Pro Glu
Gln Leu
Asn Leu
Asp Glu
480
Gln Leu
495
Ala Pro
Thr Phe

His His

32

29



gagctcaatt
cctcttggag
cccatcccca
ttatttatga
tagagaccag
tagacggacc
tctcatgcct
tatataagac
ggaaaacatt
aggatcacct
tcttcagett
cctaacttta
cagttcccaa
cagtcttgtt
ctgccatgtg
tctggttctg
cagtcagctg
ctcaacaccc
agaggcggcea
acaggttcca
ccgaacactg
tggctgagtc
gccaatcgca
cctgaagatc
tgataaccaa
ggacagtaag
cccaccctgt
cataatcacc
taacatgagt
gtgggtgcte
gacagaattt
gttaccataa
cagacactgc
ggaacccata
tatagctaaa
cttcececectt
taacactgag
tttattttga
ool ol o o R o o
taccatcagg
ttaatggtca
gccccaacat
aagacctgga
tccagtagtg
acccgcaaag
aggcgtccca
agggccttct
gagcgatggg
gagggcggcyg
ccagccaggce
atccgggaca
agggttttat
tgggaccttg
agaggactgc
ggctgttgtg
gtcgatgcac
aggatggtgg
accccttcece
tcgtgecgge

aaccctcact
tagaaaagta
gaaaaccatt
tttattaaaa
gcagtcagtg
tctgttagtt
ttgatcccag
aggagcaagg
gaagtgtcag
tttggtctga
gaagcttgaa
aagctgattt
ataactgaca
actggctaac
gttcatggct
ccctttatcece
tttattaacc
aattttttat
cccttaccca
ctatgtagcc
gaattatagt
cattgacttt
ctgaatccca
aatgtcagct
tttcttctta
gggacattca
ccacagtctg
taggtcactg
aatgaataat
ccttcececag
tgtgggtact
ataacatgca
aggaaccttc
ccactccaat
tgtgtttcaa
gctgtgetgg
ctatagcccc
gacaaaaggt
ttttttttga
ccecggcetgat
accacacaat
tggtgctagg
gggggtggcec
gtggtatttg
ccaggaatgc
agagggctgg
ggctgtgttc
gacagcgagc
ctgccaggta
ctccagagcc
ccgaattgct
ctaccggagg
ggtcctctcg
agcaatgtct
gggggtcttce
ttgaccaagt
agggagtggc
tggcctecegg
gcgctcecggce

aaagggagtc
gtagtatctg
ataaaaaccc
cttgcttaag
gtggtacaca
caagtctacc
cagctgggat
tctcagagct
gatgctgagg
ggtagagtaa
ctccaatatt
acgcaagaca
cggagactca
tcttacattt
tgttcaagtc
cagaattctc
aatgagaata
gtgcaacctg
ctaagccacc
caggctggcc
caaggcctac
acactcatca
cataatcaaa
tgcectgatte
ttgttcaatc
tgatcagaga
ttggtttggt
taacaagttc
gcctggagtce
ctgcaggcct
atagtgttct
gcccctggtyg
ctctectaat
cctagtgtgg
ttttatgctt
gaattgaacc
aatctttcat
tcttattttg
acttttgacc
ggtaaaataa
ttccgaaatg
aagaaagcac
cacttcggtc
gcagttcctce
agcttcctca
ggcggaaggg
ccggggtaac
aggaagtcgt
cacccgaggg
gagtccggceg
gcattgaggg
tgatgtgact
actaggtttg
tccegaacga
agacgcggag
ctagtcgatc
agaacccttc
ggagtcccag
ctggcgaagg
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gactcgatcc
acacaagtat
ccatatctta
gattcagaaa
cctttaatcc
attacctaca
catgtgcatt
ggcattcatt
agaggcagca
gaactgtggc
tgtctctggg
gttgtaggtg
atattaatta
taaattaact
ctgcttctte
ctagtctggce
atacatattt
agaatctgga
tttctagccce
tcaaactgac
ctgccctggce
aggttgaacc
caacttcaag
agaatagacc
ccectgcetget
aagagcccca
ttccecectgg
ctttctggaa
caactccctt
gacatgtacc
cacaaatact
aggcacacag
gcagcactgg
agtagagctyg
tgacaaattg
caggaccttg
ccaagtctct
agataaggtc
ttcctaccte
cagtatttga
ttgctggcectce
agacaagtag
aagttcacgg
caccgacgcce
agggactcgc
ggaagacagg
cgcceccacca
actggggagg
caccgcgggg
gaccgacggt
gctcagaggt
tccggectcet
gaaggggtga
cctgggttcg
gggtggtatt
tgaagaggct
cagaaactgg
aagagggcag
tgcgcgctcet

tttacagaaa
cagcaaaatg
tgcccaactg
gcaaagtcag
caggactcag
caagagtgaa
caatcccagc
ctccagccac
gtttgaggtt
tggctgcettt
tctattatta
gacctttctt
taaatgattg
catttccatc
tgtctctggce
tctecetgece
atagtgtaca
ctcattgcce
tgttgetttt
cattctcctg
attttcacac
agttggagtt
gaagcaaaaa
cccgaaaaaa
gtgtgtaagc
actccccececce
ctgacaccca
aatgctacaa
gtgacccagc
ttaaaaagcc
tcecectaata
ggctccaatg
tctcttcagg
tctacgaaaa
tactgacccc
tgcatgccag
atgtgtgccc
tcactatgtt
agctgagact
aatagtttaa
agtctgggge
ccctcecceccage
gatggggagg
ctctggaagc
cagcgagggt
gtcggcctta
cgcctggagce
gccgcegtage
gtgagcgcca
acgttctgga
tctgatgtgg
ggaagtgctg
aataggggta
ggaggggtcyg
ctattttctg
aggggaacag
gagaggctct
gaccatggac
tggaggccgce
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acttgcaaac
caaacttctc
tagtgatata
ccttaagcta
gattaagaag
gagtaaccga
attcgggagt
attgaggata
tggtagaacc
gcttttctga
tcatgttaca
tcectgeccac
gttaatagct
cctttacttg
tggtgatgcc
agctataggc
aagattgctc
tcatgettge
gttttttgag
cctaaacctc
ttttatttcc
taattacagt
accagttttt
ggcaaatgct
tcctgagaaa
cagccccacce
gaaatcacaa
atgatattgg
aatgttttcc
tcccectggag
cccttactta
tacagcttct
ctggacagca
ccagcagatc
acccccaccce
gcaagtactc
acactcgctt
gccttgactt
acaagtcttt
acacatcatc
aaacctgtcc
tcaggagtaa
ggtaccctcce
acctgettgg
aacaggacag
gatagggcaa
ccgacgtggce
agatgcagcc
ggtccctgaa
atgggaaggg
gagtccagaa
ttggagtctc
gggagaaagg
aaggacaagg
ggaagatggt
acagtgagag
agcacctgca
acaggtgcat
gggagggcca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540



gacgcgcgcc
ctgagccege
ctagcactcg
ctcgggecgce
tcggcgggcg
cggcgctecg
gtcecctetee
cagccggcca
tcttgtctca
gcaagcagaa
tcttggagcc
accatgaaca
tccactgcct
ctgcagatcg
aacaagtacc
taccaatgcc
cctggcaccg
ccactgtcgg
ggggtggcct
tacctgctgce
ggtgagtggg
caacactgta
agccctgtag
ggtgaaaata
aatgtgccag
caaggtaaaa
cttgaccagg
tacctccata
cctgtctgtc
catttgaaat
gtttgggggg
ttctcccacc
tttacccact
ttttcccaga
aggtgccatc
gctacttgcce
tcecctggect
gcagtcaaac
taaacatcca
gtgcccggta
tctggecectg
ccctgagagt
tctgtectgt
tggatgtcag
gctcctgaat
cactggggga
gtattccttg
ccttgccagg
gtcactagag
gagaaccgca
tgttgggtct
ggactctaga
tggcatgtgg
tcctgaaggce
ttggttaaca
cagagaggtt
tctagatctc
tcagtaagcc
catgctgtgg
agagtcctat
ctgagggagc

cggagagctg
ccctececgga
gctcgeggcece
ctccctgaac
cttccgggeg
cttceccacge
cttcetttet
tggctgtcaa
tgacccectg
cttcacccaa
ctgtagacca
gggcccctcet
ctgaggaggc
cgctggtcgt
tgctggacag
tggtgacctc
ttgacttccc
tagtcttcat
tctacaacgt
tcaaacagac
gcceggggge
ggtaccttta
aaaacaaata
atgttagcag
gtactcagat
tatatccgaa
atcacacagc
gatcacacta
cagttctctt
agtgggtaga
ccaccacagt
acatgggtgc
gagccatttce
tgtgaatgtc
cctgtggtcg
agggccccac
gtgcttcaag
acaataacta
gagctcctca
gtcatatgta
agatcattga
cctgggcaag
ttgacctact
gatcaggcca
ccatcggtaa
ctccatgggg
tttcctettt
gttagagggc
aacctgagct
gcagcctgcec
cctettectt
gtagggagga
ctgcctgagg
catggggagc
tgggagcaag
aagtaacttc
tctgatgcect
tctaccttgt
tctggaaagc
gagactcaaa
caaagccaag

gccctttaag
acgcggcccg
tcggtgaggce
ctccgtgacc
ctcccgceagce
ggtccccgac
cccctegact
ggctcacacc
cccecgceeccgg
gccatgtgac
gggagtgcett
gaagcggtcc
agatgaagac
ctctctctac
ccectecectg
tctgctgtgce
caccctgaac
tggcatgata
ggggcgcetceg
cacttccttc
tgtgggagca
cttactgtcc
acttccttat
caactacagc
ctaagcattg
ttttacagag
taataatcac
tgaccaccat
taaagaggac
catatgtttt
gtatgggtgg
tgaggtctga
actggtccaa
ctgctgatca
tctgcataca
aagtaagata
ccagtttact
caggccaaaa
actgcaggag
gctagaggct
attgagtgac
cagcaatgtg
tagtctecte
atgcgcacat
agggtctgga
aactcccacc
gtcctacaag
atgagcctcce
cagatcccca
tgagtggctg
cctcctgtga
ggaggagcaa
agtacagact
cacggaggaa
gacatggccc
tcccaaatag
gtgatggtcc
gggaatgcag
tatgcaggct
gcaacatcca
ttagagtcct
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gctacccgga
agacctggca
cttgcgcecg
gccctgcagt
ccgccctcca
ctgttcttte
cgtcecctatt
cttagctagg
gagcgagcgc
aattgaaggc
ctggccgtgyg
aggatcctgc
agcaggaaca
tgggtcacct
cagctggata
aagggcctca
ctggacctta
agtttcaata
ctcaccaccg
tatgccctge
ggatgggcat
caggtccctt
ggtcattcaa
aaagatggct
gatccacatt
ggaaaaccaa
tgacatagct
gccactgttc
aacacatctg
aagttttatt
agataagggg
actcaggtca
tatatgtgtg
ttatcccctt
aatggggaaa
ggctgggatg
ttgttcctge
gtgcttttaa
ttacaacctg
cttggctagg
tgctgggtga
accttcattt
tggtgtctca
ctgccctaga
ccagggagga
tgcceccaca
gcaccctggg
ttgtggggaa
aagtaaccag
aactctgcgg
gggagggccec
tctaagcagg
gggaacaccc
aatcatttta
cadttttcat
ctcagcttca
tgccattcca
gatctaaatg
ctttgagcag
cccttaagca
gtgcttgcec

ggcgtgtcag
agctgagacg
ccatgcctct
cctcectecce
cgtagcccac
ctcctecace
aggcaacagc
cceccttcetece
gatgtggagc
tgtaccccca
ggtgacctag
gcatggcgct
agccgtttet
ccatctccat
cccctatcett
gcactctggce
aggtggccecg
acctctgcecct
tgttcaatgt
tcacatgtgg
cgaactgaag
gcatcagcag
caagttaggg
ctcgccactt
aactcaacta
ggcacagaga
gggatttaaa
cttctcaaga
acattgctac
cttacttttt
acaacttaag
tcaggattgg
cttttaagag
ttacccggaa
ctgcaactca
ccatcccaga
ccattggaag
attaaagtca
attctgcaac
acagcatgtg
caaagaccaa
gtacctactc
gaggcccagg
aatgtcccce
gtcagataaa
catccatcct
atcccacttc
tttagatgca
tacctgatag
cctccggaac
atctctgata
ccttactgag
atttgaatga
gttacaagac
agatgaagga
aaatcacaga
tgttgctgat
aagagaggaa
agagtgaccc
gctctaacca
aaggtcactt

47

gaaatgcgcc
gaactcggaa
gtcattgccc
ccecttecgac
acctccctct
ctgcccttcet
ccetgtggte
cttcecectggg
agtgcctctg
gaccctaaca
ctcttctacc
gactggaggc
gctgegggeg
ggtattcctc
cgtcactttc
cacctgctgce
cagcgtgctg
caagtacgta
gcttctgtce
catcatcatt
ccctaaaggt
ttacaggaag
acccagccag
gcatgattaa
atccctatta
ggctaagtag
cataagcagt
gttccaggat
cttgaggtaa
atgtgtgtgt
aattggtcct
cacaaatccc
gctttaacta
gccctetggg
gagaaacaag
ctggccacac
ttagcatgtt
gatgaacttt
catctttgca
ttaggaaaca
ggcatcegtt
aggttcttta
ctgggtactc
tggttgagca
aagctgacag
aagagaactg
agtctcccag
agaaggtaca
tgaggcagct
tggccccaac
agtgctgtgg
aagtccttge
gtaaggtttt
aaagagtaga
aattggaact
acagtcagag
ccctgtggea
gtgctggccc
acaagtgaat
aatgctcaca
tgcctggece

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200



10

tcctectata
gagaggtaac
ggggagatgt
actccctcag
gggccacaga
ccctcttcac
agagggagct
ctgcgtctcce
ctggcgcecta
tctgctgggt
gctcatgatg
gatcaaattc
gacagtgctg
cctgatggtg
gacccaagag
ttcagggacc
gctagccagt
gagccagggt
gttttgggaa
cctccatatc
tgatgtcttc
ccccacacct
aacacctcag
ctgccctcett
ggctgataag
ccacacatct
tttacctgcecce
tcttcteegt
gtaacctctg
acatttatgt
ggctcctgtce
agaagttggt
ctctgtccat
acactagcct
tgaggactcc
ctcctaacct
catttccttg
gtccagcctt
atgccctgag
gagtgagggc
atcctgagcc
gtaggtggcce
aaggcagaca
gtgtggggtyg
cttgtgtgga
ctgccagcag
gcctagagtg
accatatgac
cctgagaggt
agtcactcct
gtgtggtgta
ctgtggagaa
cctatacccce
ggtcatctta
agcctagggt
ccatgaagtc
tccagacaga
ctgggtcaga
agcagccaag
aaggcccaaa
cttaaacttg
aggaagtttc
ctgatcctga
<210> 17

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

gcacccgtgt
agggccacac
aggtggctgg
ccattttttg
acagtctgaa
cttgtcactc
gagggcaccce
ctcaatgcca
accttctata
gagctccgtg
acgctgggtg
accagtcccc
gccgtgetcect
ctgggtggct
gaccccagcet
tgggactgaa
gtggccctga
ctttectggt
aaccctacca
atctctgggg
tacacaaggg
ctgggatcca
cctgectttg
cagtgtggat
aaaacattca
tttacgggtt
tggcttcect
catggcctcc
ttcccatgac
tctctgggge
acaaaaaaaa
ttataacgtt
atcctcatgce
cactcatgag
aacgtaaatt
cagggtagct
gggtaatgtc
tgattcctac
ttgtatgtga
cacagggatc
tggaatctct
agagttcaag
tggcactgag
ggagccatca
gaaaagtagc
ccacagtgct
cctggecttt
cacatacatg
gggacaccca
accagaatgc
agataggcat
tatatcccac
tatgcaaggc
agcctctaaa
gcggggtgga
accctgacaa
gcaccctgtg
tgtcacccag
cagctcccat
atgttttctt
cccaaaccca
tgaggttaca
tttgagctc

<223> Cebador

<400>

tatcttatag
tgtccttaca
gggagtggga
gtgtgggagt
ctgtggtatc
ctctgtctgce
tgtccctceat
tctataccaa
acaatgtcaa
ccctecttga
gcctcttcgg
tgacccacaa
actatgaaga
cctcagccta
ccaaagaggg
cccaagtggg
gcaatactgt
aatgtcagaa
ggaatggcac
ttgggaccag
agatgggttg
gggcaggtag
aagggaagtg
gagtatggca
cctctgcecatt
aagtagggtg
tggcccagcet
cccaacacct
agagcccttt
tggggctgaa
aaaaagaaaa
ctggggcagc
tgcagaagta
ggttttactc
tggggacaga
gtcattctcc
tgatgttttt
ttcctacaat
tttaataata
taaaagccaa
tcaggacaag
cttceccttag
tgctgtccecat
ccaaacccca
agcagaattc
tgtcacacag
ctttcagatg
accaacagct
aatgtattag
tggggaatgg
ttctgcettece
aaaccagtag
cagtagaacc
ttgtggagaa
taatttaagg
gaggtcagca
aatgtacctt
gccattgcaa
gctgagatac
tccagacttg
ttgttttgca
gagcaaagta

atgcatgcca ccatgaaaaa gcctgaactc acc

<210> 18
<211> 28
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ccctcattac
cattcccctg
gggaagatgc
tagactttgg
agaatcctgt
tacaggtggt
aggcaccatc
gaaggtgctc
tgcctgtgtg
ctttgctcat
ctttgccatt
tgtatcaggc
gactaagagc
tacctgggtc
tgagaagagt
gcctacacag
ttacatcctce
agctgccaaa
ccctacctge
ctgcagcctt
tgatcccact
agtagtagct
ggagcttgge
gacctgttca
tcatatttge
atgagctcct
acctagctgt
ccatctgcag
gaatacctga
ggagcccact
aaaaaaagca
aaagcccaga
caggcaagct
catgacctgt
agcactcaga
tagtctcctce
gtccctgtca
cccaggttct
aaaaagcaag
gtgtgagggg
aattctccat
taccaactac
ctgtcactca
ttttcagata
agagagctgg
cacatactca
aggaagaggg
tgagggaggg
gtccttgaat
ggatgccaaa
atgtacacct
cccttectgg
acccaaccca
actcgacatg
aaactggggt
atagccagca
attctcacat
tgggcectta
tgcctgcagt
atctttettt
gttgaggaaa
ctggcttcac

agtgattaca
ctagattgta
agattttcat
atatgttgat
ccctcteect
ttctggctgg
ttcggggtge
ccagcagtgg
ctcttecttge
ctgtacagtg
ggctatgtga
acagccaagg
ttcctgtggt
aggggctggg
gctattgggg
cactgaaggc
cttggaatat
tctcctgtet
ctcctectag
aaggggctgg
aattgaaggg
taggtgctat
caagggagga
tggcagctgc
agctctagaa
ccgcagtceccce
actcccttte
gcaggaagtg
acccctcatg
ggttctcact
taaaccaagt
tgaagggacc
cctttaagcc
caacctcaaa
ccatacccca
tcttgggect
taaaaagatg
aatgaagttt
atacagcatg
acccagctac
atacctacct
cactggctgt
tctccacagce
aggacacagqg
gtctcctgea
aaagaatgcc
tcaaagctgt
aggattactg
cagggctgac
ggcaaaggag
gtgagcagag
cagtgggtga
caacatctag
cgcacgattc
ttcttataga
gcagtggcta
ctgggtgtct
gccccatggg
agactgatgg
gttcaaaaat
ataaggcata
ctgaaataga

48

attataatta
gctgggagag
tctgggctet
gatgaggtaa
ctctectcat
gtatagacca
tggccagect
acaacagcat
ccctgatggt
cccacttctg
caggactgca
cctgtgcgea
ggacaagcaa
agatgcagaa
tgtgagcttc
ttcccatgga
gatctaagag
gccccatctt
agcctgtcta
attgatgaag
atttgggtga
taacatcagg
aatggccatt
accctggggt
cgggggagag
taaccccagce
tgtactcttc
gagtccactt
acagtaagag
tagcctatct
tactaagaac
catcgaccct
tcatatagga
gccttcaaca
gcaccacacc
ttagaacccc
gagagactgt
gtggggcctg
tgtgtggact
agcaggcagc
actctgggga
gctcttactg
cattcctaat
ctcagagagg
gcaccttgga
agccccectca
tagcttgcec
tggctcccag
cttgtgattc
gctttctaag
taggaaggcc
atactgccac
agaaattaca
ctaacctgct
atcggaggct
ctcctaagcec
ataggtgtga
gtgttgggat
ataagaaaac
gctgttttece
gaaagattaa
caggtgtgcc

33

7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10939



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400>

ggatcccagg ctttacactt tatgcttc
<210>19

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400>

gctgtctgga gtactgtgca tctge
<210> 20

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400>

ggaatgcagc ttcctcaagg gactcge
<210> 21

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400>

tgcatcaggt cggagacgct gtcgaac
<210> 22

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400>

gcactcgtcc gagggcaaag gaatagc
<210> 23

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400>

tgtgctggga attgaaccca ggac
<210> 24

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400>

ctacttgtct gtgctttctt cc
<210> 25

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador

<400>

ctcgactcgt ccctattagg caacagc
<210> 26

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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28

25

27

27

27

24

22

27

49



10

15

20

25

30

<220>
<223> Cebador
<400>
tcagaggcag tggagcctcc agtcage

<210> 27

<211> 115
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400>

Gln
1
Ser
Glu
Gly
Gln
65
Met
Thr

Val

<210> 28

Val
Val
Met
Ala
50

Asp
Glu

Arg

Ser

Gln Leu Val

Thr
His
35

Ile
Arg
Leu

Phe

Ser
115

<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400>

Asp
1

Glu
Asn

Pro

Asp
65

Ser

Thr

<210> 29

Ile
Pro
Arg
Gln
50

Arg

Arg

His

Val
Ala
Asn
35

Leu

Phe

Val

val

<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400>

Asp
1
Glu
Asn
Pro
Asp
65

Ser

Thr

<210> 30

Ile
Pro
Arg
Gln
50

Arg
Arg

His

Val
Ala
Asn
35

Leu
Phe
Val

vVal

Val
20

Trp
Asp
Val

Ser

Tyr
100

Met
Ser
20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Met
Ser
20

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

5
Ser

Ile
Pro
Thr
Ser

85
Ser

Thr
5

Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Pro

Thr
5

Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Pro

Gln
Cys
Arg
Lys
Leu
70

Leu

Tyr

Gln
Ser
Leu
Tyr

Ser
70

Glu

Thr

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Ser
Lys
Gln
Thr
55

Thr
Thr

Thr

Ser
Cys
His
Lys
55

Gly
Asp

Phe

Ser
Cys
His
Lys
55

Gly

Asp

Phe

Gly
Ala
Pro
Gly
Ala
Ser

Tyr

Pro
Gln
Trp
40

val

Ser

Val

Gly

Pro
Gln
Trp
40

Val
Ser

Val

Gly

Ala
Ser
25

Pro

Asp

Asp

‘Glu

Trp
105

Leu
Ala
25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Leu
Ala
25

Tyr
Ser
Gly
Gly

Gln
105

ES 2394471 T3

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys

Asp

Gly

Ser
10

Ser
Leu

Asn

Thr

vVal
90
Gly

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val

90
Gly

val
Tyr
Glu
Ala
Ser
75

Thr

Gln

Leu
Glu
Gln
Arg

Asp
75

Tyr

Thr

Leu
Glu
Gln
Arg
Asp
Tyr

Thr

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Gly

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe
Tyr

Lys

Pro
Ser
Lys
Phe
Phe
Tyr

Lys

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser

val

Thr

Val
Leu
Pro
45

Ser

Thr

Cys

Leu

val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Val

50

27

Pro Gly
15

Thr Asp

30

Glu Trp

Glu Ser
Thr Ala

Tyr Tyr

95
Leu Val
110

Thr Pro
15

Val His

30

Gly Gln

Gly val

Leu Lys

Ser Gln
95

Glu Ile
110

Thr Pro
15
Val His

Gly Gln
Gly Vval
Leu Lys
Ser Gln
95

Glu Ile
110

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Thr

Gly
Ser
Ser
Pro

Ile

Asn

Lys

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
Asn

Glu
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<211> 327
<212> PRT
<213> homo sapiens
<400>

Ala
1
Ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp
145
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu

225
Asn

Ile
Thr
Arg
Cys

305
Leu

<210> 31

Ser
Thr
Pro
val
50

Ser
Thr
vVal
Phe
Thr
130
Val
vVal
Ser
Leu
Ser
210

Pro

Gln

Ala
Thr
Leu
290

Ser

Ser

Thr Lys Gly

Ser
Glu
35

His
Ser
Cys
Glu
Leu
115
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
195
Ser

Gln

val

Val
Pro
275
Thr
Val

Leu

<211> 330
<212> PRT
<213> homo sapiens
<400>

Glu
20

Pro
Thr
Val
Asn
Ser
100
Gly
Met
Gln
Val
Tyr
180
Gly
Ile
val
Ser
Glu
260
Pro
Val
Met

Ser

5
Ser

Val
Phe
Val
val
85

Lys
Gly
Ile
Glu
His
165
Arg
Lys
Glu
Tyr

Leu

245
Trp

val
Asp
His

Leu
325

Pro
Thr
Thr
Pro
Th;
70

Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
150
Asn
val
Glu
Lys
Thr

230
Thr

Glu
Leu
Lys
Glu

310
Gly

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Gly
Ser
Arg
135
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
215

Leu

Cys

Ser
Asp
Ser
295
Ala

Lys

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Pro
Val
120
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
200
Ile

Pro

Leu

Asn
Ser
280
Arg

Leu

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Phe
Pro
Val
Thr
Val
185
Cys
Ser

Pro
Val
Gly
265
Asp

Trp

His

ES 2394471 T3

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
170
Leu
Lys
Lys
Ser

Lys

250
Gln

Gly
Gln

Asn

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Phe
val
Phe
155
Pro
Thr
Val
Ala
Gln
235
Gly
Pro
Ser

Glu

His
315

Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
Thr
Ser
Pro
Thr
140
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
220
Glu

Phe

Glu
Phe
Gly

300
Tyr

Pro
val
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
205
Gly
Glu

Tyr

Asn
Phe
285

Asn

Thr

51

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Lys
Val
Tyr
Glu
His
190
Lys
Gln
Met

Pro
Asn
270
Leu

Val

Gln

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
Ala
Pro
val
val
Gln
175
Gln
Gly
Pro
Thr

Ser

255
Tyr

Tyr
Phe

Lys

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
Pro
Lys
Val
Asp
160
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
240
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
320



Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
Lys
Pro
Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225
Leu
Pro
Asn
Leu
Val

305
Gln

<210> 32

Ser
Thr
Pro
vVal
50

Ser
Ile
Val
Ala
Pro
130
Val
val
Gln
Gln
Ala
210
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
290
Phe

Lys

Thr
Ser
Glu
His
Ser
Cys
Glu
Pro
115
Lys
val
Asp
Tyr
Asp
1395
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
275
Ser

Ser

Ser

<211> 328
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400>

Lys
Gly
20

Pro
Thr
Val
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys
Cys

Leu

Gly
Gly
Val
Phe
Val
Val
Lys
Leu
Thr
val
Val
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
245
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
325

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
230
val
val
Pro
Thr
Val

310
Leu

Ser
Ala
val
Ala
Val
His
Cys
Gly
Met
135
His
Val
Tyr
Gly
Ile
215
Val
Ser
Glu
Pro
val
295

Met

Ser

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Asp
Gly
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
280
Asp
His

Pro

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu
Lys
Glu

Gly

ES 2394471 T3

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
170
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
250
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
330

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
His
Val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
315

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
140
Val
Thr
val
Cys
Ser
220
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

300
His

Pro
val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
125
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285
Gln

Asn

52

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Phe
val
Phe
Pro
Thr
190
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
val
Ser
Lys
Asp
Phe
255
Glu
Phe
Gly

Tyr

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
320
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Ala
1
Ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Lys
Pro
Lys
val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225
Leu
Pro
Asn
Leu
Val

305
Gln

<210> 33

Serx
Thr
Pro
val
50

Ser
Ile
Val
Ala
Pro
130
vVal
Val
Gln
Gln
Ala
210
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
290
Phe

Lys

Thr
Ser
Glu
His
Ser
Cys
Glu
Pro
115
Lys
val
Asp
Tyr
Asp
195
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
275
Ser

Ser

Ser

<211> 328
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400>
Ala Ser Thr Lys Gly Pro

1

Lys
Gly
20

Pro
Thr
Val
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys
Cys

Leu

Gly
Gly
val
Phe
Val
val
85

Lys
Leu
Thr
Val
Val
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
245
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
325

5

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
230
Val
Val
Pro
Thr
Val

310
Leu

Ser Thr Ser Gly Gly Thr

20

Phe Pro Glu Pro Val Thr

35

Gly Val His Thr Phe Pro

50

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Cys
Gly
Met
135
His
vVal
Tyr
Gly
Ile
215
val
Ser
Glu
Pro
Val
295

Met

Ser

Ser
Ala
Val

Ala
55

Val
Ala
Ser
40

val
Pro
Lys
Asp
Gly
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
280
Asp
His

Pro

Val
Ala
Ser

40
val

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu

Lys

Glu

Phe
Leu
Trp

Leu
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Pro
Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
170
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
250
Ser
Asp

Ser

Ala

Pro
10

Gly
Asn

Gln

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
His
val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
315

Leu
Cys
Ser

Ser

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
140
Val
Thr
Val
Cys
Ser
220
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

300
His

Ala
Leu
Gly

Ser
60

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
125
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285
Gln

Asn

Pro
vVal
Ala

45
Gly

53

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
190
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Ser
Lys
30

Leu

Leu

Ser
i5

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
val
Ser
Lys
Asp
Phe
255
Glu
Phe
Gly

Tyr

Ser
15

Asp
Thr

Tyr

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
320

Lys
Tyr
Ser

Ser
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Leu Ser Ser Val Val Thr Val
65 70
Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
85
Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
100
Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
115
Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
130 135
Val Val Val Asp Val Ser Gln
145 150
Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
165
Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
180
His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
195
Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
210 215
Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
225 230
Met Thr Lys Asn Gln Val Ser
245
Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
260
Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
275
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
290 295
Val Phe Ser Cys Ser Val Met
305 310
Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
325
<210> 34
<211> 443
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400>
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser
1 5
Ser Val Thr Val Ser Cys Lys
20
Glu Met His Trp Ile Arg Gln
35
Gly Ala Ile Asp Pro Lys Thr
50 55
Gln Asp Arg Val Thr Leu Thr
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr
85
Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr
100
Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys
115
Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly
130 135
Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro
145 150

Pro
Lys
Asp
Gly
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
280
Asp
His

Pro

Gly
Ala
Pro
40

Gly
Ala
Ser
Tyr
Gly
120
Gly

Val

Ser
Pro
Lys
105
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu

Lys

Glu

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp
Glu
Trp
105
Pro

Thr

Thr
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Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
170
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
250
Ser
Asp

Ser

Ala

Glu
Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
90

Gly
Ser

Ala

Val

Ser
75

Asn
His
Val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
315

Val
Tyr
Glu
Ala
Ser
75

Thr
Gln
Val

Ala

Ser
155

Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
140
Val
Thr
Val
Cys
Ser
220
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

300
His

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Gly
Phe
Leu

140
Trp

Gly
Lys
Cys
Leu
125
Glu
Gln
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285
Gln

Asn

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser
val
Thr
Pro
125
Gly

Asn

54

Thr
Val
Pro
110
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
190
Val
Ala
Gln
Gly
Pro
270
Ser

Glu

His

Pro
Thr
Glu
Glu
Thr
Tyr
Leu
110
Leu
Cys

Ser

Gln
Asp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
Val
Ser
Lys
Glu
Phe
255
Glu
Phe

Gly

Tyr

Gly
Asp
Trp
Ser
Ala
Tyr
95

val
Ala

Leu

Gly

Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
320

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys
Thr
Pro

vVal

Ala
160
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Leu

Leu

Thr

Val

Pro
225
Phe
val
Phe
Pro
Thr
305
Val
Ala
Gln
Gly
Pro
385
Ser

Glu

His

<210> 35

Thr
Tyr
Gln
Asp
210
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
290
val
Ser
Lys
Glu
Phe
370
Glu
Phe

Gly

Tyr

Ser
Ser
Thr
185
Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
275
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
355
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
435

<211> 443
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400>
Val Gln Leu Val

Gln
1
Ser
Glu
Gly
Lys
65
Met
Thr
Val

Ser

Val
Met
Ala
50

Gly
Glu
Arg

Ser

Ser
130

Lys
His
35

Leu
Arg
Leu
Phe
Ser

115
Lys

Gly
Leu
180
Tyr
Lys
Pro
Lys
val
260
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
340
Met
Pro
Asn
Leu
val

420
Gln

val
20

Trp
Asp
Val
Ser
Tyr
100
Ala

Ser

val
165
Ser
Ile
val
Ala
Pro
245
Val
Val
Gln
Gln
Ala
325
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
405
Phe

Lys

5
Ser

Val
Pro
Thr
Ser
85

Ser

Ser

Thr

His
Ser
Cys
Glu
Pro
230
Lys
val
Asp
Tyr
Asp
310
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
390
Ser

Ser

Ser

Gln
Cys
Arg
Lys
Leu
70

Leu
Tyr
Thr

Ser

Thr
val
Asn
Pro
215
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
295
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
375
Thr
Lys
Cys

Leu

Ser
Lys
Gln
Thr
55

Thr
Thr
Thr
Lys

Gly
135

Phe
val
Val
200
Lys
Leu
Thr
val
Val
280
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
360
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
440

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser
Tyr
Gly

120
Gly

Pro
Thr
185
Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
265
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
345
Val
val
Pro
Thr
Val

425
Leu

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp
Glu
Trp
105

Pro

Thr
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Ala
170
Val
His
Cys
Gly
Met
250
Gln
val
Tyr
Gly
Ile
330
Val
Ser
Glu
Pro
Val
410
Met

Ser

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
90

Gly

Ser

Ala

Val
Pro
Lys
Asp
Gly
235
Ile
Glu
His
Arg
Lys
315
Glu
Tyr
Leu
Trp
val
395
Asp
His

Pro

Val
Tyr
Gln
Ala
Ser
75

Thr
Gln

Val

Ala

Leu
Ser
Pro
Lys
220
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
300
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
380
Leu

Lys

Glu

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Gly

Phe

Leu
140

Gln
Ser
Ser
205
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
285
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
365
Ser
Asp

Ser

Ala

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser
vVal
Thr
Pro

125
Gly

55

Ser
Ser
190
Asn
His
Val
Thr
Glu
270
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
350
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
430

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Leu
110

Leu

Cys

Ser
175
Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
255
Val
Thr
val
Cys
Ser
335
Pro
Val
Gly
Asp
Trp
415
His

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Val
Ala

Leu

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
240
Glu
Gln
Lys
Leu
Lys
320
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
400

Gln

Asn

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Thr

Pro

Val



Lys
145
Leu
Leu
Thr
Val
Pro
225
Phe
val
Phe
Pro
Thr
305
Val
Ala
Gln
Gly
Pro
385
Ser

Glu

His

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
210
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
290
val
Ser
Lys
Glu
Phe
370
Glu
Phe

Gly

Tyr

Tyr
Ser
Ser
Thr
195
Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
275
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
355
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
435

Phe
Gly
Leu
180
Tyr
Lys
Pro
Lys
val
260
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
340
Met
Pro
Asn
Leu
val

420
Gln

Pro
Val
165
Ser
Ile
Val
Ala
Pro
245
Val
Val
Gln
Gln
Ala
325
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
405
Phe

Lys

Glu
150
His
Ser
Cys
Glu
Pro
230
Lys
val
Asp
Tyr
Asp
310
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
390
Ser

Ser

Ser

Pro
Thr
Val
Asn
Pro
215
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
295
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
375
Thr
Lys
Cys

Leu

val
Phe
Val
Val
200
Lys
Leu
Thr
Val
Val
280
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
360
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
440

Thr
Pro
Thr
185
Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
265
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
345
Val
Val
Pro
Thr
Val

425
Leu
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Val
Ala
170
val
His
Cys
Gly
Met
250
Gln
Val
Tyr
Gly
Ile
330
Val
Ser
Glu
Pro
val
410
Met

Ser

Ser
155
val
Pro
Lys
Asp
Gly
235
Ile
Glu
His
Arg
Lys
315
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
395
Asp
His

Pro

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
220
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
300
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
380
Leu
Lys

Glu

Asn
Gln
Ser
Ser
205
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
285
val
Tyr
Thr
Leu
Cys
365
Ser
Asp

Ser

Ala

56

Ser
Ser
Ser
190
Asn
His
Val
Thr
Glu
270
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
350
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
430

Gly
Ser
175
Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
255
Val
Thr
val
Cys
Ser
335
Pro
val
Gly
Asp
Trp

415
His

Ala
160
Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
240
Glu
Gln
Lys
Leu
Lys
320
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
400
Gln

Asn
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que comprende una regién variable de la cadena pesada mostrada en el SEQ ID NO: 27 y una
region variable de la cadena ligera mostrada en el SEQ ID NO: 29.

2. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende una regién constante de un anticuerpo humano.

3. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 2, donde la regidon constante comprende una secuencia mostrada
en el SEQ ID NO: 32 0 el SEQ ID NO: 33.

4. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el anticuerpo tiene un contenido
reducido de fucosa anclada a la regién Fc del anticuerpo.

5. Una composicion que comprende el anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y un
portador farmacéuticamente aceptable.

6. Un agente anticanceroso que comprende como ingrediente activo el anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4.

7. El agente anticanceroso de acuerdo con la reivindicacion 6, donde el cancer es cancer de higado.

8. Un acido nucleico que codifica un polipéptido para el anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

9. Una célula anfitriona que comprende el acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 8.
10. La célula anfitriona de acuerdo con la reivindicacion 9, donde la célula anfitriona es una célula animal carente de
transportador de fucosa, una célula animal con la fucosil-transferasa suprimida, o una célula animal en la cual esta

modificada una modificacion de la cadena de azicar ramificada compleja.

11. Un método para preparar un anticuerpo que comprende cultivar la célula anfitriona de acuerdo con la
reivindicacion 9 6 10 y recuperar un polipéptido del cultivo celular.

12. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en un método para el
tratamiento del cancer.

13. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 12, donde el cancer es cancer de higado.
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[FIG.8]
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[FIG. 9]
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[FIG. 15)
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