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MODIFIED SOLUBLE FGF RECEPTOR Fc FUSIONS WITH IMPROVED
BIOLOGICAL ACTIVITY

Field of the Invention and Introduction

The invention relates to modified soluble FGF receptor Fc fusions comprising a fusion
of a soluble fragment or domain of the FGF receptor with an Fc region of an
immunoglobulin, having improved biological activity, compositions containing them, and
method of producing such modified soluble FGF receptor Fc fusion molecules.
Particularly, the modified soluble FGF receptor F¢ fusions have improved anti-
angiogenic activity and anti-tumoral antibody-dependent cell mediated cytotoxicity
activities, namely ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity) and/or CDC
(complement-dependent.cytotoxicity ), and are thus useful in the treatment of cancer,
metastatic tumors and for reducing tumor growth in a subject. The invention further
relates to methods of inhibiting tumor growth and methods for the treatment or

~ prevention of pathological situations including, but not limited to, breast cancer,

melanoma, leukemia, brain metastases, renal cancer, primary melanoma, primary
colon cancer, primary bladder cancer, infantile hemangioma, ovarian cancer, prostate

cancer and lung cancer.
Background of and Relevance of the Invention

Angiogenesis, i.e., the formation of new blood vessels from pre-existing ones, involves
a complex coordination of endothelial cell proliferation, migration, basement membrane
degradation and neovessel organization (Ji et al., 1998, FASEB J. 12:1731-1738). The
local, uncontrolled release of angiogenic growth factors and/or alterations of the
production of natural angiogenic inhibitors, with a consequent alteration of the
angiogenic balance (Hanahan et al, 1996, Cell. 86: 353-64) are responsible for the
uncontrolled endothelial cell proliferation that takes place during tumor
neovascularization and in angiogenesis-dependent diseases (Folkman, 1995, Nat. Med.
1:27-31).

" Numerous natural inducers of angiogenesis have been identified, including members of

the vascular endothelial growth factor (VEGF) family, angiopoietins, transforming
growth factor-a and - (TGF-a and -B), platelet-derived growth factors (PDGF), tumor
necrosis factor- a (TNF- a), interleukins, chemokines, and the members of the
fibroblast growth factor (FGF) family. These potent angiogenic factors are often over-
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expressed by tumor tissues (Presta, 2005, Cytokine & Growth Factors Reviews. 16:
159-178; Grose, 2005, Cytokine & Growth Factors Reviews. 16: 179-186).

Indeed, FGFs, and more specially FGF2, are over-expressed in numerous human
cancer including melanoma (Halaban, 1996, Semin Oncol. 23:673-81; Hanada, 2001,
Cancer Res. 61: 5511-5516), leukemia (Krejci et al, 2001 Leukemia. 15:228-37, Bieker

et al, 2003, Cancer Res. 63: 7241-7246) renal cancer (Hanada, 2001, Cancer Res. 61:

5511-5516), colon cancer (Tassi, 2006, Cancer Res. 66:1191-1198), ovarian cancer
(Whitworth et al, 2005, Clin Cancer Res. 11:4282-4288, Gan et al, 2006, Pharm Res.
23:1324-31), prostate cancer (Aigner et al, 2002 Oncogene, 21:5733-42; Kwabi-Addo
et al, 2004, Endocr Relat Cancer. 11:709-24) and lung cancer (Takanami et al/, 1996,
Pathol Res Pract. 192:1113-20; Volm et al, 1997, Anticancer Res. 17:99-103;
Brattstrom et al, 1998, Anticancer Res. 18: 1123-1127). In addition, FGF2 over-
expression can be correlated with a chemoresistance in certains cancers including
bladder, breast, head and neck cancers (Gan et al, 2006, Pharm Res. 23:1324-31).
With respect to FGF family members, as FGFs secreted by tumor cells have affinities
for the glycosaminoglycan side-chains of cell surface and matrix proteoglycans, these
secreted FGFs are most likely sequestered nearby tumor cells forming FGF reservoirs.
This particularity makes FGF addressing a good strategy to direct an active molecule 4
that needs a target molecule stably expressed and easily accessible.

Various antibody-based products are currently used as therapeutic drugs and several
monoclonal antibodies (mAbs) are now approved in various therapeutic areas such as
oncology, inflammation, infectious disease and cardiovascular disease. These mAbs
induce tumor cells killing by multiple mechanisms including recruitment of immune
system (Harris, 2004, Lancet Oncol, 5: 292-302). The Fc moiety of mAbs is responsible
for these immune-mediated effector functions that include two major mechanisms:
Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity (ADCC) and Complement-Dependent
Cytotoxicity (CDC). ADCC occurs when an mAb first binds via its antigen-binding site
to its target on tumor cells, and then the Fc portion is recognized by speciﬁc Fc
receptors (FCR) on effector cells (i.e. NK, neutrophiles, macrophages...) that attack the
target cell. CDC is a process where a cascade of different complement proteins
become activated when an mAb binds to C1q leading to formation of C3b on the
surface of antibody-coated tumor cells near the site of complement activation. The
presence of C3b controls formation of the C5~C9 membrane attack complex that can
insert into the membrane to lyse tumor cells (Sharkey, 2007, CA Cancer J Clin, 56: ‘
226-243). The ability of mAbs to stimulate ADCC depends on their isotype. IgG1 and

. 1gG3 antibodies bind highly to FcRs, while IgG4 and IgG2 antibodies bind weakly. CDC

X
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capacitity of mAb also depends on mAb isotype. IgG3 and, to a lesser extent, IgG1 are
the most effective isotypes for stimulating the classic complement cascade. IgG2 mAbs
are less efficient in activating the complement cascade, whereas IgG4 is unable to do
so (Strome, 2007, The Oncologist, 12:1084-1 095).

The use of a fusion protein that can have, as antibodies, a dual functionality with a
binding part exhibiting a specific targeting and an effector part able to induce the lysis
of target cells by recruitment of immune system, is one aspect of these therapeutic
strategies. In addition, to be useful in therapy, this molecule would need to have
advantageous pharmacokinetic properties PK. The Fc moiety can detectably increase
the serum half life of the modified soluble FGF receptor F¢ fusion, but there is still a
need for fusion protein with a longer serum half life. Finally, if this fusion protein is to be
used as a drug, it is necessary that it is produced reliably, efficiently and with
appropriate productivity.

Thus there is a need for a fusion protein with ADCC and/or CDC activities targeting
FGF for treatment of cancer, metastatic tumors and for reducing tumor growth in a
subject, with improved PK features, and which can be produced efficiently.

The applicants have now discovered that soluble fusion proteins between soluble FGF
receptor part (binding or targeting moiety) and Fc part (effector function moiety)
(sFGFR-Fc) that are modified to have a particular glycan profile have in fact
substantially improved biological activities, including ADCC and/or CDC activities, and
may thus be used as efficacious anti-angiogenic and anti-tumoral drugs, for the
treatment of uncontrolled cell growth or cancer. These modified soluble fusion proteins
have advantageous PK properties due to their sialylation rate, and can be produced
with appropriate productivity and minimal aggregation because of their glycbsylation
pattern.

Summary of the Invention

The present invention is thus directed to a modified soluble FGF receptor Fc
comprising a fusion of a soluble fragment or dorﬁain of a FGF receptor with an Fc
region of an immunoglobulin, wherein at least the 5™ N-glycosylation site of the FGF
receptor moiety is occupied, and wherein at most 45% of the N-glycans of the FGF
receptor moiety have no sialyl group. In addition, according to a further preferred
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embodiment of the invention, the 39, 4™ 6" and 7™ N-glycosylation sites of the FGF
receptor moiety are occupied. Preferably, all N-glycosylation sites are occupied. In a
further preferred. embodiment, the average humber of sialic acid per N-glycan in the
FGF receptor moiety of the fusions of the invention is at least 0.9; even more
preferably, itis at least 1.2. Each N-glycan molecule of the modified soluble FGF
receptor Fc fusion according to the present invention comprises 3 mannose residues,
on average 1.5 to 3.0 galactose residues, 3.5 to 5 of N-acetylglucosamine, and 0.6 to 1
fucose residues. ,

The present invention is also directed to modified soluble FGF receptor Fc fusions
comprising a fusion of a soluble fragment or domain of a FGF receptor with an Fc |
region of an immunoglobulin, wherein all N-glycosylation sites are occupied, and
wherein at most 45% of the N-glycans of the FGF receptor moiety have no sialyl group
and wherein the N-glycan of the Fc region is 60 to 100% fucosylated.

Ih one embodiment, the soluble fragment or domain of the FGF receptor is the soluble
or extracellular domain of FGF receptor 1 (sSFGFR1) or of FGF receptor 2 (sFGFR2).
In another-embodiment, the soluble fragment or domain of the FGF receptor is the
soluble or extracellular domain of FGF receptor 1 isotype or variant lllc (sSFGFR1(llic))
or of FGF receptor 2 isotype llic (sSFGFR2(liic)).

According to a preferred embodiment, the modified soluble FGF receptor Fc fusion is "
encoded by a polynucleotide having the nucleotide sequence as set forth in the SEQ ID
NO: 1, or a polynucleotide having at least 80% identity with the nucleotide sequence of
SEQ ID NO: 1. In a further preferred embodiment, the modified soluble FGF receptor
Fc fusion of the invention has the amino acid sequence as set forth inthe SEQIDNO:
2o0ra séquence having at least 95%, 97%, 98%, or 99% identity with the sequence as
set forth in SEQ ID NO: 2.

Thé modified soluble FGF receptor F¢ fusion of the invention has ADCC and/or CDC .
activity and is thus useful for the treament of diseases such as cancer.

The present invention also relates to pharmaceutical compositions comprising such
modified soluble FGF receptor Fc fusions.

The present invention further relates to the combination of the modified soluble FGF
receptor Fc fusion with a chemotherapeutic agent or a biotherapeutic agent with anti-
tumoral and/or anti-angiogenic pfoperties.

Another object of the present invention is a method of treatment of cancer, or a method
of preventing or reducing tumor growth and volume and metastatic tumors comprising
administering to a subject the modified soluble FGF receptor Fc fusion of the present
invention in a therapeutically effective amount.
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Brief Description of the Figures

Figure 1A and B show maps of the expression vectors for SIAT6 (ST3GAL3) and
B4GT1(B4GALT1), respectively.

Figure 2 A and B show the nucleic acid (SEQ ID No. 9) and amino acid (SEQ 1D No.
10) sequences of B4GT1(B4GALT1) for expression from pXL4551

Figure 3 A and B show the nucleic acid (SEQ ID No. 11) a.nd amino acid (SEQ ID No.

~ 12) sequences of SIAT6 (ST3GAL3) for expression from pXL4544

Figure 4 A corresponds to the nucleic acid sequence of sSFGFR2-Fc¢ for expression
from pXL4410, pXL4429 or pXL4636 (SEQ ID N° 1), Fig 4 B to the amino acid
sequence of SFGFR2-Fc (the N-glycosylation sites are indicated in bold type) encoded
by pXL4410 pXL4429 or pXL4636 (SEQ ID N° 2), Fig 4 C to the amino acid sequence
of sSFGFR2 (SEQ ID N° 4), Fig 4 D to the amino acid sequence of Fc (SEQ ID N° 6),
Fig 4 E to the amino acid sequence of the linker, and Fig 4F to the amino acid
seqlience of the signal peptide (SEQ ID N° 8). It is the signal peptide described for
interleukin-2. It was observed that fusion of this peptide upstream of the sequence
represented by SEQ ID No.2 leads to a secreted protein with a homogeneous N-

terminal amino acid sequence.

Figure 5 is a schematic representation of the strategy used for constructing pXL4636,
encoding SFGFR2-Fc and Glutamine Synthetase ' '

Figure 6 A and B show maps of the expression vectors pXL4429 for sFGFR2-Fc and
DHFR and pXL4417 encoding neomycin resistance gene '

Figure 7 is a graph showing the correlation between the average number of sialic acid
per sFGFR2 N-glycan and clearance of sSFGFR2-Fc in blood - Optimal ratio > 1.2.
preferred ratio > 0.9.

Figure 8 shows SDS-PAGE (non reducing conditions) of 1 ug of sSFGFR2-F¢ incubated
in the absence (-). or in the presence (+) of PNGase F. M: molecular weight marker

A\
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Figuré 9 shows the N-glycan position and numbering in sFGFR2-Fc dimer. The
numbering starts from the N-terminal amino acid sequence of FGFR2
(FGFR2_HUMAN) such that position N1 correspond to Asn83, N2 to Asn123, N3 to
Asn228, N4 to Asn241, N5 to Asn 265, N6 to Asn 297, N7 to Asn318, N8 to Asn331.
Position N297 correspond to the Asn position on human Fc (IgG1).

Figure 10 is a graph s_howing the kinetics of disappearance of protein sFGFR2-Fc
(squares) in blood over time up to 72 hours.

Figure 11 shows the amount of recoveries of protein sSFGFR2-Fc in plasma and liver

expressed in % of injected dose.

Figure 12 is a graph of the A549 tumor volume analysis after treatment up to day 40

(100 pg/mouse/admin: triangles; 300 'ug/mouse/admin: squares; 500 pyg/mouse/admin:

closed circles; PBS control: open circles).
Figure 13 is a graph of the A549 tumor weight analysis after treatment at day 40.

Figure 14 is a graph of the H460 tumor volume analysis after treatment up to day 22
(treated group: closed circles; PBS control group: open circles).

Figure 15 is a graph of the H460 tumor weight analysis after treatment at day 22.

Figure 16 is a graph of the evaluation of the in vitro ADCC activity of sFGFR2-Fc on
H460 and A549 tumor cells.

Figure 17 shows graphs of the A549 tumor volume analysis when implanted in three
mouse strains, i.e. SCID (Fig. 17A), NOD/SCID (Fig. 17B), and SCID/bg (Fig. 17C),

up to day 41 (sFGFR2-Fc 100 pg/mouse/admin: diamonds; PBS control: open dirdles).

Figure 18 shows graphs of the H460 tumor volume analysis when implanted in three
mouse strains, i.e. SCID (Fig. 18A), NOD/SCID (Fig. 18B), and SCID/bg (Fig. 18C),

up to day 22 (sFGFR2-Fc 100 pg/mouse/admin: diamonds; PBS control: open circles).

Figure 19A shows a map of the plasmid encoding sFGFR2-Fc (A265 in Fc), and
Fig. 19B shows the protein sequence of sSFGFR2-Fc (A265 in Fc) (SEQ ID No. 14).
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Position 392 is the position of the mutation in the Fc domain (Asp265Ala) and is

represented in bold type.

Figure 20 is a graph showing the H460 tumor volume analysis when implanted in nude
mouse strains up to day 23 (open circles: PBS control; diamonds: sFGFR2-Fc 500
ug/mouse/admin; open square: sSFGFR2-Fc (A265Fc) 500 pg/mouse/admin). **: p<0.01

vs control Anova & Newman-Keuls post test)

Detailed Description

Throughout this disclosure, applicants refer to journal articles, patent documents,
published references, web pages, sequence information available in databases, and

- other sources of information. One skilled in the art can use the entire contents of any of
_the cited sources of information to make and use aspects of this invention. Each and

every cited source of information is specifically incorporated herein by reference in its
entirety. Portions of these sources may be included in this document as allowed or
required. However, the meaning of any term or phrase specifically defined or explained
in this disclosure shall not be modified by the content of any of the sources. The
description and examples that follow are merely exemplary of the scope of this
invention and content of this disclosure. One skilled in the art can devise and construct
numerous modifications to the examples listed below without departing from the scope

of this invention.

The present invention relates to soluble protein fusions comprising domains of FGF
receptors. The invention generally encompasses FGF receptor fragments, domains,
and especially soluble or extracellular domains. The extraceliular domain of the FGF
receptor is linked to an appropriate fusion partner, such as an immunoglobulin Fc unit.
Therefore, in the broadest sense, the modified soluble FGF receptor fusions of the
invention can be FGF receptor (FGFR) proteins, fragments, domains, extracellular
domains, soluble domains, and any of these linked to a fusion partner, especially an Fc
region fusion partner. A

This applicant has found that a modified soluble FGF receptor Fc fusion comprising a

fusion of a soluble domain of a FGF receptor with an Fc region of an immunoglobulin
wherein at most 45% of the N-glycans have no sialyl group have advantageous
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properties. Advantages of the sialylation pattern of the modified soluble FGF receptor.

- Fc fusion of the invention include a better pharmacokinetic profile and an improved

resistance to cleavage in vivo.

Typically N-glycans are attached cotranslationally through specific asparagine (Asn) -
residues. The consensus sequence Asn-X-Ser/Thr (where X is any amino acid except
Pro) is essential but not sufficient in that local secondary structure may determine
addition (Jefferis ef al., 2006, Nature Biotechnology 24:1241). Several factors are
belieyéd to account for unaccupied N-glycosylation sites (Jones et al, 2005,
Biochimica et Biophysica Acta 1726: 121). Several N-glycosylation sites are present
within the soluble FGF receptors of the invention. For example, there are 8 N-
glycosylation sites in the extracellular domain of FGFR2lllc (see Fig. 9). The N-glycans
contain a conserved oligosaccharide core linked to Asn. This core is composed of three
mannose (Man) and two N-acetylglucosamine (GIcNAcs) monosaccharide residues.
Additional GlcNAcs are normally linked to B1,2-linked to the a6 Man or a3 Man, while
the N-acetylneuraminic acid (NeuAca2,6), galactose (GalB1,4), fucose (Fuca1,6) and
bisecting GIcNAc (B1,4) can be present or absent (Jefferis et al., 2006, Nature
Biotechnology 24:1241).

The applicant has demonstrated that the presence of a N-glycan on the 5" N-

- glycosylation site from the N-terminus of the FGFR moiety confers advantageous

properties for productivity and low aggregation, as shown in the Experimental
Examples. In particular, in the absence of glycosylation on this particular site,
productivity drops dramatically, while aggregation is increased. In addition, the
presence of this N-glycan was found to be necessary for FGF binding.

The present invention is thus directed to a modified soluble FGF receptor Fc fusion
comprising a fusion of a soluble domain of a FGF receptor with an Fc region of an
immunoglobuliﬁ, wherein at least the 5" N-glycosylation site of the FGF receptor
moiety is occupied, and at most 45% of the N-glycans of said FGF receptor moiety
have no sialyl group.

According to a further embodiment of the invention, the 3, 4™ 6™ and 7" N-
glycosylation sites of the FGF receptor moiety are occupied. When at least 7 of the N-
glycosylation sites of the FGF receptor moiety are glycosylated, the fusion of the
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invention has even better properties as regards productivity and low aggregation. Thus,
in another aspect, the invention is directed to a fusion of a soluble fragment or domain
of a FGF receptor with an Fc region of an immunoglobulin, wherein at least 7 N-
glycosylation sites are occupied and at most 45 % of the N-glycans of the FGF receptor
Fc fusion have no sialyl group. In a specific embodiment of the invention, all the N-

glycosylation sites are occupied.

In another aspect, the modified soluble FGF receptor Fc fusion of the invention has an
average number of sialic acid per N-glycan of the FGF receptor moiety is at least 0.9,

i.e. this number can be 0.9 or any value above 0.9. In a preferred embodiment, the

modified soluble FGF receptor Fc fusion of the invention has an average number of
éialic acid per N-glycan of at least 1.2. Such a ratio was found by the applicant to
ensure a maximized concentration in the blood of the soluble FGF receptor fusion of
the invention, that would be comparable to the optimal concentration in the blood found

for Fc molecules.

The present invention is further directed to a modified soluble FGF receptor Fc fusion
comprising a fusion of a soluble fragment or domain of a FGF receptor with an Fc
region of an immunoglobulin, wherein all N-glycosylation sites are occupied, and
wherein at most 45% of the N-glycans of the FGF receptor moiety have no sialyl group
and wherein the N-glycans of the Fc region are not fucosylated. In another embodiment,
the modified soluble FGF receptor Fc fusion of the invention is partially fucosylated,
e.g., 0 to 60 % fucosylated. In yet another embodiment, the modified sbluble FGF
receptor Fc fusion of the invention is entirely fucosylated. Ina preferred embodiment,
the modified soluble FGF receptor Fc fusion of the invention is 60 to 100 % fucosylated.
In a further preferred embodiment, each N-glycan molecule of the modified soluble

FGF receptor Fc fusion accordihg to the present invention further comprises 3

mannose residues, and a mean of 1.5 to 3.0 galactose residues, 3.5 to 5 of N-
acetylglucosamine per molecule of giycan, and 0.6 to 1 fucose residues.

According to the invention, the modified soluble FGF receptor Fc fusion binds FGF
ligand with high affinity. For example, said fusion binds FGF2 with a K; value

measured by Biacore™ comprised between 1 and 5 nM. In a preferred embodiment of

the invention, the Kp value of said fusion for FGF2 measured by Biacore™ is around
1.5 nM.

Such modified fusions as described above are useful as potent and therapeutically
effective inhibitors of tumor growth. Indeed the applicant has demonstrated that the
modified soluble FGF receptor Fc fusions of the invention are capable of inhibiting



10

15

20

25

30

35

WO 2008/065543 PCT/IB2007/004354

10

tumor growth in vivo. Moreover, said modified soluble FGF receptor Fc; fusions of the
invention are capable of triggering ADCC and/or CDC responses both in vitro and in
vivo. As effective ADCC and/or CDC mediating molecules, these compounds are

especially useful to treat FGF-overexpressing cancerous tumors.

The FGFR sequences used for the FGFR compounds, full length or fragments of an
FGFR, synthetic FGFR sequences, extracellular domains, soluble domains, or fusions
of these, can be selected from any available or known sequences. FGFR belongs to
the tyrosine kinase family of receptors and to the immunoglobulin (Ig) supergene
family. In transmembrane forms of the reéeptor, the tyrosine kinase domain is
intracellular and the Ig-like domains are extraceliular. Both transmembrane and
secreted forms bind FGF. There are at least four genes that encode FGFRs that have
a common structure of two or three extracellular immunoglobulin (Ig)-like loops (Ig!-
iglll} and one intracelluiar tyrosine kinase domain. Alternative splicing products are also
known, from exons encoding the extracellular region, resulting in multiple receptor
forms. The third ig-like loop leads to at least three receptor variants ‘and two
membrane-spanning forms are produced by alternative splicing of two exons (llib and
{ilc) encoding the second half of loop 1ll. For example, a selective polyadenylation site
preceding exons llib and lllc is used to pfoduce a soluble form of FGFR1 (lila). In
humans and mice, the Iglila splice- variant of FGFR1 encodes a protein that apparently
has no hydrophobic membrane-spanning domain and may therefore be a secreted or
soluble form of the receptor. The FGFR compounds may also utilize sequences from
FGFR1 (Protein locus on NCBI, NP_075598); FGFR2 (Protein locus on NCBI,
NP_000132); FGFR3 (Protein locus on NCBI, P22607); and FGFR4 (Protein locus on
NCBI, NP_002002) (Kiefer et al., 1991, Growth Factors 5:115-127).

Soluble forms of FGF receptors, comprising the extracellular domains, have also been
discussed in U.S. Pat. Nos. 5,288,855; 6,656,728; WO 91/00916; WO 92/00998; WO
00/46380; WO 2005/016966; WO 2005/113295; WO 2006/113277; WO 2007/014123,
and European Patent 529 076. The FGFR fragments, domains, or soluble or
extracellular domains as used in the invention may include the fragment of an FGFR
that is extracellular in its native form or consists of all or part of the naturally secreted
form. Furthermore, the FGFR sequences as used in this invention can be those
specifically described or listed and sequences having about 98%, 97%, 96%, 95%,
94%, 93%, 92%, 91%, or 90% amino acid sequence identity over the full length of the
polypeptide sequence described or depicted, or having about 95%, 90%, 85%, 80%, or
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75% nucleic acid sequence identity over the polypeptide encoding region for nucleic
acids encoding the FGFR sequences of the invention. The fragment or domain could
also include additional amino acids or other regions of the FGFR as long as these
additional amino acids or regions do not prevent or signiﬁcanﬂy reduce the ability of the
FGFR compound to be used as described in this invention. A polypeptide or fusion
protein consisting essentially of a FGFR domain or fragment may contain other amino
acids as long as the ability to be expressed in a mammalian cell and bind to FGF are
retained, and optionally, in addition, as long as the ability to reduce cell growth or

reduce vascularization is retained.

In one embodiment, the soluble fragment or domain of the FGF receptor is the soluble
or extracellular domain of FGF receptor 1 (SFGFR1) or FGF receptor 2 (sFGFR2).

The fragments of FGFR1 and FGFR2 selected can have one or more of the following
mutations, an N-terminal deletion; of 1-7 amino acids; or N-term substitution; a deletion
of the loop1 sequence; a deletion of the acidic box sequence. Polynucleotides
encoding amino acid sequence mutants can be prepared by a variety of methods
known in the art, including, but not limited to, oligonucleotide-mediated (or site-
directed) mutagenesis, PCR mutagenesis and céssette mutagenesis of an earlier
prepared mutant or a non-mutant version of the molecule of interest (see, e.g., Kunkel,
1985, Proc Natl Acad Sci USA 82:488).

In another embodiment, the soluble fragment or domain of the FGF receptor is the
soluble or extracellular domain of FGF receptor 1 isotype Illlc (sFGFR1(llic)) and FGF
receptor 2 isotype llic (sFGFR2(lllc)).

Preferred embodiments include soluble fragment or domain of the FGF receptor 2
isotype or variant lllc encoded by a polynuclectide having the sequence of SEQ 1D NO:
3, and/or having the amino acid sequence of SEQ ID NO: 4 or a sequence with at least
95%, 97%, 98%, or 99% identity with the SEQ ID NO: 4.

According to this latest embodiment, the modified soluble FGF receptor Fc fusion
(sFGFR2-Fc) of the present invention advantageously has a high afﬁnity for its natural
ligand FGF2 or high Kp value of the order of the nanomolar, comprised between 1 and

5 nM and more precisely around 1.5 nM.

Specific examples of immunoglobulin domains include, but are not limited to, the Fc
region of an immunoglobulin molecule; the hinge region of an immunoglobulin
molecule; the CH, region of an immunoglobulin molecule; the CH, region of an
immunoglobulin molecule; the CH; region of an immunoglobulin mdlecule; the CH,

)

;’j)/
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region of an immunoglobulin molecule; and the light chain of an immunoglobulin
molecule, and humanized variants of any of these. The sequences for these regions
are also available to one of skill in the art (see, for example, Huck et al., 1986, Nucleic
Acids Res. 14:1779).

As used in the specification and claims, “immunoglobulin Fc region or Fc” means the
carboxyl-terminal portion of an immunoglobulin heavy chain cohstaﬁi region. The Fe
regions are particularly important in determining the biological functions of the
immundg!obulin and these biological functions are termed effector functions. As known
in the art, the heavy chains of the immunoglobulin subclasses comprise four or five
domains: IgM and IgE have five heavy chain domains, and IgA, IgD and IgG have four
heavy chain domains. The Fc region of IgA, IgD and IgG is a dimer of the hinge-CH,—
CH; domains, and in IgM and IgE it is a dimer of the hinge-CH,--CH3--CH, domains.
Further the CH; domain of IgM and IgE is structurally equivalent to the CH, domain of
lgG, and the CH, ddmain of igM and IgE is the homolog of the CH; domain of lgG (see,

. W. E. Paul, ed., 1993, Fundamental Inmunology, Raven Press, New York, New York).

Any of the known Fc regions would be useful as the Fc region in the modified soluble
FGF receptor Fc fusions of the invention.

Iin one embodiment, the gene encoding the Fc region of human IgG (ch) is obtained by
reverse transcription and PCR using RNA prepared from human leukocytes and
appropriate 5' and 3' primers. The resulting DNA fragments contain complete
sequences of the hinge, CH,, and CH; domains of IgG and can be used as the
template to generate variants in which certain amino acids are substituted, as known in
the art. A prirher encoding a peptide linker, including an optional restriction enzyme
site, can be incorporated into the PCR prbcess. The resulting DNA fragments are
inserted into a holding vector and confirmed by DNA sequencing.

Preferably, the Fc region of immunoglobulin gamma-1 is used, which includes at least
part of the hinge region, CH, region, CH, region, and CH; region. In addition, the Fc
region of immunoglobulin gamma-1 can be a CH,-deleted —F¢ or a CH,-deleted-Fc,
and includes a part of a hinge region and a CH; region wherein the CH; and/or CH,
region has been deleted. A CH,-deleted-Fc has been described by Gillies et al., (1990,
Hum. Antibod. Hybridomas, 1:47).

Most preferably, the Fc region of igG1 comprises the sequence encoded by a
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polynucleotide having the sequence of SEQ 1D NO: 5, and/or the amino acid sequence
as set forth in SEQ ID NO: 6 or a sequence with at least 95% identity with SEQ ID NO:
6. However, Fc regions from the other classes of immunoglobulins, IgA, IgD, IgE, and

IgM, would also be useful as the Fc region.

Further, deletion constructs of these Fc regions, in which one or more of the constant
domains are deleted, may be prepared. One of ordinary skill in the art could prepare
such deletion constructs using well known molecular biclogy techniques. In addition,
the Fc region used can be one that has about 99%, or about 98%, or about 95%, or
about 90%, or about 85%, or about 80%, or about 75% amino acid identity to that

~ shown in SEQ ID NO:6.

Specific mutations as compared to SEQ ID NO: 6 that can be selected from and used
individually or in any combination are; a deletion or substitution of ane of the Cys within
the first 20 N-term amino acids; a deletion of Cys at position 5 in SEQ ID NO: 6; ora
substitution of Cys at position 5. The Fc¢ region sequence chosen can detectably
increase the serum half life of the modified soluble FGF receptor Fc fusion.

The modified soluble FGF receptor F¢ fusion of the invention may comprise a hinge or
a spacer region can be used between the soluble receptor part and the Fc region,
(Ashkenazi et al., 1997, Current Opinion in Immunology, 9:195-200). Examples include
a flexible peptide linker of about 20 or fewer amino acids in length. More preferably, the
peptide linker may be at least three amino acids in length, and/or a peptide linker
comprising two or more of the following amino acids: glycine, serine, alanine, and
threonine. In a preferred embodiment, the peptide linker does not include a protease
cleavage site. Most preferred linker is SAL (Ser-Ala-Leu).

The present invention also provides for the construction of polynucleotides encoding
the modified soluble FGF receptor Fc fusion according to the present invention as well
as a vector capable of expressing the modified soluble FGF receptor Fc fusion when
introduced into an appropriate host cell. According to the preferred embodiment, the
polynucleotide encoding the modified soluble FGF receptor Fc fusion has the sequence
of SEQ ID NO: 1, or a sequence sharing at least 80% identity with SEQ ID NO: 1. As
used herein, "vector” is understood to mean any nucleic acid comprising a nucleotide
sequence of interest and capable of being incorporated into a host cell, and optionally
to express an encoded protein or polypeptide. Vectors include linear nucleic acids,
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plasmids, phagemids, cosmids and the like, all within the knowledge of a person'skilled
in the art. Polynucleotides encoding the FGFR or fusion compound of the invention, as
well as vectors containing these nucleic acids and host cells wherein these vectors

have been introduced, are also specifically incorporated into the scope of the invention.

Most preferably, the fusion molecules of the invention are encoded by DNA comprising

an extracellular domain of an FGFR fused at the C terminué to the Fcy1 region of the
human immunoglobulin y1 gene. The Fcy1 region of the immunoglobulin y1 gene
includes at least a portion of the hinge domain and CH; domain, or at least a portion of
the hinge domain, CH, domain and CH; domain. The DNA encoding the chimeric
polypeptide molecules according to the pfesent invention can be in its genomic
configuration or its cDNA configuration. Signal peptides may be used to efficiently
initiate the transport of a protein across thé membrane of the endoplasmic reticulum.
Signal sequences have been well characterized in the art and are known typically to
contain 16 to 30 amino acid residues, although other sizes are possible. A detailed
discussion of signal peptide sequences is provided by von Heijne (1986, Nucleic Acids
Res., 14:4683). According to a preferred embodiment, the signal peptide is taken from
Interleukin-2 signal peptide (SEQ ID No. 8) as known in the art. The applicant has
observed that fusing this peptide to an extracellular domain of an FGFR leads to a
secreted protein with a homogenous N-terminal amino acid sequence, which is not the
case when the endogenous FGFR signal peptide is used.

An expression vector containing the coding sequences of the modified soluble FGF
receptor Fc fusion of the invention placed under the control of appropriate
transcriptional and translational regulatory sequences can be constructed by
recombinant DNA technology as known in the art. Such expression vector is introduced
into a host cell by any technique known to the person skilled in the art. The resulting
vector-containing cell is then grown to produce a modified soluble FGF receptor Fc
fusion or fragment thereof, using any technique known to the person skilqed in the art.

According to the invention, a variety of expression systems may be used to express the
modified soluble FGF receptor Fc fusion molecules. In one-aspect, such expression
systems represent vehicles by which the coding sequences of interest may be
produced and éubs'equently purified, but also represent cells which may, when
transiently transfected with the appropriate nucleotide coding sequences, express a
modified soluble FGF receptor Fc fusion molecule of the invention in situ. Mammalian
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cells are commonly used for the expression of a recombinant modified soluble FGF
receptor F¢ fusion molecule, especially for the expression of whole recombinant
modified soluble FGF receptor Fc fusion molecule. For example, mammalian cells such
as HEK293 or CHO cells, in conjunction with a vector, containing the expression signal
such as one carrying the major intermediate early gene promoter element from human

. cytomegalovirus, are an effective system for expressing the modified soluble FGF

receptor Fc fusions of the invention (Foecking et al., 1986, Gene 45:101; Cockett ef al.,
1990, Bio/Technology 8:2).

In addition, a host cell is chosen which modulates the expression of the inserted
sequences, or modifies and processes the gene product in the specific fashion desired.
Such modifications (e.g., glycosylation) and processing of protein products may be
important for the function of the protein. Different host cells have features and specific
mechanisms for the post-translational processing and madification of proteins and
gene products. Appropriate cell fines or host systems are chosen to ensure the correct
modification and processing of the expressed modified soluble FGF receptor Fc fusion
of interest. Hence, eukaryotic host cells which possess the cellular machinery for
proper processing of the primary transcript, glycosylation of the gene product may be
used. Such mammalian host cells include, but are not limited to, CHO, COS, HEK293,
3713 dr myeloma cells. The host cell may be co-transfected with two or more expression
vectors, including the vector expressing the protein of the invention. For example, a
host cell can be transfected with a first vector encoding a modified soluble FGF
receptor Fc fusion polypeptide, as described above, and a second vector encoding a
glycosyltransferase polypeptide. Alternatively, the second vector could express a small
interfering RNA against a glycosyltransferase.

For long-term, high-yield production of recombinant proteins, stable expression is
preferred. In one embodiment of the invention, cell lines which stably express the
modified soluble FGF receptor Fc fusion molecule may be engineered. Rather than
using expression vectors which contain viral origins of replication, host cells are
transformed with DNA under the control of the appropriate expression regulatory
elements, including promoters, enhancers, transcription terminators, polyadenylation
sites, and other appropriate seqdences known to the person skilled in art, and a
selectable marker. Following the introduction of the foreign DNA, engineered celis may
be allowed to grow for one to two days in an enriched media, and then are moved to a
selective media. The selectable marker on the recombinant plasmid confers resistance
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to the selection and allows cells to stably integrate the plasmid into a chromosome and

be expanded into a cell line.

A number of selection systems may be used according to the invention, including but
not limited to the Herpes simplex virus thymidine kinase (Wigler et al., 1977, Cell
11:223), hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (Szybaiska ef al., 1 092,
Proc Natl Acad Sci USA 48:202), glutamate synthase selection in the presence of
methionine sulfoximide (Adv Drug Del Rev, 2006, 58: 671, and website or literature of
Lonza Group Ltd.) and adenine phosphoribosyltransferase (Lowy et al., 1980, Celf
22:817) genes in tk, hgprt or aprt cells, respectively. Also, antimetabolite resistance can

be used as the basis of selection for the following genes: dhfr, which confers resistance

to methotrexate (Wigler et al., 1980, Proc Natl Acad Sci USA 77:357); gpt, which
confers resistance to mycophenolic acid (Mulligan et al., 1981, Proc Nat! Acad Sci USA
78:2072), neo, which confers resistance to the aminoglycoside, G-418 (Wu et al., 1991,
Biotherapy 3.87); and hygro, which confers resistance to hygromycin (Santerre et al.,
1984, Gene 30:147). Methods known in the art of recombinant DNA technologf/ ‘may be
routinely applied to select the desired recombinant clone, and such methods are
described, for example, in Ausubel et al., eds., Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons (1993). The expression levels of a modified soluble FGF receptor
Fc fusion molecule can be increased by vector amplification. When a marker in the
vector system expressing a modified soluble FGF receptor Fc fusion is amplifiable, an
increase in the level of inhibitor present in the culture will increase the number of
copies of the marker gene. Since the amplified region is associated with the gene
encoding the modified soluble FGF receptor Fc fusion of the invention, production of -
said modified soluble FGF receptor Fc fusion will also increase (Crouse et al., 1983,
Mol Cell Biol 3:257). |

A number of factors are known to the person skilled in the art to influence the
glycosylation level of a glycoprotein. For example, modified mammalian host cells can
be used to alter the glycosylation profile of modified soluble FGF receptor Fc fusion by
increasing or diminishing the expression of glycosyitransferase. Such modified
mammalian host cells include, but are not limited to, CHO, COS, HEK293, PER.CS6,
3T3, YB2/0 and myeloma cells (Stanley et al., 1986, Archives of Biochemistry and
Biophysics, 249:533; Mori et al., 2008, Biotechnology and Bioengineering 94:68;
Chitlaru et al., 1998, Biochem. J. 336:647;, Umana et al., 1999 Nature Biotechnology
17:176). It is also known to the person skilled in the art that bioprocess factors affect
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glycoprotein oligosaccharide biosynthesis (Goochee et al., 1994, Curr Opin Biotechnol.
5:546). The effect of cell culture conditions, such as glucose or ammonium ions
concentration, pH, serum, and the effects of other bioprocess factors, such as cell
growth rate, cuitivation time, influence N-linked glycosylation (Biotechnol. Bioeng.
39:327 (1993); Biotechnol. Bioeng. 68:370 (2000); Bio/technology 11:720 (1993),
Cytotechnology 17:13 (1995); Biochem J. 272:333 (1990)). It is also known that in
addition to the host cells and the bioprocess factors, the oligosaccharide processing is
influenced by the local environment at each N-glycosylation site pending on the local
glycobrotein environment. Site-to-site differences may be extensive as was observed
with t-PA or may involve more subtle differences in branching and terminal processing
as observed for the three N-glycosylation sites of EPO (Goochee et al, 1991, |
Bio/Technology 9: 1347).

After it has been produced, a modified soluble FGF receptor Fc fusion of the invention
may be purified by any method known in the art for purification of an immunoglobulin
molecule, for example, by chromatography (e.g., ion exchange, affinity, particularly by
Protein A affinity for Fc after and so on), centrifugation, differential solubility or by any
other standard technique for the purification of proteins.

Quantitative sialic acid identification (N-acetylneuraminic acid residues), carbohydrate
composition analysis and quantitative oligosaccharide mapping of N-glycans in the
purified modified soluble FGF receptor Fc fusion proteins can be performed essentially
as described previously (Saddic et al. Methods Mol. Biol. 194:23-36 (2002) and
Anumula et al. Glycobiology 8:685-694 (1998)).

Fusion proteins incorporating soluble FGF receptor domains can be produced by
methods familiar to those in the art for any other mammalian, expressable or
biologically active fusion, mutatis mutandis. For example, methods reported to combine
the Fc regions of IgG with the domains of cytokines and soluble receptors can be
adopted to design and produce the FGFR compounds of the invention (See, for
example, Capon et al., Nature, 337:525-531 (1989); Chamow et al., Trends Biotechnol.,
14:52-60 (1996); U.S. 5,116,964, 5,349,053 and 5,541,087). Other examples of
receptor-ig fusion proteins that can be adopted include those of U.S. 5,726,044,
5,707,632; and 5,750,375. Because FGF receptor extracellular domains share a
significant degree of homology to the immunoglobulin gene family and the FGFR
extracellular domain contains Ig-like segments, the use of Fc regions is especially
preferred. In one example, the fusion is a homodimeric protein linked through cysteine
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residues in the hinge region of IgG Fc, resulting in a molecule with similar
characteristics to an IgG molecule. One advantage to using an Fc region is extended
circulating half-life. In addition, the glycosylation modifications of the modified soluble
FGF receptor Fc fusion proteins of the invention lead to improved pharmacokinetic
properties, as the fusions of the invention exhibit in vivo pharmacokinetic profiles
comparable to human IgG of a similar isotype.

A further embodiment of the present invention provides a method for making a modified
soluble FGF receptor Fc fusion protein comprising a FGFR fragment or domain, a
flexible peptide linker, and a human 1gG Fc variant, which method comprises: (a)
generating a CHO-derived cell line; (b) growing the cell line under conditions such that
the recombinant fusion protein is expressed; and (c) purifying the expressed protein -
from step (b). In this case, preferably, the flexible peptide linker comprising at least
about 3 amino acids between the soluble FGF receptor and the human IgG Fc variant
comprises two or more amino acids selected from the group consisting of glycine,
serine, alanine, and thrednine. In additional and related embodiments, the linker
peptide is not present or is only one amina acid in length. In a preferred embodiment,
the peptide linker does not include a protease cleavage site. The most preferred linker
is SAL (Ser-Ala-Leu). )

Preferably, the modified soluble FGF receptor fusion protein is produced in CHO cells
in a suspension mode as described in the Examples herein.

As shown in the Examples herein, the modified soluble FGF receptor Fc fusions of the
present invention have anti-tumoral activity, at least through induction of ADCC and/or
CDC responses, and are thus useful in the treatment of metastatic tumors and
diseases such as cancer. One aspect of the invention is thus directed to a modified
soluble FGF receptor Fc fusion aé described above with ADCC and/or CDC activities.

Of special interest are modified soluble FGF receptor Fc fusions with enhanced ability
to mediate cellular cytotoxic effector functions such as ADCC. Such proteins may be
obtained by making single or multiple substitutions in the Fc region of the molecule,
thus altering its interaction with the Fc receptors. Methods for designing such mutants -
can be found for example in Lazar et al. (20086, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 103(11):
4005-4010) and Okazaki et al. (2004, J. Mol. Biol. 336(5):1239-49). See also WO
03/074679, WO 2004/029207, WO 2004/099249, WQ2006/047350, WO 2006/019447,
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WO 2006/105338, WO 2007/041635. It is also possible to use cell lines specifically
engineered for production of improved modified soluble FGF receptor Fc fusions. In
particular, these lines have altered regulation of the glycosylation pathway, resulting in
modified soluble FGF receptor Fc fusions which are poorly fucosylated or even totally
defucosylated. Such cell lines and methods for engineering them are disclosed in e.g.
Shinkawa et al. (2003, J. Biol. Chem. 278(5): 3466-3473), Ferrara et al..(20086, J. Biol.
Chem. 281(8): 5032-5036; 2006, Biotechnol. Bioeng. 93(5): 851-61), EP 1331266, EP
1498490, EP 1498491,-EP 1676910, EP 1792987, and WO 99/54342.

Methods of inhibiting tumor growth in a subject, and methods for the treatment or
prevention of metastasis in a subject, comprising administering an efficient amount of
such modified soluble FGF receptor Fc fusions as described above, are an aspect of
the invention. The invention thus also relates to the modified soluble FGF receptor Fc
fusion as described above as a medicament. The present invention also relates to the
use of the modified soluble FGF receptor Fc fusion as described above for the
preparation of a medicament for treating or inhibiting tumor growth in a subject.
Another aspect of the invention relates to pharmaceutical compositions of the modified
soluble FGF receptor Fc fusion of the invention. The pharmaceutical compositions of
the invention typically comprise the modified soluble FGF receptor Fc fusion of the
invention and a pharmaceutically acceptable .carrier. As used herein, "phannaceutically
acceptable carrier" includes any and all solvents, buffers, salt solutions, dispersion
media, coatings, antibacterial and antifungal agents, isotonic and absorption delaying
agents, and the like that are physiologically compatible. The type of carrier can be
selected based upon the intended route of administration. In various embodiments, the
carrier is suitable for intravenous, intraperitoneal, subcutaneous, intramdscular, topical,
transdermal or oral administration. Pharmaceutically acceptable carriers include sterile
aqueous solutions or dispersions and sterile powders for the extemporaneous

" preparation of sterile injectable solutions or dispersion. The use of media and agents

for pharmaceutically active substances is well known in the art. As detailed herebelow,
additional active compounds can also be incorporated into the compositions, such as
anti-cancer and/or anti-angiogenesis agents; in particular, the additional active

. compound can be an anti-angiogenic agent, a chemotherapeutic agent, or a low-

molecular weight agent. A typical pharmaceutical composition for intravenous infusion
could be made up to contain 250 ml of sterile Ringer's solution, and 100 mg-of the

combination. Actual methods for preparing parenterally administrable compounds will
be known or apparent to those skilled in the art and are described in more detail in for
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example, Remington's Pharmaceutical Science, 17th ed., Mack Publishing Company,
Easton, Pa. (1985), and the 18" and 19" editions thereof, which are incorporated

herein by reference.

The modified soluble FGF receptor Fc fusion of the invention can also be prepared witH
carriers and controlled-release formulations, including implants and microencapsulated
delivery systems. Biodegradable and biocompatible polymers can be used, such as
ethylene vinyl acetate, polyanhydrides, polyglycolic acid, collagen, polyorthoesters,
polylactic acid and polylactic, polyglycolic copolymers (PLG). Many methods for the
preparation of such formulations are generally known to those skilled in the art.

The modified soluble FGF receptor Fc fusion in the composition preferably is

- formulated in an effective amount. An "effective amount" refers to an amount effective,

at dosages and for periods of time necessary, to achieve the desired result, such as
modulation of FGF and/or FGFR activities and induction of ADCC and/or CDC
responses. A “therapeutically effective amount” means an amount sufficient to
influence the therapeutic course of a particular disease state. A therapeutically effective
amount is also one in which any toxic or detrimental effects of the agent are
outweighed by the therapeutically beneficial effects.

For therapeutic applications, the modified soluble FGF receptor Fc fusions of the
invention are édministered to a mammal, preferably a human, in a pharmaceutically
acceptable dosage form stich as those discussed above, including those that may be
administered to a human intravenously as a bolus or by continuous infusion over a
period of time, by intramuscular, intraperitoneal, intracerebrospinal, subcutaneous,
intraarticular, intrasynovial, intrathecal, oral, topical, or inhalation routes. The modified
soluble FGF receptor Fc fusions also are suitably administered by intratumoral,
peritumoral, intralesional, or perilesional routes, to exert local as wéll as systemic
therapeutic effects. The intraperitoneal route is expected to be particularly useful, for
example, in the treatment of ovarian tumors.

Dosage regimens may be adjusted to provide the optimum response. For example, a
single bolus may be administered, several divided doses may be administered over
time, or the dose may be proportionally reduced or increased. The compositions of the
invention can be administered to a subject to effect cell growth activity in a subject. As
used herein, the term "subject" is intended to include living organisms in which an FGF-

26
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dependent cell growth exists and specifically includes mammals, such as rabbits, dogs,
cats, mice, rats, monkey transgenic species thereof, and humans. ‘

The modified soluble FGF receptor Fc fusions and the pharmaceutical compositions of
the invention are useful in the treatment or prevention of a variety of cancers, including
(but not limited to) the following: carcinoma, including that of the bladder, breast, colon,
head and neck, kidney, including renal cell carcinoma, liver, lung, ovary, pancreas,
stomach, cervix, thyroid and skin; including squamous cell carcinoma ; hematopoietic
tumors of lymphoid lineage, including leukemia, acute lymphocytic leukemia, acute
fymphoblastic leukemia, B-cell ymphoma, T-cell lymphoma, Burkitt's lymphoma ;
hematopoietic tumors of myeloid lineage, including acute and chronic myelogenous
leukemias and promyelocytic leukemia; tumors of mesenchymal origin, including
fibrosarcoma and rhabdomyoscarcoma; other tumors, including melanoma, seminoma,
tetratocarcinoma, neuroblastoma and glioma; tumors of the central and peripheral
nervous system, including astrocytoma, neuroblastoma, glioma, and schwahnomas;
tumors of mesenchymal origin, including fibrosarcoma, rhabdomyosarcoma, and
osteosarcoma; and other tumors, including melanoma, xeroderma pigmentosum,
keratoactanthoma, seminoma, thyroid follicular cancer and teratocarcinoma, and other
cancers yet to be determined which are caused by FGF overexpression. In a preferred
embodiment, the modified soluble FGF receptor Fc fusion of the invention is used to
treat melanoma, leukemia, renal cancer, colon Cancer, ovarian cancer, prostate cancer,
lung cancer, bladder cancer, breast cancer, or head and neck cancer.

The present invention thus relates to the use of the modified soluble FGF receptor Fc
fusion described above for the preparation of a medicament for treating or inhibiting
cancer-related diseases in a subject. It is an aspect or object of the present invention to
provide a method of treating diseases and processes that result from cancer cell
proliferation, and a composition for treating or repressing the growth of a cancer. Yet
another aspect of the invention is to provide compositions and methods useful for gene
therapy for the modulation of cancer. The method of the present invention may be used
in particular for the treatment of melanoma, leukemia, renal cancer, colon cancer,
ovarian cancer, prostate cancer, lung cancer, bladder cancer, breast cancer, or head

and neck cancer.

The effectiveness of the modified soluble FGF receptor Fe fusion in preventing or
treating disease may be improved by administering said fusion serially or in
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combination with another agent that is effective for those purposes, such as tumor
necrosis factor (TNF), an antagonist capable of inhibiting or neutralizing the angiogenic
activity of acidic or basic fibroblast growth factor (FGF), platelet-derived growth factor
(PDGF), or hepatocyte growth factor (HGF), an antagonist capable of inhibiting or
neutralizing the coagulant activities of tissue factor, protein C, or protein S (see WO
91/01753), an antagonist such as an antibody capable of binding to HER2 réceptor
(see US 5,772,997), or one or more conventional therapeutic agents such as, for
example, alkylating agents, folic acid antagonists, anti-metabolites of nucleic acid
metabolism, antibiotics, pyrimidine analogs, 5-fluorouracil, cisplatin, purine nucleosides,

amines, amino acids, triazol nucleosides, or corticosteroids.
in another aspect of the invention, the administration is combined with an
administration of therapeutically effective amount of chemotherapeutic agent, such as

for example, taxol (paclitaxel) or taxotere (docetaxel).

Chemotherapeutic agents include without any limitations, anti-microtubule agents such -

- as diterpenoids and vinca alkaloids; platinum coordination complexes; alkylating agents

such as nitrogen mustards, oxazaphosphorines, alkylsulfonates, nitrosoureas, and
triazenes; antibiotic agents such as anthracyclins, actinomycins and bleomycins;
topoisomerase |l inhibitors such as epipodophyllotoxins; antimetabolites suéh as purine
and pyrimidine analogues and antifolate compounds; topoisomerase | inhibitors such
as camptothecins; hormones and hormonal analogues; signal transduction pathway
inhibitors; non-receptor tyrosine kinase angiogenesis inhibitors; immunotherapeutic
agents; proapoptotic agents; and cell cycle signaling inhibitors. In addition, the methods
of the invention can be combined with another anti-cancer treatment, anti-angiogenic
agent, or chemotherapeutic agent or radiation therapy. A preferred example is
docetaxel or taxotere. Other examples include, gemcitabine, cisplatin diterpenoids and
vinca alkaloids, paclitaxel, vinblastine, vincristine, and vinorelbine, carboplatin,
cyclophosphamide, melphalan, and chlorambucil, busulfan, carmustine, dacarbazine,
cyclophosphamide, melphalan, chlorambucil, busulfan, carmustine, dacarbazine, anti-
neoplastic agents including, but not limited to, actinomycins such as dactinomycin,
anthrocyclins such as daunorubicin and doxorubicin, bleomycins, epipodophyliotoxins,
etoposide and teniposide; antimetabolite neoplastic agents, 5-fluorouracil,
methotrexate, cytarabine, mecaptopurine, thioguanine, camptothecins, irinotecan HCI,

and topotecan HCI.
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A variety of different chemotherapeutic agents or anti-cancer polypeptides can also be
selected. Information sources such as www.clinicaltrials.gov, www.ncbi.nlm.nih, and

www.drugs.com, include references to polypeptides and agents that can be selected.

Such other agents, e.g. anti-angiogenic agénts or chemotherapeutic agents may be
present in the composition being administered or may be administered separately. In
one aspect of the invention, the administration is performed with the other active
principle, either simultaneously, separately or sequentially over time. When the
administration is performed simultaneously, the two active principles may be combined
in a single pharmaceutical composition, comprising the two compositions, such as a
tablet or a gel capsule. On the other hand, the two active principles may, whether or
not they are administered simultaneously, be present in separate pharmaceutical
compositions. To this end, the combination may be in the form of a kit comprising, on
the one hand, the modified soluble FGF receptor Fc fusion as described above and, on
the other hand, the second active principle, the modified soluble FGF receptor Fc

- fusion as described above and the second active principle being in separate

compartments and being intended to be administered simuitaneously, separately, or
sequentially over time.

The combination according to the present invention can be administered especially for

‘tumor therapy in combination with chemotherapy, protein therapy ( i.e. using a

therapeutic agent such as an antibody or recombinant protein), gene therapy,
radiotherapy, immunotherapy, surgical intervention, or a combination of these. Long-
term therapy is equally possible as is adjuvant therapy in the context of other treatment

strategies, as described above.

The examples that follow are merely exemplary of the scope of this invention and
content of this disclosure. One skilled in the art can devise and construct numerous
modifications to the examples listed below without departing from the scope of this

invention.

<7
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Examples

Example 1: Production in HEK293 of sFGFR2-Fc with a high sialic acid content

and low blood clearance.

cD'NAs encoding human a-1,4-galactosyltransferase (B4GT1) (SEQ ID No. 9) or
human B-2,3-sialyitransferase (SIAT6) (SEQ ID No. 11) were retrieved ffom clone
collection (Invitrogen) and cloned into the mammalian expression vector pXL42-14 from
which expression is driven from the CMV promoter. The same expression vector was
also used to clone the protein fusion sSFGFR2-Fc and generate pXL4410. Map of
plasmids pXL4551 encoding B4GT1, pXL4544 encoding SIAT6 and pXL4410 encoding
the modified soluble FGFR2lllc-Fc fusion (herein designated as sFGFR2-Fc) are
presented on Fig. 1 and 5 as well as the nucleic acid and corresponding amino acid
sequence of B4GT1 (Fig. 2), SIAT6 (Fig. 3) and sFGFR2-Fc (Fig.4 A and B). sFGFR2-
Fc was produced in adherent HEK293 EBNA cells (invitrogen) by transient transfection
of one to three expression plasmids encoding sFGFR2-Fc, B4GT1or SIAT6 ‘complexed
with JET PEI (Q-Biogen). Plasmid ratio was 90/5/5 for pXL4410/pXL4544/pXL4551.
Plasmid ratio had to be optimized to ensure optimal productivity and quality of the
sFGFR2-Fc polypeptide. Secreted proteins were harvested eight days post-transfection
and centrifuged. Proteins were purified by affinity chromatography on Protein G
Sepharose (Amersham Biosciences) after elution from the column with 100 mM
glycine/HCI pH 2.7. The sFGFR2-Fc proteins were formulated in PBS and 0.22 ym
filtered. Protein concentration was détgrmined by the microBC Assay (Interchim).

Quantitative sialic acid identification, carbohydrate composition analysis and
quantitative oligosaccharide mapping of N-glycans in the sFGFR2-Fc purified proteins

. were performed essentially as described previously (Saddic ef al. 2002. Methods Mol.

Biol. 194:23-36 and Anumula et al.1998. Glycabiology 8:685-694). First, sialic acid
residues were released after mild hydrolysis of sSFGFR2-Fc and fluorescently labeled
with ortho-phenylenediamine and separated by reversed-phase HPLC. Individual
peaks were detected by fluorescence detection (excitation, 230 nm; emission, 425 nm),
identified and quantitated by comparison with N-acetylneuraminic and N-
glycolylneuraminic acid standards. Second, the carbohydrate composition was
determined after acid hydrolysis of sSFGFR2-Fc samples to release the individual
monosaccharides. After hydrolysis, the monosaccharides (neutral and amino sugars)

were derivatized with anthranilic acid and then separated by reversed-phase HPLC and
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detected by fluorescence detection (excitation, 360 nm; emission, 425 nm). Individual
peaks were identified and quantitated by comparison wifh monosaccharide
standards.Third, oligosaccharides were enzymatically released with PNGase F and
ﬂuoréscently labeled with anthranilic acid before separation according to their number
of sialic acid residues by normal phase-anion exchange HPLC on an Asahipak-NH2P
(Phenomenex) column. Labeled glycans were detected and quantitated by
fluorescence detection (excitation, 360 nm; emission, 425 nm). The average number of
sialic acid per N-glycan in the FGFR2 domain was calculated based on the total
amount of moles of N-glycan per mole of FGFR2-Fc and the moles of N-glycan per Fc
mole obtained after release of the Fc by papain.

The purified sSFGFR2-Fc proteins were injected in the tail of Swiss Nude mice (Charles
River). A total of fhree mice were used per protein batch. Blood was collected 6-hour
post injection of 500 pg of SFGFR2-Fc, plasma was obtained and FGFR2-Fc
concentration was determined by ELISA utilizing the sandwich method with an anti-
human FGFR2 monoclonal antibody (R&D system) and an anti-human IgG-HRP

conjugate polyclonal antibody (Pierce) (2 analysis at 2 dilutions in triplicate). In the

control experiments mice were pretreated with fetuin and asiolofetuin one hour prior to
injection of sSFGFR2-Fc.

Table 1 summarizes the condition of production of the different sSFGFR2-Fc batches,
the N-glycan profile and monosaccharide composition of each batch and the plasma
concentration of sSFGFR2-Fc 6-hour post intravenous injection in mice.

)



WO 2008/065543

26

PCT/IB2007/004354

Table 1- N-Glycan content and pharmacokinetic of FGFR2-Fc produced in HEK293

Expressed protein in HEK293EBNA sFGFR2- | sFGFR2- | sFGFR2-Fc

Fc Fc + + SIATS &
SIAT6 B4GT1

% sFGFR2-Fc sialylated species:

1-non sialylated 69 % 46 % 34 %

2-monosialylated 23% 19 % 22 %

2-disialylated 6 % 26% 35 %

3-trisialylated 1.5% 10 % 10 %

Sialic acid content:

1-pmol of N-acetylneuraminic acid per pmol of | 3.4 6.4 6.8

sFGFR2-Fc

2-Average number of sialic acid per sSFGFR2 04 1

N-glycan

Monosaccharide composition of SFGFR2-Fc

N-glycans for 3 mannoses

1-Glucosamine (number per 3 mannoses) 4.3 4.1 4.1

2-Galactose (number per 3 mannoses) 15 1.4 16

Number of fucose in Fc N-glycans for 3 0.73 0.61 0.63

mannoses

Blood clearance

[sFGFR2-Fc] in plasma 6-hour post i.v. 258 20000

injection (ng/mL)

[sFGFR2-Fc] in plasma 6-hour post i.v. 229 Not done | Not done

injection (ng/mL) when mice were pretreated |

with fetuin

[sFGFR2-Fc] in plasma 6-hour post i.v. 19276

injection (ng/mL) when mice were pretreated
with asialofetuin '

Not done

Not done

Improved sialylation pattern of sSFGFR2-Fc fusion proteins produced in HEK293EBNA

has been demonstrated by transient co-expression of the fusion protein with human a-

1,4-galactosyltransferase or human B-2,3-sialyltransferase. This large improvement of

sialylation status was evidenced by a 2-fold reduction of the percentage of non-
sialylated glycans, a 2-fold increase in the total sialic acid content per mol of protein

22
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and a 2.5-fold increase in the average number of sialic acid per N-giycan. Of note the
monosaccharide content was not affected (see Table 1).

This 2.5-fold increase in sialylated N-glycan is directed correlated with the significantly
improved pharmacokinetic parameters of sSFGFR2-Fc. In particular a 100-fold increase

of the sSFGFR2-Fc presence in the plasma has been measUred 6-hour post iv injection

in mice.

The pharmacokinetic was also improved by 100-fold when mice were pretreated with
asialofetuin compared to the pretreatment with fetuin. Asialofetuin, but not fetuin, is
known to bind to the hepatic asialoglycoprotein receptor (ASGPR) (Webster ef al.,
2003, Xenobiotica 33:945) '

Taken together, these results indicate that specific binding to asialoglycoprotein
receptor via exposed terminal galactose residues from N-glycan are responsible for
clearance of sSFGFR2-Fc whereas the presence of one sialic acid per N-glycan on

' sSFGFR2-Fc decreased significantly this clearance. -

Example 2: Screening of CHO stable clones expressing sFGFR2-Fc protein with
an average number of sialic acid residues per FGFR2 N-glycan greater than 1.2
for optimal pharmacokinetics

Mammalian expression plasmid pXL4636 for stable expression of SFGFR2-Fc in CHO
cells was generated from plasmid pEE14.4 encoding glutamine synthetase selection

* marker (Lonza) and plasmid pXL4410 containing the cDNA sequence encoding

sFGFR2-Fc, Fig 5. Plasmid pXL4636 was introduced into CHO K1 cells by
nucleofection utilizing AMAXA cell line Nucleofactor kit as recommended by the
supplier. Transfected cells were transferred into selective medium and after cell
ampliﬁdation the seven best producer CHO/GS semi-clones (SC# 9, 11, 26, 58, 112,
118, 170) were screened for the sialic acid content of the purified sSFGFR2-Fc

- molecules. The two semi-clones with the highest sialic acid content (SC # 11and 118)

were selected for cloning and up-scale production; in particular clone from SC# 118
was further described as GC111.

Although sFGFR2-Fc molecules produced from all the semi-clones had a high sialic
acid content, they did not lead to the same pharmacokinetics. Interestingly, it was
observed that from two semi-clones (SC#11 and 118), sFGFR2-Fc with the highest

S

e



7Y

WO 2008/065543 PCT/IB2007/004354

10

15

28

sialic acid content led to the highest SFGFR2-Fc concentration in the blood 6-hour post
iv injection in mice, as described on Table 2. And from the two clones (SC# 9 and 170)
sFGFR2-Fc with the lowest sialic acid content had the lowest SFGFR2-Fc
concentration in the blood 6-hour post iv injection in mice.

Table 2- CHO stable clones expressing sSFGFR2-Fc protein with a ratio of sialic acid

residues per sFGFR2 N-glycan greater than 1.2 for optimal pharmacokinetics

Purified sFGFR2-Fc SC# |SC# |SC# |SC# SC# SC# SC#
from CHO-GS semi- 9 11 . |26 58 112 118 170
clone SC #

% sFGFR2-Fc
sialylated species

1-non sialylated 50 42 48 48 45 43 53
2-monosialylated 28 30 30 30 30 30 28

| 3-disialylated 14 18 14 15 16 17 13
4-trisialylated 8 10 7 8 9 10 6
Average number of | 1.07 | 1.45 129 098
sialic acid per sFGFR2
N-glycan
[sFGFR2-Fc)/ 55% | 100 % 81% 45 %

[sFGFR2-Fc]max
[sFGFR2-Fc] found in
plasma 6-hour post i.v.
injection
[sFGFR2-Fclmax -
found for SC#11

The screening of clones based on high sialylated N-glycan of sSFGFR2-Fc¢ is predictive
of optimal pharmacokinetics parameters of sSFGFR2-Fc.

Example 3: Correlation between the average number of sialic acid per sSFGFR2-
Fc N-glycan and the clearance of sFGFR2-Fc in blood

In other experiment similar to the experiment described in Example 2, stable
CHO/DHFR clones expressing sFGFR2-Fc were generated using the DHFR selection
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and amplification system with the appropriate mammalian expression plasmids
pXL4429 and plasmid pXL4417 (Fig. 6). These CHO-DHFR clones have also been

‘screened for the content of sialic acid per sSFGFR2-Fc molecule and the clearance of

sFGFR2-Fc produced by these clones was also assayed.

The average number of sialic acid per N-glycan in the FGFR2 domain was calculated
based on the total amount of moles of N-glycan per mole of FGFR2-Fc and the moles
of N-glycan per Fc mole obtained after release of the Fc by papain. The results
presented onFig. 7 showed that a ratio of sialic acid residues per FGFR2 N-glycan
greater than 1.2 ensured optimal sFGFR2-Fc concentration in the blood as compared
to the optimal concentration in the blood found for Fc molecules. Only the selected
clones reached this optimal ratio. ' '
Therefore screening clones by the ratio of sialic acid residues per FGFR2 N-glycan
allows the skilled person to predict the low clearance of sFG FRZ-Fc in blood.

Example 4: Amino acid sequence of the sSFGFR2-Fc fusion protein

The protein sFGFR2-Fc encoded by plasmid pXL4410 or pXL4636 or pXL4429 (Figure
5 and 6) is a fusion protein of the soluble FGFR2 human sequence with the Fc
fragment derived from the human IgG1 sequence.

The sequence of the polynucleotide encoding sSFGFR2-Fc is set forth in SEQ ID NO: 1
and in Figure 4 A. Likewise, the full amino acid sequence of the sFGFR2-Fc protein is
set forth in SEQ ID NO: 2 in Figure 4B. Amino acids from positions 1 to 350 correspond
to the FGFR2lllc isotype (see Fig 4 C SEQ ID; NO: 4) and are the amino acids from
position 27 to 376 described in SwissProt (FGFR2_HUMAN). Amino acids from
positions 354 to 584 are amino acids of IgG1 from position 99 to 329 as described in
SwissProt (IGHG1_HUMAN); see Fig 4 D and SEQ ID NO: 6. Amino acids from posi-
tions 351 to 353 are amino acids of a synthetic linker: SAL (Ser Ala Leu) see Fig4 E.

Example 5: Defined N-glycan content of sSFGFR2-Fc produced in CHO stable
clone GC111 ’

Conditions have been optimized to produce sFGFR2-Fc such that the ratio of sialic
acid residues per sFGFR2 N-glycan would be higher than 1.2. This example provides
conditions to reach this condition.
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A 5-L Celligen bioreactor (New Brunswick) filled with 4.4 L of CD-CHO protein-free

" media, supplemented with 100 yM MSX and 1X GS supplements was seeded at an

initial cell density of 3.5 x 10° cells/mL of clone GC111 and cultured at 37°C. Sparger
aeration was employed using a mixture of oxygen, nitrogen, air and carbon dioxide or
pur oxygen, and dissolved oxygen was maintained at 30 % of air saturation. The pH
was maintained at 7.2 by addition of carbon dioxide and injection of 1 M sodium
bicarbonate in the culture medium. The agitation rate used was 110 rpm using aCell
Lift Impeller. The feed solution (450 g/L glucose) was continuously fed to maintain the .
glucose at a target level of 2-3 g/L. Feeding was started at day 5 when residual glucose
concentration reached 2.5 g/L. Continuous riutrient feeding was based on the predicted
cell growth and glucose consumption with a nutrient feeding rate equal to the glucose
consumption rate. The glutamate concentration was maintained at 1-3 mmol/L by pulse
addition following daily off-line control. The cell culture was monitored for cell count,
viability and metabolites (glucose, lactate, glutamine, ammonia and glutamate) and for -

“product concentration during the production phase. The culture was stopped when cell

viability dropped down to 55%, and the culture harvest was collected.

The cell culture harvest was.clarified and sFGFR2-Fc¢ was purified by éfﬁnity
chromatograbhy (ProsepvA, Millipore) and two ion-exchange chromatography steps
then filtered sterile and stored in phosphate buffer saline before further analysis and in

vivo testing.

The apparent molecular mass of SFGFR2-Fc obtained from SDS-PAGE analysis under
non-reducing conditions was 180 kDa. This was in contrast with the theoretical
molecular mass of 130 kDa calculated based on the amino acid sequence of the
sFGFR2-Fc homodimer. This large difference between apparent and calculated
molecular masses was attributed to the additional presence of about 30 % of N-glycans,
see Table 3. Indeed upon digestion of the sFGFR2-Fc by Peptide-N-glycosidase F
(PNGase F, Roche) followed by analysis by SDS-PAGE under non-reducing conditions,
the molecular mass of deglycosylated sFGFR2-Fc was around 160 kDa (Fig. 7).

The carbohydrate composition and the N-glycan profile of sSFGFR2-Fc was analyzed as
described on Example 1 and reported on Table 3. '

Table 3 Carbohydrate composition and N-glycan profile of sSFGFR2-Fc produced in

optimal conditions
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Expressed protein from stable CHO-GS clone GC111 : sFGFR2-Fc
% sFGFR2-Fc sialylated species:
1-non sialylated 30 %
2-Monosialylated 4 34 %
3-Disialylated 23 %
4-trisialylated - ' — |13%
Average number of sialic acid per sFGFR2 N-glycan 1.34
Monosaccharide composition of sFGFR2-Fc N-glycans per 3 ‘
mannoses :
1-Glucosamine (number per 3 mannoses) : 49
2-Galactose (number per 3 mannoses) ' 27
3-Fucose (number per 3 mannoses) | | 0.96
Fucose composition of Fc N-glycan per 3 mannoses 1.1'

10

15

20

Compared to the results obtained on Table 2, sFGFR2-F¢, produced from clone
GC111 in the obtihal conditions, had more sialylated N-glycan than sFGFR2-Fc
produced from the semi-clone SC#118, parent of clone GC111 produced in standard
conditions. For example the % of non-sialylated species decreased from 43% to 30%.

Based on the total amount of moles of N-glycan per mole of FGFR2-Fc and the moles
of N-glycan per Fc mole obtained after release of the Fc by papain, it was measured
that there were seven N-glycans per FGFR2. Therefore most the sites of the FGFR2
domain are almost all fully occupied.

Example 6: N-glycosylation sites important for FGF affinity and productivity

The sFGFR2-Fc fusion protein has eight N-glycosylation sites in the FGFR2 domain
and one in the Fc domain, see Fig 8 and Table 5 for definition of N-glycan positions N1
to N8. Proteins 4493 and 4565, two variants of SFGFR2-Fc no longer having Ig-like
domain 1, were produced. 4493 exhibited characteristics similar to wild type FGFR2-Fc
derived from pXL4636 in terms of productivity and binding to FGF-2 or heparin. In
contrast, 4565 in which all glycosylation sites in the sFGFR2 domain were mutated (N-
to Q substitution) could not be characterized due_ to the more than 50-fold reduction in

productivity of the mutant; see Table 4.
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Table 4. Physico-chemical characteristics of SFGFR2-Fc variants

N-
. Amino acid
Glycosylation .
| Protein tes | residue at N- Production | FGF-2 Heparin
sites in
ID lycosylation mg/L binding ** | bindin
FGFR2 glycosy _ (mglL) g g
site
domain .
[NaCl] for
Ko (10° | elution from
M) heparin
. (mi)
4410 8 (N1 to N8) N 75 1.39 370
4493 6 (N3 to N8) N 67 1.19 442
4565 6(N3toN8) |Q <1 ND ND

** Binding to FGF-2 was determined on a BlAcore™ instrument utilizing a “two-state
reaction with conformation change” model as described by Gamsjaeger et al., Biochem.
J. 7 Apr. 2005 / BJ20050156. In brief, integration was performed on the entire
sensogram except in the "bulk effect” areas. Concentration range was selected
between 1 to 8 nM. The simultaneous ka/kd kinetics method allows the measurements

| of two ka and two kd assuming the following equations:

ka1 and kd1 for A+B —= AB
ka2 and kd2 for AB <—= AB* that may represent dimerization of (FGF - FGFR2-Fc)

complexes

The dissociation constant Kp was calculated from the following formula:

1 i
(ka1 / kd1) X (1 + kazl kdz)

According to the two competing models reported (the symetric two-end model! from
Mohammadi and the asymmetric model from Pellegrini), sites N3 to N7 could
potentially interact with amino acid residues of either FGF1 or FGFR2c and/or interact
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with heparin, whereas site N8 is unlikely to be involved in interactions in all crystal
structures (Pellegrini et al. 2000. Nature 407: 1029; Ibrahimi et al. 2005 Mol. Cell. Biol.
25:671).

Based on the above informatibn, it was relevant to study the N-glycosylation sites at
positions N3 to N7 by substitution of the corresponding Asn to Gin and by keeping
position N8 unchanged to allow for significant productivity. The positional influence of
N-glycans on physico-chemical characteristics of SFGFR2-Fc was evaluated
statistically with a two-level fractional factorial experiment. Five variables (glycosylation
site occupancy at positions N3 to N7) were selected and 16 independent constructs
were studied. The experimental 2*" fractional design and data analysis were performed
as described (Statistics for Experimenters, G. Box Ed., Willey, 1978).

Fractional Factorial Design

Site-specific N-glycosylation variants were designed based on 4493 and the factorial
design at two levels with ﬁ\)e variables (N3 to N7) that could either be at a plus level (N)
or a minus level (Q). The design was fractional with 16 constructs (2 **, i.e. resolution
V design), allowing the identification of the main effects and of 2-factor interactions but

confounding 2-factor with 3-factor interactions.

The 16 plasmid constructs were obtained by sequencial PCR and cloning to generate
the N to Q substitution at position N3, N4, N5, N6 or N7 but keeping position N8 and
the N-glycosylation site of the Fc domain unchanged. These protein variants only
differed from 4493 by the 2- or 4-point mutations listed on Table 5.
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Table 5. Design matrix

N-glycosylation position status
Asn postion on | Construct N3 N4 N5 N6 | N7 |N8 |N297
Figure 9 , (Fc)
Asn pasition on
228 241 | 265 297 |318 | 331
FGFR2_HUMAN _
4572 - - - - + + n
4570 + - - - N T +
4577 - + - - - + +
4571 R + - - + + +
4587 - - + - - + +
4585 + - + - + + ¥
4586 - + + - + + +
4573 + + + - - + +
4574 - - - + - + +
4575 o+ - - + + + +
4588 - + - + + + +
4576 + + - + R ¥ +
4579 - - + + + + +
4569 + - + + - + +
4578 - + + + - + +
4493 + o+ + + + + +

The 16 designed constructs were tested for production at small scale. Two variants
(4572 and 4574) were very low producers (around 2 mg/L). The remaining 14
constructs were produced at liter-scale and purified in parallel under standard
conditions with reasonable product recovery. They were then analyzed by SDS-PAGE,
gel filtration, BlAcore™. Results were analyzed with the statistical fractional factorial
resolution- 2°>* DOE.

Productivity

" N-glycosylation at N3, N4, N5, N6, N7 had a positive contribution on productivity. There
was a similar quantitative effect for all the positions studied (i.e. N3, N4, N5, N6 and
N7) and no significant effect of two-factor interactions.
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Response Variable

(mg/L) |

28 Mean

17 N3

14 N4

20 N5

13 N6

13 N7

-8 N3-N4

3 N3-N5
N3-N6

-2 N3-N7

2 N4-N5

-1 N4-N6
N4-N7
N5-N6
N5-N7

11 N6-N7

Titer {(mg/L) from
Construct
production at 1-L
4572 0
4570 13
4577 9
4571 34
4587 5-
4585 40
4586 42
4573 (32
4574 0
4575 30
{4588 |37
4576 27
4579 30
4569 54
4578 37
[4493 67
Aggregation

Purified proteins were analyzed by gel filtration (Superdex 2000) to quantitate the

percentage of high molecular weight species (HMW; %) in purified preparations. The

A\

highest value (worst-case) of 80.2 % HMW was obtained for 4587 and was used in the

DOE analysis for the two constructs (4572 and 4574) that could not be produced (the
mean percentage of HMW value obtained from the 14 constructs was also used for

comparison, giving a similar conclusion). N-glycosylation at pdsition NS5 and to a lesser

extent at position N6 disfavored the appearance of HMW species. The N5-N6

interaction exhibited a similar effect on aggregation.
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‘Table 7. Aggregate formation

Construct AMW Response(%) | Variable
(%)
4572 80 57 Mean
4570 73.0 -12 ‘| N3
4577 71.6 -5 N4
4571 721 -33 _ N6
4587 80.2 -18 N6
4585 47.5 -7 N7
4586 47.7 6 N3-N4
4573 57.5 -8 N3-N5
4574 80 -5 N3-N6
4575 69.6 . 2 N3-N7
4588 71.8 -2 N4-N5
4576 72.9 ‘ 3 N4-N6
4579 35.2 -4 N4-N7
4569 12.0 -18 N5-N6
4578 394 -6 N5-N7
4493 36 1 N6-N7

Binding to FGF-2

The binding affinity to FGF-2 was determined with BiAcore™ for each construct.
Dissociation constant (Kp) values between 0.49 and 2.31 nM were obtained for
constructs showing measurable affinity. For constructs that did not bind to FGF-2 or
could not be produced, a value of 10 nM was used for the DOE analysis. N-
glycosylation at positions N5 and to a lower extent at positions N6 and N3 had a
positive effect on binding to FGF-2. Interactions N3-N5 & N5-N6 had .a significant
positive effect on binding whereas interactions N3-N6 and N4-N7 had a negative effect
on binding.
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Table 8. Binding to FGF-2

Construct | Kp (nM) | Response(nM) | Variable
4572 10 6.8 Mean
4570 10 2.2 N3
4577 10 -0.5 N4
4571 10 -6.5 N5
4587 10 | 2.3 N6
4585 2.7 0.5 N7

- 4586 10 0.0 N3-N4
4573 0.49 2.2 N3-N5
4574 10 2.0 N3-N6
4575 |10 ) 0.1 N3-N7
4588 10 05 N4-N5
4576 [ 10 | 01 |N4N6
4579 2.31 20 N4-N7
4569 0.99 ' 2.3 N5-N6
4578 0.66 - |05 N5-N7
4493 1.19 0.0 N6-N7

This resolution-V 2*' D.O.E. revealed that N-glycosylation had a positive contribution
on productivity, at positions N3, N4, N5, N6, N7; had a positive impact on binding to
FGF-2, at positions N5 >> N6 and N3; and disfavored the appearance of high
molecular-weight molecules at all positions, especially N5 > N6.

Therefore N-glycan occupancy is mandatory at position N5, and recommended at
positions N3, N4, N6 and N7 respectively (position 265, 228, 241, 297and 318

- respectively on FGFR2_HUMAN (Swissprot).

Example 7: Pharmacokin_etics of sFGFR2-Fc¢ fusion protein

In example 7, sFGFR2-Fc¢ is the fusion protein corresponding to amino acid sequence
SEQ ID N° 2 with an average number of sialic acid per sFGFR2 N-glycan of 1.3. Three
mice per time point were injected with 500 pg of the fusion protein in the tail vein. At
various time points after injection of the product, blood was collected, Figure 10 shows
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protein concentration in plasma and liver. Figure 11 shows the amount of protein
recovery at early time points in plasma and liver expresséd in percentage of injected
dose. ‘

Pharmacokinetic parameters were calculated using non-compartmental analysis.
Elimination half-life was calculated with the last 6 data points that provided the best fit

- of the log-linear terminal phase (Table 9).

JTable9
Parameter Units sFGFR2-Fc
t% hr | 70.1
Tlast : hr 72.0
Clast . _ ug/mL 27.6
AUClast hr*yg/mL 3138
Clobs mb/hr/kg 42
Vss SR - mb/kg - 406
Area under the curve from the time of dosing to the last
AUClast :
measurable concentration.
Clobs Total body clearance for extravascular administration
Clast Concentration corresponding to Tlast
t1/2 Terminal half-life
Tlast  Time of last measurable (ndn;zero) concentration.
Vss an éstimate of the volume of distribution at steady state

Following intravenous administration, sFGFR2-Fc showed a favorable pharmacokinetic

~ profile with a long elimination half-life (alfnost 3 days) and a reduced total body

clearance. The volume of distribution was limited and lower than total body water
volume, suggesting fimited tissue distribution. At 72 h, sFGFR2-Fc plasma
concentration stays at a very high concentration and clearance is also good.
Pharmacokinetic parameters of sSFGFR2-Fc are very compatible with the use of this
fusion protein as a therapeutic. In effect as shown in the Examples, plasma
concentration after intravenous injection in mice is substantially high, and clearance
stays very low at 72 h after injection. importantly, the kinetics of sFGFR2-Fc cleavage
in vivo is also very low, since the sSFGFR2-Fc was only partially cleaved (40% after
18h) and the full-length molecule concentration remained unchanged until 72 h.

24
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Therefore, the fusion molecule, as listed in SEQ ID NO: 2 and an average number of
sialic acid per sFGFR2 N-glycan of 1.3, showed a favorable pharmacokinetic profile
with a long elimination half-life (almost 3 days) and a satisfactory total body clearance.

Example 8: Efficacy of the sSFGFR2-Fc fusion protein in A549 subcutaneous

tumor model

In this example, sFGFR2-Fc is the fusion protein corresponding to amino acid
sequence SEQ ID N° 2 with an average number of sialic acid per sSFGFR2 N-glycan of
1.3. ‘

A549 subcutaneous tumor model

A543 cells line had been identified as a tumor cell line to assess the efficacy of
sFGFR2-Fc. It has been demonstrated in vitro by the Applicant that this cell line
expresses FGF2 and also that sSFGFR2-Fc can abrogate autocrine proliferation of
these cells. A subcutaneous A549 tumor model was set up by the Applicant in Balb/c
nude mice. Moreover the tumor in vivo expresses FGF2.

In this experiment, the efficacy of SFGFR2-Fc molecule was assessed on A549 tumor .

growth model. Products were injected subcutaneously twice a week. Different doses,
i.e. 25, 15, and 5 mg/kg of fhe sFGFR2-Fc were assessed.

After overall analysis of tumor volume evolution of the three treated group with
sFGFR2-Fc were statically different to the tumor evolution of the group treated with
PBS. sFGFR2-Fc is efficient on tumor growth in this model at the dose of 5 mg/kg twice
a week.

Experimental Design

5.10° A549 cells in 200 pl were injected subcutaneous in Balb/c nude mice at day 0.
After cell injection the same day, mice were randomized per block of 4 in four groups
based on body weight. The treatments started after randomization the day after cell
injection. Each group received subcutaneously 500, 300 or 100
ug/mouseladministration corresponding respectively to 25, 15 and 5 mg/kg, two timeé
per week: Monday and Friday, during 39 days.
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Results

Tumor volume analysis

As shown in Figure 12, the volume of the tumor was analyzed up to day 40. The
groups 100 g (triangle), 300 pg (squares) and 500 pg/mouse/administration (closed
circles) were statistically different from group PBS (open circles). We concluded that
sFGFR2-Fc decreased tumor growth at the dose 25, 15 and 5 mg/kg.

Tumor weight at day 40

As shown in Figure 13, the tumors were harvested and weighed at the end of the
experiment. The groups 100 pg, 300 ug and 500 pg/mouse/administration were
statically different to group PBS. We conciuded that sSFGFR2-Fc according to the
present invention decreased tumor weight at the dose 25, 15 and 5 mg/kg.

Evolution of tumor growth of sFGFR2-Fc_100, sFGFR2-Fc _300 and sFGFR2-Fc _500
groups were statistically different to the evolution of the group treated with PBS. The
sFGFR2-Fc fusion protein according to the present invention (amino acid sequence
SEQ ID N° 2 with an average number of sialic acid per sSFGFR2 N-glycan of 1.3, is
able to substantially decrease tumor growth at the dose of 5 ma/kg.

Example 9: Efficacy of sSFGFR2-Fc fusion protein in H460 subcutaneous tumor

- model

In example 9, sSFGFR2-Fc is the fusion protein corresponding to amino acid sequence
SEQ ID N° 2 with an average number of sialic acid per sSFGFR2 N-glycan of 1.6.

H460 subcutaneous tumor model

H460 cells line had been identified as a tumor cell line to assess the efficacy of
sFGFR2-Fc. It has been demonstrated in vitro that this cell line expresses FGF2. in
this experiment the efficacy of SFGFR2-Fc was assessed on tumor growth. Products
were injected subcutaneously twice a week at the dose of 25 mg/kg. After overall
analysis of tumor volume evolution, SFGFR2-Fc decreased tumor growth,
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Experimental Design

5.10° H460 cells in 200 pl were injected subcutaneous in right flank of Balb/c nude
mice at day 0. After cells injection, on the day of cell inoculation (Day 0) mice were
randomized on the body weight measured and will be allocated to the treatments
groups.

Treatments were administered twice a week by subcutaneously injections (200 pl) for 3
consecutive weeks (Monday and Friday). The first administration was performed on
Day 1 after cell inoculation to maximize the exposure of the cells to the treatment.

Results

Tumor volume analysis

Figure 14 shows the tumor volume analysis up to day 22. We concluded that SFGFR2-
Fc substantially decreased the tumor growth.

Tumor weight analysis

Figure 15 shows the tumor weight analysis at day 22. We concluded that sFGFR2-Fc
substantially decreased the tumor weight.

Evolution of tumor growth of sSFGFR2-Fc group was statically different of evolution of
group treated with PBS. We clearly concluded that the fusion protein according to the
present invention (amino acid sequence SEQ ID N° 2 with an average number of sialic
acid per sFGFR2 N-glycan of 1.6 is able io substantially decrease H460 tumor growth
at the dose of 25 mg/kg.

Example 10: Evaluation of in vitro ADCC activity of sSFGFR2-Fc fusion protein on
A549 and H460 cell lines

In this example sFGFR2-Fc¢ is the fusion protein corresponding to amino acid sequence
SEQ ID N° 2 with an average number of sialic acid per sFGFR2 N-glycan greater than
1.6: The capacity of sFG.FRZ-Fc to mediate an in vitro ADCC activity has been
evaluated in both selected models H460 and A549 tumor cells (see examples 8 and 9).
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Experimental Design

Tumof cells (A549 and H460) in PBS 2% BSA (1 million/mL) have been incubated 30
min at 4°C with 500 ng/mL of FGF2 (R&DSystems) and 2 ug/mL of sFGFR2-Fc or
control human IgG1 (Sigma). Tumor cells have been diluted in RPMI 1% FBS and
incubated in 96-well plate at 5000 cells per well. Purified NK have been added in ratio
NK/tumor cells 20/1 and 6/1. Plates have been incubated 4 hours at 37°C, then
centrifuged and lactate dehydrogenase has been titrated in the supernatant (kit
ROCHE). 100% lysis was obtained using triton X100 0.2%. Specific sSFGFR2-Fc
induced ADCC was calculated as required by the manufacturer.

Results

The results illustrated on Figure 16, show a tumor cell lysis mediated by natural killer
cells (NK) in the presence of sFGFR2-Fc on both A549 and H460 tumor cells close to
25 % in the 20/1 (NK/tumor cell) conditions, indicating that sSFGFR2-Fc is able to
mediate ADCC effect on these tumor cells. »

Example 11: Evaluation of \in vivo ADCC and CDC activities of SFGFR2-Fc fusion
protein in A549 subcutaneous tumor model

In this example, sFGFR2-Fc is the fusion protein corresponding to amino acid
sequence SEQ ID N° 2 with an average number of sialic acid per sSFGFR2 N-glycan
greater than 1.6.

A549 subcutaneous tumor model

A549 cell line has been identified as a tumor cell line to assess the efficacy of sSFGFR2-
Fe, since these cells expressed high level of FGF2 in vivo and were sensitive to in vitro
sFGFR2-F¢c-mediated-ADCC.

Mouse strains

Three different mouse strains (SCID, NOD/SCID and SCID/bg mice) were selected to
evaluate the capacity of sSFGFR2-Fc to mediate in vivo ADCC and/or CDC activities.
SCID mice kept NK and complement functions and are able to develop ADCC and
CDC responses and were selected as positive control. NOD/SCID mice have neither

A%
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NK function nor the ability to stimulate complement activity and were unable to develop
neither ADCC nor CDC activities. SCID/bg mice have no NK function and were unable
to develop ADCC activity;

In this experiment, the efficacy of SFGFR2-Fc molecule line was assessed on A549
tumor subcutaneously implanted in three different mouse strains. sSFGFR2-Fc was
injected subcutaneously twice a week at the dose of 5 mg/kg during the entire study

course.

Experimental Design

A549 was subcutaneously implanted in SCID, NOD/SCID and SCID/bg mice as
previously described (see example 8). The treatments have been administered twice a
week by subcutaneously injections for 6 consecutive weeks. During the study course,
the body weight and the tumor volume have been measured twice a week.

Results

As shown in Figure 17, the volume of the tumor was analyzed up to day 41 in the 3
experiments. In SCID mice, the group treated by sFGFR2-Fc at 5 mg/kg (diamonds)
was statistically different from group control (open circles) and showed a tumor
inhibition (calculated as 100 - (Treated group volume / Control group volume x 100)) of
39%. In the NOD/SCID mice, sFGFR2-Fc at 5 mg/kg exhibited no activity. In the
SCID/bg mice, sSFGFR2-Fc at 5 mg/kg recovered partially its activity (tumor inhibition =
18%). According to these results, CDC and ADCC mechanisms were involved in
sFGFR2-Fc efficacy.

Example 12: Evaluation of in vivo ADCC and CDC activities of sSFGFR2-Fc fusion

. protein in H460 subcutaneous tumor model

In this example sFGFR2-Fc is the fusion protein corresponding to amino acid sequence
SEQ ID N° 2 with an average number of sialic acid per sSFGFR2 N-glycan greater than
1.6.

‘H460 subcutaneous tumor model

H460 cell line has been identified as a tumor cell line to assess the efficacy of sSFGFR2-
Fc, these cells expressed high leve! of FGF2 in vivo and were sensitive to in vitro '
sFGFR2-Fc mediated-ADCC.

4
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Mouse strains

- As previously described in example 11, three mouse strains with different immune

functions (SCID, NOD/SCID and SCID/bg mice) were selected to evaluate the capacity
of sSFGFR2-Fc to mediate in vivo ADCC and/or CDC activities in H460.

In this experiment, the efficacy of sFGFR2-Fc molecule was assessed on H460 tumor
subcutaneously implanted in the three different mouse strains. sSFGFR2-Fc was
injected subcutaneously twice a week at the dose of 25 mg/kg during the entire study

course.

Experimental Design

H460 was subcutanedusly implanted in SCID, NOD/SCID and SCID/bg mice as
previously described (see example 9). The treatments have been administered twice a .
week by subcutaneously injections for 3 consecutive weeks. During the study course,
the body weight and the tumor volume have been measured twice a week.

Results

As shown in Figure 18, the volume of the tumor was analyzed up to day 22 in the 3
experiments. In SCID mice, the group treated with sFGFR2-Fc at 25 mg/kg
(diamonds) was statistically different from group control (open circles) and showed a
tumor inhibition of 29%. In the NOD/SCID mice, sFGFR2-Fc at 5 mg/kg exhibited a lost
of activity with a tumor inhibition of 14%. In the SCID/bg mice, sFGFR2-Fc at 5 mg/kg
recovered all its activity (tumor inhibition = 32%). In these studies, as observed in the
A548 tumor model (see example 11), CDC and ADCC mechanisms were involved in
sFGFR2-Fc efficacy. |

Example 13 Evalu_ation of in vivo efficacy of sSFGFR2-Fc compared to sFGFR2-Fc
(A265 Fc) in H460 subcutaneous tumor model

Shields at al. described a poirit mutation Asp265Ala in the Fc domain of human IgG1
named (A265 Fc) that conferred reduced binding to all FcyR receptors and very low
antibody-dependent cell cytotoxicity (2001 J. Biol. Chem 276:6591). This point mutation
was introduced into the Fc domain of sSFGFR2-Fc coding DNA sequence of plasmid
pXL4547 (Fig. 19), resulting in the polynucleotide sequence represented by SEQ ID No.
13. Stable CHO/DHFR clones expressing sFGFR2-Fc (A265 Fc) (SEQ ID NO. 14)
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were generated using the DHFR selection and amplification system with the
appropriate mammalian expression plasmids pXL4547 and plasmid pXL4417 as
described in Example 3. The protein sFGFR2-Fc (A265 Fc) was then produced and
purified for in vivo studies. It was verified that its glycan content was similar to the
glycan content found for sFGFR2-Fc produced in Examples 3 or 5.

sFGFR2-Fc (A265 Fc)

Expressed protein from stable CHO-DHFR

% sFGFR2-Fc sialylated species:

1-non sialylated 40 %
2-Monosialylated 28 %
3-Disialylated 22 %
4-trisialylated 10%
Monosaccﬁaride composition of sSFGFR2-Fc N-

glycans per 3 mannoses

1-Glucosamine (number per 3 mannoses) 435
2-Galactose (number per 3 mannoses) 2.74
3-Fucose (number per 3 mannoses) 0.89

460 subcutaneous tumor model

H460 cell line has been identified as a tumor cell line to assess the efficacy of sSFGFR2-

Fc; these cells expressed high level of FGF2 in vivo and were sensitive to in vitro

sFGFR2-Fc-mediated-ADCC.

In this experiment, the efﬁcaéy of sSFGFR2-Fc molecule and the modified sFGFR2-Fc
(A265 Fc) molecule was assessed on H460 tumor subcutaneously implanted in nude

mice.

Experimental Design

H460 was subcutaneously implanted in nude Balb/C mice as previously described (see

example 9). The treatments have been administered twice a week during the entire
study course. During the study course, the body weight and the tumor volume have

been measured twice a week.

<)\
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As shown in Figure 20, the volume of the tumor was analyzed up to day 23. The group -
treated by sFGFR2-Fc at 25 mg/kg (diamonds) was statistically different from the

control group (open circles) and showed a tumor inhibition of 50%. The modified
sFGFR2-Fc (A265 Fc) at 25 mg/kg exhibited a lost of activity with only a tumor

inhibition of 25% (NS). The mutation within the Fc of sSFGFR2-Fc (A265 Fc) induced a
decrease of the activity. '

Since this modification was shown to decrease antibody-dependent cell cytotoxicity,
example 13 provides‘ an indirect evidence that sSFGFR2-Fc¢ acted in vivo by a

mechanism involving ADCC.
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. A modified soluble FGF receptor Fc fusion comprising a fusion of a soluble

fragment or domain of a FGF receptor with an Fc region of an
immunoglobulin, wherein at least the 5" N-glycosylation site of the FGF
receptor moiety is occupied, and at most 45% of the N-glycans of said FGF
receptor moiety have no sialyl group.

The modified soluble FGF receptor Fc fusion of claim 1, wherein, in addition,
the 31 4" 6% and 7" N-glycosylation sites of the FGF receptor moiety are
occupied.

The modified soluble FGF receptor Fc fusion of claim 2, wherein at least 7
N-glycosylation sites of the FGF receptor moiety are occupied.

The modified soluble FGF receptor Fc fusion of claim 3, wherein all N-
glycosylation sites of the FGF receptor moiety are occupied.

The modified soluble FGF receptor Fc fusion of any of the previous claims

‘wherein the average number of sialic acid per N-glycan of the FGF receptor

moiety is 0.9 or above.

“The mbdiﬁed soluble FGF receptor Fc fusion of claim 5, wherein the

average number of sialic acid per N-glycan of the FGF receptor moiety is
1.2 or above. '

The modified soluble FGF receptor Fc fusion of any of the previous claims,
wherein the Kp value of said fusion for FGF2 measured by Biacore™ is
comprised between 1 and 5§ nM

The modified soluble FGF receptor Fc fusion of claim 7, wherein the Kp
value of said fusion for FGF2 measured by Biacore™ is around 1.5 nM.
The modified soluble FGF receptor Fc fusion of any of the previous claims
wherein said fusion possesses ADCC and/or CDC activities.

10. The modified soluble FGF receptor Fc fusion of any of the previous claims,

wherein the N-glycans of said fusion are 60-100 % fucosylated.

11. The modified soluble FGF receptor Fc fusion of any of the previous claims,

" wherein said modified soluble FGF receptor Fc fusion comprises 3 mannose

residues, a mean of 1.5 to 3.0 galactose residues, a mean of 3.5to 5 of N-
acetylglucosamine residues, and a mean of 0.6 to 1 fucose residues per

moiecule of glycan.

12. The modified soluble FGF receptor Fc¢ fusion of any of claims 1 to 9 wherein

the N-glycans of said fusion are 0-60 % fucosylated.

3
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13. The modified soluble FGF receptor Fc fusion of any of the previous claims ,
" wherein the FGF receptor is selected among FGF receptor 1 (FGFR1) or
FGF receptor 2 (FGFR2).

14. The modified soluble FGF receptor Fc fusion of any of the previous claims,
wherein the FGF receptor is selected among FGF receptor 1 isotype llic and
FGF receptor 2 isotype ilc.

15. The modified soluble FGF receptor Fc fusion of any of the previous claims,
wherein the FGF receptor soluble domain has a sequence as set forth in
SEQ ID NO: 4, or a sequence having an identity of at least 95% with the
SEQ ID NO: 4. .

16. The modified soluble FGF receptor F¢ fusion of any of the previous claims,
wherein the F¢ portion has a sequence as set forth in SEQ ID NO: 6, or a
sequence having an identity of at least 95% with the SEQ ID NO: 6.

17. The modified soluble FGF receptor Fc fusion of any of the previous claims,
wherein said modified soluble FGF receptor Fc fusion further comprises a
linker sequence of at least 3 amino acid residues.

18. The modified soluble FGF receptor Fc fusion of claim 17, wherein the linker
sequence is SAL (Ser-Ala-Leu).

19. The modified soluble FGF receptor F¢ fusion of any of the previous claims,
wherein modified soluble FGF receptor Fc fusion has a polypeptide
sequence as set forth in SEQ ID NO: 2, or a sequence having an identity of
at least 95% with the SEQ ID NO: 2.

20. The modified soluble FGF receptor Fc fusion of any of the previous claims,
wherein modified soluble FGF receptor Fc¢ fusion further comprises the
signal peptide of SEQ ID NO: 8. _

21. A polynucleotide encoding the modified fusion FGF receptor of any of the
previous claims.

22. The polynucleotide of claim 21 wherein said polynucleotide comprises a
nucleotide sequence having at least 80 % identity with the nucleotide
sequence of SEQ ID NO: 1.

23. A vector comprising a polynucleotide of any of claims 21 and 22.

24. A cell comprising a vector of claim 23.

25. The modified soluble FGF receptor Fc fusion of any one of claims 1 to 20 as

| a medicament.

26. A pharmaceutical composition comprising a modified fusion FGF receptor of

any one of claims 1 to 20.
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28.

29.

30.

31.
32.
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34.

35.

36.

49

The pharmaceutical composition of claim 26, wherein said composition
contains a further therapeutic agent.

The pharmaceutical composition of claim 27, wherein said further
therapeutic agent is an anti-angiogenic agent or a chemotherapeutic agent.
The pharmaceutical composition of claim 28, wherein said anti-angiogenic
agent is a tumor necrosis factor, or an antagonist of an acidic or basic
fibroblast growth factor (FGF), hepatocyte growth factor (HGF), tissue factor
(TF), protein C, protein S, platelet-derived growth factor (PDGF), or HER2
receptor.

The pharmaceutical composition of claim 28, wherein said
chemotherapeutic agent is selected from the group: anti-microtubule agents;
platinum coordination complexes; alkylating agents; antibiotic agents; .
topoisomerase Il inhibitors; aﬁtimetabolites; topoisomerase | inhibitors;
hormones and hormone analogues; signal transduction pathway inhibitors;
non-receptor tyrosine kinase angiogenesis inhibitors; immunotherapeutic
agents; pro-apoptotic agents; and cell cycle signaling inhibitors.

The pharmaceutical composition of claim 28, wherein said
chemotherapeutic agent is selected from the group of taxol and taxotere.
The use of a modified soluble FGF receptor Fc fusion of any one of claims 1
to 20 for the preparation of a medicament for treating cancer.

The use of claim 32, comprising the use of a further therapeutic agent in the
manufacture of the same or different composition.

The use of claim 33, wherein said further therapeutic agent is an anti-
angiogenic agent or a chemotherapeutic agent.

The use of claim 34, wherein said anti-angiogenic agent is a tumor necrosis
factor, or an antagonist of an acidic or basic fibroblast growth factor (FGF),
hepatocyte growth factor (HGF), tissue factor (TF), protein C, protein S, '
platelet-derived growth factor (PDGF), or HER2 receptor.

The use of claim 34, wherein said chemotherapeutic agent is selected from
the group: anti-microtubule agents; platinum coordination complexes;
alkylating agents; antibiotic agents; topoisomerase Il inhibitors;
antimetabolites; topoisomerase | inhibitors; hormones and hormone
analogues; signal transduction pathway inhibitors; non-receptor tyrosine
kinase angiogenesis inhibitors; immunotherapeutic agents; prb-apoptotic

agents; and cell cycle signaling inhibitors.
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The' use of claim 34, wherein éaid chemotherapeutic agent is selected from
the group of taxol and taxotere. |

The use of claim 32, wherein said cancer is selected from the group of
carcinoma, including that of the bladder, breast, colon, head and neck,
kidney, including renal cell carcinoma, liver, lung, ovary, pancreas, stomach,
cervix, thyroid and skin; including squamous cell carcinoma ; hematopoieﬁc
tumors of lymphoid lineage, including leukemia, acute lymphocytic leukemia,
acute lymphoblastic leukemia, B-cell lymphoma, T-cell ymphoma, Burkitt's
lymphoma ; hematopoietic tumors of myeloid lineage, including acute and
chronic myelogenous leukemias and promyelocytic leukemia; tumors of
mesenchymal origin, including fibrosarcoma and rhabdomyoscarcoma;
other tumors, including melanoma, seminoma, tetratocarcinoma,
neuroblastoma and glioma; tumors of the central and peripheral nervous
system, including astrocytoma, neuroblastoma, glioma, and schwannomas;
tumors of mesenchymal origin, including fibrosarcoma, rhabdomyoscarama,
and osteosarcoma; and other tumors, including melanoma, xeroderma
pigmentosum, keratoactanthoma, seminoma, thyroid follicular cancer and
teratocarcinoma.

The use of claim 38, wherein said cancer is selected from the group of
melanoma, leukemia, renal cancer, colon cancer, ovarian cancer, prostate
cancer, lung cancer, bladder cancer, breast cancer, and head and neck

cancer
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Tyr ggg Thr Thr Pro Pro Vgs Leu Asp Ser Asp G g Ser Phe Phe Leu
5 54

tac agc aag ctc acc gtg gac aag agc agg tgg cag cag g?g aac gtc 1680
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FUSIONES Fc CON RECEPTOR PARA FGF SOLUBLE MODIFICADAS, CON
ACTIVIDAD BIOLOGICA MEJORADA
Campo de la invencion e introduccion

La invencion se refiere a fusiones Fc con receptor para. FGF soluble
modificadas que comprenden una fusién de un fragmento o dominio solubles del
receptor para FGF con una region Fc de una inmunoglobulina, que tienen actividad
bioldégica mejorada, a composiciones que las contienen, y a método para producir tales
moléculas de fusiéon Fc con receptor para FGF soluble modificadas. En particular, las
fusiones Fc con receptor para FGF soluble modificadas tienen actividad
antiangiogénica mejorada y actividades citotoxicas mediadas por células dependientes
de anticuerpos antitumorales, concretamente ADCC (siglas inglesas de citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos) y/o CDC (citotoxicidad dependiente de
complemento), y por tanto son dtiles en el tratamiento de cancer, tumores
metastasicos, y para reducir el crecimiento tumoral en un sujeto. La invencion se
refiere ademas a métodos para inhibir el crecimiento tumoral y a métodos para tratar o
prevenir situaciones patologicas que incluyen, pero sin quedar limitadas a las mismas,
cancer de mama, melanoma, leucemia, metastasis cerebrales, cancer renal,
melanoma primario, cancer de colon primario, cancer de vejiga primario, hemangioma
infantil, cancer de ovario, cancer de prostata, y cancer de pulmon.

Antecedentes y relevancia de la invencion

La angiogénesis, es decir, la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de
los preexistentes, implica una compleja coordinacion de proliferacion de células
endoteliales, migracion, degradacion de la membrana basal, y organizaciéon de los
nuevos vasos (Ji y otros, 1998, FASEB J. 12:1731-1738). La liberacion local
incontrolada de factores de crecimiento angiogénico y/o las alteraciones de la
produccién de inhibidores angiogénicos naturales, con la consecuente alteracion del
equilibrio angiogénico (Hanahan y otros, 1996, Cell. 86: 353-64) son responsables de
la proliferacion incontrolada de células endoteliales que tiene lugar durante la
neovascularizacion tumoral y en enfermedades dependientes de angiogénesis
(Folkman, 1995, Nat. Med. 1:27-31).

Se han identificado numerosos inductores naturales de angiogénesis, entre
ellos miembros de la familia del factor de crecimiento endotelial vascular (siglas
inglesas VEGF), angiopoyetinas, factores a y 8 de crecimiento transformante (TGF-a y
TGF-B), factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), factor a de necrosis
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tumoral (TNF- a), interleucinas, quimiocinas, y los miembros de la familia del factor de |
crecimiento fibroblastico (FGF). Estos potentes factores angiogénicos son a menudo
sobreexpresados por tejidos tumorales (Presta, 2005, Cytokine & Growth Factors
Reviews. 16: 159-178; Grose, 2005, Cytokine & Growth Factors Reviews. 16: 179-
-186).

De hecho, los FGFs, y mas especialmente el FGF2, estan sobreexpresados en
numerosos canceres humanos, entre ellos el melanoma (Halaban, 1996, Semin Oncol.
23:673-81; Hanada, 2001, Cancer Res. 61: 5511-5516), leucemia (Krejci y otros, 2001
Leukemia, 15:228-37, Bieker y otros, 2003, Cancer Res. 63: 7241-7246), cancer renal
(Hanada, 2001, Cancer Res. 61: 5511-5516), cancer de colon (Tassi, 2006, Cancer
Res. 66:1191-1198), cancer de ovario (Whitworth y otros, 2005, Clin Cancer Res.
11:4282-4288, Gan y otros, 2006, Pharm Res. 23:1324-31), cancer de prostata (Aigner
y otros, 2002 Oncogene, 21:5733-42; Kwabi-Addo y otros, 2004, Endocr Relat Cancer.
11:709-24) y cancer de pulmén (Takanami y otros, 1996, Pathol Res Pract. 192:1113-
20; Volm y otros, 1997, Anticancer Res. 17:99-103; Brattstrom y otros, 1998,
Anticancer Res. 18: 1123-1127). Ademas, la sobreexpresion de FGF2 puede
correlacionarse con una quimiorresistencia en algunos canceres, entre ellos canceres
de vejiga, de mama, de cabeza y cuello (Gan y otros, 2006, Pharm Res. 23:1324-31).
En cuanto a los miembros de la familia FGF, y puesto que los FGFs secretados por
células tumorales presentan afinidades hacia las cadenas laterales de
glicosaminoglicano de los proteoglicanos de la superficie celular y de la matriz, muy
probablemente estos FGFs secretados son secuestrados por células tumorales
proximas, formando depoésitos de FGF. Esta particularidad hace que el apuntar hacia
el FGF sea una buena estrategia para dirigir a una molécula activa que necesita una
molécula diana expresada de manera estable y faciimente accesible.

En la actualidad se emplean diversos productos basados en anticuerpos como
farmacos terapéuticos, y se han aprobado recientemente varios anticuerpos
monoclonales (abreviatura inglesa mAbs) en diversas areas terapéuticas tales como
oncologia, inflamacién, enfermedades infecciosas y enfermedades cardiovasculares.
Estos mAbs inducen la muerte de células tumorales a través de mudiltipies mecanismos,
que incluyen el reclutamiento del sistema inmunolégico (Harris, 2004, Lancet Oncol, 5:
292-302). La regién Fc de los mAbs es responsable de estas funciones de efector, en
las que interviene el sistema inmunolégico, y que incluyen dos mecanismos
principales: citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (siglas
inglesas ADCC) y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). La ADCC se
produce cuando un mAb se fija primeramente a través de su sitio fijador de antigeno a
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su diana en células tumorales, y después la porciéon Fc es reconocida por receptores
para Fc (FcR) especifico en células efectoras (es decir linfocitos citoliticos naturales,
neutrofilos, macréfagos, ...) que atacan la célula diana. La CDC es un proceso en el
cual se activa una cascada de diferentes proteinas del complemento cuando un mAb
se fija a C1q, lo que conduce a la formacion de C3b en la superficie de células
tumorales revestidas de anticuerpo cercanas al lugar de la activacién del
complemento. La presencia de C3b controla la formacién del complejo de ataque a
membrana

C5-C9 que puede insertarse en la membrana para lisar células tumorales (Sharkey,
2007, CA Cancer J Clin, 56: 226-243). La capacidad de los mAbs para estimular la
ADCC depende de su isotipo. Los anticuerpos IgG1 e IgG3 se unen fuertemente a
FcRs, mientras que los anticuerpos IgG4 e 1IgG2 se unen débilmente. La capacidad del
mADb para la CDC depende también del isotipo del mAb. La 1gG3, y en menor grado la
IgG1, son los isotipos mas eficaces para estimular la cascada del complemento
clasica. Los mAbs 1gG2 son menos eficaces en la activacion de la cascada del
complemento, mientras que la IgG4 no tiene capacidad para ello (Strome, 2007, The
Oncologist, 12:1084-1095).

El empleo de una proteina de fusién que, al igual que los anticuerpos, puede
tener una doble funcionalidad, con una parte de fijacién que manifiesta una orientacién
selectiva especifica y una parte efectora capaz de inducir la lisis de células diana a
través del reclutamiento del sistema inmunitario, constituye un aspecto de estas
estrategias terapéuticas. Ademas, para ser Util en terapia, esta molécula precisaria
tener propiedades farmacocinéticas (abreviadamente PK) ventajosas. La porcion Fc
puede incrementar, de manera detectable, la semivida sérica de la fusién Fc con
receptor para FGF soluble modificada, pero aln se sigue necesitando una proteina de
fusién con una semivida sérica mayor. Por Ultimo, si esta proteina de fusion va a ser
empleada en calidad de farmaco, es necesario produciria de manera fiable, eficaz, y
con una productividad adecuada.

Existe, por tanto, la necesidad de una proteina de fusiéon con actividades de
ADCC y/o CDC que esté dirigida hacia FGF, para el tratamiento de cancer, tumores
metastasicos y para reducir el crecimiento tumoral en un sujeto, con caracteristicas PK
mejoradas, y que pueda ser producida eficazmente.

Los solicitantes han descubierto ahora que proteinas de fusion solubles entre
una parte de receptor para FGF soluble (porcién fijadora o de seleccion de objetivo) y
una parte Fc (porcion con funcion efectora) (sFGFR-Fc) que han sido modificadas con
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el fin de conseguir un perfil particular de glicanos, tienen de hecho actividades
bioldgicas sustancialmente mejoradas, entre ellas actividades ADCC y/o actividades
GDG; y por tanto pusden ser smplsadas ssme farmases antiangiegénicos y
antitumorales eficaces. para el tratamiento del crecimiento celular incentrelade o
cancer. Estas proteinas de fusiém sslubles masdifieadae tienen propiedades RK
ventajosas a causa de su tasa de sialilacion, y pueden ser producidas con una
productividad adecuada y una agregacion minima a causa de su perfil de glicosilacién.

Sumario de la invencion

La presente invencién esta dirigida, por tanto, a una fusién Fc con receptor
para FGF soluble modificada que comprende una fusiéon de un fragmento o dominio
solubles de un receptor para FGF con una region Fc de una inmunogiobulina, en
donde al menos el 5° sitio de N-glicosilacion de la porcién de receptor para FGF esta
ocupado, y en donde como maximo 45% de los N-glicanos de la porcién de receptor
para FGF no tienen grupo sialilo. Ademas, segun otra realizacién preferida de la
invencion, el 3er, 4° 6° y 7° sitios de N-glicosilacion de la porcion de receptor para
FGF estan ocupados. Preferiblemente, todos los sitios de N-glicosilacion estan
ocupados. En otra realizacion preferida, el nimero medio de acidos sialicos por
N-glicano en la porcién de receptor para FGF de las fusiones de la invencién es al
menos 0,9; incluso mas preferiblemente es al menos 1,2. Cada molécula de N-glicano
de la fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada de acuerdo con la presente
invencion comprende 3 restos de manosa, por término medio de 1,5 a 3,0 restos de
galactosa, de 3,5 a 5 restos de N-acetilglucosamina, y de 0,6 a 1 restos de fucosa.

La presente invencién esta dirigida también a fusiones Fc con receptor paré
FGF soluble modificadas que comprenden una fusién de un fragmento o dominio
soluble de un receptor para FGF con una regién Fc de una inmunoglobulina, en donde
todos los sitios de N-glicosilacion estan ocupados, y en donde como maximo 45% de
los N-glicanos de la porcién de recept'or para FGF no tienen grupo sialilo, y en donde
el N-glicano de la regién Fc esta fucosilado en 60 - 100%.

En una realizacion, el fragmento o dominio soluble del receptor para FGF es el
dominio soluble o extracelular del receptor 1 para FGF (sFGFR1) o del receptor 2 para
FGF (sFGFR2).

En otra realizacién, el fragmento o dominio soluble del receptor para FGF es el
dominio soluble o extracelular del isotipo o variante llic del receptor 1 para FGF
(sFGFR1(llic)) o del isotipo Illc del receptor 2 para FGF (sFGFR2(lllc)).
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De acuerdo con una realizacién preferida, la fusion Fc con receptor para FGF
soluble modificada estd codificada por un polinucleétido que tiene la secuencia
nucleotidica expuesta en la SEQ ID NO: 1, o bien un polinucleétido que tiene una
identidad de al menos 80% con la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO: 1. En otra
realizacion preferida, la fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, de la
invencion, tiene la secuencia aminoacidica expuesta en la SEQ ID NO : 2, o una
secuencia que tiene una identidad de al menos 95%, 97%, 98%, o 99% con la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 2.

La fusién Fc con receptor para FGF soluble, modificada, de la invencién, tiene
actividad de ADCC y/o CDC, y es util por tanto para el tratamiento de enfermedades
tales como el cancer.

La presente invencion se refiere también a composiciones farmacéuticas que
comprenden tales fusiones Fc con receptor para FGF soluble modificadas.

La presente invencion se refiere ademas a la combinacion de la fusion Fc con
receptor para FGF soluble modificada, con un agente quimioterapéutico o un agente
bioterapéutico con propiedades antitumorales o antiangiogénicas.

Otro objeto de la presente invencién es un método para tratar cancer, o un
método para prevenir o reducir el crecimiento y volumen tumorales y los tumores
metastasicos, que comprende administrar a un sujeto la fusién Fc con receptor para
FGF soluble modificada de la presente invencién, en una cantidad terapéuticamente
eficaz.

Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1A y 1B muestran mapas de los vectores de expresiéon para
SIAT6 (ST3GAL3) y B4GT1(B4GALT1), respectivamente.

Las Figuras 2A y 2B muestran las secuencias de acido nucleico (SEQ ID
No. 9) y de aminoacidos (SEQ ID No. 10) de B4GT1(B4GALT1) para expresion desde
pXL4551 '

Las Figuras 3A y 3B muestran las secuencias de acido nucleico (SEQ ID
No. 11) y de aminoéacidos (SEQ ID No. 12) de SIAT6 (ST3GAL3) para expresiéon desde
pXL4544

La Figura 4A corresponde a la secuencia de acido nucleico de sFGFR2-Fc
para expresion desde pXL4410, pXL4429 6 pXL4636 (SEQ ID N° 1), la Figura 4B
corresponde a la secuencia de aminodcidos de sFGFR2-Fc (los sitios de
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N-glicosilaciéon se indican en negrita) codificada por pXL4410, pXL4429_é pXL4636
(SEQ ID N° 2), la Figura 4C corresponde a la secuencia de aminoacidos de sFGFR2
(SEQ ID N° 4), la Figura 4D corresponde a la secuencia de aminoacidos de Fc (SEQ
ID N° 6), la Figura 4E corresponde a la secuencia de aminoacidos del enlazador, y la
Figura 4F corresponde a la secuencia de aminoacidos del péptido sefal (SEQ ID
N° 8). Es el péptido sefal descrito para interleucina-2. Se ha observado que la fusion
de este péptido aguaé arriba de la secuencia representada por SEQ ID No.2 conduce
a una proteina secretada con una secuencia aminoacidica N-terminal homogénea.

La Figura 5 es una representacion esquematica de la estrategia usada para
construir pXL4636, que codifica sFGFR2-Fc y glutamina-sintetasa

Las Figuras 6A y 6B muestran mapas de los vectores de expresion pXL4429
para sFGFR2-Fc y DHFR, y pXL4417 que codifica el gen de resistencia a la neomicina

La Figura 7 es un grafico que muestra la correlacion entre el nimero medio de
acidos sialicos por N-glicano de sFGFR2 y el aclaramiento de sFGFR2-Fc en la sangre
- proporcion éptima > 1,2; proporcién preferida > 0,9.

La FigUra 8 muestra la SDS-PAGE (en condiciones no reductoras) de 1 ug de
sFGFR2-Fc¢ incubada en ausencia (-) o en presencia (+) de PNGase F. M: marcadores
de peso molecular

La Figura 9 muestra la posicién de N-glicanos y la numeracién en el dimero
sFGFR2-Fc. La numeracién comienza desde la secuencia aminoacidica N-terminal de
FGFR2 (FGFR2_HUMAN ) de manera tal que la posicion N1 corresponde a Asn83,
N2 corresponde a Asn123, N3 corresponde a Asn228, N4 corresponde a Asn241,
N5 corresponde a Asn 265, N6 corresponde a Asn 297, N7 corresponde a Asn318,
N8 corresponde a Asn331. La posicion N297 corresponde a la posicion Asn en la Fc
(IgG1) humana.

La Figura 10 es un grafico que muestra la cinética de la desaparicién de la
proteina sSFGFR2-Fc (cuadrados) en la sangre con el transcurso del tiempo, hasta las
72 horas.

La Figura 11 muestra las cantidades recuperadas de proteina sFGFR2-Fc en
plasma e higado, expresadas en % de la dosis inyectada.

La Figura 12 es un grafico del analisis del volumen del tumor A549 tras el
tratamiento, hasta el 40° dia (100 pg por raton y por administracién: triangulos; 300 ug
por ratéon y por administracién: cuadrados; 500 ug por ratén y por administracion:
circulos llenos; testigo de PBS: circulos huecos).
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La Figura 13 es un grafico del andlisis del peso del tumor A549 tras el
tratamiento, en el 40° dia.

La Figura 14 es un gréfico del andlisis del volumen del tumor H460 tras el
tratamiento, hasta el 22° dia (grupo tratado: circulos llenos; grupo testigo con PBS:
circulos huecos).

La Figura 15 es un gréafico del andlisis del peso del tumor H460 tras el
tratamiento, en el 22° dia.

La Figura 16 es un grafico de la evaluacién de la actividad ADCC in vitro de
sFGFR2-Fc sobre células tumorales H460 y A549.

La Figura 17 muestra graficos del analisis del volumen del tumor A549 cuando
se implanta en tres estirpes de ratén: SCID (Figura 17A), NOD/SCID (Figura 17B), y
SCID/bg (Figura 17C), hasta el dia 41° (sFGFR2-Fc 100 ug por ratén y por
administracion: rombos; testigo de PBS: circulos huecos).

La Figura 18 muestra graficos del andlisis del volumen del tumor H460 cuando
se implanta en tres estirpes de ratén: SCID (Figura 18A), NOD/SCID (Figura 18B), y
SCID/bg (Figura 18C), hasta el dia 22° (sFGFR2-Fc 100 ug por ratén y por
administracion: rombos; testigo de PBS: circulos huecos).

La Figura 19A muestra un mapa del plasmido que codifica sSFGFR2-Fc (A265

en Fc), y la Figura 19B muestra la secuencia proteica de sFGFR2-Fc (A265 en Fc)
(SEQ ID No. 14). La posicion 392 es la posicion de la mutacién en el dominio Fc
(Asp265Ala), y esta representada con negrita.
La Figura 20 es un grafico que muestra el analisis del volumen de tumor H460 cuando
se implanta en estirpes de ratones "desnudos" (desprovistos de timo) hasta el dia 23°
(circulos huecos: testigo de PBS: rombos; sFGFR2-Fc 500 ug por ratén y por
administracién; cuadrados huecos: éFGFRZ-Fc (A265Fc) 500 pg por raton y por
administracion); **: p<0,01 frente al testigo Anova & Newman-Keuls después del test).

Descripcion detallada -

A lo largo de esta memoria descriptiva, los solicitantes hacen referencia a
articulos de revistas, documentos de patente, referencias publicadas, paginas de
Internet, informacién de secuencias disponible en bases de datos, y otras fuentes de
informacién. Un especialista en la técnica puede emplear todo el contenido de
cualquiera de las fuentes de informacién citadas para crear y emplear aspectos de
esta invencion. Todas y cada una de las fuentes de informacidon citadas son
especificamente incorporadas, en su totalidad y por referencia, en la presente
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memoria. En este documento se pueden incluir partes de estas fuentes, segun se haya
permitido o se requiera. Sin embargo, el significado de cualquier término o frase
especificamente definido o explicado en esta memoria descriptiva no debe ser
modificado por el contenido de ninguna de las fuentes. La descripcion y los ejemplos
que siguen son meramente ilustrativos del alcance de esta invencion y del contenido
de esta memoria descriptiva. Un especialista en la técnica puede disefiar y construir
numerosas modificaciones de los ejemplos que figuran a continuacion, sin salirse del
alcance de esta invencion.

La presente invencion se refiere a proteinas de fusién solubles que
comprenden dominios de receptores para FGF. La invencion abarca en general
fragmentos, dominios, y especialmente dominios solubles o extracelulares, de receptor
para FGF. El dominio extracelular del receptor para FGF esta unido a un coparticipe
en la fusion apropiado, por ejemplo una unidad Fc de inmunoglobulina. Por tanto, en el
sentido mas amplio, las fusiones con receptor para FGF soluble modificadas, de la
invenciéon, pueden consistir en proteinas, fragmentos, dominios, dominios
extracelulares, dominios solubles, y cualquiera de éstos, de receptor para FGF
(FGFR), unidos a un coparticipe en la fusién, en especial un coparticipe de fusién
consistente en una regién Fc.

El solicitante ha hallado que una fusiéon Fc con receptor para FGF soluble,
modificada, que comprende una fusién de un dominio soluble de un receptor para FGF
con una regidon Fc de una inmunoglobulina, en donde como méaximo 45% de los
N-glicanos no tienen grupo sialilo, tiene propiedades ventajosas. Las ventajas del
patrén de sialilacion de la fusion Fc con receptor para FGF soluble modificada, de la
invencion, incluyen un mejor perfil farmacocinético y una resistencia mejorada a la
escision in vivo.

Tipica'mente, los N-glicanos se unen cotraduccionalmente a través de restos de
asparagina (Asn) especificos. La secuencia de consenso Asn-X-Ser/Thr (en donde X
es cualquier aminoacido excepto Pro) es esencial pero no suficiente, ya que la
estructura secundaria local puede determinar la adicion (Jefferis y otros, 2006, Nature
Biotechnology 24:1241). Se cree que varios factores son responsables de los sitios de
N-glicosilacion desocupados (Jones y otros, 2005, Biochimica et Biophysica Acta
1726: 121) ofrece uha discusion detallada de secuencias de péptidos sefial. Existen
varios sitios de N-glicosilacién dentro de los receptores para FGF solubles de la
invencién. Por ejemplo, hay 8 sitios de N-glicosilacion en el dominio extracelular de
FGFR2lllc (véase la Figura 9). Los N-glicanos contienen un ntcleo oligosacarido
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conservado unido a Asn. Este nucleo esta compuesto por tres restos monosacaridos
de manosa (Man) y dos de N-acetilglucosamina (GIcNAcs). Normalmente, las GIcNAcs
adicionales estan unidos de manera 1,2 a la a6 Man o a la a3 Man, mientras que
pueden estar presentes o ausentes el acido N-acetiineuraminico (NeuAca2.6), la
galactosa (Galf31,4), la fucosa (Fuca1,6) y la GlcNAc ($1,4) bisecante (Jefferis y otros,
2006, Nature Biotechnology 24:1241).

El solicitante ha demostrado que la presencia de un N-glicano en el 5° sitio de
N-glicosilacion desde el extremo N de la porcion FGFR confiere propiedades
ventajosas en cuanto a productividad y baja agregacién, como se demuestra en los
Ejemplos Experimentales. En particular, en ausencia de glicosilacién en este sitio
particular, la productividad desciende dramaticamente, mientras que aumenta [a
agregacion. Ademas, se ha hallado que la presencia de este N-glicano es necesaria
para la fijacion a FGF.

La presente invencion esta dirigida, por tanto, a una fusion Fc con réceptor
para FGF soluble modificada que comprende una fusién de un dominio soluble de un
receptor para FGF con una regiéon Fc de una inmunoglobulina, en donde al menos el
5° sitio de N-glicosilacion de la porcién de receptor para FGF esta ocupado, y como
maximo 45% de los N-glicanos de dicha porcién de receptor para FGF no tienen grupo
sialilo.

Segun otra realizacion de la invencion, el 3%, 4°, 6° y 7° sitios de N-glicosilacién
de la porcion de receptor para FGF estan ocupados. Cuando estan glicosilados al
menos 7 de los sitios de N-glicosilacion de la porcion de receptor para FGF, la fusién
de la invencién presenta propiedades aun mejores en cuanto a productividad y baja
agregacion. Asi, en otro aspecto, la invencion esta dirigida a una fusién de un
fragmento o dominio solubles de un receptor para FGF con una regién Fc de una
inmunoglobulina, en donde al menos 7 sitios de N-glicosilacion estan ocupados, y en
donde como maximo 45% de los N-glicanos de la fusién Fc con receptor para FGF no
tienen grupo sialilo. En una realizacion especifica de la invenciéon estan ocupados
todos los sitios de N-glicosilacion.

En otro aspecto, en la fusidén Fc con receptor para FGF soluble modificada, de
Ia invencién, el nimero medio de &cidos sidlicos por N- -glicano de la porcién de
receptor para FGF es 0,9, es decir, dicho nimero puede ser 0,9 o cualquier otro por
encima de 0,9. En una realizacion preferida, la fusion Fc con receptor para FGF
soluble modificada, de la invencion, tiene un nimero medio de al menos 1,2 acidos
sialicos por N-glicano. El solicitante ha hallado que esta proporcién asegura una
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concentracion maximizada de la fusién con receptor FGF soluble de la invencion en la
sangre, que seria comparable a la concentraciéon en sangre éptima encontrada para
las moléculas Fc.

La presente invencion esta dirigida ademas a una fusién Fc con receptor para
FGF soluble modificada que comprende una fusién de un fragmento o dominio
solubles de un receptor para FGF con una regién Fc de una inmunoglobulina, en
donde todos los sitios de N-glicosilacién estan ocupados, y en donde como maximo
45% de los N-glicanos de la porcién de receptor para FGF no tienen grupo sialilo y en
donde los N-glicanos de la regién Fc no estan fucosilados. En otra realizacion, la
fusibn Fc con receptor para FGF soluble modificada, de la invencion, esta
parcialmente fucosilada, por ejemplo fucosilada en un 0 - 60%. En otra realizacion
mas, la fusion Fc con receptor para FGF soluble modificada, de la invencién, esta
completamente fucosilada. En una realizacién preferida, la fusién Fc con receptor para
FGF soluble modificada, de la invencién, esta fucosilada en un 60 - 100%. En otra
realizacion preferida, cada molécula de N-glicano de la fusion Fc con receptor para
FGF soluble modificada, de acuerdo con la presente invencién, comprende ademas 3
restos de manosa Yy, por término medio, de 1,5 a 3,0 restos de galactosa, de 3,5 a 5
restos de N-acetilglucosamina por molécula de glicano, y de 0,6 a 1 restos de fucosa.

De acuerdo con la invencién, la fusidn Fc con receptor para FGF soluble
modificada, se une a ligando FGF con elevada afinidad. Por ejemplo, dicha fusion se
une a FGF2 con un valor de Kp, medido mediante Biacore™, que esta comprendido
entre 1 y 5 nM. En una realizacién preferida de la invencion, el valor de Ky de dicha
fusion hacia FGF2, medido mediante Biacore™, esta en torno a 1,5 nM.

Tales fusiones modificadas, como las arriba descritas, son utiles como
inhibidores potentes y terapéuticamente eficaces del crecimiento tumoral. De hecho, el
solicitante ha demostrado que las fusiones Fc con receptor para FGF soluble
modificadas, de la invencion, son capaces de inhibir el crecimiento tumoral in vivo.
Ademas, dichas fusiones Fc con receptor para FGF soluble modificadas, de la
invencion, son capaces de desencadenar respuestas ADCC y/o CDC, tanto in vitro
como in vivo. Como moléculas que intervienen eficazmente en ADCC y/o CDC, estos
compuestos son especialmente Utiles para tratar tumores cancerosos que
sobreexpresan FGF.

Las secuencias de FGFR empleadas para los compuestos de FGFR, longitud
completa o fragmentos de un FGFR, secuencias de FGFR sintéticas, dominios,
extracelulares, dominios solubles, o fusiones de éstos, pueden ser elegidas entre
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cualesquiera secuencias disponibles o conocidas. El FGFR pertenece a la familia de
receptores de tirosina-cinasa, y a la familia del éupergén de las inmunoglobulinas (Ig).
En las formas transmembranarias del receptor, el dominio de tirosina-cinasa es
intracelular y los dominios semejantes a Ig son extracelulares. Tanto la forma
transmembranaria como la forma secretada se unen a FGF. Existen al menos cuatro
genes que codifican FGFRs que tienen una estructura comun de dos o tres bucles
similares a inmunoglobulina (lg) extracelulares (Igl-Ighl) y un dominio de tirosina-cinasa
intracelular. También se conocen productos de escision alternativa, procedentes de
exones que codifican la regién extracelular, y que dan lugar a muitiples formas de
receptor. El tercer bucle semejante a Ig conduce al menos a tres variantes de receptor,
y por escision alternativa de dos exones (llib y llic) que codifican la ségunda mitad del
bucle, se producen dos formas transmembranarias. Por ejemplo, se emplea un sitio de
poliadenilacién selectiva que precede a los exones lllb y llic para producir una forma
soluble de FGFR1 (llla). En seres humanos y en ratones, la variante de escision Iglila
de FGFR1 codifica una proteina que aparentemente carece de dominio
transmembranario hidréfobo y que, por tanto, puede ser una forma secretada o soluble
del receptor. Los compuestos de FGFR pueden utilizar también secuencias de FGFR1
(locus de proteina en NCBI, NP_075598); de FGFR2 (locus de proteina en NCBI,
NP_000132); de FGFR3 (locus de proteina en NCBI, P22607); y de FGFR4 (locus de
proteina en NCBI, NP_002002) (Kiefer y otros, 1991, Growth Factors 5:115-127).

También se han discutido formas solubles de receptores para FGF, que
comprenden los dominios extracelulares, en las patentes de EE.UU. numeros
5,288,855 y 6,656,728, en los documentos WO 91/00916, WO 92/00999,
WO 00/46380, WO 2005/016966, WO 2005/113295, WO 2006/113277,
WO 2007/014123, y en la patente europea 529 076. Los fragmentos, dominios, o
dominios solubles o extracelulares de FGFR, tal como se emplean en la invencion,
pueden incluir el fragmento de un FGFR que sea extracelular en su forma nativa o que
consista en toda la forma naturalmente secretada, o parte de la misma. Ademas, las
secuencias de FGFR empleadas en esta invencion pueden ser las especificamente
descritas 0 enumeradas, y secuencias que tengan una identidad de secuencia
aminoacidica de aproximadamente 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, o
90% a lo largo de toda la secuencia polipeptidica descrita o dibujada, o que tengan
una identidad de secuencia de acido nucleico de aproximadamente 95%, 90%, 85%,
80%, o 75% a lo largo de la regién codificadora del polipéptido respecto a acidos
nucleicos que codifiquen las secuencias de FGFR de la invencién. El fragmento o
dominio podria incluir también aminoacidos adicionales u otras regiones del FGFR
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siempre que estos aminoacidos o regiones adicionales no supriman o reduzcan de
manera significativa la capacidad del compuesto de FGFR para ser empleado tal como
se describe en esta invencién. Un polipéptido o proteina de fusion que consista
esencialmente en un dominio o fragmento de FGFR puede contener otros aminoacidos
siempre que se conserven la capacidad de ser expresado en una célula de mamifero y
la de de unirse a FGF, y ademas, opcionalmente, siempre que se conserve la
capacidad de reducir el crecimiento celular o de reducir la vascularizacion.

En una realizacién, el fragmento o dominio soluble del receptor para FGF es el
dominio soluble o extracelular del receptor 1 para FGF (sFGFR1) o del receptor 2 para
FGF (sFGFR2).

Los fragmentos de FGFR1 y de FGFR2 seleccionados pueden tener una o mas
de las siguientes mutaciones: una delecidon N-terminal de 1-7 aminoéacidos; o
sustitucion en el extremo N; una delecion de la secuencia del bucle 1; una delecién de
la secuencia de la caja acida. Se pueden preparar polinucleétidos que codifican
mutantes de secuencia aminoacidica, por medio de diversos métodos conocidos en la
técnica, entre ellos, pero sin quedar limitados a éstos, mutagénesis en la que
participan oligonucleétidos (o de localizaciéon dirigida), mutagénesis bor PCR, vy
mutagénesis de casette de un mutante, o una versiéon no mutante de la molécula de
interés, preparados con anterioridad (véase, por ejemplo, Kunkel, 1985, Proc Natl
Acad Sci USA 82:488).

En otra realizacién, el fragmento o dominio soluble del receptor para FGF es el
dominio soluble o extracelular del isotipo llic del receptor 1 para FGF (sFGFR1(llic)) y
del isotipo lllc del receptor 2 para FGF (sFGFR2(llic)).

Las realizaciones preferidas incluyen el fragmento o dominio solubles del
isotipo o variante llic del receptor para FGF 2 codificados por un polinucleétido que
tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 3, y/o que tiene la secuencia aminoacidica de la
SEQ ID NO: 4 o bien una secuencia con una identidad de al menos 95%, 97%, 98%, o
99% con la SEQ ID NO: 4.

De acuerdo con esta Ultima realizacién, la fusion Fc con receptor para FGF
soluble modificada (SFGFR2-Fc), de la presente invencion, tiene ventajosamente una
elevada afinidad hacia su ligando natural FGF2 o un elevado valor de Kp en el orden
nanomolar, comprendido entre 1 y 5 nM, y mas exactamente en torno a 1,5 nM.

Los ejemplos especificos de dominios de inmunoglobulina incluyen, pero sin
quedar limitados a éstos: la region Fc de una molécula de inmunoglobulina; la regién
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bisagra de una molécula de inmunoglobulina; la region CH; de una molécula de
inmunoglobulina; la regién CH, de una molécula de inmunoglobulina; la regién CH; de
una molécula de inmunoglobulina; la regiéon CH, de una molécula de inmunoglobulina;
y la cadena ligera de una molécula de inmunoglobulina; asi como variantes
humanizadas de cualquiera de éstas. Las secuencias de estas regiones  estan
disponibles también para un especialista en la técnica (véase, por ejemplo, Huck y
otros, 1986, Nucleic Acids Res. 14:1779).

Tal como se emplea en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, la -
expresion "regiéon Fc de inmunoglobulina o Fc¢" significa la porcién carboxilicamente
terminal de una regién constante de la cadena pesada de inmunoglobulina. Las
regiones Fc son particularmente importantes para determinar las funciones biolégicas
de la inmunoglobulina, y estas funciones biologicas son denominadas funciones de
efector. Como se sabe en la técnica, las cadenas pesadas de las subclases de
inmunoglobulina comprenden cuatro o cinco dominios: la IgM y la IgE tienen cinco
dominios de cadena pesada, y la IgA, IgD e IgG tienen cuatro dominios de cadena
pesada. La region Fc de la IgA, IgD e 1gG es un dimero de los dominios bisagra-CH,--
—-CH;, y enlalgMy en la IgE es un dimero de los dominios bisagra-CH,--CHs--CH,.
Ademas, el dominio CH; de la IgM y la IgE es estructuralmente equivalente al dominio
CH; de la IgG, y el dominio CH, de la IgM y la IgE es el homélogo del dominio CH; de
la 1gG (véase, compilado por W. E. Paul, 1993, Fundamental Immunology, Raven
Press, New York, New York). Cualquiera de las regiones Fc conocidas seria util como
region Fc en las fusiones Fc con receptor para FGF soluble modificadas, de la
invencion.

En una realizacién, el gen que codifica la regién Fc de la IgG humana (Fc,) se
obtiene mediante transcripcion inversa y PCR, utilizando ARN preparado a partir de
leucocitos humanos y cebadores 5' y 3' apropiados. Los fragmentos de ADN
resultantes contienen secuencias completas de los dominios bisagra, CH,, y CHs de la
IgG, y se pueden emplear como plantilla para generar variantes en las cuales estén
sustituidos ciertos aminoéacidos, como es conocido en la técnica. Se puede incorporar
en el proceso PCR un cebador que codifique un enlazador peptidico, que incluya un
sitio para enzima de restriccion adicional. Los fragmentos de ADN resultantes son
insertados en un vector soporte, y son confirmados al determinar su secuencia de
ADN.

Se emplea preferiblemente la regién Fc de la inmunoglobulina gamma-1, que
incluye al menos parte de la regién bisagra, de la regiéon CH;, de la regién CH,, y de la
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region CH;. Ademas, la regidén Fc de la inmunoglobulina gamma-1 puede ser una Fc
que ha sufrido delecién en CH, o bien una Fc que ha sufrido delecién de CH,, e incluye
una parte de una region bisagra y una region CHs en la cual han sufrido delecién la
regiéon CH; y/o la region CH,. Gillies y otros (1990, Hum. Antibod. Hybridomas, 1:47)
han descrito una Fc con delecion de CH,.

Muy preferiblemente, la regién Fc de IgG1 comprende la secuencia codificada
por un polinucleétido que tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 5, y/o la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 6 o bien una secuencia con una identidad de
al menos 95% con la SEQ ID NO: 6. No obstante, también regiones Fc de las otras
clases de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE e IgM serian utiles como region Fc.

Se puedénv preparar, ademas, constructos por delecién de estas regiones Fc en
los cuales han sufrido deleciéon uno o mas de los dominios constantes. Un especialista
ordinario en la técnica podria preparar tales constructos por delecion empleando
técnicas de biologia molecular bien conocidas. Ademas, la regién Fc empleada puede
ser una que tenga una identidad de aminoacidos de aproximadamente 99%, o
aproximadamente 98%, o aproximadamente 95%, o aproximadamente 90%, o
aproximadamente 85%, o aproximadamente 80%, o aproximadamente 75% respecto a
la mostrada en la SEQ ID NO:6.

Son mutaciones especificas respecto a la SEQ ID NO: 6 que pueden ser
seleccionadas y empleadas individualmente o en cualquier combinacién: una delecion
o sustitucién de una de las Cys dentro de los 20 primeros aminoacidos desde el
extremo N; una delecion de Cys en la posicion 5 de la SEQ ID NO: 6; o una sustitucion
de Cys en la posicién 5. La secuencia de region Fc elegida puede incrementar de
manera detectable la semivida de la fusién Fc con receptor para FGF soluble
modificada, en el suero.

La fusion Fc con receptor para FGF soluble modificada, de la invencion, puede
comprender una regidn bisagra, o bien se puede emplear una regién de espaciador
entre la parte de receptor soluble y la region Fc (Ashkenazi y otros, 1997, Current
Opinion in Immunology, 9:195-200). Los ejemplos incluyen un enlazador peptidico
flexible con una longitud de aproximadamente 20 aminoacidos o menos. Mas
preferiblemente, el enlazador peptidico puede tener una longitud de al menos tres
aminoacidos, y/o un enlazador peptidico que comprenda dos o mas de los siguientes
aminoacidos: glicina, serina, alanina, y treonina. En una realizacién preferida, el
enlazador peptidico no incluye un sitio de escision por proteasa. El enlazador mas
preferido es SAL (Ser-Ala-Leu). ’

D
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La presente invencion se refiere también a la construccion de polinucleétidos
que codifican la fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, de acuerdo con
la presente invencién, asi como un vector capaz de expresar la fusion con receptor
para FGF soluble modificada, cuando es introducido en una célula anfitrién apropiada.
Segun la realizacién preferida, el polinucleétido que codifica la fusién Fc con receptor
para FGF soluble modificada tiene la secuencia de SEQ ID NO: 1, o bien una
secuencia que comparte una identidad de al menos 80% con la SEQ ID NO: 1. Tal
como se emplea en la presente memoria, se entiende que el término "vector" significa
cualquier &cido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica de interés y es
capaz de ser incorporado a una célula anfitrién y expresar opcionalmente una proteina
o polipéptido codificados. Los vectores incluyen acidos nucleicos lineales, plasmidos,
fagémidos, césmidos y similares, todos ellos dentro de los conocimientos de una
persona especialista en la técnica. También se incorporan especificamente dentro del
alcance de la invencién polinucleétidos que codifiquen el FGFR o el compuesto de
fusién de la invencion, asi como vectores que contengan estos acidos nucleicos y
células anfitriones en las cuales se han introducido estos vectores. '

Muy preferiblemente, las moléculas de fusion de la invencion estan codificadas
por ADN que comprende un dominio extracelular de un FGFR fusionado en el extremo
C a la regién Fcy1 del gen y1 de la inmunoglobulina humana. La region Fcy1 del gen
y1 de la inmunoglobulina incluye al menos una porcion del dominio bisagra y del
dominio CHjs, o.bien al menos una porcién del dominio bisagra, del dominio CH, y del
dominio CH,;. EI ADN que codifique las moléculas polipeptidicas quiméricas de
acuerdo con la presente invencioén puede encontrarse en su configuracién gendémica o
bien en su configuracién de cADN. Se pueden utilizar péptidos sefial para iniciar de
manera eficaz el transporte de una proteina a través de la membrana del reticulo
endoplasmico. Las secuencias sefial han sido bien caracterizadas en la técnica, y se
sabe que contienen tipicamente de 16 a 30 restos de aminoacido, aunque son
posibles otros tamaros. von Heijne (1986, Nucleic Acids Res., 14:4683) ofrece una
discusién detallada de secuencias de péptidos sefial. Seguin una realizacién preferida,
el péptido sefial se toma del péptido sefal de interleucina-2 (SEQ ID No. 8), como es
conocido en la técnica. El solicitante ha observado que fusionar este péptido a un
dominio extracelular de un FGFR conduce a una proteina secretada que tiene una
secuencia aminoacidica N-terminal homogénea, lo que no ocurre cuando se emplea el
péptido sefal de FGFR endégeno.

Mediante tecnologia de ADN recombinante, como es conocido en la técnica, se
puede construir un vector de expresion que contenga las secuencias codificadoras de
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la fusidén Fc con receptor para FGF soluble modificada, de la invencién, puestas bajo el
control de secuencias reguladoras transcripcionales y traduccionales apropiadas. Se
introduce dicho vector de expresiéon en una célula anfitridn mediante cualquier técnica
conocida por los especialistas en la técnica. A continuacién se cultiva la célula
resultante, que contiene el vector, para producir una fusiéon Fc con receptor para FGF
soluble modificada, o fragmento de la misma, empleando cualquier técnica conocida
por los especialistas en la técnica.

De acuerdo con la invencioén, para expresar las moléculas de fusion Fc con

receptor para FGF soluble modificadas se pueden emplear diversos sistemas de

expresion. En un aspecto, tales sistemas de expresion representan vehiculos
mediante los que se pueden producir, y posteriormente purificar, las secuencias
codificadoras de interés, pero también representan células que pueden, cuando han
sido temporaimente transfectadas con las secuencias nucleotidicas apropiadas,
expresar in situ una molécula de fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada,
de la invencién. Habitualmente se emplean células de mamifero para la expresion de
una molécula de fusion Fc con receptor para FGF soluble modificada, recombinante,
en especial para la expresion de la molécula de fusion Fc con receptor para FGF
soluble modificada recombinante completa. Por ejemplo, células de mamifero tales
como HEK293 6 CHO, en conjuncién con un vector que contenga la sefial de
expresion, por ejemplo uno que sea portador de el elemento promotor del gen
temprand intermedio principal del citomegalovirus humano, son un sistema eficaz para
expresar las fusiones Fc con receptor para FGF soluble, modificadas, de la invencidon
(Foecking y otros, 1986, Gene 45:101; Cockett y otros, 1990, Bio/Technology 8:2).

Ademas, se ‘elige una célula anfitrion que module la expresion de las
secuencias insertadas, o que modifique y elabore el producto génico de la forma
especifica deseada. Tales modificaciones (por ejemplo la glicosilacion) y la

- elaboracién de los productos de proteina pueden ser importantes para la funcién de de

la proteina. Las diferentes células hospedadoras tienen caracteristicas y mecanismos
especificos para el procesamiento post-traduccional y la modificaciéon de proteinas y
productos génicos. Se eligen lineas celulares o sistemas anfitrion apropiados, a fin de
asegurar la modificacién y elaboracion correctas de la fusién Fc con receptor FGF
soluble ‘modificada, expresada, de interés. Por tanto, se pueden emplear células
anfitrion eucaridticas que poseen la maquinaria celular necesaria para el adecuado
procesamiento del transcripto primario, la glicosilacion del producto génico. Tales
células anfitrion, de mamifero, incluyen, pero sin quedar limitadas a éstas, células
CHO, COS, HEK293, 3T3 o células de mieloma. La célula anfitrion puede ser co-
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transfectada con dos o mas vectores de expresién, entre ellos el vector que expresa la
proteina de la invencién. Por ejemplo, se puede transfectar una célula anfitrién con un
primer vector que codifique un polipéptido de fusion Fc con receptor para FGF soluble,
modificada, tal como se ha descrito antes, y un segundo vector que codifique un
polipéptido de glicosiltransferasa. De manera alternativa, el segundo vector podria
expresar un ARN interferente pequefio contra una glicosiltransferasa.

Con vistas a una produccién continuada y con alto rendimiento de proteinas
recombinantes se prefiere la expresion estable. En una realizacién de la invencién, se
pueden crear mediante ingenieria lineas celulares que expresen de manera estable la
molécula de fusiéon Fc con receptor para FGF soluble, modificada. En lugar de emplear
vectores de expresidn que contienen origenes viricos de replicacion, se transforman
células anfitrion con ADN bajo el control de los elementos reguladores de expresion
apropiados, que incluyen promotores, intensificadores, terminadores de transcripcion,
sitios de poliadenilaciéon, y otras secuencias adecuadas conocidas para los
especialistas en la técnica, 'y un marcador seleccionable. Después de la introduccion
del ADN extrario, se pueden dejar que las células creadas mediante ingenieria crezcan
durante uno o dos dias en un medio enriquecido, y trasladarlas después a un medio
selectivo. El marcador seleccionable dentro del plasmido recombinantes confiere
resistencia a la seleccién, y permite que las células integren de manera estable el
plasmido dentro de un cromosoma, y que se expandan para originar una linea celular.

De acuerdo con la invencién se pueden emplear diversos sistemas de
seleccién, que incluyen, pero sin quedar limitados a éstos, los genes de timidina-
cinasa del virus del herpes simple (Wigler y otros, 1977, Cell 11:223), de hipoxantina-
guanina--fosforribosiltransferasa (Szybalska y otros, 1992, Proc Natl Acad Sci USA
48:202), de seleccién por glutamato-sintasa en presencia de sulfoximida de metionina
(Adv Drug Del Rev, 2006, 58: 671, y la pagina web o bibliografia de Lonza Group Ltd.)
y de adenina-fosforribosiltransferasa (Lowy y otros, 1980, Cell 22:817) en células tk,
hgprt o aprt, respectivamente. También se puede emplear la resistencia a
antimetabolitos como base para la seleccion de los siguientes genes: dhfr, que
confiere resistencia a metotrexato (Wigler y otros, 1980, Proc Nat! Acad Sci USA
77:357); gpt, que confiere resistancia al acido micofendlico (Mulligan y otros, 1981,
Proc Natl Acad Sci USA 78:2072); neo, que confiere resisténcia al aminoglicésido G-
418 (Wu y otros, 1991, Biotherapy 3:87); e hygro, que confiere resistencia a la
higromicina (Santerre y otros, 1984, Gene 30:147). Para seleccionar el clon
recombinante deseado se pueden aplicar rutinariamente métodos conocidos en la
técnica de la tecnologia del ADN recombinante, y tales métodos se encuentran.
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descritos, por ejemplo, en el texto compilado por Ausubel y otros, Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons (1993). Mediante la amplificacién del vector se
pueden incrementar los niveles de expresiéon de una molécula de fusion Fc con
receptor para FGF soluble modificada. Cuando un marcador del sistema vector que
expresa una fusiéon Fc con receptor para FGF soluble modificada es amplificable, un
aumento del nivel de inhibidor presente en el cultivo incrementara el niimero de copias
del gen marcador. Puesto que la region amplificada esta asociada con el gen que
codifica la fusiéon Fc con receptor para FGF soluble modificada, de la invencién,

.también aumentara la produccién de dicha fusién Fc con receptor para FGF soluble

modificada (Crouse y otros, 1983, Mol Cell Biol 3:257).

Los especialistas en la técnica conocen varios factores que influyen en el nivel

de glicosilacién de una glicoproteina. Por ejemplo, se pueden emplear céluias anfitrion

de mamifero modificadas, para alterar el perfil de glicosilacién de la fusién Fc con
receptor para FGF soluble modificada, aumentando o disminuyendo la expresion de la
glicosiltransferasa. Tales células anfitrion de mamifero modificadas incluyen, pero sin
quedar limitadas a éstas: CHO, COS, HEK293, PER.C6, 3T3, YB2/0 y células de
mieloma (Stanley y otros, 1986, Archives of Biochemistry and Biophysics, 249:533;
Mori y otros, 20086, Biotechnology and Bioengineering 94:68; Chitlaru y otros, 1998,
Biochem. J. 336:647, Umana y otros, 1999 Nature Biotechnology 17:176). También es
conocido para los especialistas en la técnica que los factores del bioproceso afectan a
la biosintesis de los oligosacaridos de proteina (Gooéhee y otros, 1994, Curr Opin
Biotechnol. 5:546). El efecto de las condiciones del cultivo de células, tales como la
concentracion de glucosa o de iones amonio, el pH, suero, y los efectos de otros
factores del bioproceso, tales como el ritmo de crecimiento celular y el tiempo de
cultivo, influyen en la glicosilacién enlazada a N (Biotechnol. Bioeng. 39:327 (1993);
Biotechnol. Bioeng. 68:370 (2000); Bio/technology 11:720 (1993); Cytotechnology
17:13 (1995); Biochem J. 272:333 (1990)). También se sabe que, ademas de por las

- células anfitrion y por los factores del bioproceso, la elaboracion de oligosacaridos se

ve influida por el entorno local en cada sitio de N-glicosilacion pendiente. Las
diferencias entre un sitio y otro pueden ser considerables, como se ha observado con
t-PA, o pueden implicar diferencias mas sutiles en la ramificacién y el procesamiento
terminal, tal como se ha observado para los tres sitios de N-glicosilacion de EPO
(Goochee y otros, 1991, Bio/Technology 9: 1347).

Después de haber sido producida, una fusién Fc con receptor para FGF soluble
modificada, de la invencién, puede ser purificada mediante cualquier método conocido
en‘la técnica para la purificacion de una molécula inmunoglobulinica, por ejemplo
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mediante cromatografia (por ejemplo de intercambio idnico, de afinidad, en particular
mediante afinidad de proteina A hacia Fc, etc.), centrifugacién, solubilidad diferencial,
o mediante cualquier otra técnica estandar para la purificacién de proteinas.

La identificacion cuantitativa de acido sialico (restos de &cido
N-acetilneuraminico), el analisis de la composicién de carbohidratos y el mapeo
cuantitativo de oligosacaridos en los N-glicanos de las proteinas de fusiéon Fc con
receptor para FGF soluble modificadas purificadas, se pueden llevar a cabo
esencialmente de la manera que se ha descrito con anterioridad (Saddic y otros,
Methods Mol. Biol. 194:23-36 (2002) y Anumula y otros, Glycobiology 8:685-694
(1998)).

Se pueden producir proteinas de fusién que incorporen dominios de receptor
para FGF soluble, mediante métodos familiares para los especialistas de la técnica, y
utilizados para cualquier otra fusién de mamifero, expresable o biolégicamente activa,
mutatis mutandis. Por ejemplo, se pueden adoptar métodos publicados para combinar
las regiones Fc de IgG con los dominios de citocinas y receptores solubles, a fin de
disefiar y producir los compuestos de FGFR de la invencion (véase, por ejemplo,
Capon y otros, Nature, 337:525-531 (1989); Chamow y otros, Trends Biotechnol.,
14:52-60 (1996); y los documentos U.S. 5,116,964, 5,349,053 y 5,541,087). Otros
ejemplos de proteinas de fusién receptor-lg que se pueden adoptar incluyen las de los
documentos US 5,726,044; 5,707,632; y 5,750,375. Dado que los dominios
extracelulares de receptor para FGF comparten un grado significativo de ‘homologia
con la familia génica de las inmunoglobulinas, y que el dominio extracelular de FGFR
contiene segmentos similares a lg, se prefiere especialmente el empleo de regiones
Fc. En un ejemplo, la fusién es una proteina homodimérica unida a través de restos de

cisteina a la region bisagra de Fc de IgG, dando como resultado una molécula con

caracteristicas similares a las de una molécula de IgG. Una de las ventajas de emplear
una regidon Fc consiste en una semivida prolongada en el sistema circulatorio.
Ademas, las modificaciones de glicosilacion de las proteinas de fusién Fc con receptor
para FGF soluble modificadas, de la invencion, conducen a propiedades
farmacocinéticas mejoradas, ya que las fusiones de la invencién preséntan perfiles
farmacocinéticos in vivo comparables a la IgG humana de un isotipo similar.

Otra realizacién de la presente invencion provee un método para breparar una
proteina de fusion con FGFR soluble modificada que comprende un fragmento o
dominio de FGFR, un enlazador peptidico flexible, y una variante de Fc de IgG
humana, comprendiendo dicho método: (a) generar una linea celular derivada de
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CHO; (b) cultivar la linea celular en condiciones tales que se exprese la proteina de
fusion recombinante; y (c) purificar la proteina expresada del paso (b).
Preferiblemente, en este caso el enlazador peptidico flexible que comprende al menos
aproximadamente 3 aminoacidos entre el receptor para FGF soluble y la variante de
Fc de IgG humana, comprende dos o mas aminoacidos elegidos entre el grupo
consistente en glicina, serina, alanina y treonina. En realizaciones adicionales y
relacionadas, no esta presente el péptido enlazador, o bien tiene una longitud de un
sOlo aminoacido. En una realizacién preferida, el enlazador peptidico no incluye un
sitio de escisidn por proteasa. El enlazador mas preferido es SAL (Ser-Ala-Leu).

Preferiblemente, la proteina de fusion con receptor para FGF soluble
modificada se produce en células CHO en un modo de suspension, tal como se
describira en los Ejemplos de la presente memoria.

Tal como se mostrara en los Ejemplos de la presente memoria, las fusiones Fc
con receptor para FGF soluble modificadas, de la presente invencién, presentan
actividad antitumoral, al menos a través de la induccién de respuestas de ADCC y/o
CDC, y son dutiles, por tanto, en el tratamiento de tumores metastasicos y
enfermedades tales como el cancer. Asi, un aspecto de la invencion esta dirigido a
una fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, tal como se ha descrito mas
arriba, con actividades de ADCC y/o CDC.

Son de especial interés las fusiones Fc con receptor para FGF soluble
modificadas con capacidad mejorada para mediar funciones efectoras citotoxicas
celulares tales como ADCC. Tales proteinas pueden obtenerse hacoendo
sustituiciones sencillas o multiples en la regién Fc de la molécula, alterando asi su
interaccién con los receptores Fc. Los métodos para disefar tales mutantes pueden
encontrarse por ejemplo en Lazar et al. (2006, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 103(11):
4005-4010) y Okazaki et al. (2004, J. Mol. Biol. 336(5):1239-49). Véase también WO
03/074679, WO 2004/029207, WO 2004/099249, W02006/047350, WO 2006/019447,

‘WO 2006/105338, WO 2007/041635. También es posible usar lineas celulares

especificamente disefiadas para la produccion de fusiones Fc con receptor para FGF
soluble modificadas mejoradas. En particular, estas lineas tienen regulacién alterada
de la ruta de glicosilacién, dando como resultado fusiones Fc con receptor para FGF
soluble modificadas que estan débilmente fucosiladas, incluso totalmente
desfucosiladas. Tales lineas celulares y métodos para disefiarlas se describen en, por
ejemplo,. Shinkawa et al. (2003, J. Biol. Chem. 278(5): 3466-3473), Ferrara et al.
(2006, J. Biol. Chem. 281(8): 5032-5036; 2006, Biotechnol. Bioeng. 93(5): 851-61), EP
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1331266, EF’ 1498490, EP 1498491, EP 1676910, EP 1792987, y WO 99/54342.

Son un aspecto de la invencion métodos para inhibir el crecimiento tumoral en
un sujeto, y métodos para el tratamiento o prevenciéon de metastasis en un sujeto, que
comprenden administrar una cantidad eficaz de dichas fusiones Fc con receptor para
FGF soluble modificadas, tal como se ha descrito mas arriba. Por tanto, la invencion
se refiere también a la fusion Fc con receptor para FGF soluble modificada, tal como
se ha descrito mas arriba, en calidad de medicamento. La presente invencion se
refiere también al empleo de la fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, tal
como se ha descrito mas arriba, para preparar un medicamento para el tratamiento o
inhibicién del crecimiento tumoral en un sujeto.

Otro aspecto de la invencién se refiere a composiciones farmacéuticas de la

2L

fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, de la invencién. Las

composiciones farmacéuticas de la invencién comprenden tipicamente la fusién Fc con
receptor para FGF soluble modificada, de Ila invenciéon, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Tal como se emplea en la presente memoria, la
expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los
disolventes, agentes tamponadores, soluciones salinas, medios de dispersion,
revestimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isoténicos
retardantes de la absorcién y similares, que sean fisiolégicamente compatibles. Se
puede elegir el tipo de vehiculo basandose en la ruta de administracion deseada. En
diversas realizaciones, el vehiculo es adecuado para la administracion por via
intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, tébica, transdérmica u oral.
Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen disoluciones o dispersiones
acuosas estériles, y polvos estériles para preparar extemporaneamente disoluciones o

dispersiones inyectables estériles. En la técnica es bien conocido el uso de medios y

agentes para sustancias farmacéuticamente activas. Tal como se detallara mas
adelante, también se pueden incorporar a las composiciones compuestos activos
adicionales, tales como agentes anticancerosos o antiangiogénicos; en particular, el
compuesto activo adicional puede ser un agente antiangiogénico, un agente
quimioterapéutico, o un agente de bajo peso molecular. Se puede préparar una
composicion farmacéutica tipica para infusién intravenosa que contenga 250 ml de
disolucién de Ringer estéril y 100 mg de la combinacién. Los métodos concretos para
preparar compuestos administrables por via parenteral seran conocidos o evidentes
para los especialistas en la técnica, y estan descritos mas detalladamente, por
ejemplo, en el texto Remington's Pharmaceutical Science, 172 edicién, Mack
Publishing Company, Easton, Pa. (1985), y en las ediciones 18? y 192 del mismo, que
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quedan incorporadas en la presente memoria por referencia.

También se puede preparar la fusidbn Fc con receptor para FGF soluble
modificada, de la invencion, con vehiculos y formulaciones de liberacién controlada,
entre ellos implantes y sistemas de suministro microencapsulados. Se pueden emplear
polimeros biodegradables y biocompatibles, por ejemplo etileno-acetato de vinilo,
polianhidridos, poli(acido glicdlico), colageno, poliortoésteres, poli(acido lactico), y
copolimeros polilacticos y poliglicélicos (PLG). Generalmente, los especialistas en la
técnica conocen muchos métodos para preparar tales formulaciones.

Preferiblemente, la fusion Fc con receptor para FGF soluble modificada esta
formulada dentro de la composicidbn en una cantidad eficaz. La expresiéon "una
cantidad eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a las dosis y durante los periodos de
tiempo necesarios, para conseguir el resultado deseado, por ejemplo una modulacién
de las actividades de FGF y/o de FGFR, y la induccién de respuestas de ADCC y/o
CDC. La expresion "una cantidad terapéuticamente eficaz" significa una cantidad
suficiente para influir en el curso terapéutico de una enfermedad particular. También
es una cantidad terapéuticamente eficaz aquella con la cual cualesquiera efectos
toxicos o perjudiciales del agente se ven contrapesados por los efectos
terapéuticamente beneficiosos.

Para las aplicaciones terapéuticas, se administran las fusiones Fc con receptor
para FGF soluble modificadas, de la invencion, a un mamifero, preferiblemente un ser
humano, en una forma de dosificaciéon farmacéuticamente aceptable tal como las que
se han discutido antes, entre ellas las que se pueden administrar a un ser humano por
via intravenosa como una embolada o por infusion continua a lo largo de un periodo
de tiempo, por via intramuscular, intraperitoneal, intracerebroespinal, subcutanea,
intraarticular, intrasinovial, intratecal, oral, tépica, o por inhalacién. Las fusiones Fc con
receptor para FGF soluble modificadas se administran también, convenientemente, por
via intratumoral, peritumoral, intralesional, o perilesional, para producir efectos
terapéuticos tanto locales como sistémicos. Se espera que la ruta intraperitoneal sea
particularmente util, por ejemplo, en el tratamiento de tumores ovaricos.

Se pueden ajustar las posologias para proporcionar la respuesta éptima. Por
ejemplo, se puede administrar una Unica embolada, se pueden administrar varias
dosis divididas a lo largo del tiempo, o bien se puede disminuir o aumentar la dosis
proporcionalmente. Se pueden administrar las composiciones de la invencion a un
sujeto para provocar actividad de crecimiento celular en un sujeto. Se pretende que el
término “"sujeto”, tal como se emplea en la presente memoria, incluya organismos
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vivos en los cuales exista un crecimiento celular dependiente de FGF, e incluye
especificamente mamiferos, por ejemplo conejos, perros, gatos, ratones, ratas,
monos, especies transgénicas de los mismos, y seres humanos.

Las fusiones Fc con receptor para FGF soluble modificadas y las
composiciones farmacéuticas de la invencion son Utiles en el tratamiento o prevencion
de diversos canceres, entre ellos (pero sin quedar limitados a éstos) los siguientes:
carcinomas, que incluyen el carcinoma de vejiga, de mama, de colon, de cabeza y
cuello, de rifidn, que incluyen el carcinoma de células renales, de higado, de pulmon,
de ovario, de pancreas, de estomago, de cuello uterino, de tiroides, y de piel, que
incluyen el carcinoma espinocelular; tumores hematopoyéticos del linaje linfoide, entre
ellos leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma de
células B, linfoma de células T, linfoma de Burkitt; tumores hematopoyéticos del linaje
mieloide, entre ellos leucemias mielogénicas agudas y cronicas y leucemia
promielocitica; tumores de origen mesenquimatoso, entre ellos fibrosarcoma y
rabdomioscarcoma; otros tumores, entre ellos melanoma, seminoma, teratocarcinoma,
neuroblastoma y glioma; tumores de los sistema nerviosos central y periférico, entre
ellos astrocitoma, neuroblastoma, glioma, y schwannoma; tumores de origen
mesenquimatoso, entre ellos fibrosarcoma, rabdomioscarcoma, y osteosarcoma; y
otros tumores, entre ellos melanoma, xerodermia pigmentosa, queratoactantoma,
seminoma, cancer folicular de tiroides y teratocarcinoma, y otros canceres aun por
determinar que estén causados por la sobreexpresion de FGF. En una realizacion
preferida, la fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, de la invencion, se
emplea para tratar melanoma, leucemia, cancer renal, cancer de colon, cancer de
ovario, cancer de prostata, cancer de pulmén, cancer de vejiga, cancer de mama, o
cancer de cabeza y cuello.

Por tanto, la presente invencion se refiere al empleo de la fusiébn Fc con
receptor para FGF soluble modificada, tal como se ha descrito mas arriba, para
preparar un medicamento para el tratamiento o inhibicion de enfermedades
relacionadas con cancer en un sujeto. Es un aspecto u objeto de la presente invencién
el proporcionar un método para tratar enfermedades y procesos que resultan de la
proliferacion celular cancerosa, y una composicion para tratar o reprimir el crecimiento
de un cancer. Otro aspecto mas de la invencién es proveer composiciones y métodos
utiles para la terapia génica destinada a la modulacion de cancer. En particular, el
método de la presente invencion se puede emplear para el tratamiento de melanoma,
leucemia, cancer renal, cancer de colon, cancer de ovario, cancer de prostata, cancer
de pulmén, cancer de vejiga, cancer de mama, o céncer de cabeza y cuello.
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Se puede mejorar la eficacia de la fusion Fc con receptor para FGF soluble
modificada, en la prevencion o tratamiento de enfermedades, administrando dicha
fusidbn en serie o en combinaciéon con otro agente que sea eficaz para estos
propdsitos, por ejemplo factor de necrosis tumoral (siglas inglesas TNF), un
antagonista capaz de inhibir o de neutralizar la actividad angiogénica del factor de
crecimiento fibroblastico (FGF) acido o basico, del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), factor de crecimiento hepatocitico (HGF), un antagonista capaz de
inhibir o de neutralizar las actividades coagulantes del factor tisular, de la proteina C, o
de la proteina S (véase el documento WO 91/01753), un antagonista tal como un
anticuerpo capaz de fijarse al receptor HER2 (véase el documento US 5,772,997), o
uno o varios agentes terapéuticos convencionales tales como, por ejemplo, agentes
alquilantes, antagonistas del acido félico, anti-metabolitos del metabolismo de los
acidos nucleicos, antibidticos, anadlogos de pirimidina, 5-fluorouracilo, cisplatino,
nucleoésidos de purina, aminas, aminoacidos, nucleésidos de triazol, o corticosteroides.

En otro aspecto de la invencién, se combina la administracion con la
administracion de wuna cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
quimioterapéutico, por ejemplo Taxol (paclitaxel) o Taxotere (docetaxel).

Los agentes quimioterapéuticos incluyen, sin limitacién ninguna, agentes
antimicrotubulos tales como diterpenoides y alcaloides de la vinca; complejos de
coordinacion con platino; agentes alquilantes tales como mostazas nitrogenadas,
oxazafosforinas, sulfonatos de alquilo, nitrosoureas, y triazenos; agentes antibidticos
tales como antraciclinas, actinomicinas y bleomicinas; inhibidores de Ila
topoisomerasa |l tales como epipodofilotoxinas; antimetabolitos tales como analogos
de purina y de pirimidina y compuestos antifolato; inhibidores de la topoisomerasa |
tales como camptotecinas; hormonas y analogos hormonales; inhibidores de la ruta de
transduccion de sefal; inhibidores de angiogénesis de tipo distinto al de receptor de
tirosina-cinasa; agentes inmunoterapéuticos; agentes proapoptéticos; e inhibidores de
la sefalizacion del ciclo celular. Ademas, se pueden combinar los métodos de la
invencién con ofro tratamiento anticanceroso, agente antiangiogénico, o agente
quimioterapéutico o terapia de radiacion. Un ejemplo preferido es el docetaxel
(Taxotere). Otros ejemplos incluyen gemcitabina, cisplatino, diterpenoides y alcaloides
de la vinca, paclitaxel, vinblastina, vincristina y vinorelbina, carboplatino,
ciclofosfamida, melfalano, y clorambucilo, busulfano, carmustina, dacarbazina,
ciclofosfamida, melfalano, clorambucilo, busulfano, carmustina, dacarbazina, agentes
antineoplasicos que incluyen, pero sin quedar limitados a éstos, actinomicinas tales
como dactinomicina, antraciclinas tales como daunorrubicina y doxorrubicina,
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bleomicinas, epipodofilotoxinas, etopésido y tenipdsido; agentes antineoplasicos
antimetabolitos, 5-fluorouracilo, metotrexato, citarabina, mercaptopurina, tioguanina,
camptotecinas, irinotecano HCI, y topotecano HCI.

También se pueden elegir diversos agentes quimioterapéuticos o polipéptidos

- anticancerosos. Fuentes de informacidn tales como www.clinicaltrials.gov,

www.ncbi.nim.nih, y www.drugs.com incluyen referencias a polipéptidos y agentes que

se pueden elegir.

Estos otros agentes, por ejemplo agentes antiangiogénicos o agentes
quimioterapéuticos, pueden estar presentes en la composicion que se esta
administrando o bien pueden ser administrados por separado. En un aspecto de la
invencion, la administracion se lleva a cabo con el otro principio activo, sea de manera
simultanea, separada o secuencial en el tiempo. Cuando la administracién se lleva a
cabo de manera simultanea, los dos principios activos pueden estar combinados en
una Unica composiciéon farmacéutica que comprende las dos composiciones, por
ejemplo Un comprimido o una capsula de gelatina. Por otro lado, los dos principios
activos pueden encontrarse, sean o no administrados de manera simultanea, en
composiciones farmacéuticas separadas. Para ello, la combinaciéon puede adoptar la
forma de un "kit" o conjunto que comprenda, por un lado la fusién Fc con receptor para
FGF soluble modificada tal como se ha descrito antes, y por otro lado el segundo
principio activo, estando en compartimientos separados la fusién Fc con receptor para
FGF soluble modificada tal como se ha descrito antes y el segundo principio activo, y
estando destinados a ser administrados de manera simulfénea, separada, o
secuencial en el tiempo.

La combinacién de acuerdo con la presente invencién se puede administrar en

especial para la terapia antitumoral en combinacién con quimioterapia, terapia con
proteinas (es decir, la que emplea un agente terapéutico tal como un anticuerpo o una
proteina recombinante), terapia génica, radioterapia, inmunoterapia, intervencién
quirargica, o una combinacién de las mismas. Es igualmente posible una terapia
prolongada en forma de terapia complementaria en el contexto de otras estrategias de
tratamiento, como se ha descrito mas arriba. '
Los ejemplos que siguen son meramente ilustrativos del alcance de esta invencién y
del contenido de esta memoria descriptiva. Un especialista en la técnica puede disefiar
y construir numerosas modificaciones de los ejemplos que figuran a continuacion, sin
salirse del alcance de esta invencion.
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Ejemplos

Ejemplo 1: Produccion en HEK293 de sFGFR2-Fc con elevado contenido de
acido sialico y bajo aclaramiento en sangre.

Se obtuvieron cDNAs que codificaban a-1,4-galactosiltransferasa (B4GT1)
humana (SEQ ID No. 9) o bien -2,3-sialiltransferasa (SIAT6) humana (SEQ ID No. 11)
de una coleccién de clones (Invitrogen) y se clonaron en el vector de expresion para
mamifero pXL4214, desde el cual la expresién es activada por el promotor CMV.
También se emple6 el mismo vector de expresion para clonar la proteina de fusion
sFGFR2-Fc y generar pXL4410. En las Figuras 1 y 5 se presenta el mapa del plasmido
pXL4551 que codifica B4GT1, del plasmido pXL4544 que codifica SIATSG, y del
plasmido pXL4410 que codifica la fusion FGFR2lllc-Fc soluble modificada (aqui
denominada sFGFR2-Fc), asi como la -secuencia de 4&cido nucleico y Ila
correspondiente secuencia aminoacidica de B4GT1 (Figura 2), SIAT6 (Figura 3) y
sFGFR2-Fc (Figuras 4 A y B). Se produjo sFGFR2-Fc en células HEK293 EBNA
adherentes (Invitrogen) mediante infecciéon transitoria de uno a tres plasmidos de
expresion que codifican sFGFR2-Fc, B4GT1 6 SIAT6, acomplejados con JET PEI (Q-
Biogen). La relacién de plasmidos era 90/5/5 para pXL4410/pXL4544/pXL4551. Se
tuvo que optimizar la relacion de plasmidos para asegurar la productividad y calidad
Optimas del polipéptido sFGFR2-Fc. Se cosecharon las proteinas secretadas a los
ocho dias de la transfeccion, y se centrifugaron. Se purificaron las proteinas mediante
cromatografia de afinidad sobre Protein G Sepharose (Amersham Biosciences)
eluyéndolas de la columna con glicina/HCI 100 mM, pH 2,7. Se formularon las
proteinas sFGFR2-Fc en PBS, y se filtraron a través de 0,22 ym. La concentracién de
proteina se determiné mediante el ensayo microBC Assay (Interchim).

La identificaciéon cuantitativa de acido sidlico, el analisis de la composiciéon de
hidratos de carbono, y la determinacion cuantitativa del mapa de oligosacaridos de los
N-glicanos en las proteinas sFGFR2-Fc purificadas, se realizaron esencialmente de la
manera ya descrité (Saddic y otros, 2002, Methods Mol. Biol. 194:23-36 y Anumula y
otros, 1998, Glycobiology 8:685-694). Primeramente se liberaron los restos de acido
sidlico tras una hidrélisis suave de sFGFR2-Fc, se marcaron fluorescentemente con
ortofenilendiamina, y se separaron mediante HPLC en fase invertida. Los picos
individuales se detectaron mediante deteccion por fluorescencia (excitaciéon a 230 nm;
emision a 425 nm), se identificaron y se cuantificaron por comparacién con patrones
de acido N-acetilneuraminico y acido N-glicoliineuraminico. Como segundo paso se
determiné la composicién de hidratos de carbono tras la hidrélisis acida de muestras
de sFGFR2-Fc para liberar los monosacaridos individuales. Después de hidrélisis se
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derivatizaron con &cido antranilico los monosacaridos (neutros y aminoazlcares) y
luego se separaron mediante HPLC en fase invertida y se detectaron mediante
deteccion por fluorescencia (excitacion a 360 nm; emision a 425 nm). Los picos
individuales se identificaron y se cuantificaron por comparaciéon con patrones de
monosacaridos. Como tercer paso, se liberaron enzimaticamente los oligosacaridos
con PNGasa F, y se marcaron fluorescentemente con acido antranilico antes de ser
separados en funcién de su nimero de restos de acido sidlico mediante HPLC de
intercambio aniénico en fase normal a través de una columna Asahipak-NHZP
(Phenomenex). Los glicanos marcados se detectaron y se cuantificaron mediante
deteccion por fluorescencia (excitacion a 360 nm; emisiéon a 425 nm). Se calculd el
numero medio de acidos sialicos por N-glicano en el dominio FGFR2, basandose en el
numero total de moles de N-glicano por mol de FGFR2-Fc y en el nimero de moles de
N-glicano por mol de Fc obtenido tras la liberacion del Fc por la papaina.

Se inyectaron las proteinas sFGFR2-Fc purificadas en la cola de ratones Swiss
Nude (Charles River). Para cada lote de proteina se utilizaron tres ratones. Se extrajo
sangre 6 horas después de la inyeccion de 500 pyg de sFGFR2-Fc, se separd el
plasma, y se determin6 la concentracion de FGFR2-Fc mediante ELISA, utilizando el
método de "emparedado" con un anticuerpo monoclonal anti-FGFR2 humano
(R&D Systems) y un anticuerpo policlonal conjugado anti-lgG-HRP humana (Pierce)
(2 analisis a 2 diluciones, en triplicado). En los experimentoé testigo se pretrataron los
ratones con fetuina y asiolofetuina una hora antes de la inyeccién de sFGFR2-Fc.

La Tabla 1 resume las condiciones de produccién de los diferentes lotes de
sFGFR2-Fc, el perfil de N-glicanos y la composicion de monosacaridos de cada lote,
asi como la concentracién plasmatica de sFGFR2-Fc 6 horas después de la inyeccion
intravenosa en ratones.
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Tabla 1 - Contenido de N-glicanos y farmacocinética de FGFR2-F¢ producida en

HEK293

Proteina expresada en HEK293EBNA sFGFR2- | sFGFR2- | sFGFR2-Fc
Fe Fe+ + SIAT6 &

SIATE | BagTH

% de especies sialiladas de sFGFR2-Fc:

1 - no sialifada 69% 46% 34%

2 - monosialilada 23% 19% 22%

2 - disialilada 6% 26% 35%

3 - trisialilada 1,5% 10% 10%

Contenido de acido sidlico:

1 - pmoles de acido N-acetilneuraminico por | 3,4 6,4 6,8

pmol de sFGFR2-Fc¢

2 - Numero medio de acidos sialicos por 0,4 1

N-glicano de sFGFR2

Composicion de monosacaridos de N-glicanos

de sFGFR2-F¢ por 3 manosas

1 - Glucosamina (nimero por 3 manosas) 43 4.1 4.1

2 - Galactosa (nimero por 3 manosas) 1,5 1,4 1,6

Numero de fucosas en N-glicanos de Fc | 0,73 0,61 0,63

por 3 manosas

Aclaramiento sanguineo

[sFGFR2-Fc] en plasma 6 horas después de | 258 20000

inyeccién i.v. (ng/mL)

[sFGFR2-Fc] en plasma 6 horas después 229 no no

inyeccion i.v. (ng/mL) cuan.do se pretrataron realizado realizado

los ratones con fetuina

[sFGFR2-Fc] en plasma 6 horas después | 19276 no no

inyeccion i.v. (ng/mL) cuando se pretrataron realizado realizado

los ratones con asialofetuina
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El patrén de sialilacion mejorado de las proteinas de fusion sFGFR2-Fc
producidas en HEK293EBNA se demostré mediante la co-expresion transitoria de la
proteina de fusion con a-1,4-galactosiltransferasa humana o B-2,3-sialiltransferasa
humana. Esta considerable mejora del estado de sialilacion quedé evidenciado por la
reduccién del porcentaje de glicanos no-sialilados a la mitad, el incremento del
contenido total de acido sialico por mol de proteina al doble, y un incremento de 2,5
veces en el numero medio de acidos sidlicos por N-glicano. Hay que senalar que el
contenido de monosacaridos no se vio afectado (véase la Tabla 1).

Este incremento de 2,5 veces en N-glicanos sialilados esta directamente
correlacionado con los parametros farmacocinéticos significativamente mejorados de
sFGFR2-Fc. En particular, se ha medido un incremento de 100 veces en la presencia
de sFGFR2-Fc en el plasma 6 horas después de la inyeccion i.v. en ratones.

También se mejord la farmacocinética en un factor de 100 veces cuando se
pretrataron los ratones con asialofetuina, en comparacién con el pretratamiento con
fetuina. Se sabe que la asialofetuina, pero no la fetuina, se fija al receptor de
asialoglicoproteina (ASGPR) hepatico (Webster y otros, 2003, Xenobiotica 33:945)

En conjunto, estos resultados indican que la fijaciéon especifica a receptor de
asialoglicoproteina a través de restos de galactosa terminales del N-glicano expuestos
es responsable del aclaramiento de sFGFR2-Fc, mientras que la presencia de un
acido sialico por N-glicano en la sFGFR2-Fc disminuydé de manera significativa este
aclaramiento.

Ejemplo 2: Discriminacion rapida de clones CHO estables que expresan proteina
sFGFR2-Fc con un numero medio de restos de acido sialico por N-glicano de
FGFR2 superior a 1,2, para una farmacocinética 6ptima

Se genero el plasmido de expresidn para mamifero pXL4636, para expresion
estable de sFGFR2-Fc en células CHO, a partir del plasmido pEE14.4 que codifica el
marcador de seleccion de glutamina-sintetasa (Lonza) y el plasmido pXL4410 que
contiene la secuencia de cADN que codifica sFGFR2-Fc, Figura 5. Se introdujo el
plasmido pXL4636 en células CHO K1 por nucleofeccion, utilizando el "kit" para lineas
celulares Nucleofactor (AMAXA) de acuerdo con las recomendaciones del proveedor.
Se transfirieron las células transfectadas a medio selectivo y, después de la
multiplicacién celular, se eligieron los siete semiclones CHO/GS mejores productores
(SC n% 9, 11, 26, 58, 112, 118, 170) en cuanto a contenido de acido sidlico en las
moléculas de sFGFR2-Fc¢ purificada. Se seleccionaron para la clonacién y produccién
a mayor escala los dos semiclones con el mayor contenido de acido sialico (SCn® 11y
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n° 118); en particular, el clon originado por SC n° 118 se denominé también GC111.

Aunque las moléculas sFGFR2-Fc producidas a partir de todos los semiclones
tenian un alto contenido de acido sidlico, no condujeron a la misma farmacocinética.

Se observd, lo cual es interesante, que de dos semiclones (SC n°11 y n° 118), la

sFGFR2-Fc con el mayor contenido de acido sialico condujo a la mayor concentracién

de sFGFR2-Fc en sangre 6 horas después de la inyeccidn i.v. en ratones, tal como se
describe en la Tabla 2 y, de los dos clones (SC n® 9 y n°® 170), la sFGFR2-Fc con el
contenido menor de acido sialico presentd la concentracion mas baja de sFGFR2-Fc

en sangre 6 horas después de la inyeccion i.v. en ratones.

Tabla 2- Clones CHO estables que expresan proteina sFGFR2-Fc con una proporcion

de restos de acido sidlico por N-glicano de sFGFR2 superior a 1,2, para una

farmacocinética éptima

sFGFR2-F¢ purificada SC |SCn°|SC |SC SC SCn® | SCn°
procedente del semiclon n°9 |11 n° n® 58 | n° 118 170
CHO-GS n° 26 112

% de especies sialiladas de

sFGFR2-Fc

1 - no sialilada 50 42 48 | 48 45 43 53
2 - monosialilada 28 30 30 30 30 30 28

3 - disialilada 14 18 14 15 16 17 13
4 - trisialilada 8 10 7 8 9 10 6
Numero medio de acidos sia- 1,07 | 1,45 1,29 0,98
licos por N-glicano de sFGFR2

[sFGFR2-Fc)/ 55% | 100% 81% | 45%
[sFGFR2-Fclmax

[sFGFR2-Fc] hallado en plasma

6 horas después de inyeccion

iv.

[sFGFR2-Fcjmax hallado para

SCn® 11
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La discriminacion rapida de clones basada en alto grado de sialilacién de
N-glicanos de sFGFR2-Fc es predictiva de parametros farmacocinétidos 6ptimos de
sFGFR2-Fc.

Ejemplo 3: Correlacion entre el nimero medio de acidos sialicos por N-glicano
de sFGFR2-Fc y el aclaramiento de sFGFR2-Fc en sangre

En otro experimento similar al experimento descrito en el Ejemplo 2, se
generaron clones CHO/DHFR estables que expresaban sFGFR2-Fc, empleando el
sistema de seleccion y amplificacion DHFR con los plasmidos adecuados de expresion
para mamiferos pXL4429 y pXL4417 (Figura 6). También se evaluaron estos clones
CHO-DHFR en cuanto a contenido de acido sialico por molécula de sFGFR2-Fc, y se
determiné el aclaramiento de la sFGFR2-Fc producida por estos clones.

Se calculé el nimero medio de acidos sidlicos por N-glicano en el dominio
FGFR2, basandose en el nimero total de moles de N-glicano por mol de FGFR2-Fc y
en el nimero de moles de N-glicano por mol de Fc obtenidos tras la liberacion del Fc
por la papaina. Los resultados que se presentan en la Figura 7 demuestran que una
proporcion de restos de acido sialico por N-glicano de FGFR2 superior a 1,2 asegur6
una concentracién o6ptima de sFGFR2-en la sangre, en comparacién con la
concentracion oOptima en sangre hallada para moléculas Fc. Sélo los clones
seleccionados alcanzaron esta proporcién 6ptima.

Por tanto, la discriminacién de los clones en base a la proporcidn de restos de

acido sialico por N-glicano de FGFR2 permite a un especialista predecir un bajo
aclaramiento de sFGFR2-Fc en sangre.

Ejemplo 4: Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién sFGFR2-Fc

La proteina sFGFR2-Fc codificada por los plasmidos pXL4410, pXL4636 6
pXL4429 (Figuras 5 y 6) es una proteina de fusion de la secuencia de FGFR2 soluble
humana con el fragmento Fc derivado de la secuencia de IgG1 humana.

La secuencia del polinucleétido que codifica sFGFR2-Fc esta expuesta en SEQ
ID NO: 1y en la Figura 4 A. Analogamente, la secuencia de aminoacidos completa de
la proteina sFGFR2-Fc estd expuesta en SEQ ID NO: 2 en la Figura 4B. Los
aminoacidos de las posiciones 1 a 350 corresponden al isotipo FGFR2IlIc (véase la
Figura 4 C SEQ ID; N° 4) y son los aminoacidos de las posiciones 27 a 376 descritos
en SwissProt (FGFR2_HUMAN). Los aminoacidos de las posiciones 354 a 584 son
aminoacidos de IgG1 desde la posicién 99 hasta la 329, tal como se describe en
SwissProt (IGHG1_HUMAN) (véase la Figura 4 D y la SEQ ID NO: 6. Los aminoacidos
de las posiciones 351 a 353 son aminoacidos de un enlazador sintético: SAL (Ser Ala
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Leu) (véase la Figura 4 E).

Ejemplo 5: Contenido definido de N-glicanos de sFGFR2-Fc producida en el clon
CHO estable GC111

Se han optimizado las condiciones para producir sFGFR2-Fc de manera tal que
la proporcion de restos de acido sialico por N-glicano de sFGFR2 sea superior a 1,2.
Este ejemplo indica las condiciones en que se puede lograr este objetivo.

Se inoculdé un biorreactor Celligen de 5 litros (New Brunswick) lleno con 4,4 L
de medio para CD-CHO exento de proteina, suplementado con MSX 100 uM y
suplementos 1X GS, con una densidad de células inicial de 3,5 x 10° células de clon
GC111 por mL, y se cultivaron a 37°C. Se empleé aireacion por borboteo, utilizando
una mezcla de oxigeno, nitrégeno, aire y dioxido de carbono u oxigeno puro, y se
mantuvo el oxigeno disuelto al 30% de la saturacién con aire. Se mantuvo el pH en 7,2
mediante la adicién de diéxido de carbono y la inyeccién de bicarbonato sddico 1 M en
el medio de cultivo. La velocidad de agitacién empleada fue 110 r.p.m., empleando
una hélice Cell Lift. Se aportaba continuamente solucién de alimentacién (450 g de
glucosall) a fin de mantener el nivel de la glucosa en el objetivo de 2-3 g/L. Se inicié la
alimentacion el 5° dia, cuando la concentracion residual de glucosa habia llegado a
2,5 g/L. La aportacion continua de nutriente se bas6é en el crecimiento celular y
consumo de glucosa previstos, con una tasa de alimentacién de nutriente igual a la
tasa de consumo de glucosa. La concentracion de glutamato se mantuvo en
1-3 mmol/L mediante adicién en pulsos, después de un control externo diario. Se
control6 en el cultivo celular el recuento de células, la viabilidad y los metabolitos
(glucosa, lactato, glutamina, amoniaco y glutamato), asi como la concentracién de
producto durante la fase de produccion. Se detuvo el cultivo cuando la viabilidad
celular disminuyé hasta el 55%, y se recogié la cosecha del cultivo.

Se clarificé la cosecha del cultivo celular, y se purificé la sFGFR2-Fc mediante
cromatografia de afinidad (ProsepvA, Millipore) y dos pasos de cromatografia de
intercambio iénico, y después se sometioé a filtracién esterilizante y se conservé en
disolucién salina tamponada con fosfato antes de los analisis adicionales y el ensayo
in vivo.

La masa molecular aparente de la sFGFR2-Fc obtenida en un anélisis
SDS-PAGE en condiciones no reductoras era 180 kDa. Este dato contrastaba con Ia
masa molecular tedrica de 130 kDa calculada en base a la secuencia de aminoacidos
del homodimero de sFGFR2-Fc. Esta gran diferencia entre las masas moleculares
aparente y calculada se atribuy6 a la presencia adicional de aproximadamente 30% de
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N-glicanos (véase la Tabla 3). De hecho, tras la digestion de la sFGFR2-Fc con
péptido-N-glicosidasa F (PNGase F, Roche), seguida de analisis mediante SDS-PAGE
en condiciones no reductoras, la masa molecular de la sFGFR2-Fc desglicosilada se
encontraba en torno a 160 kDa (Figura 7).

La composiciéon de hidratos de carbono y el perfil de N-glicanos de sFGFR2-Fc
se analizaron de la manera que se ha descrito en el Ejemplo 1, y se presentan en la
Tabla 3.

Tabla 3: Composicion de hidratos de carbono y perfil de N-glicanos de sFGFR2-Fc

producida en condiciones éptimas

Proteina expresada 'por el clon CHO-GS estable GC111 sFGFR2-F¢

% de especies sialiladas de sFGFR2-Fc;

1- no sialilada ’ 30%
2 - monosialilada 34%
3 - disialilada 23%
4 - trisialilada 13%
Numero medio de acidos sialicos por N-glicano de sFGFR2 1,34

Composiciéon de monosacaridos de N-glicanos de sFGFR2-Fc por 3

manosas

1 - Glucosamina (hnumero por 3 manosas) 49
2 - Galactosa (numero por 3 manosas) 2,7
3 - Fucosa (nimero por 3 manosas) 0,96
Composicién de fucosa de N-glicanos de Fc por 3 manosas 1,1

Comparando estos resultados con los de la Tabla 2, la sSFGFR2-Fc producida
por el clon GC111 en las condiciones éptimas tenia mas N-glicano sialilado que la
sFGFR2-Fc producida por el semiclon SC n® 118, progenitor del clon GC111, en
condiciones normales. Por ejemplo, el porcentaje de especies no sialiladas disminuyé
del 43% al 30%.

Basandose en el numero total de moles de N-glicano por mol de FGFR2-Fc y
en el numero de moles de N-glicano por mol de Fc obtenido tras la liberacién del Fc
por la papaina, se determiné que habia siete N-glicanos por FGFR2. Por tanto, la
mayoria de los sitios del dominio de FGFR2 estan casi totalmente ocupados.
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Ejemplo 6: Sitios de N-glicosilacién importantes para la afinidad hacia FGF y la
productividad

La proteina de fusion sFGFR2-Fc tiene ocho sitios de N-glicosilacién en el
dominio FGFR2, y uno en el dominio Fc (véanse la Figura 8 y la Tabla 5 para
encontrar la definicion de las posiciones de N-glicano N1 hasta N8). Se produjeron las
proteinas 4493 y 4565, dos variantes de sFGFR2-Fc que ya no tienen dominio 1
similar a Ig. La 4493 present6 caracteristicas similares a la FGFR2-Fc de tipo nativo
derivada de pXL4636 en términos de productividad y fijacién a FGF-2 o heparina. Por
el contrario, la 4565, en la cual habian mutado todos los sitios de glicosilacién del
dominio sFGFR2 (sustitucion N a Q) no pudo ser caracterizada a causa de la
disminucién de la productividad del mutante en mas de 50 veces (véase la Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de variantes de sFGFR2-Fc

Sitios de N- Resto de ]
IDdela| =~ o Producei | ., _—
. glicosilacion en | aminoacido en . Fijacién a | Fijacion a
protein o o on .
el dominio el sitio de N- FGF-2** heparina
a o (mg/L)
FGFR2 glicosilacién
[NaCl] para
Ko (10° elucién desde
M) heparina
(mM)
4410 8 (N1 hastaN8) | N 75 1,39 370
4493 6 (N3 hasta N8) | N 67 1,19 442
4565 6 (N3 hastaN8) | Q <1 ND ND

** la fijacién a FGF-2 se determind en un instrumento BlAcore™ utilizando un modelo
de “reaccién en dos estados con cambio de conformacién” tal como ha sido descrito
por Gamsjaeger y otros, Biochem. J., 7 de abril de 2005 / BJ20050156. En pocas
palabras, se llevé a cabo la integracién a lo largo de todo el sensograma salvo en las
zonas de "efecto estérico”. El intervalo de concentraciones se habia elegido entre 1y
8 nM. El método de cinéticas ka/kd simultaneas permiti6 medir dos ka y dos kd
suponiendo las siguientes ecuaciones:

ka1y kd1 para A+B AB

ka2 y kd2 paraAB —=
(FGF - FGFR2-Fc)

AB* lo que puede representar dimerizacion de complejos
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La constante de disociacién Ky se calculd con la formula siguiente:

1 |
(kay / kdq) x (1 + ka/ kdy)

De acuerdo con los dos modelos competidores publicados (el modelo simétrico

de dos extremos de Mohammadi y el modelo asimétrico de Pellegrini), los sitios N3 a
N7 podrian interaccionar potencialmente con los restos de aminoacido de FGF1 o bien
de FGFRZ2c, y/o interaccionar con heparina, mientras que es improbable que el sitio N8
esté implicado en interacciones en todas las estructuras cristalinas (Pellegrini y otros,
2000, Nature 407: 1029; Ibrahimi y otros, 2005, Mol. Cell. Biol. 25: 671).

Basandose en la informacién precedente, era relevante estudiar los sitios de
N-glicosilacion en las posiciones N3 hasta N7, sustituyendo la Asn correspondiente por
Gln, vy mantenierido inalterada la posicion N8, para permitir una productividad
significativa. Se evalud estadisticamente la influencia posicional de los N-glicanos
sobre las caracteristicas fisicoquimicas de sFGFR2-Fc, con un experimento factorial
fraccional de dos niveles. Se eligieron cinco variables (ocupacién de los sitios de
glicosilacion en las posiciones N3 hasta N7) y se estudiaron 16 constructos
independientes. El disefio experimental 2°' fraccionado y el analisis de los datos se
llevaron a cabo de la manera que ya ha sido descrita (Statistics for Experimenters,
compilado por G. Box, Willey, 1978).

Disefio factorial fraccionado

Se disefiaron las variantes de N-glicosilacién especificas respecto del sitio
basandose en 4493 y en el disefio factorial a dos niveles con cinco variables (N3 hasta
N7) que podian estar en un nivel mas (N) o en un nivel menos (Q). El disefio era
fraccional, con 16 constructos (2 *', es decir, disefio de resolucion en V), que permitia
la identificacién de los efectos principales y de las interacciones entre 2 factores, pero
confundia las interacciones entre 2 factores con las interacciones entre 3 factores.

Los 16 constructos plasmidos se obtuvieron mediante PCR secuencial y
clonacién, para generar la sustitucion de N por Q en las posiciones N3, N4; N5, N6 o
N7, pero manteniendo inalteradas la posicién N8 y el sitio de glicosilacion del dominio
Fc. Estas variantes de proteina sélo diferian de la 4493 en las mutaciones bi- o
tetrapuntuales que se indican en la Tabla 5.
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_Tabla 5. Matriz de diseno

Estado de la posicién de N-glicosilacién
Posicién de Asn en | Constructo |N3 N4 N5 |[N6 |N7 |[N8 |N297
la Figura 9 (Fe)
Posicion de Asn en
FGFR2_HUMAN 228 | 241 | 265 | 297 | 318 | 331
4572 - - - - + + +
4570 + - - - - + +
4577 - + - - - + +
4571 + + - - + + +
4587 - - + - - + +
4585 + - + - + + +
4586 - + + - + + +
4573 + + + - - + +
4574 - - - + - + +
4575 | + - - + + + +
4588 - + - + + + +
4576 + + - + - + +
4579 - - + + + + +
4569 + - + + - + +
4578 - + + + - + +
4493 + + + + + + +

Se ensayaron los 16 constructos disefiados en cuanto a produccién a pequena
escala. Dos variantes (4572 y 4574) eran productores muy escasos (en torno a
2mg/L). Los 14 constructos restantes fueron producidos a escala de litro, y se
purificaron en paralelo en condiciones habituales, con una razonable recuperacion de
producto. Después se analizaron mediante SDS-PAGE, filtracién en gel, BlAcore™.
Los resultados se analizaron con el disefio estadistico experimental factorial
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La N-glicosilacion en N3, N4, N5, N6, N7 tuvo una contribucién positiva a la

productividad. Se produjo un efecto cuantitativo similar para todas las posiciones

estudiadas (es decir, N3, N4, N5, N6 y N7) y no hubo efecto significativo de

interacciones entre dos factores.

Tabla 6. Productividad

Ridueza (en

Constructo molL) de la
produccion a
escala de 1 litro

4572 0

4570 13

4577 9

4571 34

4587 5

4585 40

4586 42

4573 32

4574 0

4575 30

4588 37

4576 27

4579 30

4569 54

4578 37

4493 67

Respuesta | Variable
(mglL)

28 Media
17 N3

14 N4

20 N5

13 N6

13 N7

-8 N3-N4

3 N3-N5
1 N3-N6
-2 N3-N7
-2 N4-N5
-1 N4-N6
6 N4-N7
4 N5-N6
0 N5-N7

N6-N7
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Se analizaron mediante filtracion en gel (Superdex 2000) las proteinas

purificadas, para cuantificar el porcentaje de de especies de alto peso molecular

(siglas inglesas HMW; %) en preparaciones purificadas. El valor mas alto (peor caso)

de 80,2% de HMW se obtuvo con 4587, y se emple6 en el analisis mediante disefio

experimental para los dos constructos (4572 y 4574) que no se pudieron producir

(también se utiliz6 para comparar el porcentaje medio de los valores de HMW

obtenidos en los 14 constructos, que condujo a una conclusiéon similar). La

N-glicosilacion en la posiciéon N5, y en menor grado en la posicion N6, no favorecieron

la aparicién de especies HMW. La interaccion N5-N6 ejerci6 un efecto similar sobre la

agregacion.

Tabla 7. Formacidén de agregados

Constructo | HMW (%) Respuesta (%) | Variable
4572 80 57 Media
4570 73,0 -12 N3
4577 71,6 5 N4
4571 72,1 -33 N5
4587 80,2 -18 N6
4585 47,5 -7 N7
4586 47,7 6 N3-N4
4573 57,5 -8 N3-N5
4574 80 -5 N3-N6
4575 69,6 2 N3-N7
4588 71,8 -2 N4-N5
4576 72,9 3 N4-N6
4579 35,2 -4 N4-N7
4569 12,0 -18 N5-N6
4578 39,4 -6 N5-N7
4493 3,6 1 N6-N7
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Se determin6 para cada constructo, por medio de BlAcore™, la afinidad de fijacion a

FGF-2. Para los constructos que presentaban una afinidad medible se determinaron
valores de la constante de disociacién (Kp) entre 0,49 y 2,31 nM. En los constructos

que no se fijaban a FGF-2, o que no se pudieron producir, se empleé para el analisis

del disefio experimental un valor de 10 nM. La N-glicosilacién en la posicidon N5, y en

menor grado en las posiciones N6 y N3, tuvo un efecto positivo sobre la fijacién a

FGF-2. Las interacciones N3-N5 y N5-N6 tuvieron un efecto positivo significativo sobre

la fijacién, mientras que las interacciones N3-N6 y N4-N7 tuvieron un efecto negativo
sobre la fijacion.

Tabla 8. Fijacién a FGF-2

Constructo | Kp (nM)
4572 10
4570 10
4577 10
4571 10
4587 10
4585 2,7
4586 10
4573 0,49
4574 10
4575 10
4588 10
4576 10
4579 2,31
4569 0,99
4578 0,66
4493 1,19

Respuesta (nM) | Variable
6,8 Media
-2,2 N3
-0,5 N4
-6,5 N5
-2,3 N6

0,5 N7

0,0 N3-N4
-2,2 N3-N5
2,0 N3-N6
0,1 N3-N7
-0,5 N4-N5
0,1 N4-N6
2,0 N4-N7
-2,3 N5-N6
0,5 N5-N7
0,0 N6-N7
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Este disefio experimental 2°' de resolucién en V revelé que la N-glicosilacion
tenia una contribucién positiva sobre la productividad, en las posiciones N3, N4, N5,
N6, N7; tenia un impacto positivo sobre la fijacion a FGF-2, en las posiciones
N5 >> N6 y N3; y dificulté la aparicion de moléculas de alto peso molecular en todas
las posiciones, especialmente N5 > N6.-

Por tanto, la ocupacién con N-glicano es obligatoria en la posicién N5, y
recomendada en las posiciones N3, N4, N6 y N7 (posiciones 265, 228, 241, 297 y 318,
respectivamente, en FGFR2_HUMAN (Swissprot).

Ejemplo 7: Farmacocinética de [a proteina de fusion sFGFR2-Fc

En el Ejemplo 7, sFGFR2-Fc es la proteina de fusién correspondiente a la
secuencia de aminoacidos SEQ ID N° 2, con un promedio de 1,3 acidos sidlicos por
N-glicano de sFGFR2. A tres ratones por cada punto temporal se les inyectaron en la
vena caudal 500 ug de la proteina de fusion. Se extrajo sangre en diversos puntos
temporales tras la inyeccién el producto, y la Figura 10 muestra la concentraciéon de
proteina en el plasma y en el higado. La Figura 11 muestra las cantidades
recuperadas de proteina en plasma e higado, en los primeros puntos temporales,
expresadas en porcentaje de la dosis inyectada.

Los parametros farmacocinéticos se calcularon empleando andlisis no
compartimental. La semivida de eliminacion se calculé con los 6 Ultimos puntos de
datos que proporcionaban el mejor ajuste de la fase terminal logaritmico-lineal (Tabla
9).

Tabla 9

Parametro Unidades ' sFGFR2-Fc
tVe hora 70,1

Tlast hora 72,0

Clast Hg/mL 27,6
AUClast hora*ug/mL 3138

Clobs mL/hora/kg | 4,2

Vss mL/kg 406




10

15

20

25

N L

-41-

' Area bajo la curva desde el momento de la administracién hasta la
AUClast '

ultima concentracién medible.
Cl obs Aclaramiento corporal total para la administracién extravascular
Clast Concentracion correspondiente a Tlast
t1/2 Semivida terminal
Tlast Tiempo de la Ultima concentracién medible (distinta de cero).
Vs una estimacion del volumen de distribucion en el estado

estacionario

Tras la administracidén intravenosa, sFGFR2-Fc mostré un perfil
farmacocinético favorable con una prolongada semivida de eliminacion (casi 3 dias) y
un aclaramiento corporal total reducido. El volumen de distribuciéon era limitado e
inferior al volumen de agua corporal total, lo que sugiere una distribucién tisular
limitada. A las 72 horas, la concentraciéon plasmatica de sFGFR2-Fc se mantiene en
un nivel de concent(acién muy alto, y el aclaramiento también es bueno.

Los parametros farmacocinéticos ‘de sFGFR2-Fc son perfectamente
compatibles con el empleo de esta proteina de fusiébn como agente terapéutico. En
efecto, y tal como se ha demostrado en los Ejemplos, la concentraciéon plasmatica tras
la inyeccidén intravenosa en ratones es sustancialmente elevada, y el aclaramiento
permanece muy bajo a las 72 horas tras la inyeccion. Es importante que la cinética de
escision de sFGFR2-Fc in vivo es también muy baja, ya que la sFGFR2-Fc fue
escindida sélo parciaimente (40% tras 18 horas) y la concentracion de la molécula de
longitud completa permanecia inalterada hasta las 72 horas. Por tanto, la molécula de
fusion tal como se presenta en la SEQ ID NO: 2 y un promedio de 1,3 acidos sidlicos
por N-glicano de sFGFR2, ha demostrado un perfil farmacocinético favorable, con una
larga semivida de eliminacion (casi 3 dias) y un aclaramiento corporal total
satisfactorio.

Ejemplo 8: Eficacia de la proteina de fusion sFGFR2-Fc en el modelo de tumor
subcutaneo A549

En este Ejemplo, sFGFR2-Fc es la proteina de fusién correspondiente a la
secuencia de aminoacidos SEQ ID N° 2, con un promedio de 1,3 acidos sialicos por
N-glicano de sFGFR2.
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Modelo de tumor subcutaneo A549

Se ha identificado la linea celular A549 como una linea celular tumoral para
evaluar la eficacia de sFGFR2-Fc. El solicitante ha demostrado in vitro que esta linea
celular expresa FGF2 y también que la sFGFR2-Fc puede detener la proliferaciéon
autocrina de estas células. El solicitante estableci6 un modelo tumoral A549
subcutaneo en ratones "desnudos" Balb/c. Ademas, el tumor in vivo expresa FGF2.

En este experimento se evalud la eficacia de la molécula sFGFR2-Fc en el
modelo de crecimiento tumoral A549. Se inyectaron subcutaneamente los productos
dos veces por semana. Se evaluaron distintas dosis, en concreto 25, 15, y 5 mg/kg de
sFGFR2-Fc.

Tras el andlisis global del volumen tumoral, la evolucién de los tres grupos
tratados con sFGFR2-Fc fue estadisticamente diferente a la evolucion tumoral del
grupo tratado con PBS. sFGFR2-Fc es eficaz contra el crecimiento tumoral en este
modelo, a la dosis de 5 mg/kg dos veces por semana.

Diseno experimental

Se inyectaron subcutaneamente 5.10° células A549 en 200 pl a ratones
"desnudos” Balb/c en el dia 0. El mismo dia, después de la inyeccion de células, se
distribuyeron aleatoriamente los ratones en bloques de cuatro animales, dentro de
cuatro grupos basados en el peso corporal. Los tratamientos comenzaron tras la
aleatorizacion el dia después de la inyeccion de células. Cada uno de los grupos
recibié subcutaneamente 500, 300 o 100 pg por ratén y administracién, lo cual
correspondia a, respectivamente, 25, 15 y 5 mg/kg, dos veces por semana: lunes y
viernes, durante 39 dias.

Resultados
Analisis del volumen tumoral

Tal como se muestra en la Figura 12, se analiz6 el volumen del tumor hasta el
40° dia. Los grupos de 100 ug (triangulos), 300 ug (cuadrados) y 500 ug por ratén y
por administracion (circulos llenos) eran estadisticamente diferentes del grupo de PBS
(circulos huecos). Se concluyd que sFGFR2-Fc redujo el crecimiento tumoral a las
dosis de 25, 15y 5 mg/kg.
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Peso del tumor en el 40° dia

Tal como se muestra en la Figura 13, al final del experimento se extirparon los
tumores y se pesaron. Los grupos de 100 ug, 300 pg y 500 pg por ratén y por adminis-
traciébn eran estadisticamente diferentes del grupo con PBS. Se concluyé que la
sFGFR2-Fc de-acuerdo con la presente invencidn redujo el peso del tumor a las dosis
de 25, 15y 5 mg/kg. '

La evolucion del crecimiento tumoral en los grupos sFGFR2-Fc_100, sFGFR2-
-Fc_300 y sFGFR2-Fc_500 fue estadisticamente diferente de la evolucion en el grupo
tratado con PBS. La proteina de fusién sFGFR2-Fc de acuerdo con la presente
invencion (secuencia de aminoacidos SEQ ID N° 2 con un promedio de 1,3 acidos
sidlicos por N-glicano de sFGFR2, puede disminuir sustancialmente el crecimiento
tumoral a la dosis de 5 mg/kg.

Ejemplo 9: Eficacia de la proteina de fusién sFGFR2-Fc en el modelo de tumor
subcutaneo H460

En el Ejemplo 9, sFGFR2-F¢ es la proteina de fusién correspondiente a la
secuencia de aminoacidos SEQ ID N° 2, con un promedio de 1,6 acidos sialicos por
N-glicano de sFGFR2.

Modelo de tumor subcutaneo H460

Se ha identificado la linea celular H460 como una linea celular tumoral para
evaluar la eficacia de sFGFR2-Fc. Se ha demostrado in vitro que esta linea celular
expresa FGF2. En este experimento se evalué la eficacia de sFGFR2-Fc sobre el
crecimiento tumoral. Se inyectaron subcutaneamente los productos, dos veces por
semana, a la dosis de 25 mg/kg. Después del andlisis global de la evolucion del
volumen tumoral, sFGFR2-Fc redujo el crecimiento del tumor.

Disefio experimental

Se inyectaron subcutaneamente 5.10° células H460, en 200 ul, en el ijar
derecho de ratones "desnudos" Balb/c en el dia 0. Tras la inyeccién de células, el
mismo dia de la inoculacién con células (dia 0) se distribuyé aleatoriamente a los
ratones en funcion del peso corporal medido, y se les ubicé en los grupos de
tratamiento.

El tratamiento se administré dos veces por semana, mediante inyecciones -
subcutaneas (200 pl) durante 3 semanas consecutivas (lunes y viernes). La primera
administraciéon se realiz6 el dia 1° después de la inoculacién de células, a fin de
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maximizar la exposicion de las células al tratamiento.
Resultados
Analisis del volumen tumoral

La Figura 14 muestra el analisis del volumen del tumor hasta el dia 22°. Se
concluyé que sFGFR2-Fc habia reducido sustancialmente el crecimiento del tumor.

Analisis del peso tumoral

La Figura 15 muestra el analisis del peso del tumor en el dia 22°. Se concluyd
que sFGFR2-Fc habia reducido sustancialmente el peso del tumor.

La evolucién del crecimiento ‘tumoral del grupo con sFGFR2-Fc fue
estadisticamente diferente de la evolucién del grupo tratado con PBS. Se concluye
claramente que la proteina de fusion de acuerdo con la presente invencion (secuencia
de aminoacidos SEQ ID N° 2 con un promedio de 1,6 acidos sialicos por N-glicano de
sFGFR2) puede disminuir sustancialmente el crecimiento tumoral de H460 a la dosis
de 25 mg/kg.

Ejemplo 10: Evaluaciéon de la actividad ADCC in vitro de la proteina de fusion
sFGFR2-Fc sobre las lineas celulares A549 y H460

En este Ejemplo, sFGFR2-Fc es la proteina de fusidon correspondiente a la
secuencia de aminoacidos SEQ ID N° 2, con un promedio de acidos sidlicos por
N-glicano de sFGFR2 superior a 1,6. Se ha evaluado en los dos modelos de células
tumorales elegidos, H460 y A549, la capacidad de sFGFR2-Fc para inducir una
actividad ADCC in vitro (véanse los Ejemplos 8 y 9).

Disefio experimental

Se incubaron células tumorales (A549 y H460, 1 millon/mL) en PBS con 2% de
BSA durante 30 minutos, a 4°C, con 500 ng/mL de FGF2 (R&D Systems) y 2 ug/mL de
sFGFR2-Fc o 1gG1 humana (Sigma) como testigo. Se diluyeron las células tumorales
en RPMI con 1% de FBS, y se incubaron en placas de 96 pocillos a razon de
5000 células por pocillo. Se afiadieron NK purificadas, en una proporcién NK/células
tumorales de 20/1 y 6/1. Se incubaron las placas durante 4 horas a 37°C, se
centrifugaron después, y se valord la Iactatddeshidrogenasa en el sobrenadante (con
un "kit" de ROCHE). Se consiguié 100% de lisis mediante el empleo de Triton X100 al
0,2%. Se calculd la ADCC especifica inducida por sFGFR2-Fc siguiendo las
instrucciones del fabricante.
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Resultados

Los resultados expuestos en la Figura 16 muestran una lisis de células
tumorales por la accién de linfocitos citoliticos naturales (en inglés NK) en presencia
de sFGFR2-Fc, tanto sobre células tumorales A549 como sobre células tumorales
H460, cercana a 25% en las condiciones 20/1 (NK/células tumorales), lo que indica
que sFGFR2-Fc puede inducir efectos ADCC sobre estas células tumorales.

Ejemplo 11: Evaluacion de actividades ADCC y CDC in vivo de la proteina de
fusion sFGFR2-Fc en el modelo de tumor subcutaneo A549

En este Ejemplo, sSFGFR2-Fc es la proteina de fusion correspondiente a la
secuencia de aminoacidos SEQ ID N° 2, con un promedio de acidos sidlicos por
N-glicano de sFGFR2 superior a 1,6.

Modelo de tumor subcutaneo A549

Se identifico la linea celular A549 como una linea celular tumoral para evaluar
la eficacia de sFGFR2-Fc, ya que estas células expresaban in vivo altos niveles de
FGF2, y eran sensibles in vitro a ADCC inducida por sFGFR2-Fc.

Estirpes de raton

Se eligieron tres estirpes diferentes de raton (ratones SCID, NOD/SCID y
SCID/bg) para evaluar la capacidad de sFGFR2-Fc para inducir in vivo actividades de
ADCC y/o CDC. Los ratones SCID conservan las funciones NK y de complemento, y
pueden desarrollar respuestas de ADCC y CDC, y fueron elegidos como testigo
positivo. Los ratones NOD/SCID no tienen funciéon NK ni la capacidad de estimular la
actividad del complemento, y son incapaces de desarrollar actividades de ADCC ni de
CDC. Los ratones SCID/bg no tienen funcién NK, y son incapaces de desarrollar
actividad ADCC.

En este experimento se evalud la eficacia de la molécula sFGFR2-Fc sobre
tumores A549 implantados subcutdneamente en tres estirpes de ratén diferentes.
Durante toda la duraciéon del estudio se inyecté subcutdneamente sFGFR2-Fc, dos
veces por semana y a una dosis de 5 mg/kg.

Disefio experimental

Se implanté subcutaneamente A549 en ratones SCID, NOD/SCID y SCID/bg,
tal como se ha descrito mas arriba (véase el Ejemplo 8). Se administraron los
tratamientos dos veces por semana mediante inyecciones subcutaneas, durante 6
semanas consecutivas. Durante la duracién del estudio se midieron dos veces por
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semana el peso corporal y el volumen del tumor.

Resultados

Tal como se muestra en la Figura 17, se analizé el volumen del tumor hasta el
41° dia en los tres experimentos. En los ratones SCID, el grupo tratado con
sFGFR2-Fc a la dosis de 5 mg/kg (rombos) fue estadisticamente diferente del grupo
testigo (circulos huecos) y mostré una inhibicién tumoral de 39% (calculada como
100 - (volumen en el grupo tratado / volumen en el grupo testigo x 100)). En los
ratones NOD/SCID, sFGFR2-Fc a la dosis de 5 mg/kg no mostré actividad. En los
ratones SCID/bg, sFGFR2-Fc a la dosis de 5 mg/kg recuperé parcialmente su
actividad (inhibicién del tumor = 18%). De acuerdo con estos resultados, en la eficacia
de sFGFR2-Fc estuvieron implicados mecanismos de CDC y ADCC.

Ejemplo 12: Evaluacion de actividades ADCC y CDC in vivo de la proteina de
fusiéon sFGFR2-Fc en el modelo de tumor subcutaneo H460

En este Ejemplo, sFGFR2-Fc es la proteina de fusidon correspondiente a la
secuencia de aminoacidos SEQ ID N° 2, con un promedio de acidos sidlicos por
N-glicano de sFGFR2 superior a 1,6.

Modelo de tumor subcutaneo H460

Se identificéd la linea celular H460 como una linea celular tumoral para evaluar
la eficacia de sFGFR2-Fc, ya que estas células expresaban in vivo altos niveles de
FGF2, y eran sensibles in vitro a ADCC inducida por sFGFR2-Fc. '

Estirpes de ratén

Tal como se ha descrito mas arriba en el Ejemplo 11, se eligieron tres estirpes
de raton con diferentes funciones inmunitarias (ratones SCID, NOD/SCID y SCID/bg)
para evaluar la capacidad de sFGFR2-Fc para inducir in vivo actividades ADCC y/o
CDC en H460.

En este experimento se evalué la eficacia de la molécula sFGFR2-Fc sobre
tumores H460 implantados subcutdneamente en las tres estirpes diferentes de raton.
Durante toda la duracién del estudio se inyecté subcutaneamente sFGFR2-Fc, dos
veces por semana y a una dosis de 25 mg/kg.

Disefio experimental

Se implanté subcutaneamente H460 en ratones SCID, NOD/SCID y SCID/bg,
tal como se ha descrito mas arriba (véase el Ejemplo 9). Se administraron los
tratamientos dos veces por semana mediante inyecciones subcutaneas, durante
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3 semanas consecutivas. Durante la duracion del estudio se midieron dos veces por
semana el peso corporal y el volumen del tumor.

Resultados

Tal como se muestra en la Figura 18, se analiz6 el volumen del tumor hasta el

- 22° dia en los tres experimentos. En ratones SCID, el grupo tratado con sFGFR2-Fc a

la dosis de 25 mg/kg (rombos) fue estadisticamente diferente del grupo testigo
(circulos huecos), y mostrd una inhibicion tumoral de 29%. En los ratones NOD/SCID,
sFGFR2-Fc a la dosis de 5 mg/kg presenté una pérdida de actividad, con una
inhibicion tumoral de 14%. En los ratones SCID/bg, sFGFR2-Fc a la dosis de 5 mg/kg
recuperé toda su actividad (inhibicién del tumor = 32%). En eéstos estudios,
analogamente a lo observado en el modelo de tumor A549 (véase el Ejemplo 11), en
la eficacia de sSFGFR2-Fc estuvieron implicados mecanismos de-CDC y ADCC.

Ejemplo 13: Evaluacién de la eficacia in vivo de sFGFR2-Fc en comparacion con
sFGFR2-Fc (A265 Fc) en el modelo de tumor subcutaneo H460

Shields y otros han descrito una mutacion puntual Asp265Ala en el dominio Fc
de IgG1 humana (denominada A265 Fc) que confiere una fijacion reducida a todos los
receptores FcyR y muy baja citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (2001 J.
Biol. Chem 276:6591). Se introdujo esta mutaciéon puntual en el dominio Fc de la
secuencia de ADN codificadora de sFGFR2-Fc, del plasmido pXL4547 (Figura 19),
dando como resultado la secuencia de polinucleétido representada por la SEQ ID
No. 13. Se generaron clones CHO/DHFR estables que expresaban csFGFR2-Fc
(A265 Fc) (SEQ ID NO. 14) empleando el sistema de selecciéon y amplificacion DHFR
con los plasmidos para expresién en mamiferos apropiados, pXL4547 y pXL4417, tal
como se ha descrito en el Ejemplo 3. Después se produjo la proteina sFGFRZ-Fc
(A265 Fc) y se purificd para estudios in vivo. Se verificé que su contenido de glicanos
era similar al contenido de glicanos hallado en la sFGFR2-Fc producida en los
Ejemplos 3 6 5.

Proteina expresada por CHO-DHFR estables sFGFR2-Fc (A265 Fc)

% de especies sialiladas de sFGFR2-Fc:

1 - no sialilada . 40%
2 - monosialilada 28%
3 - disialilada 22%

4 - trisialilada 10%
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Composicion de monosacaridos de N-glicanos de
sFGFR2-Fc¢ por 3 manosas

1 - Glucosamina (numero por 3 manosas) 4,35
2 - Galactosa (numero por 3 manosas) 2,74
3 - Fucosa (nimero por 3 manosas) 0,89

Modelo de tumor subcutaneo H460

Se ha identificado la linea celular H460 como una linea celular tumoral para
evaluar la eficacia de sFGFR2-Fc. Estas células expresaban un alto nivel de FGF2 in
vivo, y eran sensibles a ADCC inducida in vitro por sSFGFR2-Fc.

En este experimento se evalu6 la eficacia de la molécula sFGFR2-Fc y de la
molécula de sFGFR2-Fc modificada (A265 Fc) sobre el tumor H460 implantado
subcutaneamente en ratones "desnudos".

Diseno experimental

Se implanté subcutaneamente H460 en ratones "desnudos” Balb/C tal como se
ha descrito mas arriba (véase el Ejemplo 9). Durante toda la duracion del estudio se
administraron los tratamientos dos veces por semana. Durante la duracién del estudio
se midieron dos veces por semana el peso corporal y el volumen del tumor.

Resultados

Tal como se muestra en la Figura 20, se analizé el volumen del tumor hasta el
dia 23° EIl grupo tratado con sFGFR2-Fc a la dosis de 25 mg/kg (rombos) fue
estadisticamente diferente del grupo testigo (circulos huecos), y mostrd una inhibicion
tumoral de 50%. La sFGFR2-Fc modificada (A265 Fc), a la dosis de 25 mg/kg,
présenté una pérdida de actividad, con una inhibicién tumoral de sélo 25% (NS). La
mutacién dentro del F¢ de sFGFR2-Fc (A265 Fc) provocé una disminuciéon de la
actividad.

Puesto que se ha demostrado que esta modificacion es disminuye la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, el Ejempio 13 proporciona una
prueba indirecta de que sFGFR2-Fc actua in vivo a través de un mecanismo que
implicar ADCC.
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REIVINDICACIONES

1. Una fusioén Fc con receptor para FGF soluble modificada que comprende una
fusién de un fragmento o dominio solubles de un receptor para FGF con una region Fc
de una inmunoglobulina, en donde al menos el 5° sitio de N-glicosilacién de la porcion
de receptor para FGF esta ocupado, y como maximo 45% de los N-glicanos de dicha
porcién de receptor para FGF no tienen grupo sialilo.

2. La fusidon Fc con receptor para FGF soluble modificada, segun la-
reivindicacion 1, en la cual, ademas, el 3%, 4° 6° y 7° sitios de N-glicosilacién de la
porcién de receptor para FGF estan ocupados.

3. La fusiébn Fc con receptor para FGF soluble modificada, segun la
reivindicacion 2, en la cual al menos 7 sitios de N-glicosilacién de la porcién de
receptor para FGF estan ocupados.

4. La fusion Fc con receptor para FGF soluble modificada, segun la
reivindicacion 3, en la cual todos los sitios de N-glicosilacion de la porcidn de receptor
para FGF estan ocupados. |

5. La fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, segun cualquiera de
las reivindicaciones precedentes, en la cual el nimero medio de acidos sidlicos por
N-glicano de la porcién de receptor para FGF es 0,9 o superior.

6. La fusidbn Fc con receptor para FGF soluble modificada, segun Ia
reivindicacién 5, en la cual el nimero medio de acidos sialicos por N-glicano de la
porcién de receptor para FGF es 1,2 o superior.

7. La fusidén Fc con receptor para FGF soluble modificada, segun cualquiera de
las reivindicaciones precedentes, en la cual el valor Kp de dicha fusion hacia FGF2,
medido mediante Biacore™, esta comprendido entre 1y 5 nM

8. La fusion Fc con receptor para FGF soluble modificada, segin la
reivindicacioén 7, en la cual el valor Kp de dicha fusion hacia FGF2, medido mediante
Biacore™, esta en torno a 1,5 nM.

9. La fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, seglin cualquiera de
las reivindicaciones precedentes, en la cual dicha fusiéon posee actividades de ADCC
y/o CDC.

10. La fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, segun cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en la cual los N-glicanos de dicha fusion estan
fucosilados en un 60 - 100%.
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11. La fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, segun cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en la cual dicha fusién Fc con receptor para FGF
soluble modificada comprende 3 restos de manosa, una media de 1,5 a 3,0 restos de
galactosa, una media de 3,5 a 5 restos de N-acetilglucosamina, y una media de 0,6 a 1
restos de fucosa por molécula de glicano.

12. La fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, segtqn cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9, en la cual los N-glicanos de dicha fusién estan
fucosilados en un 0 - 60%.

13. La fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, segln cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en la cual el receptor para FGF se elige entre
receptor para FGF 1 (FGFR1) o receptor para FGF 2 (FGFR2).

14. La fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, segln cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en la cual el receptor para FGF se elige entre
isotipo Illc de receptor 1 para FGF e isotipo llic de receptor 2 para FGF.

15. La fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, segun cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en la cual el dominio soluble de receptor para
FGF tiene una secuencia como se expone en SEQ ID NO: 4, o bien una secuencia
que tiene una identidad de al menos 95% con la SEQ ID NO: 4.

16. La fusidén Fc con receptor para FGF soluble modificada, segun cualquiera
de las reivindicaciones precédentes, en la cual la porcién Fc tiene una secuencia como
se expone en SEQ ID NO: 6, o bien una secuencia que tiene una identidad de al
menos 95% con la SEQ ID NO: 6.

17. La fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, segin cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en la cual dicha fusién Fc con receptor para FGF
soluble modificada comprende ademas una secuencia enlazadora de al menos
3 restos de aminoacido.

18. La fusiébn Fc con receptor para FGF soluble modificada, segun la
reivindicacion 17, en la cual la secuencia enlazadora es SAL (Ser-Ala-Leu).

19. La fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, segun cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en la cual la fusién Fc con receptor para FGF
soluble modificada tiene una secuencia polipeptidica como se expone en
SEQ ID NO: 2, o bien una secuencia que tiene una identidad de al menos 95% con la
SEQ ID NO: 2.



10

15

20

25

30

|52

-51-

20. La fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, segun cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, en la cual la fusion Fc con receptor para FGF
soluble modificada comprende ademas el péptido sefial de SEQ ID NO: 8.

21. Un polinucleétido que codifica la fusién con receptor para FGF modificada,
segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

22. El polinucleétido segun la reivindicaciéon 21, en el cual dicho polinucleétido
comprende una secuencia nucleotidica que tiene una identidad de al menos 80 % con
la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO: 1.

23. Un vector que comprende un polinucledtido segﬂn cualquiera de las
reivindicaciones 21y 22.

24. Una célula que comprende un vector segun la reivindicacién 23.

25. La fusidn Fc con receptor para FGF soluble modificada, segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en calidad de medicamento.

26. Una composicién farmacéutica que comprende una fusién con receptor
para FGF modificada, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20.

27. La composicidén farmacéutica segun la reivindicacidén 26, en la cual dicha
composicion contiene un agente terapéutico adicional.

28. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 27, en la cual dicho
agente terapéutico adicional es un agente anti-angiogénico o un agente
quimioterapéutico.

29. La composicién farmacéutica seguln la reivindicacion 28, en la cual dicho
agente antiangiogénico es un factor de necrosis tumoral, o un antagonista de un factor
de crecimiento fibroblastico (FGF) acido o basico, factor de crecimiento hepatocitico
(HGF), factor tisular (TF), proteina C, proteina S, factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF), o receptor HER2.

30. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 28, en la cual dicho
agente quimioterapéutico se elige entre el grupo de: agentes antimicrotibulos;
complejos de coordinacién con platino; agentes alquilantes; agentes antibioticos;
inhibidores de topoisomerasa II; antimetabolitos; inhibidores de topoisomerasa I;
hormonas y analogos de hormonas; inhibidores de la ruta de transduccién de sefial;
inhibidores de angiogénesis de tipo distinto al de receptor de tirosina-cinasa; agentes
inmunoterapéuticos; agentes pro-apoptéticos; e inhibidores de la sefializacion del ciclo
celular.
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31. La composicidén farmacéutica segun la reivindicacién 28, en la cual dicho
agente quimioterapéutico se selecciona entre el grupo de Taxol y Taxotere.

32. El uso de una fusién Fc con receptor para FGF soluble modificada, segtin
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, para preparar un medicamento para
tratar cancer.

33. El uso segun la reivindicaciéon 32, que comprende el uso de un agente
terapéutico adicional en la fabricacion de la misma composicion o composiciones
diferentes.

34. El uso segun la reivindicacion 33, en el cual dicho agente terapéutico
adicional es un agente anti-angiogénico o un agente quimioterapéutico.

35. El uso segun la reivindicacion 34, en el cual dicho agente ahtiangiogénico
es un factor de necrosis tumoral, o un antagonista de un factor de crecimiento
fibroblastico (FGF) acido o basico, factor de crecimiento hepatocitico (HGF), factor
tisular (TF), proteina C, proteina S, factor de crecimiento derivado de plaquétas
(PDGF), o receptor HER2.

36. El uso segun la reivindicacién 34, en el cual dicho agente quimioterapéutico
se elige entre el grupo de: agentes antimicrottbulos; complejos de coordinacion con
platino; agentes alquilantes; agentes antibiéticos; inhibidores de topoisomerasa Ii;
antimetabolitos; inhibidores de topoisomerasa |; hormonas y andlogos de hormonas;
inhibidores de la ruta de transduccién de sefal; inhibidores de angiogénesis de tipo
distinto al de receptor de tirosina-cinasa; agentes inmunoterapéuticos; agentes pro-
apoptoéticos; e inhibidores de la sefializacion del ciclo celular.

37. El uso segun la reivindicacién 34, en el cual dicho agente quimioterapéutico
se elige entre el grupo de Taxol y Taxotere.

38. El uso segun la reivindicacion 32, en el cual dicho cancer se elige entre el
grupo dé carcinoma, que incluye el carcinoma de vejiga, de mama, de colon, de
cabeza y cuello, de rifién, que incluyen el carcinoma de células renales, de higado, de
pulmén, de ovario, de pancreas, de estomago, de cuello uterino, de tiroides, y de piel;
que incluye el carcinoma espinocelular; tumores hematopoyéticos del linaje linfoide,
entre ellos leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma
de células B, linfoma de células T, linfoma de Burkitt; tumores hematopoyéticos del
linaje mieloide, entre ellos leucemias mielogénicas agudas y crénicas y leucemia
promielocitica; tumores de origen mesenquimatoso, entre ellos fibrosarcoma y
rabdomioscarcoma; otros tumores, entre ellos melanoma, seminoma, teratocarcinoma,
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neuroblastoma y glioma; tumores de los sistema nerviosos central y periférico, entre
ellos astrocitoma, neuroblastoma, glioma, y schwannoma;  tumores de origén
mesenquimatoso, entre ellos fibrosarcoma, rabdomioscarcoma, y osteosarcoma; y
otros tumores, entre ellos melanoma, xerodermia pigmentosa, queratoactantoma,
seminoma, cancer folicular de tiroides y teratocarcinoma.

39. El uso segun la reivindicacion 38, en el cual dicho cancer se elige entre el
grupo de melanoma, leucemia, cancer renal, cancer de colon, cancer de ovario, cancer
de préstata, cancer de pulmén, cancer de vejiga, cancer de mama, y cancer de cabeza
y cuello.
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Resumen

La invencién se refiere a fusiones Fc con receptor para FGF soluble, modificadas, que
comprenden una fusién de un fragmento o dominio solubles de la parte de receptor
para FGF (porcidén que establece el objetivo o fijadora) con una regién Fc de una parte
de immunoglobulina (porcién con funcién efectora), que tienen actividad biolégica
mejorada, que incluye actividades de ADCC/CDC, a composiciones que las contienen,
y a método de producir dichas moléculas de fusiéon Fc con receptor para FGF soluble
modificadas.

WPC15828 / 1D.150385
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> CENTELION
<120> FUSIONES Fc CON RECEPTOR PARA FGF SOLUBLE MODIFICADAS, CON ACTIVIDAD
BIOLOGICA

MEJORADA

<130> FR2006-084 pPCT

<150> EP 06291824.8
<151> 2006-11-28

<150> EP 07290042.6
<151> 2007-01-11

<160> 14

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 1755
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> DS
<222> (1)..(1755)

<400> 1

tta gtt gag gat acc aca tta gag cca gaa gag cca cca act aaa tac 48
Leu val Glu Asp Thr Thr Leu Glu Pro Glu Glu Pro Pro Thr Lys Tyr

1 5 10 15

caa atc tct caa cca gaa gtg tac gtg gct gca cca ggg gag tcg cta 96
GIn Ile Ser Gln Pro Glu val Tyr val Ala Ala Pro Gly géu Sser Leu
20 25

gag gtg cgc tgc ctg ttg aaa gat gcc gcc gtg atc agt tgg act aag 144
Glu val Arg Cys Leu Leu Lys Asp Ala Ala val Ile Ser Trp Thr Lys
35 40 45

gat ggg gtg cac ttg ggg ccc aac aat agg aca gtg ctt att ggg gag 192
Asp Gly val His Leu Gly Pro Asn Asn Arg Thr val Leu Ile Gly Glu
50 55 60

tac ttg cag ata aag ggc gcc acg cct aga gac tcc ggc ctc tat gct 240
Tyr Leu GIn Ile Lys Gly Ala Thr Pro Arg Asp Ser Gly Leu Tyr Ala
65 70 75 80

tgt act gcc agt agg act gta gac agt gaa act tgg tac ttc atg gtg 288
Cys Thr Ala Ser Arg Thr val Asp Ser Glu Thr Trp Tyr Phe Met val
85 20 95

aat gtc aca gat gcc atc tca tcc gga gat gat gag gat gac acc gat 336
Asn val Thr Asp Ala Ile Ser Ser Gly Asp Asp Glu Asp Asp Thr Asp
100 - 105 110

ggt gcg gaa gat ttt gtc agt gag aac agt aaCc aac aag aga gca cca 384
Gly Ala Glu Asp Phe val Ser Glu Asn Ser Asn Asn Lys Arg Ala Pro
115 120 125

tac tgg acc aac aca gaa aag atg gaa aag cgg ctc cat gct gtg cct 432
Tyr Trp Thr Asn Thr Glu Lys Met Glu Lys Arg Leu His Ala val Pro
130 135 140

gcg gcc aac act gtc aag ttt cgc tgc cca gcc ggg ggg aac cca atg 480
Ala Ala Asn Thr val Lys Phe Arg Cys Pro Ala Gly Gly Asn Pro Met
145 150 155 160

cca acc atg cgg tgg ctg aaa aac g?g aag gag ttt aag cag gag cat 528
Pro Thr Met Arg Trp Leu Lys Asn Gly Lys Glu Phe Lys GIn Glu His
165 170 175

pPagina 1



cgc
Arg

gaa
Glu

aat
Asn

cga
Arg
225

tcc
ser

gat
Asp

agt
ser

gcc
Ala

aat
Asn
305

tct
ser

cct
Pro

cta
Leu

gca
Ala

dde
Pro
385

gtg
val

cag
Gln

cag
Gln

gcc
Ala

att
Ile

agt
ser

gaa
Glu
210

tcg
ser

aca
Thr

gcc
Ala

aaa
Lys

ggt
Gly
290

gta
val

att
Ile

gag
Glu

cct
Pro
370

aag
Lys

gt
Va

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
450

ctc
Leu

gga

gtg
val
195

tac
Tyr

‘cct

Pro

cag
Gln

tac
Tyr
275

gtt
val

act
Thr

aga
Arg

ccc
Pro
355

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn
435

tgg
Trp

cca
Pro

ggc
180

gtc
val

999

cac
H1s

gtc
val

ccc
Pro
260

ggg
Gly

adcC
Asn

ttt
Phe

ata
Ile

gaa
Glu
340

adad
Lys

ctc
Leu

acc
Thr

gtg

gtg
val
420

agc
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

tac
Tyr

CCa
Pro

tcc
Ser

cgg
Arg

gga
245

cac
His

cccC
Pro

acc
Thr

gag
Glu

tcc
Ser
325

aag
Lys

tct
Ser

ctg
Leu

ctc
Leu

agc
Ser
405

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

cCccC
Pro
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aag
Lys

tct
Ser

atc
Ile

ccc
Pro
230

gga
Gly

atc
Ile

gac
Asp

acg
Thr

gac
Asp
310

ttt
Phe

gag
Glu

tgt
Cys

atg
Met
390

cac
His

tac
TYyr

oty

atc
Ile

gta
val

gac
Asp

aat
Asn
215

atc
Ile

gac
Asp

cag
Gln

cac
His

att
Ile

gac
Asp

gga
Gly
375

atc
Ile

gaa
Glu

cat
H1s

cgt
Arg

aag
Lys
455

gag
Glu

cga
Arg

aag
Lys
200

cac
H1s

ctc
Leu

gta
val

tgg
Trp

ctg
Leu
280

daa

p Lys

oty

tct
Ser

aca
Thr

aaad
Lys
360

ccg
Pro

tcc
ser

gac
Asp

aat
Asn

gt
vVa
440

gag
Glu

aaa
Lys

aac
Asn
185

oty

acg
Thr

caa
Gln

gag
Glu

atc
Ile
265

cccC
Pro

gag
Glu

gaa
Glu

gca
Ala

gct
Ala
345

act
Thr

tca
Ser

cag
Arg

cct
Pro

gcc
Ala
425

gtc
val

tac
Tyr

acc.
Thr

cag
Gln

aat
Asn

tac
Tyr

gcc
Ala

ttt
Phe
250

aag
Lys

tac
Tyr

att
Ile

tat
Tyr

tgg
Tr

330
tcc
Ser

cac
His

gtc
val

acc
Thr

gag
Glu
410

aag
Lys

agc
ser

aag
Lys

atc
Ile

cac
H1s

tat
Tyr

cac
H1s

gga
Gly
235

gtc
val

cac
H1s

ctc
Leu

gag
Glu

acg
Thr
315

ttg

p Leu

ccCa
Pro

aca
Thr

ttc
Phe

cct
Pro
395

gtc
val

aca
Thr

gtc
val

tgc
Cys

tcc
ser

tag
Trp

acc
Thr

ctg
Leu
220

ctg
Leu

tgc
Cys

gt
va

aag
Lys

gtt
val
300

tgc
cys

aca
Thr

gac
Asp

tgc
cys

ctc
Leu
380

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

ctc
Leu

aag
Lys
460

ada
Lys
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agc
Ser

tgt
cys
205

gat
Asp

ccg
Pro

aag
Lys

gaa
Glu

gtt
val
285

ctc
Leu

ttg
Leu

gtt
val

tac
Tyr

cca
Pro
365

ttc
Phe

gtc
val

ttc
Phe

ccg
Pro

acc
Thr
445

gtc
val

gcc
Ala

ctc
Leu
190

gtg
val

gtt
val

gca
Ala

gtt
val

aag
Lys
270

ctc
Leu

tat
Tyr

gcg
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu
350

ccg
Pro

cccC
Pro

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg
430

gtc
val

tcc
Ser

aaa
Lys

att
Ile

aat
Asn

tac
Tyr
255

aac
Asn

aag
Lys

att
Ile

cca
Pro
335

tca
ser

tgc
Cys

cCa
Pro

tgc
Cys

tgg
Trp
415

gag
Glu

ctg
Leu

dac
Asn

sty

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu

gcc
Ala
240

agt
ser

ggc
Gly

gcc
Ala

cgg
Arg

aat
Asn
320

gcg
Ala

gcg
Ala

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
val
400

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gin

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440



465

ccc
Pro

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr
545

ttc
Phe

aag
Lys

cga
Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys
530

agc
ser

tca
Ser

agc
ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gaa
Glu

aac
Asn

atc

Ile
515

acc
Thr

aag
Lys

tgc
cys

ctc
Leu

2
584
PRT
Homo

2

Leu val Glu

1

Gin

Glu

Asp

Tyr

65

Cys

Asn

Gly

Tyr

Ala

Ile

val

Gly

50

Leu

Thr

val

Ala

Ser

Arg

35

val

Gln

Ala

Thr

Glu

115

Thr

Asn

CcCa
Pro

cag
Gln
500

gcc
Ala

acg
Thr

ctc
Leu

tcc
Ser

tcc
Ser
580

cag
Gln
485

gtc
val

cct
Pro

acc
Thr

gtg
val
565

ctg
Leu

sapiens

Asp
Glin
20

Cys
His
Ile

ser

Asn

Thr

Thr
5
Pro
Leu
Leu
Lys
Arg
85
Ala
Phe

Thr

val
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470
gtg
val

agc
Ser

gag
Glu

CcCcC
Pro

gtg
val
550

atg
Met

tct
Ser

Thr

Glu

Leu

Gly

Gly

70

Thr

Ile

val

Glu

Lys

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp

gtg
val
535

gac
Asp

cat
His

ccg
Pro

Leu

val

Lys

Pro

55

Ala

val

Ser

Ser

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu
520

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

Glu

Tyr

ASp

40

Asn

Thr

Asp

Ser

Glu

120

Met

Arg

ctg
Leu

tgc

Ccys
505

agc
ser

gac
Asp

agc
Ser

gct
Ala

tga

Pro

val

25

Ala

Asn

Pro

Ser

Glu

cys

ccc
Pro
490

ctg
Leu

aat
Asn

tcc
Ser

agg
Arg

ctg
Leu
570

Glu

10

Ala

Ala

Arg

Arg

Glu

90

Asp

Ser

Lys

475
cca
Pro

gtc
val

ggg
Gly

gac
Asp

tgg
Trp
555

Cac
Hi1s

Glu

Ala

val

Thr

Asp

75

Thr

Asp

Asn

Arg

tcc
Ser

add
Lys

cag
Gln

ggc
Gly
540

cag
Gln

dac
Asn

Pro

Pro

Ile

val

60

Ser

Trp

Glu

AsSn

Leu
140

Pro Ala Gly
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cgg
Arg

ggc
Gly

ccg
Pro
525

tcc
Ser

cag
Gln

cac
His

Pro

Gly

ser

45

Leu

Gly

Tyr

Asp

Gly

gat
Asp

ttc
Phe
510

gag
Glu

ttc

Phe

g4g9
Gly

tac
Tyr

Thr

Glu

30

Trp

Ile

Leu

Phe

Asp

Arg

Ala

Asn

gag
Glu
495

tat
Tyr

aac

‘Asn

ttc
Phe

aac
Asn

acg
Thr
575

Lys

15

Ser

Thr

Gly

Tyr

Met

95

Thr

Ala

val

Pro

480

ctg
Leu

cCcC
Pro

adcC
Asn

ctc
Leu

gtc
val
560

cag -

Gln

Tyr

Leu

Lys

Glu

Ala

80

val

Asp

Pro

Pro

Met

1488
1536
1584
1632
1680
1728

1755



145

Pro

Arg

Glu

Asn

Asp

ser

Ala

Asn

305

Ser

Pro

Leu

Ala

Pro

385

val

val

Gln

Thr

Ile

Ser

Glu

210

Ser

Thr

Ala

Lys

Gly

val

Ile

Gly

Glu

Pro

370

Lys

val

Asp

Tyr

Met

Gly

val

195

Tyr

Pro

val

GlIn

Tyr

275

val

Thr

Gly

Arg

Pro

355

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
435

Arg

Gly

val

Gly

His

val

Pro

260

Gly

Asn

Phe

Ile

Glu

340

Lys

Leu

Thr

val

val

420

Ser

Tyr

Pro

Ser

Arg

Gly

His

Pro

Thr

Glu

Ser

325

Lys

ser

Leu

Leu

ser

405

Glu

Thr

TRADUCCION

150

Leu Lys Asn

Lys

ser

Ile

Pro

230

Gly

Ile

Asp

Thr

Asp

310

Phe

Glu

cys

Gly

Met

390

His

val

Tyr

val

Asp

Asn

215

Ile

Asp

GIn

Gly

295

Ala

His

Ile

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Arg

Lys

His

Leu

val

Trp

Leu

280

Lys

Gly

Ser

Thr

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

val
440
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155

160

Gly Lys Glu Phe Lys Gln Glu His

Asn
185
Gly
Thr
Gln
Glu
Ile
265
Pro
Glu
Glu
Ala
Ala
345
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala

425

val

170

Gln

Asn

Tyr

Ala

Phe

250

Lys

Tyr

Ile

Tyr

His

val

Thr

Glu

410

Lys

Ser

His

Tyr

His

Gly

val

His

Leu

Glu

Thr

315

Leu

Pro

Thr

Phe

Pro

395

val

Thr

val

Trp

Thr

Leu

220

Leu

Cys

val

Lys

val

300

Cys

Thr

Asp

cys

Leu

380

Glu

Lys

Lys

Leu

Pagina 4

Ser

cys

205

Asp

Pro

Lys

Glu

val

285

Leu

Leu

val

Tyr

Pro

365

Phe

val

Phe

Pro

Thr
445

Leu

190

val

val

Ala

val

Tyr

Ala

Leu

Leu

350

Pro

Pro

Thr

Asn

175

Ile

val

val

Asn

Tyr

255

Asn

Lys

Ile

Gly

Pro

335

Ser

Cys

Pro

Cys

Leu

Met
Glu
Glu

Ala
240
Ser
Gly
Ala
Arg
Asn
320
Ala
Ala
Pro
Lys
val

400

Tyr

His



Gln

Ala

465

Pro

Thr

Ser

Tyr

TYyr

545

‘Phe

Lys

<210

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

>

<211>

<212
<213

<220
<221
<222

<400

>
>

>
>
>

>

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

515

Thr

Lys

Cys

Leu

1050
DNA
Homo

CDS
.

3

tta gtt gag

Leu .
1

caa
Gln

Glu

gat
Asp

tac
Tyr
65

tgt
Cys

aat
Asn

val

atc
Ile

gtg
val

ggg
Gly
50

ttg
Leu

act
Thr

gtc
val

Glu

tct
Ser

cgc
Arg
35

gt
va

cag
Gln

gcc
Ala

aca
Thr

Leu

Ala

Pro

Gin

500

Ala

Thr

Leu

‘Ser

ser
580

Asn

Pro

Gin

485

val

val

Pro

Thr

val

565

Leu

sapiens

gat
Asp

caa
Gln
20

tgc
Cys

cac
His

ata
Ile

agt
Ser

gat
Asp
100

. (1050)

acc

Thr
5

cca
Pro

ctg
Leu

ttg
Leu

aag
Lys

agg
Arg
85

gcc
Ala

TRADUCCION SECUENCIAS COLO 15828 841 002 6

Gly Lys Glu

Ile
470

val

Ser

Glu

Pro

val
550

Met

Ser

aca
Thr

gaa
Glu

ttg
Leu

ggc
Gly
70

act
Thr

atc
Ile

455

Glu

Tyr

Leu

Trp

val
535

Asp

His

Pro

tta
Leu

aaa
Lys

ccc
Pro
55

gcc
Ala

gta
val

tca
ser

Lys

Thr

Thr

Glu
520

Leu

Lys

Glu

Gly

gag
Glu

tac
Tyr

gat
Asp
40

aac
Asn

acg
Thr

gac
Asp

tcc
Ser

Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys
460

Thr
Leu

cys
505

ser
Asp
Ser

Ala

cca
Pro

gt
va
25

gcc
Ala

aat
Asn

cct
Pro

agt
Ser

&y
105

Ile

Pro
490

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
570

gaa
Glu
10

gct
Ala

gcc
Ala

agg
Arg

aga
Arg

gaa
Glu
90

gat
Asp

ser
475

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

gag
Glu

gca
Ala

aca
Thr

gac
Asp
75

act
Thr

gat
Asp

Lys

Ser

Lys

Gln

Asn

cca
Pro

cca
Pro

atc
Ile

gt
va
60

tcc
Ser

tgg
Trp

gag
Glu

Pagina 5

Ala

Arg

Gly

Pro
525

Ser

Gln

His

CCa
Pro

999

agt
ser
45

ctt
Leu

Gly

tac
Tyr

gat
AsSp

Lys
Asp

Phe
510

Glu
Phe
Gly

Tyr

act
Thr

gag
Glu
30

tgg
Trp

att
Ile

ctc
Leu

ttc
Phe

gac
Asp
110

Gly

Glu
495

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
575

aad
Lys
15

tcg
Ser

act
Thr

tat
Tyr

atg
Met
95

acc
Thr

GIn
480

Leu

Pro

Asn

Leu

val
560

tac
Tyr

Ccta
Leu

aag
Lys

gag
Glu

gct
Ala
80

gtg
val

gat
Asp

48

96

144

192

240

288

336

@6



tac
Tyr

gcg
Ala
145

cCa
Pro

cgc
Arg

gaa
Glu

aat
Asn

cga
Arg
225

tcc
Ser

gat
Asp

agt
Ser

gcc
Ala

aat
Asn
305

tct
ser

cct
Pro

gcg
Ala

tgg
Trp
130

gcc
Ala

acc
Thr

att
Ile

agt
ser

gaa
Glu
210

tcg
ser

aca
Thr

gcc
Ala

ddad
Lys

ggt
Gly
290

gta
val

att
Ile

gga
Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

4
3
P
H

4

gaa
Glu
115

acc
Thr

daac
Asn

atg
Met

gtg
val
195

tac
Tyr

cct
Pro

cag
Gln

tac
Tyr
275

gtt
val

act
Thr

aga
Arg

50
RT
omo

Leu val Glu
1

GIn Ile Ser

gat
Asp

dac
Asn

act
Thr

cgg
Arg

g9c¢
180

gtc
val

cac
H1s

gtc
val

ccc
Pro
260

ggg
Gly

dac
Asn

ttt
Phe

ata
Ile

gaa
Glu
340

ttt
Phe

aca
Thr

gtc
val

tgg
Trp
165

tac
Tyr

CCa
Pro

tcc
ser

cgg
Arg

gga
Gly
245

cac
H1s

CcCccC
Pro

acc
Thr

gag
Glu

tcc
ser
325

aag
Lys

sapiens

Asp

GIn
20

Thr
5

Pro
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gtc agt gag
val ser Glu

gaa
Glu

aag
Lys
150

ctg
Leu

aag
Lys

tct
ser

atc
Ile

ccc
Pro
230

gga
Gly

atc
Ile

gac
Asp

acg
Thr

gac
Asp
310

Tttt
Phe

gag
Glu

Thr

aag
Lys
135

Tttt
Phe

aaa
Lys

gta
val

gac
Asp

aat
Asn
215
atc
Ile

gac
Asp

cag
Gln

999

gac
Asp
295

gct
Ala

cac
His

att
Ile

Leu

val

120
atg
Met

cgc
Arg

aac
Asn

cga
Arg

aag
Lys
200

cac
His

ctc
Leu

gta
val

tgg
Trp

ctg
Leu
280

ddd
Lys

tct
ser

aca
Thr

Glu

Tyr

aac agt aac aac
Asn Ser Asn Asn

gaa
Glu

tgc
Cys

gg9
Gly

aac
Asn
185

gga
Gly

acg
Thr

caa
GIn

gag
Glu

atc
Ile
265

cCcC
Pro

gag
Glu

gaa
Glu

gca
A1a

gct
Ala
345

Pro

val
25

aag
Lys

cca
Pro

aag
Lys
170

cag
Gln

aat
Asn

tac
Tyr

gcc
Ala

Tttt
Phe
250

aag
Lys

tac
Tyr

att
Ile

tat
Tyr

tgg
Trp
330

tcc
ser

Glu
10

cgg
Arg

gcc
Ala
155

gag
Glu

cac
H1s

tat
Tyr

cac
H1s

gga
Gly
235

gtc
val

cac
Hi1s

ctc
Leu

gag
Glu

acg
Thr
315

ttg
Leu

cCa
Pro

Glu

ctc
Leu
140

ggg
Gly

ttt
Phe

tgg
Trp

acc
Thr

ctg
Leu
220

ctg
Leu

tgc
Cys

aag
Lys

gtt
val
300

tgc
Cys

aca
Thr

gac
Asp

Pro

Ala Ala Pro

Padgina 6

aag aga gca cca
Lys Arg Ala Pro

125
cat
His

999
Gly

aag
Lys

agc
Ser

tgt
Cys
205

gat
Asp

ccg
Pro

aag

Lys

gaa
Glu

gtt
val
285

ctc
Leu

ttg
Leu

gtt
val

tac
Tyr

Pro

Gly

gct
Ala

daac
Asn

cag
GIn

ctc
Leu
190

gtg
val

gtt
val

gca
Ala

gtt
val
aag
Lys
270

ctc
Leu

tat
Tyr

gcg
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu
350

Thr Lys Tyr
15 '

gtg
val

cca
Pro

gag
Glu
175

att
Ile

aat
Asn

tac
Tyr
255

aac
Asn

aag
Lys

att
Ile

ggt
Gly

cca
Pro
335

cct
Pro

atg
Met
160

cat
His

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu

gcc

Ala

240

agt
Ser

ggc
Gly

gcc
Ala

cgg
Arg

aat
Asn
320

gcg
Ala

Glu Ser Leu

30

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1050



Glu

Asp

Tyr

65

Cys

Asn

Tyr

Ala

145

Pro

Arg

Glu

Asn

Arg

Ser

Asp

Ser

Asn
305

Ser

val

Gly

50

Leu

Thr

val

Ala

Trp

Ala

Thr

>I1e

ser

Glu

210

Ser

Thr

Ala

Lys

Gly

val

Ile

Arg
35

val
Gln
Ala
Thr
Glu
115
Thr
Asn
Met
Gly
val
195
Tyr
Pro
val
Gln
Tyr
275
val

Thr

Gly

Cys

Ile.

Ser

Asp

100

Asp

Asn

Thr

Arg

Gly

val

Gly

His

val

Pro

260

Gly

Asn

Phe

Leu

Leu

Lys

Arg

85

Ala

Phe

Thr

val

Tyr

Pro

Ser

Arg

Gly

His

Pro

Thr

Glu

ser
325
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Leu Lys Asp
40

Gly

Gly

70

Thr

Ile

val

Glu

Lys
150

Leu

Lys

Ser

Ile

Pro

230

Gly

Ile

ASp

Thr

AsSp

310

Phe

Pro

55

Ala

val

ser

ser

Lys

val

Asp

Asn

215

Ile

Asp

Gln

Gly

Asp

295

Ala

Asn

Thr

Asp

Ser

Glu

120

Met

Arg

Asn

Arg

Leu

val

Trp

Leu

280

Lys

Gly

ser

Ala Ala val Ile

Asn

Pro

sSer

Glu

cys

Gly

Asn

185

Gly

Thr

Gln

Glu

Ile

265

Pro

Glu

Glu

Ala

Arg

Arg

Glu

90

Asp

Ser

Lys

Pro

Lys

Gln

Asn

Tyr

Ala

Phe

250

Lys

Tyr

Ile

Tyr

Thr
Asp
75

Thr
Asp
Asn
Arg
Ala
155
Glu
His
Tyr
His
Gly
val
His
Leu

Glu

Thr
315

val

60

ser

Trp

Glu

Asn

Leu

140

Gly

Phe

Trp

Thr

Leu

220

Leu

cys

val

Lys

val

300

Cys

Trp Leu Thr

330

Pagina 7

Ser Trp Thr Lys

45

Leu

Gly

Tyr

Asp

Gly

Lys

ser

205

Asp

Pro

Lys

Glu

val

285

Leu

Leu

val

Ile

Leu

Phe

Asp

110

Arg

Ala

Asn

GlIn

Leu

190

val

val

Ala

val

Lys

Leu

Tyr

Ala

Leu

Gly
Tyr
Met
95

Thr
Ala
val
Pro
Glu
175
Ile
val
val
Asn
Tyr
255
Asn
Lys
Ile

Gly

Pro
335

Glu

Ala

80

val

Asp

Pro

Pro

Met

160

Met

Glu

Glu

Ala

240

ser

Gly

Ala

Arg

Asn

320

Ala

€S



Pro Gly Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

gag
Glu
1

cct
Pro

aag
Lys

gt
Va

gac
Asp
65

tac
Tyr

gac
Asp

ctc
Leu

cga
Arg

aag
Lys
145

gac
Asp

aag
Lys

agc
ser

tca
Ser

agc
Ser

cccC
Pro

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp
50

ggc
Gly

daac
Asn

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu
130

daac
Asn

atc
Ile

acc
Thr

aag
Lys

tgc
Cys
210

ctc
Leu

696
DNA
Homo

CDS
..

daa
Lys

ctc
Leu

acc
Thr
35

gtg
val

gtg

agc
ser

ctg
Leu

gcc
Ala
115

cca
Pro

cag
Gln

gcc
Ala

acg
Thr

ctc
Leu
195

tcc
sSer

tcc
Ser

TRADUCCION SECUENCIAS COLO 15828 841 002 6

Glu Lys Glu Ile Thr Ala Ser Pro Asp Tyr Leu

340

sapiens

(696)

tct
Ser

ctg
Leu
20

ctc
Leu

agc
ser

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn
100

ccc
Pro

cag
Gln

gtc
val

gt
va

cct
Pro
180

acc
Thr

gtg
val

ctg
Leu

tgt
cys
5

999
Gly

atg
Met

cac
H1s

tac
Tyr
85

ggc
Gly

atc
Ile

agc
Ser

gag
Glu
165

CCcC
Pro

atg
Met

tct
Ser

gac
Asp

sty

atc
Ile

gaa
Glu

cat
H1s
70

cgt
Arg

.aag

Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu
150

tgg
Trp

gac
Asp

cat
His

ccg
Pro

ddad
Lys

ccg
Pro

tcc
sSer

gac
Asp
55

aat
Asn

gtg
val

gag
Glu

adad
Lys

acc
Thr
135

acc
Thr

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu
215

ggt
Gly

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg
40

cct
Pro

gcc
Ala

gtc
val

tac
Tyr

acc
Thr
120

ctg
Leu

tgc
cys

agc
Ser

gac

Asp

agc
ser
200

gct
Ala

tga

345

cac
H1s

gtc
val
25

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys
105

atc
Ile

CcCC
Pro

ctg
Leu

aat
Asn

tcc
ser
185

agg
Arg

ctg
Leu

aca
Thr
10

ttc
Phe

cct
Pro

gtc
val

aca
Thr

gtc
val
90

tgc
Ccys

tcc
ser

cca
Pro

gtc
val

ggg
Gly
170

gac
Asp

tgg
Trp

cac
Hi1s

tgc
cys

ctc
Leu

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys
75

ctc
Leu

aag
Lys

ddd
Lys

tcc
ser

ada
Lys
155

cag
Gln

ety

cag
Gln

aac
Asn

CCa
Pro

ttc
Phe

gtc
val

ttc
Phe
60

ccg
Pro

acc
Thr

gtc
val

gcc
Ala

cgg
Arg
140

oty

ccg
Pro

tcc
Ser

cag
Gln

cac
His
220

Pagina 8

ccg
Pro

cCC
Pro

aca
Thr
45

aac
Asn

cgg
Arg

gtc
val

tcc
ser

aaa
Lys
125

gat
Asp

ttc
Phe

gag
Glu

ttc
Phe

999
Gly
205

tac
Tyr

350

tgc
Cys

cca
Pro
30

tgc
cys

tgg
Trp

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn
110

999
Gly

gag
Glu

tat
Tyr

aac
Asn

ttc
Phe
190

aacC
Asn

acg
Thr

cca
Pro
15

add
Lys

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His
95

aaa
Lys

cag
Gln

ctg
Leu

CCC
Pro

aac
Asn
175

ctc
Leu

.gtc

val

cag
Gln

gca
Ala

cccC
Pro

cag
Gln
80

cag

GlIn

gcc
Ala

cccC
Pro

acc
Thr

agc
ser
160

tac
Tyr

tac
Tyr

ttc
Phe

aag
Lys

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

696



225

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

6
231
PRT
Homo

6

Glu Pro Lys
1

Pro

Lys

val

Asp

65

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

145

Asp

Lys

Ser

Ser

ser
225

Glu

Asp

Asp

50

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

130

Asn

Ile

Thr

Lys

cys

210

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

Leu

Thr

35

val

val

Ser

Leu

Ala

115

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

195

ser

Ser

60
DNA
Homo

sapiens

Ser

Leu

20

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

100

Pro

Gln

val

val

Pro

180

Thr

val

Leu

Cys
5
Gly
Met
His
val
Tyr
85
Gly
Ile
val
Ser
Glu
165
Pro
val

Met

Ser

sapiens
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230

Asp

Gly

Ile

Glu

His

70

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

150

Trp

val

Asp

His

Pro
230

Lys

Pro

Ser

Asp

55

Asn

val

Glu

Lys

Thr

135

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

215

Gly

Thr

ser

Arg

40

Pro

Ala

val
Tyr
Thr
120
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
200

Ala

His

val

25

Thr

Glu

Lys

Ser

Pro

Leu

Asn

Ser

185

Arg

Leu

Thr

10

Phe

Pro

val

Thr

val

90

cys

Ser

Pro

val

Gly

AsSp

Trp

His

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

val

Phe

60

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Ser

Gln

His
220

Pagina 9

Pro

Pro

Thr

45

Asn

Arg

val

Ser

Asp

Phe

Glu

Phe

Cys

Pro

30

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

110

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

190

Asn

Thr

Pro

15

Lys

val

Tyr

Glu

His

95

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

175

Leu

val

Gln

Ala

Pro

val

val

Gln

80

Gln

Ala

Pro

Thr

ser

160

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Y



o
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<220>
<221> CDS
<222> (1D..(60)
<400> 7
atg tac agg atg caa ctc ctg tct tgc att gca cta agt ctt gca ctt 48
Met Tyr Arg Met Gln Leu Leu Ser Cys Ige Ala Leu Ser Leu Ala Leu
1 5 1
gtc acg aat tca 60
val Thr Asn Ser
20
<210> 8
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 8

Met Tyr Arg Met GIn Leu Leu Ser Cys Ile Ala Leu Ser Leu Ala Leu
1 5 10

val Thr Asn ser

20
<210> 9
<211> 1197
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> DS
<222> (1)..(1197)

<400> 9

atg agg ctt cgg gag ccg ctc ctg agc ggc agc gec gcg atg cca ggc 48
Met Arg Leu Arg Glu Pro Leu Leu Ser Gly Ser Ala Ala Met Pro Gly

1 5 10 15

gcg tcc cta cag cgg gcc tgc cgc ctg ctc gtg gcc gtc tgc gct ctg 96
Ala ser Leu §1n Arg Ala Cys Arg Leu Leu val Ala val Cys Ala Leu
- 20 25 30

cac ctt ggc gtc acc ctc gtt tac tac ctg gct ggc cgc gac ctg agc 144
His Leu Gly val Thr Leu val Tyr Tyr Leu Ala Gly Arg Asp Leu Ser
35 40 45

cgc ctg ccc caa ctg gtc gga gtc tcc aca ccg ctg cag ggc ggc tcg 192
Arg Leu Pro GIn Leu val Gly val Ser Thr Pro Leu Gln Gly Gly Ser
50 55 60

aac agt gcc gcc gcc atc ggg cag tcc tcc ggg gag ctc cgg acc gga - 240
gsn Ser Ala Ala Ala Ige Gly GIn Ser Ser Gly Glu Leu Arg Thr gsy
5 7 75

ggg gcc cgg ccg ccg cct cct cta ggc gcc tcc tcc cag ccg cgce ccg 288
Gly Ala Arg Pro gro Pro Pro Leu Gly Sga Ser Ser GIn Pro Arg Pro
5 95

g?t ggc gac tcc agc cca gtc gtg gat tct ggc cct ggc ccc gct agce 336
Gly Gly Asp Ser Ser Pro val val Asp Ser Gly Pro Gly Pro Ala Ser
100 105 110

aac ttg acc tcg gtc cca gtg ccc cac acc acc gca ctg tcg ctg ccc 384
Asn Leu Thr ser val Pro val Pro His Thr Thr Ala Leu Ser Leu Pro
115 120 125

gcc tgc cct gag gag tcc ccg ctg ctt gtg ggc ccc atg ctg att gag 432
Ala Cys Pro Glu Glu Ser Pro Leu Leu val Gly Pro Met Leu Ile Glu
Pagina 10



ttt
Phe
145

gtg
val

aag
Lys

tac
Tyr

tat
Tyr

gct
Ala
225

tac
Tyr

- cat
His

atg
Met

gtc
val

aat
Asn
305

tta
Leu

agg
Arg

cct
Pro

gat
Asp

cca
Pro
385

130

aac
Asn

aag
Lys

gtg

tgg
Trp

ggc
210

aag
Lys

acc
Thr

aat
Asn

gat
Asp

tct
ser
290

aat
Asn

gtt
val

tgt
cys

cag
GIn

ggt
Gly
370

ttg
Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

atg
Met

atg
Met

gcc
Ala

Ccta
Leu
195

atc
Ile

ctc
Leu

tgc
cys

gcg
Ala

aag
Lys
275

gct
Ala

tat
Tyr

ttt
Phe

cgc
Arg

agg
Arg
355

ttg
Leu

tat
Tyr

10
398
PRT
Homo

10

Met Arg Leu

cct
Pro

atc
Ile
180

tat
Tyr

tat
Tyr

ctc
Leu

ttt
Phe

tac
Tyr
260

ttt
Phe

cta
Leu

tgg
Trp

aga
Arg

atg
Met
340

Tttt
Phe

aac
Asn

acc
Thr

gtg

ggc
Gly
165

atc
Ile

tat
Tyr

gtt
val

aat
Asn

gtg
val
245

agg
Arg

gac
Asp

tca
ser

caa
Gin

sapiens

Arg

Glu
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gac
Asp
150
cgc
Arg

att
Ile

ttg
Leu

atc
Ile

gtt
val
230

Tttt
Phe

tgt
cys

ttc
Phe

aadad

Lys

tgg
Trp
310

atg
Met

cgc
Arg

cga
Arg

ctc
Leu

atc
Ile
390

Pro

135

ctg
Leu

tat
Tyr

cca
Pro

cz_at
H1s

aac
Asn
215

ggc
Gly

agt
ser

ttt
Phe

agc
Ser

caa
Gln
295

gga
Gly

tct
ser

cac
His

att
Ile

acc
Thr
375

aca
Thr

Leu

gag
Glu

gcc
Ala

ttc
Phe

cca
Pro
200

cag
Gln

ttt
Phe

gac
Asp

tca
Ser

cta
Leu
280

cag
Gln

gga

ata
Ile

tca
Ser

gca
Ala
360

tac
Tyr

Leu

ctc
Leu

ccc
Pro

cgc
Arg
185

gtc
val

gcg
Ala

caa
Gln

gt
va

cag
Gln
265
cct
Pro

Tttt
Phe

gaa
Glu

tct
ser

aga
Arg
345
cac

His

cag
Gln

gac
Asp

ser

gtg
val

agg
Arg
170

dac
Asn

ctg
Leu

gga

gaa
Glu

gac
Asp
250

.CCa

Pro

tat
Tyr

cta
Leu

gat
Asp

cgc
Arg
330

gac
Asp

aca
Thr

gtg

atc
Ile

Gly

gca
Ala
155

gac
Asp

cgg
Arg

cag
GlIn

gac
Asp

gcc
Ala
235

ctc
Leu

cgg
Arg

gtt
val

acc
Thr

gat
Asp
315

cca
Pro

aag
Lys

aag
Lys

ctg
Leu

999
395

Ser

Pagina

140
aag
Lys

tgc
Cys

cag
Gln

cgc
Arg

act
Thr
220

ttg
Leu

att

Ile

cac
His

cag
Gln

atc
Ile
300

gac
Asp

aat
Asn

aaa
Lys

gag
Glu

gat
Asp
380

aca
Thr

Ala
11

cag
GIn

gtc
val

gag
Glu

cag
Gln
205

ata
Ile

aag
Lys

cca
Pro

att
Ile

tat
Tyr
285

aat
Asn

att
Ile

gct
Ala

aat
Asn

aca
Thr
365

gta
val

ccg
Pro

Ala

aac
Asn

tct
sSer

cac
His
190

cag
Gln

ttc
Phe

gac
Asp

atg
Met

tcc
ser
270

ttt
Phe

gaa
Glu
350

atg
Met

cag
Gln

agc
ser

cca
Pro

cct
Pro
175

ctc
Leu

ctg
Leu

aat
Asn

tat
Tyr

aat
Asn
255

gtt
val

ttt
Phe

aadcC
Asn

gtc
val
335

cccC
Pro

ctc
Leu

aga
Arg

tag

aat
Asn
160

cac
H1s

aag

Lys

gac
Asp

cgt
Arg

gac
Asp
240

gac -

Asp

gca
Ala

cct
Pro

aga
Arg
320

gg9
Gly

aat
Asn

tct
Ser

tac
Tyr

Met Pro Gly

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1197

99



Ala

His

Arg

Asn
65

AsSn
Ala
Phe
145
val
Lys
Tyr
Tyr
Ala
225
Tyr
His

Met

val

Ser

Leu

Leu

50

Ser

Ala

Gly

Leu

Cys

130

Asn

Lys

val

Trp

Gly

Lys

Thr

Asn

Asp

ser
290

Leu

Gly

35

Pro

Ala

Arg

Asp

Thr

115

Pro

Met

Met

Ala

Leu

195

Ile

Leu

cys

Ala

Gln

20

val

Gln

Ala

Pro

ser

100

Ser

Glu

Pro

Gly

Ile

180

Tyr

Tyr

Leu

Phe

Tyr

260

Phe

Leu

Arg

Thr

Leu

Ala

Pro

85

ser

val

Glu

val

Gly

Ile

Tyr

val

Asn

val

245

Arg

Gly

Ser
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Ala Cys Arg

Leu
val
Ile
70

Pro
Pro

Pro

Ser

Arg

Ile

Leu

ITe

val

230

Phe

Cys

Phe

Lys

val

Gly

55

Gly

Pro

val

val

Pro

135

Leu

Tyr

Pro

His

Asn

215

Gly

Ser

Phe

ser

GlIn
295

Tyr
40

val
Gln
Leu
val
Pro
120
Leu
Glu
Ala
Phe
Pro
200
Gln
Phe
Asp
Ser
Leu

280

Gln

Leu Leu val

25

Tyr

sSer

Ser

Gly

Leu

Leu

Pro

Arg

val

Ala

Gin

val

GIn

265

Pro

Phe

Leu

Thr

Ser

Ala

90

ser

Thr

val

val

Leu

Gly

Glu

250

Pro

Tyr

Leu

Ala

Pro

Gly

75

Ser

Gly

Thr

Gly

Ala

155

Asp

Arg

GIn

Asp

Ala

235

Leu

Arg

val

Thr

Pagina

Ala

Gly

Leu

60

Glu

Ser

Pro

Ala

Pro

140

Lys

Cys

Gln

Arg

Thr

220

Leu

Ile

His

Gln

Ile
300

12

val

Arg

45

Gln

Leu

Gln

Gly

Leu

125

Met

Gln

val

Glu

Gln

205

Ile

Lys

Pro

Ile

Tyr

285

Asn

Cys
30

Asp
Gly
Arg
Pro

Pro
110

ser

Leu

Asnh

Ser

His

190

Gln

Phe

Asp

Met

Ser

270

Phe

Gly

Ala

Leu

Gly

Thr

Arg

95

Ala

Leu

Ile

Pro

Pro

175

Leu

Leu

Asn

Tyr

Asn

255

val

Gly

Phe

Leu

Ser

ser

Gly

80

Pro

ser

Pro

Glu

Asn

160

His

Lys

Asp

Arg

Asp

240

Asp

Gly

Pro

| 4=



®

Asn

305

Leu

Arg

Pro

Asp

Pro
385

Asn

val

Cys

GlIn

Gly

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

atg
Met
1

Tttt
Phe

ctc
Leu

gct
Ala

aat
Asn
65

ttt
Phe

gcc
Ala

tcc
ser

atc
Ile

gag
Glu
145

gga
Gly

ctg
Leu

cag
Gln

3
50

ctg
Leu

tca
Ser

atc
Ile

ttt
Phe

aaa
Lys
130

tac
Tyr

Tyr

Phe

Arg

Arg

Leu

Tyr

11

DNA
Homo

CDS
D.

11
ctc
Leu

gta
val

tgg
Trp
35

caa
Gln

gac
Asp

gag
Glu

ttc
Phe

cgc
Arg
115

ggt
Gly

cgce
Arg

1128

Trp

Arg

Met

340

Phe

Asn

Thr

Gly

Gly

Ile

Asp

ser

Glin

sapiens

ttg
Leu

ctg
Leu
20

gag
Glu

aca
Thr

tct
Ser

gga

ccc
Pro
100

aag
Lys

caa
Gin

ctg
Leu

.(1128)

gta
val
5

gga
Gly

gag
Glu

cta
Leu

aaa
Lys

gct
Ala
85

cag
Arg

tgg
Trp

gac
Asp

acc
Thr
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Trp Gly Gly Glu Asp As

310

Met

Arg

Arg

Leu

Ile
390

ttt
Phe

Tttt
Phe

gac
Asp

ggc

ctg
Leu
70

tgc
Cys

ttc
Phe

gct
Ala

aat
Asn

cct
Pro
150

ser

His

Ile

Thr
375

Thr

gtg

ttg
Leu

tcc
ser

tca
ser
55

cct
Pro

aag
Lys

tcc
Ser

aga
Arg

ctg
Leu
135

gcc
Ala

Ile

Ser

Ala
360

Tyr

val

cgc
Arg

tat
Tyr

aat
Asn
40

gag
Glu

gct
Ala

cct
Pro

aag
Lys

atc
Ile
120

atc
Ile

ttg
Leu

Ser

Gln

Asp

aat
Asn

tat
Tyr
25

tca-

ser

tat
Tyr

gaa
Glu

cca
Pro
105

<gg
Arg

ddad
Lys

gac
Asp

Arg
330

Asp

Thr

val

ctg
Leu
10

tct
ser

gat
Asp

tta
Leu

tat
Tyr
90

gca
Ala

gag
Glu

gcc
Ala

agc
Ser

31

Pro

Lys

Lys

Leu

Gly

ctg
Leu

gcg
Ala

gtt
val

cgg
Arg

gcc
Ala
75

gct
Ala

CcCccC
Pro

ttc
Phe

atc
Ile

ctc
Leu
155

Pdgina

Asn

Lys

Glu

Asp
380

Thr

cta
Leu

tgg
Trp

ctt
Leu

ttg
Leu
60

acc
Thr

tca
Ser

atg
Met

ttg
Leu
140

cgc
Arg

Ala

Asn

Thr
365

val

Pro

gcc
Ala

aag
Lys

tcc
ser
45

ggc
Gly

aag
Lys

gcc
Ala

ttc
Phe

ccg
Pro
125

tca
Ser

tgc
Cys

val

Glu
350

Met

Gln

ser

ctc
Leu

cta
Leu
30

Tttt
Phe

ttc
Phe

tac
Tyr

ttg
Leu

ctg
Leu
110

cct
Pro

gtc
val

cgc
Arg

g Asp Ile Phe Asn

val

335.

Pro

Leu

Arg

tgc
cys
15

cac
His

gac
Asp

ctc
Leu

gca
Ala

atg
Met
95

gat
Asp

Tttt
Phe

acc
Thr

cgc
Arg

Arg
320

Gly
Asn
ser

Tyr

Cctc
Leu

tta
Leu

tcc
Ser

ctg
Leu

aac
Asn
80

acg
Thr

gac
Asp

999

aaa
Lys

tgc
cys

160

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

A



atc
Ile

cga
Arg

ddad
Lys

tac
Tyr

ctc
Leu
225

tac
Tyr

tct
ser

aac

Asn

ttc
Phe

gtg
val
305

gga
Gly

gag
Glu

cag
Gln

act
Thr

atc
Ile

att
Ile

ccc
Pro
210

ttt
Phe

atc
Ile

gtg
val

cca
Pro

aac
Asn
290

gca
Ala

ttt
Phe

acc
Thr

cga
Arg

gat
Asp
370

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gtg

gac
Asp

ttt
Phe
195

gag
Glu

gtc
val

gtc
val

gcc
Ala

tat
Tyr
275

aat
Asn

gtt
val

gag
Glu
355

cta
Leu

12
375
PRT
Homo

12

Met Gly Leu

1

Phe Leu val

Leu GIn Trp

35

ggc

gac
Asp
180

gag
Glu

ggc

ctc
Leu

tac
Tyr

act
Thr
260

ttc
Phe

acc
Thr

tat
Tyr

cgc
Arg
340

daa
Lys

agc
ser

aat
Asn
165

tat
Tyr

aag
Lys

gcc
Ala

gcc
Ala

aag
Lys
245

cga
Arg

atc
Ile

ctc
Leu

atg
Met

gac
Asp
325

atg
Met

gag
Glu

agt
ser

sapiens

Leu
Leu
20

Glu

val
5

Gly

Glu
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ggc gtt ctt gcc aac aag

gga
Gly

gac
Asp

gac
Asp

atg
Met

ggc
Gly
230

gag
Glu

gt
va

cag

Gln

atg
Met

gca
Ala
310

atg
Met

gca
Ala

ttt
Phe

Phe

Phe

Asp

Gly

att
Ile

cag
Gln
215

ttc
Phe

aga
Arg

CcCccC
Pro

gag
Glu

ggc
Gly
295

cta
Leu

agc
ser

gcc
Ala

ctg
Leu

atc
Ile
375

val

Leu

Ser

val

aag
Lys

gcc
Ala
280

cgg
Arg

cac
H1s

aca
Thr

atc
Ile

cgg
Arg
360
tga

Arg
Tyr

Asn
40

Leu

gtg
val
185

agc
Ser

cct
Pro

tgg
Trp

agt
ser

gag
Glu
265

gcc
Ala

CCcC
Pro

aaa
Lys
345

aag
Lys

Asn

Ala
170

aga
Arg

dda
Lys

gag
Glu

cag
Gin

gca
Ala
250

ccc
Pro

ttc
Phe

dac
Asn

tgt
cys

aac
Asn
330

gag
Glu

ctg
Leu

AsSn

ctg
Leu

acg
Thr

cag
Gln

gac

Asp
235

tcg
Ser

cct
Pro

acc
Thr

atc
Ile

gac
Asp
315

gca
Ala

tcc
Ser

Lys

aat
Asn

aca
Thr

tac
Tyr
220

ttt
Phe

gat
Asp

gag
Glu

ctc
Leu

cct
Pro
300

gag
Glu

cCcC
Pro

tgg
Trp

dadd
Lys

Leu Leu Leu

10

Tyr Ser Ala Trp

25

Ser val val Leu

Pdgina 14

tct ctg
Ser Leu

tca gca
Ser Ala
190

ctg cgc
Leu Arg
205

gag cgc
Glu Arg

aag tgg
Lys Trp

ggc ttc
Gly Phe

att cga
Ile Arg
270

att ggc
Ile Gly
285

acc ctt
Thr Leu

gtg gca
val Ala

ctg cac
Leu His

acg cac
Thr His
350

gct cgce

Ala Arg
365

Ala Leu

ggg
Gly
175

cCa
Pro

atc
Ile

gat
Asp

ttg
Leu

tgg
Trp
255

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

gtc
val

tac
Tyr
335

aat
Asn

gtc
val

cys
15

tca
Ser

gtg
val

acc
Thr

tct
Ser

aad
Lys
240

ddad
Lys

ctc
Leu

cccC
Pro

agt
Ser

gca
Ala
320

tat
Tyr

atc
Ile

atc
Ile

Leu

Lys Leu His Leu

30

Ser Phe Asp Ser

45

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1128



®

Ala

Asn

65

Phe

Ala

ser

Ile

Glu

145

Ile

Arg

Lys

Tyr

Leu

225

Tyr

ser

Asn

Phe

val

305

Gly

Glu

Gly

50

Leu

Ser

Ile

Phe

Tyr

Ile

Ile

Gly

Pro

210

Phe

Ile

val

Pro

Asn

290

Ala

Phe

Thr

Gln

Asp

Glu

Phe

Arg

val

Asp

Phe

195

Glu

val

val

Ala

Tyr

275

Asn

val

Gly

val

vThr

Ser

Gly

Pro

100

LysS

Gln

Leu

Gly

Gly

Leu

Tyr

Thr

260

Phe

Gly

Thr

Tyr

Leu
Lys
Ala
85

Arg
Trp
Asp
Thr
Asn
165
Tyr
Lys

Ala

Ala

Arg
Ile
Leu
Met
Asp

325

Met
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Gly Ser Glu
55

Leu

70

Cys

Phe

Ala

Asn

Pro

150

Gly

Asp

Asp

Met

Gly

Glu

val

Gln

Met

Ala

310

Met

Ala

Pro

Lys

Ser

Arg

Leu

135

Ala

Gly

Ile

val

Gln

215

Phe

Arg

Pro

Glu

VG1y

Leu

ser

Ala

Ala

Pro

Lys
Ile
120
Ile
Leu
val
Vq]
Gly
Arg
Lys
val
Lys
Ala

280

Arg

Thr

Ile

Tyr Asp Arg

Glu

Gly

Pro

105

Arg

Lys

Asp

Leu

val

185

Ser

Pro

Trp

ser

Glu

265

Ala

Gly

Gly

Pro

Leu
Tyr
90

Ala
Glu
Ala
Ser
Ala
170
Arg
Lys
Glu
Gln
Ala
250
Pro
Phe
Asn
Cys
Asn

330

Glu

Pagina

Ala

75

Ala

Pro

Phe

Ile

Leu

155

Asn

Leu

Thr

Gln

Asp

235

ser

Pro

Thr

Ile

Asp

315

Ala

Ser

Leu

60

Thr

Ser

Met

val

Leu

140

Arg

Lys

Asn

Thr

Tyr

220

Phe

Asp

Glu

Leu

Pro

300

Glu

Pro

Trp

15

Gly Phe Leu Leu

Lys

Ala

Phe

Pro

125

Ser

cys

Ser

Ser

Leu

205

Glu

Lys

Gly

Ile

Ile

285

Thr

val

Leu

Thr

Tyr

Leu

Leu

110

Pro

val

Arg

Leu

Ala

190

Arg

Arg

Trp

Phe

Arg

Gly

Leu

Ala

His

His
350

Ala

Met

95

Asp

Phe

Thr

Arg

Gly

Pro

Ile

Asp

Leu

Trp

Ile

Leu

Gly

val

Tyr

335

Asn

Asn

80

Thr

Asp

Gly

Lys

cys

Ser

val

Thr

Ser

Lys

240

Lys

Leu

Pro

ser

Ala

320

Tyr

Ile

e



Gln Arg Glu

355

Thr Asp Leu

370

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

tta
Leu
1

caa
Gln

gag
Glu

gat
Asp

tac
Tyr
65

tgt
cys

aat
Asn

tac
Tyr

gcg
Ala

gtt
val

atc
Ile

gtg
val

31
50

ttg
Leu

act
Thr

gtc
val

gcg
Ala
tgg
Tr

130
gcc
Ala

145

cca
Pro

cgc
Arg

gaa
Glu

aat
Asn

acc
Thr

att
Ile

agt
Ser

gaa
Glu

13
1722
DNA
Homo

CbS
..

13

gag
Glu

tct
ser

cgc
Arg
35

gtg
val

cag
Gln

gcc
Ala

aca
Thr

gaa
Glu
115

acc

p Thr

dacC
Asn

atg
Met

gtg
val
195

tac
Tyr
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Lys Glu Phe Leu égg Lys Leu val Lys Ala Arg val Ile

Ser Ser Gly Ile

sapiens

(1722)

gat
Asp

caa
Gln
20

tgc
Cys

cac
His

ata
Ile

agt
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gat
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100

gat
Asp

aac
Asn

act

Thr

cgg
Arg

oty
180

gtc
val

acc
Thr
5

cCa
Pro

ctg
Leu

ttg
Leu

aag
Lys

agg
Arg
85

gcc
Ala

Tttt
Phe

aca
Thr

gtc
val

tgg
Trp

165
tac
Tyr

cCa
Pro

tcc
Ser

aca
Thr

gaa
Glu

ttg
Leu

atc
Ile

gtc
val

gaa
Glu

aag
Lys
150

ctg
Leu

aag
Lys

tct
Ser

atc
Ile

375

tta
Leu

aaa
Lys

ccc
Pro
55

gcc
Ala

gta
val

tca
ser

agt
Ser

aag
Lys
135

ttt
Phe

aaa
Lys

gta
val

gac
Asp

aat
AsSn

gag
Glu

tac
Tyr

gat
Asp
40

dac
Asn

acg
Thr

gac
Asp

tcc
ser

gag
Glu
120

atg
Met

cgc
Arg

daac
Asn

cga
Arg

aag
Lys
200

cac
H1s

cca
Pro

gtg
val

25

gcc
Ala

aat
Asn

cct
Pro

agt
ser

gga
Gly
105

dac
Asn

gaa
Glu

tgc
Cys

aac
Asn
185

gga
Gly

acg
Thr

gaa
Glu
10

gct
Ala

gcc
Ala

agg
Arg

aga
Arg

gaa
Glu
90

gat
Asp

agt
Ser

aag
Lys

cca
Pro

aag
Lys
170

cag
Gln

aat
Asn

tac
Tyr

Pagina

Glu

gca
Ala

aca
Thr

gac
Asp
75

act
Thr

gat
Asp

aac
Asn

cag
Arg

gcc
Ala
155

gag
Glu

cac
His

tat
Tyr

cac
H1s

cca
Pro

cca
Pro

atc
Ile

gtg
val
60

tcc
Ser

tgg
Trp

gag
Glu

aac
Asn

ctc
Leu
140

sty

ttt
Phe

tgg
Trp

acc
Thr

ctg
Leu
16

365

CCa
Pro

999

agt
Ser
45

ctt
Leu

ggc

tac
Tyr

gat
Asp

aag
Lys
125

C@t
H1s

ety

aag
Lys

agc
Ser

tgt
Cys
205

gat
Asp

act
Thr

gag
Glu
30

tgg
Trp

att
Ile

ctc
Leu

ttc
Phe

gac
Asp
110

aga
Arg

gct
Ala

aac
Asn

cag
Gln

ctc
Leu
190

gt
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gtt
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15

tcg
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Thr
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Thr
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Pro
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Glu
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Glu
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gat
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atg
Met
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Met -

gag
Glu

gag
Glu

48

96
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288

336

384

432

480

528

576

624

672
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cga
Arg
225

tcc
ser

gat
Asp

agt
Ser

gcc
Ala

aat
Asn
305

tct
Ser

cct
Pro

tgc
Cys

ctc
Leu

gag
Glu
385

aag
Lys

aag
Lys

ctc
Leu

aag
Lys

dada
Lys

- 465

~tcc

Ser

aaa
Lys

cag

210
tcg
Ser

aca
Thr

gcc
Ala

aaa
Lys

ggt
Gly
290

gta
val

att
Ile

gga

cca
Pro

ttc
Phe
370

gtc
val

ttc
Phe

ccg
Pro

acc
Thr

gtc
val
450
gcc
Ala

cgg
Arg
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ccg

cct
Pro

cag
Gln

tac
Tyr
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gtt
val

act
Thr

aga
Arg

ccg
Pro
355

cccC
Pro

aca
Thr

dac
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cgg
Arg

gtc
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435

tcc
ser

ddad
Lys

gat
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ttc
Phe
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cac
H1s

gtc
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ccc
Pro
260

ggg
Gly

aac
Asn

ttt
Phe

ata
Ile

gaa
Glu
340

tgc
Cys

cca
Pro

tgc
cys

gag
Glu

tat
Tyr
500

aac

€gg
Arg

gga
Gly
245

cac
H1s

CcCccC
Pro
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Thr
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Glu

tcc
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aag
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Lys
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405

gag
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H1s
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Lys

cag
Gln

ctg
Leu
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cCC
Pro

aac
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Asp

aag

ctc
Leu

gta
val

tgg
Trp

ctg
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tct
Ser

aca
Thr

gaa
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aac
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tgg
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440
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gaa
Glu

aac
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atc
Ile
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caa
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atc
Ile
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CCC
Pro

gag
Glu

gaa
Glu

gca
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Ala
345

ctc
Leu
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Thr

agc
ser
425

ctg
Leu
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cCa
Pro

cag
Gln
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505
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gcc
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ttt
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aag
Lys

tac
Tyr

att
Ile

tat
Tyr

tgg
Trp
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tcc
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ctg
Leu

ctc
Leu
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Ser

gag
Glu
410

acg
Thr

aat
Asn
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Pro

cag
Gln
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gtg
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gga
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235

gtc
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cac
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Leu

gag
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315
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395
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atc
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aag
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tagg
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aag
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gaa
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Leu

gtt
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dda
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365

tcc
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gac’

Asp

aat
Asn

gag
Glu
445

aaad
Lys
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Thr

acc
Thr

gag
Glu

ctg

gca
Ala

gtt
val

aag
Lys
270

ctc
Leu

tat
Tyr

gcg
Ala

ctg
Leu

act
Thr
350

tca
Ser

cdg
Arg

cct
Pro

gcc
Ala

gtc
val
430

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys

agc
ser
510

gac

aat
Asn

tac
Tyr
255

dac
Asn

aag
Lys

att
Ile

ggt
Gly

cca
Pro
335

cac
His

gtc
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acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys
415

agc
ser

aag
Lys

atc
Ile
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ctg
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495

aat
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gcc
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240
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ggc
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€gg
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aat
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ttc
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gtc
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gtc
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tgc
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1104

1152
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1248

1296

1344
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1440
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Gln

sty

cag
Gln
545

dac
Asn

Pro

tcc
ser
530

cag
Gln

cac
His

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu
515

ttc
Phe

oty

tac
Tyr

14
573
PRT
Homo

14

Leu val Glu
1

Gln

Glu

Asp

Tyr

65

Cys

Asn

Gly

Tyr

Ala

145

Pro

Arg

Glu

Ile

val

Gly

50

Leu

Thr

val

Ala

Thr

Ile

Ser

ser
Arg
35

val
GIn
Ala
Thr
Glu
115
Thr
Asn
Met

Gly

val
195

Asn

ttc
Phe

dac
Asn

acg
Thr

Asn

ctc
Leu

gtc
val

cag
G1n
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Asp
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Cys
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Asp

Asn

Thr

Arg

Gly
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5
Pro
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Thr

val

Tyr

Pro
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Tyr
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Arg
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Leu

tcc
Ser

tcc
ser

Pro
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25

Ala

Asn

Pro

Ser

Glu

Cys

Gly

Asn
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Gly
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ctg
Leu
570

Glu
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Ala

Ala

Arg

Arg

Glu
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Asp

Ser

Lys
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Lys

Gln

Asn

gtg
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atg
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tct
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Thr
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Glu
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gac
Asp
540

cat
His

ccg
Pro

Pro
Pro
Ile
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60

ser
Trp
Glu
Asn
Leu
140
G]y
Phe

Trp

Thr

Leu
525

aag
Lys

gag
Glu

ggt
Gly

Pro
Gly
Ser
45

Leu
Gly
Tyr
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Lys
125
Gly

Lys

Ser

205

ASp

agc
Ser

gct
Ala

tga

Thr

Glu

30

Trp

Ile

Leu

Phe

Arg

Ala

Asn

Gln

Leu

190

val

Ser

agg
Arg

ctg
Leu

Thr

Gly

Tyr

Met

95

Thr

Ala

val

Pro

Glu

175

Ile

val

Asp

tgg
Trp

cac
His
560

Tyr

Leu

Lys

Glu

Ala

80

val

Asp

Pro

Pro

Met

160

His

Met

1632

1680

1722
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Asn

Arg

225

ser

Asp

Ser

Ala

Asn

305

Ser

Pro

cys

Leu

Glu

385

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

Glu

210

Ser

Thr

Ala

Lys

Gly

val

Ile

Gly

Pro

Phe

370

val

Phe

Pro

Thr

val

450

Ala

Arg

Gly

Tyr

Pro

val

Gln

Tyr

275

val

Thr

Gly

Arg

Pro

355

Pro

Thr

Asn

Arg

val

435

Ser

Lys

Asp

Phe

Gly

His

val

Pro

260

Gly

Asn

Phe

Ile

Glu

340

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

420

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr
500

Ser

Arg

Gly

His

Pro

Thr

Glu

Ser

325

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

405

Glu

His

Lys

GIn

Leu

485

Pro
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Thr
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Gln
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Thr
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215
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295

Ala
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Lys
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Asp

Tyr
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455

Arg
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Asp

Leu
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Trp
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Glu

360

Asp
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Asn

Trp
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Pro

Glu

Asn
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Gln

Glu

Ile
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Pro

Glu

Glu
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Ala
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Leu

Thr
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425

Leu
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Pro

Gln
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505
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Pro

Gln
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Gly

235
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Leu
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Leu
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Met
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395
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Tyr

Gly
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475
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Glu
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val
300
cys
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His
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Lys
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460
Tyr
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Trp
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Pro

Lys

Glu
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285

Leu

Leu
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Lys

Pro

365
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Asp

Asn

val

Glu

445

Lys

Thr

Thr

Glu

Ala

val

Lys

270

Leu

Tyr

Ala

Leu

Thr

350

ser

Arg

Pro

Ala

val

430

Tyr

Thr

Leu

cys

ser
510

Asn

Tyr

255
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Lys

Ile

Gly

Pro

335
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Thr
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Lys

415
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Lys
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Thr
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480
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Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp
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Ser val Met His Glu Ala Leu His
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dicha fusion hacia FGF2, medido mediante Biacore™, esta en
tornoa 1,5 nM.

8. La fusion Fc con receptor para FGF soluble
modificada, seglin cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en la cual dicha fusion posee actividades de
ADCC y/o CDC.

10. La fusién Fc con receptor para FGF soluble
modificada, segln cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en la cual los N-glicanos de dicha fusién estan
fucosilados en un 60 - 100%.

11. La fusion Fc con receptor para FGF soluble
modificada, segin cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en la cual dicha fusién Fc¢ con receptor para FGF
soluble modificada comprende 3 restos de manosa, una media
de 1,5 a 3,0 restos de galactosa, una media de 3,5 a 5 restos
de N-acetilglucosamida, y una media de 0,6 a 1 restos de

fucosa por molécula de glicano.
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TOTAL ¢ $ 323,000.00
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REQUISITOS MiNIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
PCT

PATENTE DE INVENCION [ (/ MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacion de que se solicita la concesion de una patente [(l/
O Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud —+
¢ Descripcion de la invencion [l
¢ Dibujos de ser estos pertinentes []
$ Comprobante de pago de las tasas establecidas /[/(
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

¢ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion gréfica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del [ ]
material que incorpora el disefio

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ 1
COMPLETA [ ] INCOMPLETA 1]
ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

¢ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [ ]
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
& Representacién grafica del esquema trazado [ ]
O Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ 1] _ INCOMPLETA [ 1]

=kt Wi

Firma Responsable

"«c:)C/(
Fecha ZQ/O\ Carrera 13 No. 27-00 Piso 5,7y10°
Conmutador: 3 82 0840

Fax: 3505220
E-mail: info@sic.gov.co
WWW.SiC.gov.co
Bogota D.C. - Colombia
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Doctor(a)
FERRERO EMILIO

REFERENCIA Radicacidn No. 9 53830
Solicitud internacional PCT/IB2007/004354
Fecha inicio fase nacional 28/06/2009
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn

Oficio No. 430){2 O 7 5 9 7

Comec resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de

la Decisidén 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidén 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. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el llenoc de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento gue acredita la
existencia y representacidén legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

2. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn 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 Decisidn 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberdn legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a gue hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Cooperacidén en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinard segln indiquen
claramente una cesidén de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 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 Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
consideraréd abandonada y perderd su prelacidn.

Notifiguese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo guinto del titulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.

Continua en la pagina siguiente...
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