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REIVINDICACIONES

Un proceso para hacer una linea celular transfectada que comprende transfectar una célula con
polinucledtidos y cultivar dicha célula transfectada, dichos polinucleétidos codifican las cadenas pesada y
ligera de una inmunoglobulina humanizada, en donde dicha inmunoglobulina humanizada tiene una region
marco aceptora y regiones determinantes de complementariedad (CDR) de Kabat de una inmunoglobulina
donante y se une a un antigeno, y ademas en donde dicha inmunoglobulina humanizada comprende al menos
un aminoacido no de la CDR del marco de la cadena ligera de la inmunoglobulina donante que sustituye al
aminoacido correspondiente en el marco aceptor, en una posiciéon donde:

(a) el aminoacido en el marco aceptor es raro para dicha posicién y el aminoacido correspondiente en el
marco donante es comun para dicha posiciéon en secuencias de inmunoglobulinas humanas; o

(b) el aminoacido es adyacente a una de las CDR; o

(c) se predice que el aminoacido tenga un atomo de la cadena lateral capaz de interaccionar con las CDR
de la inmunoglobulina humanizada.

Un proceso de la reivindicacion 1 en donde dicha inmunoglobulina humanizada tiene una afinidad de union
por el antigeno de 108 M™ o0 mayor.

Un proceso de la reivindicacion 1 en donde dicha inmunoglobulina humanizada es un tetramero de anticuerpo.

Un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 o 3 que comprende ademas cultivar dicha linea
celular y purificar dicha inmunoglobulina humanizada a partir de la misma.

Una inmunoglobulina humanizada que tiene una regidon marco aceptora humana y regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de Kabat de una inmunoglobulina donante, inmunoglobulina humanizada que se
une a un antigeno y comprende al menos un aminoacido no de la CDR del marco de la cadena ligera de la
inmunoglobulina donante que sustituye al aminoacido correspondiente en el marco aceptor, en una posicion
donde:

(a) el aminoacido en el marco aceptor es raro para dicha posicién y el aminoacido correspondiente en el
marco donante es comun para dicha posiciéon en secuencias de inmunoglobulinas humanas; o

(b) el aminoacido es adyacente a una de las CDR; o

(c) se predice que el aminoacido tenga un atomo de la cadena lateral capaz de interaccionar con las CDR
de la inmunoglobulina humanizada.

Un1a inmunoglobulina humanizada de la reivindicacion 5 que tiene una afinidad de unién por el antigeno de 10°
M~ o mayor.

Una inmunoglobulina humanizada de la reivindicacion 5 o la reivindicacion 6 que es un tetramero de
anticuerpo.
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TCTAGATGGGATGGAGCTGGATCTTTCTCTTCCTCCTGTCAGGTACCGCGGGCGTGCACT
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CTCAGGTCCAGCTTGTCCAGTCTCGGGCTCAAG TCAAGAAACCTEGCTCGAGCCTCAAGS

S evoelLVYQS 6 AEVEK K PGS S VK
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TCTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACAGCCTTTACTAGCTACAGGATGCACTGGE TAAGGCAGS

vV § ¢C K A S 6 Y T FT S Y RMHEMWY V RDQ

200 210 220 230 240
CCCCTGGACAGGGTCTGGAATGGATTGGATATATTAATCCCTCGACTGGGTATACTGAAT

AP G QG L E W I 6 Y I NP ST 6 Y TE

260 210 280 230 300
ACAATCAGAAGTTCAAGGACAAGGCAACAATTACTGCAGACGAATCCACCAATACAGCCT

Y ¥ ¢ K F XD X A T 1 T ADE ST NTA

310 320 330 340 . 350 360
?CATGGAACTGAGCAG CCTGAGATCTGAGGACACCGCAGTCTATTACTG TG CAAGAGGEE

M E LS S LR SEDTAV Y Y C ARG

3 380 330 400 410 420
GGGGGGTCTTTGACTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACAGTCTCCTCAGGTGAGTCCT
6 6 VF DY W6 Q6 T LV T VS S

430
TAARACCTCTAGA
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TCTACATGG%GAGGGATACCCTCCTGCTATGGGTCCTCCTGCTATGGGTCCCAGGATCAA_
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10 80 30 100 110 120
CCGGAGATATTCAGATGACCCAGTCTCCATCTACCCTCTCTG CTAGCG TCGGGGATAGGE
T 601 OXWT QS PSS T LS ASV 6 DR

130 140 150 160 170 180
TGCAGCATAACCTGCTCTGCCAGCTCAAGTATAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGC
vV T 1 17T ¢§ A S S S I S YT KHH WY Q QK

(30 200 210 220 230 240
gAGgCAAAG GTCCCAAGCTTCTAATTTATACCAGATGCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTG

K AP XK L L o YT T S§NKNL AS G VP

X0 &0 210 280 230 300
CTCGCTTCAGTGGCAGTGEATCTGGGACCGAGTTCACCCTCACAATCAGCTCTCTGCAGE

ARFSGSGSG'TEFTLTISSLO

30 320 330 340 ) 35 360
CAGATGATTTCGCCACTTATTACTGCCATCAAAGGAGTACTTACCCACTCACGTTCGGTC
PODODF AT Y Y CHOQRSTUYPLTFEFG

370 380 390 400
AGGGGACCAAGGTGGAGGTCAAACGTAAGTACACTTTTCTAGA
e 6 T XK VvV E VK

F16. 4.



TTAC
COOT

I
T

CCA GCCTGCCTT
CCAGTGCATCCTGTAGCTAGTAAAGGTGTAGCCAGAAGGCCTTGCAGGAGACCTTCACGE

HESI3  GGCAGTCGACGGATTAATATATCCAAT % TTCCAGAGCCTGTCCAGGG
CGAGCCAGG

ES 2523810 Tl

.
6

AGATCTGAG
ATATCGTGTAGAGGTTT GGGTTCOTTGG0CE
Régg%gggAAA ACCCCCCCCCCTCTTGCACAGTAATAGACTGCGGTGTCOTCAGATCTC

ATCAGAAGTTCAAGGA CAAGGCAA CA
CTGAGCAGCCTG

- D
OO (&
(-]
-
WO (-]
—_
(]
€D «x —
~C = ot
< <
(-] (-
L -
-~ =< (-]
[ R ) (-]
L = -<
— (3]
- O —_
- O o
o (5=}
— < -
(&)
S
o
-
<
(2.
-
-
[ —

CGACTGE
ATTACTGCAGACGAATCCAGCAATAC
A
6

HESI4  TATATTAATCCGTCGACTGGGTATAC
GAATGC
GACA

HESIS

HES 14

HESI2

HESIS

HESI3

FIG._5.



GCTGGTACCAGTGCATGTAACTTAT
CCCCGACGCTAGCAGAGAG

C
0

ES 2523810 Tl

<O - O
— = <O
D DO
O b=
<D = D<o
Do O
— =T -~ <D
DO - -x
OO DO
—<o OSeo
O =T O b
oo - O
OSeo [X-TZ.]
b —c<o
DO O
-C — OO
[ R e O
€D o O
—_— —c>
[ R ] <D b
e €D «x
L = b -
S p— —-x
€D = Oeo
€D = (=¥ )
—_<> - €D
D =z Ow
[ R O
- — —
- <O O~
[T O
D - p—
— =C O =
] Pt
O - —
- b— <D
Ocon (- T o
O = OO
- <D - <D
— —<D
- O — —
b = <O =
—co - D'
—D —
- D €D b
-C — b—
—c> DO
O b g <O
o = - b
—<D -y O
(&Y . <L =
€D e (XY
=T ¢D ~C o
-C =T T
Do O =
S ——
(&R} -C <D
—t—> —<2
DO — -C €D =X
€D =L b —t—o
~ -
o (=}
= e

JFD3

’

JEDI

JFD4

l
HIND IIT

FIG. 6.

JFD2



ES 2523810 Tl
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