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DESCRIPCION

Anticuerpo anti-glipicano 3

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un anticuerpo anti-glipicano 3. Especificamente, la presente invencion se refiere a
un anticuerpo anti-glipicano 3 que presenta modificaciones en la secuencia de aminoacidos de la region Fc y
muestra un aumento de la actividad ADCC.

ANTECEDENTES

Glipicano 3 (GPC3) es un miembro de la familia de proteoglicanos de heparan sulfato que aparecen en la superficie
de las células y se sugiere que GPC3 puede participar en la division celular durante el desarrollo y crecimiento de las
células cancerosas aunque su funcién aun no se ha aclarado bien.

Se ha encontrado que un determinado anticuerpo que se une a GPC3 tiene un efecto de inhibicion del crecimiento
celular a través de su actividad ADCC (citotoxicidad dependiente de anticuerpo) y CDC (citotoxicidad dependiente de
complemento) (documento WO2003/000883, incorporado en este documento como referencia en su integridad).

En el caso en que se desarrolla un agente antineoplasico utilizando la actividad citotoxica de un anticuerpo, es
deseable que el anticuerpo utilizado presente un aumento de la actividad ADCC. Por tanto, es deseable un
anticuerpo anti-GPC3 que presente un aumento de la actividad citotéxica para el anticuerpo que reconoce GPC3.

Un objeto de la invencion es proporcion un anticuerpo anti-GPC3 que presenta un aumento de la citotoxicidad en
comparacioén con los anticuerpos convencionales.

RESUMEN

Se ha encontrado que puede obtenerse un anticuerpo anti-glipicano 3 con un aumento de la actividad ADCC
modificando la secuencia de aminoacidos en la regién Fc del anticuerpo.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo anti-glipicano 3 como se define en las
reivindicaciones en las que uno o mas de los restos de aminoacidos en las posiciones 239, 298, 326, 330y 332 en la
region Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos.

La presente descripcion proporciona un anticuerpo anti-glipicano 3 seleccionado a partir del grupo compuesto por:

a) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que el resto de aminoacido de la posicion 332 de la region Fc se sustituye por
otro resto de aminoacido;

b) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que los restos de aminoacidos de las posiciones 239, 330 y 332 de la region
Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos;

c) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que los restos de aminoacidos de las posiciones 239, 298 y 332 de la region
Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos;

d) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que los restos de aminoacidos de las posiciones 239, 326 y 332 de la region
Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos;

€) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que los restos de aminoacidos de las posiciones 239, 298, 326 y 332 de la
region Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos.

La presente descripcion proporciona un anticuerpo anti-glipicano 3 seleccionado a partir del grupo compuesto por:

a) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene acido glutamico en la posicion 332 de la region Fc;

b) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene acido aspartico en la posicion 239, leucina en la posicién 330 y acido
glutamico en la posicion 332 de la region Fc;

c) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene acido aspartico en la posicion 239, alanina en la posicién 298 y acido
glutamico en la posicion 332 de la region Fc;

d) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene acido aspartico en la posicion 239, treonina en la posicién 326 y acido
glutamico en la posicion 332 de la region Fc;
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e) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene acido aspartico en la posicion 239, alanina en la posicién 298, acido
glutamico en la posicion 326 y acido glutamico en la posicion 332 de la region Fc;

La presente descripcion proporciona un anticuerpo anti-glipicano 3 seleccionado a partir del grupo compuesto por:

a) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que el resto de aminoacido de la posicion 332 de la region Fc se sustituye por
acido glutamico;

b) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que los restos de aminoacidos de las posiciones 239, 330 y 332 de la region
Fc estan sustituidos por acido aspartico, leucina y acido glutamico, respectivamente;

c) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que los restos de aminoacidos de las posiciones 239, 298 y 332 de la region
Fc estan sustituidos por acido aspartico, alanina y acido glutamico, respectivamente;

d) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que los restos de aminoacidos de las posiciones 239, 326 y 332 de la region
Fc estan sustituidos por acido aspartico, treonina y acido glutamico, respectivamente;

€) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que los restos de aminoacidos de las posiciones 239, 298, 326 y 332 de la
region Fc estan sustituidos por acido aspartico, alanina, acido glutamico y acido glutamico, respectivamente.

La presente descripcion proporciona un agente antineoplasico que comprende el anticuerpo anti-glipicano 3 de la
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, asi como un procedimiento de tratamiento de un paciente con
cancer que comprende la administracion al paciente del agente antineoplasico de la invencion.

Ademas, la presente descripcion proporciona un procedimiento para producir un anticuerpo anti-glipicano 3 con un
aumento de la citotoxicidad que comprende:

i) cultivar una célula huésped manipulada genéticamente para expresar un polinucleétido que codifica un anticuerpo
anti-glipicano 3 en el que uno o mas de los restos de aminoacidos en las posiciones 239, 298, 326, 330 y 332 de la
region Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos; y

ii) aislar el anticuerpo a partir del cultivo.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un procedimiento como se define en las reivindicaciones para
producir un anticuerpo anti-glipicano 3 con un aumento de citotoxicidad que comprende:

i) cultivar una célula huésped manipulada genéticamente para expresar un polinucleétido que codifica un anticuerpo
anti-glipicano 3 seleccionado a partir del grupo compuesto por:

a) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que el resto de aminoacido de la posicion 332 de la region Fc se sustituye por
otro resto de aminoacido;

b) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que los restos de aminoacidos de las posiciones 239, 330 y 332 de la region
Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos;

c) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que los restos de aminoacidos de las posiciones 239, 298 y 332 de la region
Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos;

d) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que los restos de aminoacidos de las posiciones 239, 326 y 332 de la region
Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos;

€) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que los restos de aminoacidos de las posiciones 239, 298, 326 y 332 de la
region Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos; y

ii) aislar el anticuerpo a partir del cultivo.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un procedimiento como se define en las reivindicaciones para
producir un anticuerpo anti-glipicano 3 con un aumento de la citotoxicidad que comprende:

i) cultivar una célula huésped manipulada genéticamente para expresar un polinucleétido que codifica un anticuerpo
anti-glipicano 3 seleccionado a partir del grupo compuesto por:

a) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene acido glutamico de la posicion 332 de la region Fc;

b) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene acido aspartico de la posicion 239, leucina de la posicién 330 y acido
glutamico de la posicion 332 de la region Fc;
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c) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene acido aspartico de la posicion 239, alanina de la posicion 298 y acido
glutamico de la posicion 332 de la region Fc;

d) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene acido aspartico de la posicion 239, treonina de la posicién 326 y acido
glutamico de la posicion 332 de la region Fc;

e) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene acido aspartico de la posicion 239, alanina de la posicién 298, acido
glutamico de la posicion 326 y acido glutamico de la posicién 332 de la region Fc; y

ii) aislar el anticuerpo a partir del cultivo.

Aun en otro aspecto, la presente invencidon proporciona un anticuerpo anti-glipicano 3 como se define en las
reivindicaciones seleccionado a partir del grupo compuesto por:

a) un anticuerpo anti-glipicano 3 que contiene el dominio CH2-CH3 que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N.° 34;

b) un anticuerpo anti-glipicano 3 que contiene el dominio CH2-CH3 que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N.° 35;

c) un anticuerpo anti-glipicano 3 que contiene el dominio CH2-CH3 que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N.° 36;

d) un anticuerpo anti-glipicano 3 que contiene el dominio CH2-CH3 que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N.° 37; y

e) un anticuerpo anti-glipicano 3 que contiene el dominio CH2-CH3 que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N.° 38.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

En la figura 1 se muestra el esquema de preparacion del anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado con Fc modificado
de la invencion.

En la figura 2 se muestra el resultado del analisis por PAGE en presencia de SDS (PAGE-SDS) de un anticuerpo
anti-glipicano 3 humanizado con Fc modificado de la invencion.

En la figura 3 se muestra una cromatografia de un anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado con Fc modificado y
purificado que se analiza a través de una columna de filtracion en gel.

En la figura 4 se muestra la actividad ADCC frente a células SK-03 de los anticuerpos anti-glipicano 3 humanizado
con Fc modificado y de tipo silvestre, usando PBMC derivados de sangre periférica humana.

En la figura 5 se muestra la actividad ADCC frente a células HepG2 de los anticuerpos anti-glipicano 3 humanizado
con Fc modificado y de tipo silvestre, usando células efectoras derivadas de médula ésea de raton.

DESCRIPCION DETALLADA

En la presente invencién se proporciona un anticuerpo que presenta modificaciones en la region Fc. En la figura 1 se
muestra la estructura y el esquema de preparacion del anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado con Fc modificado de
la invencion.

En general, el anticuerpo es un heterotetramero de aproximadamente 150.000 daltons y estd compuesto por dos
cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena ligera esta unida a la cadena
pesada a través de un puente disulfuro covalente y el nimero de puentes disulfuro entre las cadenas pesadas varia
dependiendo del isotipo del anticuerpo. La cadena pesada y la cadena ligera tiene cada una puentes disulfuro
intracatenarios a intervalos determinados. Cada cadena pesada tiene un dominio variable (VH) en uno de sus
extremos y tiene muchos dominios constantes unidos a este. Cada cadena ligera tiene un dominio variable (VL) en
uno de sus extremos y tiene una region constante en el otro extremo de la misma. La region constante de la cadena
ligera esta en paralelo con respecto a la primera region constante de la cadena pesada y la regién variable de la
cadena ligera esta en paralelo con respecto a la region variable de la cadena pesada. Se considera que restos de
aminoacidos especificos forman una interfaz entre los dominios variables de la cadena ligera y la cadena pesada
(Chothia y col., J. Mol. Biol., 186:651-666 (1985); Novotny y Haber, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:4592-4596
(1985)].
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La cadena ligera de un anticuerpo derivado de un vertebrado puede clasificarse en dos tipos diferentes,
denominados kappa (k) y lambda (X) en funciéon de la secuencia de aminoacidos de la region constante de las
mismas. Ademas, el anticuerpo puede clasificarse en clases diferentes en funcién de la secuencia de aminoacidos
del dominio constante de la cadena pesada de la misma. El anticuerpo incluye al menos cinco clases principales:
IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, y algunos de ellos pueden clasificarse en subclases (isotipos), p. €j., IgG1, 1gG2, IgG3 e
IgG4; IgA1 e IgA2. Los dominios de la cadena constante de clases diferentes se denominan a, o, €, y y J. En la
materia son conocidas la estructura de la subunidad y la estructura tridimensional de la inmunoglobulina de cada
clase. También es sabido que existen alotipos en la secuencia de la regién Fc de la IgG-1, por ejemplo, G1m(1),
nG1m(1), G1m(2), G1m(3), nG1m(17), etc. (M. S. Schanfield y E. van Loghem, «<Human Immunoglobulin Allotypes»
andbook of Experimental Immunology, Vol.3, Cap. 94, Pags. 1-18, Blackwell Scientific Publishers. Oxford, U.K. 1986,
42 Edicion).

La regioén Fc significa una region de un fragmento Fc de una molécula de anticuerpo que comprende una parte de la
region bisagra, los dominios CH2 y CH3 y tiene un peso molecular de aproximadamente 50.000. La region Fc de la
cadena pesada de la IgG humana comprende de la treonina 225 en el extremo C-terminal, en el caso de que la
molécula se digiera con papaina (Burton, D. R 1985. Immunoglobulin G: functional sites. Mol. Immunol. 22:161-206).

La numeracion de la posicion de los aminoacidos utilizada en este documento hace referencia al procedimiento del
«Indice UE» de Kabat y col. (Kabat EA y col., 1991, Sequence of Proteins of Immunological Interest. 52 Ed. NIH).

La region Fc se une a un receptor Fc (FcR) presente sobre la superficie celular de células efectores, como
macrofagos y células NK. El receptor Fc participa en la citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC), en la
reaccion de anafilaxia, en la reaccion de idiotipo, etc. El tipo de receptor Fc varia, dependiendo del subtipo de
inmunoglobulina. Por ejemplo, el receptor Fc de la IgG es el receptor Fcy, el receptor Fc de la IgE es el receptor Fce
y el receptor Fc de la IgA es el receptor Fca.

El dominio CH2-CH3 consta del dominio CH2 y del dominio CH3. El dominio CH2-CH3 de una cadena pesada de la
IgG humana es de la alanina 233 al extremo C terminal.

Anticuerpo con Fc modificado

El anticuerpo de la invencidon es un anticuerpo con Fc modificado en el que se ha modificado la secuencia de
aminoacidos en la region Fc. «Modificacion» o «mutagénesis especifica de sitio (mutagénesis)» usado en la
invencion incluye sustituir un resto de aminoacido original (no modificado) por cualquier otro resto de aminoacido,
delecion de un resto de aminoacido original y adicion de un resto de aminoacido adicional, aunque preferiblemente
indica sustitucion de un resto de aminoacido original por cualquier otro resto de aminoacido. La secuencia de
aminoacidos original (sin modificar) como se refiere en este documento normalmente es una secuencia de una
region Fc natural. En este contexto, «modificacion» y «mutagénesis» de un resto de aminoacido se usan con el
mismo significado.

En la invencion, la modificacién de un resto de aminoacido puede llevarse a cabo mediante la mutacién del ADN que
codifica el anticuerpo.

En la invencion, «mutacion del ADN» significa que el ADN se muta de forma que pueda corresponderse con el resto
de aminoacido que se va a modificar. Mas especificamente, significa que el ADN que codifica el resto de aminoacido
original se muta en un ADN que codifica el resto de aminoacido que se va a modificar. En general, significa
manipulaciéon genética o tratamiento con mutagénesis para la insercion, delecion o sustitucion de al menos un
nucleétido del ADN original para obtener un coddén que codifique el resto de aminoacido pretendido.
Especificamente, el codon que codifica el resto de aminoacido original se sustituye por el codén que codifica el resto
de aminoacido que se va a modificar. Los expertos en la materia pueden realizar facilmente dicha mutacién de ADN
seguin una técnica conocida, por ejemplo, segun un procedimiento de mutagénesis especifica de sitio como el
procedimiento de mutagénesis mediante PCR (Hashimoto-Gogoh, T. y col., (1995) Gene 152, 271-275; Zoller, MJ y
Smith, M., (1983) Methods Enzymol.,100, 468-500; Kramer, W. y col., (1984) Nucleic Acids, Res., 12, 9441-9456;
Kramer W. y Fritz HJ, (1987) Methods Enzymol., 154, 350-367; Kunkel, TA, (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82,
488-492; Kunkel, (1988) Methods Enzymol., 85, 2763-2766).

El nimero de residuos de aminoacidos en la regiébn Fc que se van a modificar en la invencidon no esta
especificamente limitado, aunque pueden modificarse uno o mas restos de aminoacidos (por ejemplo de 1 a 30 o 2,
3,4005).

Preferiblemente uno o mas restos de aminoacidos de las posiciones 239, 298, 326, 330 y 332 de la region Fc se
sustituyen por otros restos de aminoacidos. Ademas, cualquier resto de aminoacido de la region Fc puede sustituirse
por aquellos de cualquier alotipo de IgG1, por ejemplo, por los restos de aminoacidos de G1m(1) y nG1m(1).

El anticuerpo anti-glipicano 3 de la invencion no esta especificamente limitado mas alla de su union a glipicano 3,
aunque preferiblemente, el anticuerpo se une especificamente al glipicano 3. Se conocen la secuencia del gen y la
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secuencia de aminoacidos del glipicano 3 (Lage, H. y col., Gene 188 (1997), 151-156). El anticuerpo anti-glipicano 3
de la invencion es preferiblemente 1IgG, mas preferiblemente IgG1.

Citotoxicidad

El anticuerpo anti-glipicano 3 de la invenciéon que contiene la regiéon Fc modificada muestra un aumento de la
actividad citotoxica en comparaciéon con el anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene una region Fc natural o de tipo
silvestre.

La actividad citotdxica incluye, por ejemplo, la actividad citotoxica mediada por células dependiente de anticuerpo
(ADCC) y la actividad dependiente de complemento (CDC). En la invencion, la actividad CDC significa una actividad
citotoxica causada por el sistema del complemento y la actividad ADCC significa que, cuando se adhiere un
anticuerpo especifico al antigeno de la superficie celular de una célula diana, entonces, la célula que tiene un
receptor Fcy (p. j., un inmunocito) se une a la region Fc a través de un receptor Fcy para alterar de este modo la
célula diana.

La determinacion de si un anticuerpo tiene actividad ADCC o actividad CDC puede realizar segun un procedimiento
conocido (por ejemplo, véase el capitulo 7 de Current Protocols in Immunology, Immunologic Studies in Humans,
Editor, John E. Coligan y col., John Wiley & Sons, Inc. (1993)).

Por ejemplo, la actividad ADCC puede determinarse mezclando una célula efectora, una célula diana y un
anticuerpo anti-glipicano 3 y analizando, a continuacion, el grado de actividad ADCC. La célula efectora puede
incluir, por ejemplo, un esplenocito de ratén, o un monocito aislado de médula 6sea o sangre periférica humana. La
célula diana puede incluir una linea celular humana establecida como la linea celular de hepatocito humano HuH-7.
Se afiade un anticuerpo anti-glipicano 3 a la célula diana previamente marcada con Scr y se incuba; a continuacion
se aflade una célula efectora en una proporciéon adecuada a la célula diana. Tras la incubacioén, el sobrenadante se
recoge y se analiza la radioactividad para determinar la actividad ADCC del anticuerpo.

La actividad CDC puede terminarse mezclando la célula diana marcada mencionada anteriormente y un anticuerpo
anti-glipicano 3, afiadiendo un complemento a la mezcla e incubando y, a continuacién, analizando la radiactividad
en el sobrenadante.

Anticuerpo

El término «anticuerpo» como se refiere en este documento se usa en el sentido mas amplio de la palabra,
indicando cualquiera y todo anticuerpo que incluya anticuerpo monoclonal (incluyendo anticuerpo monoclonal de
tamafio completo), anticuerpo policlonal, mutante de anticuerpo, fragmento de anticuerpo, anticuerpo poliespecifico
(p- €j., anticuerpo biespecifico), anticuerpo quimera, anticuerpo humanizado y otros, siempre que muestre la
actividad biolégica deseada.

El anticuerpo y la inmunoglobulina son proteinas que tienen las mismas caracteristicas estructurales, y el anticuerpo
en la invencion incluye inmunoglobulina.

El término «anticuerpo monoclonal» como se refiere en este documento indica un anticuerpo obtenido a partir de un
grupo de anticuerpos sustancialmente homogéneos, o es decir, un grupo de anticuerpos en los que todos los
anticuerpos individuales son uniformes excepto mutante menores que pueden aparecer en la naturaleza. Un
anticuerpo monoclonal es altamente especifico y generalmente actia sobre un Unico sitio del antigeno.
Adicionalmente, al comparar con preparaciones de anticuerpos policlonales convencionales que tipicamente
incluyen diferente anticuerpos frente a diferente epitopes, cada anticuerpo monoclonal se dirige frente a un Unico
epitope de un antigeno. Ademas de su especificidad ,un anticuerpo monoclonal tiene otra ventaja en que se sintetiza
mediante cultivo de un hibridoma que no esta contaminado con ningun otro anticuerpo. El adjetivo «monoclonal»
sugiere la naturaleza del anticuerpo obtenido a partir de un grupo de anticuerpos sustancialmente uniformes y no
requiere que el anticuerpo se produzca mediante un procedimiento especifico. Por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal para su uso en la invencidon puede producirse, por ejemplo, segin un procedimiento de hibridoma
(Kohler y Milstein, Nature 256:495 (1975)) o un procedimiento de recombinacion (documento USP 4.816.567). El
anticuerpo monoclonal para su uso en la invencién también puede aislarse a partir de un biblioteca de anticuerpos
en fagos (Clackson y col.; Nature, 352:624-628 (1991); Marks y col., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)).

El término «fragmento de anticuerpo» indica una porcién de un anticuerpo de longitud completa. El fragmento de
anticuerpo para su uso en la invencion es, preferiblemente, un fragmento de anticuerpo que mantiene una actividad
de unidn al anticuerpo y mantiene una actividad de citotoxicidad del anticuerpo de longitud completa.

Un anticuerpo multiespecifico es un anticuerpo que tiene especificidad frente al menos dos antigenos diferentes. En
general, este tipo de moléculas puede unirse a dos antigenos (es decir, anticuerpo biespecifico), aunque en esta
descripcion, el «anticuerpo multiespecifico» incluye anticuerpos con especificidad por mas de dos (por ejemplo, tres)
antigenos. El anticuerpo multiespecifico puede ser un anticuerpo de longitud completa o un fragmento de dicho
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anticuerpo. Por ejemplo, el anticuerpo biespecifico puede reconocer dos antigenos diferentes o puede reconocer
epitopes diferentes de un antigeno. Ademas, uno puede reconocer una sustancia citotoxica.

El anticuerpo de la presente invencion puede también ser un anticuerpo quimera o un anticuerpo humanizado. En
general, un anticuerpo quimera comprende una region variable derivada de un anticuerpo de un mamifero no
humano y una regién constante derivada de un anticuerpo humano. Por otro lado, el anticuerpo humanizado
comprende una region determinante de complementariedad procedente de un mamifero no humano y una region
estructural y una region constante derivada de un anticuerpo humano.

El origen de la regién variable en un anticuerpo quimera y el origen de una region CDR en un anticuerpo
humanizado no estan especificamente limitados aunque pueden derivar de cualquier animal. Por ejemplo, puede
usarse cualquier secuencia derivada de un anticuerpo murino, un anticuerpo de rata, un anticuerpo de conejo o un
anticuerpo de camello (Cook WJ y col., Protein Eng. 1996 Jul 9(7):623-8, Tsurushita N y col., J Immunol Methods.
2004 Dic 295(1-2):9-19; Sato K y col, Mol Immunol. 1994 Abr 31(5):371-81; Preparation of genetically engineered
monoclonal antibodies for human immunotherapy. Hum Antibodies Hybridomas. 1992 Jul 3(3):137-45; Genetically
engineered antibodies: progress and prospects. Crit Rev Immunol. 1992;12(3-4):125-68).

Para la region constante de un anticuerpo quimera y un anticuerpo humanizado, puede usarse aquellas derivadas de
un anticuerpo humano. Por ejemplo, pueden usarse Cy1, Cy2, Cy3 y Cy4 para la cadena H y pueden usarse Ck 'y CA
para la cadena L.

El anticuerpo quimera es un anticuerpo construido mediante combinacién de secuencias derivadas de diferentes
animales vy, por ejemplo, es un anticuerpo que comprende las regiones variables de la cadena pesada y la cadena
ligera de un anticuerpo murino y las regiones constantes de la cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo
humano. Dicho anticuerpo quimera puede construirse por cualquier procedimiento conocido. Por ejemplo, se ligan
un ADN que codifica una region variable de anticuerpo murino y un ADN que codifica una regién que codifica una
region constante de anticuerpo humano, a continuacién, se insertan dentro de un vector de expresion y se
introducen en un huésped para producir el anticuerpo pretendido.

Un anticuerpo humanizado, también denominado anticuerpo humano remodelado, se construye trasplantando una
region determinante de complementariedad (CDR) de un anticuerpo de un mamifero, excepto un humano, por
ejemplo, un anticuerpo murino dentro de una regién determinante de complementariedad de un anticuerpo humano.
En la materia se conoce un procedimiento de recombinacion genética general para obtener un anticuerpo
humanizado (véanse los documentos EP 125023 y WO96/02576).

Especificamente, puede sintetizarse una secuencia de ADN disefiada de modo que la regién CDR de un anticuerpo
murino ligado con la regién estructural (FR) de un anticuerpo humano puede sintetizarse mediante PCR usando,
como cebador, varios oligonucledtidos construidos de modo que tenga porciones solapantes con la region terminal
de ambas regiones CDR y FR (véase el procedimiento descrito en W098/13388).

La region estructural de un anticuerpo humano que se ligara con el CDR se selecciona de modo que la region
determinante de complementariedad pueda formar un buen sitio de unién al antigeno. Si se desea, los aminoacidos
de la region estructural de la region variable del anticuerpo pueden sustituirse de modo que la regiéon determinante
de complementariedad del anticuerpo humano remodelado pueda formar un sitio de union al antigeno adecuado
(Sato, K. y col., Cancer Res. (1993) 53, 851-856).

Ademas, esos anticuerpos también se incluyen en el anticuerpo de la invencién que presenta una mutacion en uno o
mas aminoacidos en regiones distintas a los sitios especificados de la region Fc mencionada anteriormente o de la
region CDR y que es funcionalmente equivalente al anticuerpo de la invencion.

Para preparar un polipéptido que comprenda una secuencia de aminoacidos diferente pero que sea funcionalmente
equivalente a un determinado polipéptido, un procedimiento de introduccién de una mutacién en el polipéptido es
bien conocido por los expertos en la materia. Por ejemplo, los expertos en la materia pueden introducir una mutacion
en el anticuerpo de la invencién segin una mutagénesis especifica de sitio y similar para preparar de este modo un
anticuerpo funcionalmente equivalente a dicho anticuerpo. La mutaciéon de aminoacidos también puede ocurrir de
forma espontanea.

Preferiblemente, un resto de aminoacido se muta por otro resto de aminoacido que tiene propiedades de cadena
lateral proximas a las del original. Por ejemplo, con respecto a sus propiedades, entre las cadenas laterales de
aminoacidos se incluyen aminoacidos hidréfobos ((A, I, L, M, F, P, W, Y, V), aminoacidos hidrofilos (R, D, N, C, E, Q,
G, H, K, S, T), aminoacidos con cadena lateral alifatica (G, A, V, L, |, P), aminoacidos con cadena lateral que
contiene un grupo hidroxilo (S, T, Y), aminoacidos con cadena lateral que contiene un atomo de azufre (C, M),
aminoacidos con cadena lateral que contiene acido carboxilico y amido (D, N, E, Q), aminoacidos con cadena lateral
que contiene una base (R, K, H), aminoacidos con cadena lateral aromatica (H, F, Y, W) (las letras entre paréntesis
representan el cédigo de una letra de los aminoacidos). Es sabido que un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos modificada a partir de la secuencia de aminoacidos original mediante delecién, adicion y/o sustitucion
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con cualquier otro aminoacido de uno o mas restos de aminoacidos sigue manteniendo sustancialmente la actividad
bioldgica del polipéptido original (Mark, D. F. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1984) 81, 5662-5666; Zoller, M. J. y
Smith, M., Nucleic Acids Research (1982) 10, 6487-6500; Wang, A. y col., Science 224, 1431-1433; Dalbadie-
McFarland, G., y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1982) 79,6409-6413).

El anticuerpo para su uso en la invencion puede ser un anticuerpo conjugado unido a diversos tipos de moléculas,
como polimeros no peptidicos, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), sustancias radiactivas y toxinas. Este anticuerpo
conjugando puede obtenerse mediante modificacion quimica del anticuerpo. El procedimiento de modificacion
quimica se ha establecido en la materia. El anticuerpo de la invencion puede incluir estos anticuerpos conjugados
(D. J. King., Applications and Engineering of Monoclonal antibodies., 1998 T. J. International Ltd, Monoclonal
Antibody-Based Therapy of Cancer., 1998 Marcel Dekker Inc; Chari y col., Cancer Res., 1992 Vol 152:127; Liu y col.,
Proc Natl Acad Sci USA., 1996 Vol 93:8681).

Preparacion del anticuerpo

El anticuerpo de la invencion puede producirse segun un procedimiento conocido por los expertos en la materia.
Especificamente, el ADN que codifica el anticuerpo pretendido se inserta en un vector de expresién. En esta etapa,
el ADN se inserta en un vector de expresion de manera que pueda expresarse bajo el control de una regién control
de expresion, por ejemplo, un potenciador y un promotor. A continuacion, una célula huésped se transforma con el
vector de expresion y el anticuerpo se expresa en la célula huésped. En este proceso, puede usarse una
combinacién de un huésped adecuado y un vector de expresion adecuado.

Entre los ejemplos de vectores se incluyen el vector M13, el vector pUC, pBR322, pBluescript, pCR-Script. Para el
subclonaje y la separacion del ADNc, por ejemplo, también pueden usarse pGEM-T, pDIRECT y pT7.

Los vectores de expresion son especialmente Utiles para el objetivo de produccién de anticuerpos. Cuando se usan
cepas de E. coli como JM109, DH5a, HB101 o XL1-Blue como huésped, el vector de expresion deberia tener
indispensablemente un promotor que dirija la expresion eficaz del vector en E. coli, por ejemplo, el promotor lacZ
(Ward y col., Nature (1989) 341, 544-546; FASEB J. (1992) 6,2422-2427), el promotor araB (Better y col., Science
(1988) 240,1041-1043) o el promotor T7. Entre los vectores de este tipo también se incluyen pGEX-5X-1
(Pharmacia), sistema de expresion QIA (QIAGEN), pEGFP y pET (en este caso, el huésped es preferiblemente un
BL21 que expresa la ARN polimerasa de T7).

El vector puede incluir una secuencia sefal para la secrecion del polipéptido. Para la secuencia sefial para la
secrecion del polipéptido puede usarse, por ejemplo, la secuencia sefial pelB (Lei, S. P. y col., Bacteriol. (1987) 169,
4397) para su produccion en el periplasma de E. coli. La introduccién del vector en una célula huésped puede
realizarse, por ejemplo, segun un procedimiento con cloruro calcico o un procedimiento de electroporacion.

Ademas de los vectores de expresion de E. coli, el vector utilizado para la produccién de polipéptidos en la invencion
incluye, por ejemplo, vectores de expresion derivados de mamiferos (p. ej., pcDNA3 (Invitrogen), pEGF-BOS
(Nucleic acids, Res., 1990, 18(17), p. 5322, incorporado en este documento como referencia en su integridad), pEF,
pCDMB8); vectores de expresion derivados de células de insectos (p. €j., sistema de expresion de baculovirus
(GIBCO BRL) Bac-toBAC, pBacPAKS); vectores de expresion derivados de vegetales (p. €j., pMH1, pMH2), vectores
de expresion derivados de virus animales (p. ej., pHSV, pMV, pAdelLcw), vectores de expresion derivados de
retrovirus (p. €j., pZIPneo), vectores de expresion derivados de levaduras (p. e€j., kit de expresion de Pichia
(Invitrogen), pNV11, SP-QO1), vectores de expresion derivados de Bacillus subtilis (p. ej., pPL608, pKTH50).

Para la expresion de células animales como células CHO, células COS o células NIH3T3, el vector debe tener
indispensablemente un promotor necesario para la expresion intracelular, por ejemplo, el promotor SV40 (Mulligan y
col., Nature (1979) 277, 108, incorporado en este documento como referencia en su integridad), promotor MMTV-
LTR, promotor EF1a (Mizushima y col., Nucleic Acids Res (1990) 18, 5322), promotor CAG (Gene (1991) 108, 193) y
promotor de CMV. Preferiblemente, el vector tiene un gen para la seleccion de las células transformadas (p. €j., gen
de resistencia a farmacos capaz de ser diferenciado por un farmaco, (p. €j., neomicina, G418)). Entre los vectores
que tienen estas caracteristicas se incluyen, por ejemplo, pMAM, pDR2, pBK-RSV, pBK-CMV, pOPRSV, pOP13.

Ademas, con el fin de obtener una expresion génica estable y un aumento en el nimero de copias del gen en las
células, se introduce un vector que tiene un gen DHFR complementario (p. ej., pPCHOI) en células CHO deficientes
en la ruta sintética de acidos nucleicos para complementar la deficiencia y se amplifica con metotrexato (MTX). Con
el fin de una expresion transitoria del gen, las células COS que tienen un gen que expresa el antigeno SV40T en el
cromosoma se transforman con un vector que tiene un origen de replicaciéon SV40 (p. €j., pcD). El origen de
replicacion también puede derivar del virus del polioma, adenovirus, virus del polioma bovino (BPV), etc.
Adicionalmente, para aumentar el niumero de copias del gen en un sistema de células huésped, el vector de
expresion puede contener un marcador seleccionado, como el gen de la aminoglucosido transferasa (APH), gen de
la timidina quinasa (TK), gen de la xantina-guanina fosforribosil transferasa (Ecogpt) o gen de la dihidrofolato
reductasa (dhfr).
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Composicién farmacéutica

La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo de la invencion. Puesto
que el anticuerpo de la invencién muestra un aumento de la actividad citotéxica, es adecuado para su uso en
composiciones farmacéuticas y, en particular, es util como agente antineoplasico. Puesto que se ha demostrado que
un anticuerpo anti-glipicano 3 presenta citotoxicidad frente a una linea celular derivada de hepatoma (p. €j.,
documento WO03/00883), el anticuerpo de la invencion es especialmente util como farmaco para tratar el cancer
hepatico. Cuando el anticuerpo de la invencién se usa en composiciones farmacéuticas, este es preferiblemente un
anticuerpo humanizado a la vista de su antigenicidad en humanos.

La composicion farmacéutica de la invencién puede contener un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El vehiculo
farmacéuticamente aceptable incluye, por ejemplo, agua estéril, solucién salina fisiologica, estabilizador, excipiente,
antioxidante (p. ej., acido ascorbico), tampon (p. ej., acido fosférico, acido citrico, otros acidos organicos)
conservante, tensioactivo (p. ej., PEG, Tween), agente quelante (p. ej., EDTA) o aglutinante. Ademas, la
composicion farmacéutica de la invencion puede contener adicionalmente cualquier otro polipéptido de bajo peso
molecular, proteinas como albumina sérica, gelatina o inmunoglobulina, aminoacidos como glicina, glutamina,
asparragina, arginina, lisina; sacaridos como polisacaridos, monosacaridos; hidratos de carbono; alcoholes de
azucares como manitol, sorbitol. Cuando la composicidon se prepara como soluciéon acuosa para inyeccion, puede
combinarse con una solucion isotonica que contiene, por ejemplo, solucion salina fisioldgica, glucosa o cualquier otro
agente auxiliar, como D-sorbitol, D-manosa, D-manitol, cloruro sédico y con un auxiliar de disolucién adecuado (p.
€j., etanol), polialcohol (p. €j., propilenglicol, PEG), tensioactivo no iénico (p. €j., polisorbato 80, HCO-50).

Si se desea, la composicion puede encapsularse en microcapsulas (microcapsulas de hidroximetilcelulosa, gelatina,
poli(metilmetacrilato), etc.) o puede formarse dentro de sistemas coloides de administracion de farmacos (p. €j.,
liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas, nanocapsulas) (véase Remington’s
Pharmaceutical Science, 162 edicion, Oslo Ed. 1980). Adicionalmente, se conocen procedimientos para la
formulacion de farmacos de liberacion lenta y pueden ser aplicables a la invencion (Langer y col., J. Biomed. Mater.
Res., 1981, 15:167-277; Langer, Chem. Tech., 1982,12:98-105; documentos USP 3 773 919 y EP 58481; Sidman y
col., Biopolymers 1983, 22:547-556; EP 133,988).

La composicidon puede administrase a los pacientes por via oral o parenteral, pero preferiblemente por via
parenteral. El estado (forma de preparacion) de la composicién farmacéutica de la invencion no esta
especificamente limitado aunque incluye, por ejemplo, inyecciones, preparaciones transnasales, preparaciones
transpulmonares, preparaciones percutaneas, preparaciones liofilizadas y soluciones. Se prefieren las preparaciones
liofilizadas.

La liofilizacion puede realizarse por cualquier procedimiento bien conocido por los expertos en la materia (Pharm.
Biotechnol., 2002, 13,109-133; Int. J. Pharm., 2000, 203(1-2), 1-60; Pharm. Res., 1997, 14(8), 969-975). Por
ejemplo, una solucidon de la composicion se divide en alicuota de forma adecuada en viales de liofilizacion o en
recipientes similares se coloca en un congelador o en un liofilizador, o se introduce en un fluido refrigerante como
acetona/hielo seco y nitrégeno liquido. Cuando la preparacion del anticuerpo se conforma en una preparacion de
solucion de alta concentracion, esta puede prepararse segun un procedimiento bien conocido por los expertos en la
materia. Por ejemplo, puede emplearse un procedimiento de concentracion con membrana usando una membrana
TFF como se describe en J. Pharm. Sci., 2004, 93(6), 1390-1402.

La formulacion para inyeccion puede administrarse por via sistémica o tépica a modo de, por ejemplo, inyeccion
intravenosa, inyeccion intramuscular, inyeccion intraperitoneal o inyeccion subcutanea. Dependiendo de la edad y el
estado del paciente al que se administra la composicién, el procedimiento de administracién para este puede
seleccionarse de forma adecuada. La dosis puede seleccionar, por ejemplo, entre un intervalo de 0,0001 mg/kg de
peso corporal a 1.000 mg/kg de peso corporal por unidad de dosis. Alternativamente, la dosis puede seleccionarse
entre un intervalo de 0,001 a 100.000 mg/organismo. Sin embargo, la invencién no deberia limitarse a la dosis y al
procedimiento de administracién mencionado anteriormente.

La invencion se describe con mayor detalle en referencia a los siguientes ejemplos, a los cuales, sin embargo, la
invencion no deberia limitarse.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Produccidn del anticuerpo anti-GPC3 con Fc modificado:

Ejemplo 1-1: Preparacion de casetes de Fc para mutagénesis

Los anticuerpos anti-GPC3 humanizados con Fc modificado que contienen sustituciones de aminoacidos en la
secuencia de aminoacidos de la cadena H mostrada en la SEC ID N.° 19 se muestran en la tabla que aparece a
continuacion.. En la figura 1 se muestra la estructura y la estrategia de preparacion de los anticuerpos con Fc
modificado de la invencion.
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V22 1332E

V209 S239D/A330L/1332E

V212 S239D/S298A/1332E

Vvo22 S239D/K326T/1332E

V1608 S$239D/S298A/K326T/I332E
V209nG1m(1) | S239D/A330L/I332E/D356E/L358M

Usando los cebadores mostrados en las SEC ID N.° 1 a N.° 9, los casetes de mutacién de Fc para la construccion de
cinco tipos de anticuerpos con Fc modificados denominados V22, V209, V212, V922 y V1608 se produjeron segun
un procedimiento de reacciones solapantes de PCR (PCR walking). Especificamente, se usaron los cebadores
NormalF1 y NormalR1 usados para V22, V209 y V922 y se usaron los cebadores 212-F1 y 212-F1 para V212 y
V1608. Se llevo a cabo un primer paso de PCR en la soluciéon de reaccion de PCR mencionada a continuacion:

se mezclaron 5 pl de tampon KODx10, 5 pl y 2 yl de dNTP y MgCls, respectivamente (unido a la polimerasa KOD,
Toyobo). Se afiadieron, como se indica anteriormente, la combinacion de cebadores (20 pmoles/l, 1 pl de cada),
35,5 yl de dH0 y 0,5 pl de polimerasa KOD a 5 unidades/ul para completar 50 pl en total. La PCR se realizé en las
condiciones mencionadas a continuacion. 96°C 1 min; (98°C 15 s; 65°C 2 s; 74°C 15 s) x 2 ciclos; 74°C 30 s; 4°C.

Se tomd un microlitro del producto amplificado en el primer paso y se us6 en la siguiente reaccion PCR de segundo
paso. Especificamente, los cebadores NormalF2 y 212-R2 se usaron para V22 y V212; los cebadores NormalF2 y
209-R2 se usaron para V209; los cebadores NormalF2 y 922-R2 se usaron para V922 y los cebadores NormalF2 y
1608-R2 se usaron para V1608. El segundo paso de PCR se llevé a cabo en la solucion de reaccion de PCR
mencionada a continuacion:

se mezclaron 5 pl de tampon KODx10, 5 pl y 2 yl de dNTP y MgCly, respectivamente (unido a la polimerasa KOD,
Toyobo). Se afiadieron, como anteriormente, la combinacion de cebadores (20 umoles/l, 1 pl de cada), 1 ul del
producto amplificado en el primer paso como cebador, 35,5 pl de dH>O y 0,5 ul de polimerasa KOD a 5 unidades/pl
para completar 51 pl en total. La PCR se realizé en las condiciones mencionadas a continuacion.

96°C 1 min; (98°C 15 s; 65°C 2 s; 74°C 15 s) x 5 ciclos; 74°C 30 s; 4°C.

Se tomo un microlitro del producto amplificado en el segundo paso y se uso6 en la siguiente reaccion de PCR de
tercer paso. Especificamente, se usaron los cebadores NormalF3 y NormalR3 para V22, V209, V212, V922 y V1608
y el tercer paso de PCR se realiz6 en la solucién de reaccion de PCR mencionada a continuacion.

se mezclaron 5 pl de tampén KODx10, 5 yl y 2 pyl de dNTP y MgCl; , respectivamente (unido a la polimerasa KOD,
Toyobo). Se afiadieron, como anteriormente, la combinacion de cebadores (20 umoles/l, 1 pl de cada), 1 ul del
producto amplificado en el segundo paso como cebador, 35,5 yl de dH,O y 0,5 pl de polimerasa KOD a 5
unidades/ul para completar 51 pl en total. Usando esto, la PCR se realizd en las condiciones mencionadas a
continuacion.

96°C 1 min; (98°C 15s; 65°C 2 s; 74°C 20 s) x 35 ciclos; 74°C 1 min; 4°C.

Cada fragmento obtenido se subcloné en pBluescriptSK+ y se confirmé su secuencia.

Cebador sentido: 212-F1 (SEC ID N.° 1)

agttcaactggtacgtggacgpegtggagetgcataatgecaagacaaageegegggaggageagtacaacgecacgtace
gtetgatcagegtee

Cebador sentido: normalF2 (SEC ID N.° 2)

tetcceggaccectgaggicacatgegiggtagtogacgtgagecacgaagaccetgaggtecaagiicaacigglacgtggac
ggegtggagg

10
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Cebador sentido: normalF3 (SEC ID N.° 3)
geacctgagetectgggggeaccggacgtcticeteticcceccaaaacccaaggacaccetcatgaictcceggacoeciga
getecacatgegtoe

Cebador complementario: 212-R1 (SEC ID NO.° 4)

ggagaccitgeactigiactecttgecaticagecagtecigglgcaggacggteageacgetgaccacacggiacgtggogtt
gtactgetce ' '
Cebador complementario: 209-R2 (SEC ID N.° 5)

ggctgeecttiggetiiggagatgpttitctectegggeagigggaggoctitgtiggagacctigoactigtactecttgecattca

gce
Cebador complementario: 212-R2 (SEC ID N.° 6)

ggctgecctitggeittggagatggtitictcctcggggopetgggaggectttgitggagacetitgeacitgtactecttgecattca

gce

Cebador complementario: 922-R2 (SEC ID N.° 7)
‘ggctgeccittggetttgpagategtitictecteggggoctggoagoocgototizeapacctigeacttgtacicctigecatic.
agee

Cebador complementario: 1608-R2 (SEC ID N.° 8)

ggctgeecttiggetttggagatggtitictcctegggpgetgggagggcctegtiggagacctigeactigtactecttgecatica

gee

Cebador complementario: normalR3 (SEC ID N.° 9)
gagctccecegggatgggggcagggtgtacacctgtggticteggggcetgeccttiggetttggagatggttttctectegg

Ejemplo 1-2: Preparacion del vector que expresa el anticuerpo anti-GPC3 con Fc modificado:

Se construy6 un vector para la expresion del anticuerpo anti-GPC3 con Fc modificado de la invencién basado en un
gen que codifica un anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado preparado previamente por los inventores (cadena H,
SEC ID N.° 10; cadena L, SEC ID N.° 11), que se denomina «de tipo silvestre» en los ejemplos siguientes.

Las secuencias de aminoacidos de la region variable de la cadena H y la regién variable de la cadena L del
anticuerpo anti-GPC3 de tipo silvestre humanizado se muestran en la SEC ID N.° 21 (ver.k) y SEC ID N°. 22) (ver.a),
respectivamente. Las secuencias CDR del anticuerpo anti-GPC3 de tipo silvestre humanizado se muestran a
continuacion.

Cadena H

CDR1 DYEMH (SEC ID N.° 23)

CDR2 ALDPKTGDTAYSQKFKG (SEC ID N.° 24)

11
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CDR3 FYSYTY (SEC ID N.° 25)

Cadena L

CDR1 RSSQSLVHSNGNTYLH (SEC ID N.° 26)
CDR2 KVSNRFS (SEC ID N.° 27)

CDR3 SQNTHVPPT (SEC ID N.° 28)

Usando el gen de la cadena H del anticuerpo anti-GPC3 humana mostrada en la SEC ID N.° 10 como molde y
usando un cebador de SEC ID N.° 11 y un cebador de SEC ID N.° 12 con un sitio Sacl introducido previamente
como mutacion silente, la PCR se realizé en la condiciones mencionadas a continuacion.

se mezclaron 5 pl de tampon KODx10, 5 pl y 2 yl de dNTP y MgCly, respectivamente (unido a la polimerasa KOD,
Toyobo). Se afiadieron, como anteriormente, la combinacion de cebadores (20 umoles/|, 1 yl de cada), 1 pl del gen
de la cadena H del anticuerpo GPC3, 34,5 pl de dH20 y 0,5 pl de polimerasa KOD a 5 unidades/pl para completar 50
dl en total. La PCR se realizd en las condiciones mencionadas a continuacion.

96°C 1 min; (98°C 15 s; 65°C 2 s; 74°C 30 s) x 35 ciclos; 74°C 30 s; 4°C.

El fragmento obtenido se introdujo en el sitio Smal de pBluescriptSK+ (pB-Sacless) en el que el sitio Sacl se habia
rellenado previamente con un kit para obtener ADN con extremos romos (Takara Bio) y se confirmd su secuencia
(pb-GPCSacmt). A continuacion, a partir de un vector que contenia el gen de la cadena H del anticuerpo anti-GPC3
mostrado en la SEC ID. N.° 10, se corté un fragmento Smal-BamHI de aproximadamente 290 pb, correspondiente
con la secuencia del extremo C-terminal de la cadena H del anticuerpo anti GPC3 humano y se introdujo en el sitio
correspondiente de pB-GPCSacmt (pB-GPCSacmtC). A continuacion, el casete de mutacion Fc de V22, V209, V212
o V1608 producido en el ejemplo 1-1 se introdujo en el sitio Sacl-Smal de pB-GPBSacmtC y se confirmé la
secuencia de pB-GPCSacmtC. Adicionalmente, para completar la construccion de la cadena H mutada, se ligé un
fragmento EcoRI-Nhel de aproximadamente 415 pb del gen de la cadena H del anticuerpo GPC3 mostrado en la
SEC ID N.° 10 con este para obtener un gen que codifica la cadena H con Fc mutado.

El gen resultante que codificaba la cadena H mutada se escindié con EcoRI-Notl y se introdujo en el sitio
correspondiente de un vector de expresion en células animales pCXND3 (pC-aGPCh). A continuacion, un fragmento
de aproximadamente 3,1 kb, que contenia un gen de la cadena L del anticuerpo anti-GPC3 mostrado en la SEC ID
N.° 13 y una region promotora, se escindié con Hindlll y se ligd con el sitio correspondiente de pC-aGPCh para
obtener un vector de expresion del anticuerpo anti-GPC3. Los vectores pC-aGPChl para V22, V209, V212 y V1608
se designaron pC-aGPChl(22), pC-aGPChi(209), pC-aGPChiI(212), pC-aGPChI(922) y pC-aGPChI(1608),
respectivamente.

Las secuencias de aminoacidos de las cadenas H de V22, V209, V212 y V1608 se muestran en V22 (SEC ID N.°
29), V209 (SEC ID N.° 30), V212 (SEC ID N.° 31), V922 (SEC ID N.° 32) y V1608 (SEC ID N.° 33), respectivamente.
Las secuencias de aminoacidos de los dominios CH2-CH3 de V22, V209, V212 y V1608 se muestran en el domino
CH2-CH3 de V22 (SEC ID N.° 34), domino CH2-CH3 de V209 (SEC ID N.° 35), domino CH2-CH3 de V209 (SEC ID
N.° 36), domino CH2-CH3 de V922 (SEC ID N.° 37) y domino CH2-CH3 de V1608 (SEC ID N.° 38), respectivamente.

Cadena H del anticuerpo anti-GPC3 humano (SEC ID N.° 10)

12



ES 2470374 T3

GAATTCCACCATGGACTGGACCTGGAGGTTCCTCTTTGTGGTGGCAGCAGCTA
CAGGTGTCCAGTCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAA
GCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACC
GACTATGAAATGCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGA
TGGGAGCTCTTGATCCTAAAACTGGTGATACTGCCTACAGTCAGAAGTTCAA

GGGCAGAGTCACGCTGACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGA

GCTGAGCAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTACAAGATTC
TACTCCTATACITACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAG
CACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTG
GGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGT
GACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCG
GCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCC

CTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCC

AGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTC
ACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTT
CCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAG
GTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCA
ACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGG

AGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCA
CCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGC |
CCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACC
AGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGT |
GGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCICC
CGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACA
' AGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGC
TCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

TAAGCGGCCGCGGATCC
Cebador sentido: NS-F(SEC ID N.° 11)
5 gctagcaccaagggcccateggtcticceectggecaccctectee

Cebador complementario: NS-R(SE ID N.° 12)

gagctcaggtgctgggcacggtgggcatgtgtgagttttgtcac
10
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Cadena L del anticuerpo anti-GPC3 humano (SEC ID N.° 13)

AAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCGTCGACATTGATTATTG
ACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT
GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGOCC
AACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGC
CAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGC
CCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACG
TCAATGACGGTAAATGGCCOGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATG
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GGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGG
TCGAGGTGAGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCOCCA
CCCCCAATTTTGTATTTATTTATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCG |
GGGGGGEGEGGGGEGCGCGOGCCAGGCOGGGCGGGGCGGGGCGAGGGGCG
GGGCGGGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCCAATCAGAGCGGCGCGCT
CCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTATAAAAAG -
CGAAGCGCGCGGCGGGCGGGAGTCGCTGCGCGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCC
GCTCCGCCGCCGCC’I‘CGCGCCGCCCGCCCCGGCTCTGACTGACCGCGTTACTC
CCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCCTTCTCCTCCGGGCTGTAATTAGCGCT
TGGTTTAATGACGGCTTGTTITCTITTICTGTGGCTGCGTGAAAGCCTTGAGGGG
CTCCGGGAGGGCCCTTTGTGCGGGGGGAGCGGCTCGGGGGETGCGTGCGTGT
| GTGTGTGCGTGGGGA‘_G_CGCC.GCGTGCGGCTCCGCGCTGCCCGGCGGCTGTGA
GCGCTG_CGGGCGCGGCGCGGGGCTTT_GTGCGCTCCGCAGTGTGCGCGAGGGG
AGCGCGGCCGGGGGCGG_TGCCGCGCGGTGCGGGGGGGGCTGCGAGGGGAAC
AAAGGCTGCGTGCGGGGTGTGTGCGTGGGGGGGTGAGCAGGGGGTGTGGGC
GCGTCGGTCGGGCTGCAACCCCCCCTGCACCCCCCTCCCCGAG’I‘TGCTGAGC
ACGGCCCGGCTTCGGGTGCGGGGCTCCGTACGGGGCGTGGCGCGGGGCTCGE
CGTGCCGGGCGGGGGGTGGCGGCAGGTGGGGGTGCCGGGCGGGGCGGGGCC
'GCCTCGGGCCGGGGAGGGCTCGGGGGAGGGGCGCG.GCGGCCCCCGGAGCGC
CGGCGGCTGTCGAGGCGCGGCGAGCCGCAGCCATTGCC’ITTTATGGTA_ATCG
TGCGAGAGGGCGCAGGGACTTCC’{TTGTCCCAAATCTGTGCGGAGCCGAAAT
CTG_GGAGGCGCCGCCGCACCCCCTCTAGCGGGCGCGGGGCGAAGCGGTGCG
GCGCCGGCAGGAAGGAAATGGGCGGGGAGGGCCTTCGTGCGTCGCCGCGCC
GCCGTCCCCTTCTCCCTCTCCAGCCTCGGGGCTGTCCGCGGGGGGACGGCTGC
CTTCGGGGGGGACGGGGCAGGGCGGGGTTCGGCTTCTGGCGTGTGACCGGCG
GCTCTAGAGCCTCTGCTAACCATGTTCATGCCTTCTTCTTTTTCCTACAGCTCC
TGGGCAACGTGCTGGTTATTGTGCTGTCTCATCAT'ITI‘GGCAAAGAATTCCTC
GAGCCACCATGAGGCTCCCTGCTCAGCTCCTGGGGCTGCTAATGCTCTGGGTC
TCTGGATCCAGTGGGGATGTTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGT
CACCCCTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGATCTAGTCAGAGCCTTGTAC
ACAGTAATAGGAACACCTATTTACATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTC
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TCCACAGCTCCTGATCTATAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCTGACA
GGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACAGAT’I"ITACAC_TGAAAATCAGCAGAGT
GGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCTCTCAAAATACACATGTTCCTC
CTACGTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGGTGGCTGCACC
ATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCT
CTG’I'TGTGTGCCTGCTGAAT_AACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTG
GAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAG
CAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGC
AAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAG
GGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTGATAAG
TCGAGGTCGAGGAATTCACTCCTCAGGTGCAGGCTGCCTATCAGAAGGTGGT
GGCTGGTGTGGCCAATGCCCTGGCTCACAAATACCACTGAGATCTTTTTCCCT
CTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGG
CTAATAAAGGAAATTT_ATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTI‘TI’GTGTCT
CTCACTCGGAAGGACATATGGGAGGGCAAATCATTTAAAACATCAGAATGAG
TATTTGGTTTAGAGTTTGGCAACATATGCCCATATGCTGGCTGCCATGAACAA
AGGT‘I‘GGCTATAAAGAGGTCATCAGTATATGAAACAGCCCCCTGCTGTCCAT
TCCTTATTCCATAGAAAAGCCTIGACTTGAGGTTAGATTTTTTTTATATTTTGT
TTTGTGTTATTTTTTTCTTTAACATCCCTAAAATTTTCCTTACATGTTITACTAG
CCAGATTTTTCCTCCTCTCCTGACTACTCCCAGTCATAGCTGTCCCTCTTCTCT
TATGGAGATCCCTCGACCTGCAGCCCAAGCTT

Ejemplo 1-3: Produccion del alotipo nGim(1) de V209:

Para obtener el alotipo nGIm (1) de V209, un alotipo GIm(1), se formé un casete para el alotipo nGIm(1).
Especificamente, usando un cebador sentido HerSmaF y un cebador complementario HerNotR mostrados en las
SEC ID N.° 14 y N.° 15, y usando, como molde, el gen de la cadena H del anticuerpo anti-GPC3 mostrado en la SEC
ID N.° 10 y producido en el ejemplo 1-2, la PCR se realizé en las condiciones mencionadas a continuacion.

se mezclaron 5 pl de tampon KODx10, 5 pl y 2 yl de dNTP y MgCly, respectivamente (unido a la polimerasa KOD,
Toyobo). Se afiadieron, como anteriormente, la combinacion de cebadores (20 umoles/l, 1 yl de cada), 1 pl del gen
de la cadena H del anticuerpo GPC3, 34,5 pl de dH20 y 0,5 pl de polimerasa KOD a 5 unidades/pl para completar 50
dl en total. La PCR se realizé en las condiciones mencionadas a continuacion.

96°C 1 min; (98°C 15 s; 65°C 2 s; 74°C 30 s) x 35 ciclos; 74°C 30 s; 4°C.

El fragmento obtenido se subcloné en pBluescriptSK" (pBher) y se confirmé su secuencia. A continuacion, se corté
un fragmento Smal-Notl de aproximadamente 290 pb de pC-aGPChl(209) descrito en el ejemplo 1-2. Por otro lado,
se corté el fragmento Smal-Notl de pBher de la misma forma, y el fragmento de aproximadamente 290 pb se
introdujo en el sitio correspondiente de pC-aGPChl(209) como sustitucion para obtener un vector de expresion del
alotipo nGIm(1) (pC-aGPChI(209Her)).

Cebador sentido: HerSmaF (SEC ID N.° 14)

gggaggagatgaccaagaaccaggtcaccctgacctgce
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Cebador complementario: HerNotR (SEC ID N.° 15)
tttgcggecegcttatcatttacccggagacagggagaggcetc

Ejemplo 2: Preparacién del anticuerpo anti-GPC3 con Fc modificado:

Ejemplo 2-1: Expresion del anticuerpo anti-GPC3 con Fc modificado en células CHO:

Se escindieron diez microlitros de los vectores de expresion del anticuerpo anti-GPC3 con Fc modificado pC-
aGPChl(22), pC-aGPChl(209), pC-aGPChl(212), pC-aGPChl(922), pC-aGPChl(1608) o pC-aGPChI(209Her) con
Pvul para obtener un ADN lineal. Estos se introducen en 2 x 10° células CHO (cepa DXB11S) en 0,6 ml de PBS(-)
segun un procedimiento de electroporacion en condiciones de 1,5 kV y 25 uF. Las células se incubaron en un
incubador de CO; al 8%. Las células se seleccionaron en medio CHO-S-SFMII (Invitrogen) que contenia 400 pg/ml
de geneticina. Las células seleccionadas se inocularon en un medio CHO-S-SFMII que contenia 400 ug/ml de
geneticina en una placa de 96 pocillos a 0,4 células/100 pl/pocillo y las células se clonaron segun un procedimiento
de dilucion limite. El sobrenadante del cultivo se analizé6 con BIACORE 3000. El antigeno se cuantificd usando un
chip con proteina de fusién GST-GPC3 (antigeno GST vy glipicano 3 humano mostrado en la SEC ID N.° 16)
inmovilizado en este y se seleccionaron las células de alta expresion.

Secuencia de aminoacidos del péptido GPC3 (SEC ID N.° 16)

AELAYDLDVDDAPGNSQQATPKDNEISTFHNLGNVHSPLK

Ejemplo 2-2: Purificacion del anticuerpo anti-GPC3 con Fc modificado:

El sobrenadante del cultivo de las células CHO que expresan el anticuerpo frente a glipicano humanizado con Fc
modificado se aplicé a una columna de flujo rapido de Proteina Ar Sepharosa equilibrada con tampén citrato fosfato
10 mM que contenia NaCl 150 mM (pH 7,5). La columna se lavé con el mismo tampon, tampén citrato-fosfato 10 mM
que contenia NaCl 1 M (pH 7,5), a continuacion tampon citrato-fosfato 10 mM (pH 7,5) y la proteina adsorbida a la
columna se eluy6 con acido acético 20 mM: A la fraccion de acido acético 20 mM que contenia el anticuerpo anti-
glipicano humanizado con Fc modificado se le afiadio tampén tris-HCI 1 M (pH 8,5) para ajustar el pH entre 5y 6, y
se filtré a través de un filtro de 0,22 ym. Se afiadioé una cantidad equivalente de agua MiliQ a la fraccion filtrada de
este modo y se aplicé a una columna de flujo rapido SP Sepharosa equilibrada con tampén acetato 20 mM (pH 6,0).
La columna se lavo con el mismo tampdn y, a continuacion, la proteina adsorbida a la columna se eluy6 con tampon
acetato 20 mM que contenia NaCl 20 mM (pH 6,0) para obtener una fraccion purificada de anticuerpo anti-glipicano
humanizado con Fc modificado.

En la figura 2 se muestra el resultado del PAGE-SDS (electroforesis en gel de poliacrilamida) de un anticuerpo anti-
glipicano humanizado con Fc modificado de la invencion en un procedimiento conocido (Nature, 227, 680, 1970,
incorporado en este documento como referencia en su integridad) para analizar el peso molecular y el grado de
purificacion del anticuerpo. Cada anticuerpo anti-glipicano humanizado con Fc modificado purificado proporcionaba
una unica banda con un peso molecular de aproximadamente 150 kDa en condiciones no reductoras y
proporcionaba dos bandas a aproximadamente 50 kDa y a aproximadamente 25 kDa en condiciones reductoras.
Estos pesos moleculares coinciden sustancialmente con los presuntos obtenidos a partir de la secuencia de
nucleotidos de los ADNc de la cadena H y de la cadena L del anticuerpo y ademas coinciden con la informacion de
que un anticuerpo de tipo IgG tiene un peso molecular de aproximadamente 150 kDa en condiciones no reductoras y
una cadena H que tiene un peso molecular de aproximadamente 50 kDa y una cadena L que tiene un peso
molecular de aproximadamente 25 kDa en condiciones reductoras, en la que se rompe su puente disulfuro
intramolecular (Antibodies, Capitulo 14, Monoclonal Antibodies). Se ha confirmado que cada anticuerpo anti-
glipicano humanizado con Fc modificado se expresaba como una molécula de anticuerpo que tenia la estructura
correcta y se purificaba como tal.

En la figura 3 se muestra una cromatografia de un anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado con Fc modificado y
purificado que se analizé a través de una columna de filtracion en gel (Superdex 200 PC3.2/30 de GE Amersham
Biosciences).

Ejemplo 3: Medicién de la actividad ADCC del anticuerpo anti-GPC3 con Fc modificado:

Ejemplo 3-1: Clonacion del ADNc del glipicano 3 humano (GPC3):

Un ADN de longitud completa que codifica el GPC3 humano se amplificé mediante PCR usando el kit Advantage2
(CLONETECH) y, como molde, se preparé la primera cadena del ADNc a partir de la linea celular de cancer de colon
Caco2 de forma normal. Especificamente, 50 ul de una solucién de reaccién que contenia 2 pl de ADNc derivado de
Caco2, 1 yl de cebador sentido (GATATC-ATGGCCGGGACCGTGCGCACCGCGT, SEC ID N.° 17), 1 ul de cebador
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complementario (GCTAGC-TCAGTGCACCAGGAAGAAGAAGCAC, SEC ID N.°18), 5 pl de tampdén de PCR
Advantage2 10x, 8 yl de mezcla de dNTX (1,25 mM) y 1,0 ul de mezcla de polimerasas Advantage se sometieron a
35 ciclos de 1 min a 94°C; 30 s a 63°C y 3 min a 68°C. El producto amplificado por PCR se inserté en un vector TA
pGEM-Teasy usando pGEM-T Easy Vector System | (Promega). La secuencia del producto se confirmé usando el
secuenciador de ADN ABI3100. De esta manera, se aisld el ADNc que codifica la longitud completa de GPC3
humano. La secuencia de nucleétidos del gen de GPC3 humano se muestra en la SEC ID N° 19 y la secuencia de
aminoacidos de la proteina GPC3 humana se muestra en la SEC ID N.° 20.

Ejemplo 3-2: Preparacion de la linea celular de cancer hepatico humano (SK-03) que expresa GPC3 de
longitud completa:

Para obtener una linea celular para evaluar la actividad biologica del anticuerpo anti-GPC3, se establecié una linea
celular hepatica humana capaz de expresar un GPC3 de longitud completa.

Se mezclé 1 yg de vector de expresion del gen GPC3 humano de longitud completa tratado con Pvul con 2 pl de
FuGENE (Roche) para formar un complejo y, a continuacion este se afiadio a las células SK-HEP-1 (obtenidas de la
ATCC) para la introducciéon del gen. Las células se incubaron en un incubador de CO, durante 24 horas y, a
continuacion, las células que expresaban GPC3 se seleccionaron usando medio MEM de Dulbecco (D-MEM, de
SIGMA) que contenia geneticina (Invitrogen) a una concentracion final de 1 mg/ml y FBS al 10%. Se recogieron las
colonias resistentes a geneticina obtenidas de este modo y las células se clonaron segin un procedimiento de
dilucion limite. La expresion de GPC3 humano en cada clon de células se determiné mediante citometria de flujo
usando el anticuerpo GC33 quimera y anticuerpo IgG de cabra anti-humano marcado con FITC (ICN) para obtener
una linea celular de expresion estable SK-03.

Ejemplo 3-3: Medicion de la actividad ADCC con PBMC derivado de sangre periférica humana:
Ejemplo 3-3-1: Preparacion de la solucion de PBMC humanos:

Se extrajo sangre periférica con heparina de una persona sana, se diluyé dos veces con PBS(- ) y se cargd sobre
Ficoll-Paque™ PLUS (Amersham). Tras la centrifugacion (500 x g, 30 minutos, 20°C), se recogié la intercapa de la
fraccion de monocitos. Los monocitos se lavaron tres veces y se suspendieron en RPMI/FBS al 10% para preparar
una soluciéon de PBMC humano.

Ejemplo 3-3-2: Preparacion de las células diana:

Las células SK-03 se mantuvieron en medio D-MEM (SIGMA) que contenia 1 mg/ml de geneticina y FBS al 10%
(ThermoTrace). Las células se despegaron de la placa usando tampén de disociacion de celulas (Invitrogen) y se
transfirieron a cada pocillo de una placa de fondo en U de 96 pocillos (Falcon) a 1 x 10* células/pocillo y se
incubaron durante 1 dia. Tras la incubacion, se afiadieron 5,55 MBq de Cromo-51 y las células se incubaron
adicionalmente en un incubador de CO- al 5% a 37°C durante 4 horas. Las células se lavaron una vez con el medio
y se suspendieron el 50 yl de medio RPMI1640/FBS al 10% para preparar las células diana.

Ejemplo 3-3-3: Prueba de liberacion de cromo (actividad ADCC):

Se afadieron 50 yl de una solucidon de anticuerpo preparado para que estuviera a una concentracion
predeterminada a las células diana y se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuacién
se afadieron 100 pl de la solucion de PBMC humanos (5 x 10° células/pocillo) y se centrifugd y, a continuacion, se
incubo en un incubador de CO; al 5% a 37°C durante 4 horas. Tras la incubacion, la placa se centrifugé y se conté la
radioactividad de 100 pl del sobrenadante del cultivo en un contador gamma. La proporcion especifica de cromo
liberado se obtuvo segun la formula siguiente:

Proporcion especifica de cromo liberado (%) = (A-C) X 100/(B-C)

donde A indica un valor medio de la radioactividad (cpm) en cada pocillo; B indica un valor medio de la
radioactividad (cpm) de cada pocillo, en el que se afiadieron a las células diana 100 pl de solucion acuosa de NP-40
al 2% (Nonidet P-40, N.° de catalogo 252-23, de Nacalai Tesque) y 50 pl de medio RPMI/FBS al 10%; C indica un
valor medio de la radioactividad (cpm) de cada pocillo, en el que se han afadido a las células diana 150 ul de medio
RPMI/FBS al 10%.

El experimento se realizé por triplicado y se calculé el valor medio de la actividad ADCC (%) de la muestra.
Los resultados se muestran en la figura 4. Los anticuerpos anti-glipicano humanizados con Fc modificado V22,
V209, V922, V1608 y V209(nGIm(1)) mostraban todos un aumento de la actividad ADCC en comparacion con el

anticuerpo de tipo silvestre (WT). Entre estos, la actividad de V22 era menor que la de los otros, aunque se
encontraron pequefias diferencias de actividad entre V209, V922, V1608 y V209(nGIm(1)).
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Ejemplo 3-4: Medicion de la actividad ADCC usando células efectoras derivadas de médula 6sea de raton:
Ejemplo 3-4-1: Preparacion de la suspension de células efectoras derivadas de médula 6sea de raton:

Las células de medula 6sea se recogieron a partir del hueso del muslo de un ratén SCID (de Nlppon Clea, macho de
10 semanas) y se suspendieron en medio RPMI1640/FBS al 10% a una densidad de 5x 10° células/ml. Se
afadieron GM-CSF de raton (Pepro Tech) e IL-2 humana (Pepro Tech) a una concentracion final de 10 ng/ml y
50 ng/ml, respectivamente. Las células se incubaron en un incubador de CO; al 5% a 37°C durante 5 dias. Tras la
incubacion, las células se desprendieron con un raspador, se lavaron una vez con el medio y se suspendieron en
medio RPMI1640/FBS al 10% a una densidad de 5x 10° células/ml para preparar una suspension de células
efectoras derivadas de médula ésea de ratén.

Ejemplo 3-4-2: Preparacion de las células diana:

Las células de cancer hepatico humano HepG2 (obtenidas de la ATCC) se mantuvieron en medio RPMI1640
(SIGMA) que contenia FBS al 10% (Thermo Trace). Las células se desprendieron de la placa usando tampdn de
disociacion de células (Invitrogen) y se transfirieron a cada pocillo de una placa de fondo en U de 96 pocillos
(Falcon) a una densidad de 1 x 10* células/pocillo y se incubaron durante 1 dia. Tras la incubacion, se afiadieron
5,565 MBqg de Cromo-51 y las células se incubaron adicionalmente en un incubador de CO; al 5% a 37°C durante 4
horas. Las células se lavaron una vez con el medio y se suspendieron en 50 yl de medio RPMI1640/FBS al 10%
para preparar las células diana.

Ejemplo 3-4-3: Prueba de liberacion de cromo (actividad ADCC):
Se afadieron 50yl de una solucidon de anticuerpo preparado para que estuviera a una concentracion
predeterminada a las células diana y se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 15 minutos. A contlnuaC|on
se afadieron 100 uyl de la suspension de células efectoras derivadas de médula 6sea de ratéon (5 x 10°
células/pocillo) y se centrifugd y, a continuacion, se incub6 en un incubador de CO; al 5% a 37°C durante 4 horas.
Tras la incubacion, la placa se centrifugd y se conto la radioactividad de 100 pl del sobrenadante del cultivo en un
contador gamma. La proporcion especifica de cromo liberado se obtuvo segun la férmula siguiente:

Proporcién especifica de cromo liberado (%) = (A-C) X 100/(B-C)
donde A indica un valor medio de la radioactividad (cpm) en cada pocillo; B indica un valor medio de la
radioactividad (cpm) de cada pocillo, en el que se afiadieron a las células diana 100 pl de solucion acuosa de NP-40
al 2% (Nonidet P-40, N.° de catalogo 252-23, de Nacalai Tesque) y 50 pl de medio RPMI/FBS al 10%; C indica un
valor medio de la radioactividad (cpm) de cada pocillo, en el que se han afadido a las células diana 150 pl de medio
RPMI/FBS al 10%.
El experimento se realizé por triplicado y se calcul6 el valor medio de la actividad ADCC (%) de la muestra.
Los resultados se muestran en la figura 5. Los anticuerpos anti-glipicano humanizados con Fc modificado V22, V209
y V1608 mostraban todos un aumento de la actividad ADCC en comparacion con el anticuerpo de tipo silvestre
(WT).
Utilidad industrial

El anticuerpo anti-glipicano 3 humanizado con Fc modificado es util para el tratamiento de canceres, como el cancer
hepatico.
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<211> 96
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 1

agttcaactg gtacgtggac ggcgtggagg tgcataatge caagacaaag ccogegggagg: 60
agcagtacaa cgccacgtac cgtgtggtca gegtec _ 96

<210> 2

<211>93

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 2

tocteceggac. cectgaggte acatgeogtgyg tggtggacgt gagecacgaa gaccoctgagyg 60
tcaagttcaa ctggtacgtyg gacggegtgg agg _ . 93

<210> 3

<211> 97

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 3

goacctgage tectgggggg accggacgte ttectcottec ceccaaaace caaggacace 60
cteatgatct cecggaccoe tgaggtoaca tgegtgg ‘ 87

<210> 4

<211> 94

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 4

ggagaccitg cacttgtact cctigccatt cagecagtcce tggtgcagga cggtgaggac &0
gctgaccaca cggtacgtgg cgtigtactg ctec ' ' 94

<210>5

<211> 91

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador de PCR

<400> 5

ggctgecctt tggetttgga gatggtttte toctegggca gtgggaggge tttgttggag 60
accttgeact tgtactectt gccattcagd c 91 ’

<210> 6

<211> 91

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 6
ggctgecett tggetttgga gatggtttte tecteggagg ctgggaggge titgttggag 60

accttgract tgtactectt gocattcage ¢ 91

<210>7

<211> 91

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 7

ggctgecctt tggctttgga gatggtttte tectegggyg ctgggaggge gytgttggag &0
accttgract tgtactcoctt gecattcage ¢ ' o 51

<210> 8

<211> 91

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 8

ggectgeectt tggetttgga gatggtttte toctoggggg ctgggaggge ctogttggag 60
aécttgcact tgtactectt gecattcage ¢ - o .21

<210>9

<211> 81

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

21
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<400> 9

gagctecceg ggatggggge agggtgtaca cotgtggtic teggggetge cettiggett

<223> cebador de PCR

ES 2470374 T3

tggagatggt tttotceteg g

<210> 10
<211>1.422
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena H del anticuerpo humanizado

15 <400> 10

20

gaattocacc
coagteccag
gaaggtctce
acéggcccct
tgocctacact
agectacatyg
attctactoe
caagggccéa
ggocctggge
aggcgecctyg
ctcecctecage
caacgtgaat
tgacaaaact
ctboctette
atgegtggty
cggegtggayg
cegtgtggte
gtgcaaggtc
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctea
gaacgtcttc

cctetecetg

<210> 11
<211> 45
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

atggactgga
gtgcagcetgy
tgcaaggctt
ggacaagygc
cagaagttca
gagctgagea
tatacttact
teggtottcee
tgeetggtea
accagoeggcg
agcgtggtga
cacaagocca
cacacatgce
CCCoCanaaac
gtggacgtga
gtgcataatyg
agcgtectea
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcage
ttettectot
tecatgeteeg
teteogggta

25 <223> cebador de PCR

ectggaggtt
tgeagtctag
ctggatacac
ttgagtggat
agggcagagt
gcctgacate
ggggccadgy
ecctggrace
aggactactt
tgracacctt
cecgtgecoctc
goaacaccaa
caccgtgece

ccaaggacac.

gecacgaaga
ccaagacaaa
ccgtoctgea
ccctoecage
aggtgtacac
gectggteaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aatgataage

cetotttgtyg

‘agctgaggtg

ctteoaccgac
gggagcteil
cacgetgace
tgaggacacy
aaccetggte
cteoctocaayg
cceogaaccyg
cocggetgto

cagcagcettg

ggtggacaag
agcacctgaa
cctecatgate
céctgaggtc
gecgegggayg

-ccaggactgy

cccecatcgag
cotgeoceea
aggcttcetat
ctacaagacc

caccgtggac
ggctetgeac

ggeogcggalt

22

gtggeagcag
éagaagcctg
tatgaaatgc
gatcctaaan
gcggacaéat
gecegtgtatt
accgteteoct
agcaccfctg
gtgacggtgt
ctacagtoct

ggcacccaga

aaagttgagc

ctectagagy

teececggacee
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggea
aaaaccatct
tccogagatg
cécagcgaca

acgcctcoeg

aagagcaggt
aaccactaca

cc

&0

81
ctacaggtgt 60
gggectcagt 120
actgggtgog 180
ctggtgatac 240
écacgagcacl 300
actgtacaag 360
cagctagoac 420
ggggeacagc 480
cgtggaactc 540
caggactcta 600
cctacatctg 660
ccaaabebtyg 720
gaccgtcagt 780
ctgaggtcac 840
gogtacgtgga 200
acagcacgta 960
aggagtacaa 1020
ccaaagccaa . 1080
agctgaccaa 1140
togeegtgga 1200
tgctggactc 1260
ggcagcaggg 1320
cgcagaagag 1380

1422
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<400> 11
gctagcacca agggcccatc ggtcttcecee ctggeaccct cctee

<210> 12

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 12

gagctcaggt gctgggcacg gtgggcatgt gtgagttttg tcac
<210> 13

<211> 3.067

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena L del anticuerpo humanizado

<400> 13

aagcttgeat

attaatagta
cataacttac
caétaatgac
tggagtattt
cgeccactat
ccttatggga
tegaggtgag
ttttgtattt
ggcgcgcgcc
cggcggcage
ggcggeggec
gceccegtgac
tacteccaca
titaatgacg
gecctttoatyg
cegegtgcgy
gtgcgetecyg
ggggectgega
gtgtgggege
acggooagge
gcggggggtg
gcteggggga

gcctgeaggt
atcaattacyg
ggtaaatgge

gtatgttcea
acggtaaact

tgacgtcaat
ctttoctact
ccccacgtte
atttattttt
aggeggggcy
caatcagage
ctataaaaag
ccgctccgcc
ggtgagcagg
gettgtttct
cggggggage
cteccgegety
cagtgtacge
ggggaacaaa
gteggteggy
ttegggtgey
gcggcaggty
ggggcacggc

cgactctaga
gggtcattag
cegectgget
atagtaacge
gecocacttgyg
gacggtaaat
tggcagtaca
tgcttcacte
taattatttt
gggcggggcyg
ggcgegetec
cgaagegoge

gccgecteoge

SLLgggacggoc
tttectgtgge

ggctegggay
cceggeggct
gaggggagceyg
ggetgegtge
ctgcaacccc
gggetecgta
ggggtgecgy
ggcocccgga

45

44

ggatccgteg
ttcatagccc
gaccgoccaa
caatagggac

cagtacatca

ggceoeogectyg

tetacgtatt
tcceecatcte
gtgcagcgat
aggggcgggy
gaaagtttce
ggcgggcygy
gocgocogoo
cttctocteco
tgcgtgaaag
gtgcgtgegt
gtgagegctyg
cggccgggygy

gaggtgtgty

ccctgoacec
CggggCgtay
gcggggcggy
gcgeceggcgyg

23

acattgatta
atatatggag

‘egacccccege

tttceccattga
agtgtatcat
gcattatgcce
agtcataget
coceccotec
gaggggcgggy
cggggcgagyg
ttttatggeg
agtogctgeyg
ceggetctga
gggctgtaat
ccttgagggyg
gtgtgtgtgc
cgggegegdc
cggtgeoccy
cgtggggggy
coctococga
cgeggggete
gcegectegy
ctgtegaggc

ttgactagtt
ttccgcgtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagta
cagtacatga
attaccatgg
ccaccoccaa

999999999

cggagaggtyg

aggcggegge

cgotgoctte
cogaccegegt -

tagcgettgy
ctcegggagg
gtggggagcg
geggggcttt
cggtgegggy
tgagcagggyg
gttgctgage
geegtyoecay

‘geeggggagy
gcggcegagee

60
120
180°
240"
300
360
420
480

540

600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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gcagecattg
tetgtgegga
ageggtgeyy
gecgtoccet
ggggacdayd
ctaaccatgt
tgctgtctea
cctggggetyg
tccactctee

gagdcttgta'

gtctocacag
cagtggcagt
tgttggggtt
caagetggayg
tgagcagtﬁg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctegecegte
cactecctcag
tcacaaatac
ccttgageat
gaattttttg
gaatgagtat
aggttggeta
ccatagaaaa
ttetttaaca
ctgactactc

caagctt

ccttttatgg
gocdgaaatcet
cgcoggeadg
tctecctete
cagggcegggd
tcatgectte
tcattttgge
ctaatgétct
ctgcecgtea
cacagtaata
ctcctgatct
ggatcaggca
tattactgct

‘atcaaacgta

aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaagagct
gtgcaggcetg
cactgagatc
ctgacttctg
tgtetotecac
ttggtttaga
taaagaggtc

gocttgactt
tecctasaat

ccagtcatag

ES 2470374 T3

taategtgeg
gggaggegec
aaggaaatgg
cagcctegag
ttoggckttet
ttettttteo
aaagaattce
gggtctetgy
cooctggaga
ggaacaccta
ataaagttte
cagattttac
ctcaaaatac
CQQtQQCth
ctgccteigt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta
tcaacaggog
cctatcagaa
ttttteoccte
gctaataaag
tecagaaggac
gtttggcaac
atcagtatat
gaggttagat
tttecttaca
ctgtccctet

<210> 14

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 14

gggaggagat gaccaagaac caggtcaccc tgacctgce

<210> 15

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

agagggoegca
googeaceoe
gecggggagyyg
gctgtecgeg
ggcgtgtgac
tacagctcct
Ecgagccacce

atccagtggg

geceggectoc.

tttacattgg
caaccgattt
actgaaaatc
acgtgttcct
accatectgte
tgtgtgeetg
cgécctoccaa
ctacageccte
cgéctgcgaa
agagtgttga
ggtggtgget
tgccaaaaat
gaaatttatt
atatgggagy
atatgcccat
gaaacagecc
trtttttata
tgttttacta
tctettatgg

39

24

gggacttoch
ctctageggg
ccttegtgeg
gggggacgge
cggoggetet
gggcaacg;g
atgaggctce
gatgttgtga

atctcctgca_

tacctgoaga
tetggggtoc
agcagagtgg
cctacgtttg
ttcatecttoe
ctgaataact

tcgggtaact
agcagcacce

gﬁcacccatc'

taagtegagy
ggtgtggcca
tatggggaca
ttcattgcaa
gcaaatcatt
atgctggety
cctgetgtec
tttegtttty
gcdagatttt
agatcceteg

ttgtceccaaa
cgeggggega
tcgoegogoo
tgectteggg
agagcctetyg
ctggttattyg
ctgeteaget
tgactcagtc
gatctagtea
agccagggea
ctgacaggtt
aggctgagga
gccaggggac

cgocatctga

tctatececag
cccaggagad
tgacgctgag
agggcctgag
tcgaggaatt
atgcecctgge
tcatgaagee
tagtgtgttg
tasaacatca
ccatgaacaa
attccttatt
tgttattttt
tcecctectcete
acctygcagee
30867

1440

" 1500

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1280
2040

2100

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880

2940
30060

3060
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<223> cebador de PCR

<400> 15

tttgcggeceg cttatcattt acccggagac agggagaggc tc 42

<210> 16

<211>40

<212> PROT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Ala Glu ILeu Ala Tyr Asp Leu Asp Val Asp Asp Ala Pro Gly Asn Ser
i 5 | 10 15 |
Gln Gln Ala Thr Pro Lys Asp Asn Glu Ile Ser Thr Phe His Asn Leu
20 . 25 30
Gly Asn Val His Ser Pro Leu Lys
35 : 40

<210> 17

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 17
gatatcatgg ccgggaccgt gegcacegeg t 31

<210> 18

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 18

gctagctcag tgcaccagga agaagaagca ¢ 31
<210> 19

<211> 1.743

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19

25



atggcoggga

cocgggacagy

‘ttcttcocaga
gatttgcaag
taccaactaa
aagttcttaa
catgccaaga
gottttgagt
atcaatgtag
cagctaatga
graagacgtyg
aagtcactgc
aacacaactyg
tactgoetcett
gteatgcaag
ctgteccattg
cttggtctct
ctgaccacca
tattatcctg
gagdgaaacct
ttctatagtg
ctttgctgga
atgaaaaacc
caéattattg
ggtagagttc
gatgaagatyg
cgctteoottyg

caggcaacta

ccgctgaage

tga

<210> 20
<211> 580
<212> PROT

ccgtgegeadc
cgeagecece
gadtgcagcc
tatgtcteocc
cagcacgatt
ttattcagaa
actacaccaa
ttgtgggtga
atgacatggt
aéccaggcct
acctgaaagt
aagtcactag
atcacctgaa
actgeeaggy
gctgtatgge
aagaacttgt
tttcaacaat
ctattggcaa
aagatctett
tatccagocg
ctttgectag
atggacaaga
agttcaatct
acaaactgaa
taggataaaaa
agtgeattgg
cagaactgac
cgaaggacaa
ttctoaccag

<213> Homo sapiens

<400> 20

ES 2470374 T3

cgegtgettg
gecgoegecg
cggactcaag

taagggecoa

gaacatggaa
tgotgeggtt
tgccatgttc
atttttdaca
caatgaattg
gcctgaﬁtca
atttgggaat
gatctteett
gtteagtasg
actgatgatg
aggtgtggto
gaatgoccatyg
ccatgattet
gttatgtgcc
tattgacaag
aagaagggaa
ctacatctge
actcogtggag
ccatgagetyg
gcacattaac
cctggatgag
aggctetggo
ctatgatetg
cgagataage

catggecatc

gtggtggcga
ccggacgeca
tgggtgocag
acatgctget
cagctgctte
tteeaagagg
aagaaéaact
gatgtgtete
tttgacagoc
geccttggaca
ttececaage

‘caggetctga.

gactgtggec
gttaaaccct
gagattgaca
tacagaatct
aﬁccagtatg
cattcteoaac
aaagtattaa
ctaattcaga
agccatagcec
agatacagcc
asaatgaagg
cagctcctga
gaagggtttyg
gatggaatga
gatgtggaty
acctttcaca

toggtggtgt

26

tgctgctcag
cctgfcacca
aaactccegt
caagaéagat
agtctgcaag
cctttgaaat
acccaagcct
tetacatett
tgtttocagt
tecaatgagty
ttattatgac
atcttggaat
gaatgctcéc
gtggeggtia
agtactggag
atgacatgga
tccagaagaa
aacgccaata
aagttgctca
agttagaagtc
ctgtggecgga
aaaaggcagc
gccctgagee
gaaccatgtc
aaagtggaga
taaaagtgaa
atgcgcctgg_
acctogggaa
gottottett

cttggacttc
agtccgctcc
gocaggatca
ggaagaaaaa
tatggagete

tgttgttego

gactccacaa
gggttctgac
catctatace
cctacgagga
ccaggtttoc
tgaagtgatc
cagaatgtgg
ctagcaatgtyg
agaatacatt
gaacgtactyg
tgcaggazaqg
tagatetget
tgtagaacét
tttecatcage
adacgacace
aaggaatgga

agtggtcagt

tatgcccaaa
ctgeggtgat
gaatcagcte
aaacagtcag
cgttcattcc

cctggtgeac
1743

60
120
180
240
300
3860
420.
a8
540
600
660
720
780
840
900
360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

ISGQ

1620

1680

1740
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Met Ala Gly Thr Val Arg Thr Ala Cys Leu Val Val Ala Met
1 5 10 _ i5
Ser Leu Asp Phe Pro Gly Gln Ala Gln Prd Pro Pro Pro Pro
20 25 - 30
Ala Thr Cys His Gln Val Arg Ser Phe Phe @ln Arg Leu Gln
35 - 40 45 _
Leu Lys Trp Val Pro Glu Thr Pro Val Pro Gly Ser Asp Leu
50 o 55 - & !
Cys Leu Proc Lys Gly Pro Thr Cys Cys Ser Arg Lys Met Glu
65 70 ) 75 _ 80
Tyr Gln Leu Thr Ala Arg Teu Asn Mé.t Glu Gin Leu Leu Gln
| 85 90 95
Ser Met Glu Leu Lys Phe Leu Ile Ile Gln Asn Ala Ala Val
- .100. o 105 110
Glu Ala Phe Glu Ile Val Val Arg His Ala Lys. Asn Tyr Thr
115 120 _ 125 _
Mzt Phe Lys Asn Asn Tyr Pro Ser Leu Thr Pro GIn Ala FPhe
130 135 140
val Gly Glu Phe Phe Thi‘_Asp val Ser Leu Tyr Ile Leu Gly
145 150 8 155 _ 160
Ile Agn Val Asp Asp Met Val Asn Glu Leu Phe Asp Ser Leu
' 165 170 175
Val Ile 'I‘yr' Thr Gln Leu Met Asn Pro Gly Leu Pro 'Asp Ser
180 . 185 ' 190
Asp Ile Asn Glu Cys Leu Arg Gly Ala Arg Arg Asp Leu Lys
195 200 205 |
Gly Asn Phe Pro Lys Leu.Ile Met Thr Gln val Ser Lys Ser
210 215 . 220 o
Val Thr Arg Ile Phe Leu Gln Ala Leu Asn Leu Gly Ile Glu
225 - 230 235 240
Asn Thr Thr Asp His Leu Lys Phe Ser Lyé Asp Cys Gly Arg
_ 245 . 250 255
Thr Arg Met Trp Tyr Cys Ser Tyr Cys Gln Gly Leu Met Met
260 265 - . 270 o
Pro Cys Gly Gly Tyr Cys Asn Val Val Met Gln Gly Cys Met
275 - 280 . 285
val Val Glu Ile Asp Lys Tyr Trp Arg Glu Tyr Ile Leu Ser
290 295 300

27

Leu
Pro
Pro
.Gln
Glu
Ser
Ph_e
Asn
Glu
Ser
Phe
xa
val
Leun
val
Met
Val
Ala

Leu

Len

Gly
Val
Lys
Ala
Gln
Ala
Fhe
Asp
Pro
Leu
Phe
Gln
Ile
.Leu
Lys
Gly

@lu



ES 2470374 T3

Glu Leu Val Asn Gly Met Tyr Arg Ile Tyxr Asp Met Glu Asn
305 310 o315 320
Leu Gly Leu Phe Ser Thr Ile His Asp Ser Ile @ln Tyr Val
325 . 330 335
Asn Ala Gly Lys Leu Thr Thr Thr Ile Gly Lys Leu Cys Ala
340 345 350
Gln Gln Arg Gln Tyr Arg Ser Ala Tyr Tyr Pro Glu Asp Leu
355 360 365
Asp Lys lys Val Leu Lys Val Ala His Val Glu His Glu Glu
370 : 375 380 |
Ser Ser Arg Arg Arg Glu Leu Ile Gln Lys Leu Lys Ser Phe
385 350 395 | 400

- Phe Tyr Ser Ala Leu Pro Gly Tyr Ile Cys Ser His Ser Pro

405 - _ 410 . 415
Glu. Asn Asp Thr Leu Cys Trp Asn Gly Gln Glu Leu Vai Glu
_ 420 425 430
Ser Gln Lys Ala Ala Arg Asn Gly Met Lys Asn Gln Phe Asn
435 . 440 . 445 . _
Glu Leu Lys Met Lys Gly Pro Glu Pro Val val Ser Gln Ile
. 450D 455 460 .
Lys Leu Lys His Ile Asn Gln Leu Leu Arg Thr Met Ser Met
465 470 ' 475 - 480
Gly Arg Val Leu Asp Lys Asn Leu Aép Glu Glu Gly Phe Glu
485 490 ' | 495
Asp Cys Gly Asp Asp Glu Asp Glu Cys Ile Gly Gly Ser Gly
' 500 ' 505 510 '

Met Ile Lys Val Lys Asn Gln Leu Ai”g Phe Leu Ala Glu Leu

515 520 525

Asp Leu Asp Val Asp Asp Ala Pro Gly Asn Ser Gln @Gln Ala

530, 535 540 |
Lys Asp Asn Glu Ile Ser Thr Phe His Asn Leu Giy Asn Val
545 550 58§ _ 560
Pro Leu I;ys Leu Leu Thxr Ser Met Ala Tle Ser Val val Cys

565 570 575
Phe Leu Val His
580

<210> 21

<211>115

<212> PROT

<213> Secuencia artificial

<220>

28

Val

Gln

His

Phe

Ile
Val
Arg
Leu
Ile
Pro
Ser
Asp
Ala
Thr
His

Phe

Leuw
Lys
Ser
Ile
Leu
Ser

Ala

His

Lys

Gly

.Gly

Pro
S5er

Fhe
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<223> Region variable de la cadena H del anticuerpo humanizado

<400> 21

Gln Val Gln Leu Val Gln Sexr Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 _ 5 - 10 _ 15
Ser vVal 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 CGly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45 \
Gly Ala Leu Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Gin Lys Phe
- B0 55 60 R '
Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Sex Thr Ser Thr Ala Ty
65 7 . .75 * 80 |
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 °0 95
Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyxr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
© 100 _ 105 ' 1_10 o
Val Sexr Ser ’ '
115
<210> 22
<211> 112

<212> PROT
10 <213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region variable de la cadena L del anticuerpo humanizado

15 <400> 22

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

1 E 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
' 20 25 30

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

35 40 o 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
s0 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

65. 70 75 . 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Asn

85 90 ' S5

Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

29
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<210> 23

<211>5

<212> PROT

<213> Mus musculus

<400> 23

Asp Tyr Glu Met His
1 5

<210> 24

<211>17

<212> PROT

<213> Mus musculus

<400> 24

Ala Leu Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15
Gly

<210> 25

<211>6

<212> PROT
<213> Mus musculus

<400> 25

Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr
1 5

<210> 26

<211> 16

<212> PROT

<213> Mus musculus

<400> 26

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Hig Ser Asn @ly Asn Thr Tvr Leu His
1 5 10 )

<210> 27

<211>7

<212> PROT

<213> Mus musculus

<400> 27

30
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Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 28
<211>9
5 <212> PROT
<213> Mus musculus

<400> 28

Ser Gln Asn Thr His Val Pro Pro Thr
1 5
10

<210> 29
<211> 445
<212> PROT
15 <213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena H del anticuerpo humanizado

20 <400> 29

Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
20 25 30
Glu Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu
35 40 45
Gly Ala Leu Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Gln
50 55 &0
Liys Gly arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr
65 70 75 g0
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyx
85 90 85
Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyxr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125
Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
13GC 135 140
Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 155 160

31

Gly Ala

Asp Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

Val Thr

Ala Pro

Leu Val

Gly Ala
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Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser
165 170 175
Leu Tyr Ser Ieu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
180 185 190
Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
iB5 200 205
Val Agsp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His
210 215 220
Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240
Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 250 255
Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Giu Asp Pro Glu
260 265 270
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285
Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 285 300
Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tvr Lys
305 310 315 320
Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Glu Glu Lys Thr Ile
325 330 335
Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350
Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365
@Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
i85 390 385 400
Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 4106 415
Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430
His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<211> 445
<212> PROT
<213> Secuencia artificial

<220>

32

Ser

ILeu

Thr

Phe

Pro

Val

Val

Cys

Ser

PO

Val

Gly

Gly

Liys

Cys

ILeu

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

Gly Gln

Asp

Trp

His

Gly

Gln

Asgn
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<223> cadena H del anticuerpo humanizado

<400> 30

GIn 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 Txp 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
&b 70 75 8C _
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 GIln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro
115 120 125
Ser- Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val
130 135 140
Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala
145 150 155 160
Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly
165 170 175
Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly
180 185 190
Thr Gin Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys
195 200 205
val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys
210 215 220
Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Asp Val Phe Leu
225 230 235 240
Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
245 250 255
Val Thr Cys val val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys
260 265 270
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285
Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
220 255 300

33
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Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 310 315 320
Val Sexr Asn Lys Ala lLeu Pro Leu Pro Glu Glu Lys Thr Ile Ser Lys
325 330 335
Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
340 345 350
Arg Asp Glu ILeu Thr Lys Asn Gln Val Ser ILeu Thr Cys Leu Val Liys
355 360 365
Gly Phe Tyr Pro Ser aAsp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin
370 375 380
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
385 3920 395 400
Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
405 410 415
Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
420 425 430
Hig Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 31

<211> 445

<212> PROT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena H del anticuerpo humanizado

<400> 31

Gin Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 106 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tvr
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 8o

Met Glu Leu Ser Ser lLeu 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

34
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vVal Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro
115 120 125 '
. Ser Ser Lys Ser Thxy Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val
130" 135 140 _ _
Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala
145 150 155 . 160 '
Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Prc Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly |
165 170 175 :
Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly
_ 180 185 190
Thr Gin Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys
195 200 208 _
Val Asp_ Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys
210 . 2185 _ 220 '
Pro IPro'Cys Pro Ala Pre Glu Leu Leu Gly Glyl Pro Asp Val Phe Leu
225 : 230 235 240
Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thy Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
- 245 - 250 | 255
Val Thr Cys Val val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys
260 265 : 270
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
: 275 280 - 285
Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ala Thr Tyr Arg Val Val Ser val Leu
290 205 300 o
Thr Val Leu i—Iis G1ln Asp Tip Len Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 - 310 315. 320
Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Glu Glu Lys Thr Ile Ser Lys
325 330 B 3ss
2la Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
_ 340 ' 345 350 .
Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Sex Leu Thr Cys Leu Val Lye
355 360 365
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 'Trp.Glu Ser Asn Gly Gln
370 375 380
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
385 . 330 © 395 ' 400
Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gl.n'
' '405 410 . 415 _ ' '
Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser vVal Met His 'Glu Ala Leu His Asn
' 420 _ 425 430
His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

35
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<210> 32
<211> 445
<212> PROT
5 <213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena H del anticuerpo humanizado

10 <400> 32

Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Liys Pro
i . s 10 _ 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
_ 20 25 30 '
Giu Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu
35 : 40 : 45
Gly Ala Leu Asp Pro Lys Thr Gly Aép Thr Ala Tyr Ser Gln
50 . 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr
65 : 70 - 75 _ 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr
' 85 90 95
Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 R - 1190
vVal Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
' - 115 120 125
Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
- 130 ' 135 © 140 ,
Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 155 160
Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser
165 170 175
Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
180 - ass ' 190
Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
185 200 : : 205 o
val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His
210 215 220
Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu ﬁeu Leu Gly Gly Pro Asp Val
225 230 235 240
Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 250 235

36
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Aép.Tyr
Trp Met
Lys Phe
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Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys
260 265 - 270 :
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285
Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser val Leu
290 295 - 300 _
Thr Val Leu Hig -Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 - 310 315 320
val Ser Asn Thr Ala Leu Pro Ala Pro Glu Glu Lys Thr Ile Ser Lys
| 325 330 . 335
Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
340 - 345 350 _ -
Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
355 360 365 o
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
370 . 375 : 380
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Sér Asp Gly
185 390 . 385 200
Ser Phe Phe Leu Tyr Sexr Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
- 405 . al0 - 415 _
Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
' 420 425 ' _ 430 _
Hig Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 33

<211> 445

<212> PROT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena H del anticuerpo humanizado

<400> 33

GIln 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
@ly ala Leu Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Gln Lys Fhe
50 55 . 60

37
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Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala asp Lys Ser Thr Ser Thr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 o5
Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110 '

Ala

Tyr

Val

Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu 2Ala

115 120 125 ‘
Ser Ser Lyé Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 _ 135 140 -
Ivs Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 _ 150 . 155 160
Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser
_ 165 170 - 175
Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
180 185 190
Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
195 200 205 .
vVal Asp Lys Lys val Glu-Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His
210 L 215 ' ' 220 : '
Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Asp Val
225 230 235 240
Fhe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
' 245 250 255 '
Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
260 265 K 270
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 - 280 285 o
Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ala Thr Tyr Arg Val Val Ser
220 T 295 . _ 300
Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 _ 315 320
Val Ser Asn CGlu Ala Leu Pro Ala Pro Glu Glu Iys Thr Ile
325 . 330 335
Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350
Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 - 380 365

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

370 375 - 3BOD
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Prco Pro Val Leu Asp Ser
385 380 395 400

38

Leu

Gly
Ser
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Ser Phe Phe.Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
| 405 S alo 3 415.
Gln Gly Asn val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
420 a5 430
His Tyr Thr Gln Ly:s Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 240 445
<210> 34
<211> 217

5 <212> PROT
<213> Homo sapiens

<400> 34

" Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Prc Ser Val Phe Leu .Phe Pro Pro Lys
1 5 10 15 |
Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
20 25 - - 30 '
Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyx
35 40 45 ,
Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
50 o 55 60 B |
Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leéu Thr Val Leu His-:
65 70 75 | g0
Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
- 85 90 95 | |
Ala Leu Pro Ala Pro Glu Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln.
' 100 105 110
Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu
115 120 125 '
Thr Ljfs Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
130 ' 135 o 120 - |
Ser Asp Ile Ala Val Glu Txp Glu Ser Asn Giy Gln Pro Glu Asn Asn
145 . 150 185 160
Ty Lys. Th:r Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
165 _ 17¢ 175
Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
180 . 185 190
-Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
195 200 205 '
Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

1210 : 215
10

<210> 35
<211> 217

39
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<212> PROT
<213> Homo sapiens

<400> 35
5

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Asp Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
1 _ 5 10 ' 15
Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
20 25 30
Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyx
35 40 45
‘Val Asp Giy Val Glu Val His 2Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
50 _ 55 : ' 60
Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
65 : 70 _ 75. 80 . :
Gln Asp 'I‘rp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
85 90 95 |
Ala Leu Pro Leu Pro Glu Glu Lys Thr ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
‘100 105 ' 110
Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu
115 - 120 125
'I‘hi Lys Asn Gln Val .Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Fhe Tyr Pro
130 135 | 140
Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn
145 - 150 155 160
Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
165 170 175 '
Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Aén Val
180 o185 190
Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
. 1585 200 ' _ 205
Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
210 215 .

<210> 36

<211> 217

10 <212> PROT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Asp Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys

15

40



10

1 . 5
Pro Lys Asp Thr
20
Val Val Asp Vai
35
Val Asp Gly Val

50 '
Gln Tyr Asn Ala
65 |
Gln Asp Trp Leu

85

Ala Leu Pro Ala.

100
Pro -Arg Glu Pro
' 115
Thr Lys Asn Gln
130 -
Ser Asp Ile Ala
145 '
Tyr Lys Thr Thr

Leu

Ser

Glu

Thr

70

AsSn

Pro

Gin

Val

Yal

150
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10
Met Ile Ser Arg Thr
' 25
His Glu Asp Pro Glu
40
Val His Asn Ala Lys
55 60
Tyr Arg Val val Ser
' 75
Gly Lys Glu Tyr Lys
20

Glu Glu Lys Thr Ile

105

Val Tyr Thr Leu Pro
120 _

Ser Leu Thr Cys Leu

135

15
Pro Glu Val Thr
30
Val Lys Phe Asn
45 .
Thr Lys Pro Arg

Val Leu Thr val
8O

Cys Lys Val Ser
95

Ser Lys Ala Lys

~ 110

Pro. Ser Arg Asp

125 '

Val Lys Gly Phe

140

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

155

160

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe

165 .
Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

180

170-

"185

175

190

Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly

Glu

Asn
Phe

Asn

Val

Glu

‘His

Lvs
G;n
Leu
Pro
Asn
Leu

Val

Fhe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala lLeu His Asn His Tyr Thr Gln

195

200

Lyé Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

©- 210

<210> 37

<211> 217

<212> PROT

<213> Homo sapiens

<400> 37

215

205

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Asp Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys

1

5

10

15

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Aig Thr Pro Glu Val Thr Cys Val

20

- 25

30

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro @lu Val Lys Phe Asn Trp Tyr

35

40

45

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu

50

55

41

60
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Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser Val Leu Thr Val Leu His
65 _ 70 75 80
Gln Asp Trp leu Asn Gly Ly's Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Thr
85 - 90 95 _
Ala Leu Pro Ala Prc Glu Glu LYS Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
100 105 - 110 |
Pro Arg Glu .Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu
115 120 © 125 o
Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
130 135 140
Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro @Glu Asn Asn
145 150 155 160
Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Cly Ser Phe Phe Leu
165 170 | - 175 |
Tyr Ser lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
180 185 . 190
Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
| 195 200 © 205
Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
210 215

<210> 38

<211> 217

<212> PROT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Asp Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys

1 5 o 10 ' 15

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val

20 .25 30 _

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
35 40 .. 45 -

Val ”Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Prd Arg Glu Glu

50 55 60 -

Gln Tyr Asn Ala Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His

65 N 70 ' 175 80

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Glu

85 90 - 95 |

Ala Leu Pro Ala Pro Glu Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys G'ly. Gln
- 100 105 ' 110 '

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu

42
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115 . 120 125,
Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Vval Lys Gly Phe Tyr Pro
130. 135 ' 140 _
Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
145 150 .155 ' 160
Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
165 . 170 175 _
Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp lys Ser Arg T¥p Gln Gln Gly Asn Val
180 185 ' 190 :
Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
195 200 . 205 -
Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys '
210 215 '

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2470374 T3

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que uno o mas de los restos de aminoacidos seleccionados a
partir del grupo compuesto por la serina de la posicion 239, la serina de la posicion 298, la lisina de la posicion 326,
la alanina de la posicién 330 y la isoleucina de la posicion 332 en la regidon Fc se sustituyen por otros restos de
aminoacidos, en el que el anticuerpo anti-glipicano 3 comprende regiones CDR1 como se muestra en la SEC ID N.°
23, CDR2 como se muestra en la SEC ID N.° 24 y CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 25 de la cadena H y
comprende regiones CDR1 como se muestra en la SEC ID N.° 26, CDR2 como se muestra en la SEC ID N.° 27 y
CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 28 de la cadena L.

2. Un anticuerpo anti-glipicano 3 seleccionado a partir del grupo compuesto por:

(a) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la isoleucina de la posicion 332 de la region Fc se sustituye por otro resto
de aminoacido;

b) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la serina de la posicién 239, la alanina de la posicion 330 y la isoleucina
de la posicién 332 de la region Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos;

c) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la serina de la posicion 239, la serina de la posicion 298 y la isoleucina de
la posicion 332 de la region Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos;

d) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la serina de la posicion 239, la lisina de la posicién 326 y la isoleucina de
la posicion 332 de la region Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos;

€) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la serina de la posicion 239, la serina de la posicion 298, la lisina de la
posiciéon 326 y la isoleucina de la posicion 332 de la region Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos, en el
que el anticuerpo anti-glipicano 3 comprende regiones CDR1 como se muestra en la SEC ID N.° 23, CDR2 como se
muestra en la SEC ID N.° 24 y CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 25 de la cadena H y comprende regiones
CRD1 como se muestra en la SEC ID N.° 26, CDR2 como se muestra en la SEC ID N.° 27 y CDR3 como se muestra
en la SEC ID N.° 28 de la cadena L.

3. Un anticuerpo anti-glipicano 3 que presenta una o mas sustituciones de los restos de aminoacidos de
la region Fc, teniendo dicho anticuerpo el resto de aminoacido seleccionado a partir del grupo compuesto por el
acido aspartico de la posicion 239, la alanina de la posicién 298, la treonina de la posicién 326, la leucina de la
posicion 330 y el acido glutamico de la posicion 332, en el que el anticuerpo anti-glipicano 3 comprende regiones
CDR1 como se muestra en la SEC ID N.° 23, CDR2 como se muestra en la SEC ID N.° 24 y CDR3 como se muestra
en la SEC ID N.° 25 de la cadena H y comprende regiones CDR1 como se muestra en la SEC ID N.° 26, CDR2
como se muestra en la SEC ID N.° 27 y CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 28 de la cadena L.

4. Un anticuerpo anti-glipicano 3 seleccionado a partir del grupo compuesto por:
a) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene un acido glutamico en la posicién 332 de la region Fc;

b) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene un acido aspartico en la posicion 239, una leucina en la posicion 330 y un
acido glutamico en la posicion 332 de la region Fc;

c) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene un acido aspartico en la posicion 239, una alanina en la posicion 298 y un
acido glutamico en la posicion 332 de la region Fc;

d) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene un acido aspartico en la posicion 239, una treonina en la posicién 326 y
un acido glutamico en la posicién 332 de la region Fc;

€) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene un acido aspartico en la posicion 239, una alanina en la posicion 298, un
acido glutamico en la posiciéon 326 y un acido glutamico en la posicion 332 de la region Fc,

en el que el anticuerpo anti-glipicano 3 comprende regiones CDR1 como se muestra en la SEC ID N.° 23, CDR2
como se muestra en la SEC ID N.° 24 y CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 25 de la cadena H y comprende
regiones CRD1 como se muestra en la SEC ID N.° 26, CDR2 como se muestra en la SEC ID N.° 27 y CDR3 como
se muestra en la SEC ID N.° 28 de la cadena L.

5. Un anticuerpo anti-glipicano 3 seleccionado a partir del grupo compuesto por:

a) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la isoleucina de la posicion 332 de la region Fc se sustituye por acido
glutamico;

b) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la serina de la posicion 239, la alanina de la posicion 330 y la isoleucina
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de la posicién 332 de la region Fc se sustituyen por acido aspartico, leucina y acido glutamico, respectivamente;

c) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la serina de la posicion 239, la serina de la posicion 298 y la isoleucina de
la posicion 332 de la region Fc se sustituyen por acido aspartico, alanina y acido glutamico, respectivamente;

d) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la serina de la posicion 239, la lisina de la posicién 326 y la isoleucina de
la posicion 332 de la region Fc se sustituyen por acido aspartico, treonina y acido glutamico, respectivamente;

€) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la serina de la posicion 239, la serina de la posicién 298, la lisina de la
posicion 326 y la isoleucina de la posicion 332 de la region Fc se sustituyen por acido aspartico, alanina, acido
glutamico y acido glutamico, respectivamente,

en el que el anticuerpo anti-glipicano 3 comprende regiones CDR1 como se muestra en la SEC ID N.° 23, CDR2
como se muestra en la SEC ID N.° 24 y CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 25 de la cadena H y comprende
regiones CRD1 como se muestra en la SEC ID N.° 26, CDR2 como se muestra en la SEC ID N.° 27 y CDR3 como
se muestra en la SEC ID N.° 28 de la cadena L.

6. Un agente antineoplasico que comprende el anticuerpo anti-glipicano 3 segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. El agente antineoplasico segun la reivindicacion 6 para su uso en un procedimiento de tratamiento de
un paciente con cancer.

8. Un procedimiento para producir un anticuerpo anti-glipicano 3 con aumento de la citotoxicidad que
comprende:

i) cultivar una célula huésped manipulada genéticamente para expresar un polinucleétido que codifica un anticuerpo
anti-glipicano 3 en el que uno o mas de la serina de la posicion 239, la serina de la posicién 298, la lisina de la
posicion 326, la alanina de la posicion 330 y la isoleucina de la posicion 332 en la region Fc se sustituyen por otros
restos de aminoacidos, en el que el anticuerpo anti-glipicano 3 comprende regiones CDR1 como se muestra en la
SEC ID N.° 23, CDR2 como se muestra en la SEC ID N.° 24 y CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 25 de la
cadena H y comprende regiones CDR1 como se muestra en la SEC ID N.° 26, CDR2 como se muestra en la SEC ID
N.° 27 y CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 28 de la cadena L; y

ii) aislar el anticuerpo a partir del cultivo.

9. Un procedimiento para producir un anticuerpo anti-glipicano 3 con aumento de la citotoxicidad que
comprende:

i) cultivar una célula huésped manipulada genéticamente para expresar un polinucleétido que codifica un anticuerpo
anti-glipicano 3 seleccionado a partir del grupo compuesto por:

a) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la isoleucina de la posicion 332 de la regidn Fc se sustituye por otro resto
de aminoacido;

b) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la serina de la posicion 239, la alanina de la posicion 330 y la isoleucina
de la posicién 332 de la region Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos;

c) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la serina de la posicion 239, la serina de la posicion 298 y la isoleucina de
la posicion 332 de la region Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos;

d) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la serina de la posicion 239, la lisina de la posicién 326 y la isoleucina de
la posicion 332 de la region Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos;

€) un anticuerpo anti-glipicano 3 en el que la serina de la posicion 239, la serina de la posicion 298, la lisina de la
posicion 326 y la isoleucina de la posicion 332 de la region Fc se sustituyen por otros restos de aminoacidos, en el
que el anticuerpo anti-glipicano 3 comprende regiones CDR1 como se muestra en la SEC ID N.° 23, CDR2 como se
muestra en la SEC ID N.° 24 y CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 25 de la cadena H y comprende regiones
CRD1 como se muestra en la SEC ID N.° 26, CDR2 como se muestra en la SEC ID N.° 27 y CDR3 como se muestra

en la SEC ID N.° 28 de la cadena L; y ii) aislar dicho anticuerpo a partir del cultivo.
10. Un procedimiento para producir un anticuerpo anti-glipicano 3 con aumento de la citotoxicidad que
comprende:

i) cultivar una célula huésped manipulada genéticamente para expresar un polinucleétido que codifica un anticuerpo
anti-glipicano 3 que presenta una o mas sustituciones de los restos de aminoacidos de la region Fc, teniendo dicho
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anticuerpo el resto de aminoacido seleccionado a partir del grupo compuesto por el acido aspartico de la posicion
239, la alanina de la posicion 298, la treonina de la posicién 326, la leucina de la posicion 330 y el acido glutamico
de la posicion 332, en el que el anticuerpo anti-glipicano 3 comprende regiones CDR1 como se muestra en la SEC
ID N.° 23, CDR2 como se muestra en la SEC ID N.° 24 y CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 25 de la cadena
H y comprende regiones CDR1 como se muestra en la SEC ID N.° 26, CDR2 como se muestra en la SEC ID N.° 27
y CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 28 de la cadena L; y

ii) aislar dicho anticuerpo a partir del cultivo.

11. Un procedimiento para producir un anticuerpo anti-glipicano 3 con aumento de la citotoxicidad que
comprende:

i) cultivar una célula huésped manipulada genéticamente para expresar un polinucleétido que codifica un anticuerpo
anti-glipicano 3 seleccionado a partir del grupo compuesto por:

a) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene un acido glutamico en la posiciéon 332 de la region Fc;

b) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene un acido aspartico en la posicién 239, una leucina en la posicion 330 y un
acido glutamico en la posicion 332 de la region Fc;

c) un anticuerpo anti-glipicano 3 con acido aspartico en la posicion 239, una alanina en la posicion 298 y un acido
glutamico en la posicion 332 de la region Fc;

d) un anticuerpo anti-glipicano 3 con un acido aspartico en la posicion 239, una treonina en la posicion 326 y un
acido glutamico en la posicion 332 de la region F;

e) un anticuerpo anti-glipicano 3 con acido aspartico en la posicién 239, una alanina en la posicion 298, un acido
glutamico en la posicion 326 y un acido glutamico en la posicion 332 de la regién Fc, en el que el anticuerpo anti-
glipicano 3 comprende regiones CDR1 como se muestra en la SEC ID N.° 23, CDR2 como se muestra en la SEC ID
N.° 24 y CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 25 de la cadena H y comprende regiones CRD1 como se muestra
en la SEC ID N.° 26, CDR2 como se muestra en la SEC ID N.° 27 y CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 28 de
lacadenal;y

ii) aislar dicho anticuerpo a partir del cultivo.
12. Un anticuerpo anti-glipicano 3 seleccionado a partir del grupo compuesto por:

a) un anticuerpo anti-glipicano 3 que tiene el dominio CH2-CH3 que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N.° 34;

b) un anticuerpo anti-glipicano 3 que contiene el dominio CH2-CH3 que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N.° 35;

c) un anticuerpo anti-glipicano 3 que contiene el dominio CH2-CH3 que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N.° 36;

d) un anticuerpo anti-glipicano 3 que contiene el dominio CH2-CH3 que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada enla SEC ID N.° 37,y

e) un anticuerpo anti-glipicano 3 que contiene el dominio CH2-CH3 que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N. °38,

en el que el anticuerpo anti-glipicano 3 comprende regiones CDR1 como se muestra en la SEC ID N.° 23, CDR2
como se muestra en la SEC ID N.° 24 y CDR3 como se muestra en la SEC ID N.° 25 de la cadena H y comprenden
regiones CDR1 como se muestra en la SEC ID N.° 26, CDR2 como se muestra en la SEC ID N.° 27 y CDR3 como
se muestra en la SEC ID N.° 28 de la cadena L.
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