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FORMULARIO UNICO DE SOLIéITUD DE PATENTE
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ENTRADA EN FASE NACIONAL
1 SOLICITUD DE:
x| Patente de Invencion [ ] Patente de Modelo de Utilidad
< | Capitulo I. [ ] capitulo .
2 Nombre: CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI IDENTIFICACION
KAISHA
Direccion: 5-1, Ukima 5-chome, Kita-ku, C.C. D NIT D
SOLICITANTE Tokyo 115-8543 Japon.
i 1) Nacionalidad o domicilio: Kita-ku, ce.[ ] oto| ]
4 Tokyo, Japdn.
Lugar de Constitucion: Japén NiGmero
Teléfono: Fax:
E-mail
3 Nombre: DILIA MARIA RODRIGUEZ IDENTIFICACION
'D’ALEMAN D
REPRESENTANTE | Direccion: Carrera 11 No. 86-53, piso 6 C.C. NIT
O APODERADO
(74) Teléfono: 6181088  Fax: 6350824 | CF E Otro [}
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(72)
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Solicitud Internacional No. PCT/JP2009/001249 Fecha 19 de marzo de 2009
Publicacién Internacional No. WO 2009/122667 A1 Fecha 08 de octubre de 2009

6 TITULO (54) FARMACO CONTRA EL CANCER DE HiGADO. (€ali= 14V)]

7 Clasificacién Internacional (51) AB1K 39/395 A6t K YS/0D

pb(P35[00 &6 ¢H2(00

8 Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
JAPON 04 de abril de 2008 2008-098309
SI X ] NO D JAPON 26 de septiembre de 2008 PCT/JP 2008-002690

9 Comprobante de pago No. 10-90,193 // 10-79,987 // 10-79,988 // 10-79,989 // 10-90,283 // 10-90,338
Fecha 26 de octubre de 2010 // 24 de septiembre de 2010
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud

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

Poderes si fuere el caso

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causénte

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, 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 autorlzacnon 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, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional

Otros Reporte de examen preliminar

-t
—

FIGURA CARACTERISTICA

12

As.

Solicito la concesion de la patente

NOMBRE DILIA MARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN
WQ/ -~

C.C. 41.654.882 T.P. 20824

FIRMA:

P-2716




1.)

2.)

3.)

ANEXOS

INVENTORES

KINOSHITA, Yasuko
(200, Kajiwara, Kamakura-shi, Kanagawa 247-8530, Japon);

SUGIMOTO, Masamichi
(200, Kajiwara, Kamakura-shi, Kanagawa 247-8530, Japon);

ISHIGURO, Takahiro
(200, Kajiwara, Kamakura-shi, Kanagawa 247-8530, Japon);
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COLOMBIA

Carrera 11 N° 86-53 Piso 6 Bogotd Colombia Tel: (57 1) 6181088 -Fax: (57 1) 6350824-Email: info@clarkemodet.com.co

PODER

Yo (nosotros), abajo firmante(s)

en mi (nuestro) carcter de representante(s) legales de
CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA

una sociedad organizada y existente de acuerdo con las leyes de
Japon

y en actual cumplimiento de su objeto social, con domicilio en 5-1.
Ukima 5-chome, Kita-ku, Tokyo 115-8543, Japon

por el presente instrumento confiero (conferimos) poder especial a favor
de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de
Ciudadania No. 41.654.882 de Bogotd, y tp. 20824 y CLAUDIA
LUCIA CARO RAMIREZ, con Cédula de Ciudadania No. 40.017.374
de Tunja, y tp. 36448, con domicilio en Bogotd, Colombia, para que
actuando en su orden en nombre del (de la) otorgante le (la) representen
ante cualquier entidad, autoridad y/o persona, especialmente ante las del
orden Administrativo, Contencioso Administrativo, Judicial, Tribunales
de Arbitramento y/o cualquier otro en lo referente a los siguientes
asuntos:

1) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar cualquiera de las modalidades
de Propiedad Industrial, tales como: patentes de invencién, modelos de
utilidad; disefios industriales, variedades vegetales; marcas, lemas,
nombres y ensefias comerciales y denominaciones de origen; asi como
sus renovaciones, prérrogas, transferencias, cambios de nombre y/o
domicilio, contratos y licencias.

2) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar derechos de autor, en
cualquiera de sus presentaciones asi como la proteccién de secretos
industriales y know-how.

3) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos
y/o licencias de funcionamiento; asi como sus renovaciones o prérrogas,
transferencias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y licencias.

4) Ejercer acciones de oposicin, observacién, reclamos, reconsideracion,
reposicion, apelacién, cancelacién administrativa o judicial, nulidad,
proteccién al consumidor, concesién de licencias, proteccién de secretos
industriales y demds acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la competencia
desleal, acciones derivadas de la obtencién o explotacién de licencias,
acciones de indemnizacién de perjuicios. También podré(n) intervenir en
juicios civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutelas
y de policia; en acciones o juicios promovidos por el (1a) mandante o en
contra el (ella) .

5) Registrar nombres de dominio ante la entidad competente.

6) En el ejercicio de este mandato los mandatarios arriba mencionados
quedan facultados para: conciliar, cancelar, transigir, comprometer en
arbitros, desistir, recibir y tomar posesion de la cosa objeto de litigio y
renunciar o desistir a derechos concedidos o en curso de concesién,
admitir los hechos del proceso.

7) Ratificar o no la agencia oficiosa.

8) Asi mismo faculto (facultamos) a los mencionados apoderades para
recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o extrajudiciales,
sustituir el presente poder y revocar las sustituciones que hicieren.

Dado y firmado en

alos dias de

%%&\_// AT

POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned

legal representative(s) of
CHUGAI SETYAKU KABUSHIKI KAISHA

an organization existing under the laws of
Japan

and in present execution of its business activity, domiciled 5-1. Ukima 5-
chome, Kita-ku, Tokyo 115-8543, Japan

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN, identification card No. 41.654.882 of Bogotd, and tp. 20824
and CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ, tp. 36448, identification card No.
40.017.374 of Tunja, residing in Bogota, Colombia, to act in the order of their
appointment in behalf of grantor before any entity, authority and/or natural or
juridical person, specially before those Administrative, Administrative-
Contentious, Judicial, arbitration courts, and/or any other, in all matters
concerning the following:

1) To apply, process, obtain and/or register any of the modalities of Industrial
Property, such as: Patents of Invention, Utility Models; Designs, plant
varieties; Marks, Slogans, Trade Names and emblems and appellations of
Origin; as well as their renewals, assignments, changes of name and/for
domicile, agreements and licenses.

2) To apply, process, obtain and/or register copyrights of any kind as well as
protection of industrial secrets or know-how.

3) To apply, process, obtain and/or register sanitary registrations, operating
authorizations and/or licenses; as well as their renewals or assignments,
changes of name and/or domicile, agreements and licenses.

4) To bring actions of opposition, observations, claims, reconsideration,
appeal or legal remedies, cancellations, nullity, protection to the consumer,
granting of licenses, protection of trade secrets and other actions related with
rights derived from the above- mentioned matters and against the unfair
competition, actions resulting from the obtaining or exploitation of licenses,
recovering damages actions. They can also intervene or participate in Civil,
Commercial, Criminal or Contentious-Administrative Trials; the actions for
writ mandamus, police actions; in actions, lawsuits or litigations instituted by
the grantor or against him.

5) To register domain names before the competent entity.

6) To the effect of this mandate the above-named proxy are empowered to:
conciliate, cancel, settle, submit to arbitration, withdraw and to receive and
take possession of the litigation related objet and waive or renounce the rights
granted or in process of granting, admit the facts of the case.

7) To ratify or not the officious agency.

8) I (we) hereby appoint the afore mentioned attorneys with powers to receive
notifications and to designate judicial and extrajudicial attorneys, substitute

Granted and signed at £ 485

on this &7l day of

Fima / signatura
YAMAGUCHI, Masahisa

General Manager, Intellectual Property Department
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NOTARIAL  CERTIFICATE

I, the undersigned NOTARY, duly authorized and practicing at TOKYO,

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 SEIYAKU
KABUSHIKI KAISHA, a corporation existing and organized under the laws
of Japan, who has produced sufficient proof of his power to execute the said
instrument on behalf of the above mentioned corporation.
IN TESTIMONY WHEREOF, I have hereto subscribed my name and

affixed my seal of office.

Dated this 10thday of March, 2009,

U 1 MAKAZU IKEDA
g ucH gﬂ\gﬁmo y
YO JAP
\\ \ f\l\J NOTARY

1O}
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(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
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1. Country: JAPAN

This public document

2. has been signed by MAKAZU IKEDA
3. acting in the capacity of Notary of the Tokyo Legal Affairs Bureau

4. bears the seal/stamp of MAKAZU IKEDA, NOTARY

Certified
5. atTokyo 6. WMAR 1 0 2009
7. by the Ministry of Foreign Affairs
8.0-N2000148
9. Seal/stamp: 10. Signature

1




Traduccion oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, traductora e intérprete oficial
segun resolucion No. 0369 del Ministerio de Justicia, del documento legalizado
mediante la APOSTILLA No. 000148 de 10 de marzo de 2009 expedida en Japén,
el cual corresponde a un documento de poder en inglés con su correspondiente
traduccion al espafiol (razén por la cual no se hace traduccion del mismo texto),
otorgado por la sociedad CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA, domiciliada en
Tokio, Japon, firmado el 6 de febrero de 2009 por YAMAGUCHI, Masahisa,

Director General del departamento de propiedad intelectual.

Registro No. 394 de 2009

Certificado Notarial

Yo, el suscrito NOTARIO, debidamente autorizado y practicante

en TOKIO, JAPON, POR MEDIO DEL PRESENTE CERTIFICO QUE:

La firma que aparece al pie del Poder escrito es la firma
genuina y auténtica del sefior MASAHISA YAMAGUCHI, director
general del departamento de propiedad intelectual de CHUGAI
SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA, una sociedad existente y organizada
bajo las leyes de Japdn, quien ha producido suficiente prueba
de su poder para ejecutar dicho instrumento a nombre de 1la

mencionada sociedad.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he suscrito mi nombre y fijado el

sello de mi oficina.

Fechado este dia 10 de marzo de 2009.

Firmado: Masakazu Ikeda, Notario




gello: Oficina de Asuntos Legales de Tokio

No. 2-2-2, Uchisaiwaicho, Chiyoda-Ku, Tokio, Japdn

APOSTILLA
(Convencién de la Haya de 5 de octubre de 1961)
1. Pais: JAPON

Este documento plblico
2. Ha sido firmado por Masakazu Ikeda

3. Actuando en su calidad de Notario de la Oficina de Asuntos
Legales de Tokio

4. Lleva el sello de Masakazu Ikeda, Notario

CERTIFICADO
5. En Tokio _ 6. Marzo 10 de 2009
7. Por el Ministerio de Asuntos Exteriores
8. NO. 000149
9. Sello/Estampilla: Ministerio de Asuntos Exteriores, Japbén

10. Firma (ilegible), Kazutoyo OYARE, Por el Ministro de

Asuntos Exteriores
N
o RN
JIMENA ESCOSAR URIBE

Traductor e Intérpreic Ofici;l
Resolucion No. 0369 Min. Justicia 1995
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RESUMEN DE LA DESCRIPCION:

Se proporcionan una composicidén farmacéutica novedosa
para tratar o prevenir carcinoma hepatocelular y un método de
tratamiento. Se obtiene wuna composicidédn farmacéutica para
tratar o prevenir cancer de higado al combinar un agente
gquimioterapéutico con un anticuerpo 3 antiglipicano. También
se describe una composicién farmacéutica para tratar o
prevenir cancer de higado que comprende como un ingrediente
activo un anticuerpo 3 antiglipicano para uso en combinaciédn
con un agente qguimioterapéutico, o que comprende como un
ingrediente activo un agente quimioterapéutico para uso en
combinacién con un anticuerpo 3 antiglipicano. La utilizacidn
del agente gquimioterapéutico y el anticuerpo 3 antiglipicano
en combinacidn proporciona mejores efectos terapéuticos que
utilizando solo el agente quimioterapéutico, y mitiga 1los
efectos colaterales que surgen del tratamiento contra el

cancer de higado tratamiento con el agente guimioterapéutico.

(4
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FARMACO CONTRA EL CANCER DE HIiGaDpO

Solicitudes Relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud
JP  No. 2008-98309, presentada en abril 4, 2008 vy la
PCT/JpP2008/002690, presentada en septiembre 26, 2008, los

contenidos de las cuales se incorporan aqui como referencia.

Campo de la Invenciédn

La presente invencidén se relaciona con una composicioén
farmacéutica para tratar o prevenir efectivamente el cancer
de higado gue comprende una combinacién de un agente
quimioterapéutico y un anticuerpo 3 antiglipicano, asi como
también un método de tratamiento utilizando la composicioén

farmacéutica.

Descripcidén de Técnica Relacionada

El numero anual de muertes por carcinoma hepatocelular
es de 600.000, haciéndola la gquinta causa de muerte por
cancer en todo el mundo (Llovet, JM, Bu?roughs, A., Bruix,
J.: Lancet 362 de 1907 a 17 (2003)). La mayoria de 1los
pacientes con carcinoma hepatocelular mueren dentro del afio
siguiente al diagnédstico de esta enfermedad.
Desafortunadamente, el carcinoma hepatocelular se diaénostica

frecuentemente en una etapa tardia cuando el tratamiento
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curativo no es muy exitoso. En tales pacientes, los efectos
de las modalidades de tratamiento que incluyen quimioterapia,
quimiocembolizacidén, cauterizacidédn o dioterapia de haz de
electrones siguen siendo insuficientes. La mayoria de los
pacientes presentan una recaida de la enfermedad acompariada
de infiltracidén vascular y metastasis intrahepatica multiple,
que répidamente progresara a la etapa avanzada. El indice de
supervivencia a cinco afios es sbélo del 7% (Bosch, FX, Ribes,
J., Cleries, R.: Gastroenterology 127, .85—16 (2004)). Los
pacientes con carcinoma hepatocelular sensibles a la
reseccidn quirurgica de  tumores localizados tiene un
prondstico relativamente bueno, aungue el indice de
supervivencia a cinco afos estd todavia entre 15% y 39%
(Takenaka, K., Kawahara, N., Yamamoto, K., Kajiyama, K.,
Maeda, T., Itasaka, H., Shirabe, K., Nishizaki, T., Yanaga,
K., Sugimachi, K.: Arco Surg 131, 71-6 (1996)). De acuerdo
con lo anterior, existe un deseo en la técnica de una nueva

forma para tratar esta enfermedad altamente maligna.

El carcinoma hepatocelular segun se dice, reporta mas
del 90% de cénceres de higado primarios en Japén. Los métodos
para tratar el céancer hepatocelular incluyen una terapia de
embolizacidn arﬁerial transcatéter (TAE) basada en
guimioterapia, donde se induce la necrosis selectiva del
carcinoma hepatocelular mediante la infusidén de una mezcla de
un medio de contraste a base de aceite (Lipiodol), y un
carcinostdtico una sustancia de obstruccién (Gelfoam) en la

arteria hepatica (que sirve como la ruta de suministro de

G
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nutrientes al tumor) y por lo tanto obstruye la arteria
nutriente. Adicionalmente, los ensayos clinicos se llevan a
cabo en la quimioterapia sistémica utilizando tales agentes
quimioterapéuticos como fluorouracilo (5-FU), uracilo-tegafur
(UFT), mitomicina C (MMC), mitoxantrona (DHAD), adriamicina
(ADR), epirubicinaa (EPI) y cisplatina (CDDP), ya sea solos o
en combinacién con interferdédn (IFN) (Yeo, W., Mok, TS, Zee,
B., Leung, TW, Lai, PB, Lau, WY, Koh, J., Mo, FK, Yu, SC,
Chan, AT, Hui, P., Ma, B., Lam, KC, WM Ho, Wong, HT, Tang, A.
Johnson, PJ: J. Natl. Cancer Inst. 97, 1532-8 (2005)). Sin

embargo, todavia no se ha establecido una terapia estandar

contra el cancer de higado (Furuse, J., Ishii, H., Nakachi, K.

Suzuki, E., Shimizu, S., Nakajima, K.:. Cancer Sci., octubre

22 (E-Pub) (2007)).

Recientemente, se esta investigando un numero de
farmacos objetivados a los factores de crecimiento para el
tratamiento de <cancer de higado. Estas investigaciones
sugieren que el receptor del factor de crecimiento
epidérmico/receptor epidérmico humano 1 (EGFR/HER1) se
expresa en una forma activa en las células de céancer de
higado humano. El erlotinib, un inhibidor del receptor del
factor de crecimiento epidérmico/receptor epidérmico humano 1,
y el lapatinib, un inhibidor de la tirosina cinasa doble del
receptor de factor de crecimiento epidérmico/receptor
epidérmico humano 1 y ErbB-2 (HER2/neu), se han investigado
en ensayos clinicos de fase II. El indice de respuesta en

pacientes a los que se les ha administrado erlotinib es de 4

1:}
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a 9%, el tiempo hasta la progresién es de 2.1 a 3.2 meses, vy
el periodo de supervivencia es de 5.8 a 13 meses. Sin embargo,
el indice de respuesta en pacientes a los que se les ha
administrado lapatinib es 0% y el tiempo de progresién es de
1.8 meses (Philip, P.A., Mahoney, M.R., Allmer, C., Thomas,
J., Pitot, H.C., Kim, G., Doneﬁower, R.C., Fitch, T., Picus,
J., Erlichman, C.: J. Clin. Oncol. 23, 6657-63 (2005)).La
forma oralmente activa del inhibidor de cinasa Sorafenib
(Nexavar ®, BAY43-9006), inhibe la transduccién de seral
Raf/MEK/ERK en la etapa de cinasa Raf, bloqueando por lo
tanto el crecimiento de células cancerosas. Adicionalmente,
al objetivar tirosina cinasa VEGFR-2, VEGFR-3 y PDGFR-B, el
Sorafenib provoca un efecto antiangiogénico, y asi ha
exhibido efectos benéficos en comparacién con los agentes
quimioterapéuticos enumerados anteriormente. En un ensayo
clinico de fase II en sujetos Japoneses y no Japoneses, el
tiempo de progresién es de 4.2 a 4.9 meses, el indice de
respuesta es de 2 a 4%, y el periodo de supervivencia libre
de progresién es de 9.2 a 15.6 meses (Thomas, M.B., Dutta,
A., Brown, T., Charnsangavej, C., Rashid, A., Hoff, P.M.,
Dancey, J., Abbruzzese, J.L.: J. Clin. Oncol., 2005 ASCO
Annual Meeting Proceedings, 23, 16S (2005)). El1 Sunitinib
(SU11248) es un inhibidor nwlfi—cinasa como Sorafenib, que
tiene una actividad que inhibe dos o mds tipos de cinasa
(Mendel DB, Laird AD, Xin X, Louie SG, Christensen JG, Li G,
Schreck RE, Abrams TJ, Ngai TJ, Lee LB, Murray LJ, Carver J,
Chan E, Moss KG, Haznedar JO, Sukbuntherng J, Blake RA, Sun

L, Tang C, Miller T, Shirazian S, McMahon G, Cherrington JM;
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Clin Cancer Res (2003), 9, 327-37) y estd bajo una prueba

clinica para el tratamiento de hepatocarcinoma.

En la prueba clinica donde 34 pacientes con
hepatocarcinoma avanzado reciben Sunitinib, 1 paciente tiene
una respuesta parcial después de 12 semanas de tratamiento, vy
17 pacientes logran condicién estable. Se demuestra gue
supervivencia general media es de 9.8 meses, la supervivencia
libre de progresién promedio es de 3.9 meses (95% de
intervalo de confianza de 2.6 a 6.9), la supervivencia libre
de progresién a los tres meses es 56%, y la supervivencia
libre de progresidén a seis meses es 32%, lo que sugiere que
el Sunitinib exhibe una actividad antitumoral contra el
hepatocarcinoma (Zhu A, Sahani D, di Tomaso E et al.; 99th
AACR annual meeting. San Diego, CA, USA 12-16 Abril (2008)).
De manera general, en la medida gque progresa el cancer de
higado, se observan varios sintomas especificos al cancer de
higado y asociados con disfuncidén hepéatica, tales como la
falta de apetito, pérdida de peso, sensaciédn general de
cansancio, masa palpable del hipocondrio derecho, dolor del
hipocondrio derecho, sensacidén de llenura abdominal, fiebre e
ictericia. Sin embargo, los agentes quimioterapéuticos tales
como Sorafenib y lapatinib tipicamente tienen un numero de
complicaciones, que incluyen tales efectos colaterales como
diarrea o estrefiimiento, anemia, supresidén del sistema inmune
(en un grado como para provocar infecciones o septicemia de
gravedad letal), hemorragia, toxicidad cardiaca, toxicidad

hepatica, toxicidad renal, falta de apetito y pérdida de peso.
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Aungque usualmente no se observan sintomas particulares,
en etapa temprana al comienzo del cancer de higado, se
observan varios sintomas especificos para el cédncer de higado
y asociados con disfuncién hepética como progreso de céancer
de higado, que incluyen la falta de apetito, pérdida de peso,
sensacién general de cansancio, masa de hipocondrio derecho
palpable, dolor en hipocondrio derecho, sensacidén de llenura
abdominal, fiebre e ictericia. Se ha observado clinicamente
gue tales sintomas se mejoran por el uso de los agentes
quimioterapéuticos mencionados anteriormente. Por ejemplo, la
falta de apetito en un paciente al que se ha detectado céancer
hepatocelular, y los sintomas tales como pérdida de peso que
estan asociados con o independientes de la falta de apetito,
se mejoran algunas veces mediante la administracién de
agentes quimioterapéuticos al paciente. Cuando tales sintomas
se desarrollan, a veces es necesario interrumpir el uso de
los agentes quimioterapéuticos. Por lo tanto, la expansidn de
los sintomas anteriores es un factor que dificulta el

tratamiento con agentes gquimioterapéuticos.

De acuerdo con lo anterior, subsiste un deseo para el
establecimiento de mejores modalidades de tratamiento en
términos de intensificacién de los efectos terapéuticos vy
mejoramiento de la calidad de vida del paciente que recibe el

tratamiento.

RESUMEN DE LA INVENCION
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Es por lo tanto un objeto de 1la presente invenciédn
proporcionar un farmaco contra el céncer de higado que, en
pacientes que se observa que tienen sintomas distintivos del
cancer de higado, tales como pérdida de peso asociada con
progresién de céncer, es capaz de reducir los efectos
colaterales caracteristicos de agentes quimioterapéuticos,
tales como diarrea o estrefiimiento, anemia, supresién del
sistema inmune (a un grado como para provocar infecciones o
septicemia de severidad letal), hemorragia, toxicidad
cardiaca, toxicidad hepética, toxicidad renal, falta de
apetito y pérdida de peso gue surgen con la administracién de
agentes quimioterapéuticos tales como inhibidores de cinasa,
Yy que mas aun son capaces de mejorar los efectos terapéuticos

contra cancer de higado.

Los inventores han descubierto que al combinar un
anticuerpo terapéutico que se une a una proteina que se
expresa altamente en células de céancer de higado y tiene la
capacidad de provocar citotoxicidad contra tales células con
un farmaco contra el cancer de higado que comprende como el
ingrediente activo un agente quimioterapéutico efectivo
contra 1las células de cancer de higado, se pueden lograr
mejores efectos terapéuticos en el paciente con cancer de
higado que cuando se utiliza solo un agente
quimioterapéutico. Mas aun, los inventores también han
encontrado que el farmaco de la presente invencidn,

adicionalmente tiene los efectos deseables mencionados

Z
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anteriormente, reduce significativamente los efectos
colaterales caracteristicos de los agentes
quimioterapéuticos, tales como diarrea o estrefiimiento,

anemia, supresidén del sistema inmune (a un grado como para
provocar infecciones o septicemia de severidad letal),
hemorragia, toxicidad cardiaca, toxicidad hepatica, toxicidad
renal, falta de apetito y pérdida de peso, exhibiendo por lo

tanto buenos efectos terapéuticos.

Adicionalmente, Como se muestra el los ejemplos
adelante, cuando se utiliza un modelo de cancer de higado
animal no humano implantado con HepG2 como un modelo de los
sintomas tales como falta de apetito y pérdida de peso
asociada con progresién de cancer de higado, tal pérdida de
peso se intensifica adicionalmente mediante la administracidn
de un agente quimioterapéutico, en particular Sorafenib,
mientras que se suprime la pérdida de peso mediante 1la

administracién del farmaco de acuerdo con la invenciédn.

La presente invencidn proporciona:

[1l] Una composicidén farmacéutica para tratar o prevenir un

cancer de higado que comprende una combinacidén de un agente

gquimioterapéutico y un anticuerpo 3 antiglipicano;

[2] La composicidédn farmacéutica de acuerdo con [l1], en donde
la composicidn farmacéutica es una preparacién de
combinacidn;
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[3] La composicién farmacéutica de acuerdo con [l], en donde
se administran concomitantemente el agente quimioterapéutico

y el anticuerpo 3 antiglipicano;

[4] La composicién farmacéutica de acuerdo con [3], en donde
el agente quimioterapéutico y el anticuerpo 3 antiglipicano

se administran simultdneamente o secuencialmente;

[5] La composicién farmacéutica de acuerdo con [3], en donde
se administran separadamente el agente quimioterapéutico y el

anticuerpo 3 antiglipicano;

[6] Una composicién farmacéutica para tratar o prevenir un
cancer de higado para uso en combinacién con un agente
quimioterapéutico, dicha composicién comprende un anticuerpo

3 antiglipicano como un ingrediente activo;

[7] La composicién farmacéutica de acuerdo con [6], en donde
el anticuerpo 3 antiglipicano se administra simultdneamente

con el agente quimioterapéutico;

[8] La composicidédn farmacéutica de acuerdo con [6], en donde
el anticuerpo 3 antiglipicano se administra antes de o

después de administracién del agente quimioterapéutico;

[9] Una composicidén farmacéutica para tratar o prevenir un

cancer de higado para uso en combinacidén con un anticuerpo 3
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antiglipicano, dicha composicidn comprende un agente

guimioterapéutico como un ingrediente activo;

[10] La composicién farmacéutica de acuerdo con [9], en donde
el agente quimioterapéutico se administra simulténeamente con

el anticuerpo 3 antiglipicano;

[11] La composiciédn farmacéutica de acuerdo con [9], en donde
el agente quimioterapéutico se administra antes de o después

de administracién del anticuerpo 3 antiglipicano;

[12] La composicidén farmacéutica de acuerdo con uno
cualquiera de [1]-[11]], en donde el agente guimioterapéutico

es un inhibidor de cinasa;

[13] La composicién farmacéutica de acuerdo con [12], en
donde el agente quimioterapéutico es un inhibidor de multi-

cinasa;

[14] La composicién farmacéutica de acuerdo con [12] o [13],
en donde el agente quimioterapéutico es Sorafenib (BAY43-

9006) ;

[15] La composicidén farmacéutica de acuerdo con [12] o [13],

en donde el agente quimioterapéutico es Sunitinib;

[16] La composicidn farmacéutica de acuerdo con uno

cualquiera de [1]1-1157, en donde el anticuerpo 3
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antiglipicano tiene citotoxicidad;

[17] La composicidn farmacéutica de acuerdo con uno
cualquiera de [1]-[16], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende el CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoadcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 qgue comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 6, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; y

la regidén variable de cadena L que comprende el CDR1l, 2 y 3
de:

el CDR1 gue comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 8,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[18] La composicién farmacéutica de acuerdo con uno
cualquiera de [11-11717, en donde el anticuerpo 3
antiglipicano es capaz de unirse a un epitopo al que se puede
unir un anticuerpo secundario, en donde dicho segundo

anticuerpo comprende:
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la regidn variable de cadena H que comprende CDR1l, 2, y 3 que
comprende la secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID
Nos: 5, 6, y 7, respectivamente, vy

la regién variable de cadena L que comprende CDR1, 2, y 3 que
comprende la secuencia de aminocacido mostrada en la SEQ ID

Nos: 8, 24, y 25, respectivamente;

[19] La composicidn farmacéutica de acuerdo con uno
cualquiera de [1]-[16] o [18], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminoadcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 qgue comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 6, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; y

la regidén variable de cadena L gque comprende CDR1l, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
una cualquiera de las SEQ ID Nos: 9-23,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[20] La composicidn farmacéutica de acuerdo con uno
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cualquiera de

(1]-[16] o

13

[18], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la

el

la

el

la

el

la

la

el

la

el

la

el

la

[21] La

regidén variable de
CDR1 que comprende
SEQ ID NO: 5,

CDR2 que comprende
SEQ ID NO: 26, vy
CDR3 que comprende
SEQ ID NO: 7; y
regién variable de
CDR1 que comprende
SEQ ID NO: 28,

CDR2 que comprende
SEQ ID NO: 24, vy
CDR3 que comprende

SEQ ID NO: 25;

cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:

la secuencia de aminocdcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:

la secuencia de aminodcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

farmacéutica de acuerdo con uno

composicidn

cualquiera de [1]-[16] o [18], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDRZ que comprende la secuencia de aminoacido mosﬁrada en
la SEQ ID NO: 30, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de amincdcido mostrada en

7
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la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1l, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 32,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[22] La composicién farmacéutica de acuerdo con uno

cualqguiera de [11-1217, en donde el anticuerpo 3
antiglipicano;
(23] La composicién farmacéutica de acuerdo con [22], en

donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia de

aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 4;

[24] La composicidén farmacéutica de acuerdo con [22], en

donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminoadcido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy
la regién variable de cadena L que comprende la secuencia de

aminodcido en donde el 34vo Gly de 1la SEQ ID NO: 4 se

75



10

15

20

25

15

sustituye con otro residuo de aminoacido;

[25] La composicidén farmacéutica de acuerdo con [22], en

donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 27; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia de

aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 29;

[26] La composicidén farmacéutica de acuerdo con ([22], en

donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 31; vy
la regidn variable de cadena L que comprende la secuencia de

aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 33;

[27] Un agente para reducir un efecto colateral originado por
un tratamiento de un cancer de higado mediante agente
quimioterapéutico, dicho agente comprende un anticuerpo

terapéutico como un ingrediente activo;

[28] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo

con [27], en donde el agente quimioterapéutico es un

inhibidor de cinasa;

[29] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo

29
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con [27] o [28], en donde el agente quimioterapéutico es un

inhibidor de multi-cinasa;

[30] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con [28] o [29], en donde el agente quimioterapéutico es

Sorafenib (BAY43-9006) ;

[31] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con [28] o [29], en donde el agente quimioterapéutico es

Sunitinib;

[32] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con uno cualquiera de [27]-[31], en donde el efecto colateral

es pérdida de peso;

[33] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con uno cualquiera de [27]-[32], en donde el anticuerpo

terapéutico es un anticuerpo 3 antiglipicano;

[34] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con [33], en donde el anticuerpo 3 antiglipicano tiene

citotoxicidad;

[35] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo

con [33] o [34], en donde el anticuerpo 3 antiglipicano

comprende:

la regidn variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
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el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 6, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; y

la regidn variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 8,

el CDR2 gue comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[36] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con uno cualquiera de [33]-[35], en donde el anticuerpo 3
antiglipicano es capaz de unirse a un epitopo al que se puede
unir un anticuerpo secundario, en donde dicho segundo

anticuerpo comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2, y 3 que
comprende la secuencia de amincacide mostrada en la SEQ ID
Nos: 5, 6, y 7, respectivamente, vy

la regién variable de cadena L que comprende CDR1, 2, y 3 que
comprende la secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ 1ID

Nos: 8, 24, y 25, respectivamente;

[37] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
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con uno cualquiera de [33], [34] o [36], en donde el

anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 6, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
una cualquiera de las SEQ ID Nos: 9-23,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, y el CDR3 que comprende la secuencia de

aminoadcido mostrada en la SEQ ID NO: 25;

[38] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con uno cualquiera de [33], [341 o© [(36], en donde el
anticuerpo 3 antiglipicano comprende la regidn variable de
cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 26, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; vy

la regién variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:

277
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el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 28,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[39] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo

con uno cualquiera de [33], [34] o [36], en donde el

anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 gue comprende la secuencia de aminoacidoc mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 30, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 32,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[40] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo

con uno cualquiera de ([33]-[39], en donde el anticuerpo 3

A
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con uno cualquiera de [33], [34] o [36], en donde el

anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 qgue comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminocdcido mostrada en
la SEQ ID NO: 6, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; y

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
una cualquiera de las SEQ ID Nos: 9-23,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, y el CDR3 que comprende la secuencia de

aminodacido mostrada en la SEQ ID NO: 25;

[38] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con uno cualqgquiera de [33], [34] o [36], en donde el
anticuerpo 3 antiglipicano comprende la regidén variable de
cadena H que comprende CDR1l, 2 vy 3 de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2Z que comprende la secuencia de aminoadcido mostrada en
la SEQ ID NO: 26, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; vy

la regidn variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:

32
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el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 28,

el CDR2 gue comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[39] El1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con uno cualquiera de [33], [34] o [36], en donde el

anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDRI, é y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2Z que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 30, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminocdcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 32,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[40] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo

con uno cualquiera de [33]1-[39], en donde el anticuerpo 3
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antiglipicano es un anticuerpo humanizado;

[41] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo

con [40], en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminoédcido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia de

aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 4;

[42] El1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo

con [40], en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidn variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 3; y

la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia de
aminodcido en donde el 34vo Gly de la SEQ ID NO: 4 se

sustituye con otro residuo de aminoacido;

[43] E1l agente para reducir el efecto colateral de acuerdo

con [40], en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 27; vy
la regién variable de cadena L que comprende la secuencia de

aminocdcido mostrada en la SEQ ID NO: 29;

[44] E1 agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
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con [40], en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 31; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia de

aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 33;

(45] Una composicién farmacéutica para mejorar la eficacia
del tratamiento de un céncer de higado mediante un agente
quimioterapéutico, dicha composicién comprende un anticuerpo

3 antiglipicano;

[46] La composicién farmacéutica de acuerdo con [45], en
donde el anticuerpo 3 antiglipicano se administra

simultaneamente con el agente quimioterapéutico;

[47] La composicién farmacéutica de acuerdo con [45], en
donde el anticuerpo 3 antiglipicano se administra antes de o

después de administracidén del agente quimioterapéutico;

[48] La composicidén farmacéutica de acuerdo con uno
cualquiera de [45]-[47], en donde el agente quimioterapéutico

es un inhibidor de cinasa;

[49] La composicién farmacéutica de acuerdo con [48], en
donde el agente quimioterapéutico es un inhibidor de multi-

cinasa;
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[50] La composiciodn farmacéutica de acuerdo con uno
cualquiera de [45]-[49], en donde el agente quimioterapéutico

es Sorafenib (BAY43-9006);

[51] La composicién farmacéutica de acuerdo con uno
cualquiera de [45]-[49], en donde el agente quimioterapéutico

es Sunitinib;

[52] La composicién farmacéutica de acuerdo con uno
cualquiera de [45]1-[51], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano tiene citotoxicidad;

[53] La composicién farmacéutica de acuerdo con uno
cualguiera de [45]-152], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H gue comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminoadcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: o, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; y

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 8,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en

la SEQ ID NO: 24, vy

36
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el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[54] La composicién farmacéutica de acuerdo con uno
cualquiera de (45]-1537, en donde el anticuerpo 3
antiglipicano es capaz de unirse a un epitopo al que se puede
unir un anticuerpo secundario, en donde dicho segundo

anticuerpo comprende:

la regién variable de cadena H que comprende CDR1, 2, y 3 que
comprende la secuencia de aminocadcido mostrada en la SEQ ID
Nos: 5, 6, y 7, respectivamente, vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2, y 3 que
comprende la secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID

Nos: 8, 24, y 25, respectivamente;

[55] La composicidn farmacéutica de acuerdo con uno
cualquiera de [45]-[52] o [54], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 gue comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoadcido mostrada en
la SEQ ID NO: 6, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; vy

la regidn variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
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el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
una cualquiera de las SEQ ID Nos: 9-23,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoidcido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[56] La composicidn farmacéutica de acuerdo con uno
cualquiera de [45]-[52] o [54], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 26, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; y

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 28,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, y

el CDR3 gue comprende la secuencia de aminoacido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[57] La composicidén farmacéutica de acuerdo con uno

cualquiera de [45]-[52] o [54], en donde el anticuerpo 3
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antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminoidcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoidcido mostrada en
la SEQ ID NO: 30, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 32,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[58] La composicidén farmacéutica de acuerdo con uno
cualquiera de [45]1-[577, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano es un anticuerpo humanizado;

[59] La composicidén farmacéutica de acuerdo con [58], en

donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidn variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminocacido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia de

aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 4;
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[60] La composicidn farmacéutica de acuerdo con [58],

donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidn variable de cadena H que comprende la secuencia
aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy

la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia
aminoacido en donde el 34vo Gly de 1la SEQ ID NO: 4

sustituye con otro residuo de aminoacido;

[61] La composicidn farmacéutica de acuerdo con [58],

donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la secuencia
aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 27; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia

aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 29;

[62] La composicidén farmacéutica de acuerdo con [58],

donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la secuencia
aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 31; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia

aminocdcido mostrada en la SEQ ID NO: 33;

[63] Un método para tratar o prevenir un cancer de higado

en

de

de

se

en

de

de

en

de

de

en

un sujeto que comprende administrar al sujeto una combinacidn
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de una cantidad efectiva de un agente quimioterapéutico y un

anticuerpo 3 antiglipicano;

[64] E1 método de acuerdo con [63], en donde el agente
quimioterapéutico y el anticuerpo 3 antiglipicano se

administran simultédneamente o secuencialmente;

[65] E1l método de acuerdo con [63], en donde se administran
separadamente el agente quimioterapéutico y el anticuerpo 3

antiglipicano;

[66] El método de acuerdo con uno cualquiera de [63]-[65], en

donde el agente quimioterapéutico es un inhibidor de cinasa;

[67] E1l método de acuerdo con [66], en donde el agente

quimioterapéutico es un inhibidor de multi-cinasa;

[68] El método de acuerdo con [66] o [67], en donde el agente

guimioterapéutico es Sorafenib (BAY43-39006);

[69] El método de acuerdo con [66] o [67], en donde el agente

quimioterapéutico es Sunitinib;

[70] E1 método de acuerdo con uno cualquiera de [63]-[69], en

donde el anticuerpo 3 antiglipicano tiene citotoxicidad;

[71] E1 método de acuerdo con uno cualgquiera de [63]-[70], en

donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

=1
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la regién variable de cadena H gque comprende el CDR1, 2 y 3

de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminocdcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 6, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminocacido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende el CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 8,

el CDRZ que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[72] El1 método de acuerdo con uno cualquiera de [63]-[71], en
donde el anticuerpo 3 antiglipicano es capaz de unirse a un
epitopo al que se puede unir un anticuerpo secundario, en
donde dicho segundo anticuerpo comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2, y 3 que
comprende la secuencia de aminoadcido mostrada en la SEQ 1ID

Nos: 5, 6, y 7, respectivamente, vy

la regidn variable de cadena L que comprende CDR1, 2, y 3 que

comprende la secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ 1ID

42
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8, 24, y 25, respectivamente;

[73] E1 método de acuerdo con uno cualquiera de [63]-[70] o

[72], en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la
el
la
el
la
el
la
la
el
una
el
la
el

la

{74

[72

la
el
la
el

la

regidén variable de
CDR1 que comprende
SEQ ID NO: 5,

CDR2 que comprende
SEQ ID NO: 6, vy
CDR3 que comprende
SEQ ID NO: 7; vy
regién variable de
CDR1 que comprende
cualquiera de las
CDR2 que comprende
SEQ ID NO: 24, vy
CDR3 que comprende

SEQ ID NO: 25;

cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:

la secuencia de aminodcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:

la secuencia de aminodcido mostrada en

SEQ ID Nos: 8-23,

la secuencia de aminodcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

] El método de acuerdo con uno cualquiera de [63]-[70] o

], en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

regién variable de
CDR1 que comprende
SEQ ID NO: 5,

CDRZ2 que comprende

SEQ ID NO: 26, y

cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:

la secuencia de aminocdcido mostrada en

la secuencia de aminoacido mostrada en
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el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 28,

el CDRZ que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 25;

[75] E1 método de acuerdo con uno cualquiera de [63]-[70] o
[72], en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidn variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencié de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 30, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminocdcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 32,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprénde la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 25;
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[76] E1 método de acuerdo con uno cualquiera de [63]-[75], en
donde el anticuerpo 3 antiglipicano es un anticuerpo

humanizado;

[77] El método de acuerdo con [76], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidn variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 3; y
la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia de

aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 4;

[78] El método de acuerdo con [76], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 3; y

la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia de
aminoacido en donde el 34vo Gly de la SEQ ID NO: 4 se

sustituye con otro residuo de aminoacido;

[79] El método de acuerdo con [76], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 27; vy
la regidn variable de cadena L que comprende la secuencia de

amincadcido mostrada en la SEQ ID NO: 29;
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[80] El método de acuerdo con [76], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 31; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia de

aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 33;

[81] Un método para reducir un efecto colateral originado por
un tratamiento de un céancer de higado mediante agente
quimioterapéutico en un sujeto que comprende administrar al

sujeto una cantidad efectiva de un anticuerpo terapéutico;

[82] E1 método de acuerdo con [81], en donde el agente

quimioterapéutico es un inhibidor de cinasa;

[83] El método de acuerdo con [81l] o [82], en donde el agente

quimioterapéutico es un inhibidor de multi-cinasa;

[84] E1l método de acuerdo con [82] o [83], en donde el agente

guimioterapéutico es Sorafenib (BAY43-9006);

[85] El método de acuerdo con [82] o [83], en donde el agente

quimioterapéutico es Sunitinib;

[86] El método de acuerdo con uno cualquiera de [81]-[85], en

donde el efecto colateral es pérdida de peso;
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[87] El1 método de acuerdo con uno cualquiera de [81]-[86], en
donde el anticuerpo  terapéutico es un  anticuerpo 3

antiglipicano;

[88] El1 método de acuerdo con [87], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano tiene citotoxicidad;

[89] E1 método de acuerdo con [87] o [88], en donde el

anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 6, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoadcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 8,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[90] El método de acuerdo con uno cualquiera de [87]-[89], en

donde el anticuerpo 3 antiglipicano es capaz de unirse a un
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epitopo al gque se puede unir un anticuerpo secundario, en

donde dicho segundo anticuerpo comprende:

la regidn variable de cadena H que comprende CDR1, 2, y 3 que
comprende la secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ 1ID
Nos: 5, 6, y 7, respectivamente, vy

la regidn variable de cadena L que comprende CDR1, 2, y 3 que
comprende la secuencia de aminoééido mostrada en la SEQ 1ID

Nos: 8, 24, y 25, respectivamente;

[91] El método de acuerdo con uno cualquiera de [87], [88] o

[90], en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminoidcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 6, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; y

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
una cualquiera de las SEQ ID Nos: 9-23,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, y el CDR3 que comprende la secuencia de

aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 25;

[92] E1 método de acuerdo con uno cualquiera de [87], [88] o
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en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende 1la

regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:

el

la

el

la

el

la

la

el

la

el

la

el

la

[93]

CDR1 que comprende
SEQ ID NO: 5,

CDRZ2 gque comprende
SEQ ID NO: 26, vy
CDR3 que comprende
SEQ ID NO: 7; y
regién variable de
CDR1 que comprende
SEQ ID NO: 28,
CDR2 que comprende
SEQ ID NO: 24, vy
CDR3 gque comprende

SEQ ID NO: 25;

la secuencia de aminocdcido mostrada en

la secuencia de aminocdcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:

la secuencia de aminodcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

El método de acuerdo con uno cualquiera de [87], [88] o

[90], en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la

el

la

el

la

el

la

la

regidén variable de
CDR1 gue comprende
SEQ ID NO: 5,

CDR2 que comprende
SEQ ID NO: 30, vy
CDR3 que comprende
SEQ ID NO: 7; vy

regidén variable de

cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:

la secuencia de aminodcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

la secuencia de aminocacido mostrada en

cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
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el CDR1 que comprende la secuencia de amincacido mostrada en

la SEQ ID NO: 32,

el CDR2 qgue comprende la secuencia de aminodcido mostrada en

la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminocdcido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[94] El método de acuerdo con uno cualquiera de

donde el anticuerpo 3 antiglipicano es

humanizado;

[95] E1 método de acuerdo con [94], en donde

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende
aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy
la regidén variable de cadena L que comprende

aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 4;

[96] El método de acuerdo con [94], en donde

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende
aminocacido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy

la regidén variable de cadena L que comprende

[871-[93], en

un anticuerpo

el

la

la

el

la

la

anticuerpo 3

secuencia de

secuencia de

anticuerpo 3

secuencia de

secuencia de

aminodcido en donde el 34vo Gly de 1la SEQ ID NO: 4 se

sustituye con otro residuo de aminoacido;
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[97] El método de acuerdo con [94], en donde el anticuerpo. 3

antiglipicano comprende:

la regidn variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 27; vy
la regidn variable de cadena L que comprende la secuencia de

aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 29;

[98] El método de acuerdo con [94], en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidn variable de cadena H que comprende la secuencia de
aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 31; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia de

aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 33;

[99] Un método para mejorar la eficacia del tratamiento de un
cancer de higado mediante un agente quimioterapéutico en un
sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad

efectiva de un anticuerpo 3 antiglipicano;

[100] El método de acuerdo con [99], en donde el anticuerpo
3 antiglipicano se administra simultdneamente con el agente

quimioterapéutico;

[101] El método de acuerdo con [99], en donde el anticuerpo
3 antiglipicano se administra antes de o después de

administracién del agente quimioterapéutico;

)
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[102] El método de acuerdo con uno cualquiera de [99]-[101]
en donde el agente quimioterapéutico es un inhibidor de

cinasa;

[103] El método de acuerdo con [102], en donde el agente

quimioterapéutico es un inhibidor de multi-cinasa;

[104] El método de acuerdo con uno cualguiera de [99]-[103],
en donde el agente qguimioterapéutico es Sorafenib (BAY43-

9006) ;

[105] El método de acuerdo con uno cualquiera de {99]-[103],

en donde el agente guimioterapéutico es Sunitinib;

[106] El método de acuerdo con uno cualquiera de [99]-[105],

en donde el anticuerpo 3 antiglipicano tiene citotoxicidad;

[107] El método de acuerdo con uno cualquiera de [99]-[106],
en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

.
la regidén variable de cadena H que comprende CDR1l, 2 y 3 de:
el éDRl que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,
el CDR2 que comprende la secuencia de aminocacido mostrada en
la SEQ ID NO: 6, vy
el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en

la SEQ ID NO: 7; vy
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la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminoadcido mostrada en
la SEQ ID NO: 8,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminocdcido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminocadcido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[108] El método de acuerdo con uno cualquiera de [99]-[107],
en donde el anticuerpo 3 antiglipicano es capaz de unirse a
un epitopo al que se puede unir un anticuerpo secundario, en
donde dicho segundo anticuerpo comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2, y 3 que
comprende la secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID

Nos: 5, 6, y 7, respectivamente, vy

la regidn variable de cadena L que comprende CDR1, 2, y 3 que
comprende la secuencia de aminocdcido mostrada en la SEQ 1ID

Nos: 8, 24, y 25, respectivamente;

[109] El método de acuerdo con uno cualquiera de [99)-[106]

o [108], en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidn variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en

la SEQ ID NO: 6, vy

=3
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el

CDR3 que comprende
SEQ ID NO: 7; vy
regidn variable de

CDR1 que comprende

40

la secuencia de aminocdcido mostrada en

cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:

la secuencia de aminodcido mostrada en

una cualquiera de las SEQ ID Nos: 9-23,

el

la

el

la

[110]

CDR2 que comprende
SEQ ID NO: 24, y
CDR3 que comprende

SEQ ID NO: 25;

la secuencia de aminodcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

El método de acuerdo con uno cualquiera de [99]-[106]

o [108], en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la

el

la

el

la

el

la

la

el

la

el

la

el

la

regidén variable de
CDR1 que comprende
SEQ ID NO: 5,

CDR2 qgue comprende
SEQ ID NO: 26, y
CDR3 que comprende
SEQ ID NO: 7; y
regibén variable de
CDR1 gue comprende
SEQ ID NO: 28,
CDR2 que comprende
SEQ ID NO: 24, vy
CDR3 que comprende

SEQ ID NO: 25;

cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:

la secuencia de aminoacido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:

la secuencia de aminocacido mostrada en

la secuencia de amincdcido mostrada en

la secuencia de aminodcido mostrada en

4
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[111] El método de acuerdo con uno cualquiera de [99]-[106]

o [108], en donde el anticuerpoc 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 30, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en
la SEQ ID NO: 32,

el CDR2 que comprende la secuenéia de aminoadcido mostrada en
la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en

la SEQ ID NO: 25;

[112] El método de acuerdo con uno cualquiera de [99]-{111],
en donde el anticuerpo 3 antiglipicano es un anticuerpo

humanizado;

[113] El método de acuerdo con [112] en donde el anticuerpo

3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la secuencia de

aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy

la regidn variable de cadena L que comprende la secuencia de
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aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 4;

[114] El método de acuerdo con [112], en donde

anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la secuencia
aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy

la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia
aminodcido en donde el 34vo Gly de la SEQ ID NO: 4

sustituye con otro residuo de aminoacido;

[115] El método de acuerdo con (1127, en donde

anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la secuencia
aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 27; vy
la regidn variable de cadena L que comprende la secuencia

aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 29;

[116] El método de acuerdo con (11271, en donde
anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la secuencia
aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 31; vy

la regidén variable de cadena L que comprende la secuencia

aminodacido mostrada en la SEQ ID NO: 33.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

el

de

de

se

el

de

de

el

de

de
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La Figura 1 es una grafica que muestra los efectos que
suprimen el crecimiento en las células de cancer de higado
mediante la administracién combinada de doxorubicina (DOX) o

mitoxantrona (MX) y anticuerpo GC33;

La Figura 2 es una grafica que muestra los efectos
antitumorales, con base en el cambio en el volumen de tumor,
del anticuerpo hGC33 vy Sorafenib en un modelo de ratédn
implantado con células de la estirpe celular de céancer de

higado humana Huh-7;

La Figura 3 es una grafica que muestra los efectos
antitumorales, con base en el cambio en el volumen de tumor,
del anticuerpo hGC33 vy Sorafenib en un modelo de ratédn
implantado con células de la estirpe celular de céancer de

higado humana HepG2; vy

La Figura 4 es una grafica que muestra los efectos del
anticuerpo hGC33 y Sorafenib sobre la pérdida de peso de un
modelo de ratdn implantado con células de la estirpe celular
de cancer de higado humana HepG2, con base en los cambios en

el peso del modelo.

La Figura 5 es una grafica que muestra los efectos
antitumorales del anticuerpo pH7pLlé y Sorafenib en un modelo
de ratdédn implantado con una estirpe celular de céancer de
higado HepG2 como se expresa en el cambio en el volumen de

tumor.

<
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La Figura 6 es una grafica que muestra el efecto del

-anticuerpo pH7pLlé y Sorafenib sobre la pérdida de peso en un

modelo de ratdn implantado con una estirpe celular de cancer
de higado HepG2 como se expresa en el cambio en el peso

corporal.

La Figura 7 es una grafica gue muestra los efectos
antitumorales del anticuerpo hGC33 y Sunitinib en un modelo
de ratdédn implantado con una estirpe celular de cancer de
higado HepG2 como se expréesa en el cambio en el volumen de

tumor (media * DE).

La Figura 8 muestra la secuencia de aminodcido de las
regiones variables de cadena H y cadena L de anticuerpos
humanizados preferiblemente utilizados en la presente

invenciédn.

La Figura 9 muestra la secuencia de amincacido de 1los
CDR de las regiones variables de cadena H y cadena L de
anticuerpos humanizados preferiblemente utilizados en 1la

presente invencién.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

La presente 1invencidén proporciona una composicidn
farmacéutica para tratar o prevenir cancer de higado que

comprende una combinacién de un agente quimioterapéutico y un
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anticuerpo 3 antiglipicano.

Como se utiliza aqui, la frase “composicién farmacéutica
para tratar o prevenir cancer de higado que comprende una
combinacidén de un agente quimioterapéutico y un anticuerpo 3
antiglipicano” se refiere a una composicién farmacéutica en
la que un agente quimioterapéutico vy un anticuerpo 3
antiglipicano se combinan para administracién concurrente,
separada, o sucesiva en el tratamiento o prevencidén de cancer
de higado. La composicién farmacéutica de la invencidén se
puede proporcionar en la forma de una preparacién de
combinacién que contiene un agente gquimioterapéutico vy un
anticuerpo 3 antiglipicano. Alternativamente, se puede
proporcionar separadamente un farmaco que comprende el agente
quimioterapéutico y un farmaco que comprende el anticuerpo 3
antiglipicano, y utilizar concurrentemente, separadamente, ©
sucesivamente. También es posible proporcionar un equipo
compuesto de un farmaco que comprende el agente
quimioterapéutico y un fadrmaco gque comprende el anticuerpo 3

antiglipicano.

En la composicién farmacéutica anterior, cuando se
proporcionan el agente quimioterapéutico y el anticuerpc 3
antiglipicano en férmacos separados, estos farmacos pueden
tener la misma forma de dosificacidén o formas de dosificacidn
diferentes. Por ejemplo, ambas pueden ser de formas de
farmaco mutualmente diferentes seleccionadas de farmacos

parenterales, inyecciones, gotas y fluidos intravenosos, o

ot
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ambas pueden ser de la misma forma de dosificacién
seleccionada de farmacos parenterales, inyecciones, gotas vy
fluidos 1intravenosos. Adicionalmente, también se puede
combinar uno o mas de otro tipo de farmaco en la composicién

farmacéutica anteriormente mencionada.

En otro aspecto, la invencién proporciona una
composicidén farmacéutica que comprende un anticuerpo 3
antiglipicano como el ingrediente activo para uso en
combinacidén con un agente quimioterapéutico para tratar o
prevenir cancer de higado. Cuando se utiliza la composicién
farmacéutica que comprende un anticuerpo 3 antiglipicano como
el ingrediente activo en combinacidn con un  agente
quimioterapéutico, se puede administrar simultdneamente con
el agente quimioterapéutico, o se puede administrar antes de
0 después del agente quimioterapéutico. Cuando el anticuerpo
3 antiglipicano se administra antes de o después del agente
guimioterapéutico, se puede optimizar el periodo de
dosificacidén al medir la concentracidédn residual del agente
guimioterapéutico en el sujeto. Se puede determinar la
concentracién al someter las muestras recolectadas del sujeto
a un método de andlisis familiar a las personas medianamente
versadas en la técnica utilizando un aparato separador tal

como cualquiera de los varios tipos de cromatédgrafos.

En un aspecto adicional, la invencidén proporciona una
composicién farmacéutica que comprende un farmaco

quimioterapéutico como el ingrediente activo para uso en

6O
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combinacidén con un anticuerpo 3 antiglipicano para tratar o
prevenir céancer de higado. Cuando se utiliza la composicién
farmacéutica que comprende un agente guimioterapéutico como
el ingrediente activo junto con un anticuerpo 3
antiglipicano, se puede administrar simultdneamente con el
anticuerpo 3 antiglipicano, o se puede administrar antes de o
después del anticuerpo 3 antiglipicano. Cuando se administra
el anticuerpo del agente quimioterapéutico antes de o después
del anticuerpo 3 antiglipicano, se puede optimizar el periodo
de dosificacién al medir la concentracién residual del
anticuerpo 3 antiglipicano en el sujeto. Se puede determinar
la concentracién al someter las muestras recolectadas del
sujeto a una medida inmunolégica familiar a las personas
medianamente versadas en la técnica, tal como la técnica

ELISA descrita adelante.

Agente Quimioterapéutico

El agente qguimioterapéutico utilizado en la invencién
incluye todos los agentes quimioterapéuticos que se utilizan,
0o que se han sugerido como utiles, en la quimioterapia del
cancer. El farmaco quimioterapéutico se puede inyectar
localmente o se puede administrar sistémicamente. Cuando se
inyecta localmente el farmaco, se puede realizar la inyeccién
mediante un método conocido por aquellos expertos en la
técnica. Por ejemplo, en la embolizacién arterial
transcatéter (TAE), se induce la necrosis selectiva de

carcinoma hepatocelular al infundir una mezcla de un medio de

o(
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contraste basado en aceite (Lipiodol), un carcinostéatico vy
una sustancia que obstruye (Gelfoam) un carcinostatico una
sustancia de obstruccidn (Gelfoam) en la arteria hepatica que
sirve como la ruta de suministro de nutrientes al tumor y por

lo tanto obstruye la arteria nutriente. Por otro lado, en la

quimioterapia sistémica,  los farmacos tales como
fluorouracilo (5~FU), wuracilo-tegafur (UFT), mitomicina C
(MMC), mitoxantrona (DHAD), adriamicina (ADR) (otro nombre
para el cual es doxorubicina (DXR)), epirubicina (EPI) o
cisplatina (CDDP), se utilizan solos o en combinacidén con
interferdn (IEN). Adicionalmente, los agentes

qguimioterapéuticos tales como lapatinib que tiene un
mecanismo de accidén que involucra la inhibicién de cinasa
también se utiliza preferiblemente como el agente
gquimioterapéutico en la presente invencidén. E1 Sorafenib, que
tiene un mecanismo de accidén que involucra la inhibicidén de
cinasa, también se wutiliza ventajosamente como el agente
guimioterapéutico en la presente invencidn.
Independientemente del mecanismo de accidn, un agente
quimioterapéutico utilizado ventajosamente en la presente
invencién puede incluir aquellos que provocan efectos
colaterales caracteristicos de los agentes quimioterapéuticos
cuando se administran a un sujeto que tiene cancer de higado,
tal como diarrea o estrefiimiento, anemia, supresidn del
sistema inmune (a un grado como para provocar infecciones o
septicemia de severidad letal), hemorragia, toxicidad
cardiaca, toxicidad hepatica, toxicidad renal, falta de

apetito y pérdida de peso.
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El Sorafenib (4-{4-[[d4-cloro-3-
(trifluorometil)fenil]carbamoilamino]fenoxi]—N—metilpiridina—
2—carboxamida) es un compuesto de bajo peso molecular,
oralmente activo que tiene un peso molecular de 464.7. EIL
tosilato de Sorafenib (BAY 43-9006), la sal tosilica
(toluenosulfénica) del mismo, se ha probado en Europa y los
Estados Unidos como wun agente terapéutico para uso en
quimioterapia sistémica para el cancer de higado.
Adicionalmente al Sorafenib, el Sunitinib (SU11248) muestra
tener una actividad antitumoral contra hepatocarcinoma en una
prueba clinica en pacientes con hepatocarcinoma también se
puede emplear como un agente gquimioterapéutico en la presente
invencidén. También se pueden utilizar preferiblemente el
Sorafenib o Sunitinib como sales farmacéuticamente aceptables
de los mismos. Ejemplos adecuados de tales sales incluyen
sales acidas inorganicas tales como el clorhidrato,
bromhidrato, yodhidrato, sulfato y fosfato; sales de &acido
sulfonico tales como el metanosulfonato, bencenosulfonato vy
toluenosulfonato; sales de 4acido carboxilico tales como el
formato, acetato, oxalato, maleato, fumarato, citrato,
malato, succinato, malonato, gluconato, mandelato, benzoato,
salicilato, fluorcacetato, trifluoroacetato, tartrato,
propionato y glutarato; sales de metal alcalino tales como la
sal de 1litio, sal de sodio, sal de potasio, sal de cesio vy
sal de rubidio; sales de metales alcalinotérreos tales como
la sal de magnesio y la sal de calcio; y sales de amonio

tales como la sal de amonio, sales de alquilamonio, sales de

o3
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dialgquilamonio, sales de trialgquilamonio Y sales de
tetraalquilamonio. De estas, se prefiere especialmente el uso
de BAY 43-9006, que es la sal tosilica (acido

toluenosulfdénico).

Se puede emplear preferiblemente ya sea una ruta oral o
parenteral de administracién en la quimioterapia, aunque se
prefiere el wuso de la administracién oral. La forma de
dosificacidén utilizada para la administracién oral se puede
seleccionar adecuadamente de cualquier forma de dosificacién
tal como preparaciones liquidas, polvos, granulos,
comprimidos, preparaciones de recubrimiento entéricas vy
capsulas. Se preparan agentes quimioterapéuticos gue tienen
estas formas de dosificacién mediante un método conocido por
las personas medianamente versadas en la técnica. Por
ejemplo, se puede llevar a cabo 1la preparacién mediante
combinacidn adecuada con un portador o disolvente
farmacoldégicamente adecuado, t%l como agua esterilizada o
solucidn salina fisioldgica, aceite vegetal, agente
emulsificador, agente de suspensioén, tensocactivo,
estabilizador, fragancia, excipiente, vehiculo, conservante vy
aglutinante, y mezcla intima y en una forma de dosis unitaria
reguerida para la préactica farmacéutica generalmente
aceptada, seguida por secado por congelamiento, formacidén de

comprimidos y otras operaciones de formacidén de preparaciédn.

También se puede utilizar el agente quimioterapéutico

parenteralmente en la forma de una inyeccidén, tal como una

A
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solucidén o suspensidén estéril en agua o algun otro liquido
farmacoldégicamente aceptable. La cantidad de ingrediente
activo en estas preparaciones se selecciona adecuadamente a
fin de permitir la administracién de wuna dosis adecuada
dentro del rango indicado. Se pueden formular las
composiciones estériles para inyeccién de acuerdo con la
préctica farmacéutica convencional utilizando un vehiculo tal
como agua destilada para inyeccidn. Las soluciones acuosas de
ejemplo para inyeccidén incluyen solucién salina fisiolégica,
y soluciones isoténicas que contienen glucosa <y otros
adyuvantes, tales como D-sorbitol, D-manosa, D-manitol y
cloruro de sodio; se puede hacer uso concomitante de
adyuvantes solubles adecuadas, tales como alcoholes (por
ejemplo, etanol, polioles tales como propilenglicol vy
polietilenglicol, vy tensoactivos no iénicos tales como
Polisorbato 80™ y HCO-50). Ejemplos de liquidos con base en
aceite incluyen aceite de sésamo y aceite de soya; se puede
hacer uso concomitante de los adyuvantes solubles tales como

benzoato de bencilo y alcohol bencilico. Adicionalmente, la

formulacidén adecuada es posible con agentes de
amortiguamiento (por ejemplo, amortiguadores de fosfato,
amortiguadores de acetato de sodio), agentes calmantes (por
ejemplo, clorhidrato de procaina), estabilizadores (por

ejemplo, alcohol bencilico, fenol) y antioxidantes.

Anticuerpo Terapéutico

Cualquier anticuerpo gque se une con las proteinas

6>
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expresadas en las ceélulas de cancer de higado y tiene 1la
capacidad de provocar la citotoxicidad contra tales células
se puede utilizar adecuadamente como el anticuerpo
terapéutico en la composiciédn farmacéutica de la presente
invencién. Las proteinas que se prefieren como las moléculas
objetivo para el anticuerpo son proteinas que se expresan en
la superficie de las células de céncer de higado. Desde el
punto de vista de lograr efectos de tratamiento de
anticuerpo, es preferible que un numero mayor de moléculas
objetivo se expresan en la superficie celular, aungue tales
efectos no son necesariamente dependientes en el numero de
las moléculas. Es deseable seleccionar como el objetivo una
molécula gue se expresa especificamente en células de cancer
cuando se comparan con la expresidédn en células normales. Un

ejemplo preferido de tal una proteina es glipicano 3.

El glipicano 3 es uno de la familia de los
proteoglicanos de sulfato de hepardn presente en las
superficies celulares. Se ha sugerido que el glipicano 3
puede participar en la divisién celular durante el desarrollo
y en la proliferacidén de células de cancer, aunque todavia no
se conoce bien su funcidén. Se ha encontrado que ciertos tipos
de anticuerpos que unidos al glipicano 3 exhiben un efecto
que suprime el crecimiento celular debido a una citotoxicidad
celular dependiente de antigeno (abreviado adelante como
“actividad ADCC”) y una citotoxicidad celular dependiente de
complemento (abreviado adelante como “actividad CDC”) (ver la

WO 2003/000883). Mas aun, se conoce que el anticuerpo GC33

66



10

15

20

25

53

que se une a un epitopo especifico exhibe mayores actividades
ADCC y CDC contra las células de cancer de higado (ver la WO
2006/006693) . Preferiblemente, se pueden utilizar anticuerpos
anti-glipicano 3 en el farmaco contra el cancer de higado de
la presente invencidén. Un ejemplo de tal un anticuerpo 3
antiglipicano preferido es el anticuerpo GC33 (WO
2006/006693). La secuencia de aminocdcidos de las regiones
variables de las cadenas H y las cadenas L en el anticuerpo

GC33, se muestran en la SEQ ID Nos: 1 y 2, respectivamente.

Se puede obtener el anticuerpo 3 ahtiglipicano a partir
de un hibridoma basado en un método conocido (ver la WO
2006/006693) . Alternativamente, se puede crear el anticuerpo
3 antiglipicano mediante ingenieria genética. Por ejemplo, se
puede producir un anticuerpo recombinante utilizando una
técnica de recombinacién genética que involucra clonar el gen
del anticuerpo de un hibridoma, insertando el gen en un
vector adecuado, e introduciendo el vector en un anfitrién
(por ejemplo, ver Vandamme, A.M. et al.: Eur. J. Biochem.
192, 767-75 (1990)). Especificamente, el mARN que codifica
para la region variable (V) del anticuerpo 3 antiglipicano se
aisla de un hibridoma que ©produce el anticuerpo 3
antiglipicano. Se 1lleva a cabo el aislamiento de mARN
mediante la preparacién de las células del  Thibridoma
utilizando un método conocido, tal como ultracentrifugacién
de guanidina (Chirgwin, J.M. et al.: Biochemistry 18, 5294-
5299 (1979)) o el método AGPC (Chomczynski, P. et al: Anal.

Biochem. 162, 156-159 (1987)), seguido por preparacién del
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mARN objetivo utilizando, por ejemplo, un Equipo de
Purificacidn de mARN (disponible de Pharmacia) .
Alternativamente, el mARN se puede preparar directamente del
hibridoma al wutilizar un equipo de purificacidén QuickPrep

mARN (Pharmacia).

Utilizando transcriptasa inversa, el cADN para la regidn
V de anticuerpo se sintetiza a partir del mARN asi obtenido.
Se puede llevar a cabo la sintesis del cADN utilizando, por
ejemplo, un Equipo de Sintesis de cADN Monocatenario de
Trasncriptasa Inversa AMV (disponible de Seikagaku
Corporation). Alternativamente, se puede hacer uso preferible
de, por ejemplo, el Equipc 5'-Ampli FINDER RACE (Clontech) vy
el método 5’-RACE (Frohman, M.A. et al.: Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85, 8998-9002 (1988); Belyavsky, A. et al.: Nucleic
Acids Res. 17, 2919-2932 (1989)) que emplea la reaccidn de
cadena de polimerasa (PCR) para sintetizar y amplificar el
cADN. En el curso de tal sintesis de cADN, se introducen los
sitios de enzima de restriccidn adecuados en ambos extremos
del cADN, como se describe adelante en detalle. Se confirma
la secuencia de cADN resultante, luego el cADN que codifica
para la regidén V del antiglipicano del anticuerpo 3 objetivo
se utiliza en un vector de expresién que lleva la regidn
constante (regidén C) del anticuerpo deseado para ser
fusionada en la estructura con el ADN que codifica para 1la

regién C.

Para producir el antiglipicano del anticuerpo 3 en la
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presente invencidn, una regidén que controla la expresiédn del
gen del anticuerpo se integra en el vector de expresién de
tal manera que la expresién tiene lugar bajo el control de,
por ejemplo, mejoradores y promotores. Luego la célula
anfitriona se transforma con el vector de expresién para
obtener wuna célula recombinante que expresa el ADN que

codifica el anticuerpo 3 antiglipicano.

Se puede llevar a cabo la expresidén de gen de anticuerpo
al integrar separadamente el ADN que codifica las cadenas
pesadas de anticuerpo (cadenas H) o cadenas ligeras (cadenas
L) en los vectores de expresidén y cotransformar la célula
anfitriona, o al integrar el ADN que codifica para las
cadenas H y las cadenas L en un vector de expresién unico vy

transformar la célula anfitriona (ver la WO 1994/011523).

En los casos donde el gen de anticuerpo se aisla y se
introduce en un anfitrién adecuado para producir el
anticuerpo, se puede utilizar preferiblemente un anfitrién
adecuado y combinacién de vector de expresidén. Cuando se
utiliza una célula eucaridtica como el anfitridn, se prefiere
el wuso de wuna célula animal, célula de planta o célula
fungica. Ejemplos ilustrativos de «células de animales
incluyen (1) células de mamiferos, tales como CHO, COS,
mieloma, rifibn de hamster bebe (BHK), Hela y Vero; (2)
células de anfibio tales como Ranas con garras Africanas
(Xenopus) oocitos; y (3) células de insectos, tales como sf9,

sf21 y Tn5. Ejemplos ilustrativos de células de plantas
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incluyen células derivadas del género Nicotiana, tal como de
Nicotiana tabacum, cuyas células son, por ejemplo, callos
cultivados. Ejemplos ilustrativos de células fingicas
incluyen levaduras, tales COomo aquellas del género
Saccharomyces (por ejemplo, Saccharomyces serevisiae); 'y
hongos filamentosos, tales como aquellos del género
Aspergillus (por ejemplo, Aspergillus niger). Cuando se
utiliza una célula procaridtica, es preferible utilizar un
sistema de produccidén que emplea células Dbacterianas.
Ejemplos ilustrativos de células bacterianas adecuadas
incluyen Escherichia coli y Bacillus subtilis. El1 vector de
expresidén que contiene el anticuerpo objetivo se introduce en
estas células a través de la transformacidédn y las células
transformadas se cultivan in vitro. Se puede obtener el

anticuerpo deseado del cultivo celular transformado.

La produccidén de anticuerpos recombinantes no solo se
limita a 1las células anfitrionas anteriormente descritas,
sino que también se utilizan preferiblemente animales
transgénicos. Por ejemplo, se puede construir el gen del
anticuerpo como un gen fusionado al insertarlo en una
estructura en un gen que codifica para una proteina primaria
producida en la leche (por ejemplo, B-caseina) . Los
fragmentos de ADN que contienen el gen fusionado en los que
se inserta el gen de anticuerpo se introducen en embriones de
cabra, y los embriones resultantes se implantan en una cabra
hembra. Se pueden obtener los anticuerpos deseados a partir

de leche producida por las cabras transgénicas que nacen de
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las cabras que reciben los embriones, o de las crias de las
cabras transgénicas. Para incrementar la cantidad de leche
gue contiene el anticuerpo deseado que se produce por las
cabras transgénicas, se pueden utilizar de forma adecuada
hormonas en las cabras transgénicas (Ebert, K.M., et al.:

Bio/Technology 12, 699-702 (1994)).

En la presente 1invencidén, se ©pueden utilizar los
anticuerpos genéticamente recombinantes que se han modificado
artificialmente con el fin de, por ejemplo, disminuir la
heteroantigenicidad en humanos, tales como anticuerpos
quiméricos y anticuerpos humanizados. Se pueden producir
estos anticuerpos modificados utilizando un método conocido.
El anticuerpo gquimérico es un anticuerpo compuesto de las
regiones variables de cadena pesada y de cadena ligera de un
anticuerpo de mamifero no humano, tal como un anticuerpo de
ratén, y las regiones constantes de cadena pesada y de cadena
ligera de un anticuerpo humano. Tal un anticuerpo quimérico
se puede obtener al 1ligar el ADN que codifica para las
regiones de variable de un anticuerpo de ratdén con ADN que
codifica para las regiones constantes de un anticuerpo
humano, y que expresa el anticuerpo en un anfitrién adecuado.
Un ejemplo preferido de wun anticuerpo humanizado es el
anticuerpo hGC33 (WO 2006/006693). La secuencia de aminocacido
de las regiones variables de cadena H y cadena L del

anticuerpo hGC33 se muestran como la SEQ ID Nos: 3 vy 4,

respectivamente.
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La regidén Cs de anticuerpos humanos se utiliza en las

regiones ' constantes de los anticuerpos quiméricos y los
anticuerpos humanizados. Por ejemplo, se pueden utilizar Cyl,
Cy2, Cy3 y Cy4 como las cadenas H, y se pueden utilizar Cx vy

CA como las cadenas L. Se conocen las secuencias para estas
regiones. Para mejorar el anticuerpo o la estabilidad de
produccidén del mismo, se puede modificar la regién Cs del

anticuerpo humano.

Los anticuerpos quiméricos se componen de regiones V de
un anticuerpo de mamifero no humano y regién Cs de un
anticuerpo humano. Los anticuerpos humanizados se componen de
regiones determinantes de complementariedad (CDR) de un
anticuerpo de mamifero no humano, las regiones de estructura
(FR) de un anticuerpo humano, y la regién Cs de un anticuerpo
humano. Debido a que los anticuerpos humanizados tendréan
menor antigenicidad en el cuerpo humano, ellos son utiles

como un ingrediente activo en el farmaco de la invencién.

Los anticuerpos humanizados, que son también denominados
anticuerpos humanos reformados, se obtiene al, por ejemplo,
reemplazar el CDR de un anticuerpo de ratén con el CDR de un
anticuerpo humano. Se conocen las técnicas de recombinacidn
genéticas comunes para hacer tal reemplazo. Especificamente,
una secuencia de ADN se designa de tal manera que el CDR de
un anticuerpo de ratén y el FR de un anticuerpo humano se

fusionan dentro de la estructura, y se sintetiza mediante un
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método PCR utilizando como los cebadores una pluralidad de
oligonucledtidos diseflados de tal manera que tienen porciones
de superposicién en sus extremos. Se puede producir un
anticuerpo humanizado al insertar en un vector de expresién
el ADN obtenido como se describid anteriormente y el ADN que
se codifica para la regién C del anticuerpo humano de tal
manera que se fusionan dentro de la estructura, y expresan el
ADN resultante en una célula anfitriona adecuada (ver Patente

Europea No. 239400 y WO 96/002576) .

Las regiones FR derivadas del anticuerpo humano
utilizadas en la produccién del anticuerpo humanizado se
seleccionan de tal manera que el CDR formard un buen sitio de
unidén- - a antigeno cuando se liga con el FR. La actividad de
unién del anticuerpo humanizado asi producida para el
antigeno se mide cualitativamente o cuantitativamente y se
avalia, y se puede seleccionar de forma adecuada el FR del
anticuerpo humano con base en la actividad de unién. Si es
necesario, los aminodcidos del FR en la regién V del
anticuerpo se pueden sustituir de tal manera que el CDR del
anticuerpo humano reformado forma un sitio de unién a
antigeno. La sustitucidn de aminoacido mencionada
anteriormente se introduce facilmente mediante un método PCR
convencional. Al medir y evaluar la actividad de unién del
anticuerpo variante que tiene tal una sustitucién de
aminoacido, se selecciona una secuencia FR modificada que
tiene las calidades deseadas (Sato, K. et al.: Cancer Res.

53, 851-856 (1993)).
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También se conocen los métodos para obtener anticuerpos
humanos. Por ejemplo, se puede obtener un anticuerpo humano
deseado que tiene wuna actividad de wunién a antigeno al
sensibilizar los linfocitos humanos in vitro con el antigeno
deseado o las células que expresan el antigeno deseado, luego
fusionar los linfocitos sensibilizados con células de mieloma
humanas, tales como U266 (ver Publicacidén de Patente Japonesa
No. H1-59878). Alternativamente, se ©pueden obtener 1los
anticuerpos humanos deseados al humanizar un animal
transgénico que tiene el repertorio completo de los genes de

anticuerpo humano con el antigeno deseado (ver Publicaciones

Internacionales WO 1993/012227, WO 1992/03918, WO
1994/002602, WO 1994/025585, WO 1996/034096 y WO
1996/033735). Adicionalmente, también se conoce una técnica

para obtener anticuerpos humanos al panear contra una
coleccién de anticuerpo humano. Por ejemplo, es posible
expresar la regién V de un anticuerpo humano como un
anticuerpo monocatenario (scFv) en la superficie de los fagos
utilizando la técnica de exhibicién de fago, y seleccionar
los fagos gque unen al antigeno. Se puede determinar la
secuencia de ADN que se codifica para la regién V del
anticuerpo humano que se une al antigeno al analizar los
genes de los fagos seleccionados. Se determina la secuencila
de ADN del scFv que une al antigeno y se fusiona dentro de la
estructura con la secuencia para la regidén C del anticuerpo
humano deseado. La proteina fusionada se puede expresar en

una célula adecuada para obtener el anticuerpo humano. Tales
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métodos ya se conocen en la técnica, y se pueden practicar
haciendo referencia a las Publicaciones Internacionales WO
1992/001047, WO 1992/0207%1, WO 1993/006213, WO 1993/011236,

WO 1993/019172, WO 1995/001438 y WO 1995/015388.

El gen de anticuerpo construido como se describid
anteriormente se puede expresar y ailslar mediante métodos
conocidos. Cuando se utiliza una célula de mamifero, el gen
de anticuerpo se puede expresar al combinar operablemente un
promotor comunmente utilizado, para expresar el gen de
anticuerpo y una sefial poli A en la direccidén 3’. Un ejemplo
preferido de un promotor/mejorador es el promotor/mejorador
inmediato temprano citomegalovirus humano. Otros
promotores/mejoradores Utiles incluyen promotores/mejoradores
viricos de retrovirus, poliomavirus, adenovirus y virus de
simio 40 (SV40); y promotores/mejoradores derivados de

células de mamiferos tales como factor de elongacidn humano

la (HEFla).

Cuando se utiliza el promotor/mejorador SV40, se puede
llevar a cabo facilmente la expresién de gen mediante el
método de Mulligan et al. (Nature 277, 108 (1979)). Cuando se
utiliza el promotor/mejorador HEFla, se puede llevar a cabo
facilmente la expresién de gen mediante el método de

Mizushima et al. (Nucleic Acids Res. 18, 5322 (1990)).

Cuando se utiliza E. coli, se puede expresar el gen de
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anticuerpo al combinar operablemente un promotor comunmente
utilizado, la secuencia de serfial para la secrecidn del
anticuerpo y el gen de anticuerpo a ser expresado. Los
ejemplos preferidos del promotor incluyen el promotor lacZ vy
el promotor araB. Cuando se utiliza el promotor lacZ, el gen
se expresa mediante el método de Ward et al. (Nature 341,
544-546 (1989); FASEBJ. 6, 2422-2427 (1992)). Cuando se
utiliza el promotor araB, el gen se expresa mediante el

método de Betteér et al. (Science 240, 1041-1043 (1988)).

Cuando se produce el anticuerpo en el de E. coli, la
secuencia de senal pelB (Lei, S.P. et al.: J. Bacteriol. 169,
4379 (1987)) se puede utilizar como la secuencia de senal
para la secrecidén del anticuerpo. Después de que ha aislado
el anticuerpo producido en el periplasma, la estructura del
anticuerpo se puede remodificar wutilizando una proteina
desnaturalizada tal como urea o clorhidrato de guanidina de
tal manera que el anticuerpo tiene la actividad de unidn

deseada.

El origen de la replicacidén a ser insertada en el vector
de expresién se selecciona preferiblemente de, por ejemplo,
SV40, poliomavirus, adenovirus y virus de papiloma bovino
(BPV). También, para amplificar el numero de copias de gen en
el sistema de célula anfitriona, un gen de aminoglicosida
transferasa (APH), un gen de timidina cinasa (TK), un gen
xantina guanina fosforibosil transferasa de Escherichia coli

(Ecogpt) o un gen de dihidrofolato reductasa (dhfr) se pueden
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insertar preferiblemente como un marcador de seleccidén en el

vector de expresiodn.

Para producir el anticuerpo de la presente invencidn, se
puede utilizar cualguier sistema de expresidn, tal como una
célula eucaridtica o una célula procaridtica. Los ejemplos
preferidos de <células eucaridéticas incluyen células de
animales tales como estirpes celulares de mamifero
establecidas y estirpes celulares de 1insecto, asl como
también células fungicas filamentosas y células de levadura.
Los ejemplos preferidos de células procaridticas incluyen
células bacterianas tales como células de E. coli. EI
anticuerpo utilizado en la presente invencidn se expresa
preferiblemente utilizando células de mamiferos, tales como

células CHO, COS, mieloma, BHK, Vero o Hela.

Luego, se cultiva la célula anfitriona transformada in
vitro o in vivo para producir el anticuerpo objetivo. Se
lleva a cabo el cultivo de la célula anfitriona de acuerdo
con un método conocido, utilizando como el medio de cultivo,
por ejemplo, DMEM, MEM, RPMI1640 o IMDM. Un complemento de
suero tal como suero de becerro fetal (FCS) se puede utilizar

junto con el medio de cultivo.

El anticuerpo expresado y producido como se describid
anteriormente se puede purificar al wutilizar uno o una
combinacién de métodos conocidos empleados convencionalmente

en la purificacién de proteinas. Por ejemplo, el anticuerpo

72



10

15

20

25

64

se puede aislar y purificar al seleccionar y combinar
adecuadamente una columna de afinidad tal como una columna de
proteina A, una columna de cromatografia, filtraciodn,
ultrafiltracidén, remocidn de sales, didlisis y similares
(Anticuerpos: A Laboratory Manual; Ed Harlow, David Lane

(Cold Spring Harbor Laboratory, 1988)).

Los anticuerpos que tienen cadenas de azucar modificadas
también se pueden utilizar preferiblemente en la invenciodn.
Se sabe que la actividad ADCC de un anticuerpo se puede
mejorar al modificar la cadena de azucar del anticuerpo, que
se describiréd adelante en detalle. En los casos donde la
expresidén en las células de céncer de higado del antigeno al
que el anticuerpo se une no es lo bastante alto para permitir
la actividad ADCC a ser exhibida fuertemente, se utiliza
ventajosamente un anticuerpo que ﬁiene cadena de azucar
modificada. Los anticuerpos conocidos en los que se ha

modificado 1la <cadena de azucar incluyen, por ejemplo,

~anticuerpos con glucosilacién modificada (por ejemplo, WO

1999/54342), anticuerpos deficientes en la mucosa agregada a
la cadena de azucar (por ejemplo, WO 2000/061739, WO
2002/031140), y anticuerpos que tienen una cadena de azucar

con un GlcNAc de bisectriz (por ejemplo, WO 2002/079255).

La unién de un anticuerpo a su objetivo (es decir,
antigeno) se puede valuar de forma adecuada al utilizar un
método conocido. Especificamente, se puede medir la actividad

de unién de un anticuerpo a las células que expresan el
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antigeno mediante las técnicas descritas en las paginas 359 a
420 de Antibdies: A Laboratory Manual, Ed Harlow y David Lane
(Cold Spring Harbor Laboratory, 1988) con base en ELISA vy
FACS (clasificacién de células activadas por florescencia)
utilizando las células como el antigeno. En el formato ELISA,
se determina cuantitativamente 1la actividad de unidén del
anticuerpo a la célula al comparar los niveles de senal
generados por una reaccidédn de enzima. Especificamente, el
anticuerpo que se prueba se agrega a una placa ELISA en el
que se han inmovilizado las células que expresan el antigeno,
y se detecta la unidén del anticuerpo a las celulas al
utilizar un anticuerpo secundario etiquetado con enzima capaz
de reconocer el anticuerpo de prueba. Alternativamente, la
actividad de unién de un anticuerpo a las células se puede
comparar en FACS donde se prepara una serie de dilucidn del
anticuerpo de prueba y se determina el titulo de la unidén de

anticuerpo a las células que expresan antigenos.

En un formato FACS, la unidén entre un anticuerpo y un
antigeno expresada en la superficie de las células se mide en
una suspensién, en lugar de utilizar células unidas a un
portador tal como una placa ELISA. Los citdmetros de flujo
empleados en el formato FACS incluyen FACSCanto™ 11,
FACSAria™, FACSArray™, FACSVantage™ SE y FACSCalibur™ (todos
disponibles de BD Biosciences); asi como también EPICS ALTRA
HyPerSort, Cytomics FC 500, EPICS XL-MCL ADC, EPICS XL ADC vy
Cell Lab OQuanta/Cell Lab Quanta SC (todos disponible de

Beckman Coulter).
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En un método preferido para medir la actividad de unidn
de un anticuerpo de prueba a un antigeno, se hace reaccionar
un anticuerpc de prueba con célulaé que expresan antigeno,
tefiidas con un anticuerpo secundario etiquetado FITC capaz de
reconocer el anticuerpo de prueba, vy luego se mide la
actividad de wunidén con FACSCalibur (BD) y se analiza la
intensidad fluorescente utilizando Software CELL QUEST (BD).
Este método permite la actividad de unidén del anticuerpo de
prueba a ser evaluado al comparar el valor Promedio
Geométrico obtenido utilizando el anticuerpo de prueba (valor
Geo-Medio de prueba) con un Valor de Geo-Medio de control
obtenido utilizando un anticuerpo de controlf Se describe la
férmula para calcular el valor Geo-Medio (media geométrica)
en la Guia del Usuario del Software CELL QUEST (BD

Biosciences).

Un anticuerpo capaz de unir al epitopo al que el
anticuerpo GC33 es capaz de unir se utiliza ventajosamente
como el anticuerpo en la presente invencidén. Se puede probar
la capacidad de unién del anticuerpo de 1la invencidn al
epitopo mediante la técnica FACS o ELISA mencionada
anteriormente. Para probar si el anticuerpo de prueba une al
mismo epitopo como el epitopo al cual el anticuerpo GC33 une,
es decir, si comparte un epitopo con el anticuerpo GC33, se
puede ensayar la competencia entre los dos anticuerpos para
el mismo epitopo. En la presente invencidn, se puede

determinar la competencia entre los anticuerpos mediante, por

a0



10

15

20

25

67

ejemplo, FACS o un ensayo de bloqueo cruzado. En el FACS,
primero el anticuerpo GC33 se une a células que expresan GPC3
y se mide la serial de fluorescencia. Luego, se hace
reaccionar el anticuerpo competitivo candidato, en seguilda se
hace reaccionar el anticuerpo GC33 con las mismas celulas, vy
se analiza de forma similar la sefial mediante FACS.
Alternativamente, el anticuerpo  GC33 y el anticuerpo
competitivo que se prueba se puede hacer reaccionar
concurrentemente con las mismas células. Si el patrdn de
andlisis FACS para el anticuerpo GC33 cambia en la presencia
del anticuerpo competitivo, se dice que el anticuerpo
competitivo reconoce el mismo epitopo como el anticuerpo
GC33. Un ensayo de blogqueo cruzado se puede llevare a cabo de
acuerdo con el método especificamente descrito aqui o el
método conocido en la técnica como se describe en, por
ejemplo, “Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor

Laboratory, Ed. Harlow and David Lane (1988).

Por ejemplo, el ensayo ELISA competitivo es un ensayo de
bloqueo cruzado preferido. En un ensayo de bloqueo cruzado,
las células que expresan la proteina GPC3 se inmovilizan en
pozos de microplacas, preincubados en la presencia o ausencila
del anticuerpo competitivo candidato, 1luego se agrega el
anticuerpo GC33 a los pozos. La cantidad de anticuerpo GC33
gue se une a las células gue expresan la proteina GPC3 en los
pozos se correlaciona inversamente con la capacidad de unidn
del anticuerpo competitivo candidato (anticuerpo de prueba)

gue compite para unirse con el mimo epitopo. Esto es, a mayor
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afinidad del anticuerpo de prueba con el mismo epitopo, menor
cantidad de anticuerpo GC33 que se une a los pozos donde se
inmovilizan las células que expresan la proteina GPC3. O, por
el contrario, a mayor afinidad del anticuerpo de prueba al
mismo epitopo, mayor la cantidad del anticuerpo de prueba que
se une a los pozos donde se inmovilizan las células que

expresan la proteina GPC3.

Se puede medir féacilmente la cantidad de anticuerpo que
se une a los pozos al etiquetar previamente el anticuerpo.
Por ejemplo, se puede medir el anticuerpo etiquetado con
biotina al utilizar un conjugado de peroxidasa avidina y un
sustrato adecuado. En particular, los ensayos de blogueo
cruzado que utilizan enzimas etiquetadas con peroxidasa
similares se denominan como “ensayos ELISA competitivos.” EI
anticuerpo se puede etiquetar adecuadamente con otra
sustancia etiquetada gque se pueda detectar o medir, por

ejemplo, radioetiquetada y etiquetada fluorescente.

Adicionalmente, en los casos donde el anticuerpo de
prueba tiene una regidén constante que se origina de una
especie diferente que el anticuerpo GC33, se puede medir un
anticuerpo que se une a los pozos utilizando un anticuerpo
etiquetado que reconoce especificamente la regién constante
que se origina desde esa especie. Cuando el anticuerpo es uno
que se origina desde la misma especie pero de una clase
diferente, se puede medir de forma ventajosa el anticuerpo

gue se une a los pozos por medio de anticuerpos due
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distinguen especificamente las clases respectivas.

Cuando se compara con la actividad de unidn obtenida en
una prueba de control que se lleva a cabo en la ausencla del
anticuerpo competitivo candidato, cuando el anticuerpo
candidato es capaz de bloquear  por lo menos 20%,
preferiblemente por lo menos 20 a 50%, y mas preferiblemente
por lo menos 50%, de unidén mediante el anticuerpo GC33, el
anticuerpo competitivo candidato es un anticuerpo gque se une

a sustancialmente el mismo epitopo como el anticuerpo GC33 o

compite para unirse al mismo epitopo.

Un anticuerpo que se une a sustancialmente el mismo
epitopo o compite con la unidén en el mismo epitopo como el
anticuerpo GC33 se puede seleccionar convencionalmente
mediante el ensayo de bloqueo cruzado como se describid
anteriormente o mediante cualesquier otros métodos. Ejemplos

preferidos pueden incluir, pero no limitarse a:

un anticuerpo que comprende la regidén variable de cadena H
que comprende CDR1, 2 y 3 de: el CDR1 gque comprende la
secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 5, el CDR2
que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ
ID NO: 6, y el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; y la regidén variable de cadena L
gque comprende CDR1, 2 y 3 de: el CDRl1 que comprende la
secuencia de aminocacido mostrada en una cualquiera de las SEQ

ID Nos: 9-23, el CDR2 que comprende la secuencia de
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aminodcido mostrada en 1la SEQ ID NO: 24, vy el CDR3 que
comprende la secuencia de aminoacido mostrada en la SEQ ID

NO: 25;

un anticuerpo que comprende la regidn variable de cadena H
que comprende CDR1, 2 y 3 de: el CDR1 que comprende la
secuencia de aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 5, el CDRZ
que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en la SEQ
ID NO: 26, y el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; y la regidén variable de cadena L
que comprende CDR1, 2 y 3 de: el CDR1 que comprende la
secuencia de aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 28, el CDR2
que comprende la secuencia de aminocacido mostrada en la SEQ
ID NO: 24, y el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 25; vy

un anticuerpo que comprende la regidn variable de cadena H
que comprende CDR1, 2 y 3 de: el CDR1 que comprende 1la
secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 5, el CDRZ
gue comprende la secuencia de aminocacido mostrada en la SEQ
ID NO: 30, y el CDR3 que comprende la secuencia de amino&cido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; y la regidén variable de cadena L
que comprende CDR1, 2 y 3 de: el CDR1 que comprende la
secuencia de aminoidcido mostrada en la SEQ ID NO: 32, el CDR2
que comprende la secuencia de aminocadcido mostrada en la SEQ
ID NO: 24, y el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 25. Las Figuras 8 y 9 muestran la

secuencia de amino&dcido de las regiones variables de cadena H

HA
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y cadena L y los CDR de los anticuerpos humanizados de
ejemplo gue se pueden utilizar preferiblemente en la presente

invencién.

El anticuerpo utilizado en la presente invencidn tiene

citotoxicidad. Como se utiliza agui, “citotoxicidad”

significa que el anticuerpo tiene una actividad que origina

dafio a las células objetivo que expresan el correspondiente
antigeno. Cuando el complejo anticuerpo- antigeno no se
internaliza dentro de la célula debido a la naturaleza del
antigeno, los ejemplos preferidos de la <citotoxicidad
exhibida por el anticuerpo incluyen citoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (“actividad ADCC”) y citotoxicidad
dependiente de complemento (“actividad CDC”). Por otra parte,
cuando el complejo anticuerpo-antigeno se internaliza dentro
de la célula debido a la naturaleza del antigeno, se puede
utilizar preferiblemente un anticuerpo conjugado compuesto de
un anticuerpo y un agente quimioterapéutico, un radioisotopo
0o una sustancia téxica adherida al anticuerpo. En tal un
caso, la «citotoxicidad del anticuerpo se deriva de la
citotoxicidad exhibida por el agente gquimioterapéutico, el
radioisdétopo o la sustancia téxica adherida al anticuerpo

conjugado.

Se pueden utilizar de forma adecuada métodos conocidos
para medir si el anticuerpo utilizado en la invencidn exhibe
una actividad ADCC vy si exhibe wuna actividad CDC (por

ejemplo, Current Protocols in Immunology, Chapter 7:

8S
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Immunologic studies in humans; ed., John E. Coligan et al.

(John Wiley & Sons, Inc.; 1993)).

Primero, se lleva a cabo la preparacién de las células
5 efectoras, solucién de complemento y células objetivo de

acuerdo con los siguientes procedimientos.

(1) Preparacién de Células Efectoras

10 Se remueve el bazo de ratones CBA/N, y se aislan células
de bazo are en un medio RPMI1640 (Invitrogen). Se pueden
preparar las células efectoras al enjuagar las células de
bazo aisladas en el mismo medio que contiene 10% de suero

bovino fetal (FBS; HyClone), y al ajustar la concentracién

15 celular a 5x10%/mL.

(2) Preparacidédn de Solucidn de Complemento

Se puede preparar una solucidén de complemento mediante
20 10 veces la dilucién de Complemento de Conejo Bebé
(CEDARLANE) con un 10% de medio que contiene FBS

{Invitrogen).

(3) Preparacién de Células Objetivo
25
Se incuban células que expresan antigeno durante 1 hora

a 37° C en 0.2 mCi de cromato de sodio 51Cr (GE Healthcare

o\°

Bio-Science) vy 10 de medio DMEM que contiene FBS para
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radioetiquetar las células objetivo. Los ejemplos preferidos
de células que expresan antigeno que se ﬁueden utilizar en la
invencién incluyen células transformadas mediante un gen que
se codifica para el antigeno, células de carcinoma
hepatocelular primario y células de carcinoma hepatocelular
metastasico. Después de que se radiocetiquetan, las células se

enjuagan tres veces con un 10% medio RPMI1640 que contiene

FBS y se ajusta la concentracién celular a 2x10° células/mL

para preparar las células objetivo.

Se puede medir la actividad ADCC vy 1la actividad CDC
mediante los métodos descritos adelante. A la hora de medir
la actividad ADCC, las células objetivo y el anticuerpo de
acuerdo con la invencidn se agregan a una placa de fondo en U
de 96 pozos (Becton Dickinson) en una cantidad de 50 pL por
cada pozo, luego se hace reaccionar durante 15 minutos en
hielo. Después, 100 pL de células efectoras se agregan al
pozo. La placa se incuba durante 4 horas en una incubadora de
diéxido de carbono. La concentracidén final del anticuerpo se
establece a 0 o 10 ug/mL, aunque la concentracidén se ajusta
adecuadamente con base en la actividad del anticuerpo. Luego
de la incubacidén, se remueve 100 pL de sobrenadante por pozo,
y se mide la radioactividad con un contador gama (COBRAII
AUTO-GAMMA, Modelo D5005; Packard Instrument Company). Se
pueden utilizar los valores de radioactividad obtenidos pafa

calcular la citotoxicidad (%) de acuerdo con la fdérmula (A-

C)/(B-C) x 100



10

15

20

25

74

en donde A representa la radioactividad (cpm) de la muestra,
B representa la radiocactividad (cpm) de una muestra a la que
se ha agregado 1% de NP-40 (Nakalai Tesque), y C representa
la radiocactividad (cpm) de una muestra que solo contiene las

células objetivo

A la hora de medir la actividad CDhC, las células
objetivo y el anticuerpo de acuerdo con 1la invencidén se
agregan a una placa de fondo plano de 96 pozos (Becton
Dickinson) en cantidades de 50 ul por cada pozo, luego se
hace reaccionar durante 15 minutos en hielo. Después, 100 pL
de la solucidén de complemento se agrega al pozo. La placa se
incuba durante 4 horas en una 1incubadora de didxido de
carbono. La concentracién final del anticuerpo se establece a
0 o 3 pg/mL, aungue la concentracidén se ajusta adecuadamente
con base en la actividad del anticuerpo. Luego de la
incubacidén, se remueve 100 pL del sobrenadante por pozo y se
mide la radioactividad con un contador gama. La citotoxicidad
se puede calcular en la misma forma como en el método

utilizado para medir la actividad ADCC.

La citotoxicidad exhibida por el anticuerpo conjugado se
puede evaluar preferiblemente al medir la citotoxicidad
exhibida por el agente quimioterapéutico, el radioisdtopo o
la sustancia téxica adherida al anticuerpo conjugado. A la
hora de medir la citotoxicidad exhibida por el agente
quimioterapéutico, radioisdtopo o sustancia toéxica adherida

al anticuerpo conjugado, la célula objetivo y el anticuerpo
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conjugado de acuerdo con la invencidén se agregan a una placa
de fondo plano de 96 pozos (Becton Dickinson) en una cantidad
de 50 ulL por cada pozo, y se hace reaccionar durante 15
minutos en hielo. Después, la placa se incuba durante un
periodo de 1 a 4 horas en una incubadora de didéxido de
carbono. La concentracién final del anticuerpo se establece a
0 o 3 pg/mL, aunque la concentracién se ajusta adecuadamente
con base en la actividad del anticuerpo conjugado. Luego de
la incubacidén, se remueve 100 pL de sobrenadante por pozo, vy
se mide la radiocactividad «con un contador gama. La
citotoxicidad se puede calcular en la misma forma como en el

método utilizado para medir la actividad ADCC.

Ejemplos ilustrativos de agentes quimioterapéuticos que
se pueden conjugar con el anticuerpo de la invencidn y tienen
un efecto citotéxico incluyen: azaribina, anastrozol
azacitidina, bleomicina, bortezomib, briostatina-1, busulfan,

camptotecina, 1l0-hidroxicamptotecina, carmustina, celebrex,

clorambucilo, cisplatina, irinotecan, carboplatina,
cladribina, ciclofosfamida, citarabina, dacarbazina,
docetaxel, dactinomicina, daunomicina glucordédnido,

daunorubicina, dexametasona, dietilstilbestrol, doxorubicina,
doxorubicina glucorédnido, epirubicina, etinil estradiol,
estramustina, etoposida, etoposida glucordénido, floxuridina,
fludarabina, flutamida, fluorcuracilo, fluoximesterona,
gemcitabina, caproato de hidroxiprogesterona, hidroxiurea,
idarubicinae, ifosfamida, leucovorina, lomustina,

mecloretamina, acetato de medroxiprogesterona, acetato de
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megestrol, melfalan, mercaptopurina, metotrexato,
mitoxantrona, mitramicina, mitomicina, mitotano,
fenilbutirato, prednisona, procarbazina, paclitaxel,

pentostatina, semustina, estreptozocina, tamoxifén, taxanos,
taxol, testosterone propionato, thalidomide, thioguanina,
thiotepa, teniposide, topotecan, mostaza uracilo,

vinblastina, vinorelbina y vincristina.

En la presente invencidn, los agentes quimioterapéuticos
preferidos son los agentes quimioterapéuticos de bajo peso
molecular. Los agentes quimioterapéuticos de bajo peso
molecular aun tienen una baja probabilidad de interferir la
funcidén del anticuerpo después de la conjugacidon con el
anticuerpo. En la presente invencién, el agente
quimioterapéutico de bajo peso molecular tipicamente tiene un
peso molecular de 100 a 2,000, y preferiblemente de 200 a
1,000. Los agentes quimioterapéuticos mencionados
anteriormente son todos agentes quimioterapéuticos de bajo
peso molecular. Los agentes quimioterapéuticos utilizados en
la presente invencidén incluyen profarmacos que se convierten
en el cuerpo en agentes quimioterapéuticos activos. Se puede
activar preferiblemente los profdrmacos mediante conversiodn

enzimdtica o mediante conversidén no enziméatica.

También, el anticuerpo se puede modificar
preferiblemente utilizando péptidos toxicos tales como
ricina, abrina, ribonucleasa, onconasa, DNasa I,

enterotoxina-A de estafilococos, proteina antivirica de
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hierba carmin, gelonina, difteria toxina, exotoxina
Pseudomonas, endotoxina Pseudomonas, L-asparaginasa vy L-
asparaginasa PEG. En otro aspecto, uno o dos o mas agentes
quimioterapéuticos de bajo peso molecular y se puede combinar
un péptido téxico se puede combinar y utilizar para modificar
el anticuerpo. El anticuerpo de 1la invencidén se puede
conjugar con el agente quimioterapéutico mencionado
anteriormente de bajo peso molecular a través de un enlace
covalente o un enlace no covalente. Los métodos para producir
los anticuerpos conjugados con un agente quimioterapéutico se

conocen en la técnica.

Adicionalmente, se puede conjugar preferiblemente un
farmaco proteindceo o toxina con el anticuerpo mediante una
técnica de ingenieria genética. Especificamente, al fusionar
ADN que se codifica para el péptido téxico anterior con ADN
que se codifica para el anticuerpo de la invencidén y que
expresa el ADN fusionado en una célula anfitriona adecuada.
El anticuerpo conjugado con un péptido tdéxico se puede
obtener preferiblemente como una proteina fusionada. Una
proteina fusionada con el anticuerpo se disefia generalmente
de tal manera que el farmaco proteindceo o toxina se dispone
en el 1lado del terminal C del anticuerpo. Un ligador de
péptido se puede insertar preferiblemente entre el anticuerpo

y el farmaco proteinaceo o toxina.

Composicidén Farmacéutica

9|
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La presente 1nvencidn proporciona una composicidn
farmacéutica para tratar efectivamente o prevenir céancer de
higado que comprende una combinacién de un agente
guimioterapéutico y un anticuerpo 3 antiglipicano, asi como
también un método efectivo para tratar céancer de higado
utilizando la composicién farmacéutica. En otro aspecto, la
invencidén proporciona un método para utilizar un anticuerpo 3
antiglipicano para mejorar los efectos terapéuticos de un
agente quimioterapéutico en el tratamiento de un paciente con
cancer de higado con el agente quimioterapéutico, y para
reducir los efectos colaterales originados por el agente
quimioterapéutico. Como se utiliza aqui, la frase “mejorar
los efectos terapéuticos” significa que se mejora el indice
de respuesta, se reduce la cantidad de agente
quimioterapéutico administrado para el tratamiento, vy/o se
acorta el periodo de tratamiento con el agente
guimioterapéutico. En todavia otro aspecto, la invencidn
proporciona un método para utilizar un anticuerpo 3
antiglipicano para preparar una composicidén farmacéutica para
tratar o prevenir céancer de higado, cuya composicidn
comprende un agente quimioterapéutico y un anticuerpo 3
antiglipicano como ingredientes activos. Adicionalmente, la
invencién proporciona un método de tratamiento o prevencidn
para los pacientes con cancer de higado utilizando un agente

quimioterapéutico y un anticuerpo 3 antiglipicano.

En la presente invencién, la frase “comprende un agente

quimioterapéutico y/o un anticuerpo 3 antiglipicano como un

az
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ingrediente activo” significa que comprende un agente
quimioterapéutico y/o un anticuerpo 3 antiglipicano como el
ingrediente activo principal, aunque el contenido del agente
quimioterapéutico y/o el anticuerpo 3 antiglipicano no se
limita particularmente. El término “tratamiento” significa
que, al administrar la composicidédn farmacéutica de 1la
invencidén a un sujeto, se destruyen las células de cancer de
higado o se reduce el numero de tales células, se suprime el
crecimiento de las células de cancer de higado, o se mejoran
los varios sintomas originados por el cancer de higado. El
término “prevencidén” significa prevenir un incremento en el
numero de células de cancer de higado debido al recrecimiento
O prevenir re recrecimiento de las células de céancer de

higado de las que se ha suprimido el crecimiento.

El anticuerpo terapéutico de la invencidn se puede
administrar oralmente o parenteralmente. Se prefiere
especialmente una administracidn parenteral. Ejemplos
ilustrativos de tales métodos de administracidén incluyen
administracién por inyeccidn, administracidén nasal,

administracidén pulmonar y administracidén percutéanea. Ejemplos

de administracidn por inyeccidn incluyen inyecciédn
intravenosa, inyeccidén intramuscular, administracidn
intraperitoneal e inyeccién  hipodérmica, en donde el

anticuerpo terapéutico de la invencién se puede administrar
sistémicamente o localmente. El método de administracidén se
puede seleccionar de forma adecuada de acuerdo con la edad y

los sintomas particulares del paciente. La dosis se puede

a3
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seleccionar de un rango de 0.0001 mg a 1,000 mg por kilogramo
de peso corporal por unidad de dosis. Alternativamente, la
dosis se puede seleccionar de un rango de 0.001 a 100,000
mg/peso por paciente. Sin embargo, la dosis del anticuerpo
terapéutico de la invencidén no se limita a aquellas

mencionadas anteriormente.

El uso combinado del agente qguimioterapéutico vy el
anticuerpo 3 antiglipicano en la invencidén significa que el
agente guimioterapéutico y el anticuerpo 3 antiglipicano se
administran o utilizan ‘juntos (indicado colectivamente
adelante como simplemente “administrado”); y no se interpreta
como limitante del fin de la administracidén, el intervalo de
dosificacidén y similares. También, se pueden utilizar el
agente gquimioterapéutico y el anticuerpo 3 antiglipicano de
la invencidén como un equipo que contiene ambos ingredientes.
De acuerdo con la invencidn, se puede utilizar el agente
guimioterapéutico 'y el anticuerpo 3 antiglipicano en
combinacién, si se desea, a menores dosis que cada dosis

utilizada sola.

El orden de la administracién del agente
quimioterapéutico y el anticuerpo 3 antiglipicano de la
invencién puede incluir: primero administrar el anticuerpo 3
antiglipicano luego administrar ‘el agente gquimioterapéutico;
administrar el agente quimioterapéutico y el anticuerpo 3
antiglipicano simulténeamente; o primero administrar el

agente quimioterapéutico luego administrar el anticuerpo 3
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antiglipicano.

En los cascs donde el agente guimioterapéutico y el
anticuerpo 3 antiglipicano de la invencién se administran
separadamente, el intervalo de dosificacidén del agente
quimioterapéutico y el anticuerpo 3 antiglipicano se puede
seleccionar tomando en consideracidén aquellos factores gue
incluyen la ruta de administracién Y la forma de
dosificacién. Por ejemplo, el intervalo de dosificacién es
tipicamente de 0 a 168 horas, preferiblemente de 0 a 72
horas, mas preferiblemente de 0 a 24 horas, y aun més
preferiblemente de 0 a 12 horas. Ademas de los factores tales
como la ruta de administracién y la forma de dosificacién,
las concentraciones residuales en el sujeto del agente
quimioterapéutico y el anticuerpo 3 antiglipicano de la
invencidén también se pueden tomar en cuanta. En los casos
donde el agente quimioterapéutico se administra antes de la
administracién del anticuerpo 3 antiglipicano, el anticuerpo
3 antiglipicano se puede administrar mientras que la
concentracidn residual del agente quimioterapéutico en el
sujeto es suficiente para obtener el efecto deseado del
anticuerpo 3 antiglipicano. Se puede determinar la
concentracién al recolectar una muestra del sujeto y analizar
la muestra mediante cualesquier métodos familiares para las
personas medianamente versadas en la técnica utilizando un
aparato separador tales como cualesquier tipos de

cromatégrafos.
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Por el contrario, en los casos donde el anticuerpo 3
antiglipicano se administra antes de la administracidén del
agente quimioterapéutico, el agente quimioterapéutico se
puede administrar mientras que la concentracidn residual del
anticuerpo 3 antiglipicano en el sujeto es suficiente para
obtener el efecto deseado del agente quimioterapéutico. Se
puede determinar la concentracidén al recolectar una muestra
del sujeto y analizar la muestra mediante una medida
inmunoldgica familiar para las personas medianamente versadas

en la técnica, tal como la técnica ELISA descrita adelante.

El anticuerpo terapéutico de la invencidédn se puede
formular de acuerdo con un método convencional (ver, por
ejemplo, la ultima edicidn de Remington’s Pharmaceutical
Science (Mack Publishing Company, . Easton, USA), gque puede
también comprender un portador y aditivo farmacéuticamente
aceptable. Ejemplos de aditivos que se pueden wutilizar

incluyen pero no se limitan a, tensoactivos, excipientes,

colorantes, fragancias, conservantes, estabilizadores,
amortiguadores, suspensiones, agentes de tonicidad,
aglutinantes, desintegrantes, lubricantes, mejoradores de

flujo y saborizantes. Adicionalmente, se puede utilizar de
forma adecuada los portadores convencionales. Ejemplos
ilustrativos de tales portadores incluyen silice precipitada,

lactosa, celulosa cristalina, manitol, almiddén, carmelosa de

calcio, carmelosa de sodio, hidroxipropil celulosa,
hidroxipropilmetil celulosa, polivinil acetal
dietilaminoacetato, povidona, gelatina, triglicéridos de

T
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acido grado de cadena media, aceite de ricino endurecido con
polioxietileno 60, azucar blanco, carboximetilcelulosa,

almidén de maiz y sales inorgadnicas.

Los contenidos completos de todas las patentes vy
referencias citadas en la especificacidén se incorporan aqui

como referencia en su totalidad.

La presente 1invencidén se describe en detalle en los

siguientes ejemplos, que son solo ilustrativos y no se

construyen como limitantes de la invencidn.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Efectos del uso combinado de anticuerpo 3 antiglipicano vy
agente quimioterapéutico (mitoxantrona o clorhidrato de
doxorubicina) en modelos de ratdn implantados con estirpe

celular de cancer de higado humano que expresa glipicano 3
(1) Estirpe celular

Las células HuH-7 (Human Science Research Resource Bank)
y células HepGZ2 (ATCC) se utilizan como las estirpes
celulares de cancer de higado humano que expresa glipicano 3.
Se mantienen las células HuH-7 y se subcultivan en Medio
Eagle Modificado de Dulbecco (SIGMA) que contiene 10% de FBS

(BIONET), y se mantienen las células HepG2 y se subcultivan

a+t
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en Medio Eagle Esencial Minimo (SIGMA) que contiene 10% de
FBS, 1 mmol/L de Piruvato de Sodio MEM (Invitrogen) vy 1

mmol/L de Aminoadcido No Esencial MEM (Invitrogen).

(2) Preparacién de Modelos de Ratén Implantado con Células

Humanas de Céancer de Higado

Cada tipo de célula se prepara en un cantador celular de
5x107 célulaé por milimetro de una solucidén gque contiene
cantidades iguales del medio de subcultivo y Matriz MATRIGEL
(BD Science). Luego, 100 pL (es decir, 5x10% células por
ratén) de la suspensidn celular se implantan en la regidn
abdominal de los ratones SCID (machos de 5 semanas de edad;
CLEA Japdén, Inc.) que, en el dia anterior a la implantacién
celular, se han administrado intraperitonealmente con 100 ulL
de anticuerpo anti-asialo GM1 (Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.; disuelto en 5 mL de fluido dentro de un frasco). Se
considera que los modelos se han establecido cuando, en el
cdlculo del volumen de tumor con la siguiente férmula, el

volumen promedio de tumor llega a estar entre 237 y 298 mm’ :

volumen de tumor = eje mayor x eje menor x eje menor/2

(3) Preparacidn de Anticuerpo y Agente Quimioterapéutico

El anticuerpo monoclonal glipicano 3 anti-humano de

ratén (nombre del clon: GC33; descrito en la WO 2006/006693)

as
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se prepara a una concentracidén de 0.5 mg/mL (5 mg/kg por
grupo) v 0.1 mg/mL (1 mg/kg por grupo) utilizando PBS(-). El
clorhidrato de doxorubicina {(Inyeccidn de Adriacina,
disponible de Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd.) se disuelve a una

concentracién de 10 mg/mL en agua destilada para inyeccidn

(Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.), luego se diluye a una
concentracién de 0.5 mg/mL utilizando PBS(-). El clorhidrato
de mitoxantrona (Inyeccidn de Novantrona; disponible de

Wyeth) se disuelve en 10 mg/mL en solucidn salina fisioldgica
(Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.), luego se diluye a una

concentracién de 0.1 mg/mL using PBS(-).

(4) Administracidén de Agente Quimioterapéutico

En el modelo de ratdn implantado con céncer de higado
humano creado en (2) anteriormente, 10 mL/kg de dosis de la
muestra de anticuerpo preparada en (3) anteriormente se
administran a través de la vena caudal una vez por semanha
durante un periocdo de tres semanas partiendo en el dia 11
luego de implante para el modelc de xenoinjerto de célula
HuH-7, y partiendo en el dia 20 luego de implante para el
modelo de xenoinjerto de célula HepG2. Como un control
negativo, 10 mL/kg de dosis de PBS(-) (vehiculo) esterilizado
por filtracidén se administran similarmente una vez por semana
durante un periodo de tres semanas a través de 1la vena.
caudal. El modelo de xenoinjerto de célula HuH-7 recibe una
unica dosis de 10 mL/kg, en el dia 10 luego de implante, del

clorhidrato de doxorubicina (DOX) preparado en (3)
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anteriormente o PBS(-) como un control negativo, con cada
dosis que se administra a través de la vena caudal. El modelo
de xenoinjerto de célula HepG2 recibe una unica dosis de 10
mL/kg por semana durante un periodo de tres semanas,
partiendo en el dia 20 luego de implante, del clorhidrato de
mitoxantrona (MX) preparado en (3) anteriormente o PBS(-)
como un control negativo, con cada dosis que se administra a
través de 1la vena <caudal. Cada grupo se compone de 6
animales. Los detalles concernientes a la administracién de
los agentes gquimioterapéuticos se muestran en las Tablas 1 y
2.

Tabla 1: Modelo de Xencinjerto HuH-7

Grupo| Numero | FArmaco | Dosis Método de Dias de
de (mg/kg) |administraci administracién
animales on
1 6 PBS (-) - vena caudal dias 10, 17, 24

después de implante

PBS (-) - vena caudal dia 10 después de
implante
2 6 GC33 5 vena caudal dias 10, 17, 24

después de implante

PBS (-) - vena caudal dia 10 después de
implante
3 o PBS (-) - vena caudal dias 10, 17, 24

después de implante

DOX 5 vena caudal dia 10 después de
implante
© GC33 5 vena caudal dias 10, 17, 24
4 después de implante
DOX 5 vena caudal dia 10 después de
implante
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Tabla 2: Modelo de Xenoinjerto HepG2

Grupo| NUumero |Farmaco| Dosis Método de Dias de
de (mg/kg)|administracién administracién
animales

6 PBS (-) -- vena caudal dias 20, 27, 34
después de implante

PBS (=) - vena caudal dias 20, 27, 34
después de implante

6 GC33 1 vena caudal dias 20, 27, 34
después de implante

PBS (-) -- vena caudal dias 20, 27, 34
después de implante

6 PBS (~) - vena caudal dias 20, 27, 34
despues de implante

MX 1 vena caudal dias 20, 27, 34
después de implante

6 GC33 1 vena caudal dias 20, 27, 34
después de implante

MX 1 vena caudal dias 20, 27, 34
después de implante

(5) Evaluacidn del Efecto Antitumoral
Los efectos antitumorales de la combinacién del

anticuerpo GC33 y un agente quimioterapéutico en modelos de
ratén con implante de céancer de higado humano se evaltan con

base en el volumen de tumor una semana después de la

administracién final. Se lleva a cabo analisis estadistico

mediante la prueba t utilizando el volumen de los tumores en
el final dia final de la medida. El Empaque Preclinico SAS

(SAS Institute, Inc.) se utiliza para andlisis estadistico.
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Los resultados se muestran en la Figura 1.

La Figura 1A es una grafica que muestra el cambio en el
volumen de tumor cuando se administran el anticuerpo GC33 vy
la doxorubicina (DOX) juntos en un modelo de ratdén implantado
con las células de la estirpe celular de céncer de higado
humana HuH-7. Los diamantes indican el cambio en el volumen
de tumor en el grupo administrado con el vehiculo. Los
circulos indican el cambio en el volumen de tumor en el grupo
administrado solo con el anticuerpo GC33. Los triangulos
indican el cambio en el volumen de tumor en el grupo
administrado soclo con doxorubicina (DOX). Los asteriscos
indican el cambio en el volumen de tumor en el grupo en el
gue se administran Jjuntos el anticuerpo GC33 y la
doxorubicina (DOX). La Figura 1B es una grafica que muestra
el cambio en el volumen de tumor cuando se administran juntos
el anticuerpo GC33 y la mitoxantrona (MX) en un modelo de
ratédn implantado con la estirpe celular HepG2. Los diamantes
indican el cambio en el volumen de tumor en el grupo
administrado con el vehiculo. Los circulos indican el cambio
en el volumen de tumor en el grupo administrado solo con el
anticuerpo GC33. Los tridngulos indican el cambio en el
volumen de tumor en el grupo administrado solo con
mitoxantrona (MX). Los asteriscos indican el cambio en el
volumen de tumor en el grupo en el que se administran juntos

el anticuerpo GC33 y la mitoxantrona (MX).

Como es evidente a partir de la Figura 1, comparada con

[0&



10

15

20

25

89

el crecimiento de tumor en el grupo administrado con solo
GC33, se suprime significativamente el crecimiento de tumor
en los grupos administrados con una combinacién de GC33 vy

doxorubicina (DOX, Figura 1A) o mitoxantrona (MX, Figura 1B).

Ejemplo 2

Efectos del uso concomitante de anticuerpo 3 antiglipicano vy
agente quimioterapéutico (Sorafenib) en modelos de ratdn
implantados con estirpe celular de cancer de higado humano

que expresa glipicano 3

Ratones CB-17 SCID machos de seis semanas de edad se
compran de CLEA Japdén, Inc. Antes del implante de tumor, los
ratones se administran intraperitonealmente con 200 pg de

anticuerpo anti-asialo GM (WAKO) . Se implantan
subcutédneamente las células HepG2 o células HuH-7(5 x10°

células) dispersas en 50% de Matrigel (Becton Dickinson).
Cuando el volumen de tumor alcanza 250 Hmf, los ratones se
dividen en grupos y se inicia la administracidén. El
anticuerpo 3 antiglipicano humanizado (hGC33, WO 2006/006693)
se prepara en una concentracién adecuada en PBS(-), y se
administra intravenosamente una vez a la semana durante 3
semanas. El Sorafenib se sintetiza de acuerdo con el meétodo
descrito en Organic Process Research & Development 6, 777-781
(2002), y se suspende en agua pura que contiene 10% de etanol
y 10% de Cremofor EL, y se administra oralmente 5 veces por

semana durante 3 semanas. El agua pura gque contiene PBS (-),

10% de etanol y 10% de Cremofor EL sirve como un vehiculo de
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control. E1 volumen del tumor V (mm’) se calcula por la
férmula descrita en el Ejemplo 1. Los resultados se muestran

en las Figuras 2 a 4.

La Figura 2 es una grafica que muestra los efectos
antitumorales del anticuerpo hGC33 y el Sorafenib en un
modelo de ratdn implantado con células de la estirpe celular
de cancer de higado humana HuH-7 como se indica por el cambio
en el volumen de tumor (desviacidén estandar + promedio). Los
circulos abiertos indican el cambio en el volumen de tumor en
el grupo administrado con el vehiculo. Los circulos
sombreados indican el cambio en el volumen de tumor en el
grupo administrado solo con anticuerpo hGC33 en una dosis de
5 mg/kg. Los cuadrados abiertos indican el cambio en el
volumen de tumor en el grupo administrado solo con Sorafenib
en una dosis de 80 mg/kg. Los cuadrados sombreados indican el
cambio en el volumen de tumor en el grupo administrado con
una combinacién de anticuerpo hGC33 en una dosis de 5 mg/kg y
Sorafenib en una dosis de 80 mg/kg. La Figura 3 es una
grédfica que muestra los efectos antitumorales del anticuerpo
hGC33 y Sorafenib en un modelo de ratén implantado con
células de la estirpe celular de céncer de higado humana
HepG2, como se indica por el cambio en el volumen de tumor
(desviacién estdndar + promedio). Los circulos abiertos
indican el cambio en el volumen de tumor en el grupo
administrado con el vehiculo. Los circulos sombreados indican
el cambio en el volumen de tumor en el grupo administrado

solo con anticuerpo hGC33 en una dosis de 5 mg/kg. Los
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cuadrados abiertos indican el cambio en el volumen de tumor
en el grupo administrado solo con Sorafenib en una dosis de
80 mg/kg. Los cuadrados sombreados indican el cambio en el
volumen de tumor en el grupo administrado con una combinacidn
de anticuerpo hGC33 en una dosis de 5 mg/kg y Sorafenib en
una dosis de 80 mg/kg. Los asteriscos en las figuras indican
que P < 0.05, con base en la prueba de Dunnett. La Figura 4
es una grafica que muestra el efecto del anticuerpo hGC33 vy
Sorafenib en la pérdida .de peso corporal en un modelo de
ratén implantado con células de la estirpe celular de céancer
de ﬁigado humana HepG2, como se indica por el cambio en el
peso del modelo (desviacidén estandar * promedio). Los
circulos abiertos indican el cambio en el peso corporal en el
grupo administrado con el vehiculo. Los circulos sombreados
indican el cambio en el peso corporal en el grupo
administrado solo con anticuerpo hGC33 en una dosis de 5
mg/kg. Los cuadrados abiertos indican el cambio en el peso
corporal en el grupo administrado solo con Sorafenib en una
dosis de 80 mg/kg. Los cuadrados sombreados indican el cambio
en el peso corporal en el grupo administrado con una
combinacién de anticuerpo hGC33 en una dosis de 5 mg/kg y el
Sorafenib en una dosis de 80 mg/kg. Los asteriscos en las

figuras indican P < 0.05, con base en la prueba de Dunnett.

Como un resultado, se suprime el crecimiento de tumor en
el modelo de xenoinjerto HuH-7 al administrar 5 mg/kg de
hGC33 solo o 80 mg/kg de Sorafenib solo. Adicionalmente,

cuando se administran Jjuntos, se observa que el crecimiento
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de tumor se suprime mds marcadamente que en el caso cuando se

administra solo hGC33 o Sorafenib (Figura 2).

Se indica el efecto supresor del crecimiento de tumor
mediante volumen del tumor en el dia final de la medicidn (es
decir, en el dia 42). En el modeloc de xenoinjerto HepG2, el
efecto supresor del crecimiento de tumor en el grupo
administrado con una combinacién de 1 mg/kg de GC33
humanizado y 80 mg/kg (la dosis méxima tolerada) de Sorafenib
es significativamente mayor que en los grupos gque reciben ya
sea solo hGC33 o Sorafenib en la misma dosis. Se observa
usualmente pérdida de peso en este modelo asociado con el
crecimiento de tumor, y la pérdida de peso se intensifica con
administracién de solo Sorafenib. Cuando se administra la
combinacién de Sorafenib y GC33 humanizado, se atenua
significativamente la pérdida de peso (ver, en particular,
los resultados en los dias 39 y 42 (Figura 3)) adicionalmente

a la mejora de la eficacia comparada solo con Sorafenib.

Ejemplo de Referencia 3

(1) Construccién de genes de mutaciédn de punto del anticuerpo

HOLO humanizado

Varios genes de mutacién de punto se construyen
partiendo de un gen que codifica el anticuerpo 3
antiglipicano que comprende el CDR del anticuerpo HOLO
humanizado. Se sintetizan los ADN Oligo disefiados con base en

las secuencias de las cadenas codificantes y anticodificantes
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que contienen los sitios de nbdificacién. Se construye uné
pluralidad de genes de mutacién de punto utilizando el Equipo
de Mutagenia Dirigida a Sitio QuikChange comercial
(Stratagene). La construccidén de los genes de mutacidn de
punto se 1lleva a cabo mediante PCR bajo las siguientes
condiciones. Después de calentar durante 30 segundos a 95° C,
una mezcla de reaccién de 10 ng de plasmido de plantilla, 10
pmol de oligo-ADN sintéticos de cadena delantera y cadena
inversa y 10X de amortiguador, mezcla dNTP, y Polimerasa de
ADN Pfu Turbo proporcionad con el equipo se somete a 18
ciclos de 95° C 30 seg, 55° C 1 min y 68° C 4 min. Se agrega
el Dpnl proporcionado con el equipo a la mezcla de reaccidn,
y digestién por restriccidén con la enzima de restriccidn se
lleva durante 1 hora a 37° C. Se transforman las células
competentes DH5o (Toyobo) con la solucidén de reaccidn
resultante para obtener los transformantes. La introduccién
de 1la mutacién de punto se confirma al determinar la
secuencia de nucledétido del ADN de plasmido aislado de los
transformantes. Cada gen de mutacidn de punto se clona en
vectores de expresidn capaces de expresar el gen 1inserto en
las células de animales. Se preparan los genes modificados

por las modificaciones como se describe adelante.

La expresién transitoria del anticuerpo HOLO humanizado
y sus anticuerpos modificados por mutacién de punto se lleva
a cabo utilizando polietilenoimina (Polisciences Inc.). Las
células HEK293 se separan mediante EDTA tripsina

(Invitrogen), y se siembran en un plato de cultivo 10 cm? a 6

[0
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x 10° células/10 mL. Al dia siguiente, se mezclan medio de
cultivo SFMII y polietilenoimina con un ADN de pléasmido de
expresién de cadena pesada y un ADN de plasmido de expresidn
de <cadena ligera de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, y la mezcla resultante se deja reposar durante 10
minutos a temperatura ambiente. La mezcla completa se agrega
en forma de gota al plato de cultivo que contiene células
HEK293 sembradas como se describid anteriormente. Se recupera
el sobrenadante del cultivo depuse de aproximadamente 72
horas y se purifican el anticuerpo HOLO humanizado expresado
y sus anticuerpos modificados por mutacién de punto
utilizando rProteinA Sepharose™ Fast Flow (GE Healthcare) de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.

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

humanizado

La desnaturalizacidén térmica de la temperatura de punto
medio (Tm) se determina por la parte superior del pico de
desnaturalizacidén en el termograma (Cp versus T) obtenido
después de calentar la solucidén de muestra de prueba a un
indice de calentamiento programado constante. El valor Tm del
anticuerpo HOLO humanizado se mide utilizando una solucidn de
muestra para medicidédn DSC preparada como se describe en 1o

siguiente. La solucidén de anticuerpo (que corresponde a 50 a
100 pg) cargada en una membrana de dialisis se dializa

primero durante 24 horas contra una solucidén de dialisis

externa de 20 mol/L de solucidén de amortiguador de acetato de

(08
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sodio (pH 6.0) que contiene 150 mmol/L de cloruro de sodio.
Posteriormente, la solucidén de muestra se ajusta a su
concentracién de anticuerpo de 50 a 100 pg/mL con solucidn
externa de didlisis y se utiliza como la solucidén de muestra

para medicidén DSC.

Un instrumento DSC adecuado, por ejemplo, DSC-II
(Calorimetry Sciences Corporation), se utiliza para este
experimento. La solucidén de muestra preparada como se

describid anteriormente y la solucidén de referencia (solucidn
externa de didlisis) se desgasifican completamente, vy cada
uno de esto especimenes de prueba se colocan en una celda
calorimétrica y se equilibran térmicamente a 40° C. Luego se
ejecuta una exploracién DSC de 40° C a 100° C en un indice de
exploracidén de aproximadamente 1 K/minuto. Los resultados de
esta medicidén se dan como la parte superior del pico de
desnaturalizacidén como una funcidén de la temperatura. La
desnaturalizacidén térmica de la temperatura de punto medio
del anticuerpo HOLO humanizado se calcula por asignacidén de
pico del dominio Fab de acuerdo con Rodolfo et al.,

Immunology Letters (1989), 47-52.

El anticuerpo HOLO humanizado, que comprende la cadena
pesada mostrada en la SEQ ID NO: 3 y 1la cadena ligera
mostrada en la SEQ ID NO: 4, tiene un valor Tm de 76.6° C
segun se calcula por el método descrito anteriérmente. Los
valores Tm de Synagis y Herceptina, proporcionados como

ejemplos de anticuerpos existentes, se miden a 85.4° C vy
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81.8° C, respectivamente. Se muestra asi que el valor Tm del
anticuerpo HOLO humanizado es menor gque aquel de los

anticuerpos existentes.

Se preparan por lo tanto anticuerpos modificados a parir
del anticuerpo HOLO humanizado con el fin de elevar el valor
de Tm. Se introducen las modificaciones de V371, RA40P, MA48I,
y L51I en FR2 de la cadena pesada del anticuerpo HOLO
humanizado mostrada en la SEQ ID NO: 3 para preparar el
anticuerpo H15 (SEQ ID NO: 34), donde su subclase se cambia
de VH1b a VH4. El1l valor Tm se mejora a 79.1° C. También la
cadena ligera del anticuerpo HOLO humanizado mostrada en la
SEQ ID NO: 4 se modifica al introducir modificaciones L42Q,
S48A, y Q50R en el FRZ que cémbia la subclase de VK2 a VK3, vy
al introducir modificacién V2I para reemplazar la V2 del FR1
con I (secuencia de linea germinal), por lo tanto se prepara
L4 (SEQ ID NO: 35). El valor Tm de cada anticuerpo se mide
como se describié anteriormente. El valor Tm de H15L0O y HOL4
es 79.2° C y 77.2° C, respectivamente, que muestra la mejora
del valor Tm 76.6° C de HOLO. El1 valor Tm del anticuerpo
H15L4 que comprende la combinacién de estas dos

modificaciones se mejora a 80.5° C.

(1-2) Modificacién del wvalor plI del anticuerpo HOLO

humanizado

La vida media del plasma de un anticuerpo se extiende al

reducir el valor pl exhibido por el anticuerpo. Por lo tanto,

1O
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se prepara el anticuerpo HOLO humanizado modificado con un pl
reducido y se evalua si la modificacidédn proporciona una mayor

actividad supresora de tumor.

El valor plI de cada anticuerpo se calcula con base en el
andlisis mediante electrofdresis isoeléctrica. La
electrofdéresis se lleva a cabo como se describe en lo
siguiente. Utilizando un Casete PhastSystem (Amersham
Bioscience), se hincha un gel IEF Seco Phast-Gel (Amersham
Bioscience) durante aproximadamente 60 minutos con una

solucién de hinchamiento con la composicién dada adelante.

(a) Composicidén de la solucidén de hinchamiento para pl alto:
1.5 mL 10% de glicerol

100 uL de Pharmalyte 8-10.5 para IEF (Amersham Bioscience)

(b) Composicidén de la solucidén de hinchamiento para pl bajo:
1.5 mL de agua purificada
20 pL de Pharmalyte 8-10.5 para IEF (Amersham Bioscience)

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

Aproximadamente 0.5 pg de anticuerpo se carga en un gel
hinchado y se ejecuta electrofdresis isoeléctrica utilizando
el PhastSystem (Amersham Bioscience) controlado por el
programa descrito adelante. La muestra se agrega al gel en la
Etapa 2 de este programa. Un Equipo de Calibracidn para pl

(Amersham Bioscience) se utiliza para los marcadores pl.

[1]
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Etapa 1: 2000 VvV, 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 VvV, 2.5 mA, 3.5 W, 15° C 410 Vh

Después de electrofdresis, el gel se fija con 20% de TCA
y se lleva a cabo tefiido de plata utilizando un Equipo de
Tefiido de Plata, Proteina (Amersham Bioscience) de acuerdo
con las instrucciones proporcionadas con el equipo. Después
de teniido, el punto isoeléctrico de cada anticuerpc (muestra
de prueba) se calcula con base en los puntos isoeléctricos ya

conocidos de los marcadores pl.

Se prepara Hspdl.8 (Hd1.8) (SEQ ID NO: 27), en el que
las modificaciones K19T, Q43E, K635, K65Q, y Go66D se
implementan adicionalmente en H15.Lspdl.6 (Ldl.6) (SEQ ID NO:
29) se prepara al hacer las siguientes modificaciones: la
modificacidédn Q27E en L4; la modificacidédn de KISRVE en 79-84
del FR3 en L4 a TISSLQ; y la modificacidon S25A. El1 valor pl
del anticuerpo Hspdl.8Lspdl.é6 (Hd1.8Ld1l.0) compuesto de
Hspdl.8 (Hd1.8) y Lspdl.6 (Ldl.6), se mide en 7.4. Debido a
que el pI del anticuerpo HOLO humanizado es 8.9, el plI del

anticuerpo Hspdl.8Lspdl.6 (Hd1.8Ldl.6) se reduce por 1.5.

(2) Evaluacién mediante ELISA competitivo de la actividad de

unién de los anticuerpos modificados de mutacidén de punto del

anticuerpo HOLO humanizado

vl
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El anticuerpo HOLO humanizado 'y sus anticuerpos

modificados por mutacién de punto purificados en (1) se
evaluan mediante ELISA competitivo. Se agrega 100 pL del

polipéptido de nucleo GPC3 soluble (SEQ ID NO: 36) a 1 ug/mL
a cada pozo de una placa de 96 pozos. El polipéptido de
nucleo GPC3 soluble se inmoviliza en la placa al permitir a
la placa reposar durante la noche a 4°.C. El polipéptido de
nicleo GPC3 soluble inmovilizado en la placa se lava 3 veces
con amortiguador de lavado wutilizando un Skan WASHER400
(Molecular Devices); y se bloguea con 200 plL de amortiguador
de bloqueo a 4° C durante por lo menos 30 min. La placa
bloqueada en la que se inmoviliza el polipéptido de nucleo
GPC3 soluble luego se lava 3 veces con amortiguador de lavado
utilizando el Skan WASHER400. Posteriormente, cada pozo de la
placa recibe 200 uplL de una mezcla que contiene 100 uyL de
anticuerpo HOLO humanizado biotinilado (concentracién final =
0.3 pug/mL) y 100 pL del anticuerpo HOLO humanizado o su
anticuerpo modificado por punto de mutacidédn (en varias
concentraciones). El anticuerpo HOLO humanizado se biotinila
utilizando un Equipo para Etiquetar Biotina (Roche) de
acuerdo con las instrucciones proporcionadas con el equipo.
La placa se deja reposar durante 1 hora a temperatura
ambiente, luego se lava 5 veces con amortiguador de lavado
utilizando el Skan WASHER400 (Molecular Devices). 100 upL de
fosfatasa alcalina anti-estreptavidina de cabra (ZYMED),
diluido 20,000X con amortiguador de sustrato, se agrega a

cada pozo, y la palca resultante se deja reposar durante 1

2
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hora a temperatura ambiente, y luego se lava 5 veces con
amortiguador de lavado wutilizando el Skan WASHER400. E1
sustrato de fosfatasa (Sigma) se prepara en 1 mg/mL en el
amortiguador de sustrato, agregado a 100 pL por pozo durante
1 hora. La absorbancia en t 405 nm de la solucidn de reaccidn
en cada pozo se mide utilizando un Benchmark Plus (BIC-RAD),

con la absorbancia de control a 655 nm.

La actividad de unidén a antigeno del anticuerpo HI5L4 vy
el anticuerpo Hspdl.8Lspdl.6 (Hd1.8Ldl.6) se muestra por ser
aproximadamente la misma como aquella del anticuerpo HOLO

humanizado sujeto a la modificacién.

Ejemplo de Referencia 4

(1) Seleccidén de sitios de modificacidén para reducir el pl
para la preparacién de anticuerpo modificado con pl mediante

mutacidén de punto

Para mejorar la actividad de supresidén del tumor del
anticuerpo Hd1.8Lal.6, se seleccionan sitios de modificacidn
con la capacidad de disminuir en el valor pl de la fegién
variable. Un ejemplo especifico de estas modificaciones para
reducir el valor pI es el anticuerpo pH7pLl6, que se prepara

como sigue.

Se crean los sitios de modificacién mediante Ensamble

PCR. Se sintetizan los Oligo ADNs disefiados con base en las

[4
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secuencias codificante vy anticodificante que contienen el
sitio de modificacidén. Se utiliza un par de un oligo ADN
anticodificante que contiene el sitio de modificacidén y un
oligo ADN codificante que corresponde al vector que lleva el
gen a ser modificado, o un par de un oligo ADN codificante
gue contiene el sitio de modificacién y un oligo ADN
anticodificante que corresponde al vector que lleva el gen a
ser modificado en PCR con PrimeSTAR (TAKARA) para obtener
fragmentos 5'-lado y 3'- lado que contienen el sitio de
modificacidén. Los dos fragmentos se ligan utilizando Ensamble

PCR para preparar cada mutante.

El mutante asi obtenido se inserta en un vector de
expresidén que se permite para la expresidn del gen insertado
en las células de animales. La secuencia de nucledtido del
vector de expresidén se determina por un método conocido en la
técnica. La introduccién de la mutacidédn de punto se confirma
por la secuencia de nuclebétido del ADN de plasmido. El gen
gque contiene la mutacién de punto se clona en un vector de
expresién que se permite para la expresidén del gen insertado
en las células de animales. La expresién y purificacidn del
anticuerpo estéd de acuerdo con el método descrito en Ejemplo

1 o un método similar.

Partiendo de Hspdl.8 (Hd1.8), la 6lava glutamina (Q) (de
acuerdo con la numeracidén Kabat) presente en el CDR2 de
Hspdl.8 (Hd1.8) se sustituye con &cido glutémico (E) para

preparar pH7 (SEQ ID NO: 31). Partiendo de Ldl.6, la 24ava

S
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arginina (R) (de acuerdo con la numeracidén Kabat) presente en

el CDR1 de Ldl1.6 se sustituye con glutamina (Q), la 37ava

glutamina (Q) se sustituye con leucina (L), la 43ava alanina
(A) se sustituye con serina (S), la 45ava arginina (R) se
sustituye con glutamina (Q), la 74ava treonina (T) se
sustituye con lisina (K), la 77ava serina (S) se sustituye
con arginina (R), la 78ava leucina (L) se sustituye con

valina (V), y la 7%ava glutamina (Q) se sustituye con acido
glutamico (E), cada uno presente en FR2 y FR3, para preparar
pLl4. luego partiendo de PL14, la 104ava leucina (L) (de
acuerdo con la numeracidn Kabat) se sustituye con valina (V),
la 107ava lisina (K) se sustituye con acido glutamico (E},
cada uno presente en FR4 de pLl4, para preparar pLl6é (SEQ ID

NO: 33).

(2) Medicidén de valor pI de anticuerpos modificados con

mutacién de punto pl

Los valores plI del anticuerpo Hd1.8Ldl.6 y anticuerpo
pH7pL1l6 se miden mediante electrofdéresis con PhastGel IEF 4-
6.5 (GE Healthcase) utilizando el‘método descrito en Ejemplo
de Referencia 3 o método similar. El valor pI del anticuerpo
Hdl.8Ldl.6 y el anticuerpo pH7pllé6 es 7.47 y 6.52,
respectivamente, lo que indica que el valor pI del anticuerpo
pH7pL16 es menor gque aquel del anticuerpo Hd1l.8Ldl.6 por

0.95.

G
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(3) Medicién del valor Tm de los anticuerpos modificados pl

de mutacidn de punto

Los valores Tm de Fabs obtenidos de anticuerpo
Hd1.8Ldl1.6 y anticuerpo pH7pLl6 se miden con VP-DSC (Micro
Cal) utilizando el método similar al Ejemplo de Referencia 3.
En este experimento, se utiliza PBS como una solucidn de
didlisis, y la concentracién de anticuerpo en la solucidn de
prueba para la medicidén DSC se ajusta a 25-100 ug/ml. La
exploracién DSC se establece de 20° C a 115° C en el indice
de exploracién de aproximadamente 4K/min, con la solucidn de
referencia (solucidén de didlisis) y la solucidén de prueba de
medicién de DSC. La desnaturalizacién térmica de la
temperatura de punto medio de los Fabs del anticuerpo
Hd1.8Ldl1.6 y el anticuerpo pH7pLl6 es 77.5 y 74.7° C,

respectivamente.

(4) Evaluacidén de la actividad de unién al antigeno de los
anticuerpos modificados pl de mutacién de punto mediante

ELISA competitivo

La actividad de unidén al antigeno glipicano 3 de cada
anticuérpo modificado pI por mutacién de punto se mide
utilizando el método descrito en el Ejemplo de Referencia 3.
La actividad de unién para el glipicano 3 del anticuerpo

pH7pLl16 se muestra por ser comparativa a aquella del

anticuerpo HOLO humanizado.

(1+
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Ejemplo 5

(1) Prueba de terapia de combinacién de wun anticuerpo 3
antiglipicano humanizado y agente quimioterapéutico
(Sorafenib) en un modelo de ratdn implantadeo con una estirpe

celular de céancer de higado que expresa glipicano 3

Se compran ratones CB-17 SCID machos de 6 semanas de
edad de CLEA Japdén Inc. Los ratones se administran
intraperitonealmente con 200 pug de anticuerpo anti-asialo GM1
(WAKO) justo antes del implante de tumor, luego se implantan
subcutaneamente 5x10° células HepG2 dispersas en 50% de
Matrigel (Becton Dickinson). Cuando el volumen del tumor
alcanza a 250 mm’, los ratones se dividen en grupos y se
inicia la administracidén. El1 anticuerpo pH7pLl6 preparado en
PBS (-) a una concentracion adecuada se administra
intravenosamente una vez a la semana durante 3 semanas. El
Sorafenib se sintetiza de acuerdo con Organic Process
Research & Development (2002) 6, 177-781. Sorafenib se
suspende en agua pura que contiene 10% de etanol y 10% de

Cremofor EL, y se administra oralmente en 5 veces por semana

o\

durante 3 semanas. El agua pura que contiene PBS(-), 10% de

etanol y 10% de Cremofor EL sirve como un vehiculo de
%)

control. El volumen del tumor V (mm se calcula por la

férmula descrita en el Ejemplo 1.

(2) Resultados de la prueba de terapia de combinacidén de un

anticuerpo 3 antiglipicano humanizado y un agente

8]
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quimioterapéutico (Sorafenib) en un modelo de raton
implantado con una estirpe celular de cancer de higado que

expresa glipicano 3

La Figura 5 es una grafica que muestra el efecto
antitumoral de una combinacién del anticuerpo pH7pLl6é vy
Sorafenib en un modelo de ratdédn implantado con una estirpe
celular de céancer de higado HepG2. Los datos se expresan por
el cambio en el volumen de tumor (media * DE). El circulo
abierto muestra el grupo vehiculo; el <circulo sombreado
muestra el anticuerpo pH7pLl6 solo en 1 mg/kg; el cuadrado
abierto muestra Sorafenib solo en 80 mg/kg; y el cuadrado
sombreado muestra una combinacién del anticuerpo pH7pLl6 en 1
mg/kg y Sorafenib en 80 mg/kg. El asterisco indica P<0.05 con

base en la prueba de Dunnett.

La Figura 6 es una grafica que muestra el efecto de una
combinacién del anticuerpo pH7pLl6é y Sorafenib sobre la
pérdida de peso en un modelo de ratdén implantado con una
estirpe celular de cancer de higado HepG2. Los datos se
expresan mediante el curso de tiempo del peso corporal de los
ratones (media *DE). El circulo abierto muestra el grupo
vehiculo; el circulo sombreado muestra el anticuerpo pH7pLl6
solo en 1 mg/kg; el cuadrado abierto muestra Sorafenib solo
en 80 mg/kg; y el cuadrado sombreado muestra una combinacién
del anticuerpo pH7pLl6 en 1 mg/kg y Sorafenib en 80 mg/kg. ElL

asterisco indica P<0.05 con base en la prueba de Dunnett.

(&
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El efecto supresor del crecimiento de tumor se expresa
como el volumen del tumor al final de la prueba (dia 47). En
el modelo de xenoinjerto HepG2, el efecto supresor del
crecimiento de tumor en el grupo recibe una combinacidn del
anticuerpo pH7pLl6 (1 mg/kg) y Sorafenib (dosis de tolerancia
maximo en 80 mg/kg) es significativamente mayor que el grupo
gue recibe solo el anticuerpo o solo Sorafenib (Figura 5). Se
observa usualmente pérdida de peso en este modelo asocilado
con el crecimiento de tumor, vy la pérdida de peso se
intensifica con la administracién de solo Sorafenib. Cuando
se administra la combinacidén de Sorafenib y el anticuerpo
pH7plle, ia pérdida de peso se atenta significativamente
(Figura 6) adicionalmente a la intensificacién de la eficacia

comparada con solo Sorafenib.

Ejemplo 6

(1) Prueba de terapia de combinacién de un anticuerpo 3
antiglipicano humanizado y agente guimioterapéutico
(Sunitinib) en un modelo de ratdén implantado con una estirpe

celular de cancer de higado que expresa glipicano 3

Se compran ratones CB-17 SCID machos de 6 semanas de
edad de CLEA Japdn Inc. Los ratones se administran
intraperitonealmente con 200 pg de anticuerpo anti-asialo GM1
(WAKO) justo antes de implante de tumor, luego se implantan
subcutaneamente 5x10° células HepG2 dispersas en 50% de

Matrigel (Becton Dickinson). Cuando el volumen del tumor



10

15

20

25

107

alcanza a 250 mm’, los ratones se dividen en grupos y se

inicia la administracién.

Un anticuerpo 3 antiglipicano humanizado (hGC33,
W02006006693) preparado en PBS(-) a una concentracidn
adecuada se administra intravenosamente una vez a la semana
durante 3 semanas. El Sunitinib (comprado de Sequoia Research
Products; cat. # SRP01785S) se suspende en agua pura que
contiene 10% de etanol y 10% de Cremofor EL, y se administra
oralmente 5 veces a semana durante 3 semanas. El agua pura
que contiene PBS(-), 10% de etanol y 10% de Cremofor EL sirve

3

como un vehiculo de control. E1l1 volumen del tumor V (mm’) se

calcula por la férmula descrita en el Ejemplo 1.

(2) Resultados de la prueba de terapia de combinacidén de un
anticuerpo 3 antiglipicano humanizado y un agente
quimioterapéutico (Sunitinib) en un modelo de ratoén
implantado con una estirpe celular de céncer de higado que

expresa glipicano 3

La Figura 7 es wuna grafica que »muestra el efecto
antitumoral de una combinacién del anticuerpo hCG33 y el
Sunitinib en un modelo de ratdédn implantado con una estirpe
celular de céancer de higado HepGZ2. Los datos se expresan por
el cambio en el volumen de tumor (media * DE). El circulo
abierto muestra el grupo vehiculo; el circulo sombreado
muestra el anticuerpo hCG33 solo en 1 mg/kg; el cuadrado

abierto muestra Sunitinib solo en 80 mg/kg; y el cuadrado

[Z]
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sombreado muestra una combinacidén del anticuerpo hCG33 en 1
mg/kg y Sunitinib en 80 mg/kg. El asterisco indica P<0.05 con

base en la prueba de Dunnett.

El efecto supresor del crecimiento de tumor se expresa
como el volumen del tumor al final de la prueba (dia 53). En
el modelo de xenoinjerto HepG2, el efecto supresor del
crecimiento de tumor en el grupo que recibe una combinacidn
del anticuerpo hGC33 (1 mg/kg) vy Sunitinib (tolerancia de
dosis méxima en 80 mg/kg) es significativamente mayor que en
el grupo que recibe solo el anticuerpo o solo el Sorafenib

(Figura 7).

1250
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REIVINDICACIONES

Una composicién farmacéutica para tratar o prevenir un
cancer de higado que comprende una combinacién de un
agente quimioterapéutico y un anticuerpo 3

antiglipicano.

La composicidén farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacién 1, en donde la composicién farmacéutica

es una preparacién de combinacidn.

La composicién farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacidn 1, en donde se administran
concomitantemente el agente quimioterapéutico vy el

anticuerpo 3 antiglipicano.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacién 3, en donde el agente quimioterapéutico vy
el anticuerpo 3 antiglipicano se administran

simultaneamente o secuencialmente.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacién 3, en donde se administran separadamente
el agente quimioterapéutico y el anticuerpo 3

antiglipicano.

Una composicién farmacéutica para tratar o prevenir un

cidncer de higado para uso en combinacidn con un agente
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quimioterapéutico, dicha composicidn comprende un

anticuerpo 3 antiglipicano como un ingrediente activo.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacidén 6, en donde el anticuerpo 3 antiglipicano
se administra simultaneamente con el agente

quimioterapéutico.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacidén 6, en donde el anticuerpo 3 antiglipicano
se administra antes de o después de administracidn del

agente quimioterapéutico.

Una composicidén farmacéutica para tratar o prevenir un
cancer de higado para wuso en combinacién con @ un
anticuerpo 3 antiglipicano, dicha composicidén comprende

un agente quimioterapéutico como un ingrediente activo.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacién 9, en donde el agente quimioterapéutico
se administra simultdneamente con el anticuerpo 3

antiglipicano.

La composiciodn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacién 9, en donde el agente quimioterapéutico
se administra antes de o después de administracidén del

anticuerpo 3 antiglipicano.
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La composicidn farmacéutica de acuerdo con una
cualgquiera de las Reivindicaciones 1-11, en donde el

agente quimioterapéutico es un inhibidor de cinasa.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacidén 12, en donde el agente quimioterapéutico

es un inhibidor de multi-cinasa.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacién 12 o) 13, en donde el agente

guimioterapéutico es Sorafenib (BAY43-9006).

La composicidén farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacidn 12 o 13, en donde el agente

quimioterapéutico es Sunitinib.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de 1las Reivindicaciones 1-15, en donde el

anticuerpo 3 antiglipicano tiene citotoxicidad.

La composicidén farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de 1las Reivindicaciones 1-16, en donde el

anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidn variable de cadena H que comprende el CDR1, 2
y 3 de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 5,
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el CDR2 gque comprende la secuencia de aminodacido
mostrada en la SEQ ID NO: 6, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende el CDR1, 2
y 3 de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 8,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 24, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoéadcido

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con una
cualguiera de las Reivindicaciones 1-17, en donde el
anticuerpo 3 antiglipicano es capaz de unirse a un
epitopo al que se puede unir un anticuerpo secundario,

en donde dicho segundo anticuerpo comprende:

la regién variable de cadena H gque comprende CDR1, 2, vy
3 gque comprende la secuencia de aminoé&cido mostrada en
la SEQ ID Nos: 5, 6, y 7, respectivamente, vy

la regidn variable de cadena L que comprende CDR1, 2, vy
3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en

la SEQ ID Nos: 8, 24, y 25, respectivamente.
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La composicidn farmacéutica de acuerdo con una
cualgquiera de las Reivindicaciones 1-16 o 18, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1l, 2 y 3
de:

el CDR1 qgue comprende 1la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 6, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; y

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en uﬁa cualquiera de las SEQ ID Nos: 9-23,

el CDR2Z que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

La composicidén farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las Reivindicaciones 1-16 o 18, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1l, 2 y 3

de:

(27



10

15

20

25

21.

el CDR1

mostrada

el CDR2

mostrada

el CDR3

mostrada

114

gue comprende
en la SEQ ID NO:
que comprende
en la SEQ ID NO:
gue comprende

en la SEQ ID NO:

la secuencia de
5,

la secuencia de
26, y

la secuencia de

Ty

la regidén variable de cadena L que comprende

de:

el CDR1
mostrada
el CDR2
mostrada
el CDR3
mostrada

La composicidn

que comprende
en la SEQ ID NO:
que comprende
en la SEQ ID NO:
que comprende

en la SEQ ID NO:

la secuencia de
28,

la secuencia de
24, vy

la secuencia de

25.

farmacéutica de acuerdo

aminoacido

aminoacido

aminoacido

CDR1, 2 y 3

aminoécido

aminoéacido

aminoéacido

con una

cualquiera de las Reivindicaciones 1-16 o 18, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H gue comprende

de:

el CDRI1
mostrada
el CDR2
mostrada
el CDR3
mostrada

que comprende

en la SEQ ID NO:

que comprende

en la SEQ ID NO:

que comprende

en la SEQ ID NO:

la secuencia de

la secuencia de
30, vy

la secuencia de

CDR1, 2 y 3

aminoacido

aminoacido

aminoacido

(28
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la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 32,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

La composicidén farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las Reivindicaciones 1-21, en donde el

anticuerpo 3 antiglipicano es un anticuerpo humanizado.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacién 22, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende la
secuencia de aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy
la regidén variable de <cadena L gue comprende la

secuencia de aminocadcido mostrada en la SEQ ID NO: 4.

La  composiciédn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacién 22, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende la

secuencia de aminocdacido mostrada en la SEQ ID NO: 3; y

PAS
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la regidén variable de <cadena L que comprende la
secuencia de aminodcido en donde el 34vo Gly de la SEQ

ID NO.4 se sustituye con otro residuo de amindacido.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacidn 22, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regién variable de <cadena H que comprende la
secuencia de aminocdcido mostrada en la SEQ ID NO: 27; vy
la regidén variable de <cadena L que comprende la

secuencia de aminocacido mostrada en la SEQ ID NO: 29.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacidn 22, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende la
secuencia de aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 31; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la

secuencia de aminocdcido mostrada en la SEQ ID NO: 33.

Un agente para reducir un efecto colateral originado por
un tratamiento de un céancer de higado mediante agente
guimioterapéutico, dicho agente comprende un anticuerpo

terapéutico como un ingrediente activo.

(30
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El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con la Reivindicacidn 27, en donde el agente

quimioterapéutico es un inhibidor de cinasa.

El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con la Reivindicacién 27 o 28, en donde el agente

quimioterapéutico es un inhibidor de multi-cinasa.

El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con la Reivindicacidén 28 o 29, en donde el agente

quimioterapéutico es Sorafenib (BAY43-5006).

El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con la Reivindicacién 28 o 29, en donde el agente

quimioterapéutico es Sunitinib.

El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con una cualgquiera de las Reivindicaciones 27-31, en

donde el efecto colateral es pérdida de peso.

El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con una cualquiera de las Reivindicaciones 27-32, en
donde el anticuerpo terapéutico es un anticuerpo 3

antiglipicano.

El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con la Reivindicacién 33, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano tiene citotoxicidad.

[l
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Bl agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con la Reivindicacidén 33 o 34, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminodcido
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 6, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 8,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 qué comprende la secuencia de aminodacido

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con una cualguiera de las Reivindicaciones 33-35, en
donde el anticuerpo 3 antiglipicano es capaz de unirse a
un epitopo al que se puede unir un anticuerpo

secundario, en donde dicho segundo anticuerpo comprende:

132
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la regién variable de cadena H que comprende CDR1, 2, vy
3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID Nos: 5, 6, y 7, respectivamente, y

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2, vy
3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en

la SEQ ID Nos: 8, 24, y 25, respectivamente.

El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con una cualquiera de las Reivindicaciones 33, 34 o 36,

en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 vy 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoéacido
mostrada en la SEQ ID NO: 6, y

el CDR3 qgue comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1l, 2 y 3
de:

el CDR1 gque comprende 1la secuencia de aminoacido
mostrada en una cualquiera de las SEQ ID Nos: 9-23,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 24, y el CDR3 que comprende la

secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 25.
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El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con una cualguiera de las Reivindicaciones 33, 34 o 36,
en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende la
regidén variable de cadena H que comprende CDRl, 2 vy 3

de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoéacido
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 26, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 28,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con una cualquiera de las Reivindicaciones 33, 34 o 36,

en donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende CDR1l, 2 y 3

de:
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el CDR1 gque comprende

mostrada en la SEQ ID NO:

el CDR2Z que comprende

mostrada en la SEQ ID NO:
el CDR3

que comprende

mostrada en la SEQ ID NO:

121

la secuencia de aminoacido
5!

la secuencia de aminoéacido
30, vy

la secuencia de aminoéacido

Ty

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3

de:

el CDR1 que comprende

mostrada en la SEQ ID NO:

el CDRZ gue comprende

mostrada en la SEQ ID NO:

el CDR3 gue comprende

la secuencia de aminoéacido
32,

la secuencia de aminoacido
24, vy

la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

El agente para reducir
con una cualgquiera de
donde el anticuerpo 3

humanizado.

El agente para reducir
con la Reivindicacidn
antiglipicano comprende:

la regidén variable de

secuencia de amincdcido mostrada en la SEQ

la regidén variable de

el efecto colateral de acuerdo

las Reivindicaciones 33-39, en

antiglipicano es un anticuerpo

el efecto colateral de acuerdo

40, en donde el anticuerpo 3

cadena H que comprende la

ID NO: 3; vy
comprende la

cadena L que

secuencia de aminocdcido mostrada en la SEQ ID NO: 4.
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El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con la Reivindicacién 40, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la
secuencia de aminocadcido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy

la regidén variable de cadena L gque comprende la
secuencia de aminoacido en donde el 34vo Gly de la SEQ

ID NO: 4 se sustituye con otro residuo de aminoacido.

El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con la Reivindicacién 40, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de <cadena H que comprende la
secuencia de aminocadcido mostrada en la SEQ ID NO: 27; vy
la regién variable de <cadena L que comprende la

secuencia de aminocdcido mostrada en la SEQ ID NO: 29.

El agente para reducir el efecto colateral de acuerdo
con la Reivindicacién 40, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende la
secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 31; vy
la regidén variable de <cadena L que comprende la

secuencia de aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 33.
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Una composicién farmacéutica para mejorar la eficacia
del tratamiento de un céancer de higado mediante un
agente quimioterapéutico, dicha composicidn comprende un

anticuerpo 3 antiglipicano como un ingrediente activo.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacidn 45, en donde el anticuerpo 3
antiglipicano se administra simultaneamente con el

agente quimioterapéutico.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacidn 45, en donde el anticuerpo 3
antiglipicano se administra antes de o después de

administracién del agente quimioterapéutico.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las Reivindicaciones 45-47, en donde el

agente quimioterapéutico es un inhibidor de cinasa.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacién 48, en donde el agente guimioterapéutico

es un inhibidor de multi-cinasa.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las Reivindicaciones 45-49, en donde el

agente quimioterapéutico es Sorafenib (BAY43-9006).

|27
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La composicidén farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las Reivindicaciones 45-49, en donde el

agente quimioterapéutico es Sunitinib.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las Reivindicaciones 45-51, en donde el

anticuerpo 3 antiglipicano tiene citotoxicidad.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con una
cualgquiera de las Reivindicaciones 45-52, en donde el

anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 6, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 8§,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 25.
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La composicidn farmacéutica de acuerdo con una
cualquie;a de 1las Reilvindicaciones 45-53, en donde el
anticuerpo 3 antiglipicano es capaz de unirse a un
epitopo al que se puede unir un anticuerpo secundario,

en donde dicho segundo anticuerpo comprende:

la regidn variable de cadena H que comprende CDR1, 2, vy
3 gue comprende la secuencia de amincacido mostrada en
la SEQ ID Nos: 5, 6, y 7, respectivamente, vy

la regidn variable de cadena L gue comprende CDR1, 2, vy
3 gque comprende la secuencia de aminoacido mostrada en

la SEQ ID Nos: 8, 24, y 25, respectivamente.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las Reivindicaciones 45-52 o 54, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 qgue comprende la secuencia de aminoéacido
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 6, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; y

la regién variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3

de:
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el CDR1 que comprende la secuencia de
mostrada en una cualquiera ée las SEQ ID Nos:
el CDR2 que comprende la secuencia de
mostrada en la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

La composicidn farmacéutica de acuerdo

aminoacido
9-23,

aminoéacido

aminoacido

con una

cualquiera de las Reivindicaciones 45-52 o 54, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H gue comprende
de:

el CDR1 gqgue comprende la secuencla de
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende 1la secuencia de
mostrada en la SEQ ID NO: 26, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de
mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de
mostrada en la SEQ ID NO: 28,

el CDR2 que comprende la secuencia de
mostrada en la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

CDR1, 2 y 3

aminoacido

aminoacido

aminocéacido

CDR1, 2 y 3

aminoacido

aminoacido

aminoacido
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La composicidn farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las Reivindicaciones 45-52 o 54, en donde
el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 30, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1l, 2 y 3
de: |

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 32,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 24, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoéacido

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las Reivindicaciones 45-57, en donde el

anticuerpo 3 antiglipicano es un anticuerpo humanizado.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con la
Reivindicacidn 58, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:
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la regidén variable de <cadena H que comprende
secuencia de aminocdcido mostrada en la SEQ ID NO: 3;
la regién variable de <cadena L que comprende

secuencia de aminocdcido mostrada en la SEQ ID NO: 4.

La composicion farmacéutica de acuerdo con
Reivindicacién 58, en donde el anticuerpo

antiglipicano comprende:

la regién variable de <cadena H que comprende
secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 3;
la regidén variable de cadena L que comprende
secuencia de aminodcido en donde el 34vo Gly de 1la

ID NO: 4 se sustituye con otro residuo de aminoacido.

La composicién farmacéutica de acuerdo con
Reivindicacidn 58, en donde el anticuerpo

antiglipicano comprende:

la regién variable de <cadena H que comprende
secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 27;
la regién variable de <cadena L que comprende

secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 29.

La composicién farmacéutica de acuerdo con
Reivindicaciodn 58, en donde el anticuerpo

antiglipicano comprende:

la

la

la

la

la

SEQ

la

la

Y

la

la

3
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la regidén variable de <cadena H que comprende la
secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 31; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la

secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 33.

Un método para tratar o prevenir un cancer de higado en
un sujeto que comprende administrar al sujeto una
combinacién de una cantidad efectiva de un agente

quimioterapéutico y un anticuerpo 3 antiglipicano.

El método de acuerdo con la Reivindicacidén 63, en donde

el agente quimioterapéutico y el anticuerpo 3
antiglipicano se administran simulténeamente o
secuencialmente.

El método de acuerdo con la Reivindicacién 63, en donde
se administran separadamente el agente quimioterapéutico

y el anticuerpo 3 antiglipicano.

El método de acuerdo con una cualquiera de las
Reivindicaciones ©63-65, en donde el agente

quimioterapéutico es un inhibidor de cinasa.

El método de acuerdoc con la Reivindicacidén 66, en donde
el agente quimioterapéutico es un inhibidor de multi-

cinasa.
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El método de acuerdo con la Reivindicacidén 66 o 67, en
donde el agente quimioterapéutico es Sorafenib (BAY43-

9006) .

El método de acuerdo con la Reivindicacidén 66 o 67, en

donde el agente quimioterapéutico es Sunitinib.

El método de acuerdo con una cualquiera de las
Reivindicaciones 63-69, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano tiene citotoxicidad.

El método de acuerdo con una cualquiera de 1las
Reivindicaciones 63-70, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende el CDR1, 2
y 3 de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 6, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende el CDR1, 2
y 3 de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 8,

K4
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el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 24, vy
el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

El método de acuerdo con una cualquiera de las
Reivindicaciones 63-71, en donde el anticuerpo 3
antiglipicano es capaz de unirse a un epitopo al que se
puede unir un anticuerpo secundario, en donde dicho

segundo anticuerpo comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2, vy
3 que comprende la secuencia de aminoadcido mostrada en
la SEQ ID Nos: 5, 6, y 7, respectivamente, vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1l, 2, vy
3 gue comprende la secuencia de aminoacido mostrada en

la SEQ ID Nos: 8, 24, y 25, respectivamente.

El método de acuerdo con una cualquiera de las
Reivindicaciones 63-70 o 72, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDRl, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 gque comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 6, vy

AS
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el CDR3 que comprende la secuencia de
mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy
la regidn variable de cadena L que comprende

de:

el CDR1 que comprende la secuencia de

mostrada en una cualquiera de las SEQ ID Nos:

el CDR2 que comprende la secuencia de
mostrada en la SEQ ID NO: 24, vy
el CDR3 que comprende la secuencia de

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

aminoacido

CDR1, 2 y 3

aminocacido

9-23,

aminoacido

aminoacido

El método de acuerdo con una cualquiera de las

Reivindicaciones 63-70 o 72, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de
mostrada en la SEQ ID NO: 26, y

el CDR3 que comprende la secuencia de
mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy

la regién variable de cadena L que comprende
de:

el CDR1 gque comprende la secuencia de

mostrada en la SEQ ID NO: 28,

CDRL, 2 vy 3

aminoacido

aminoacido

aminoacido

CDR1, 2 y 3

amincacido

40
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el CDR2 que comprende
mostrada en la SEQ ID NO:
el CDR3 qgue comprende
mostrada en la SEQ ID NO:
El método de acuerdo
63-70 o

Reivindicaciones

antiglipicano comprende:

la secuencia de aminoéacido
24, vy
la secuencia de aminoéacido

25.

con una cualquiera de las

72, en donde el anticuerpo 3

la regidn variable de cadena H que comprende CDR1l, 2 y 3

de:

el CDR1 que comprende
mostrada en la SEQ ID NO:
el CDR2 que comprende
mostrada en la SEQ ID NO:
el CDR3 que

comprende

mostrada en la SEQ ID NO:

la secuencia de amincacido
5/

la secuencia de aminoacido
30, vy

la secuencia de aminoacido

Ty

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3

de:

el CDR1 gque comprende
mostrada en la SEQ ID NO:
el CDR2 que comprende
mostrada en la SEQ ID NO:
el CDR3 que

comprende

mostrada en la SEQ ID NO:

la secuencia  de aminoéacido
32,

la secuencia de aminoacido
24, vy

la secuencia de aminoacido

25.

¥
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El método de acuerdo <con una cualquiera de las
Reivindicaciones 63-75, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano es un anticuerpo humanizado.

Fl método de acuerdo con la Reivindicacidén 76, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de <cadena H que comprende la
secuencia de aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la

secuencia de aminoadcido mostrada en la SEQ ID NO: 4.

El método de acuerdo con la Reivindicacidén 76, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la
secuencia de amincacido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy

la regidén variable de cadena L que comprende la
secuencia de aminocdcido en donde el 34vo Gly de la SEQ

ID NO: 4 se sustituye con otro residuo de aminoacido.

El método de acuerdo con la Reivindicacidén 76, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende la
secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 27; vy
la regién variable de cadena L que comprende la

secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 29.
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El método de acuerdo con la Reivindicacidén 76, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende la
secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 31; vy
la regidén variable de cadena L que comprende 1la

secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 33.

Un método para reducir un efecto colateral originado por
un tratamiento de un cancer de higado mediante agente
quimioterapéutico en un sujeto que comprende administrar
al sujeto wuna cantidad efectiva de un anticuerpo

terapéutico.

Fl método de acuerdo con la Reivindicacidén 81, en donde

el agente guimioterapéutico es un inhibidor de cinasa.

El método de acuerdo con la Reivindicacidén 81 o 82, en
donde el agente quimioterapéutico es un inhibidor de

multi-cinasa.

El método de acuerdo con la Reivindicacidén 82 o 83, en
donde el agente quimioterapéutico es Sorafenib (BAY43-

9006) .

El método de acuerdo con la Reivindicacidén 82 o 83, en

donde el agente guimioterapéutico es Sunitinib.

(A9
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El método de acuerdo con una cualquiera de las
Reivindicaciones 81-85, en donde el efecto colateral es

pérdida de peso.

El método de acuerdo con una cualquiera de las
Reivindicaciones 81-86, en donde el anticuerpo

terapéutico es un anticuerpo 3 antiglipicano.

El método de acuerdo con la Reivindicacidén 87, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano tiene citotoxicidad.

El método de acuerdo con la Reivindicacién 87 o 88, en

donde el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidn variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 qgue comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDRZ que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 6, vy

el CDR3 qgue comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; y

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 8,
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el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 24, y
el CDR3 que comprende la secuencia de aminoéacido

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

El método de acuerdo con una cualquiera de las
Reivindicaciones 87-89, en donde el anticuerpo 3
antiglipicano es capaz de unirse a un epitopo al que se
puede unir un anticuerpo secundario, en donde dicho

segundo anticuerpo comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1l, 2, vy
3 gue comprende la secuencia de aminoacido mostrada en
la SEQ ID Nos: 5, 6, y 7, respectivamente, vy

la regidédn variable de cadena L que comprende CDR1, 2, vy
3 que comprende la secuencia de aminodcido mostrada en

la SEQ ID Nos: 8, 24, y 25, respectivamente.

El método de acuerdo <con una cualquiera de las
Reivindicaciones 87, 88 o 90, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 6, vy
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el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy

la regidn variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 qgue comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en una cualquiera de las SEQ ID Nos: 9-23,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 24, y el CDR3 que comprende la

secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 25.

El método de acuerdo con una cualquiera de las
Reivindicaciones 87, 88 o 89, en donde el anticuerpo 3
antiglipicano comprende la regidén variable de cadena H

que comprende CDR1, 2 y 3 de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminocacido
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 26, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy

la regién variable de cadena L que comprende CDRl, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 28,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoécido

mostrada en la SEQ ID NO: 24, vy
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el CDR3
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que comprende

mostrada en la SEQ ID NO:

El método de acuerdo

Reivindicaciones 87,

antiglipicano comprende:

la secuencia de aminoacido

25.

con una cualquiera de las

88 o 90, en donde el anticuerpo 3

la regidn variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3

de:

el CDR1
mostrada
el CDR2
mostrada
el CDR3
mostrada

que comprende
en la SEQ ID NO:
gue comprende
en la SEQ ID NO:
que comprende

en la SEQ ID NO:

la secuencia de aminoéacido
5,

la secuencia de aminoéacido
30, vy

la secuencia de aminoacido

;¥

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1l, 2 y 3

de:

el CDR1
mostrada
el CDR2
mostrada
el CDR3
mostrada

que comprende

en la SEQ ID NO:

que comprende

en la SEQ ID NO:

que comprende

en la SEQ ID NO:

El método de acuerdo

Reivindicaciones 87-93,

la secuencia de aminoacido
32,

la secuencia de aminoécido
24, vy

la secuencia de aminoacido

25.

con una cualquiera de las

en donde el anticuerpo 3

antiglipicano es un anticuerpo humanizado.
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El método de acuerdo con la Reivindicacidén 94, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regién variable de <cadena H que comprende la
secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy
la regiédn variable de cadena L gque comprende la

secuencia de amincdcido mostrada en la SEQ ID NO: 4.

El método de acuerdo con la Reivindicacién 94, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de <cadena H que comprende la
secuencia de aminocdcido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy

la regidén variable de cadena L que comprende la
secuencia de aminoacido en donde el 34vo Gly de la SEQ

ID NO: 4 se sustituye con otro residuo de aminoacido.

El método de acuerdo con la Reivindicacién 94, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende la
secuencia de aminocdcido mostrada en la SEQ ID NO: 27; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la

secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 29.

El método de acuerdo con la Reivindicacién 94, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:
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la regidén variable de <cadena H que comprende la
secuencia de aminodcido mostrada en la SEQ ID NO: 31; vy
la regidén variable de cadena L que comprende la

secuencia de aminocacido mostrada en la SEQ ID NO: 33.

Un método para mejorar la eficacia del tratamiento de un
cdncer de higado mediante un agente quimioterapéutico en
un sujeto que comprende administrar al sujeto una

cantidad efectiva de un anticuerpo 3 antiglipicano.

El método de acuerdo con la Reivindicacidén 99, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano se administra

simultédneamente con el agente quimioterapeéutico.

El método de acuerdo con la Reivindicacién 99, en donde
el anticuerpo 3 antiglipicano se administra antes de o

después de administracidén del agente quimioterapéutico.

El método de acuerdo con una cualquiera de 1las
Reivindicaciones 99-101 en donde el agente

quimioterapéutico es un inhibidor de cinasa.

El método de acuerdo con la Reivindicacién 102, en donde
el agente quimioterapéutico es un inhibidor de multi-

cinasa.
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El método de acuerdo con una cualquiera de 1las
Reivindicaciones 99-103, en donde el agente
quimioterapéutico es Sorafenib (BAY43-9006).

El método de acuerdo con una cualquiera de las
Reivindicaciones 99-103, en donde el agente
quimioterapéutico es Sunitinib.

El método de acuerdo con una cualguiera de las
Reivindicaciones 99-105, en donde el anticuerpo 3
antiglipicano tiene citotoxicidad.

El método de acuerdo con una cualgquiera de las
Reivindicaciones 99-100, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3

de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 6, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy

la regién variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3

de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 8,
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el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 24, vy
el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

El método de acuerdo con una cualquiera de las
Reivindicaciones 99-107, en donde el anticuerpo 3
antiglipicano es capaz de unirse a un epitopo al que se
puede unir un anticuerpo secundario, en donde dicho

segundo anticuerpo comprende:

la regién variable de cadena H que comprende CDR1l, 2, vy
3 que comprende la secuencia de aminoacido mostrada en

la SEQ ID Nos: 5, 6, y 7, respectivamente, y

la regidédn variable de cadena L que comprende CDR1, 2, vy
3 gue comprende la secuencia de aminoacido mostrada en

la SEQ ID Nos: 8, 24, y 25, respectivamente.

El método de acuerdo con una cualquiera de las
Reivindicaciones 99-106 o 108, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 vy 3
de:
el CDR1 que comprende la secuencia de aminoé&cido

mostrada en la SEQ ID NO: 5,
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el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 6, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; vy

la regidén variable de cadena L que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 gque comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en una cualquiera de las SEQ ID Nos: 89-23,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 24, vy

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido

mostrada en la SEQ ID NO: 25.

El método de acuerdo con una cualguiera de las
Reivindicaciones 99-106 o 108, en donde el anticuerpo 3

antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende CDR1, 2 y 3
de:

el CDR1 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 5,

el CDR2 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 26, y

el CDR3 que comprende la secuencia de aminoacido
mostrada en la SEQ ID NO: 7; y

la regién variable de cadena L que comprende CDR1l, 2 y 3

de:
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111.

el CDRI1

mostrada

el CDR2

mostrada

el CDR3

mostrada

Reivindicaciones 99-106 o 108,

que

145

comprende

en la SEQ ID NO:

que

comprende

en la SEQ ID NO:

que

comprende

en la SEQ ID NO:

de

acuerdo

antiglipicano comprende:

la secuencia de
28,

la secuencia de
24, vy

la secuencia de
25.

con una

la regidén variable de cadena H que comprende

que

en la SEQ ID NO:

que

en la SEQ ID NO:

que

en la SEQ ID NO:

comprende

comprende

comprende

la secuencia de
5/

la secuencia de
30, vy

la secuencia de

Ty

la regidén variable de cadena L que comprende

El método
de:

el CDR1
mostrada
el CDR2
mostrada
el CDR3
mostrada
de:

el CDR1
mostrada
el CDR2
mostrada
el CDR3
mostrada

que
en la SEQ ID NO:
que
en la SEQ ID NO:
que

en la SEQ ID NO:

comprende

comprende

comprende

la secuencia de
32,

la secuencia de
24, vy

la secuencia de

25.

cualguiera de

aminodacido

aminodcido

aminocacido

las

en donde el anticuerpo 3

CDRL, 2 vy 3

aminoacido

aminocéacido

aminoacido

CDR1, 2 y 3

aminoacido

aminoacido

aminoacido
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El método de acuerdo con una cualquiera de 1las
Reivindicaciones 99-111, =en donde el anticuerpo 3

antiglipicano es un anticuerpo humanizado.

El método de acuerdo con la Reivindicacidn 112, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la
secuencia de aminocdcido mostrada en la SEQ ID NO: 3; vy
la regidén wvariable de <cadena L que comprende la

secuencia de aminocdcido mostrada en la SEQ ID NO: 4.

El método de acuerdo con la Reivindicacién 112, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regidén variable de cadena H que comprende la
secuencia de aminoacido mestrada en la SEQ ID NO: 3; y

la regidén variable de cadena L que comprende la
secuencia de aminoacido en donde el 34vo Gly de la SEQ

ID NO: 4 se sustituye con otro residuo de aminoacido.

El método de acuerdo con la Reivindicacidén 112, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regién variable de cadena H que comprende la
secuencia de aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 27; vy
la regién variable de cadena L que comprende la

secuencia de aminoadcido mostrada en la SEQ ID NO: 29.

160,
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116. E1l método de acuerdo con la Reivindicacidén 112, en donde

el anticuerpo 3 antiglipicano comprende:

la regién variable de <cadena H que comprende la
secuencia de aminocacido mostrada en la SEQ ID NO: 31; vy
la regién variable de <cadena L que comprende la

secuencia de aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 33.

)]
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YOQKPGOAPRLL | YKVSNRF SGVPDRF SGSGSGTDFTLK]
SRVEAEDVGVYYCSQNTHVPPTF GQGTKLE IK

[FIG.8)
_23%25&}5&0 cADENA| SECUENCIA SEQ 1D NO.
hGC33 H QVOLYQSGAEVKKPGASYKVSCKASGYTFTDYEMHWVRGA | 3
PGOGLEYMGALDPKTGDTAYSGKFKGRYTLTADKSTSTAY
MELSSLTSEDTAVYYCTRFYSYTYWGOGTLVTVSS
hGC33 L DYYMTQSPLSLPVTPGEPAS | SCRSSQSLYHSNGNTYLHW | 4
YLGKPGOSPALL | YKYSNRF SGYPDRF SGSGSGTOFTLKI
SRVEAEDVGYYYCSGNTHVPPTFGQGTKLE 1K
Hspdt1. 8§ (Hd1.8) | H QVOLVOSGAEVKKPGASYTVSCKASGYTFTDYEMHNIRGP | 27
PGEGLEWIGAIDPKTGDTAYSQSFQURVTLTADKSTSTAY
MELSSLTSEDTAVYYCTRFYSYTYWGQGTLVTVSS
Lspdl. 6{(Ldl.6) |L DIVHTQSPLSLPVTPGEPAS I SCRASESLVHSNRNTYLHY | 29
YL YOQKPGOAPRLL. | YKVSNRF SGYPDRF SGSGSGTDFTLTI
v SSLGAEDVGVYYCSONTHVPPTF GRGTKLE IK
pH7 H QVQLVQSGAEVKKPGASYTVSCKASGYTFTDYEMHWIRGP | 31
' PGEGLEWIGAIDPKTGDTAYSESFODRVTLTADKSTSTAY
MELSSLTSEDTAVYYCTRFYSYTYWGQGTLVTVSS :
plL16 | H DIVMTGSPLSLPVTPGEPAS | SCQASESLVHSNRNTYLHW | 33
YLOKPGQSPQLL | YKVSNRFSGYPDRF SGSGSGTDFTLK!
SRVEAEDVGVYYCSGNTHVPPTFGQGTKVE |E |
H15 H OVOLVASGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTOYEMHWIRGP 1 34
PGQGLEV I GAIDPKTGDTAYSQKFKGRVTL TADKSTSTAY
MELSSLTSEDTAVYYCTRF YSYTYWGAGTLVTVSS
L4 L DiVNTOSPLSLPYTPGEPAS | SCRSSASLVHSNRNTYLHW | 35
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[FIG.9]
NOMBRE DE CADENA| CDR SECUENCIA SEQ ID NO.
ANTICUERPO

 GC33 H CDR1 DYEMH 5
GC33 H CDR? ALDPKTGDTAYSQKFK 6
GC33 [H CDR3 FYSYTY 7
GC33 L CDR1 RSSGSLYHSNGNTYLH 8
GC33(G344A) L CDR1 RSSQSLYHSNANTYLH B
GC33(G34D) L CDR1 RSSOSLVHSNDNTYLH 10
GC33 (G34E) L CDR1 RSSGSLVHSNENTYLH i1
GC33 (G34F) L CDR1 | RSSOSLYHSNFNTYLH 12
GC33 (G34H) L CDR1 | RSSOSLYHSNHNTYLH 13
G633 (G34N) L CDR1 RSSOSLYHSNNNTYLH 14
6GC33(G34T) L CDRT RSSGSLYHSNTNTYLH 15
GC33 (G34Q) L CDR1 RSSOSLVHSNGNTYLH 16
GC33(G341) L CDR1 RSSQSLYHSN INTYLH 17
GC33 (G34K) L CDR1 RSSGSLVHSNKNTYLH 18
GC33 (G34L) n CDRT RSSQSLYHSNLNTYLH 19
GC33 (G34S) L CDRT RSSOSLYHSNSNTYLH 20
GC33 (G34W) L CORT RSSQSLYHSNWNTYLH 21
GC33(634Y) L CDRT RSSQASLVHSNYNTYLH 22
GC33 (634R) L CDR1 RSSQSLVHSNRNTYLH 23
6C33 L CDR2 KVSNRFS 24
GC33 L CDR3 SONTHVPPT 25
Hspdl.8(Hd1.8) |H CDR2 AIDPKTGDTAYSQSFQ 26
Lspdl. 6(Ld1.6) |L CDRT RASESLVHSNRNTYLH 28
pH7 H CDR2 ATDPKTGDTAYSESFQ 30
pL16 L CDR1 CASESLVHSNRNTYLH 32

(2=
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<120> terapia de combinacidn
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<150> JP 2008-098309
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<150> PCT/JP2008/002690
<151> 2008-09-26

<160> 36

<170> Patentin version 3.1

<210> 1

<211> 115

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado
<400> 1

Gln Val Gln Leu GIn GIn Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Glu Met His Trp Val Lys GIn Thr Pro Val His Gly Leu Lys Trp lle
35 40 45

Gly Ala Leu Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Gin Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr

100 105 110

Val Ser Ala

115
<210> 2
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400> 2 :
Asp Val Val Met Thr GIn Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp GIn Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

(S



Pro Lys Leu Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser GlIn Asn
85 90 95

Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys

100 105 110
<210> 3
<211> 115
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400> 3
GIn Val GIn Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Glu Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Ala Leu Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser GIn Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr A'Ia Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr

100 105 110

Val Ser Ser

115
<210> 4
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400> 4
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val His Ser
20 25 30

64



Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly GIn Ser
35 40 45

Pro Gin Leu Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser GIn Asn
85 90 95

Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly GlIn Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys
100 105 110

<210> 5

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Anticuerpo modificado
<400> 5

Asp Tyr Glu Met His

1 5

<210> 6

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 6

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

<210> 7

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Anticuerpo modificado
<400> 7

Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr

1 5

<210> 8

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 8

Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15



<210> 9

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 9

Arg Ser Ser GlIn Ser Leu Val His Ser Asn Ala Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 10

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 10

Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val His Ser Asn Asp Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 11

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 11

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Glu Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 12

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 12

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Phe Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 13

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 13

Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val His Ser Asn His Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 14

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Anticuerpo modificado

(7



<400> 14
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Asn Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 15

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 15

Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val His Ser Asn Thr Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 16

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 16

Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val His Ser Asn GIn Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 17

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 17

Arg Ser Ser GlIn Ser Leu Val His Ser Asn lle Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 18

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 18

Arg Ser Ser Gin Ser Leu Val His Ser Asn Lys Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 19

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 19

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Leu Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 20
<211> 16

(72



<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 20

Arg Ser Ser Gin Ser Leu Val His Ser Asn Ser Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 21

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 21

Arg Ser Ser Gin Ser Leu Val His Ser Asn Trp Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 22

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 22

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Tyr Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 23

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 23

Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val His Ser Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 24

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Anticuerpo modificado
<400> 24

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

1 5

<210> 25

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado
<400> 25 '

Ser GIn Asn Thr His Val Pro Pro Thr

173



<210> 26

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 26

Ala lle Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser GIn Ser Phe GIn
1 5 10 15

<210> 27

<211> 115

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 27

Gln Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Thr Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Glu Met His Trp lie Arg GIn Pro Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp lle
35 40 45

Gly Ala lle Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Gln Ser Phe
50 55 60

GlIn Asp Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 28

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 28

Arg Ala Ser Glu Ser Leu Val His Ser Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 29
<211> 112
<212> PRT



<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 29

Asp lle Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser lle Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Pro Arg Leu Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle
65 70 75 80

Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser GIn Asn
85 90 95

Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys

100 105 110
<210> 30
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400> 30
Ala lle Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Glu Ser Phe GIn
1 5 10 15
<210> 31
<211> 115
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400> 31
GIn Val Gln Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Thr Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Glu Met His Trp lle Arg Gln Pro Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp lle
35 40 45

Gly Ala Ile Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Glu Ser Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

S



Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr

100 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 32
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400> 32
GlIn Ala Ser Glu Ser Leu Val His Ser Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15
<210> 33
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400> 33
Asp lle Val Met Thr GiIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser lle Ser Cys GIn Ala Ser Glu Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu GIn Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro GIn Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser GIn Asn
85 90 95

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

<210> 34

<211> 115

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Anticuerpo modificado

<400> 34

GIn Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
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1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Glu Met His Trp lle Arg GIn Pro Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp lle
35 40 45

Gly Ala lle Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Gin Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr

100 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 35
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Anticuerpo modificado
<400> 35
Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser ile Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Gin GIn Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Pro Arg Leu Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Asn
85 90 95

Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys
100 105 110

<210> 36

<211> 545

<212> PRT

<213> homo sapiens
<400> 36

i
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Gln Pro Pro Pro Pro Pro Pro Asp Ala Thr Cys His GIn Val Arg Ser
1 5 10 15

Phe Phe GlIn Arg Leu GIn Pro Gly Leu Lys Trp Val Pro Glu Thr Pro
20 25 30

Val Pro Gly Ser Asp Leu Gin Val Cys Leu Pro Lys Gly Pro Thr Cys
35 40 45

Cys Ser Arg Lys Met Glu Glu Lys Tyr Gin Leu Thr Ala Arg Leu Asn
50 55 60

Met Glu Gin Leu Leu GIn Ser Ala Ser Met Glu Leu Lys Phe Leu lle
65 70 75 80

ile GIn Asn Ala Ala Val Phe Gln Glu Ala Phe Glu fle Val Val Arg
85 90 95

His Ala Lys Asn Tyr Thr Asn Ala Met Phe Lys Asn Asn Tyr Pro Ser
100 105 110

Leu Thr Pro GIn Ala Phe Glu Phe Val Giy Glu Phe Phe Thr Asp Val
115 120 125

Ser Leu Tyr lle Leu Gly Ser Asp lle Asn Val Asp Asp Met Val Asn
130 135 140

Glu Leu Phe Asp Ser Leu Phe Pro Val lle Tyr Thr GIn Leu Met Asn
145 150 155 160

Pro Gly Leu Pro Asp Ser Ala Leu Asp lle Asn Glu Cys Leu Arg Gly
165 170 175

Ala Arg Arg Asp Leu Lys Val Phe Gly Asn Phe Pro Lys Leu lle Met
180 185 190

Thr GIn Val Ser Lys Ser Leu GIn Val Thr Arg lle Phe Leu GIn Ala
195 200 205

Leu Asn Leu Gly lle Glu Val Hle Asn Thr Thr Asp His Leu Lys Phe
210 215 220

Ser Lys Asp Cys Gly Arg Met Leu Thr Arg Met Trp Tyr Cys Ser Tyr
225 230 235 240

Cys GIn Gly Leu Met Met Val Lys Pro Cys Gly Gly Tyr Cys Asn Val
245 250 255

Val Met GIn Gly Cys Met Ala Gly Val Val Glu e Asp Lys Tyr Trp
260 265 270

Arg Glu Tyr lle Leu Ser Leu Glu Glu Leu Val Asn Gly Met Tyr Arg
275 280 285

lle Tyr Asp Met Glu Asn Val Leu Leu Gly Leu Phe Ser Thr lle His
290 295 300



12

Asp Ser lle GIn Tyr Val GIn Lys Asn Ala Gly Lys Leu Thr Thr Thr
305 310 315 320

lle Gly Lys Leu Cys Ala His Ser GIn Gin Arg Gin Tyr Arg Ser Ala
325 330 335

Tyr Tyr Pro Glu Asp Leu Phe lle Asp Lys Lys Val Leu Lys Val Ala
340 345 350

His Val Glu His Glu Giu Thr Leu Ser Ser Arg Arg Arg Glu Leu lle
355 360 365

Gln Lys Leu Lys Ser Phe lle Ser Phe Tyr Ser Ala Leu Pro Gly Tyr
370 375 380

{le Cys Ser His Ser Pro Val Ala Glu Asn Asp Thr Leu Cys Trp Asn
385 390 395 400

Gly GIn Glu Leu Val Glu Arg Tyr Ser GIn Lys Ala Ala Arg Asn Gly
405 410 415

Met Lys Asn GIn Phe Asn Leu His Glu Leu Lys Met Lys Gly Pro Glu
420 425 430

Pro Val Val Ser GIn lie lle Asp Lys Leu Lys His ile Asn Gin Leu
435 440 445

Leu Arg Thr Met Ser Met Pro Lys Gly Arg Val Leu Asp Lys Asn Leu
450 455 460

Asp Glu Glu Gly Phe Glu Ala Gly Asp Cys Gly Asp Asp Glu Asp Glu
465 470 475 480

Cys lle Gly Gly Ala Gly Asp Gly Met lle Lys Val Lys Asn Gin Leu
485 490 495

Arg Phe Leu Ala Glu Leu Ala Tyr Asp Leu Asp Val Asp Asp Ala Pro
500 505 510

Gly Asn Ser GIn GIn Ala Thr Pro Lys Asp Asn Glu lle Ser Thr Phe
515 520 525

His Asn Leu Gly Asn Val His Ser Pro Leu Lys His His His His His
530 535 540

His

545
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/JP2009/001249

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT

OHNO, Seiji

OHNO & PARTNERS
Kasumigaseki Building 36F
2-5, Kasumigaseki 3-chome
Chiyoda-ku, Tokyo 1006036

NOTIFICATION CONCERNING
SUBMISSION OR TRANSMITTAL
OF PRIORITY DOCUMENT

(PCT Administrative Instructions, Section 411) JAPON
Date of mailing (day/month/year)
26 May 2009 (26.05.2009)
Applicant's or agent's file reference . ,
PCG-9026 WO IMPORTANT NOTIFICATION
International application No. International filing date (day/month/vear)
PCT/JP2008/001249 19 March 2009 (19.03.2009)
International publication date (day/month/vear) Priority date (day/month/vear) .
Not yet published 04 April 2008 (04.04.2008)
Applicant

CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA et al

1. By means of this Form, which replaces any previously issued notification concerning submission or transmittal of priority
documents, the applicant is hereby notified of the date of receipt by the International Bureau of the priority document(s) relating to
all earlier application(s) whose priority is claimed. Unless otherwise indicated by the letters “NR", in the right-hand column or by an
asterisk appearing next to a date of receipt, the priority document concerned was submitted or transmitted to the International Bureau
in compliance with Rule 17.1(a) or (b).

2. (If applicable) The letters “NR'" appearing in the right-hand column denote a priority document which, on_the datc of mailing of
this Form, had not yet been received by the International Bureau under Rule 17.1(a) or (b). Where, under Rule 17.1(a), the
priority document must be submitted by the applicant to the receiving Office or the International Bureau, but the applicant fails to
submit the priority document within the applicable time limit under that Rule, the attention of the applicant is directed to Rule
17.1(c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an
opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the
circumstances.

3. (If applicable)An asterisk (*) appearing next to a date of receipt, in the right-hand column, denotcs a priority document submitted
or transmitted to the International Bureau but not in compliance with Rule 17.1¢a) or (b) (the priority document was received
after the time limit prescribed in Rule 17.1(a) or the request to prepare and transmil the priority document was submitted o the
receiving Office after the applicable time limit under Rule 17.1(b)). Even though the priority document was not furnished in
compliance with Rule 17.1(a) or (b), the International Bureau will nevertheless transmit a copy of the document to the designated
Offices, for their consideration. In case such a copy is not accepted by the designated Office as the priority document, Rule 17.1(¢)
provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry
into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the circumstances.

Priority date Priority application No. Country or regional Office Date of receipt
or PCT receiving Office of priority document
04 April 2008 (04.04.2008) 2008-098309 Jp 30 April 2009 (30.04.2009)
26 September 2008 (26.09.2008) PCT/JP2008/002690 JP 14 May 2009 (14.05.2009)
The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes .
1211 Geneva 20, Switzerland Yoshiko Kuwahara
e-mail PTO7.PCT@WIPO.INT
Facsimile No. +41 22 338 82 70 Telephone No. +41 22 338 74 (7
Form PCT/IB/304 (October 2005) 1/D2RFUGMO

185



PATENT COOPERATION TREATY

WO 2009/122667

PCT/JP2009/001249
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT
FIRST NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF OHNO, Seiji " ,/\- :
THE COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL OHNO & PARTNERS L
APPLICATION (TO DESIGNATED OFFICES WHICH Kasumigaseki Building 36F (ols
DO NOT APPLY THE 30 MONTH TIME LIMIT 2-5, Kasumigaseki 3-chome B
UNDER ARTICLE 22(1)) Chiyoda-ku, Tokyo 1006036
JAPON a
(PCT Rule 47.1(c))
Date of mailing (day/month/year)
05 November 2009 (05.11.2009)
Applicant's or agent's file reference
PCG-9026WO IMPORTANT NOTICE

International application No.

PCT/JP2009/001249

International filing date (day/month/year)
19 March 2009 (19.03.2009)

Priority date (day/month/year)
04 April 2008 (04.04.2008)

Applicant

CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA et al

ATTENTION: For any designated Office(s), for which the time limit under Article 22(1), as in force from 1 April 2002 (30 months from
the priority date), does apply, please see Form PC1/IB/308(Second and Supplementary Notice) (10 be issved promptly after the expiration
of 28 months from the priority date).

Notice is hercby given that the following designated Office(s), for which the time limit under Article 22(1), as in force from | April 2002,
does not apply, has/have requested that the communication of the international application, as provided for in Article 20, be effected under
Rule 93bis.1. The International Bureau has effected that communication on the date indicated below:

08 October 2009 (08.10.2009)

None

Tn accordance with Rule 47.1(c-bis)(i), those Offices will accept the present notice as conclusive evidence that the communication of the
international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy of the international application is required
1o be furnished by the applicant to the designated Office(s).

The following designated Offices, for which the time limit under Article 22(1), as in force from 1 April 2002, does not apply, have not
requested, as at the time of mailing of the present notice, that the communication of the international application be effected under Rule
93bis.1 :

LU, TZ, UG

In accordance with Rule 47.1(c-bis)(ii), those Offices accept the present notice as conclusive evidence that the Contracting State for which
that Office acts as a designated Office does not require the furnishing, under Article 22, by the applicant of a copy of the international
application.

TIME LIMITS for entry into the national phase

For the designated Office(s) lisied above, and unless a demand for international preliminary examination has been filed before the
expiration of 19 months from the priority date (see Article 39(1)), the applicable time limit for entering the natonal phase will, subject to
what is said in the following paragraph, be 20 MONTHS from the priority date.

In practice, time Jimits other than the 20-month time limit will continue to apply, for various periods of time, in respect of certain of the
designated Offices listed above. For regular updates on the applicable time limits (20 or 21 months, or other time limit), Office by
Office, refer to the PCT Gazette, the PCT Newsletter and the PCT Applicant’s Guide, Volume II, National Chapiers, all available from
WIPO’s Internet site, at hitp://www.wipo.int/pct/en/index.html.

It is the applicant's sole responsibility to monitor all these time limits.

The International Bureau of WIPO Authorized officer

34, chemin des Colombettes

1211 Geneva 20, Switzerland Yoshiko Kuwahara

Facsimile No. +41 22 338 82 70

e-mail: pt07.pct@wipo.int

Form PCT/IB/308(First Notice) (January 2004)
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PATENT COOPERATION TREATY WO 2009/122667

PCT/JP20008/001249
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT E
SECOND AND SUPPLEMENTARY NOTICE
INFORMING THE APPLICANT OF THE OHNO, Seiji
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL OHNO & PARTNERS
APPLICATION (TO DESIGNATED OFFICES Rasumigaseki Bullding 36F
WHICH APPLY THE 30 MONTH TIME Chiyoda-ku, okyo 1006036
LIMIT UNDER ARTICLE 22(1)) JAPON
(PCT Rule 47.1(c))
Date of mailing (day/month/year)
05 August 2010 (05.08.2010)
Applicant's or agent's file reference
PCG-9026WO IMPORTANT NOTICE
Intemnational application No. [nternational filing date (dey/monthiyear) Priority date (day/month/vear)
PCT/JP2009/001249 19 March 2009 (19.03.2009) 04 April 2008 (04.04.2008)
Applicant

CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA et al

i

ATTENTION: For any designated Office(s), for which the time limit under Article 22(1), as in force from 1 April 2002 (30 months
from the priority date), does not apply, please sce Form PCT/IB/308(First Notice) issued previously.

Notice is hereby given that the following designated Office(s), for which the time limit under Article 22(1), as in force from 1 April
2002, does apply, hasfhave requested that the communication of the intemational application, as provided for in Article 20, be
effected under Rule 93bis.1. The International Burcau has effected that communication on the date indicated below:

08 October 2009 (08.10.2009)

AU, AZ, BY, CN, CO, DZ, EP, HU, KG, KP, KR, MD, MK, MY, MZ NA, NG, PG, RU, 8Y, TM, US

In accordance with Rule 47.1(c-bis)(i), those Offices will accept the present notice as conclusive evidence that the communication of
the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy of the international application
is required to be furnished by the applicant to the designated Office(s).

The following designated Offices, for which the time limit under Article 22(1), as in force from 1 Apni 2002, does apply, have not
i{c(ﬁue;t;l;i, as at the time of mailing of the present notice, that the communication of the international application be effected under
ule 93bis.1 :

AE, AG, AL, AM, AO, AP, AT, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BZ, CA, CH, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO, EA, EC, EE,
EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, [D, IL, IN, IS, JP, KE, KM, KN, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LY,
MA. ME, MG, MN, MW, MX, NI, NO, NZ, OA, OM, PH, PL. PT, RO, RS, SC, S, SE, SG, SK, SL,'SM, ST, 8V, T4,
TN, TR, TT, UA, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW

In accordance with Rule 47.1(c-bis)(ii), those Offices accept the tgresem notice as conclusive evidence that the Contracting State for
which that Office acts as a designated Office does not require the furnishing, under Article 22, by the applicant of a copy of the
international application.

TIME LIMITS for entry into the national phase

For the designated or elected Office(s) listed above, the applicable time limit for entering the national phase will, subject to what is
said in the following paragraph, be 30 MONTHS from the prionty date.

In practice, time limits other than the 30-month time limit will continue to apply, for various periods of time, in respect of certain
of the designated or elected Office(s) listed above. For regular updates on the applicable time limits (30 or 31 months, or other
time limit), Office by Office, refer to the PCT Gazeite, the PCT Newsletter and the PCT Applicant’s Guide, Volume II, Natonal
Chapters, all available from WIPO’s Internet site, at http//wwawv wipo.int/pct/en/index.html.

It is the applicant's sole responsibility to monitor all these time limits.

The Intenational Burcau of WIPO Authorized officer

34, chemin des Colombettes :
1211 Geneva 20, Switzerland Yoshiko Kuwahara

Facsimile No. +41 22 338 82 70 e-mail: ptO7.pct@wipo.int

Form PCT/IB/308(Second and Supplementary Notice) (January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No,
PCT/JP2009/0012489

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
A61K39/395(2006.01)1, A61K31/404(2006.01)1, A61K31/44(2006.01)1,
A61K45/00(2006.01)1, A61P35/00(2006.01)1, A61P43/00(2006.01)1

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)
A61K39/395, A61K31/404, A61K31/44, A61K45/00, A61P35/00, A61P43/00

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched
Jitsuyo Shinan Koho 1922-1996 Jitsuyo Shinan Toroku Koho  1996-2009
Kokai Jitsuyo Shinan Koho 1971-2009 Torcku Jitsuyo Shinan Koho  1994-2009

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)
CA/MEDLINE/EMBASE/BIOSIS(STN), JSTPlus/JMEDPlus/JST7580 (JDreamlIl),
SwissProt/PIR/GeneSeq

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

19 January, 2006 (19.01.06),
Claims; examples 18 to 27; seqguence listing 90,

92

& JP 4011100 B & JP 2007-300827 A

& US 2007/0190599 Al & EP 1674111 Al

& CA 2544692 A & NO 20063539 A

& CN 1842540 A
X WO 2006/046751 Al (Chugai Pharmaceutical Co., 6-26,45-62
Y Ltd.), , 1-5,27-44

04 May, 2006 (04.05.06),

Claims; each examples; referential examples

& US 2008/0124330 Al & EP 1816140 Al

& CA 2585196 A & KR 10-2007-0070222 A
& CN 101068836 A

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X WO 2006/006693 Al (Chugai Pharmaceutical Co., 6-26,45-62
Y Ltd.), 1-5,27-44

Further documents are listed in the continuation of Box C. E’ See patent family annex.
* Special categories of cited documents: “T" later document published afier the international filing date or pnonty
“A”  document defining the general state of the art which is not considered  to date and not in conflict wath the application hut cited to understand
be of particular relevance the principle or theory underlying the invention
“E” earlier application or patent but published on or after the internationa! filing  “X”  document of particular relevance: the claimed invention cannot be
date considered novel or cannot be considered to involve an inventive
“L”  document which may throw doubts on priority claim(s) or which is step when the document is taken alone
cited to establish the publication date of another citation or other “Y”  document of particular relevance; the claimed invention cannol be
special reason (as specified) considered to involve an inventive step when the document 1s
“O”  document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other means combined with one or more other such documents. such combination
“P”  document published prior to the international filing date but later than the ) being obvious to a person skilled in the an.
priority date claimed “&"  document member of the same patent family
Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report
02 April, 2009 (02.04.09) 12 May, 2009 (12.05.09)
Name and mailing address of the ISA/ Authorized officer
Japanese Patent Office
Facsimile No Telephone No.

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2007)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/JP2009/001249
C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X WO 2006/067913 Al (Chugai Pharmaceutical Co., 6-26,45-62
Y Ltd.), 1-5,27-44
29 June, 2006 (29.06.06),
Each examples; referential examples
& US 2008/0166756 Al & EP 1829962 Al
& EP 1829961 Al
X WO 03/000883 Al (Chugai Pharmaceutical Co., 6-26,45-62
Y Ltd.), 1-5,27-44

03 January, 2003 (03.01.03),
Each Claims; each examples

& JP 2005-225892 A & JP 2007-51159 A

& JP 2007-238632 A & JP 2008-120828 A

& US 2004/0236080 Al & US 2007/0172488 Al

& EP 1411118 Al & EP 1780273 Al

& DE 60228721 D & CA 2451493 A

& HK 1079547 A & CN 1688692 A

& KR 10-2008-0077295 A & AT 407204 T
Y WO 2007/053573 A2 (BAYER PHARMACEUTICALS 1-5,27-44
A CORP.}, 6-26,45-62

10 May, 2007 (10.05.07),

Claims

& EP 1954272 A2 & CA 2627873 A
Y WO 2007/091622 Al (Sankyo Co., Ltd.), 1-5,27-44
A 16 August, 2007 (16.08.07), 6-26,45-62

Par. No. [0003]; each examples

& EP 1982718 Al & CA 2642665 A
Y Masafumi IKEDA et al., "Genpatsusei Kangan no 1-5,27-44
A Yakubutsu Ryoho to Kinase Sogaizai Sorafenib", 6-26,45-62

Hematology & Oncology, 28 January, 2008
(28.01.08), Vol.56, No.l, pages 70 to 75,
ISSN:0915-8529

Y JP 2008-501677 A (Pfizer Products Inc.), 1-5,27-44
A 24 January, 2008 (24.01.08), 6-26,45-62
Each Claims
& US 2005/0272755 Al & EP 1761281 A
& WO 2005/117980 Al & CA 2569277 A
Y WO 2007/099988 Al (Kyowa Hakko Kogyo Co., 1-5,27-44
A Ltd.), 6-26,45-62

07 September, 2007 (07.09.07),
Par. No. [0199]
(Family: none)

Y JP 2004-503582 A (Pharmacia Italia S.p.A.), 1-5,27-44
A 05 February, 2004 (05.02.04), 6-26,45-62
Each Claims; Par. Nos. [0021] to [0022]
& US 2005/0032759 A1l & GB 17635 D
& EP 1315486 A2 & WO 2002/005791 A2

& AU 1041502 A

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2007)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
PCT/JP2009/001249

Box No. II Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This intemational search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

L Claims Nos.: 63-116
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

It pertain to methods for treatment of the human body or animal body by
surgery or therapy and thus relate toa subject matterwhichthis International
Searching Authority is not required, under the provisions of Rule 39.1(iv)
of the Regulations under the PCT, to search.

2. D Claims Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. D Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. III Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. I:l As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite paviment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest [:] The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable,
the payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanicd by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

E] No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2007)
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

] l
S

Fecha: 2010-10-27 14.56:14 Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 187

i - .
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

LISTA DE CHEQUEO
ADMISION A TRAMITE - NUEVAS CREACIONES

PATENTE DE INVENCION [ | MODELO DE UTILIDAD [ ] Art 33 Decision 486/00

HnREN

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante ¢ de la persona que presenta fa solicitud
Descripcién de la invencidn

Dibujos de ser estos pertinentes : ,
Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D: Incompleta [:]

PATENTE DE INVENCION PCT ':' MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

HiNpEEN

Indicacion que se solicita una PCT oo

Copia de la solicitud en espafol, tal como fue qresentada inicialmente (capitulo descriptivo,

reivindicatorio, resumen) .

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta [___] ,

DISENOINDUSTRIAL [ ] (Art. 119 Decisi6n 486/00)

L]
L]

[]
L]

Indicacion que se solicita Disedo industrial

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Di§eﬁo industrial o muestra del material que incorpora el
diseno

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D |ncompleta,:_ l:]

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

NN

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la s'olicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Compraobante de ‘pago de las tasas establecidas

Completa D , ' Incompleta D

P102-FO8 (2009-11-18)
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C.,
2020

Doctor(a)

RODRIGUEZ D° ALEMAN DILIA MARIA
Apoderado(a) y/o Representante de
CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA

REFERENCIA Radicacion No. 10 133385
Solicitud internacionai PCT/JP2009/001249
Fecha inicio fase nacional 04/11/2010

Tramite 11
Evento 378
Actuacion

430
Oficio No. EJ 9 ; 06

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. El solicitante debe presentar un nuevo titulo que permita identificar la materia de la cual trata la solicitud, ya
que el titulo relacionado no se encuentra con la precision necesaria para identificar claramente el objeto de la
solicitud de patente. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-486, Circular Unica 5.2.9)

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente del inventor al
solicitante o a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Codigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numerat
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perdera su prelacion.

Continua en la pagina éiguiente...

Al contestar favor indique el numero de Sede Centro; Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, §, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion que se encuentra a continuacion Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070
Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia
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Q},§ Continuacion radicado No: 10 133385 Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

"
o)

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.lede 2001.

ALIX CARMENZA #ESPEDES DE VERGEL
Directora de Nuevéas Creaciones (c)

<80y gy

El anterior recrierimiento fue notificado por fijaciéon en lista de fecha

adpai1
Al contestar favor indique el nUmero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacién que se encuentra a continuacién Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070

Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia



