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—

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
1 SOLICITUD DE:
E Patente de Invencion D Patente de Modelo de Utilidad
X Capitulo |. D Capitulo 11.
2 Nombre: CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI IDENTIFICACION
KAISHA
Direccién: 5-1, Ukima 5-chome, Kita-ku, C.C. D NIT D
SOLICITANTE Tokyo 115-8543 Japon.
(7) Nacionalidad o domicilio: Kita-ku, ce. | ] oto[ ]
A Tokyo, Japén.
Lugar de Constitucién: Japon Namero
Teléfono: Fax:
E-mail
3 Nombre: DILIA MARIA RODRIGUEZ IDENTIFICACION
D°'ALEMAN D
REPRESENTANTE | Direccién: Carrera 11 No. 86-53, piso 6 CC. |[X NIT
O APODERADO
(74) Teléfono: 6181088  Fax: 6350824 |CE [ ] Ofo []
E-mail: clarkemodet@clarkemodet.com.co Numﬁ_rg %
4 Nombre: VER HOJA ANEXA
INVENTOR (ES) | Direccién:
(72)
Nacionalidad o domicilio:
5 PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/JP2008/002690 Fecha _26 de septiembre de 2008
Publicacion Internacional No. ‘WO 2009/041062 A1 Fecha 2 de abril de 2009

6 TITULO (54) ANTICUERPO ANTI-GLIPICAN-3 QUE TIENE CINETICAS MEJORADAS EN EL

PLASMA.
7 Clasificacion Internacional (51) C12P 21/08
8 Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) _Numero de Solicitud
JAPON 28 de septiembre de 2007 2007-256063

S| [X NOD

9 Comprobante de pago No. 10-11,105 // 10-18,19& // 10-18,056 // 10-18.046 // 10-18.045 /Il 10-12,044
Fecha _10/02/10 4/ 0a/0%/10 [/ Q2/023/10 // D&/O3/10 /I 0S/63/10 /I 0&/03/10
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica

Poderes si fuere el caso

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).
Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copia de contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales

de las comunidades indigenas
De ser el caso, certificado de deposito del material biolégico

Arte final 12 X 12 .

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencidn de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional

Otros Reporte de examen preliminar

-
-

FIGURA CARACTERISTICA

12

As.

- Solicito la concesion de la patente

MARIA RODRIGUEZ D"ALEMAN

Ed

FIRM.A:: : %W / ~

R | ~ C.C. 41.654:.5‘82/ /- T.P. 20824
P-2504 | f / - |

: DI

NOMBRE

f
2




ANEXOS
INVENTORES

1.) IGAWA, Tomoyuki /
(¢/o CHUGAI SETYAKU KABUSHIKI KAISHA, 135, Komakada 1-chome, Gotemba-shi, Shizuoka

412-8513 Japon );

2.) NG KURAMOCHI, Taichi /

( ¢/o CHUGAI SEIYAKL KABUSHIKI KAISHA, 135, Komakado 1-chome, Gatemba-zhi, Shiruoka
412-8513 Japén );

3.) SHIRAIWA, Hirotake /
(o/o CHUGAI SEITYAKU KABUSHIKI KAISHA, 133, Komakado 1-chome, Gotemba-shi, Shizucka

412-8513 Japon );

4.) TSUNODA, Hiroyuki /

(¢/o CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA, 135, Komakado 1-chome, Gotemba-shi, Shizuoka
412-8513 Japén);

5.) - TACHIBANA, Tatsuhiko
(/o CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA, 135, Komakads 1-chome, Gotemba- c111 Shizuoka

412-8513 Japén ),

6.) ISHIGURO, Takahiro
( ¢/o CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKT KAISHA, 200, Kajiwara, Kamakura-shi, Kanagawa 247-8330

Japén ).
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SUFERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

CERTIFICACION DE EXCEDENTE : 1< — 1i,1058 lII‘I“‘ILI!lJI(!I(!!!‘!!'Illl‘l!!!!!“

- -00000
FECHA : FEBRERO 10 DE 2010 cecha, 2010-04-08 153002 _Dep. 2020 DIP.NUEVASCR
o “PATENTEI Eve: 378 FASENACIONALI
Aci 411 PRESENTACION  Folios® 229
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wste . o w0 o T br. FAGO
CLARKE MODET Y CO. COLOHRCOMGIGMACION  BANCO DE BOBOTRA 052754387 175684132 10/02/2010 68,21%,000.00
eexxe 0O N C E P T 0 wRiyx
T, REMTISTICO oee ToTAL covcePTo
1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROFIEDAD 1 99 {TROS GERVCIDS ADMINISTRATIVOS 1,000.00
TOTAL : 1] 1,000.00

SON: MIL PESOS

RESF‘ONSABLEi\D

~

RECIBO DE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE No.

ESTA CERTIFICACION DE EXCEDENTE DE PABD S0LD PODRA SER UTILIZADA
COMD PARTE DE LA CANCELACIOR DE UMA TRRIFA VIGENTE Y KO PODRA SER
SUSTITUIDA POR KINBUN RECIBO.
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COLOMBIA

Carrera 11 1® 86-53 Pico 6 Bogotd Colombia Tel: (57 1) 6191083

‘Fax: (37 1) 6320324-Email; info@clarkemodst.com.co

: PODER

Yo (nocotinr), abajo firmantz(c)

¢n mi (puzctro) cardeter de reprezentants(?) legalas ds
CHUGAI SEIVAKU KABUSHIKT KAISHA

una cocizdad organizada y sxistents ds acuerdo con las leyes de
Japon

y cn actual  cumplimicato de Sn objsto eozial, con domicilio en 5-1.
Ulkima S-chome, Kita-lny, Tokys 115-8543, Jupin

por el pricente instrurcnte confizro (conf:rimoc) poder copecial a favor
de DILLA MARIA PODPIGUEZ D'ALEMAN, con Cddula Je
Cindadaain Ha, 41.654.882 de Bogotd, y p. 20324y CLAUDIA
LUCLA CARO RAMIBEZ, con Cidula de Cindadumia Mo, 40.017.374
d> Tunja. y tp. 36448, con domicilio en  Bogoti, Colomibia, para que
actuando ¢n su ordan en nombrs 321 (de 1a) otorgante 1z (1a) representen
ante cualquier entidad, anteridad y/o persona, scpeciclments antz las del
orden Adminictrative, Contencioco Adminictiative, Judicial, Tribunales
de Asbitramento y/o cualquisr otro en lo referente a oo signicntes
asuntos:

1) Salizitar, tramitar, obtencr y/o regictrar udlqlu‘m dz lac modalidadas
dc Propicdad Inductrial, tale: como: patenter de nvension, modelos do
utilidad; dJdisefies inductriales, variedsdes vegetalz:; marcas, lemas,
norabres y ensefias comerciales y denominacione:s de origen; aci como
Sue renovacioncs, prérogac, transf-arcucias, carabjos de nombrs yfo
domicilio, contratos y licenciac,

2) Solicitar, tramitar, obtener y/o regictrar derechos de autor, en
cualquiera de cus pracentaciones aci como la proteccidn de ¢
industrialss y know-hovr,

3) Solizitar, tramitar, obtenar y/o r2gistrar regictro: sanitarios, permi
y/o licenciac = funcionamiznto; asf como sue ranovasiones o prorog
trancferenciag, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y licenciaz,
4) Ejereer accione: de oposicién, abzervacion, raelamos, reconsideracion,
rrpoﬁu(-n, apzlacidn, caaezlacidon adminictrativa o judicial, nulidsd,
proteccidn al consumidor, concznidn de liconcias, protzcsisn de scerctos
inductriales y demde acciones y recurcor melacionados con dercchos
derivado: de lor asunto: artiba indicados y co contra de la compstencia
dzclzal, acciones derivadas ds la obtencidn o cxplotacidn Jde licenciag,
accionz: de indemnizacién de perjuicios. Tambidn podri(n) intzivenir én
juicioc civiles, comercialze, penalz:, contencioca-adminiztrativos, tutclac
y dz polisfa; en acciones o juicios promzovido: por el (Ia) mandants o zo
contra el (ella) .

5) Regictrar nombre: dz dominio ants la entidad compatents,

6) En &l ¢jerzicio de cote mandato los mandatarios arriba mencionados
quedan facultadec para: conciliar, cancalar, trancigir, compromets én
frbitroz, desistir, recibir y tomar pozezion dz la coca objzto de litigio y
renunciar o decictic a dereshos concedida: o
admitir los hechac dil procso.

7) Patificar o no 1a agencia oficiosa,

8) Axf mitmo faculto (facultamos) & lo: mencionado: apoderades para
recibir notificzcionzc y daciznar apoderados judiciale: o zxtrajudiciales,
suctituir £1 prezentz poder y ravocar lac cuctitacionse que hicieren.

fati? L,l'du‘.‘

e cwren de concecion,

Dado y firmado ¢n

alos diac de

i

/('mnb"—/// A

POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned

Lagal reprazsulative(c) of
CHUGAI SEIVAKU KABUSHIKI KAISHA

an organization sxicting wnder the lawe of
Japan

and in present execution of it buciness activity, domiciled 5-1. Ukima §-
chome, Kita-ku, Tokys 115-8543, Japan

do hereby grant POWEDR OF ATTORNEY 1 DILLA MALIA [ODRIGUED
D'ALEMAMN, ideniification card Ho. 41.654.882 of Bogotd, and tp. 20824
and CLAUDLA LUCLA CARO RAMIREZ, tp, 36443, identification card Mo,
40.017.374 of Tukjs, retiding in Bagotd, Colombia, e ast in the order of (heir
appoinimsnt in behalf of grontor befors any entity, authority and/or natural or
juridical pereon, specially bzfore thoss Adminictrative, Adminictrative-
Contentions, Judicial, abitration court:, andfor any other, in all matters
concerning the following:

1) To 2pply, procecs, obtain and/er regizter any of ths modalitis2 of Inductrial
Property, such a3 Patente of Invaotion, Utility Mad:ls; Dezigns, plant
varieties; Mark:, Slagane, Trads Mamee and :mbleine and sppellations of
Origin; a5 wall as their renswals, ascignments, change: of nae andfor
Jomicile, agreements and lisenze
2) To apply, process, oblain andfor regizter sopyrighte of any kind oz well as
protzction of industrial zecret: or know-how., )
3) To apply, procecs, obtain andfor register canitary 2 ;,Lln-tibn:, oparating
anthorizations andfor licenzes; ac well ac their rencwalz or  accignments,
~hangz: of name and/or domicile, agresments and leznges,
4) To bring actions of oppocition, obzetvitions, cliime, reconcideration,
appeal or lzgal remedice, canccllations, nullity, protection to the concumer,
granling of licznszs, protection of trzde cecrete and other actions relatzd with
rightc derived from the cbove- meitionsd matters and agadnzt the uofair
competition, aotions resulling from the obtaining or sxploitation of licznzes,
recovering damagss zetions. They can aleo intervens or padicipats in Civil,
Commzrcial, Criminal or Contentious-Adminictrativ: Triale; the actions for
writ mandamue, polic: actions; in actions, Lawsuits or litigations inctitutzd by
the grantor or againzt him.
%) To regicter domain name: befors the competent cntity.
6) To the sffcct of thic mandate the above-named proxy are empowered to:
conciliate, cancel, cettle, submit to arbiiration, withdraw and to recZjl: snd
tak:z poccecsion of the litigation raluled objet and waive or renounsc h)c rights
granted or in  procece of granting, admil the facte of the cace.
7) To ratify or nol the efficious agency.
8) I (we) hereby appoint the aforz mentioned atteenay: with
notifications and 1o designate judicial and sxiy:judicial at
thic Power of Ailorney and to revoke tuch cuctitutions,

guers to reczive
rncys, cubctitute

Granied and cignzd a e

Evty

on this

day of

HEifma / signatura
YAMAGUCHI, Masahisa
Genzral Manager, Int:llectual Proparly Department
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NOTARIAL  CERTIFICATE

I, the undersigned NOTARY, duly authorized aﬁd practicing at TOITYO,
JAPAN, DO HEREBY CERTIFY THAT:

The signature that appears at the foot of the written  Power of Attorney is
the genuine and authentic signature of Mr. MASAHISA YAMAGUCHI,
General Manager, Intellectual Property Department of CHUGAI SEIYARU
KABUSHIKI KAISHA, a corlrnoration exizting and organized under the laws
of Japan, wha has produced sufficient proof of his power to exccute the said
mstrument on behalf of the above mentioned corporation.

IN TESTIMONY WHEREOT, I have hereto subseribed my name and

affixed my seal of office.

Dated this 10th day of March, 2009,

MAKAZTI IKEDA

202, UCHIZA]
X tHJ.L',[,A YAl
\ TH;\ Y J .

NOTALRY
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APOSTILLE

(Convention de La Haye du & octobre 1961)

1. Country: JAPAN
This public document
2. has been signed by MAKAZU IKEDA
acting in the capacity of Notary of the Tolzyo Legal Affairs Burcau
4. bears the ezal/stanip of MAKAZU IKEDA, NOTARY
Certified

=)

5. at Tokyo 6. MAR 1 02009
7. by the Ministry of Foreign Affairs ' =
8. 09-NO 000148 ABR 2010
9. Seal/stamp: 10. Signature
/ 7 B
s oy }4';’ (’ T
. ﬁ: /’?/1/‘\ . //0’0 =
Y " A3 \\f'ﬂ

SEINAN L
)*) Famtoyo OYA] ( ’
y For the Minister [or Foreién Affairs .




Traduccidn oficial hecha por Jimena Escobar Uril:»é, traductora e intérprete oficial
segin resolucién No. 0269 del Ministerio de Justicia, del documento legalizado
mediante la APOSTILLA No. 000148 d& 10 de marzo de 2009 expedida en Japon,
el cual corresponde a un documento de poder en inglés con su correspondiente
traduccion al espaitol (razén por la cual no se hace traduccion del mismo texto),
otorgado por la sociedad CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA, domiciliada en
Tokio, Japén, firmado el 6 de febrero de 2009 por YAMAGUCHI, Masahisa,
Director General del departamento de propiedad intelectual.

Fegisgtyrs Mo, 224 d2 2009

Certificado Notarial

Vo, =)l auscritc OTARICO, dsbidsmente autorizads v practicante

en TOIIO, JAERSI, POR MEDIC DEL PEESENUTE CERTIFICO QUE:

La firma que aparece al pis del Poder egorits 2z la firwa
genuina y auténtica del seficy MASAHIZA YAMAGUCHI, divector
general Azl dspartamento de propiedad intelectual ds CHUGAI
SEIYAIT I'ABUSHITI TSHE, una sociedad existenke v organizada
bajs las layess d= Japin, guisn ha producide zuficients pruzba
Az su poder para ejeoutar dicho instruments a nowbrs ds la

mencionada 9001wdad.

Ell TESTIMOIIIO DE LO CUAL, he aazcrits wi nowmbre

had 2

fijado 21

gella de mi oficina

Fechado egte dis 10 de marzo de

Firmado: Masalazu Iledza, Nobtariod

2



Sella: Oficina ds 2suntos Legales de Toliio
No. o-2-2, Uchigsiwaicho, Chiveda-Tu, Tokic, Japdn

(Convencidén de la Haya A2 & de octubre dz 1961)
1. Pais: JAPON
Este documento pliblico
. Ha 2ids firmado por Masakazu Ikeda

5. Letuands en 2 ~alidzd A4e Motario de la Oficina de Agsuntos
Legales de Tokio '

4. Lleva el =e2llc d= Masakazu Ikeda, Notario

(i

CERTIFICADO
5. En Tokio &. Mavco 10 ds 2002
7. Por el Ministeric ds Aszsuntos Exteriorss

8. NO. D00149

o
0}

=115 /EsLimlllld Minizicerio Jde Asuntos Bxtevioress, Japin

10. Firma (ilegible), Dacuteoys OYARE, Pov 2l Miniztyre de
Asuntos Bxrberiorss
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RESUMEN DE LA DESCRIPCION

Método para wmodular la vida media del plasma del anticuerpo
anti-glipican 3, una composicidén farmaceutica que conprende

un componente efectivo del anticuerpo anti-glipican 3 gue
tiene una vida media de plasma gue ha sidoe modulada, se
suninistra un método para preparar 1 anti-glipican 3 y una

composicidn

[

lipican 3 como un componente 2

te}

para modular la vida media del plasma del anticuerpo anti-

glipican 3 que al modificar el residuo Jde aminodcido que 3ze

anticuerpo anti-glipican 3 gque tiene una vida media del
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anticuerpo anti-glipican 3 como un compon



ANTICUERPO ANTI-GLIPICAN-3 QUE TIENE CINETICAS MEJORADAS EN

EL PLASMA

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Solicitudes Relacionadas

Esta solicitud reivindica pricoridad de la Solicitud de
Patente Japonesa No. 2007-256063, presentada en Septiembra
28, 2007, cuyos contenidos se incorporan aqui como
referencia.

Campo de la Invencién

Z.. <
S I

anti-glipican 3, una composicidén farmacéutica gue comprende

Descripcién de la Técnica Relacionada

Anticuerpos son estables en la sangre y exhiben pocos
cfzctos colaterales y por sstas razones su uso como farmaca

g
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de céncer de higado y las células de céncer de pulmén (WO

2003/000883) . Loz conjugadoes anti-farmaco qgue comprenden un

Ademés, las tecnologias para mejorar las

efectuadoras s& estén desarvollandoe para producir anticuerpos

de complementc (CDC) se nejoran mediante una sustitucidn del

aninodcido en la cual los aminodcidos constituyen la regidn
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(Kima S. J., Park Y., y Hong H. J., Antibody enginsering for

produce en las células CHO a las qus se le ha borrado el
ucosa no s une a las cadenas de

aztcar unidas al anticuerpo anti-glipican 3. Tal anticuerpo

anti-glipican 3 tiene una actividad ADCC significativamente
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(Lcbhe E. D., Hansen R. J., v BRalthasar J. P., Antibody
pharmacokinetics and pharmacodynamics, J. Pharm. Sci. (2004)

93(11), 2645-63), y gue las funciones y propisdadss de 1la

cado que el punto isoeléctrico (pI)

anticuerpo  IgG mediante la succinilacidn (Yamasaki Y.,

Sumimoto K., Nishikawa M., Yamashita F., Yamacka 1., Hashida

vtionizacidén  del anticuerpo  IgG mediante la
modificacic

Polyamine modification increases the permeability of proteins
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RESUMEN DE LA INVENCION

presente invencidén es suministrar un método de modular la
vida media del plasma (sangre) del anticuerpo anti-glipican

3, un ancicusrp 7ida media de
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plasma modulada y una comnposicidn farmacéutica qgue comprende

{n

el anticuerpo comno un componente efectiveo, asi come tambkién
un método para preparar 1 anticuerpoe anti-glipican 3 y la
composicién  farmacéutica. Otro objeto de la presente
invencidn es suministra un método para modular citotoxicidad

de un anticuerpo al modular la vida media del plasma del

anticuerpo que tiens citotoxicidad, un antCicuerpo con

(i

citotoxicidad wmodulada y una composicidén farmacéutica, dque

ot

icueyrpo, asi como tambign un método para

Los actuales inventores llevan a calo investigaciones
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el anticuerpo anti-glipican 3)

expuestos zobrse la superficie de asta molécula de anticuerpo

de aminocédcido particulares gqus puedesn modular la vida media
del plasma del anticuerpo (por ejemple, anticuerpo anti-
glipican 3) a través de modificar la carga de supsrficie
sobre la molécula del anticuerpo sin a

funcidén del antcicusrpo, por ejenplo, la actividad de unidn

un anticuerpo (por ejewmplo, el anticuerpo anti-glipican 3)

que tiene una vida media modulada Jde esta manera de hecho

anti-glipican 3) incrementa la actividad gue inhibe la

La presente invencidén se relacicna con un método para
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(por  ejemplo, anticuerpo anti-
pot

de acuerdo

slasma nodulada

la media de
de aminoidcido, una composicidn
onentce

ConuD LN

anticuerpo
ara preparar al composicidn
presente invencidén

ecapas de:

nucleico,

—~

dcido

i

"
]

que  s=  pusds  exponer S
Py
nti-glipican 2 del cultivo de 1la

a

néticas del p
cro seleccionado de la vida media del plasna,
de residencia del plasma, y la separacién del plasma;



11

[3] El método de acuerdo con [1], en donde la modificacidn en

z

la carga del residuo de amincédcido se logra mediante la

[4] El método de acuerdoe con [1], en donde &l residuo ds

amincdcido ques se puede exponer scbre la  super

anticuerpo anti-glipican 3 difervente de la regidn de unidn

1 donde la regidn de unidn
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[9] El método de acuerdo con [8], en donde el anticuerpd
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de astructura (FR) dearivada de humanc, y vna regidn

constante derivada de humano, y en donde la modificacidn en
la carga del residue de aminodcido se logra mediante 1la
exponer sobre la superficis del anticuerpo en 21 CDR o FR del

diferente de aguella del residuo de amincicido;
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[16] El método de acuerdo con [15], en donde la modulacidn de

[17] El método de acuerdo con [15%], en donde la modificacidén

la carga del residuo de aminocdcido se logra mediante la
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[19] E1l método de acusrdo con [18], =n donde ¢l anticusrpo es
un anticuerpo IgGl;
[20] Bl métedo de acuerdo con [17], en donds la modificacidn

en la carga del residuo del amincdcido se logra mediante la

sustitucién de al menos un residuc de amincidcide de  un
anticuerpo IgGl con un residuo de amincadcido correspondiente

[21] El método de acuerdo con [15]-[20], en donds la regidn
de unién FcRn [k e los residuos de aminocAcido de los
nameros EOU 250, 253, 310, 311, 2314, 428, 435, y 436 de

acuverdo con la numeracidn Kabat;

[22] El método de acuerdo con [20], en donds

en la carga del residuo de amincdcico se laogra mediante al
nenos una sustitucidn en la regidén constante de cadena pesada

mostrada en la SEQ ID NO:31 seleccionada de:

(a) sustitucidén de H qgue es el residuc de amincicido nlimero
151 con Q,
(b) sustitucién de K que es el residuce de amincédcido numero
157 con Q,
(c) sustitucidén de R gue es el residuo de amincdcido numero
238 con Q,
(d) sustitucidén de D gue es el residuo de amincécido numero
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241 con M, y

residuc de aminocdcido namero
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[24] Un método para estabilizar un anticuer

que comprends una regidén da determinacidn de

regidén de estructura (FR) derivada del humano, y una regidn

constante derivada de humanc, dicho método comprende  las

alterada para incrementar en €l valor Tm del anticuerpo
mediante una modificacién de al menos un  residuo  de
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(f) sustitucidn de S

(g) sustitucidén de Q gue

50 con R;

[29] Un método

nodulada, que

expresidn del
una secuencia

que s2 pusde

exponsr  sobre la

19

gque es el residuo de amincdcido numero

es el residuo de amincdcido numero

para preparar un anticuerpo con citotoxicidad
comprende las etapas de:

na célula huésped gue lleva un &cido nucleico

1 anticuerpo bajo condiciones gue permiten la
dcide nucleico, en donde 2l anticuerpo tiene
de aminodcido alterada que origina una

[30] El método de acuerdo con [29], en donde la modificacidn
en la carga del residuo de amincacido se log mediante la
sustitucidn de amincacido;

[31] E1 mé o de acuerdo con [29], en donds el residuo de
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se pueds exponer sobre la superficie del
localiza en una regidén en el anticuerpo
regidén de unidn FcRn;

de acuerdo coin [31], en donde 1 regidén de
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[33] El método de acuerdoe con [31], en donde la regidn de
residucs de amincicido de los

nameros EU 250, 252, 310, 311, 314, 423, 435, 436 de acusrdo

[24] Bl método de acuerdo con [29], en donde =1 anticuerpo 25

[25] El método de ac
de amincdcido cuya carga se modi

cido presenite en la regidn constante del anticuerpo.

o
i
i
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[N
( }

[36] El método de acuerdo con [29]-(34], en donde el residuo
de amincdcido cuya carga se mnodifica es un residuo de

anincdcido presente en la regldn variable de cadena pesada o©

[37] El método des acusrdo con [36], en donde &l anticuerpo s

un anticusrpo gue comprends una regldén Jds dstsrminacidn de

-
!

conplenmentariedad (CDR) derivada de un animal no humana, una

de estructura (FR) derivada de humano, y una regidn
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‘
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L..'

constante derivada de humano y en donde la modificacidn en la

sustitucidn de al menos un residuo de amincacido gue se puede
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exponer sobre la supsrficisz del anticuerpo en =1 o FR del

anticuerpoe con un residuc de amincdcido gue tiene una carga
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diferente de aquella del residvo d
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pesada mosirada en la SEQ ID NO:1 seleccicnada de:

gque es el residuo de amincdcido numero
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(b) sustitucidén de Q que es =l residuo de aminodcido

(c) sustitucidén de Q que es el residuo de amincdcido numerc

i

(d) sustitucidn de K gue es el residuo de anincdcido numsra

v oz

(e) sustitucidén de II gue es el residuo ds

amnincdcido numero

65 con Q, y

0

aminocdacido numerc

Q.
)

(£)y sustitucidn de que el residuc

ul
w

66 con D;

y/o,

(2) al menos una sustitucidn en la regidn variable de cadena

(g) sustitucidn de R que e 1 residuo de amincidcido numsra
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(h) sustitucién de Q que es el residuo de aminod
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(k) sustitucién de K que

112 con E;

[39] El método de acuerdoe con [28], Jque conprande ademds al

2T
13 titucidn en la regidn constante de cadena pesada

'y menosd una sus

mostrada en

}—

a SEQ ID NO: 31 seleccionada de:

(a) sustitucidén de H que es el residuo de amincacido numero
151 con Q,
(b) sustitucidin de K gue es el residoo de amincdcido ndmerod

157 con Q,

(c) sustitucidén de R gue es el residuo de amincadcido numero

- (d) sustitucidén de D que es el residuo de aminodcido nlmero
239 con E
(e) sustitucidn de L que es &l residuo de amincdcido numero
241 con M, y
(£) sustitucidén de Q que es =l residuo de amincdcido numero

[40] El mwmétodo de acuerdo con [26] en donde, el anticuerpo
compraends una regidn de determinacién de complementariedad
(CDR) derivada de un animal noe humano, una regidn de
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estructura (FR) derivada de humeano, y una regidn constante
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anticusrpo preparads mediante 21 método ds= acusrdo

[44] El anticuerpo de acuerde Ccon (437, en donde el
anticuerpo es un anticuerpo anti-glipican 3;
[45] Un anticuerpo que comprende:

L: ID NO:1 en la cual la secuencia de amincdcido comprende al
menos una sustitucidén seleccionada de:
(a) sustitucidén de K que es el residuo de amincdcido nimera
19 con T,
() sustitucidén de Q gue es el residuo de amincadcido numero
43 con E,
(c) sustitucidn de Q que es el residuo de amincacidoe numero
AN 62 con E,
- (d) sustitucidédn de K que es el residuc de anincdcido nimero

63 con S,

(e) sustitucidn de K que es el residuo de amincédcido numero
65 con Q, vy

(£) sustitucidn de G que es el residuc de amincdcido nlmeras
66 con D

DO

(2) una regidén variable de cadena ligera mostrada en la SE

ID NO:7 en la cual la secuencia de amincdcido comprende al

O
og
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menos una sustitucidn seleccionada de:
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(i) susititucidén de K que es
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79 con T,
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[46] El anticuerpo de acuerdo con [45], que conprende la

cadena pesada mostrada en la SEQ ID NO:2 y la cadena ligesra

-

mostrada en la SEQ ID NOQ:9;
[(47] El1 anticuerpo de acuerdo con [45], que comprende la
cadena pesada mostrada en la SEQ ID NO:5 y la cadena ligsra
mostrada en la SEQ ID NO:11;
(48] El1 anticuerpo de acuerdoe con [45] gue comprende uns
y una regidn varizbhle de cadena ligera mostrada en la SEQ ID

NO:28;

[49] E1 anticuerpo de acuerdoe con [45] gue comprende una

~J

L)

regidn variable de cadena pesada mostrada =n la SEQ ID NO:2

S7
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y una regidn variable de cadena

{50] E1 anticuerpo de acuerdo con [45]-[49] comprends una

[51] El1l anticuerpo de acuerdo con [50], en donds la regidn

D

D NO: 32
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[52] Un anticuerpo que comprende:

n la SEQ

(1) una regidn variakle de cadena pesada mostrada

(1]

ID NO:1 en la cual la secuencia de amincAdcide conprende al

menos una sustitucidn seleccionada de:

(a) sustitucidén de Q que es el residuco de amincdcido numera
43 con K,
(b) sustitucidén de D que es el residuo de amincdcido numero
52 con R,
(c) sustitucidén de Q que es 21 residuo de amincédcido ndmero
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(d) sustitucidén de B que e3 &1 residuc de aminodcide nimerod
17 con Q,

() sustitucidn de Q gue es el residuo de amincacido ntmerc
27 con R, y

(f) sustitucidn de Q gue es el residuc de aminoédcido numero
105 con R;

[53] El anticuerpo de acuverde con [52], dque comprende la

[56] Un anticuerpo due comprende al menos una sustitucidn en
la secuencia de aminocécido de la regidn consctante de cadsna
pesada mostrada en la SEQ ID NO:31 seleccionada de:

(a) sustitucidén de H que es el residuo de amincécido nimero

() sustitucidén de K que es &l residuo de amincdcido nimero
157 con Q,
(c) sustitucidén de R gue es el residuo de amincdcide ntmero
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cual el complejo de modificacidén de la cadsna de azicar

icada se modifica;

[65] Un método para preparar un anticusrpo Jgue comprende

cultivar la célula huésped de acuerdo con [63] o [64] vy

recuperar un polipéptido del cultive celular.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
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ica obtenida de

[0}
=
T
O

calorimétrica de exploracidn diferencial (DSC) del anticu

y 4 wmuestran los marcadores pl, el carril 2 nusestra el
anticuerpo HOLO, vy el carril 3 mnuestra el anticuerpo
Hepul.2Lspul.2 (Hul.2Lu2.2), donds los wvalores numéricos

muestran los valores de las moléculas marcadoras pl y las

troforéticas de las

3
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[\B]

Hspdl.8Lspdl.6 (Hd1.8Ldl.é), donde los valores numnEricos

muestra los valores pl de las moléculas marcadoras pl y las

correspondientes moléculas marcadoras pl;

La Figura 4 es una diagrama que musstra la afinidad de
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La Figura 5 es un diagrama gue

unién  del anticuerpo  Hspul.ZLspul.2 {

conpetiicivo, en donde el diamante negro se re
afinidad de unidn del anticuerpce HOLO y el cuadrado gris se
i

refizre a la afinidad de wunidn del anticuerpo Hspul.2Lspul.Z2

La Figura 6 es un diagrame que muestra la afinidad de

L

unidén  del anticuerpo Hspdl.S8Lspdl.6 (Hd1.83Ld1.6) y el
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refiere a la afinidad de unidn del anticuerpo Hapdl.8Lspdl.6

La Figura 7 nmuestra la actividad antitumoral en un

nodelo de ratdn de trasplante de cancer de higado humano del

anticuerpo HOLO, z1 anticusrpo Hspul.lLspul.2 (Hul.Z2Lu2.2), vy

La Figura 7A muestra la actividad antitumcral en el
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modelo de
anticusrpo HOLO, &l anticusrpo Hzpul.2Lspul.2 (Hul.2Lul.2), vy

1 anticuerpo Hspdl.8Lspdl. 6 (HA1.8L4d1.6) cuando cada

D

5 mg/kg, en donde el diamante negro muestra la actividad para

la administracidin del vehiculo, =1 triangulo negro muestra el

efecto de la administraciédn del anticuerpo Hspdl.8Lspdl.6

(Hd

—

-

[o2)
=
3
~
M
I_l
O
lq N
=
)
[
l_l
O
i
l_l
o
=
Q
(o)
=
=
C‘.
U)
I')
)]
D
i_l
[
-
D
(9]
(ma
(&)
Q,
®
l_l
[a)]

administracidén del anticuerpo Hsgpul.2Llszpul.2 (Hu2.Z2Lul.2), vy

el cuadrado negro muestra el efecto de la adwinistracidn del

anticuerpo HOLO;

anticuerpo HOLO, =1 anticuerpo Hspul.lLspul.2 (Hul.ZLul.2), vy

el anticuerpo Ispdl.SLspdl. 6 (Hd1.8Ld1l.6) cuando cada

4
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La Figura 8A mnuestra 1
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H

anticuerpo administrado a un modelo de ratdn de trasplante de
cédncer de higado humano del anticuerpo HOLO, el anticuerpo
Hepul2.2Lspu2.2 (Hu2.2Lu2.2), vy =21 anticuerpce Hspdl.SLepdl.6
(Hal.3Ld1l.6) cuando cada anticuerpo de prucha ss administra
al modelo en una dosis de 5 mg/kg, en donde el triangulo

negro muestre la concentracidén de sangre Jdel  anticusrpo
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(Hd1.8Ld1.6) cuando cada anticuerpo dz prusha se administra

al modelo en una dosis de 1 ng/kg, en donde el triangulo

La Figura 9 muestra la actividad ADCC de los anticuerpos
de pruska contra las cé&lulas HepG2, una ecestirps celular de
cancer de higado humano, en donde el triangulo negro muestra
la actividad ADCC mediante el anticuerpo Hspdl.8Lspdl.6
(Hd1.8Ldl1.6), el circulo blanco muestra la actividad ADCC

ants el anticusrpo Hspul.lLspul.2 (Hul.2Luw2.2), vy el

cuadrado negro  mnuestra  la actividad ADCC mediante el

La Figura 10 mnuestra la afinidad de unidén para el

antigeno glipican 3 medido mediantce un ELISA competitivo del
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PpHIpL16 en un modelco de ratdn inplantadoe con un  CANCEDr
hepéitico humano, en donde * nmuestra la actividad antitumoral

del anticuerpce HOLO, el circuleo blanco muestra la actividad

antitumoral del anticuerpo HA1.8Ld1.6, el cuadrado negro
muestra la actividad antitumcoral del anticuerpo pH7EL14, v el
cuadrado blanco rnuestra la actividad antitumoral del

anticuerpo pH7pLlé6.

La Figura 12 musstra la concentracidn sanguinea del
anticuerpo en ratones del anticuerpo HOLO, el anticuerpo

pHIMEEPL1G, en dond nuestra la concentracidn sanguinea del
anticuerpo HOLO, el circulo blanco muestra la concentracidn
sanguinea del anticuerpo Hd1.3Ldl.6, &l cuadrad negro

anticuerpo pH7pLle6, el triangulo negro muestra la

La igura 13 muestra la actividad ADCC mediante el
anticuerpo HOLO, el anticuerpo HA1.8Ldl.6, &l anticuerpo
PH7pL14, y el anticuerpoe pH7pLl6 contra las cé&lulas HepGZ,
una estirpe celular de céancer de higado humanc, en donde el
circule negro muestra la actividad ADCC mediante el

¥
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anticuerps HOLO, el circulo blanco la actividad ADCC mediante
el anticuerpo HA1.8Ld1.6, el cuadradoe nagro la actividad ADCC
mediante el anticuerpc pH7pLl4, vy el cuadradoe blanco la

actividad ADCC mediante el anticuerpo pH7pLl6.

La Figura 14 muestra la afinidad de unidn por el
antigeno glipican 3 medido mediante ELISA competitivo del
anticusrps HOLO, el anticuerpo HOM2SLO, <1 anticusrpo pH7pLl6
v el anticuerpo pHTMS8LSpLle, en donde el triangulo negro
muestra la actividad de unidn del anticuerpo HOLO, el
cuadrado negro muestra la acitividad de unidn dal anticusrpo

ctividad de unidn del
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7 2l diamante blanco musstra la actividad

La Figura 15 muestra la actividad ADCC mediante el
nticuerpo pHTMA5pLl16 contra las
células HepG2, una estirpe celular de <cincer de higado

humana, en donde &1 cuadrade bhlanco muestra la actividad ADCC

DESCRIPCION DE LAS MODALIDADES PREFERIDAS

La presente invencidn suministra un nétode de modular
las cinéticas del plasma de un anticuerpo (por ejemplo,
anticuerpo anti-glipican 3). En una modalidad preferida de la

presente invencidn, el método comprende la modi

19
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carga de al menos un residuo de amincdcido Jque s2 pusade
SXpOoner sobi la superficis de anticuerpo  (por ejemplo,
anticuerpo anti-glipican 3). Esto es, las cinéticas del
plasma del anticuserpo (por ejemplo, anti-glipican 2) se puede

isoelécitrico (pI) de éste. E1 anticuerpo (por ejemplo,
anticuerpo anti-glipican 3) que tiene las cinéticas de plasma

moduladas es capaz de exhibir una actividad antitunoral sobre

c
I_J
|_J
Q.
o

—

las élulas de céncer dque sea superior a

anticuerpo no modulado.

Entre los varios isotipos de anticuerpo, las sendas

Il bélicas principales del anticuerpo IgGe no proceden por
via de excrecidn renal debida al peso molecular

receptor Fo nsonatal (FcRn), que s: expresa msdiante las
células endoteliales en, por ejenpla, el sistema vascular. Se

creé que el anticuerpo IgG se metaboliza principalmente

mediante las sendas metabdlicas en células endoteliales (He,
. Y., H¥u Z., Melrose J., Mul1uw~Py A., Vasquez M., Queen C.,

specificity for both E- and P-selectin, J. Immunol. (1998),

160(2), 1029-35%). Esto es, =z cree Jue =1 anticuerpo IgG se
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icamsnts comada medianca la célula zendotelial,

modificada para disminuir la actividad de unién al FcRn
exhibe una vida media mids corta en lea sangre. En contraste,
la vida media del plasma del anticuerpo IgGs se puede
incrementar al wmodificar log residuos de amincédcide que
constituyen la regidén Fc del anticusrpoe IgG con el fin de

incremsentar la actividad de unién dsl Fobn (He, ¥. Y., Xu 2.,

132(12), 1551-9). Como se describid anteriormente, los métodos

conocidos  para mnodular  las cinéticas  del  plasma deal

aminodcide que constituyen la regidn Fe. Ejemplos especificos
de los residuos de amincédcido antericores incluyen 1os
resziduos de aminoadcideo H250, H2L3,
H435 y H436, de acuerdo con la numeracidén Rakat. Ademas, los

residucs de aminodcide H254, H255, H257, H288, H29¢, H307,
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eran el objetivoe para la modificacidn. Estos residuos de
aminodcido corresponden a, por ejemplo, los residuos de
aminocdcido 130, 133
residuos de aminocécido 134, 135, 137, 168, 176, 187, 189,

195, 295 v 313 en la SEQ ID NO: 30, asi como también los

319 v los residuos de aminodcide 137, 138, 140, 171, 179,

Sin embargo, comd Se muestra en los ejemplos suministrados

adelants, s& ha encontrado ahora por medic de la presente

ejemplo, anticuerpo anti-glipican 3) depende del pl con una
correlacién alta. Asi, se muestra ahora entonces gue la vida
media del plasma del anticuerpo (por ejemplo, el anticuerpo

anti-glipican 3) se puede modular sin modificar los residuos

L)

jisdn Jde wvnidén FcRn, cuya

de amincacido gue constituyen la red
| Y

LOR

modificacidén invocaria la inmuncogenicidad, en particular los

dcido H250, H2523, H310, HI11 H314, H428,

26, aszi como también

LU g I

{254, H25%, H257, HZ285, HI296,

H307, H309, H315, H415 y H4A3Z de acuerdo con la numeracidn

Aunque 0o se guiere estar ligado a wninguna teoria

\fd
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anticuerpo IgG mediante las células endotsliales se cree Jue

1~
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icogquimica Couldnbica entre el

v la superficie celular negativamente cargada.
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Por lo tanto se cree gue esa disminucidn (incremento) en la

interaccidén Couldmbica al disminuir (elevar) <1 pl del

cinéticas sanguineas. Comoe se utiliza aqui, “disminuir la
- = 1

interaccidén Coulémbrica :

5 Couldmbico como se expresa en la fuerza respulsiva.

y la carga nagativa de la superficie ceslular de la célula

aminodcido per se que consitituye el anticuverpo. Por lo tanto,
el método para modular las cindticas del plasma descubierto

en la presente invencidn se puasde aplicar ampliamsnte a
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anticuerpo anti-glipican 3.
Cuando uin anticuerpo IgG se utiliza como el anticuerpo
(por ejemplo, anticuerpo anti-glipican 3) d& la presente

invencidén, cualguier subitipo s= puade ntilizar =n tanto gue
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ésta seza una molécula de2l anticuerpo tipo IgG. También
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(

cicuerpe IgG hiespecificeo. Cuando el

presente invencidén 238 un anticuerpo hiespecifico, el

las células T citotéxicas, las células LAK, Y asi

sucesivamente, uin antigeno de  superficie  gque se  une

citortoxicidad por las células LAK se exhibe contra el cance

(Katayose Y., FKudo T., Suzuki M., £Shinoda M., Saijyo S.,

1 Imai K., y Matsuno S.,
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plasma del anticuerpo después de la modificacidn de los

amincacidos que consiituyen el anticuerpo (por ejemplo,

anticuerpo anti-glipican 3) se conparan con las cindticas del
£ E E

plasma antes de la modificacidn. Asi, cuando se desea

incrementar la vida media del plasma del anticuerpo or
I P p

ejemplo, anticuerpo anti-glipican 3), “modulacién de las
izre a un incremanio en la vida

media del plasma del anticuerpo. Cuando se desea disminuir la

del plasma se ha modulado como se desea, se puede evaluar
ejenplo, ratén, rata, conejo, perro, mono, % asi
sucesivamente. Ademds una “extensidn de la vida media del
plasma” o una “disminucidn de la vida media del plasma” como
se utiliza acqui tanbién puede ser comprendida por via de

pardmscros di

Practice, (Nanzando)) . Por ejemnplo, la “modulacién de la

74
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cabo andlisis no compartimental de acuerdo con las

v
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residue de amincédcidoe que se pusde

O
@
0]
(]
w
;_.I

sobre la supesrficie” como se utiliza aqui dencta zn

un residuc de aminodcido gue reside sobre la superficie del

polipéptido  gue constituye el anticuerpo (por ejemplo,

que reside sobre la superficie del polipéptido” se refiere a
un residuo de aminocicideo cuya cadena lateral pusde entrar en

contacto con moléculas de disclvente (tipicamente moléculas

[t}
=]

de agua). Todas sus cadenas laterales no necesitan entrav

de 1la wcadena lateral dsl residuo de amincdcido entra én
contacto con moléculas del disolvente, tal residuo de

aminocacido se considera gue es un residuo de amincacido que

reside sobre la superficie. Agquellos supertos en la técnica
pueden construir un modelo de homologia del polipéptido o

anticuerpo utilizando software de modelamiento de homologia

comercialmente disponible. Con base en este modelo de

anticuerpo anti-glipican 3) se pueden seleccionar
apropiadamente como un “residuo de amincdcido Jgue reside

sobre la super

39
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invencidn, pero es preferiblemente un residuo de aminodcido

los residucs ds amincdcide H254, H255, H257, H288, H296,
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319 vy los residuos de amincédcido 1237, 138, 140, 171, 179,

invencién es preferiblemente un residuc de amincicido que

constituye la regidn variable de cadena pesada (cadena H) o
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regicnes variables son  la  regidn  de  detzrminacidén  de

complemencariedad (CDR) y la regidn de estructura (FR).

regidén variable dzl anticusrpo con basse en un modelo de
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mismo modela de homologia.

Asi, H97, un residuo de anincdcido de acuerdo con 1la

residue de amincicido. Ejemplos adecuados de oftros residuos

la del anticuerpo anti-
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in la SEQ ID NO:1 son los
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residucs de amincédcido en las posiciones 52, 54, 62, 62, 65,

Con respecto al FR de cadena ligera, los residuos de
aminocdcido de superficie en la regidn variakle del anticuerpdc

se pueden seleccionar adecuadamente Jde L1, L3, L7, L8, L9,

Li1,
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111, y 112 del anticuerpo anti-glipican 3 humanizado mostrado

en la SEQ ID NO:7. Los residuos de amincdcido de superficie
en la cadeLavlicera CDR se pueden seleccionar utilizando el
mismo modelo de homologia que el modelo de homologila con el
cual se determinan los vasiducs de amincdcidoe de superficie

en CDR de cadena pesada. Ejemplos adecuados de los residuos
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amincdcido original, vy adicién de un nuevo residuo de
eriblemente indica la sustitucidén de un
residuo de aminoacido original con  otro  residuoc de

icacidén en la carga de un residuo

Con el fin de llevar a cabo la “modificacién en la carga
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variable de cadena pesada que constituye el antic po anti-
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glipican 3 humanizado mostrado en la SEQ ID NO:1. Ademas, la
carga se modifica pre

eriblemente, por ejemplo, para al menos

un residuo de amincacidoe seleccicnade de los residuos de

constituye el anticuerpo anti-glipican 3 humanizado mostrado

ecto nodulador desecado sobre las cinéticas del

plasma se estéd obteniendo; sin embargo, tales residuos de
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histidina (H) se conocen C oo amincdcidos cargados

positivamente. E1 Acido aspértico (D) y el éacido glutamico

(E) se conocen como amincdcidos cargados negativamente. Los

amincacidos diferentes de estos se conocen COomno los
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blemente =1 residuoe de anincédcido modificado”

anteriormente menclionado se selecciona convencionalmente de,

(b) lisina (K), arginina (R), e histidina (H) cuando el
residuo de aminodcido original (pre-modificacidn) ya lleva

una carga, la modificacidn con el fin de suministrar un

nd
[}
V]
l_l -
[SR
b
[}
R
At}
b3}
e
=
I_’
o]
(]
(A1
]
|_1
Z
2
\—
O
(@]
Q
i~
O
3}
o3
%)
-
Q
‘E-;
I
lg
D
o
(&
n
[
-]
3]
=4
ps
O
(a3
Q
l_l
b
O,
e
0,

—h

§e]
s

e
la presente invencidén comprende (1) la sustitucidn de un
amincdcido cargado con un amincdcido no cargado, (2) la
sustitucidén de un amincadcido cargado con un aminocacida que

n  de un

O

lleva una wcarga opuesta, vy (3) la sustitucic

amincacido no cargado con un amincdcido cargado.
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Modificacidén de un residuo de amincdcido que constituye el
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casos donde la pluralidad de los residoos de amincdcido se
ificard, los vresiduos de anincédcido  sometidos a la
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la regidén variable de cadena pesada que constituye el
anticuerpe anti-glipican 3 hunanizado mostrado en la SEQ ID

NO:1 se puede hacer, y una modificacidén a la secuencia de

variaklse dz cadena ligera constituys el anticuerpo anti-
glipican 3 humanizado mostrado en la SEQ ID NO:7 se pusde

utilizar, y una modificacidén a la secuencia de amincédcido
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cinéticas del plasma modulado deseadas se modifica, con el

z

in de evitar la disminucién de la actividad de unidn con el

También pusede ser adecuado implementar una combinacidn

adecuada con una modificacidn del residuo de amincacido Jue

origina una declinacidn en la inmunogenicidad  y/o  una

7

incremento en la actividad de unidén con el ami

de unidén del anticuzrpo. Por ejemplo, por ejenple el snsayo

inmunoabsorbente ligado a enzimea (ELISA), el inmunocensayoc de
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evaluar con hase cn los £ACS (seleccidn age célula

las células como un  antigeno., En el formato ELISA, la

mediante una reaccidn  enzimdtica. Asi, se agrega  un

nticuerpoe de pruebha a una placa ELISA sobre la cual las
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La unidn entre un antigeno expresado sobre la superficie
de las células suspendidas en un amortiguador y no ancladas
ador (tal coma una placa ELISA) y un anticuerpa

para este antigeno se puede medir mediante el Iformato FACS.

HyPerSort, Cytomics FC 500, EPICS ¥L-MCL ADC, EPICS XL ADC, y

Cell TLab Quanta/Cell Lalb Quanta SC (todos de Beckman

En un ejemplo de un métodoe adecuado para medir la

actividad de unidn de un anticuerpo anti-glipican 3 de prueba



53

a un antigeno, el anticuerpo de pruekha se hace reaccionar con
una cé&lula que exprssa Jlipican 3; las células se tifien con
un anticuerpo secundarico marcado con FITC gue reconoce el
anticuerpo de prueba; la intensidad flucrescente se mide con
FACSCalibuxr (BD); y se analiza utilizando software CELL QUEST

(BD). D& acuerdo con este método, ¢l anticuerpo de prusha
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de prueba, vy la intensidad fluocrescente si se mide con

medio de pruceba) cobtenido wmediante el andlisis de la

control obtenido de un anticuerpo de control gue utiliza el
producen el geo valor medio (medic geométrico) se describen
en la guia de usuvario Jdel software CELL QUEST (BD

Biosciences).

Con el fin de evitar incrementar la inmunogenicidad in vivo
para el humano dque recibe un anticuerx
anincdcido modificada, pero no limitada a, una secuencia
huimana (secuencia vista en un  anticuerpe de ocurrencia
natural de origen humano). Ademéds, las mutaciones se pusden

introduciy adecuadamentce en sitios diferentes de las

in de modificar cada una de 1la

§7
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humana. Un método

fectively kills wmultiple myeloma cells by human
effector cell-mediated cytotoxicity. Mol. Immunol. (1999)
36(6), 387-295. Ademds, con el fin de cambiar el punto
isozléctrico dzl anticusrpo, cada T 2
puede convertir a otra secuencia IR humana con el f£in de
cambiar la carga de un FR particular (por ejemplo, €l PR3 se
pueds intercambiar con otro FR humanc con el fin de disminuix

el punto iscelécirico  Jdel anticuerpo). Tal wétodo de
humanizacién se reporta en Dall’

M., Zhang J., Woods R. M., Widjaja L., Yu J., y Wu H.,

En acquellos cascos donde las cinéticas del plasma moduladas

deseadas no se logran mediante una modificacidén modesta de la

anticuerpo anci-glipican 3) gue exhibe las cinéticas de
plasma moduladas deseadas se puede obtener adecuadamente

mediante la ejecucidn repetitiva de la modificacidn de carga

Las cinéticas del plasma de EPLCT7.g4 guimérico, un anticuerpo
anti-E quimérico, P=-selectina (IgG4), se han comparado con

aquellos del HuEPLCT.g4, un anticuerpo humanizado (IgG4), y
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los dos se muestran por tener las mismas cinéticas de plasma
en el mono resus (He, M. Y., ¥u Z., Melrose J., Mullowney A.,

Vasquez M., Queen C., Vexler V., Klingkeil C., Co M. 5., y

Berg E.
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puade exponer sobrs la supsrificis del anticusrpo humanizado
- — e o}

(por ejemplo, anticuerpo anti-glipican 3 humanizado) se pusede

llevar a cabo al mismo tilewpo que la humanizacidn del
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pertuzumaly, qus 30n Traes anticuerpos humanizados gue ss han

humano, tienen aproximadamsnts las mismes cinédticas de plasma
(Adams C. W., Allison D. E., Flagella K., Prestca L., Clarke
J., Dykdal N., Mclsever ., ¥y Sliwkowski M. ¥., Humanization
of a recombinant monoclonal antibody to produce a thevapsutic

Immunother. (2006) E&55(¢), 717-27). Asi, las néticas del

plasma son aproximadamente las mismas cuando los anticuerpos
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glipican 2) se pueden modular
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residue de  amincdcido que se  puede exponer sobre la
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El méiodo de la presente invencidn también se puede aplicar a
los anticuerpos humanos., Un anticuerpo humano (por ejenplo,

anticuerpo anti-glipican 3) que tiene c¢inéticas de plasma

[3)
;
i
i
D
l—-
‘_V
[m]
I—‘l
o
1
]
[
]
O
o
O
O
o]
w
i
=
[
I_J.
[}
M
[
I_Y
o
o
D
)
[3)]
=
(&
(3
l_l
=h
:_l
1
v}
O
I_I
On
O,
(g
l_._l
T
—

3) al agregar una modificacidn a un residuo de aminocédcido que

se puede exponer sobre la superficie de un anticuerpo humano

Q
[}
el
i
n
(a0
i
[t
l._l.
[N
[}
[N
g
on
[
1y
[t
e
;
Q
o
l_r
o
I_.l
’_1
(]
cr
D
)
[V
oL
[ul
[»1)
o
l_v.
Q
[
il
-
e
O
~
[
s}
-
Qy
t
-
e}
[
(]

]
]
[w]
[N
[
Q
D
[M]
]
-
I_V
9]
[
V]
=
D
O
=
[
=
—
31}
)
e}

-~

G
Q
[9)]
I_l N
0
c
(]
[
93}
I.l -
<
I
o
=
0]
o]
-+
[(]

=
8]
<
l_'
PR
[}
=
=
T
JN
|
[31)
(o3
D
I_J
s)
l_l
o
n
=
=
3]
®
-
s}
1]
o
l_‘
Q
pat
0
L]
tre}
O
7]
[l
l_'
o
¢!
=
.([’
=
0]
o
purs
W
[)]
’.._-I

de translocacidén del tejido del anticuserpo se mejoran al

D
l_.l
[0}
<
m
]
{r
l_l
<
]
l_l
0
=
n
e
[=3
T
|
i}
cr
I_V
(@]
[
U}
=
]
A
<
)
l_J -
n
l_v -
c
ct
l_l
=3
~
i
Il
53]
(=)
l_J
I_l
Q
in
~
<<

step towards the “magic bullet”, J. Biol. Regul Homoest.

o
(U9
n
=
ct
7]
NS
L]
(]
N
=
O
)
|
1N
~
—
D
(%3]
|
1=
o
-~
L)
U
=

~dridge W. M., Buciak J.,

I_‘
in
l_l
]
(9]
[l
I._.I
ot
[
=
(]
()
g
=
=
[a)]
]

J., y Wu D., Enhanced endocytos

breast carcinoma cells and in vivo khiodistribution in rats of

protein, J Fharmacol Exp Ther. (1993) 286(1), 548-54). S8in

embargo, debido al hecho de gue tal anti

9!
<
[l
=
e
]
[}
i
-
I_l -
o
()
[}
v



N

59

la célula, las mejoras adicionales se reguieren para la
como  un  anticuerpo  gue exhibe un efecto anti-
cédncer por via de un mecanismo tal como la  actividad

citotdxica, porque la internalizacidén en la <cé&lula es un

n
o
0
N
9]
I_l -
<
3]
=
D
)
(w0}
[}
o]
in
[N
-
(2
]
)
=
1)
’
o
O
I_V
n
i
om
l_l
(a1
i
ot
=
)
=
tp
-
o
p
A
[
W
0
.
oy
!_‘
o
w
o
=]

<
:_l\
b1}
[
(T
[
-
=
[\
O
1]
.
o
I
ct
Y
l_—J
(@]
O
=
O
l_l
v}

actividad citotdxica, donde la internalizacién hacia la

(9]
-
c
%]
(wi
O
e
1_1
(9]
2}
[w]
Y]
I_.l
)]
(e}
=
=
O
I—l
Wi
a
9]
(w0
I_V
<
l_l
[
1]
O,
=]
iJ
(]
)
I_l
3]
1]
0
(w
I_J
<
X_l.
Q
Qi
sy
@]
W)
(@]
=

asi sucesivamente, no se ha determinado si un incrementdo en

1-

valor pl reducido y el anticuerpo anti-glipican 3 humanizado

modificade con un valor I incrementado, y entonces la

)

s
=
ot
]
i
i)
n
]
O
=

o
)
~
a3}
r
l_v
<
[al]
[97]
‘.—-
()
D

se mnusstra de wmansra sorprandsnte gue el anticusrpe anti-

glipican 3 humanizado con el wvalor pI reducido exhike el

73



60

el anticuerpo anti-glipican 3 que ya sge ha sometido a
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anti-glipican 3) de la presente invencidn es una modificacidn

segunda ley de la termodindmica (AG = AH - TAS), depende del

z

carmbio de energia libre Gibbs AG del sistema el balance

<

entre los componentss de AG, &s dacir, el cambio de 1la

entalpia AH (atribuible &l cambic en, por ejemplo, las
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durante la desnaturalizacidn se origina principalmente por la

hidratacidn gue ocurre cuando los residuos de aminodcido Jque

hid anteriormente, la “modificacidén’ del

reziduo de aminodcido en el método de la presente ilnvencidn
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con otro residuc de amincdcido. Asi, la modificacidn mediante

tade de la ejecucidén de la modificacidn de estabilidad

sobre los residuos de amincdcido gue constituyen el
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Con el £in de llevar a cabo la “modificacidn de estabilidad”

anteriormnente mencionada con el anticuserpo anti-glipican 3 de

la presente invencidn se lleva a cabo preferiblemente la
E ’ k

icacidn, por ejemplo, a por lo menos un residuo de

posiciones 37, 40, 48, y 51 en la regidén variable de cadena
pesada del anticuerpo anti-glipican 3 humanizado mostrado én
la SEQ ID NO:1. Ademés, la modificacién se lleva a cabo
eriblemnente sobre al menos un  residuo  de  amincdcido

seleccionado de los residuos de amincdcido en las posiciones

ligera del anticuerpo anti-glipican 3 humanizado mostrado en

cuales se ha llevado a cabo la modificacidn de estabilidad,
no necesitan modificarse en tanto que el valor Tm dessado se
chtenga; sin embargo, puede ser apropiado llevar a cabo una
fin de suminiscrarn
un valor Tm gue sea aproximadamente el mismo o mayor gue el

valor T del anticuerpo anti-glipican 3 humanizado sometido a

37



64

constituye 2l anticuer numanizado (por ejen i
tuye 2l anticuerpo humanizado (por ejemplo, anticuesrpo
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LN Lo D LD - 1 L,
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pueden modificar, o se puede combinar una o mas de la

modi

preferido en aquellos ca londe se modifi
n ajquellos casos donde se modifica un segmento de
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subclase VH1L (mostrade en la SEQ ID NO:1) se modifica a la
subclase VH4, es decir, V37I (valina en la posicidn 37 se
reemplaza por iscleucina) asi como también las modificaciones
la mneodificacidén de la regidén de cadena ligera FRZ del
anticuerpo anti-glipican 3 humanizado en la subclass V2

(mostrada =i la SEQ ID NOQ:7) a la subclase VI, es decir, las

(=
n
3

modificacién V2I, que corvesponde a la modificaci

teo a los residucos de amincdcido  Jgue

método conocido por aguellos expertos en la técnica. La

ejecucidn  de la  sustitucidn, supresidn, adicidn, y/o
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modificado (por ejemplo, anticuerpo anti-glipican 3) como se

cuales cualquiera de las varias moléculas esta unida.

diferentes animales. Ejenplos adecuados a este respecto son

genera mediante la fusidén en estructura del ADN gue codifica

una regidén variable de anticuerpo de ratén y el ADN que

c
]
a
I~
1]
()
I_v
Cn
=
o
Q
O
b
[v;]
i
i}
s
i
D
(o
[l
1)
-
.
Q
[
[()
i~
e
O
o
[
o
]
(@)
~
<
4]
(]

del medio de cultive por medios apropiados.

Los anticuerpos humanizados cambién se CONOCEN COomo

s}
)
o
I_l
0
[t
[}
&
lre}
(e}
w
:_l
[t
=
)
s
)
v
7))
=
W
e}
(&)
5
s
=
)
o
)
n
=
n
pury
O
)]
n
O
o}
n
il
or
l_V
C
C
N
=
re]
(]
wn
a
p
l_l
)



como cebadores.,

B

D

._4

e}
c
D
()
o)
e

humanizado de 1la
la PCR desde una

COr

codifica la regidn constante del anticuerpao

08 l'ﬂé toddo 3

=

para

(1989)

procedimisnios d

:
)

'l
()}
l_l -
[}]
=
®
o
3
o
3
r

67

de determinacidn de

complensntariedad (CDR)

tal como
dezde un

zado se puede

humano con €

de codén en sstructura. L1 ADN ligado

SULNCLIS L

CDR se& conocen
Tnmunological Interest
ealth, Bethesda, Md.; Chothia et
También se

conbinacidén genética  generales (se
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croveniente de un anticuerpa Jde un

anticuerpo de murino, eéstos
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métodas conocidos s3& pueden uvtilizar para construir a1 ADN

FR de wun anticuverpo humano estén ligados. Las PR de

anticuerjpo humano ligadas con las CDR se seleccionan de tal

pueden modificar seqgln  sea apropiade con el fin de
nosibilitarle a la CDR del anticuerpo humanoe reformado formar

un sitio de unidén de antigeno adecuado (Sato et al., Cancer

Res. (1992) 53, 851-6). Los residuos de amincAcido en las FR
sometidos a modificacidn pueden incluir residuos que estén
directamenie unidos al antigeno mediante cnlaces no
covalentes (Amit et al., Science (1986) 233, 747-%3), los
residuos ¢ue influencian o actinan sobre la estructura CDR

(Chothia et al., J. Mol. BRiol. (1987) 196, 9501-17), vy los

residuos relaciconados con las interacciones VH-V1  (regidn
variakhle de cadena pssada - regidn variable de cadena ligera)

=
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o

icado poxr el ADN ss& produce

mediante la c¢é&lula huésped gue se  ha transformado O
transfectads msdiants =1 vect da  zxpressidn generalmente

de cultive producido entre el cultivo de la cé&lula huésped

Cuvando el anticuerpoe de la presente invencidn &s  un
anticuerpd quinérico, el anticuerpo hunanizado O el
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iere uvtilirar una regidn constante
)

Cyl, Cy2, Cvy3, y Cy4 son cada uno adecuados para uso como la

cada uno adecuados para usc como la regidn constante de
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cadena ligeva. Ademds, la regidn const
humanc se puede modificar segin sea aproplade con 2l fin de

mejorar el anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo anti-glipican

1

3) o mejorar la estabilidad de su produccidédn., El anticuerpo
quimérico (por ejemplo, el anticuerpo anti-glipican 3
quimérico) de la presents iLnvencidn comprends adecuadamente

una regidén variable de un anticuerpo de un mamifero no humano

parte, el anticusrpo humanizado comprends prs
CDR desde un anticuerpo de un wmaniferc no humano y una regidn

constante y la FR de un anticuerpo humano. Por &jempls, un

anticuerpo humano. EL anticuerpo humanao comprende
adecuadamente una CDR de un anticuerpo de origsn humano y una

regién constantce y FR de un aniticuerpo humano. Por &jemplo,
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el anticuerpo anti-glipicen 3 humano comprende adscuadamsnte

npoco existen limitaciones particulares sobre
el anticuerpo humance FR utilizado como la TR del anticuerpa

humanizado) < &l anticusrpo hunano (por ejemplo, anticuerpo

nticuerpo que pertencezca a cualguier isotipo.

)]

Con el objeto de disminuir la immunogenicidad, todos © una

jals 2n de los residuos de amincdcido gue constituyen la IR

YT

germinal utilizandoe =21 método descrito en Ono II. et al., loc.

de que las secuencias de linea germinal <tendran una

constituys la FR dsl anticuerpo humanizado se puede comparar,

mediante alineamiento, con las secuencias Jdel amincidcido de
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Biol. (2007) 269, 852-862). Los residuos de amincacide del

son ejemplos especificos para los residucs de aminoacido gue

constituyaen la regidn variable de cadena pesada mostrada &n
Y gl F

posicién 70 con I, modificacidén que recmpla
posicidn 87 con R, y la modid
n A. Ademéds, una modificacidn gue reemplace el

amincdcidos que constituyen la regldn variable de cadena

ligera mostrada en la SEQ ID NO:7.

icado, <l anticuerpo humanizado, vy

llevar a cabo segun sea apropiado la supresidn, sustitucidn,

insercidn, y/o adicién en uno o wmids de los amincdcidos Jue

anticuerpo ¢ue se somete a modificacidn, en tanto Jue la

especificidad dz unidn para el antigeno se  exhibe. En

anticuerpo anti-glipican 3 guimérico nodificado, el

icuerpo humano
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anti-glipican 3 de la presente invenciédn, se puede llsvar a

cabo  segin sea apropiado la  supresidn, sustitucidn,
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insercidn, y/o adicién en uno o més de los amincacidos gue

3 humnances tienen una inmunogenicidad reducida en el cuerpe

en el método de

77}

Las secuencias conocidas se

ican la
cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo para la

introduccidén de la mnmutacidn., Ademds, se pueden obtener

(

secuencias de gen de anticuerpo novedosas mediante métodos
conocides por agquellos expertos en la técnica. Por ejemplo,
de anticuerpo. Mis aln, los genes también se pueden obtener
al clonar utilizando procedimientos conocidos, por ejemplo,

RT-PCR qus utiliza un wARN de plantilla de un hibridoma gue

Nunerasas bikliotecas de anticuerpos yva s= conocen dentio de
Yy
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la esi
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ra de las kiblictecas de anticuerpo. Mas
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téronica serdn capaces de abtener o construir bhiblictecas de

Z ..

adecuada métodos conocidos tales cono despliegue de ribosoma
\% asi sucesivamente La tecnologia para obtener los
anticuerpos humanos wediante técnicas de  “panning”  Jue

utilizan las bibliotecas de anticuerpoe humano como el

cxzpresan sobre una supsrficis de fago que uciliza técnicas de

despliague de fago. Loz gene que codifican el scfv gue s& une
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adelante., Tales métodos son bien conocidos en la técnica e
incluyen agquellos descritos en la WO 92/01047, WO 92/20791,
WO 92/06213, WO 92/11226, WO 92/19172, WO 95/01438, y WO

95/15388.

Las tecnolo
oixtener un gen que codi
produce el anticuerpo, particularmente para obtener un gen
que codifica el anticuerpo anti-glipican 3 de un hibridoma
que produce un  anticuerpo moncclonal anti-glipican 3. En
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conocidas mediante una técnica de

que se describe en detalle adelante.
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hibridoma seleccionadoe como una plantilla. Un gen de un

anticuarpo anti-glipican 3 se vrepara adecuadamsnte mediante

o)



75

Q
)
e
.
)}
(w
3]
Jont
(w0
O
n
\8
Ig
3]
o}
cr
!_J
O
m
5
Lo}
(v

uso

Por ejenplo, un

baculovirus (pox

iliz adecuadanante. Cuando el
pueds
unide a una
Cuandao

COMO

_.
l_l
)
-~
i

, tal glipican 3,

antigeno incaompleto,

cle

métoda

nolécula

ADN que codifica

(regidn C).

en 1o siguilente,
estos ejenplos. EL

que

sustancias que

~
l_l
(_v\
l~)
I_l
(@3
(@)

-

e

métodos  conocidos  por  aguellos

codo que wutilics
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dominio extracelular de la molédcula se utiliza adecuadamente
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soluble en agua y la mclécula solubilizada puede entonces

1 antigeno de senzibilizacidn.
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células que produ
obtienen adecuadamente al inmunizar un animal gue utiliza un
antigeno de sensibilizacidn adecuvado como  se  describid

anteriormente. O, las células gue producen anticuerpo (por

ejemplo, células gue producen anticuerpo anti-glipican 3) se
pueden obtener mediante inmunizacién in  vitro de los

linfocitos que son capaces de producir anticuerpo. Varios

primates se utilizan generalmente como el animal Jque se va a
inmunizar., Los roedores  pueden  incluir  ratdn, rata, 3%
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pueden incluir monos tales como el mono cinomdlogo, €l mono

rhesus, el babuino hamadryas, v el chimpancé. Ademds, también

de genes de anticuerpoe humanc en su gencma, y €l anticuerpo

humano se puede obtener de manera adecuada utilizandoe tales

10
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deseado seguido por la fusidén de célula con las células de

Japonasa No. Hei 1-59878). Ademés, un anticusrpo de humanc
deseado (por ejemplo, anticuerpo anti-glipican 2) se puede
obitencer adecuadamente mediante la innunizacidn con un dessado
repartorio completo de los genes de anticuerpo humano &n su
ganoma (WQ 92/12227, WO 92/02918, WO 94/02602, WO 96/34096, y

WO 96/33735) .

La inmunizacién de
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mediante la dilucidn y suspensidn adecuada del antigeno de

z

sensibilizacidén en solucidn salina amortiguada con
(PBS), solucidn salina fisioldgica, y asi sucesivamente;
segun la emulsificacidén necssaria mediante la mezcla del
adyuvante, y luego la inyeccién intraabdominal o subcuténea



™

78

l_l
a3}
s
.
Cr
]_J
)
[t
D
-
e}
v
o
-
1
l_l
1
()
IA
Ly
O
l_l.
O
st}
-
‘u
C
o
s
{a
s
(&8
9]
[N
M
p
s

que produce e

animal a) linfocito inmunizado con el antigeno de

la fusidn de la <célula, por ejemplo, polietilenglicol

(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,

Academic Press (1986) 59-103). La produccidn de hibridoma se
puede llevar a cabo adecuadanente de acuerdo con, por
ejenplo, el método de Milstein et al. (G. Kohler y C.

Milstein, Methods Enzymal. (1981) 72, 32-46). E1l cultivo y la
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célula que produce anticuerpo (por ejemplo, €l linfocito
sensibilizada) utilizando una sonda capac de unirse
especificamence al gen (por sjenplo, la complementariedad de
oligonucleédtido a la secuencia gque codifica la regidn
consiante del anticuerpo). La clonacidn también se puede

llevar a cabo mediante RT-PCR utilizando mARN aislado del

hibridema o la célula gue produce anticuerpo (por ejemplo,
linfocito sensibilizado) COmMo una slantilla Las
innunoglokul se dividen en 5 clases diferentes, es decir,
IgA, IgD, Igk, IgG, e IgM, con base en las diferencias en su
estructura y funcién., Adicionalmenite, las clases individuales

subclases vy no estéd particularmente limitado a cualguier
clase o subclass; sin embargo, el anticuerpo gus psrtensce a

erida,

la clase IgG es particularmente pre

Los genes que codifican las secuencias de amincdcido
que constituyen 1 cadena pesada y la cadena ligera del

modificar segun sea apropiado mediante las técnicas de
' il z Z . - e e e - . [P T - emem .~~~ -~ PO oy

lngenlerla Jenstlca. FoXr €7 clll-ll(_l, Un anclcueirpd recombinante
gue se ha sometido a la modificacién artificial con el

93
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objetivo de, por ejenplo, reducir la xeno-inmunogenicidad

el anticuerpo anti-glipican 3 humanizado, \% asi

regiones variables de cadena pesada y cadena ligera del
anticuerpo gue se origina de un mami
un ratdn, y las regliones constantes de cadena pesada y cadena
ligera del anticuerpo humano. Se pusde obtener un anticuerpo
quimérico como sigue: ADN que codifica la regidn variable de
un anticuerpo originade de ratdén se liga con el ADN que
codifica la regidn constante del anticuerpo humano y se

>r de  expresidn, y el vector

(CDR) de un anticuerpo (por ejenplo, anticuerpo anti-glipican

ligado con una regidén de estructura de anticuerpo humano con

orimar una secuencia de coddin en estructura. La
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anti-glipican 3) se alsla al purificarse del medio de cultive

regién de determinacidn de complemenitariedad forma un sitio
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sea necesario, la secuencia de amincacido se puede modificar
mediantce la sustitucidn adecuada cle los residuos de

amincdcidoe que conscitu
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Ademas de las modificaciones relacionadas con la
humnanizacién como se discutid anterviormentes, se pueden
introducir wmodificacicnes adiciconales, por ejemplo, para

accer

1=
IJ\
¢/]

as ca
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mejorar
ejemplo, la actividad de unidén con el antigeno reconocido por
el anticuerpo (por ejemplo, el anticuerpo anti-glipican 3).
Las modificaciones en el contexto de la presente invencidn se

pueden llevar a cabo adecuadamente mnediante mnmétodos tales

como mutagenia especifica de sitio (referencia, por ejemplo,
a FKunkzl, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1985) 82, 488y,

secuencia de amincdcidoe del anticuverpo modificade con
carac:ieristicas bioguimic nsjoradas generalmente tienen al

preferiblemence por lo mencs 90% (por ejemplo, por lo menos

95%, 97%, 98%, 99%, y asi sucesivamente) de identidad y/o
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utiliza aqui, la identidad de secuencia y/o la similitud se
refiere a la proporcidn de los residucs de amincdcido que son
idénticos (residuos idénticos) o similares (residuos de
aminodcidos clasificados en el misno grupo hasados en las
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grupos con base en las propiledades de la cadena lateral: (1)

(5) residuos que afectan la orientacidn de la cadena: glicina

Una modalidad adecuada especifica de una wmodificacidén
uncidén de anticuerpo incluye una mejora en

la citotoxicidad exhikida por el anticuerpo, tal como el

Los ejenplos
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tividad ADCC o tiene una actividad CDC se

mediante métodos conocidos (por ejemplo, Curren
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En términos especiiicos, las
solucidn de complenento, y las células objeti

primero.

El vaso es aislado de, por ejemplo, ratdn CBA/N, vy las

células de vaso ss  separan  sobre un  madic  RPMI1640

(2) Preparacidn de solucidn de complemento

z

La sclucidén de comnplemento se puede

disolucidén 10X con un medic gue contiene FBS al 10%
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otros, se pusdse utilizar como <c£lulas  gus  expresan una
eno a la cual el anticuerpo de prusba se

ransformadas con un  gen gue codifica  una

proteina de antigeno & la cual se une el anticuerpo de

préscaca, células de cancer de wmama, cé&lulas de <cancer
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la actividad CDC se pueden wmedir
mediante los siguientes métodcos. Con 2l

actividad ADCC, 50 pL de las células objetivo y 50 pL del

minutos sobre hielo. A la mezcla de reaccidn se agrega 100 nL
de células efectoras vy se incuban durante 4 horas en una

incubadora con diéxido de carbono. La concentracidén de

e

P

anticuerpo de pruckha final estd p
ango de 0 a 10 pg/mL. Después de la incubacidén, 100 pL del

sobrenadante se recuperan oy la radio actividad del
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gobrenadante se - mide uviilizando un contador gama (COBRA IT
AUTO-GAMMA, MODELO D5005, Packard Instrument Company). La
citotoxzicidad se puede calcular u

de acuerdo con la siguiente ecuacidn:

en donde A es la radio actividad (cpm) para la muestra

utilizando el anticuerpo de prueba particular; B es la radio

actividad (cpm) de la muestra a la cual se ha agregado 1% de

Para medir la actividad CDC, se agregan 50 pL de las
células objetivo y 50 pL del anticuerpo de prusha a una placa

ondo en U de 9296 pozos (Beckton Dickinson) y se hacen

incuba durant
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incubacién, se recupera 100 pL del sobrenadante y la radio
actividad del sobrenadant:

= se mide con un contador gama. La

ctoxicidad se puede calcular de la misma mw
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nera <Ccomo para

la medicién de la actividad ADCC.
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se incuba lusgo durante 1-4 horas en una incubadora con
diézide de carbono. Una concentracidén de anticusrpo de prueba
eriblemente dentro del rango de 0 & 3 npg/mb.
Después de la incubacidn, se recuperan 100 pL del

sobrenadante y la radio actividad dzl sobrenadante se& mide
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las CDR pueden en alguncs casos originar una declinacidn en

ejemplo, anticuerpo anti-glipican 3) involucrado en la
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localizados en las CDR no origina una declinacidén en  la

anticuerpo anti-glipican 3 involucrado en la modificacidn
E I ’

entonces tales residucs de amincécide se pueden ssleaccionar
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Aguellos expertos en la técnica se pueden encontrar

fédcilmente en una bhase de datos publica, tal como la base de
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datos HKabat, secuencias de aminodcido gue constituyen
regién variable del anticuerpo FR gue de hecho ccurre en un

organismo tal como un ratdn o humano.

3) es un aniticuerpo humanizado gue comprends una regidn de

determinacién de complementariedad (CDR) derivada de un

un residuo de anincdcido que se puede exponer  sobre la
superficie del anticuerpe &n la CDR o FR tiene una carga
diferente de aguella del residuc de zmincédcidoe en la posicidén
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moduladas en comparacidén con el anticuerpo  guim
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sente invenclidén

ﬂl

Otra modalidad preferida de 1

pay
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suministra un anticuerpo humano (por ejemplse, anticuerpo
anti-glipican 2 humano) que tiene las cinéticas de plasma

noduladas mediante 21 wétodo de la presente invencidén. E1
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menos un resdiduo de aminodcido gue se pusds sxponsr sobre la

diferente de aquella del residuc de anincdcido en la posicidn

donde el anticuerpo humanc tiene las cinéticas de plasma

mnoduladas en comparacidén con un anticuerpo Jguimérico gue
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utilizar adecuadamente. Tal “modificacidn Fc” pusde incluir

un  Fc modificade preparado mediante la modificacidn del
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1étodo para producir anticuerpos con células animales en el
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Ademds, ejemplos adecuados de produccién de métodos  Jue

nimales como  las células huéspedes
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con células de levadura (Nature Biotchnology (2006) 24, 210-

Una modalidad preferida del wétodo de preparacidn de la

(por ejemplo, anticuerpo anti-glipican 3) gue tiene las

cinéticas de plasma wmoduladas, gue comprenden (&) modificar

un &cido nucleico que codifica un polipéptide Jque comprende
al menos un residuo de amincdcido que se pueds 2xponsar
la superficie del anticuerpo (por ejemplo, anticuerpoe anti-
glipican 2), de tal manera Jque la carga del o los residuos de

aminoAcido se cambia; (k) cultivar una célula huésped de tal

ExXpresa; 1 () recuperar el anticuerpo (por ejemplo,

anticuerpo anti-glipican 3) del cultivo de la célula huésped.
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iere a una modificacidn

un codén gus corresponds al residuo de aminoacido que se

introduce nediante la “modificacidn” de la presente
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invencidén. Més especificamenie, este término se vefiere a una
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premodificacidén al codén del residuc de aminodcide gue se

introduce mediante la modificacidn. En general este té&rmino

base del Acido nucleico gque comprende el coddn  para

codifica el residuo de aminoédcido
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objetivo. Esto es, un coddn gue codi

icacidén del Acide nucleico se puede

nutagenia especifica de sitio, mutagenia  PCR, y asi

Bl &cido nucleico preparado en la pressn

como un vector de clonacidn, auvngue se pueden utilizar varios

ectores comercialmente disponibles. Un vector de expresidn
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itro, en E. coli, en un cultivo celular, o

(Invitrogen) para E. coli, el vsector pMELSS-FLZ  (GanBank
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por  Ausubkel et al. (1987) Publish. John Wiley & Sons,

seccliones 11.4-11.11).

huéspedes se pueden utilizar dependiendo Jdel propdsito.
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nediante métodos conocidos, por ejemplo, precipitacidn de

fosfato de calcio, poracidn de glectropulso (Current

Protocols in Molecular Biclogy, editado por Ausubel et al.

(1987) Puly Sons, secciones 9.1-9.9),
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~oducido como se describid anterviormente se puede recuperar

T
e

2 invencidn secreta hacia el medic de

cultivo. En aguellos cascos donde el anticuerpo (por ejemplo,

anticuerpo anti-glipican 3) de la presente invencidn se
produce dentro de la célula, la célula se lisa primero vy
luego el anticuerpo se recupera. Los nétodos conocidos se

. -

pueden utilizar adecuadamente para purificar el anticuerpo

dcida, cromatografia de intercambio de anidn o catidn,
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La composicién farmacdutica en el contexto de la presente
invencidén gensralmente se relisre a un para el
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deteccidn o diagnéstico de una enfermedad.

puede formular mnediante un wétodo conocido por  agquellos

ormulacién se pusde preparar al combinar el anticuerpo

con un poricador o medio

particular con agua estéril o solucidn salina

tenscactivo, estabilizador, saborizante, diluyente, portador,
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manera que se obtiene una dosis adecuada en el rango

{in

Una composicidén estéril para inyeccidn se pude formulaxr

adecuadanente de acuevdo con la  practica farmacéutica
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La composicién farmacduiica de la presente invencidn se
pude administrar preferiblemente mediante adninistracidn no

oral. Por ejemplo, se puede formular como una composicidn
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administracién de inhalacidn, o una composicidn transdérmica.
Se puede administrar adecuadamente sistémica o localmente
mediante, por ejenplo, inyeccidn  intravencsa, inyeccidn

intramuscular, inyeccidn intraperitoneal, o] inyeccidn

subcuténea.

El método de administracidén se pueds seleccionar segun

por ejemplo, en el rango de 0.0001 mg a 1000 nmg por 1 kg de

peso  corporal por dosis unitaria. 0, la dosis se puede

método de administracidén variardn Jdependiendce del peso

corporal, edad,
7 el método de administracidn se pusden seleccionar

apropiada
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gue codifica el anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo anti-
glipican  3) (por ejemplao, anticuerpo anci-glipican 3
humanizadeo) «que tiene las cinéticas del plasma moduladas

mediante el método de la presente invencidn. Un vector Jgue

La presente invencidn también suministra una célula

=

huésped que comprende el Acido nucleico anteriormente

mencionado. El tipo de célula huésped no estd particularmente

célula huésped se puede utilizar segln sea apropiado &n un

sistema de produccidn para la produccidn o expresidn del

uministra un sistema de produccidn Jque se puede utilizar
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puede vitilizar adecuadamente como el sistema de produccidn.
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tipo mamifero tales como CHO (J. Exp. Med. (1995) 108, 945),

340); y <células de insecitos tales como S£9, S5£21, y Tns. Por

células BHK se utilizan adscuadamsnte para la expresidén del

recombinante en la célula huésped se lleva a cabo

Lidnico DOTAP  (Boshringer Mannheim), técnica de

electroporacidn, técnica de lipo
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por ejenplo, Sacaromices (pox ejenplo, Sacaromices
cerevisiae, Schizosacchavonyces pombe), v los sistemas de
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por ejemplo, Aspergill (por ejemplo, Aspergillus niger), se
conocen v se pueden utilizar cono cé&lulas huéspedes para
producir el anticuerpo anti-glipican 2 d& la pressnte

Con relaciédn al wuso de las células procaridticas,
cualquiera de los sistemas de produccidn que utiliza las
células baciterianas se utiliza adecuadamente. Los sistemas de
produccidn que uiilizan E. coli COmo se describid

pueden utilizar adecuadamente para producir =1 anticuerpo
e b E IS

(por  ejemplo, anticusrpo anti-glipican 32) ds la presante
invencidn

Con el fin de producir el anticuerpo (por ejemplo,
anticuerpo anti-glipican 3) gque utiliza una cé&lula huésped de
la presente invencidn, la célula huésped transformada con el
vector de expresidn cque comprende el polinucledtido Jque
codifica el anticuerpo de la presente invencidén se cultiva
para expresar  un polinucledtido que codifica  para el

l_l

anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo anti-glipican 3). Las

células huéspsdes ss pusden cultivar de acuverdoe con métodos
conocidas. Cuando una célula animal utiliza como 21 huésped,
por  ejemplo, DMEM, MEM, RPMI1G40, o IMDM se utiliza
adecuadamente como el medio de cultive. Un auxiliar de suero,
por ejemplo, FBS, suero de becerro fetal (FCS), y asi
sucesivamente, se pueden agregar. Las células también se
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pueden cultivar en un medio libre de svero. Las células se

puaden cultivair a un pH de aproximadaments €-2, depandizndo
= L célul I =C [ cultivao = snsralingnce rrid

de la cé&lula hu;sp@-l ] cul-ivoe &8s denseralmente corrido

clhuz te apro=zimadamenie 15 a 200 horas a aproxzimadamants 30 a

40°C, con un reemplazo del medio, aireacidn, y agitacidn

seglun sea necesario.

De otro lado, los sisitemas de produccidn basados en un

animal o planta estén disponibles como sistemas in vivoe para
producir &1 anticusrpo (por ejemplo, anticuerpc anti-glipican
3) de la presente invencidin., El polinucledtido gque codifica
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recupera. Bl tfrmino “huésped” como se utiliza aquil comprande
1 animales y plantas.

Cuando un animal se utiliza como el huésped, los sistemas
de produccidén  bhasados en mamiferos e insectos  e3tan
disponibkles. Cabra, cerda, oveja, ratdn, vaca, y asi
sucesivamants, 3son adsacuadamsnte ucilizados como el mamifsaro
(Vicki Glaser, SPECTRUM ERictechnology Applications (1993)).

invencidén se puede producir en la forima de un gen de fusidn
con un gen que codifica un polipéptido gque se produce
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bra hembra. El anticuerpe (por ejemplo, anticuerpo

enmbridn o de la leche producida por madio de la descendencia
de la cabra transgénica. Se pueden dministrar hormonas
decuadas segun sea apropiado a la cabra transgénica con el

anticuerpo (por ejemplo, antlcuerpo anti-glipican 3)
producido de 1la cabra transgénica (Ebert et al.,

se emplea el gusan de seda, el gusano de seda se puede
infectar con un baculovirus due tiene un polinucledtido Jue
codifica el anticuerpo deseado (por ejemplo, anticuerpo anti-

los fluidos corporales del gusanc de seda in

et al., Nature (1985) 315, 592-4).

La planta de tabaco es un ejemplo de una planta Jue se
puede utilizar para producir el anticuerpo (por ejemplo,

anticuerpo anti-glipican 3) de la presente invencidn. Cuando
JL1¥ E
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como  un pMON 530, y <l vector vecombinante
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anticuerpo deseado (por ejemplo, anticuerpo anti-glipican 3)

se obtiene de las hojas de la planta de tabaco infectada.

anti-glipican 2) s& puads obitener de las células del Lemna

(2006) 24(12), 1591-7).

El anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo anti-glipican 3)
de la presante invencidn obtenido de la mansra descrita
anteriormente se puede alslar del interior o exterior de las

células huéspedes (por ejemplo, medio ds cultive o leche) y

( l’
r.
[}
s}
QO
=
3]
I_l
V1]
[
]
e}
(21}
=
[a1]
)
I_l
Oy
]
<
s
A 3]
e}
[
=
l_l
=h
IJ
Q
§1]
)
l._v
On
:

utilizar adecuadame:
en la presente invencidn, pero no se limitan. Por ejemplo, el
anticuerpo se  puede separar v  purificar adecuadamente

mediante una seleccidn  adecuada y una combinacidn  de
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salteade, precipitacidn de disolvents, 2
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Las técnicas cromatogré

afinidad, cromatografia de intercambic de idén, cromatografia

hidréfokba, cromatogra

d

1g
=0

(Pharmacia) son ejemplos de las columnas basadas en la
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Otra modalidad preferida de la presencte invencild:

anticuerpo (por ejenplco, anticuerpo anti-
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método preparar

moduladas de la presente
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glipican 3) con

invencidn, que comprende la etapa de cultivar una célula

i & Como se describid

1y
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Toda la literatura citada en la especificacién se
incorpora agui como referencia.

La presents invencidn se describe especiiicamente en 1lo
siguiente, pero la presente invencidn estd limitada a 1los
ejemplos suministrados adelante.

EJEMPLOS

Ejemglo 1

(1) Construccién de punto de mutacién de los genes del

anticuerpo humanizado HOLO

comprenda la CDR del anticuerpo GC22 humanizado descrito en

la WO 2006/046751. Las oligoADN disefadas con base en las

secuencias de las cadenas codificantes y contrasentido gue
contienen los sitios de modificacidn se sintetizaron. Se
consitruye una pluralidad de genes de mutacién de punto
vutilizando el Kit comercial de Mutagenia Dirigida de Sitio

sequndos a 95°C, la mezcla de reaccidn de un plismido con una

plantilla de 10 ng, una cadena delantera de 10 pmol y una
cadena inversa sintética oligo-ADN y uin amortiguador 10X, una

nezcla JdNTP, y ADN Polimerasa P
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kit se someten a 18 ciclos de 95°C 30 seg, 55°C 1 min y 68°C

se lleva & cabo durante 1 hora a 37°C.

transformantes. La introduccidén de la mutacién de punto se

confirma mediante la determinacidén Jde la secuencia de
nucledtido del ADN del plasmido aislado de los
transformantes. Cada gen de nutacién de punto se clona en

mediante las modi caciones como se describen adelante.
La expresién transitoria del anticuwerpo HOLO humanizado y

cabo utilizando polietilencimina (Polysciences Inc.). Las
células HER293 se separan mediants tripsina EDTA

Al siguiente dia, el medioc de
cultivo SFMII vy la polietilenoimina se mezclan con ADN de
plasmido de expresidn de cadena pesada y el ADN de plasmido

de expresidn de cadena ligera de acuerdo con las

en reposo durante 10 minutos a temperatura ambiente. La
mezcla completa se agrega gota a gota al plato de cultivoe gue
contiene las cé&lulas HER292 senbradas como se describid
anteriormenie. El sobrenadante del cultive se recupera

(20
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después de aprovimadamente 72 horas y el anticuerpo HOLO

humanizado expresado vy sus anticuerpos wmodificados  con

(1-1) Modificacién del wvalor Tm del anticuerpo HOLO

humanizado

ct
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La temperatura del punco medico de  desna

lespuds de calentar la sclucidn de muestra prusba a una tasa
de calentamiento programada constante. Bl valor Tm  del
anticuerpo HOLO humanizado se mide utilizando una solucidn de
muestra para la medicidn DSC preparada comno se describe an 1o
que sigue. Primerc se hace didlisis a la membrana de didlisis

cargada con una solucidn de anticuerpo (gue corresponde a 50

a 100 pg) durante 24 horas contra una scolucidn exzterna de

a0

didlisis de 20 mol/L de sclucién con ancrciguador de acetato
de sodio (pH 6.0) que contiene 150 mmol/L de cloruro de
sodio. Posteriormente, la solucién de muestra se ajusta a su

concentracidn de anticuerpce de 50 a 100 npg/mL con  una

Un instrumento DSC  adecuads, por ejemplo, DSC-TI

(2f
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ferencia (solucidén
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una velocidad de de aproxzimadanen

Los resulitados de esta nedicidn se dan en la parte superior

del pico de desnaturalizacidn comc una

calcula mediante la asignacidén pico del dominico Fab de
acuerdo con Rodolfo et al., Immunology Letters (1999), 47-5
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anticuerpo HOLO humanizado con el okjetiveo de slevar el valor
Tm. Las modificacicnes de V37I, A40P, M43I, vy L5SII se
introducen en FR2 de cadena pesada del anticuerpo HOLO
mostrado en la 3EQ ID NO:1 para preparar =1 anticuerpo HI1S
(SEQ ID NO:2), donde su subclase se camkia desde VHLIL a VH4

que cambia la subclase de VK2 a VK3, e introduciendo 1la

modific

NO:8). E1 wvalor Tm de cada anticuerpo se mide como se

describié antericrmente. EBL valor Tm de H15L0 y HOL4 fue de

79.2°C y 77.2°C, respectivaments, qua musstra la mejora desde
el valor Tm 76.6°C de HOLO. El valor Tm del anticuerpo H15L4
gue comprende la combinacién de estas dos modificaciones se

mejora a 80.5°C.

(1-2) Modificacidén del valor pI del anticuerpo HOLO

humanizado

un anticuerpo se nejoran al incrementar =21 pl del anticuerpo.

Se desconoce s8i el incremento o la disminucidén en el valor
del pI d2 un anticuerpo efectiivo en el tratamiento de clncer
mejoraria el efecto de supresidn del tumol Por 1 tanto, el
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anticuerpo HOLO humanizado modificado con un pl disminuido y
el anticuerpe  HOLO humanizado modificado con el pI
/ la accividad antitumoral de ellos
se compara para investiger si cuvalguier modificacidn tuvo una

actividad supresora del tumor superior.

oreslis se lleva a cabo como se describe en 1o
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(a) Composicién de la sclucidn de hinchamiento para un pl
alto:

1.5 mL de 10% de glicerol

100 pL de Pharmalyte 8-10.5 para IEP (Amsrsham Bioscience)

(b) Composicién de la sclucién de hinchamiento para un pl

20 pL de Pharmalyte &-10.5

T
[\
I~
Cy
—
1
|

80 pL de Pharmalyte 5-85 para IEEF (Amersham Bioscience)

Aprozimadamente 0.5 pg de anticusrpo se carga en el gel
de hinchamiznte vy se corire la electroforssis iscszléctrics
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al gel en la Etapa 2 de este programa. Un it de Calibracidn
para el pI (Amersham Bioscience) se utiliza para los
mnarcadores pl.

Etapa 1: 2000 Vv, 2.5 mA, 3.5 W, 15°C, 75 Vh

Etapa 2: 200 V, 2.5 mA, 3.5 W, 15°C, 15 Vh

Etapa 3: 2000 vV, 2.5 mA, 3.5 W, 15°C, 410 Vh

Después de la electroforesis, el gel se £fija
TCA v se lleva a cabo tefildo de placa utilizand
Tedido de Plata, Protein (Amersham Bioscience) ds
las instrucciones suministradas con el kit.
tefiido, el punto isoeléctrico de cada anticuerpo
prueha) se calcula con hase en los puntos

con 20% de
o un Kit Jde

de

ya

conocidos de los marcadores pl. El slectrofcoretograma de la
electroforesis isoelécirica de pIl alta se muestra en 1la
Figura 2 vy el electroforetograma de la electroforesis
isoelécirica del pl hajo se muestra en la Figura 3
(a) Modificacicones que elevan el pl

Se prepara Hgpu2.2 (Hu2.2) (SEQ ID NO:6), en el cual =e
implementan adicionalmente las modificaciones Q43K, DSEN, vy
Q107R en H15. También se prepara Lspu2.2 (Lu2.2) (SEQ 1ID

modificac

1,  dond la modifi

(abundante
del

T anticusrpo

ilones

517Q,

icacidn S25A

Hspul.2Lspul.2

[2§
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(Hu2.2Lu2.2) compuasta de Hspul.2 (Hu2.2) y Lspu2.2 (Lul2.2)

se nmide a 76.8°C y su valor pI se mide a 9.6. En razdn a que
el pI del anticuerpo HOLO es 8.9, &l pI del anticusrpo
Hepul.2Lspul.2 (Hul2.2Lul.2) se incrementa en 0.7

(b) Modificaciones que disminuyen el pI

Se prepara Hspdl.8 (HA1.8) (SEQ ID NO:5), en el cual se

<
L L

ciones KI19T, Q43E,

l_l
g,n

implementan adicionalmente las modi
K638, KG6E5Q, y GGED en H15. Se prepara Lspdl.6 (Ldl.6) (SEQ ID
NO:11) al elaborar las siguientes modificaciones: la
nodificacidén Q27E en L4; la modificacién KISRVE a 79%-84 de
TISSLQ; vy la modificaciédn S825A para lograr la

misma modificacidn como para LspuZ2.2 (Lu2.2). El valor pl del

anticuerpo Hspdl.8Lspul.6 (HA1.8Ld1.6) compuesta de Hspul.S
(Hd1.8) vy Lspdl.6 (Ldl.6), se mide 2 7.4. En razdén a gue el
Pl  del anticuerpo HOLO es 8.9, <1 pI del anticuerpo
Hspdl.8Lspul.6 (HJ1.8Ld1.6) se redujo en 1.5.

(2) Evaluacién mediante ELISA cometitivo para la actividad de

unién de los anticuerpos modificados por mutacidn des punto

del anticuerpo HOLO

El anticuerpo HOLO y sus anticuerpos wmodificados por
mutacidén de punto purificados en (1) se evalian mediante
ELISA competitiva. Se agrega 100 pL del polipéptido de nicleo
GPC3 soluble (SEQ ID NO:13) en Ipg/mL a cada pozo de una

placa de 96 pozos. Bl polipéptido de ntcleo GPC2 soluble se

126
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inmoviliza sobre la placa al permitivle a la place permanecel
durante la noche a 4°C. El polipéptido de nlcleo GPC3 soluble
inmovilizado sobre la placa se lava 3 veces con un
amcriiguador de lavadao utilizando Skan WASHER400

(Dispositives Moleculares); vy se bloguea con 200 pL  de

ancrtiguadar de blogueo a 4°C durante por lo mencs 20 min. La

se inmoviliza se 1 entonces 3 veces con amortiguador de
lavado utilizando =1 Skanm WASHERZ00., Posztzsriormente, cada

pL de anticuerpo HOLO hictinilado (concentracidén final = 0.3
pg/mL) vy 100 pL del anticuerpo HOLO o su  anticuerpo
nodificado por mutacidn de punto (en varias concentraciones).

El anticuerpoe  HOLQ se hkicotinila wuwtilizando un Kit  de

trucciones

0N

c

Marcacién Bicotin (Roche) de acuverdos con las in
suministradas con 1 kit. La placa se Jdeja en reposo durante

1 hora a tenperatura amnbiente luego se lava 5 veces con
4

fosfatasa anti-estreptavidina de cabra (ZYMED) , diluida
20,000%¥ cen un amortiguador de sustrato, a cada pozo, y la
placa resultante se deja en reposo durante 1 hora 3
tenperatura ambiente, \% luego se lava 5 veces con

amortiguador de sustrato, se agrega & 100 pL por

) )\

o)

[(F]

- )
[( ™
W O
[}

1

I_J

O

m

3

1 hora. La absorbancia a 405 nm de la soluc

cada pozo s2 mide utilizando EBenchmark Plus (BIO-RAD), con la

127
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absorbancia de control a 655 nm.

Como se muestra =n la Figura 4, la actividad de uwnidn de

misma que aquella del anticuerpo HOLO y que se habia sometido

a la modificacidén. Ademéds, como se muestra en la Figura 5, 1la
actividad de unidn de antigeno del anticuerpo Hspul.2Lspuz.Z2

(o] ’\)

(Hu2.2Lu2.2) s& muestra qus ara aprozimadamente la misma gus

aquella del anticuerpo HOLO scmetida a la modificacidén. Mas

aun, como Se muestra en la Figura €6, la actividad de uvnidén de

anticuerpo HBOLO sometida a la modificacién.
!

Ejemplo de Referencia 2

Irrupcidén del gen transportador de fucosa en las células CHO

(1) Construccidédn del vector objetivo

(1-1) Construccidédn del vector KO1

con los cebadores Hygi-BH y Hyg2-NT para obtener la misma

secuencia que en &1 lado 5’ del codén de partida del gen

transporitador de fucosa. También se agrega <1 sicio Notl

129
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Hyg5-BH

Cebador

Hyg3-NT

115

de 8V40 polyA. Luego =1 gen Hygr se divide

delantero

5/ -GGATCCTGCGCATGAAAAAGCCTGAACTCACC-3 (SEQ ID NO: 14)
inverso

5/ -GCGGCCGCCTATTCCTTTGCCCTCGGACG-3" (SEQ ID NO: 15)
vector objetivo transportador Jde fucosas ver 1

K01) se construye al

lado %' del transporcador de fucosa (desde el Smal al No
2,780 de la SEQ ID NO: 16 al BamHI en el No. 4,2322), el lado
3’ (desde &1 No 4,284 al SacT n el No 10,934), y el
fraguento Hygr en el vector pMC1DT- (Yagli T., Proc. Natl.
Acad. Sci Usa {1990) 87, 9918-22) Un elemento
caraciteristico de este vector es que, cuando ha ocurrido la
recombinacién homdloga, €l Hygr se expresa bajo el promotor

del transportador de fucosa, en razdn a gue un promotor no se
une al gen Hygr. Sin emnbarg cuands solamente se introduce
una copla del vector en 1 célula mediante recombinacidén
homéloga, el Hygr no se expresa siempre a un grade suficiente
para exhibir la resistencia a la higromicina B. El vector KOl

se divide en el sitio Notl y se transfecta hacia la célula

Se cree Jque

fucosa
resulta

mediante la intrc

gque da como

do una pérdida de funcidn.

)27
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(1-2) Construccidén de pBSK-pgk-1-Hygr

EL pBSK-pgk-1 se construye al adividir el promotor de gen

sitio EcoT22T y una secuencia Nozak se agregan al lade 57 de
Hygr y se agrega un sitico BamHI sobre el lado 3 incluyendo
la regién hasta la sefial de adicidn de SV40 polyA mediante

igro  con los cebadores HygS-AV vy

Cebador delantero

4 L JOVR Y ol W K B o ST o o S

Hyg5-AV 5’ -ATGCATGCCACCATGAAAAAGCCTGAACTCACC-3" (SEQ ID NO:

17)

Cebador inverso

Hyg3-BH 5’ -GGATCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTC-3' (SEQ ID NO: 18
Yg »

(1-3) Construccidn del vector KO2

El vector objetivo transportador dJde fucosas ver. 2
(dencminado posteriormente come el vector KO2) se construye

fucocsa (desde el

130
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232), 21 lado 3’ (desde el No. 4,294 al sito Sacl en =21 No.

10,934y, y el Zfragnento pgk-1-Hygr en el vector pMCIDT-A. A

diferencia del caso para el vector K01, el vector KOZ tiene

del vector se introduce en la célula mediante recombinacidn

hacia la cé&lula. Al introducir el vector KO2, 46 pares de en

el exdn 1 incluyendo el codén de partida se suprimiran del

(1-4) Construccién de pBSK-pgk-1l-Puror

El vector pPUR (BD Biosciences) se cliva con Pstl y BamHI

I_V

y el fragmento dividide (Puror) se inserta en los sitios

(1-5) Construccién del vector KO3

ElL vector objetivo transportador Jde fucosas ver. 3
(denominado posteriormente como el vector KO3) se construye
ucosa (desde el
sitio Smal en <1 No. 2,730 de la SEQ ID NO: 16 al BamHI en =21

284 al sito Sacl en 21

0]

adzlante se une preliminavimentes al ¢
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furor., El vector O3 se cliva mediante Notl y se& transiects

transportador de fucosa, dando como resultado una pérdida de

RSGR~-A 5/ -GCTGTCTGGAGTACTGTGCATCTGC-3" (SEQ ID NO: 19)

(2) Introduccidén del vector en las células CHO

se agregan al CHO-3-SFMII HT-(Invitrogen), cada uno en 1/100

del volumen del CHO-S-SIMII HT- para preparar un medio de

Dulbecco (Invitrogen) (dencominado posteriormente como PBS).
Se agregan 30 pg del vector objetivo a la suspensidn de
célula, y se transiirieren a una cubeta Gene Pulser (4 mm)
(BioRad). Después de mantenerse durante 10 minutcs en el

ecta hacia las células mediante

electroporacidn con &l GENE PULSER II (BicRad) en 1.5 kV y 25

PEFD. Después de la transfeccidn del vector, las células se

suspendan en 200 mL de medic SEMITI(+) y s2 siambran en
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fondo plano de 96 pozos (Ifaki) a 100
pl/pozo. Las placas se cultivan durante 24 horaszs a 37

una incubadora C0O,, y se agrega el reactivo.

W

(3) “Desactivacién de gen’”: etapa 1

SFMII(+) a 0.3 mg/ml, y se

(4) Seleccidn para los recombinantes homélogos mediante PCR

(4-1) Preparacidn de la muestra PCR

Los recombinantes homdlogos se seleccionan mediante PCR.
Las células CHO se cultivan sobre placas de fondo plano de 96
pozos, el sobrenadante del cultivo se remueve y el
amortiguador de lisis de las células se agrega en 50 pL/pozo,

desactiva al calentarse a 95°C durante 15 mwminutos para

preparar una plantilla de PCR. El amortiguadeor de lisis de

célula se compusce de lo siguiente por pozo: 5 pL 10x LA

pL de agua destilada (Nacalai Tesque).

(4-2) Condiciones PCR
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la muestra PCR como se dJdescribid anteriocrmente, 5 pL de
Anortiguador 10x LI
(2.5 mM), 2 pL de cebador (10 pM cada unc), 0.5 pL de LA Taq

(5 IU/pL), vy 29.5 pL de agua destilada (total de 50 pL). Los

cebadoras TP-F4 vy THygro-R1 se utilizan como los cehadores de

cebadores de PCR para seleccicnar las células transfectadas

con el vector KO2.

95°C; 40 ciclos de 95°C/30 segundos, 60°C/30 segundes, vy
60°C/2 minutes; y 7 wminutos a 72°C. La seleccién de PCR para

ecicadas con vector KO2 se lleva a cabo al

Los cebhadores se dan adelante. En las muestras de célula

donde hakbia ocurrido una recombinacidn hom&loga,

I
|—3
5)\

aproximadament klo de ADN se amplifica para =l vector KOl

y aproximadamente 2.0 kb de ADN se amplifica para el vector

transportador Jde fucosa sobre el lado 57 por fuera del
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Cebador delantero (KOl, KO2)

TP-F4 5’ -GGAATGCAGCTTCCTCAAGGGACTCGC-3'

N
s

1
=
(]
o
o
(@)

Cebador inverso (KO1)

THygro-R1l 5’ -TGCATCAGGTCGGAGACGCTGTCGAAC-3’ (SEQ ID NO: 21)

Cebador inverso (KO2)

o
(R

THgro-F1 5’ -GCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGC-3" (! ) NO:

it

(

2
=

)

(5) Resultados de la seleccidén PCR

Y

Se analizan 918 células transfectadas con vector KOl, y 1

v

de recombinacidén  homdloga = aproximadamente 0.1%) Se
analizan 527 cé&lulas transfectadas con =1 vector KO2, y 17
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(6) Analisis de “Transferencia Southern”

Se lleva a cabo la confirmacidén adicional mediante
“Transferencia Southern”. Se prepara 10 pg de ADN gendmico de

las células del culiivo mediante un método estandar y se

para una sonda de 337 bp al
albarcar con PCR la regidén desde el No. 2,112 al No. 2,500 en

la secuencia de nucledtido mostrada en la SEQ ID NO:16, vy
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Cebador delantero

Bgl-F 5/ -TGTGCTGGGAATTGAACCCAGGAC-3’ (SEQ ID NO: 23)

Cebador inverso

El clivaje mediante BgIII suninistra wuna Dbanda de
aproximadamente 3.0 desde el cromosoma transportador de
fucosa, nna bhanda de  aproximadamente 4.6 kb  desde el
cromosoma donde ocurre la  recombinacidn homéloga con el
vector KOl, vy una handa de aprozimadamente 5.0 kb desde el
cromoscma donde  ocurre la  recombinacidén homéloga con el
vector  ROZ. La célula obtenida mediante recombinacidn

cxperimentos. La uUnica célula obtenida con el vector KOl se
designa 5Cl; sin embargo, sSe muestra mediante andlisis
postericr gue comprends miltiples poblaciones de células. Asi

(7) “Desactivacién de gen”: etapa 2

in de establecer lineas celulares gue tienen un

3¢
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el vector K02. Las combkinaciones del vector/célula son <como

respecitiva, y la seleccidén con higrowmicina B vy puromicina
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0.15 mg/mlL y la puromicina se agrega a una concentracidn
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final de 8 pg/mL.

(8) Seledcién de PCR de los recombinantes homélogos
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PO A . de

fucosa que de otra manera se suprimivia mediante el vector

células no producen un producto de amplificacidén de 350 bp se
consideran gue son comoe células a  las  que les  falta
completanente ¢l gen transportador de fucosa. Las condicicnes

de PCR son como sigue:

TPS-F1 5/ -CTCGACTCGTCCCTATTAGECAACAGC-3’ (SEQ ID NO: 25)
Cebador inverso

SHygro-r1 5’/ -TCAGAGGCAGTGGAGCCTCCAGTCAGC-3" (SEQ ID NO: 26)

segundaos, 60°C/30 segundos, y 72°C/2 minu

durante 7 minuteos a 72°C., Aproximadamsnte uvun ADN ds 1.6 kb =e

O
()
[t
=
o
I_I
R
[}
I_J
Y]
=
[
C
[}
=
=
eg
l_‘.
)
2]
0
I_V
[@N
>
(]
=
=
(@
l._l
Oy
[ta]
U]
=
=
(2]
[a )
I_V -
A}
=
!
cr
(]
(]
l_l
<
(7]
Q
ct
)
=
P
O
[
~
<

ién se confirma gue las células retienen la recombinacidn

homéloga nediante el vector KO2

S

=



125

(9) Resultados de la seleccidén de PCR

se consideran como recombinantes homdlogas (eficiencia de
recombinacién homdloga = 2.9%). 2 células de 524 células
analizadas mediante 1 mnétodo 2 se consideran CoOmo

= aproximadamente 0.4%) 7 células de 382 células analizadas
nediante el método 3 se consideran como recombinantes
homdlaogos (eficiencia de recomnbinacidn homdloga =

(10) Analisis de “Transferencia Southern”

El analisis de “Transferencia Southern” se lleva a cabo
nediante el método descrito anteriormente, v se identifica 1
célula por tener el gen transportadeor de £fucosa gue estaba
conpletamente perdido. Los resultados analiticos del PCR y el
“Transferencia Southern” son consistentes en la etapa 1 de
“desactivacidn”, pero no en la setapa 2 de “desactivacidn”.

(11) Analisis de expresidn de fucosa

26 células encontradas como recombinantes homdlogos Se

Y
f
M
—
O
(o)}

analizan para la cexpresién ds fucosa mediante PCR.

13
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fucesa se redujo solamente en las células FTP-KO, Jue se

encuentran por exhibir una pérdida completa  del  gen
transportador de fucosa en el andlisis “Southern blot”.

Ejemplo de Referencia 3

Establecimiento de las células que producen anticuerpo

derivadas de la linea FTP-KO y purificacién del anticuerpo

producido mediante estas células

el ejemplo 1 (cilulas FPTP-KO, nombre &1 <clon: 3F2) se
subbcultivan an SFMII  (+) que contiene higromicina B a una
concentracién final de lmg/mL. & x 10° 2F2 se suspendzn en 0.8
nL de amortiguador de fosfato de Dulbecco. 25 pg de vector de
expresidn  del anticuerpo anti-glipican 3 humanizado se
agregan la suspensidén de células y se transfirieren & una

hielo, &l vector se transfecita hacia las células mediante

electroporacion con GENE PULSER IT a 1.5 kV y 25 pFED.

Después de la trasfeccidn del vector, las células se
suspenden en 40 wlL de un medio de SFMIT (+) y se fundan sobre

una placa con fondo plano de 96 pozos (Iwaki) a 100 pL/pozo.

(Yo
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Después que se incuba la placa por 24 horas a 37°C en una

incubadora de C0O;, se agrega geneticina (Invitrogen) a una
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anticuerpo de las células resistentes al anticusrpo 3¢ mide

El sobrenadante del cultive de las linecas que expresan el
anticuerpo se recolecta y se aplica a una columna hitrap

rProteina (farmacia) utilizando una bomba p-1 (Pharmacia). La

columna se lava con un amortiguador de unidn (20min

con amortiguador de neutralizacidén (1 M Tris-HCL (pH 9.0)).
Las fracciones de anticuerpo diluidas se seleccionan

vutilizando un ensayo de proteina DC (BioRad) y agrupadas, Vv

se concantran a aproximadaments 2 wl con un cenctriprep-¥YMI1O0
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7 se concentra con centriprep-YM10., La solucién

LE¥-GW 0.22 pm dJde

el cédlculo del coeficien

la absorbancia a 280 nm.
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Ejemplo de referencia 4

Analisis de las cadenas de azicar unidas al anticuerpo anti-

glipican 3 humanizado producido mediante las células FTP-KO

(1) Preparacién de las cadenas de azncar marcadas con 2-
amincbenzamida (cadenas de azlcar marcadas con 2-AB)

El anticuerpo de la presente invencidén producido mediante las
células FTP-IKQ y &l anticuerpo producidoe mediante las cé&lulas
CHO (control) se trato con N-glicosidasa (Roche Diagnostics)
para liberar las cadenas de azlcar unidas al anticuerpo
(Weitzhandler M. et al Journal of Pharmacesutical Sciesnces

resultanie se separan del reactivo mediante una exctraccidn de
fase solida utilizande un cartucho de celulosa, concentrado

mediante centrifugacidn para obtencer cadenas de azbcar
marcadas con 2-AB purificadas. Las cadsnas marcadas con 2-AB
purificadas se tratan con f-galactosidasa (Seikagaku Kogyo

Co., Ltd.) para preparar las cadenas Jde azlcar marcadas con

agalactosil 2-AF que Se analizan como se describe adelante.
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preparan mediante el nétodo antericrmente descritc, las

cadznas de azucar liberadas del anticuerpo de la preszente

invencidén producidas mediante las células FTP-KO y el

TSKgel amida 80 amida (TOSOH Corp.) y se comparaba los
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(0)- FUC cuenta con aproximadanente 4% Jdel total, como se

evallia mediante el cilculo de la proporcidn de adrea de pico.
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que producen =21 anticuerpo, al nenos 1 90% dz la cadena de
azucar total el anticuerpo producide fue de cadenas de azucar

ucosa, como se evalla mediante el cdlculo de 1la

rmal de las cadenas de azlcar marcadas
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Ejemglo 5

De lineas celulares que expresan establemente el anticuerpo

HOLO humanizado y anticuerpos modificados con mutacién de

Eunto

Hepu2.2Lspu2.2
(Hu2.2Lu2.2), el anticuerpo Hspdl.SLspdl.6 (HJ1.3Ld1.6) los
anticuerpos (modificados con  la

nediante el método descrito en el ejenplo 1) <o el anticuerpo

expresidén. EBEn la clonacidén, los genes gue codifican la cadena
[ ’ J 9

pesada y la cadena ligera se inseritan en di

n se suninistran para expresar una combinacidn

cadena ligera como se describiéd anteriormente, digeridas con
4

nsfectadas mediante electroporacicn en la linea

FTP-KO producida en ¢l ejemplo de referencia

Los transformantes que producen establemente el anticuerpo

HOLO o el anticuerpo modificado se creparan mediante

\L\L’
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células 0.7 ml de «células CHO (1 % 107 célula/mL)
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reposo sobiz hisgle durante aproxzimadamente 10 minutos. La
nezcla se transfiere a una cubeta gene pulse IT y se aplica
un pulso eléctrico de 1.5 kV a una capacitancia de 25 pFD. La
mezcla pulsada se incuba durante 10 minutos a tenperatura
ambiente y suspendida en un medic CHO-S-SFMII/1% HT/1% PS.
100 pL de la transuspencidn diluida (5 veces, 10 veces, y 50
veces, hecho en el mismo medio) se agregan a 96 placas de
culitive de 26 pozos. Las placas s incuban durante 24 horas

en una incubadora de CO, mantenidas a 5% de CO,. Luego, la

w

geneticina se agrega (Gibco) a cada pozo a una concentracidén

(U

final de 500 pg/mL de zeocina (Invitrogen) y se agrega a cada
pozo a una concentracidén final Jde 600 pg/ml. Las placas se

ula
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incuban durante 2 senanas. Las colond

transfoirmadas que exhiben resistencia gensticina y zeocina se

seleccionan ademds por subcultivo del mismo medio gue

contiene 500 pg/ml de geneticina (Gikco) y 600 ug /nL de

anticusrpce wtilizando RilacoreQ (RBiLacore) astablecer 1las
lineas de <¢élula transformante Jue expresan ¢l anticuerpo

instrucciones subministradas por el BiacoreQ (Biaceore). La

v un medio CHO-S-

linea de células establecida se cultivo e

iy
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SFMII (Invitrogen) que contiene 500 pg/nl de gensticina

cultivar durante un periodo apropiado de  tiempo, el
sobrenadante de cultive se recolects, vy se purifice
utilizando una columna de rProteinalA-Sefarosa (GE

Helathcare). El anticuerpo purificado se concentra con Amicon

Ultra-4 (MILLIPORE) vy se somete a un intercambic dJde
anortiguador sobre la columna de estabilizacidn PD-10
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amortiguador de &dcido

acético (pH6.0) gque contiene 200mM de NaCl. El1 anticuerpo

espectrofotémetroe ND-1000 (NanoDrop) o espectrofotimetro DU-
600 (RECEMAN). La concentracidén del anticuerpo se calcula con

EjemElo 6

Eficacia terapéutica en un modelo in vivo del anticuerpo HOLO

humanizado y los anticuerpos modificados con mutacidn.

(1) Mantenimiento de la vida celular utilizada para el

trasplante en el modelo in vivo

ienen mediante subcultivos en un medic esencial y minimo

a 1 mmoll/L MEM y amincadcidos no esenciales (Invitrogen) a 1
mmell/L MEM (este medio se dencmnina COMo medio de

subcultivo).

72
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(2) Preparacidn del mocdelo de ratdén trasplantade con célula
HepG2

de un frasco se disuelve en 5 mlL de la solucidén anteriormente
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Volumen de tuwnor = diédm

didmetro corto / 2

Cuando el volumen del tumor promedic alcanzo 130 a 330 mm% el

ratdn se utiliza como un modelo aparte.

(2) Preparacién de la muestira de administracidén gue contiene
el anticuerpo de prueba

La administracidn del anticuerpc HOLO de las muestras Jue
contienen =1 anticuerpo Hu2.2Lu2.2, o sl anticuerpo

Y3
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HA1.8Ldl.6 y en 0.5 mg/nL (5 mg/kg grupos) o 0.1 mg/mL (1
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ng/kgy grupo) se preparan con solucidn sali olédgica en
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de administracidn que
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administra a una Jdosis de 10 wlL/kg a través de la vena de la

solucidén salina fisiolédgica en una dosis de 10
nL/kg a través de la vena de la cola a una vez por Semana
durante itres semanas. Todos los grupos contenian 5 animales,

y cada muestra de administracidén que contiene el anticuerpo

Ej

de la prueba se adaninistra a un grupo respectivo.

aproximadamente el mismo tiempo gue la aduninistracidén, se
recolecta la sangre venosa de 3 animales en cada grupo se
analizo  para 1la concentracidén  de sangre  murina del

vena de la pata dorsal en dos puntos de enpo: 0.5 horas
después de la administracidn inicial e inmediatamente antes

de la segunda administracidn. 20 pL de la sai

los
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anticuerpos de prueba
La actividad antitumoral de cada cuerpo depende de la prusba
se evalua mediante el modelo de ratdn trasplantade con el

cancer de higado hunano., El1 volumen del tumor se mide una
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terapéutica mayor, aungue el anticuerpo  Hspul.lLspul.Zl

(Hu2.2Lu2.2) mostro una eficacia terapéutica débil.

(6) Concentraciones sanguineas de los anticuerpos de prueba

La concentracidén del anticuerpce de prueba an el plasma de

muring se mide mediante un método basado en LELISA en el

0.2 pg/mL. Las muestras estandar y las muestras de prueba del

plasma de murino (adecuadamente diluidas a una concentracidn
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inmovilizo el wnlcleo de glipican 3 soluble (Chugai
Kabushiki Kaisha) v las placas se incuban durante 1 hora a
temperatura  ambiente. El IgG-BIOT antihumano de cabra

(Southern Biotechnology Associates) vy luego el conjugado de

agregan y se efectla una reaccidn cromogénica utilizando los

Ilﬁ
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un software analitico SOFTmax PRO (Molecular Devices) con

absorbancia obtenidos para las muestras estandar.

y 7 dias desde la adminis

Una concentracidn de anticuerpo mayor se observo en el plasma
murino después de 7 dias desde la adninistracidén del

anticuerpo de prusha que tiene unos valores de pl inferiores

canto para ambas dosis de administracidn probadas.

EjemElo 7

Actividad ADCC de los anticuerpos de prueba medidos

utilizando los monocitos de sangre periférica humana como la

célula efectora

ADCC de los anticuerpos de prueha se prueba como

se describe adelante utilizandeo el mwonocito de e
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periférica humana (dencminado como PBMC) como 1la

(1) Preparacién de la solucidn de PBMC humana
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unidad/mL de solucidén heparina (inyecciones de heparina Novo
5000 unidades, Novo Nordisk), %0 mlL de sangre peviférica se
recolectan de un voluntario saludable (macho adulto) de

Chugai Seiyaku KXabushiki Kaisha. La sangre se diluye dos

veces con PBS (-), se divide en 4 partes iguales y se
introduce en un tubo de separacidn  Leucosep linfocito

separacién se carga con la sangre periférica se centri

1]

durante 10 minutos a temperatura ambicente a 2150 rpm, y la

contenidas en la capa se lavan una vez con medio de Eagle

modificada (Sigma) gue contiene 10% de FBS (mencionado
adelante, 10% FB3/D-MEM) y suspendido en 10% FBS/D-MEM a una
densidad celular de 5 x 10° /mL. La suspensién de célula se
somete al siguiente experimento como  una  solucidn  PBMC
humana

(2) Preparacidén de las células objetivo

Las células HepG2 se separan de un disco y sembradas sobre

células/pozo. La placa se incuba durante toda la noche a 37°C

en una incubadora de C0O; al 5%. Al siguiente dia se agregan,

5,5 MBqg CR-51 en cada pozo y la placa se incubka durante 3

horas a 37°C en una incubadora de CO, al 5%. Las células HepG2
contenidas en los pozos de la placa se utilizan como las

(3)
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ADCC como se
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deacribe adelante.

(3) Ensayo de liberacidn de cromo (actividad ADCC)
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especifica determinada mediante el wmétode liberacidén de

cromo. Las células objetivo preparadas como en (2) se lavan

ot

en un medio, 100 pL de cada anticuerpo (anticuerpo HOLO,

anticusrpo Hu.2Lu2.2, o anticuerpo HdAl.8Ld1.6) se agregan a

la solucién del anticuerpo se remueve. 100 pL de un medio de
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subcultive se agrega a cada pozo y la placa

1 hora a 37°C en una incubadora de CO, al
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solucién PBMC humana se prepara como en (1) se agrega a cada

La radiactividad en 100 pL del sobrenadante de cultivo en
cada pozo de la placa se mide mediante un contador gama. La
tasa de liberacidn de cromo especifico se determina de

n la siguiente férmula

Tasa de liberacidn especifico (%) =

en donde A representa ¢l valor medio de la radiocactividad

a
(8]
Q

(cpm) de los 100 pL de sobrenadante de cultivoe en cada pozos
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10% de medic FRS/D-MEM se agregan a las células objetivo; y C
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representa el valor medioc de la radiocactividad (cpm) de 100
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de madio [RS/D-MEM se agregan a las cé&lulas objetivo. Las

anticuerpo, se calculan los resultados de la prueba.
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(4) Evaluacidén de la actividad ADCC d

Los resultados de la evaluaciédn de la actividad ADCC

exhibidas por los PBMC humanos por via del anticuerpoe Qe

la actividad ADCC. Los resultados son mostrados en la figura

9. Las pruehas de significancia wvevelan qus ninguna nc
existia diferencia significativa == obssrvo entra 1los

anticuerpos de prueha a cualguiesra de las concentraciongs
probadas en la tasa de liberacidén de cromo especi

anticuerpos de prueba. Los andlisis estadisticos se corren

utilizando el pre clinical SAS package (SAS Institute Inc.).
Estos resultados muestran que no habia diferencia entre las

pI modificado.
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Ejemelo 8

Preparacién v caracterizacién del anticuerpo con pl

modificado por mutacién de punto

(1) Seleccidn de los sitios de modificacidén wpara disminuir
el pI
Para mejorar la actividad de supresidn del anticuerpo

Hdl.8Ldl.6, los sitios de modificacidn se seleccionan para

por la capacidad de disminuir en el valor pl de la regidn
variable. Los residuos de amincdcido que involucran la

disminucidn del valor pl en la regidén variable se encuentran,

los cuales se resumen en la tabla 2 (cadena pesada) y la
takla 3 (cadena ligera). Ejemplos especificos de estas
nodificaciones para disminuir el valor pl son el anticuerpc

gty
L

Los sitios de modificacidn se crean medianie Montaje de PCR.

codificante y anticodificante gque contienen el sitio de
nodificacién se sintetizan. Un par de oligo ADN contrasentido
que contienen el sitio de modificacién y un oligo ADN
codificante gue corresponden al vector que lleva el gen a ser

el sitic de mod
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corresponde al vector que lleva al gen a ser mnodificado se
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fragmentos del lado 57 y del lado 37 gue contienen el sitio
de modificacidén., Los dos fragmentos se ligan utilizando un

Montaje de PCR para preparar cada mutante.

animalez. La secuencia del nucledtido del vector de =xpresidn
se determina mediante un método conocidoe en la técnica. La
introduccidén de la mutacidn de punto se confirmo mediante la

contiene la mutacidén de puntos se clono en un vector de

expresidn que permite la supresidén del gen inssrtado an las

Partiendo del HDL.8, la 6lava glutamina (Q) (de acuverdo a la

numeracidén kabat ) presente en CDR1 ds HAL.S se suatituye con

serina (S) se sustituye con arginina (R), la 78ava leucina
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sustituye con Acido glutamico (E), cada una presante en FR2 y

FR3, para preparar pLld (SEQ ID NO:28).

nticuerpos modificados de

i ficados con mutacidén de punto

Los valores pl del anticuerpe HA1.E8LJ1.6, &1 anticuerpo
pH7EL14 \Y% el anticuerpo pH7pL1E se miden nediante
electroforesis con PhastGel IEE 4-6.5 (GE lthcase)
utilizando el método descrito en el ejemplc 1 o un método
similar. Bl valor pl del anticuerpo HA1.8Ld1l.6, el anticuerpo
PpH7pL14 v el anticuerpo pH7pLlé fue de 7.47, 7.07 y 6.52, 1,

respectivamentce indicando gue los valores del anticuerpo

Los valores Tm de los Fal ohtenidos del anticusrpo
HA1.8Ldl.6, v =1 anticuerpo pH7pLl4, y anticuerpo pH7pLlG se
miden con un VP-DSC (Micro Cal) utilizando el método simila

al ejemplo 1. En este experimento, el PBS se utiliza como una

solucién de didlisis, y la concentracidén del anticuerpo de la
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solucién de prueba para DSC se ajusto a 25-100 pg/ml. La
exploracién DSC se ajusta de 20°C a 115°C a una tasa de
exploracién de aproximadamente 4K/min, con una solucidn de
referencia (solucidn de didlisis) y la solucidn de prueba de
medicidn DSC. La cenperatura de punto medio de
desnaturalizacidn térmica de Fabs del anticuerpo HA1.2Ld1l.6
anticuerpo pH7pLl4, y anticuerpo pH7pLlée fue de 77.5, 78.0 y
74.7 °C respectivamente.

(4) Evaluacidén de la actividad de unidn del antigeno de los
anticuerpos machacados de Ep mediante ELISA competitivo.

La actividad de unidn &l antigeno glipican 3 es de cada
anticuerpo modificado con pl utilizando el método descrito en
el ejemplo 1(figura 10). La actividad de un ion al glipican 3
del anticuerpo pH7pLl14 vy 21 anticuerps pH7pLlEe se mostro por
ser comparativa con aguella del anticuerpo HOLO.

Ejemplo 9

Preparacién del anticuerpo modificado con

p v modificado con

mutacién de conducta utilizando la estirpe

celular FTP-KO.
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cada punto de mutacidn

y modificado con mutacidn de puntos preparado en el ejemplo 8
se introduce en las células de la estirpe celuldr PTP-KO como
preparaba el ejenplo de referencia utilizando
polietilencinina (Polysciences Inc.), y se expresa el

N
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anticuerpa. El anticuerpo wodificado  se  purifica del
sobrenadante del cultive celular utilizande una R proteina

anticuerpo purificada se prepara de acuerdo con el métado
descrito en el ejemplo 5 y se mide la concentracidén del

Ejemplo 10

Eficacia terapéutica en un mod=lo vivo de anticusrpo GC33

humanizado y los anticuerpos con P y modificados con mutacidn

(1) Mantenimiento de las lineas utilizada para el trasplante
en el modelo in vivo.

Las células Hep G2 (ATCC) se utilizan. Las <élulas Hesp G2 se
nen wmediante subcultivo en un medio Minimun Essencial
Mediun Eagle (SIGMA) suplementado con 10 % de FBS, 1 mol/1
MEM epiroate @2 sodio (Invitrogen), y 1 mmol/l MEM

amincdcidos no esenciales (Invitrogen) (denominado como medio

de subcultivo).

(2) Preparacién del modelo de ratdn transportado con célula

I§§
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suspensidén de célula ( 5 x 10°% células/ratén) se trasplantan
subcuténeamnente la regidn abdominal de los ratones SCID

(macho), 5 semanas de edad, CLEA Japdn, Inc.). Er

intraabdominal el volumen tunoral se calcula de acuend

O
Q
Q
o]

la siguiente férmula
Volumen tumoral=didmetro largoe x didmetro corto /2.
Cuando el volumen del tumor promedic alcanzo 400 mn’® el ratén

se utiliza como un modelo.

2

1T AaC Lol

(3) Pxr

d)
Q_)

1 de la nuestra de adwministracidn gue contiene

-

el anticuerpo de prueba.

anticuerpo HJA1.8Ld1.6, el anticuerpo pH7pLl4 o pH7pL1G6

anticuerpce en 0.1 ng/mL un (1 wgy/ky grupo) ss praparaba con

solucién salina fisiolédgica en el dia de la adninistracidn.
(4) La administracidn de la muestra de administracidn que

La muestra de admninistracién preparada de acuerdo (3) se
administra & una dosis de 10 mL/kg a través de la vena de la

155
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de la célula HpeG2. Como un contral negativoe la soluci

isioldgica se suministra a una dosis de 10 mL/kg a

ravés de la vena de la cola una vez por semana durante 5
semanas. Todos los grupos contenian - animales, de cada

nmuestra de la adminis

aproximadanente ¢l mismo tiempoe de la administracidn se le

conecto por sangre venosa de tres animales de cada grupo y se

analizo  para concentraci

después de la administracidn inicial e inmediatamen

rato con  heparina \Y el plasma se aisla mediante

ntitunoral cle los

Y

(5) evaluacidn de la actividad

anticuerpos de prueba.
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después del Ultimo dia de la administracién de la muestra.

Como se muestra en la figura 11, la eficacia tevapéutica mas
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Ejemplo 11

La prueba PK del anticuerpo GC33 humanizado y los anticuerpos

de mutacidén de punto utilizando modelo in vivo.

(1) La preparacién de la muestra gue contiene anticuerpo.
Las manchas de adninistracidn que contienen el anticuerpo

HOLO, anticusrpo HI1.38Ld1l.6, anticusrpo pH7pLl4, anticuerpo

w

PpHTPL16 o anticuerpoe pHIM3SpLl6 a 0.S5mg/nl (5 mg/lkg grupo) s

V)]

preparan con solucidn salina fisioldgica en el dia de
pre; J

La muestra de administracidn preparada de acuerdo con (1) se

administra una dosis de 10mL/kg a través de la

Q
(1)
!_J
[AJ]
<
o
©

cola al ratédén C.B-17/Icr-scid. Todos los grupos contenian 3

animales v cada muestra de administracidén gue contenia
Y 8|

anticuerpo de pruszbas sz administra a un grupo respectivo. Se

recolecta sangre venosa de los animales y se analizo para la
concentracidn de sangre de MULino el anticuerpo.
Especificamente, la sangre se recolecia de la vena dorsal del
pie del 7 punto de tiempo: 0.5 horas, 2 horas, & horas, 24

horas, 72 horas, 168 horas después de la administracidn

O
|-

ni

=-

al. 20 ulL de sangre recolectada se trato con 21 plasna
X P Y

el plasma se aisla mediante centri
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La concentracidn del anticuerpoe de prueba en
se mide en un método bhasado en ELISA gue se Jdescribe en el

ejemple 6. Las muestras estandar se preparan  a  una

raku Kakbushiki Kaisha), y las
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solucidén de reaccidn se deternina en cada pozo al nedir la

absorbancia de la solucidn de reaccidén a 650 nm. La

Las concentraciones de anticuerpos de plasma de mnmurino

€2



149

después de la administracidédn se muestran en la figura 12. Una
concentracidén de anticuerpo mayor se observo en el plasma de
ratones gue reciben =1 anticuerpo de prueba tienen un valor

Ejemplo 12

Actividad ADCC de los anticuerpos de prueba utilizando

monocitos de sangre periférica humana como célula efactora

se describe adelante uvtilizandos 21 wnonocite de sangre
periférica  humana (denominade  como  PBMC) como célula

efectora.

i.5n PBMC humana

H
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Utilizando una jeringa previamente cargada con 200 pL de 1000
unidad/mL de solucién heparina (inyeccidén de heparina Novo

se recolecta de un deonador saludakle (macho, adulteo) de
Chugai Seiyvaku HXabushiki Raisha. La sangre se diluys dos

centrifugacién. E1l tuko de separacidn cargado con sangre
periférica y se centrifuga durante 10 minutos a temperatura
ambiente 2150 rpm, y se recolecta la capa de fraccidn de

monocitco. Las células contenidas en la capa se lavan una vez

l63
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<

con medio de Eagle modificade con Dulbecco (Sigma) Jue

contiene 10% de FRS (denominado adelante como 10% FBRS/D-MEM)
y suspendido en 10% BES/D-M a una densidad celular de 5 =
10%/mL. La suspensién de 1 élulas se somete al siguiente

experimento como una solucidén de PBM.

(2) Preparaciédn de las células objetivo
Las células HepG2 se separan de un disco y se siembran sobre

una placa con fondo en 96 pozos a 1 = 10% células/pozo. la
placa se ncuba durante toda la noche a 37°C en una
incubadora al 5% de C02. Al siguiente dia, se agregan 5.55

MBgq Cr-51 a cada pozo de la placa y la placa se incuba

durante 3 horas a 37°C en una incubadora al 5% de CO2. Las
células HepG2 contenidas en los pozos de las placas se
utilizan como células objetivo en el ensayo de la actividad

anticusrpo Hdl.8Ldl. 6, anticuerpo PpH7pL14 o) anticuerpo

/6y
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anticuerpo. 100 pL de medio de subcultivo se agrega a cada
pozo y la placa se incuba dur te 1 hora a 37°C en una

incubadora con 5% C0,.100 pL de sclucién de PBMC humano

sreparado  como  en (1) se agrega a cads pozo (5 = 10°

[ne!

células/poza) y la placa se incuba durante 4 horas a 37°C en
una incubadora con 5% CO,, v se centrifuga. La vadicactividad

en 100 pL del sobrenadante de cultivo en cada pozo de la

ydl

placa se mide mediante u contador gama. La tasa de liberacidn
de cromo especifico se determina de acuerdo con la Jguiente
férmula

Tasa de liberacién especifico (%) = (A - C) x 100/ (B - C)

En donde A LEPLC enta el valor medio de la radiocactividad

10% de medic FPRS/D-MEM sz agragan a las células chjetiveo; y C
representa el valor medic de la radicactividad (cpm) de 100
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de medic FBS/D-MEM se agregan & las <élulas objetivo. Las

pruehbas se llevan a cabo en triplicado, y el valor medioc y la

desviacién estédndar de la tasa de likeracién de cromo
especifica (%), que es el reflejo de la actividad ADCC del
anticuerpo, se calculan los resultados de la prueba.

(4)Evaluacidén de la actividad ADCC de los anticuerpos de

165~
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prueba

Los resultados de la evaluacién de la actividad ADCC

exhibidas por los PBMC humanos por via del anticuerpo de

9. Las pruebhas de significancia revelan gue ninguna no
existia diferencia significativa se observoe entre los
anticuerpos de prueba a cualgquiera de las concentraciones

viilizando el pre clinical SAS package (SAS Institute Inc.).
Estos resultados muesitran gue no hable difsrencia entre las

actividades ADCC de los anticuerpos de prueba modificados con

Ejemplo 13

Preparacién y evaluacién de los anticusrpos modificados

capaces de disminuir en el valor con plI de la regidn

constante con pI

[

(1) Seleccidén de los sitios de modificacidén para disminuir
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la secuencia de amninoadcido como se muest
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supresién de estos dos residuos de aminodcidos permiten la

disminucién en la heterogeneidad causada por la regidn
constante determinants de cadsna pesada de un anticuarpo.

El anticuerpo se modifica para tener un valor pl disminuido
en la regidn constante al sustituir algunos de los residuos
de aminodcidos en el IgGLAGK con los residuos de aminocdcidos

glutanina (Q), =1 356 de acido aspértico (D) se sustituye con

dcido de glutamina (E), la 358ava leucina (L) se sustituye

con metionina (M), v la 419%iva glutamina (Q) se sustituye con

La regién constante M85 se conbina con la regidn variable pH7
y HO para preparar pHTM85 (SEQ ID NO: 234) Y HOMS (SEQ ID

I_V.
0]

NQ:35%), respectivamsnce. El anticuerpo HOMEELO se prepara dal

l63
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anci

W]
[

1lerpo Ph7M25pL16 se prepara del pHTMES como la cadens

pesada y pLl6 como la cadena ligera ligera. También, el

3 Loa anticuerpos HOMSSLO, Ph7mS85P116, HOLO, y Ph7pLl6 se
expresan an la estirps celular ETP-KO o las célulasz HEK293, y
se purifica como se descrikid en 1 Ejemplo 1 o 9.

El valor de pI del anticuerpo HOLO, el anticuerpo
HOMSSLO, =21 anticusrpo pHTPL1G, v =1 anticuerpo pHT7m3LSpLl6e se
mide mediante electroforesis conn  PhastGelIErR 4-6.5 (Ge

Healthcase) bajo las mismas condicicones de electroforesis

=

similar a aguel descrito en el Ejemplo
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1. Los wvalores de pl de anticuerpo HOLO, del anticuerpo
HOMSS5L0, el anticuerpo Ph7pLlé vy el anticuerpo pH7MALSPL16 fue
de .85, 8.16, 6.52 y 5.73, respsctivamsinte, indicandc dque la
modificacidén de la regidn constante contribuye a disminuir
adicionalmnente el valor de pl sin afectar la inmunogenicidad

del anticuerpo.
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pI modificado con regidn constante se mide wvutilizando el
método descrito =en el Ejemplo 1 (Figura 14). La actividad de
unién al gli

HOMGSS5LO, vy el anticusrpoc pHTPL1E &l anticuerpo pHMALpLle se

nuestran por ser casi los mismos.

Ejemplo 14

Actividad ADCC de los anticuerpo pI modificados de regidn
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en cualquiera de las concentraciones probadas en la tasa de

liberacién de cromo especifica de la pruebha. Los andlisis
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REIVINDICACIONES
Un método para preparar vn anticuerpo anti-glipican 3 es
con cinéticas de plasma modulado, dicho método comprende

las etapas de:

(a) ultivar una célula huésped que lleva un acido
nucleico que codifica al anticuerpo anti-glipican 3 bajo
condiciones gque permiten la expresién del acido
nucleico, en donde el anticuerpo anti-glipican 3 tiene
una secuencia aminodcido alterada para originar una

la carga de al menos un residuo de
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de la célula huésped.
El método de acuerdo con la reivindicacidén 1, en donde

media del plasma, el tiempo de residencia medic del

n la reivindicacidn 1, en dJdonde
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la modificacidén en la carga del residuo de aminocacido se

logra mediante sustitucidn de aminocéacido.
El método de acuerdo con la reivindicacidn 1, en dJdonde

el residuo de amincAcido que se pueda exponer sobre la

(30
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la regidén de unién FcRn comprends la regidn Fc.
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El método de acuerdo con la reivindicacidn 4, en donde
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426 de acusrdo con la numeracidén Rabat.

El nétode de acuerdo con la reivindicacidén 1, en donde

el anticuerpo anti-glipican 3 es un anticuerpo IgG.

El métode de acuerdo con  una cualgquiera de las

reivindicaciones 1-7, en donde el residuc de amincdcido
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adena pesada o e

regién variable de cadena ligera.
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método de acuerdo con la reivindicacidn 8, en donde

nticuerpo anti-glipican 3 comprende una regidn de

®
l_l
v
;

del humanc, y una regldn constante derivada del humano,
en donde la modificacién en la carga del residuo de

n de al menos

On

aminodcido se logra mediante la sustituci
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un residuc de aminodcido gque se puede exponer sobre la

superficie del anticuerpo de CDR o FR del anticuerpo con
un residuo de aminocdcido gque tiene una carga diferente
de aquella del residuo del amincécido.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 9, =n donde

la modificacidén en la carga del residuo de amincdcido se

La sustitucidén de D es el 52avo residuo amincdcide con N,
y
La sustitucidén de Q cgue es el 107ave residuo de

aminodcido con R;

n variakle de cadena

1}
LAY

al menos una sustitucidn en la regil
ligera mostrado en la SEQ ID NO: 7 seleccionado de:

la sustitucidén de E es el 17avo residuo de aminodcido con

la sustitucidn de Q que es el 27avo residuo de aminoacido
con R,
la sustitucidén de Q dgue es el 105%ave residuo de

aminocdcido con R.

i

1 método de acuerdo o

la modificacidén e la carga del residuo de aminodcido se
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logra mediante:
al menos una sustitucidn en la regildn variable de cadena
pesada mostrada en la SEQ ID NO: 1 seleccionada de:

K en 2l 19%ave residuo de amincdcido con

O

la sustitucidn d

T,

La sustitucidn de Q es el 43avo residuo aminodcido con E,
La sustitucidn de Q que es el 62avo residuo de aminodcido
con E;
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La sustitucidn de K qgue

la sustitucién de K gue es del 6Lavo residuo de

la sustitucidn de G que es el 6Ghavo residuo de amincédcido
con D,

al menos una sustitucidn en la regidn variable de cadena
ligera mostrado en la SEQ ID NO: 7 seleccionado de:

iduo ce amincédcido
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on Q,
la sustitucidén de Q que es el 27avo residuc de amincacido
con E,
la sustitucidén de K gue =s el 7% vo residuo de amincécido
con T,
la sustitucidn de R que es el 82avo residuo de aminoacido

l1llave residuc de
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la sustitucidén de K gue

aminodcido con E.
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El mnétodo de acuerdo con la reivindicacidn 11, gue
comprendes ademds al menos una modif

constante de cadena pesada mostrade en la SEQ ID NO: 31

la susititucién de H qgue es el 15lavo residuo de
aminodcido con Q,
la sustitucién de K gue es €l 157avo residuo de

residuo de

[N
(93]
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o]
1
1
O

la sustitucién de R que es el

D
‘J
O

la sustitucidén de D gue es el 23%9voc residuo de
aminodcido con E,
la sustitucién de L gue es el 24lavo residuo de

residuo de
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la sustitucidn de Q que es

aminoacido con E.

El método de acuerdo con una cualquiera de las
icaciones 9-12, en donde &l anticuerpo anti-

glipican 3 tiene un contenido reducido de mucosa unido a

El anti-g
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acuerdo con una cualguiera de las reivindicaciones 1-3.

Un método para preparar un anticuerpo con una cinética

de plasma moduladce, diche método comprende las etapas

Hq
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(b)Recuperar el anticuerpo del cultive de la célula

huésped.

acuerdo con la reivindicacién 15, en donde
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El método de acuerdo con la reivindi

la modificacidén en la carga del residuo de amincacido se
logra mediante la sustituvcidén del aminodcido.

El métcde de acuerde con la reivindicacidén 17, en donde
el anticuerpo es un anticuerpo IgG.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 18, en donde
el anticuerpo es un anticuerpo IgGL.
El método de acuerdo con la reivindicacién 17, en donde

la modificacidn en la carga del residuo de aminocacido se

(3§
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logra mediante la sustitucidén de al menos un residuc de

aminoAcido del anticuerpo IgGl <con un  residuo de

métodoe de acuerdoe con  una coualguiera de las
reivindicaciones 15-20, en donde la regidn de unidén FcRn
comprende los residuos de amincacido de los numeros EU
250, 253, 310, 311, 314, 428, 435, y 436 de.acuerdo con

la numeracidn Rabat.

El método de acuerdo con la reivindicacidn 20, en donde
la modificacidén en la carga de residuo de aminocdcido se
logra medianie al menos una sustitucidén en la vegidn

la sustitucién de H gque es el 15lavo residvo de
aninoadcido con Q,
la sustitucidén de K qgue es el 157ave residuo de
aminocacido con Q,
la sustitucién de R gue es el 238avo residuo de
aminocdcido con Q,
la sustitucién de D gue es el 23% ve residuo de
aminoacido con E,
la sustitucidén de L gue es el 24lavo residuo de

302avo  residuc de

10
l_l

la sustitucidn de Q gque es

aminocacido con E.

176
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el método de acuerdo con una cualgquiera de las

reivindicaciones 15-22, en donde el anticuerpo €5 un

Un método para estabilizar un anticuerpo anti-glipican 3

qus comprends una regidén de determinacidn de
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complementari

una

egién de estructura (FR) derivada del humanco, y una

regién constante derivada del huwano, dicho método

condiciones que  permiten la expresidén del dcido
nucleico, en donde el anticuerpo anti-glipican 3 de una

alor Tm del anticuerpo mediante una modi
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(b) recuperar el anticuerpo del cultive de célula

huésped.

El método de acuverdo con la reivindicacidn 24

Bl métode de acuerdo con la reivindicacidén 25, en donde

c

1 residuc de aminodcido en la regidén FR2 de cadena
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regién FR2 de la subclase VH4.

El métode de acuerdo con la reivindicacidn 25, en donde
un rvesiduo de aminocdcido en la regidén FR2 en la cadena
ligera se sustituye con un residuo de aminodcido de la
regidén FR2Z de la subclase VK3.

El wétodo de  acuerdo con  una cualguiesra de las
reivindicaciones 24-27, en donde la sustitucidn del

{

pesada mostr
sustitucidn de V

con I,

con P,
la sustitucidn de
con I,
sustitucidén de L

de

3]
0,
I
D

1 1la SEQ ID NO: 1 seleccionada de:

que es el 37avo residuo de amincdcido

que es el 40ave residuo de amincdcido

M gue es el 48avo residuo de aminoédcido

que es el 5Hlavo residuve de aminodcido

sustitucidn en la regidn variable de cadena
la SEQ ID NO: 7 seleccionada de:

L gue es el 42avo residuo de amincdcidc

S gue es el 48avo residuo de anincdcido

Q que es el LH0avo residuo de amincacido

Iy
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con R.

Un método para preparar un ancicuerpd con

modulada, que comprende las etapas de:

el anticuerpo tiene una secuencia de amincdcido alterada

n la carga de al menos

=

un residuo aminocdcido que se puede exponer sobre la

superficie de un anticuerpo citotdxico; y

(b) recuperar el anticuerpo del cultive de célula
huésped.

Bl método de acuerdo con la reivindicacidn 29, en donde

la modificacidén en la carga de residuo de amincédcido se

logra mediante la sustitucidn del amincacido.
El métode de acuverdo con la reivindicacidn 29, en donde

el residuo de amincdcido que se puede exponer sobre la

superficie del anticuerpo se localiza en una regidn en
el anticuerpo diferente de la regidén de unidén FcRn.

El método de acuerdo con la reivindicaciédn 31, en donde
la regidén unidn FcRn comprende la regidn Fc.

El método de acuerdo con la reivindicacidn 31, en donde

cRn comprende  los residuos de

l%cj
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amincdcidos de los numeros EU 250, 253, 310, 311, 314,

[97]

>

36 de acuerdo con la numeracidén Kabat.

en donde
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El mnétodo de acuerdo con  una cualguiera de las
reivindicaciones 29-34, an donde el residuo del
amincdcido cuya carga se modifica es un residwo de

amincéacido cresente en una  regidn  constante del

anticuerpo.

El método de acuerdo con una cualguiera de las
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Q.
D

reivindicaciones 29-34, en daond
ifica es un residuo de
aninocdcido presente en la regidn variable de cadena

pesada o en la regidn variable de cadena ligera del

anticuerpo.

El nétodo de acuerdo con la reivindicacidn 36, en donde

derivada del humano, una regidn constante derivada de
humano, y en donde la wmodificacién en la carga del
residuce de amincdcido se logra mediante la svustitucidn
lz al menos un residue de amnincdcido que se puede

la superficie dsl anticuerpo en CDR o FR
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del anticuerpo con un residuo de amincdcido Jue tiene
una carga diferente de aguella del residuo de

(]

El métode de acuerdo con la reivindicacids

7, en donde

icacidn en la carga del residuc de aminodcido se

la sustitucidén de K que es el 19%avo residuo de amincacido

con T,
la sustitucidn de Q que es el 43avo residuo de amincacido
con E,
la sustitucidn de Q gque es el 62avo residuo de aminocdcido
con E,
la sustitucidn de K gue es €1l 63avo residuo de amincacido
con S,
la sustitucidn de K gue es el 65avo residuo de amincacido
con Q,

residuc de amincdcido

]
I_J
N
N
s
<
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la sustitucidn de G que es

n variable de cadena

wn
=

al menos una sustitucidn en la regis

=

ligera mostrada en la SEQ ID NO: 7 seleccicnada de:

24avo residuo de aninoédcidce

d
7]
®
—
-

la sustitucidn de R que

con Q,
la sustitucidén de Q que es el 27avo residuo de aminocdcido
con E,
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duo de amincédcido
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(j) la sustitucidén de R que

]

con S, vy

(k) la sustitucidn de K gue es el 1l2ave residuo de
aminodcido con E.

39. El método de acuerdo con la veivindicacidn 38, Jque

comprende ademés al menos una sustitucidn en la regidn

lw]
=
1S
(D
3

constante de cadena pesada mostrada en la SEQ I

lavo residuo de

l_l
on

{a) la sustitucién de H que es el

(b) la sustitucidén de K gue es el 157avo  residuo de
aminodcido con Q,

(c) la sustitucidén de R gue es el 23Bave residuo de
amincAcido con Q,

(d) la sustitucidn de D gue es el 23%vo residuo de

(e) la sustitucién de L que es el 24lave residuo de
anincacido con M,

(£) la sustitucidén de Q gue es el 302avo vresiduo de
aminodcido con E;

40. E1 método de acuerdo con la reivindicacidén 36, en donde

el anticuerpo comprende una regidn de determinaciédn de
complementariedad (CDR) derivada de un animal o humano,

-

una regidn de estructura (FR) derivada del humano, y una
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regidn constante derivada de humano, y en donde la
modificacién en la carga del residuc de amincédcido se

ién de al menos un residuo de

residuo de amincdcido que tiene una car

aquella del residuo de amincacido.
E métode de acuerdo con la reivindicacidn 40, en donde
la sustitucidn es al menos una sustitucidn en la regidn

constante de cadena mostrada en la SEQ ID NO: 61

seleccionada de:

la sustitucidén de H gue es el 15lavo vesiduo de
aminoacido con Q,
la sustitucidén de K que es el 157ave residuo de

la sustitucidén de R gue es el 238ave residuo de
aminoAcido con Q,

la sustitucién de D gue es el 23%ve residuc de
aminodcido con E,

la sustitucién de L gue es el 24lave residuc de
aminocdcide con M, vy

la sustitucién de Q que es el 302avo residuo de

El métode de acuerdo con  una cualguiera de las

7-41, e donde el anticuerpo tiene un
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anticuerpo.

Un anticuerpo preparado mediante el método de acuerdo

El anticuerpo de acuverdo con la veivindicacién 43, en

una regién variable de cadena pesada mostrada en la SEQ

.

ID NO: 1 en la cual la secuencia del amincAcido

la sustitucidn de K que es el 1% vo residuo de amincdcido

con T,
la sustitucién de Q que es el 43avo residuo de amincacido
con E,
la sustitucién de Q gue es el 62avo residuo de amincacido
con E,
la sustitucidn de K que es el 63avo residuc de aminoadcido
con S,

I

la sustitucidén de K gue es el 65avo residuc de aminocédcido

con Q,

la sustitucidén de G que es el 66avo residuc de aminocédcido
con D;

una vegidn variable de cadena ligera mostrada en la SEQ
ID : 7 en la cual la secuencia del amincacido comprende
al menos una sustitucidén selecciocnada de:

194
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24avoe residuo de amincédcido

o0
(8}
b

la sustitucidén de R que e

con Q,
la susititucién de Q gue es el 27avo residuc de amincacido
con E,

la sustitucién de K que es el 7% vo residuo de amincacido

con T,
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la sustitucidén de R que

con S, vy

la sustitucidén de K que es el 1l2ave residuo de
aminocdcido con E.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidn 45, que

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 45, Jue
comprende la cadena pesada mostrada en la SEQ ID NO: 5 y

la cadena ligera mostrada en la SEQ ID NO: 11.

[4

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidn 45 que
comprende una regidn variable de cadena pesada mostrada

1 variakle de cadena ligera
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reivindicaciones 45-49 que comprende una regidn
constante del anticuerpo humano.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 50, en
donde la regidn constante comprende una  secuencia
mostrada en la SEQ ID NO: 32 y la SEQ ID NO: 33.

una regidédn variable de cadena pesada mostrada en la SEQ

ID NO: 1 en la cual la secuencia de amincécido comprende

itucidn de D gue es el 52avo residuo de amincdcido

con N,
la sustitucidén de Q que es el 107avo residuce de

hle de cadena ligera mostrada en la SEQ
ID NC: 7 en la cual la secuencia del amincdcido

conprende al menos una sustitucidn seleccionada de

la sustitucidén de E gue es el 17avo residuo de aminodcido
con Q,
la sustitucidn de Q que es el 27ave residuo de amincédcido

fs
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con R.

53. El1 anticuerpo de acuerd reivindicacidén 52, que

acuerdo con la reivindicacidén 52
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¢ que
comprends la regidén variable de cadena pesada mostrada
N

en la SEQ ID NO: 6 en la regién variakble de cadena

55. El1 anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 22-54 que comprende una regidn

56. El anticuerpo gue comprende al menos una sustitucidn en
la secuencia del amincacideo de la regidn constante de

cadena pesada mostrada en la SEQ ID NO: 31 seleccionada

de

(a) la sustitucidén de H que es el 15lavo residuoc de
aminocacido con Q,

(b) la sustitucidén de K qgue es el 157avo residuo de
aminodcido con Q,

(C) la sustitucidn de R gue es el 238ave residuo de
aminodcido con Q,

(d) la sustitucidn de E que es el 23%ve residuo de

aminoacido con E,

19



—
()
~—

57.

59.

60.

174

de

D
o
O
l_.l
RS}
5N
l_l
bl
<
O
=
()
n
|
[SR
[
C

la sustitucidén de L gue
aminoadcidoe con N, vy
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la sustitucidn
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nerpo  gue comprende una regidn constante de

cadena pesada mostrada en la SEQ ID NO: 33.
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contenido reducido de mucosa unideo a la regidn Fc del

anticuerpo.

=

Una composicidn que comprende el anticuerpo de acuerdo

con una cualguiera de las reivindicaciones 45-58 y un

portador farmacéuticamente aceptable.

Un agente de antineopldsico gue comprende un componente

.

efectivo del anticuerpo de acuerdo con una de las
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reilvindicacidén 60, en donde el céncer

-
=

n Acido nucleico que codifica un polipéptideo del

anticuerpo de acuerdo con  una cualguiera de las
reivindicaciones 45-48.



63.

65.

175

Una célula de huésped que comprende un acido nucleico de

acuerdo con la reivindicacidén 62.

n la cual la modi

Un método jpara preparar un anticusrpo gue comprende

Civar la cé&lula huésped de acuerdo con la

/59
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LISTADO DE SECUENCIAS
P10 Ghugal Seiyabu B Kahughlkl _Faisha

120> ANTICUERPO ANTI-GLIPICAN 3 QUE TIENE ClNETICAS MEJORADAS EN PLASMA
130> PCR-9023W0

160> JP 2007-256063

151> 2007-09-23

<160> 35 _

<170>  Patentln version 3.1

VAL

Q211> 115

212> PRI .. U

213> Secuencia artificial

sans Padenapedndadwanhluﬂpuhumanrada

1
Gln Val Gin Lau Val Gln Ser Gly Ala hlu Val Lys Lys Pro ?éy Ala
i
Sar Val Lys Val JLl Gys Ly: Ala Ser Gly Tyr The Phe Thr Azp Tyr

20 25 i KIV
Glu Met Hiz Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Gin @ly Lew dlu Trp Mat
3B 40 45
Gly Ala Leu Asp Pro Lys gﬁr Gly Azp Thr Ala égr Ser Gin Lys Phe
n AELL
Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Jer Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Lan Zer Ser Len Thr Ser Glu Azp The Ala Val Tyr Tyr Cys
86 a0 95
Thr Arg Pha Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leuw Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser
115
210> 2
Q211> 115
<212 ERT B
2“11 couencia aitificial — - |
<§§gf Fddcharm“ddddwanﬂbmﬂpuhUMthBdO
400> 2 ’
?In Val Gin Leu gal Gln Ser Gly Ala ?6 u Val Lys Lyz Pro ?éy Ala
Ser Val Lys Val Zer Gys Lys Ala Jer Gly Tyr Thi Phe Thr Agp Tyr
: 20 25 30
Glu Met His Trp iz Arg Gin 550 Pro Gly GIn Gly kgu Glu Trp Ve
Gly Ala lle Azp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Gin Lys Phe
50 55 60
Lyn Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lyz Ser Thr Jer Thr Ala Tyr
70 15 a0
Met Glu Leu Ser Ser Lew Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 a0 95
Thr Arg Phe Tyr Zer Tyr Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser :
115
<2105
Q21D 115
QD> PRI
213N Sesuensia artificial |
2200 _
AT Ca dcnapv¢Jddni:dnh-UHﬂy1|unﬂanPdd0
<400> 3
Gln Val Gln Lau Va| GIn Sar Gly Ala ?6u Val Lys Lyz Pro ?éy Ala
uﬁr Val Thr Val : -| Cya Lys Ala Zer Gly Tyr The Phe Thr Azp Tyr
20 25 an
Glu Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Ala Lau Asp Pro Lys Thre Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Gln DJar Phe
50 55 - 60
GIn Asp Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser The Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Zer Jer Lew Thr Ser Glu Acp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 a0 95
Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr

yi
100 105 110 -
Val Ser Ser

115



210> 4

Q211> 115

<212> PRT

<213y Bezuencia artificial

2200 e e e
737 Cadena pssada Je anticuzrpo humanizado
400> 4

Gin Val Gln Leu Val dln Ser Gly Ala Glu
1 5 10
Ser Val Lys Val Z2er Cys Lys Ala Ser Gly
20 25

Glu Met H|° Trp Val Arg Gln 363 Fro Gly
Gly éla Lru Asn Pro Lys ggr Gly Asp Thr
Lys Gly Arz Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys
65 ' 70

Met Glu Leu Zar Sar Lew Thr Ssr Glu éép

The Arg Phe Tyr Ser Tyr The Tyr Trp Gly
100 105
Val Sar Ser
115
210> 5
211> 115
<212> PRT. =
{13 Becuzncia arlificial
2200 - . S T R—
Ay Cadena peeada de antisusmo humanizado

<400> 5
gln Val Gln Leu gal Gin Ser Gly Ala Glu

10
car Val Thr Val Ser Gys Lyz Ala Sar Gly
20 25

Glu Met hl“ Trp e Arg Gin 560 Pro Gly 3

Gly ééa 'lb Asp Pro Lys Thr Glv Asp Thr
GIn Asp Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Dar Glu Asp
- 85 90
Thr Arg Phe Tyr Sar Tyr Thre Tyr Trp aly
100 105

Val Ser Ser
118
210> 6
211> 115
<212> PRT
213D ,.,-,u'-nuu ..Il'tlf'blc'll
Q20> .
ANy Cddcnapc“4d4dchanwJpohumanLado
<4000
gln Val Gln Lau gul BIn Sar Gly Ala Gl

10
Ser Val Lys Val Sar Gyc Lys Ala Dar Gly
20 25
Glu Met Hiz Trp He Arg Gln Fro Pra Gly
35 40
Gly Ala tle Asn Pro Lys Thr Gly Asp Thr
50 55

%§e Gly Arz Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys &

70
Met Glu Leu Ser Zer Leu Thr er Glu Azp
85 90
Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly
100 105
Val Ser Ser

115
<2105
Q11> 12
<212> PRT S
213> Secuencia artiticial
<2200
N Cadﬂnahjwﬁldbanﬂuﬂwﬂy|humanrad0
<400>
Asp Val Val Mat Thr Gln Sar Pro Leu Jer

~J

-~

Val
Tyr
Lys
Ala
Sar
75

Thr
Arg

Val
Tyr
Lys
Ala
car
Thr

Arg

La

T

b

Lys Lys Pra Gly Ala
" 15

Thr Phe
Gly Leu

45
Tyr Ser
Thr Ser
Ala Val
Gly Thr

Lys Lys

~ Thr Phe

ily Leu
45

a Tyr Jer

Thr Ser

- Ala Val
v Gly Thr

Lys Lys
Thr Phe
Gly Leu
45
Tyr Ser
60
Thr Cer
Ala Val
Gly Thr

Pro Val

Thr
30

Glu
Gin
Thr
Tyr

Leu
110

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Leu
110

Pra
Thr
Glu
Gln
Tﬁr
Tyr

Leu
110

Thr

Azp Tyr
Trp Met
Lyz Phe
Ala Tyr

80
Tyr Cys

95
Val Thr

Gly Ala

sp Tyr
Trp lle
Ser Phe
Ala Tyr
Tyr Cys
Val Thr

Gly Ala
15
Asp Tyr

Trp e
Ala Tyr
80

Tyr Cys
Val Thr

Pro Gly

17/



.

5 10
Glu Pro Ala Ser e Sar Gys Arg Ser Jer
20 25
Az Arg Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu
35 40
Pro Gin Lzu Leuw lle Tyr Lys Val Ser Azn

50 5h
Azp Arg Phe Zer Gly Sar Gly Jer ély Thr
5 70

ar Arg Val Glu Ala Glu Azp Val Gly Val
Thr Hia Val Pro Flu Thr Phe Gly Gln CIy
100 105

210> 8
Q211> 112
<212> PRT
S KR
2200 -
225,
<4000
Asp 11s Val Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser
5 10
Dar Gys Arg cer Jer

ecuencia artificial
“Cadsna ligera e anticuerpo humanizado
8

1
Glu Pro Ala Jer 1z

 Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Gin
35 40

Pro gn Lau Leu Ile Tyr Lga Val Ser Asn
égp Arg Phe Jar Gly Jer ﬁ]y Sar Gly Thr

Car Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val

85 a0

Thr Wiz Ya! Pro Pro Thr Fhe Gly Gln Gly
100 105

<210> 9
211> 12
<212> PRT
<213%  Secusncia artificial
<2200
SO0 dcnalmcﬂldkﬁmhLanm,humanrado
<400> 9
Azp Val Val Mat Thr Gln Ser Pro Leu Zaer
1 5 10
Glu Pro Ala Jer Me Ser Gye Arz Ala Sar
20 . 25
Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Lzu
35 40
Pra Gln Leu Lbu Ile Tyr Lys Val Jer Asn
50 55

Asp Arg Phe Jar Gly Ser Gly Jer Gly Thr
65 70
Ser Ser Leu Gln Ala Glu Azp Val Gly Val

85 a0
Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly

100 105
<210> 10 :
1 112
212> PRT /
M3 Secusnsia arhﬁual
<220» e e e
k) Cadznal liyera dz anﬁcuerp.) humanizada
<4OU> 10 '
Aep Val Val Met Thr GIn Ser Pro Leu ?gr
Gln Prio Ala ésx IIw Tar Gys Arg AIJ oar
Asri Arg Azn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Lau
35 40
Ser Asn

Pro Gln Leu Lew e Tyr Lys Val
50 55

Azp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly The

65 10

cer Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val
85 90

Thr His Val Pro Pro Thr Pha Gly Arg Gly

100

105
Q2> 1

Gln
Gin
Arz
Asp
75

Tyr

Thr

Lau

aln

Gin
Arg
Azp

Thr

Leu

Glu S

Gln
Arz
Azp
Tyr
Thr

Leu
Arg
Gin
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Zer Leu Val

Lys

Phe
60
Phe

Tyr Gys 3

Prﬁ
Jel
Lys
Phie
Fhia
Tyr
Lys

Pro
ser
Lys
Pha
60

Phe
Tyr

Lys

Pro
45

& e
".:\:1'

Thr

Val

- Lau

3 Pro

45

I

z oer G

¢ Thr L

30
Gly

Gly

Leau

Cys ler

s Lau

Val

- Leu

Pro
45

~

sl

Thr .

Gy:

Lau

Val
Leu
Pro
45

Sar
Thr
Cys

Lzu

Thr
Val
Gly
Gly
Lau
Ser

Glu
110

Thr
Val
30

Gly
Gly
Lau
Sar

Glu
110

Hisz
Gin
Val

- GIn

le

Pro

His .

Gin

Gln

e

Pro
Hie

Gin 5

Val
Thr
Gln

lle

Pro
15

Hiz
Gln
Vil
Lys
Glin
95

e

[
X

Ser
Pro
e
80

Azn

Lys

Gly
Jar
Ser
Pro
lle

80
Asn

Lys

/9.2



-~

Q11> 112
212> PRT

213> Beouencia artificial

<2205

saas’. Cadena ligera da anficusma humanizado

30> 11
?sp Ie Val
Glu Pra Ala
Asn Arg Azn
35
Pro Arg Leu
50
ACp Ars Phea
rr ser Leu
Thr His Val
<10 12
Q211> 112
<212> PRT
213N

<220>

Mat Thr
5
Ser e
Thr Tyr
Lau e
ul.:' (le

Gln Ala
85

Gin Ser
Ser Gys
Leuv His

Tyr Lys
hA

Ser Gly o

70
Glo Asp

Pra Lew Zer
10

Arg Ala Der

25

Trp Tyr Gin

40

Val fer Asn

ar Gly Thr

Val &ly Val
a0

Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly

100

Secusncia artificial

108

cana Cadena ligera devénticuerp?hdn’nanizajo

et

<400> 12
?*p e Val

Gln Pro Ala 3

Acni Arg Amn
35
Pro Arg Lau
50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val
Thr Hiz Val

210> 13
211> 545
<212> PRT
213> homo
400> 13
?ln Pro Fro
Phe Phe Gin

Val Pro Gly !

35

Cys Jer Arg
50

Met Glu Gin

Ite GIn Asn

Hiz Ala Lys A

Mat ghr Bin Ser Pro Lou Der

SRl llb

Thr Tyr
Leu lle
Ser Gly
Glu Ala

85

Pra Pro
100

sapiens

Pro Pra
5
Arg Leu

Leu Thr Fro Gl

Sar Lau Tyr
130
Glu Leu Phe

Pro Gly Leu P

AMa Arz Arg

Thir Gln ¥a|'

Leu Asn Lau
210
Cer Lys Asp

Gln Gly

Cyz Gly

sar Cys

Leu Hic

Tyr Lys
55

Ser Gly

70

Glu Asp

Thr Phe

Fro Pro

Gln Pro 4

s Der Leu
2 Glu Val

215
AI z Met
U
Mvt Val

10
Arg Ala Zer
25

Trp Tyr Gln
40

Val Jer Aen
Ser Gly Thr
Val

Gly Val
a0
Gly ?

Gly

NG

70u
[la Azn Thr

Lew Thr Arg
Lys Pro Gys

Leu Pra Val Thr Pro Gly
1115
ic Ser

Glu Ser Leu Val
30

Gln Lys Pra Gly

45

Arg Phe Ser Gly

Asp Phe Thr Leu

75

Tyr Tyr Gys Ser

Thr Lyz Lau ?

Leu Pro Val Thr
Arg Ser Leu Val
Gln Lys Pro Gly
Arz Phe Der Gly
Asp Phe Thr Leu
T§r Tyr Gys Jar

Thr Lys Leu Glu
110

- Cys His Gin Val
s Trp Val Pro Glu

30
Pro Ly: Gly Pro

45
Lau Thl Ala Arg

Giu LuU Lys Phe
75
Phe Glu 1l& Val

Lys Azn Asn Tyr
110
Glu Phe Phe Thr

Val Azp Azp Met
140

Tyr Thr Gin Leu

165

Azn Glu Gys Leu

Phz Pro Lyz Leu
190

© Arg 1 le Phe Lau

208
Thr Asp Hig Lau
220
M

LJ

Gly Gly Tyr Cys A

zt Trp Tyr Gyz S

Pro
Hie
Gln
Val
Lyz
ln

95
e

Arg
Thr
Thr
Leu
Leu
Val

95
Pro

Gly
Ser
Ala
Pra
e
80

Azn

Lys

Ser
Fro
Gys
Azn
e
80

Arg
Jer
Val
Asn
Azin

160
Gly

Ala

s Phe
- Tyr

240
Val



245 250
Cys Mat Ala Gly Val Val Glu
265
Leu Ser Lau Glu Glu Leu Val
275 280
e Tyr Azp Mat Glu Asn Val Leu Leu Gly Leu

— T —
xtfhel -

p Ser Ve Gln Tyr Val Gln Lyc Asn Ala Gly

5 310 315

& Gly Lyz Lau Cys Ala Hiz Ser Gln Gln Arg
325 330

Tyr Tyr Pra Glu Asp Lau Phs Ile Asp Lys Lys

340 345

His Val Glu Hia Glu Glu Thr Leu Ser Jar Arg Ar;

Ser Phe Tyr Ser
Ala Glu Asn Q,

GIn Lys Lau Lys Ser Phe
% Gys Ser His Jar Pro

y Gin Glu Leu Val Glu Arg Tyr Zer Gin L
405 410
Met Lys Asn Gln Phe Asn Leu His Glu Leu Lys
420 425
Pro Val Val Ser Gin e lle Azp Lys Leu Lys

Leu Arg Thr Mat Zer Met Pra Lyz Gly Argz Val
450 455
Azp Glu Glu Gly Phe Glu Ala Gly Asp Gys Gly
465 470 475
Gys lle Gly Gly Ala Gly Azp Gly M=t {le Lyz
485 490
Arz Phe Leu Ala Glu Leu Ala Tyr Aep Lau Asp
500 a05
Gly Asn Sar Gl @ln Ala Thr Pro Ly; Asp Asn

au Gly Azn Val His Ser Pro Leu Lys

10> 14
211> 32
212> DNA .
2213 Bzsusncia artificial

<2200

o33~ Cebador

<4000 14 :

ggatesteng catzaaazag eotzaactca oo

<2105 15

211> 29

<212> DNA _

2213 Gecusncia artificial

<2200 . N

€223 Cebador

<400> 15

goggccgest attoctttge ootoggacg

Q210> 16

<211> 10839

<212> DNA

213> Gricetulus griseus

<400> 16

gazctoaalt J]LLCL']Lt Aaaggsastc gastczatos
cotottegag a gtagtatoty
cooatotana ataaaaas:
ttatttatza 8 wlttwLTaaT

WGGAE | p gtggtacaca cot
sgZace L caagtotacs atta

boeatgaot t' 7 cagotgzzat catgigealt
tatataagzac agzayg "'thFJ‘bt gEoattoate

z att Eud"t’tuu” sat BE AgAgEHaIca
tttﬂﬂtﬂtga gotagaztaa gaactztes:

Eango 3 clecaatatt tztctcolegg
aaIc zaca gttglasglyg

cagticocaa ataastgaca « a atattaaita

cagtotight actggataau i tt taasttaact
ctgooaltgtg gttoatgsct iglioazgte ctgettotic

tolggttoty sostitates ag to otagtotges
cagtcagety tttattaacs ddtbd’ddtd stacatattt

Ile Asp
Asn

Phe
300
Lys Leu

Gin Tyr

Al |
380
Thr Lau

Ala Ala
Met Lys

Hiz lle
445

Leu Asp

460

Asp Azp

Val Lys
Val Azp
Glu s

525

His Hiz
540

Lllﬂbd’add

attzaggata
bLLLnggtt tegtazaace
tggoteotit a(ttttntga

totattatia {

255
Lys Tyr

Mat Tyr
The lle
Thr Thr
Arg ler
335
Lys Val
Glu Leu
Pro Gly
Cys Trp
Arg Asn
418
Gly Pro
Asn Gln
Lys Asn
Glu Asp
Azn Gin
495
Azp Ala
510
Sar Thr

Hiz His

WA

gaccetiott ',

taaatgattyg
catttosats
igtoteings
TETooTEGGE
ataztztaca

Trp
Arg
His
Thr
320
Ala
Ala
e
Tyr
Asn
401)
Gly
Glu
Lau
Leu
Glu
480
Leu
Pro
Pha

His

actigcaaas
sttoto
g tagtegatata
g coltaageta
gattaaraag
3 gaztaaccga
coattegegagt

..ﬂ.
GGtttJuttJ
tgatratgos
agetatagao
aagatigete

17y



ctoaacacsc aatttitiat gtacaacsig aguﬂtblggj croeavigooe teat
AEAZLLEECA seottaccoa ctaasgecacs € GG
gettooa ciatgtazes cagIotggos
Cogaacacts 7ddttdtdvt saaggoctas clgeccigds 4
tractgagte catigacitt acastcatea agzztizaans r_
gonaatsgna otraatoona cataate caastts
C'tgﬂaﬁltt aatgteaget tpoctgatte azaata
3 aa ttte ts ats sootgoten
Igzacatica tgatoeagaga 9333260563 A%
coacagboty ttﬂﬂtttrﬂt ttocooctegz ot
¢ tagztcacte © ctttotavas
t1duatg4gt aatgaataal g LG uJJulubutL ;'
gt’bbtgbt' cottococaz o :
tgtggbtact 7

G g]gaaa

taLJEuLLLL
 stgzacages

acactocaat uuLdbLgLEg gt
A trtatttcas thttatgaty
cttooccctt gotetgotzg gaattzaase cazgacotty i :
taacactzag ctatagesss aatettteat coaagtotet atgtgt’uuo
titatttiga gacaaaasgl tottatttts dLgLud”ELh toactatsti
trititttit thttttttza asttttzace it agotgagant a
tancatoass cocgzstgat getaszataa o Jd1JELL aé
ttaat’ﬁt aocacacaat ttoszaaalty tLEuL’Eutn a; 75
d éaat tezetgctage aagazagoan JvanaJvLaT
234

5 aaacotglos
5 ludggag a
3 Lgﬁagago 7zt

'vl.'.’l.g b B O
G quu”djLEl
ascctta g

geayatggcs cacttoagtc

gtastattts goagttoste o

coagzaatgs ageltoetca s
3 agageantay Lavuodaggz

a”EEbuttut ggatgtgite o

gagegatgsg gacagozanc

EAgFICEECE ngtwabLta :
CCaAZncagss tkbgv,g
atccgrzaca gcattg;ggg

angLrtiaL stacozzagg tgatotgast
? ggt Leg dutﬁb’tLtg

EthTttgtT ggﬂbﬂthtu
gtogatecac ttracoas
aggatagtyy aggzastey

cattoos togoot

: 2 age Lbbd
aagaggmeag gassatesac acaccigoat
s tgogozotat tepatgeces

Bavgnas “utduGOHEH ﬁg-gtgtu=
ctzagoasge

Ft37uJLtU”

rfhgggwugb ¥ i

Lb’gu IBGE g

ngb7btuw d s 3

[tbubtntub cttoctt t G tt A9Gags
GCARGOREGHA tg”olﬁ Saa g K UttJ”LLqVL UbbULtLt‘L
tottgtatoa € % g ﬂJLLng-g

gLaaIna E:

getgacctag
ﬂuatggogut 29

atgtagauua

ctot 2

tottezagon
accatgaaca

tccantgcot ctzazgages ¢ aﬂuubLLLuL
] g oectgptogt X i
tgctgg T GGG uuth )

“‘s tegtracots tutLut“tbu
ttzacttoos cac AagG

: tagtottoat
ggg;tgguut totacazsezt gggbugutug ctoaccacsg tzt
tacotzetee toaaacagac cacttostte LaLgbbbt”' i
getzastaze gUUUEEbE’b tgteggagea geatep
aacactgta getacotita ottactetes cagglocott
”fbut”tug aJaauda]lJ uuttuuttJl g3tcartcaa

Uaagtidv

tuguuﬂult acatgatiaa

ﬂtg[t]guJP aaagatggut ar.
staageattz gatecacatt aaot~4auLa atcoctatta
aa ttttacazaz zgaaaaccaa 9 gactasgtas
70 taataatcac L st cataazcagt

gticoaggat
o ctigaggtaa
atgtztgtgt
ag aattthqu
aLGos
"Itt&d@ta

3 JtUdUdDLa tb]UUdULJL
. ud”itu’ tt g
agtg_mlaga

L aagiiitatt
reaceanith Ttdtgggtgg agataalgsg acas

Y

56 acatgugtegs tpaggtotza acteageica
gagosattte actegztocaa tatatgtets
tatraatglo stgotgatoa Ltatocoott it
Eﬂtgurat- cotgtggtor totscataca aatesggaaa Gtﬂuddutua

2a2333C35Y

1000
1140
1200
1260
1320
15330
1440
1600
1560
1670
1680
1740
1300
1560
1920
1920
4o
200
2160
200
2730
2340
2400
”460

‘0

4600
5660
3720
2780
aedo
3900
3960
4020
4020
4140
4200
4760
429
4&8
4440
4500
4560
4620
4a5
4740
4500
4060
4920
4950
5040
5100
5160
R0
L'U'Tlﬂ
5340
5400
R460
uu'o

a
253

BG40

98



gotacttocs ag , aagtaagata
toootgsan aagtttact
goagtcaaas udg&uuldda
taaacatsca g a astgo
gtgocogeta 2 gotagagpat
a attgaztzac

tht“gu':

3 sagoaatats
[ ttgacetact tagiotoote
tggatgtgag gatcaggaaa dtguguaudt

gotontgaat « aggztstoga
cactggzega ctocatzzes a&tu

¢ tttoctottt
g sttagasggs
; tﬁa”wt
AT 3AC5E Jbuulgw
tgttzagtot actcttcaLt
ggactotaga ztagrraves
tegoatgtze ctgoctgage agt
tocteaages catyrgzazs
ttagttaaca tgggagaaag
cazagaggtt aagtaastic
totazatoto toteatgost

toagtaagss totacottet

catgatgtez sgo tatgoagget
agagtootat guaasatosa
ctragzgags ttagagtoot
testoctata tatottatag

t
gagaggtaas can tgtosttaca
ge3zagatat Jbblu"btg“ gzaztagga
actocotoag ooattttits ﬂtgtﬁ?gagt
; acagltotgas ‘t,
uttEt' X KX

ot
gatcaaatto 2
gasagtgots
ccotgatagty o
£ITEAATAs g
ttoagggace
gotazocagt g Qg
gagocagzat algtoa
gtittggeas 4 ca ggaatggcs
cotooatats ate aL’ggg I LCEEDDE
J]Lptkttw tacacaazeg agatrest
Ltggbatvua azzts
: asg

g LnELgtg,'t E:
ggstzataay aaaacatica oototycatt
coacacatot titacggeit aagtaggets
tLtdbwLE'b tggoticost ngnuwa“bT
i X ujL”uCthu 505

st
aGatttatgi P
gttbthtU =
WﬂaaPttggt

’ggswtfua

bblt
tgg;gaaaga
gt'»cﬂ'twtv I
& G (ﬂaLgttttt
Etc dﬂbutt 1 Y tthuta :
atgnootgay
gagtzagezc u)uaE“Eltu t
atcotga t’bJJLblut
: [ Li.‘.:‘.:' ttﬁ"

aquUabu«a tggca tastets
gtegtaeaets gzagocatoa ccaaacscoa
nttgtgtrp1 LEERER taou agoagaatts

% g coacagtyet tzicacacag
cotegostltt otttoagats
35 cacatacate accaacagol
ZEEAG a aatglattag
accagaatgs tgigzaatag
3’JL]Eg at ttotaottes

‘tmﬂmﬂgﬂ

F ttacateo

A3a3agaaa A43a3
L oteggggcags aaaze
3 tgbﬂ”Jtha 5

t UtéLba.tua

GLEEGGAGAG
ttagoatgtt
Jatgasstit

gactgegats ubdtbbbiq1
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[FIG. 7]
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[FIG. 9]
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[FIG. 13]
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[FIG. 15]
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PIOSIS/MEDLINE/WRIDS (STW), C2pluz (2TN), GenPank/EMBL/LDOBRJI/GeneSad,
SwizaProt/FIF/G2neleqg, J8TFlus (JDrezmIl), JMEDPLus (TDreamIl),

. DOCUMENTS COHSIDETRED TS BE TELEVANT

Caizgory™* Citztion of decumeni, with indicaiion, whare appropriat s, of the relevant paccage D alevaal {o claim Mo.
Y WO 2006/04¢6751 21 (Chugal Fharmaceutical Co., 1-14
Ltd.),
04 May, 2006 (02.085.08),
Bxamplzs; vafersntial sxzamplss
& EF 13146140 Al & CA 2535196 A
S VR 10-2007-0070222 B & CN 1010488248 A
Y WO 2005/0:2721% 31 (Chmgal Pharmaczukical 2o, 1-14
Ltd.),
29 JLne 2006 (29.06.06),
rential cexamples
1 & BP 1329261 Al
47 Al
Puritizr docurenis are listzd in e coniinvaiion of Box C. l:] Cee paieni family annex.
* Cpesial catzgovies of citzd documeit: “T”  laier docurnent published afier the inizmational filing datz or priority
‘47  document defining th: geuexal siat: of the zri which iz not considersd  to dat: and not in conflict with th: application but citzd to undarsiand
be of particular relevancs the principle or theory underlying the invention

“E’  ecarlicr application or patznt but publich=d on or afier the infzmational filing  “%  document of pariicular r2levancs; the clzcimed invention cannot be
date considerzd aov:l or cannot b2 considered to involvs an invintivas
‘L documzoi vhish may thievr doubts o prierity claim(s) or which iz step vz the dosurnent ic tal:zo alon:

cited io z:tablich th: publication daiz of anoth:r citation or othar “Y”  docvment of particular relevancs; ths claimed invantion cannol bz
special reacon (as specified) conicidercd 1o lavolvs an iuvantivs 2p when the documsnt is
“0”  deeunl rzezming to an oral dicclosurz, uez, 2xhibition or oibar mzans comiibinzd with sae of mor> other uch documants, such combination
“P”  documznt publish:d prior 1 th: int>mational fling otz bui later than th: being obvicus (o a persom skilled i the at
priority date clained ‘8" document membey of the cams patent family
Dats of the achuz) complaiion of ihe inlemation:] szarch Daiz of mailing of the inizrnational cearch rzport
15 Dacembar, 2003 (15.12.035) 2 December, 2008 (22.12.08)
Hame and mailing addrz2c of the ISA/ Auihorizzd officer
Japane e Patent Qffice
Facsiniile o Telephona No.
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DOCTIRMETTTE CONSIDERTD T BE TELEVANT

Caipory Cilation of dveuniang, witi indicaiion, whers appropriale, of ihe celevani pacanges P 2levant to elaira No.
¥ JP 0Z-0Z2200 A (NeoFx Corp.), 1-14
30 January, 1950 (39.01.90),
Claims 1, 3, 5; page 2, lowar lzft columnn,
linezs 14 to 12; sxamples; Fige. 2, 2; abatract
& U3 5222673 & & TS 5425130 A
& BP 22013E AZ & DE 63212638 C
& AT 2006535 A & AU 2006333 Al
¥ WO 2007/005412 a2 (MEDIMMINE, INC.), 1-14

11 Janmuary, 2007 (11.01.07),
Examples 2 to S

L BP 1265477 B & TR 25141831 A

Form PCT/ISA/210 (contimmaiion of 3zcond sheei) (Apiil 2007)
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Box No. II Observations where certain claims were found unsearchable (Continnation of item 2 of first sheet)

Thiz international search report has ol bzen ecfablished in racpzit of cerfain chivs wider Ariicle 17(2)(a) fox ihe following rzacons:

1. D Claims Nos.:
bzcause they relaiz o cubjeci mailer nol required io bz searchezd by this Avthority, namely:

2. Claims Nos.
Lecauss ihay relais fo part: of the mbmational application ihat Jo not comply with the prascribed raquivzinzats to 2uch an
extent ihat no meaningful international c2arch can be carried out, speeiiically:

3. I:I Claims Nos.:
becaus: thay arz dzpendent claiims and aiz noi dvafizd in accordance with ihe cecond aid ihird centeaczs of Tnle 6.4(2).

Box No. III Observations wheré unity of invention is lacking (Coniinuation of item 3 of fivst sheet)

This Iniernational Scarching Auihoriiy found muliiple inventione in this internaiional application, ac follows:
=3 ¥l Y Py »
Sz= =xtra sheet.

1. D As all requirzd sddiiional ceavch fzes were ihinely paid by e applicant, this intzmaiional 2zarch rzport eovers all cearchable
claims.

2. D As all zeaichable claime could bz searched withoui eifort justifying additional feee, ihis Authocdty did not inviie payment of
additional fees.

3. D As oaly soms of ihe rzquired additional search fz3 wars iimely paid by ihe applicant, ihiz intemaiional cearch vepont covers
only ihosz claitne for which 222 warz paid, specifically claime Mos.:

4 [¥] 1o required addiiional cearch fees were iimzly paid by ihe applicanl.  Conzequenily, thic inicrnaiional search report is
reciricied io i iaveniion firei meniionsd in the claimas; it is coverad by claime Tos.:
1-14

Remark on Protest L The additionsl ssarch fee wars accompanicd by ihe applicani’s proizct and, whers applicable,

ihe paymeni of a protesi fee.
EI The addilionsl search fees ware acéompanied by ihz applicani’s proizct Lut (he applicable protzst

fez war not paid within the iime limil cpecifizd in the invitation.
D Yo proteci accomapanicd the paymoent of additional cearch fees.
Form PCT/ISA/210 (continvation of fivai sheet (2)) (April 2007)
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Contimation of Bors Wo. IIT of continuaticon of fivat sheet (2)

S -

(1% group of

least onse ami

(a) cultur

the ant l]-n.h.l‘ u

(3™ group of
A method

a framework v

(a) cultu
anti-glypica

(a4t group of

anti-glypizan-? antibody under

acid FEUEnCS which 1

fo
complem2ncary-

which comnpvia
111
-

can be express
acid 2o UESILCS W
by thz modification of ab lsast one amino acid residue; and

(b) collecting the antibady from a

The inventionz of claims 1-&8 are Jgu

inventions.

invention)

brethod £or producing an anti-gl v1J1 2a

A wmzthod for producing an antibody
he placma, which comprises ths

ing ahoszt 2ell cavry

iv .

under the conditions whers the m .1:1=ic
has ,n amins a0id seience

zlzctrical charge of an aming 22id vezid
cothar than the Folao-binding region of
(l) 2olleczting the antibody from a

I_l
3
<
)
fa)
(i
|_l -
o}
ja}
fas

cnped into the following 1%° to

n-2 antibody having . &

kinstiog in the plaswa, which C-‘d’u]_;l"&‘é's the stepa of:
(a) ~ulturing a host cell oarrying o macleic acid an
che conditions where the 111-°1e1\, acid
can be exprasssed, wh<-_ in thz anti-glypizan-2 antibody has sn amino
iz 30 modifiszd t _dl- the slectrical charg: of at
ne &0id regidue that can expozed on the surface of the

a

antibody from a culture of the

haku_; conkbrillad kinstios in

acid encoding an antibody

a2id can he expresged, wherein

which 12 2 modifizd that ths

uz locatad in a constant region

the antibody is altered; =nd
cultnre of the host c2ll.

1 ztabilizing an anki-glypican-2 antibody having a
determiningregion (CDR) derivad fromanon-human animal,
Jgion (FR) derivad from human, and @ human constant region,
=2 the steps of
ing a host 20z2ll carrying a nucleic acid encoding an
2 anti 'tcnly undex tlé conditions whare the nucleiz acid
gad, wherein the i-glypican-2 antibody has an aminog
which is 2o mO«jifl«.d that the Twm value can he increazed

cultnure of the host cell.

2 m2ihaod for produ 1Lilbody having controllad cytoboxicity,
which comprises the :

(ct) culturing aha yvin id zncoding an antibady
under ths condi ti 133 n n e sxprzzased, wherzin
tlie antibody has ¢n ami s iz g2 modified that the
electrical whu Jge of = v Juaz that can be expoged
on the surfacs of th having a cytotoxicity is altersd; and

(b) collecting the anti «:-cy fxowm a cnliuve of the host cell

Forma PCT/ISA/210 (&xira shes

i) (April 2007)
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(5 group of invention)

Aun antibody which has:

(1) a hzavy-chain variable region having one or worz substitutions
gzlected from the following subatitnutions () to (£) in the aming ac il
g=quence for the heavy- 31’14111 variable region depicted in SEQ ID MO:1:

(&) thz zubstitubion of U that iz an anings acid residue at position-19

by T;

() the zubstitntion of Q that iz an aming a2id rezidus at position-42
by E:

() the subztitution of Q that i2 an amins acid regidus at pozition-62
by E;

(d) the subztitution of D that is an amdne acid vresidue at po2ition-63
by S;

(&) the zubzatitution of ITthat i2 an anins acid v
by Q; and
(£f) the substitution of G that iz an amino acid residus at position-65

i
U
|_l -
i
=
1t
)
(nl
Lon!
Oy
1
(=
(s
!_l
]
3
1
[5)9
m

by D; and/or

(2) =2 light-chain variakls region hﬂving one or more snbatitutions
szlactzd from the following substitutions () o (k) in the aming acid
gequence for the light-chain variable vegion depiciad in 2BQ ID HO:7:

(9) the subztitution of B that iz an anince acid residue ak pogition-24

by Q;

(h) thz subzstitution of ¢ that ig an aning acid residus at pozition-27 .
by E:

(i) thz subgtitution of F that i2 an anino acid residus ak pogition-79
by T; '

() the subztitution of P that i2 an amins a2id residus at pogition-22
by §; and

(k) the zubstitutionof Nthat iz anaming acid residus ak position-112
by E.

(6" group of invention)

An antilbaody which has:

(1) a heavy-chain vavr 1ab1e rajyion having onz or mors substitutiona
galactad from the £following substitutions () £3 (2) in the amins acid
gzquancs £or ths heavy-chain variabls vegion dzpictad in 28EQ ID NO:1:

(a) the substitucion of Q that iz an aninoe acid regidus at position-42
by K; ’

(b) the zubzstitution of D that i2 an snino acid vesidus at pogition-&2
by N: and

() the substitutionof Qthat iz ananino acid réezidue at pogiticon-107

by R; and/or
(2) 2 light-chain variablzs rzgion having one or mor:z subgtitutions
zlectad from the £01lowing subatitutions (4) £o (£) in the aming acid
eaquence for the light-chain varizsble region depicted in 3EQ ID 110:7:
(d) thz subztitution of B that iz an amins acid rezidue at position-17

(2) the subztitution of ¢ that is an amino acid reaidue at position-27

(£) the subestitncion of Qthat ig anamino acidre

l’fl

idue at position-105

(continued to next sheet)

Form PCT/134/210 (sxira chaat) (April 2007)
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DilEe O e 2
£ 11.w1u3 *ubb itutionz (=) o (£) in the
rea7V- chain constant ejlon depicted in
(a) the substitution of Hthat i2 an amins
Q;

(L) the
by Q:

(=) theaul
Q; -
(d) the

by

gtitntionof P that ig an s

by

ggubsktitukbkionof Lchat iz an
M; and '
(f) cthe
by E.

by

2ubstitutionaf Qrthat 13 an aming

(3™ group of inventicn)
.

ID NO:33.

feature.

The <claims dzgcribe the above-stated
concdepta. However, these Jganceral inventive oo
novzl zpacial technical feature. Conssadquently,
the pregent apprlicaticn 3o not comply with the
of invention (POT Rule 13 (BPOT Eule 12,1, 13.2

subztitucionof Mehat ig anamdns asid rezidn

2ubstitutionof Dihat iz anandno acidres
by E;
(e) th ic an aming asid s

The 1% to 2™ groups of inventiong shars no Commo:

zight

abatitutiong fel
aming aci
3B ID NO:3
wyidrezidus

An antibody having the heavy-chain constant region depicted

cephs
it iz

o
=

releckted from the
d e11ence for the

atpacition~151

(]

[}
I_l-
[a]

i
=
8}

inventivs
LA D a) (1) (1) 18
=d thﬂt
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Act. 411 PRESENTACION Folios: 229

PATENTE DE INVENCION | | MODELO DE UTILIDAD | | Art 33 Decision 486/00

EEEEE

Indicacidn que se solicita una patenta,

Datos de identificacién del solicitant: o de la perzona que prazenta la zalisitud
Descripoidn de 1a invencidn

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobants de pago de laz tazaz establecidas (De ser el cazo formato de dezcuento)
Completa D Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT ‘:I Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

[]

HiN

Indicacidn que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en @spafiol, tal como fus presentads inicialments (Capitulo descriptiva,
reivindicatoria, resumen)

Dibujos de ser satos partinentes

Corprobantz de page ds las tagas establecidaz (d= ser &l caza formato de descuanto)

Completa | | Incc»mpletal l

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisicn 486/00)

L]
L]

[]
[]

Indicacian que se solicita Disefo industrial
Datos de identificacién del solicitanta o de la persona qus presenta la solicitud
Fepresentacidn grafica y fotografica del Diseno induztrial o musatra del matzrial AU incarpora 2l

disefio

Cormpleta EI ncompleta |:|

O
o
=
o
&
ja
o]
=
L
PR
a1
&
<
[l
i
ar
"2
—
[x\]
o
A
w
Tt
[¥]]}
—
(X]
=
Il
2
o
X))
[V

ESQUEMA DE TRAZADO [ | (Art. 92 Decision 486/00)

HENRERE

Indicacidn qus ze solicita un 2zqueamnsa de trazado
Datos de identificacién del zolicitants o de 1a persona que prasenta la solicitud
Peprezentacién graficz dz un &squema de trazado

Comprabants de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D
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Doctor(a)

FODRIGUEZ D" ALEMAHM DILIA MARIA
Apaderada(a) ylo Representante de
CHUGAI SEIVAKU FABUSHIF] FAISHA

REFERPEHNCIA Faclizaciin Ho, 10041193
Sclicitud internacional PCTLIPZO0S/002650
Fecha inicio fase nacional  22/04/2010
Tramite 11
Evento ' 378
-Actuacitn 430

Ofiics Nev L0708 8

Como resultadc del examen de forma, realizado con fundaments en @l adiculs 2% de la Dacizion 426 de la
Comizitn de la Somunidad Anding, articula 27 ded Tratads de Cooperacidn en Materia de Patentes (PCT), regla
£ his del Paglamena y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comarcio, $& le comunica que:

1. La zalicilud no contiane la copia del documents en que consta la cesiin del derecho a la patente del inventor al
solicitante o a su cauzante, conforme a 1o establecids por el artioule 26 literal B) de la Decizidn 436 d& 1a
Comigicn de la Comunidad Andina. Cuando 2 trats de documentos olorgadss en el cdranjens, @stos debaran

legalizarse de confarmidad con 1o dispuesio por 193 artizuloz 259 y 260 del Chdige de Procedimienta Civil,

Cuzanis 3e tralz de lag declaraciones a que hace referencia la Regla 317 0) del Tratado de Cooperacidn an
Mataria de Patentzs PCT., & alcance de las talzs declaraciones se detenminard segin indiquen claramantz una
casion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con 1 dizpuesto e sl numeral

£.2.16 del Capitulz Quinta, Tibhs = de la Circular Unica de Superintendencia de Industiia y Comaraia,

En cumplimients di o dispussto por @l articuls 29 de la Decisiin 435, s & requiers para que dentro del términd
de doz meses ziguisntes a la fecha de nodificaciin del presents oficia, complete loe requisitos anteriorrnenta
enunciados. En cazo de no dar cumplimiznts al presente requerimiznto, la 2olicitud se considerard abandonada y
perderd su prelacion,

| prasente oficio sonfinmsa a o dispuesto en 2l numeral 5.2, literal @), del capitula quinds del titula

Jo A0 Mde 2001,

flotifiquese e
prirers de la Gircular Unicg

1cionEs (1)

04 I, 20

El antzrior requerimiento fus notificado por fijacion en lista de facha
adpald '

Al contestar favor indiquz &l normaro de Seds Centro; Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, &, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion gue s encusntra a continuacion Sedz CAN: Av. Crz 50 Ho. 26-55 int. 2 Tei: 5330070
Call Center 6513240. Linca 01200-910165
Web: www.sic.aov.co e-mail: inffo@sic.aov.co



