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AGENTE TERAPEUTICO QUE INDUCE CITOTOXICIDAD

Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere a moléculas

multiespecificas que se unen al antigeno, usos de |
tales.

Antecedentes de la Invencién

as mismas, y

Los anticuerpos estan dirigiendo la atencibn como

farmacéuticos debido a su alta estabilidad en plasm

reacciones adversas (Documentos No Patentes 1 y 2).

anticuerposseconocenporinducirnosolamenteuna

al antigeno, una accion agonistica, y unaaccion an
sinotambiénporactividadescitotéxicas mediadasp
(tambiénllamadasfuncionesefectoras),talescomo
celular dependiente del anticuerpo (ADCC, por sus s
inglés), fagocitosis celular dependiente del anticu

por sus siglas en inglés), y citotoxicidad dependie
complemento (CDC, porsussiglaseninglés),ypres
antitumorales contra células cancerigenas (Document
3).LaADCCesunacitotoxicidadpresentadaporcél
contra las células de cancer de objetivo unidas al
mediante union de la region Fc del anticuerpo a un
FcpresenteencélulasefectorastalcomocélulasN
Uncomplejodecomplementoseunealsitiodeunién

presenteenunaestructuradeanticuerpo.LaCDCes

a y pocas

Los

acciondeunion

tagonistica,
orelefector
citotoxicidad
iglas en
erpo (ADCP,
nte del
entan efectos
oNoPatente
ulasefectoras
anticuerpo
receptor de
Kymacréfagos.
alcomplemento

lesiéncelular
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que resulta de la destruccion celular donde una ent rada de agua
yionesenlas células es promovida porlaformacio ndelporoen
lamembrana celular de las células que se unenala nticuerpo por
componentes del complemento presentes en el complej 0. Unnumero
de anticuerpos terapéuticos que muestran excelentes efectos
anti-tumoraleshansidodesarrolladoscomofarmacéu ticosparael
tratamiento del cancer (Documento No Patente 4); y mientras
anticuerpos terapéuticos existentes han mostrado ac ciones

excelentes, el resultado terapéutico logrado por la

administraciondeestosanticuerpostodavianoess atisfactorio.
Para que un anticuerpo exprese ADCC, ADCP,y CDC, e

necesario paralaregion Fc del anticuerpo, que el receptor del

anticuerpo(Fc vR,porsussiglaseninglés)presenteenlascélula

efectorastalescomocélulasNKymacrofagos,yvar ioscomponentes

del complemento, se unan. En humanos, las isoformas de Fc vRla,

FcyRlla,Fc  yRIIb,Fc  vRIlla,yFc vRIlIb han sido reportadas como

lafamiliadeproteinaskFc vR,ylosalotiposrespectivoshansido

reportados también (Documento No Patente 5). Entre estas

isoformas, Fc vRla,Fc vRlla,yFc  vyRIlllallevanundominiollamado

la Porcion de Activacion a base de Tirosina del Inm unorreceptor
(TTAM, por sus siglas en inglés) en el dominio intr acelular, y
transmitensefalesdeactivacion.Porotrolado,so lamenteFc yRIlb
llevaundominiollamadolaPorcioninhibidoraaba sedeTirosina
dellnmunorreceptor(ITIM,porsussiglaseninglés ),eneldominio

intracelular, y transmite sefales inhibidoras. Cada uno de los
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FcyRsseconoceportransmitirsefiales mediantereticu lacionpor
complejos inmunes y tales (Documento No Patente 6). Cuando los
anticuerpos ejercen actualmente unafuncion efector aenceélulas
decancer,elFc vRsenlamembranadecélulasefectoraformagrupos
enlasregiones Fcde varios anticuerpos unidos al amembranade
célulascancerigenas,ylassefalesdeactivacions ontransmitidas
por las células efectoras. Como resultado, se ejerc e un efecto
citocida, peropuestoquelasFc vRssonreticuladas solamenteen
las células efectoras presentes cerca de las célula s de cancer
esta vez, la activacion de inmunidad se muestra por ocurrir
localmente en células cancerigenas (Documento No Pa tente 7).
Las inmunoglobulinas que se originan naturalmente s e
unenaantigenosensusregionesvariables,yseun enareceptores

talescomoFc  yR,FcRn,Fc  aR,yFc ¢R,ycomplementosensusregiones

constantes. EI FcRn es una de las moléculas de uni6 n que
interactianenlaregién FcdellgG, ypuestoquec adaunadelas
cadenas pesadas de anticuerpo se une aunamolécula de FcRn,dos
moléculas de FcRn han sido reportadas por unirse a una molécula
de anticuerpodetipo IgG. Sinembargo, distinto de IFCRNytal,

el Fc vR interactta en la region de articulacion del antic uerpo
y dominio de CH2, y solamente una molécula del Fc vyRseuneauna
molécula del anticuerpo de tipo IgG (Documento No P atente 8).
Ademas, un anticuerpo de tipo IgG que se origina na turalmente
reconocey se uneaunepitopo tnico mediantesure gidénvariable

(Fab); por lo tanto, puede unirse a solamente un an tigeno. Por
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otro lado, se conocen muchos tipos de proteinas por

interfiriendoenelcancereinflamacion,ypueden

entrelasproteinas.Porejemplo,variascitocinas

(TNF,IL1,yIL6)seconocenporestarinvolucradas

inmunologicas (DocumentoNo Patente 9). Ademas, la

otros receptores se conoce como uno de los mecanism

enadquirirresistenciaalfarmaco (Documento No Pa

tales casos, los anticuerpos comunes que reconocen

anico podrian ser incapaces de inhibir las proteina
Losanticuerpos(anticuerposbiespecificos)quese

a dos 0 mas tipos de antigenos con una molécula est

estudiados como moléculas que inhiben objetivos mul

posible conferiractividadesde unidonadosdiferen

(unprimerantigenoyunsegundoantigeno)modifica

de tipo IgG que se originan naturalmente (Documento

11). Por consiguiente, no solamente existira neutra

dosomastiposdeantigenosporunamoléculaunica

mejoramientodelaactividadantitumoraldebidoar

entrecélulasquetienenactividadcitotéxicaycél

Como formas moleculares de un anticuerpo biespecifi

molécula que comprende un sitio que se une al antig

a N-terminal o C-terminal de un anticuerpo (DVD-Ig

unamoléculaguetienediferentessecuenciasparal

Fab de un anticuerpo (anticuerpo biespecifico de ca

e hibridoma de hibrido), una molécula en la cual un

estar
serreticuladas
inflamatorias
enenfermedades
activacionde
os de cancer
tente 10).En
un epitopo

smultiples.

unen

an siendo
tiples. Es
tesantigenos
ndoanticuerpos
No Patente
lizacion de
,Sinotambién
eticulaciones
ulasdecancer.
co, una
eno agregada
y scFv-1gG),
asdosregiones
dena L comdn

aregion Fab
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reconocedosantigenos (IgGdosenuno),yunamolé culaquetiene

un sitio de bucle de region CH3 como un nuevo sitio gue se une

al antigeno (Fcab), han sido reportados hasta ahora (Documentos
No Patentes 12 y 13). Puesto que todos los anticuer pos
biespecificos interactian en sus regiones Fc con Fc vR, las
funcionesefectorasdelanticuerposonpreservadas. Deestemodo,

el anticuerpo biespecifico se une a cualquier antig eno que
reconoce y al mismo tiempo se une a Fc vR, y presenta actividad

ADCC contra células que expresan el antigeno.

Si todos los antigenos reconocidos por el anticuerp 0
biespecifico son antigenos especificamente expresad 0S
especificamente en cancer, el anticuerpo biespecifi CO presenta
actividadcitotéxicaacélulasdecancercuandose uneacualquiera
delosantigenos.Porlotanto,encomparaciéncon unfarmacéutico
de anticuerpo convencional que reconoce un antigeno , un efecto
antitumoral mas eficiente puede esperarse a partir de tal
anticuerpo. Sin embargo, en el caso donde cualquier a de los
antigenosreconocidosporelanticuerpobiespecific oesexpresado
entejidos normales o célulasexpresadaseninmunoc itos, eldafno
en los tejidos normales o liberacion de citocinas o curre debido
a la reticulacién con Fc vR (Documento No Patente 14). Como un

resultado, se inducen fuertes reacciones adversas.
Un anticuerpo que se redirige a células T que emple a
citotoxicidad movilizando células T como células ef ectoras como

el mecanismo por su efecto antitumoral, se ha conoc ido desde la



década de los aflos 1980 como un anticuerpo biespeci fico
(DocumentosNoPatentes15,16,y17).Distintode losanticuerpos
gueempleancélulasNKquemovilizanADCComacroéfa goscomocélulas
efectoras como el mecanismo por sus efectos antitum orales, un
anticuerpoqueseredireccionaacélulasTesunan ticuerpocontra
cualquiera de las subunidades que constituyen el co mplejo del
receptordecélulasT(TCR)enlascélulasT,yes especificamente
unanticuerpobiespecificoquecomprendeunanticue rpogueseune
alacadenaépsilon CD3y un anticuerpo que se une aunantigeno
enlacéluladecancerobijetivo.LascélulasTsea cercanaceélulas
de cancer mediante unién simultanea de la cadena ép silon CD3y
un antigeno cancerigeno por un anticuerpo que redir ecciona las
células T. Como un resultado, los efectos antitumor ales contra
célulasde cancersonconsiderados por serejercido satravésde

la actividad citotéxica poseida por las células T.

El catumaxomab, el cual se conoce como un anticuerp o]
queredireccionacélulasT,seuneadosFabscada unoaunantigeno
de cancer (EpCAM)yaunacadenaCD3 ¢ (CD3épsilon) expresadaen
célulasT.Elcatumaxomabinduceactividadcitotoxi camediadapor
célulasTporuniénalantigenodecanceryaCD3 galmismotiempo,
e induce actividad citotéxica mediada por células g ue presentan
antigenotalescomocélulasNKymacréfagos,porun iGnalantigeno
decanceryFc vRalmismotiempo.Porelusodeestasdosactivida des
citotoxicas, el catumaxomab presenta un alto efecto terapéutico

enascitosmalignosporadministraciénintraperiton ealydeeste
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modo, ha sido aprobado en Europa (Documento No Pate nte 18). En
adicion, existen casos donde la administracion de c atumaxomab
segunseinforma, proporcionaanticuerposreactivos aceélulasde
cancer, locual claramente muestraque lainmunidad adquiridaes
inducida (Documento No Patente 19). A partir de est e resultado,
losanticuerposquetienentantoactividadcitotoxi camediadapor
células T como las acciones mediadas por Fc vR por células tales

como células NK o0 macréfagos (estos anticuerpos son
particularmente referidos como anticuerpostrifunci onales), han
recibidoatenciondebidoaunfuerteefectoantitum oralysepuede
esperar induccion de la inmunidad adquirida.

Los anticuerpos trifuncionales, sin embargo, se une n

aCD3 s yFc vyR almismotiempo aun en la ausencia de un antigeno

de cancer y por lo tanto reticulan células T que ex presan CD3 ¢
concélulasqueexpresankc yRaunenunambienteausentedecélulas

de cancer, conduciendo a la produccién de varias ci tocinas en
grandes cantidades. Tal induccion independiente del antigenode
cancer de produccion de varias citocinas, restringe la
administracionactualdelosanticuerpostrifuncion alesaunaruta
intraperitoneal (Documento No Patente 20). Los anti cuerpos
trifuncionales son muy dificiles de administrar sis témicamente
debido a varias reacciones adversas similares a tor mentas de
citocina severas. En efecto, en el ensayo clinico F ase | de
administracion de catumaxomab sistémicamente a paci entes con

cancer de pulmén de células no pequefias, una dosis muy pequefia
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de5ug/cuerpo,esladosismaximapermisible,yla administracion
deunadosismashasidoreportadaporprovocarvar lasreacciones

adversas serias (Documento No Patente 21).

Como tal, los anticuerpos biespecificos por técnica S
convencionalespuedenunirseaambosantigenos,el primerantigeno
es el antigeno de cancer (EpCAM) y el segundo antig enoesCD3 &,
al mismo tiempo cuando se unen a Fc vR;y por lo tanto, en vista
desuestructuramolecularesimposibleevitarreac cionesadversas
causadasporlaunionsimultaneaaFc vRyalsegundoantigenoCD3 £.

Noobstante,distintodelcatumaxomab,elBiTEnot iene
sitio que se une al receptor Fc v,y por lo tanto no reticulalos
receptores expresados en células T y células tales como células
NKymacrofagosenunamaneradependientedelantig enodecancer.
De este modo, se hademostrado que el BiTE no causa inducciénde
citocinaindependientedelantigenodelcancerloc ualseobserva
cuando el catumaxomab es administrado. Sin embargo, puesto que
el BiTE es una molécula de anticuerpo de bajo peso molecular
modificada sin unaregion Fc, el problema es que su vida utilen
sangre después de la administracion a un paciente e S
significantemente mas corta que los anticuerpos de tipo 1gG
convencionalmente usados como anticuerpos terapéuti cos. En
efecto, la vida Gtil en sangre de BiTE administrado i n vivo, ha
sido reportada por ser aproximadamente varias horas (Documentos
No Patentes 22 y 23). En los ensayos clinicos de bl inatumomab,

se administré por infusion intravenosa continua usa ndo una
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minibomba. Este método de administracion no es sola mente
extremadamente inconveniente para pacientes, sinot ambiéntiene
el riesgo potencial de accidentes médicos debido al mal
funcionamiento del dispositivo o similares. De este modo, no se
puede decir que tal método de administracion es des eable.
Enafosrecientes,elusodeunaregionFcconacti vidad
de union reducida a Fc vR, ha permitido el mantenimiento de la
fuerte actividad antitumoral poseida por el BITE y la excelente
propiedad de seguridad de noinducirunatormentad e citocinaen
unamaneradependientedelantigenodecancer,yha proporcionado
nuevos ensambles de polipéptido que tienen vidas Ut iles en la

sangre (Documento de Patente 1).

Por otro lado, cuando se expresa un anticuerpo

biespecifico por técnicas convencionales, puesto qu e dos tipos
de cadenas H y dos tipos de cadenas L son expresado S, son
concebiblesdiezcombinaciones.Entreellas,solame nteunadelas
combinaciones producidas tiene la especificidad de uniéon de
interés.

Por lo tanto, para obtener el anticuerpo biespecifi co
de interés, el anticuerpo Unico de interés debe ser purificado
a partir de los diez tipos de anticuerpos, lo cual es muy

ineficiente y dificil.
Un método para secretar preferiblemente IgGs con un a
combinacion heterodimérica de cadenas H, por ejempl 0, una

combinacion de una cadena H contra el antigeno Ay una cadenaH
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contra el antigeno B, introduciendo sustituciones d e aminoacido
enlaregionCH3decadenaHdelgG,sehareportad ocomounmeétodo
para resolver este problema (Documentos de Patente 2,3,4,5,

6, 7, y Documentos No Patentes 24 y 25). Un método que utiliza
laalteracionfisica, esdecir,“boton”y“ojal”,y unmétodoque
utiliza la repulsion de carga eléctrica ha sido rep ortado como

tales métodos.

Para obtener la molécula de interés con mejor

eficiencia, los métodos para usar cadenas L que pue denunirse a
dos diferentes antigenos aun a través de las cadena sL,tienen
lamismasecuenciadeaminoacidoquehasidoreport ada(Documentos
de Patente 8 y 9). Sin embargo, la afinidad del ant igeno puede
reducirsemayormenteconelusodecadenasLcomune s,yesdificil
encontrar cadenas L comunes que mantienen la afinid ad del
antigeno.
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Breve Descripcion de la Invencion

Problemas que serén resueltos por la invencion

La presente invenciéon se logr6 en vista de las

circunstancias anteriores. Un objetivo de la presen te invencion
esproporcionarmoléculasmultiespecificasqueseu nenalantigeno
que llevan células T cercanas a las células de canc er objetivo,

y pueden tratar cancer a través de la actividad cit otOxica de
células T contra los tejidos de cancer objetivo que contienen

células que expresan glipicano-3, y son formas mole culares que
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puedenserproducidasconaltaeficiencia; métodos paraproducir
las moléculas que se unen al antigeno; y composicio nes
farmacéuticasquecomprendenlasmoléculasqueseu nenalantigeno

como ingrediente activo.

Medios para Resolver los Problemas

Los presentes inventores descubrieron una cadena L

comunaundominioquecomprendeunaregionvariabl edeanticuerpo
que se une a glipicano-3, y un dominio que comprend e unaregion
variable de anticuerpo que se une al complejo del r eceptor de
célulasT,dondelacadenal.comunescapazdemejo rarlaafinidad

de ambos antigenos. Esto permite la preparacion de formas
moleculares que pueden ser producidas con alta efic iencia, y
ademaseldescubrimientodenuevasmoléculasmultie specificasque
seunenalantigenoquemantienenlafuerteactivid adantitumoral
poseidaporlosanticuerposqueseredireccionana célulasTtales
comoBiTEylaexcelente propiedadde seguridadde noinduciruna
tormenta de citocina en una manera dependiente del antigeno de
cancer,ytambiéntienenvidasutileslargasenla sangre.Ademas,
los presentes inventores descubrieron que las moléc ulas
multiespecificas que se unen al antigeno que compre nden cadenas
Lcomunessedirigenacélulasdecancerqueexpres anglipicano-3

y causan lesion celular. Basados en este descubrimi ento, los

presentes  inventores  elucidaron que las  moléculas
multiespecificasqueseunenalantigenodelapres enteinvencion,

causanlesionatejidosdecancerquecontienencél ulasdecancer
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que expresan glipicano 3.

Masespecificamente,lapresenteinvenciénproporci

lo siguiente:
[1]JUnamoléculamultiespecificaqueseunealanti

que comprende:

ona

geno

(1) un dominio que comprende una region variable de

anticuerpo que tiene actividad de union a glipicano

-3,

(2) un dominio que comprende una region variable de

anticuerpo que tiene actividad de unién al complejo
células T,y
(3) undominioquecomprendeunaregionFcconacti
de union reducida hacia un receptor Fc, en donde la
variables de cadena L comprendidas en la region var
y la region variable de (2) tienen una secuencia de
comun;endondelamoléculamultiespecificaguese
tieneunaactividadcitotoxicaequivalentea,omay
del anticuerpo biespecifico GPC3_ERY22 rCE115quec
dominio de unién a glipicano-3 que comprende las SE
y 48, y un dominio de unién al complejo del recepto
T que comprende las SEQ ID NOs: 49 y 50.
[2]Lamoléculamultiespecificaque se unealantig
de[1],endondelaactividad citotéxicaesactivid
dependiente de células T.
[3]Lamoléculamultiespecificaque se unealantig

de [1] 0 [2], en donde la actividad que se une al ¢

receptor de

vidad
S regiones
iable de (1)
aminoacido
unealantigeno
orqueaquella
omprende un
QID NOs: 47

r de células

eno

ad citotéxica

eno

omplejo del
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receptor de células T es actividad de union haciau nreceptorde
células T.

[4]Lamoléculamultiespecificaque se unealantig eno
de cualquierade [1] hasta[3], en donde la activid ad que seune
alcomplejodelreceptordecélulasTesactividad gueseunehacia

una cadena CD3 «.

[5]Lamoléculamultiespecificaque se unealantig eno
de cualquiera de [1] hasta [4], en donde la regidn variable de
anticuerpode (1)en[1l]esunaregionvariablede anticuerpoque
comprende cualquiera de las combinaciones de CDR1, CDR2y CDR2
decadenaH,seleccionadasapartirde(al)hasta( ab)siguientes,

0 una region variable de anticuerpo funcionalmente equivalente
a esta:

(al) LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen

la SEQ ID NO: 40;

(a2)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 197;

(a3)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalassecuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 206;

(a4) LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen

la SEQ ID NO: 211,y
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(ab)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 215.

[6]Lamoléculamultiespecificaque se unealantig eno
de cualquiera de [1] hasta [4], en donde la regidn variable de
anticuerpode (2)en[1]esunaregionvariablede anticuerpoque
comprende cualquiera de las combinaciones de las se cuencias de
aminoacido de CDR1, CDR2, y CDR3 de cadena H, selec cionadas a
partir de (b1) hasta (b15) siguientes, o una region variable de

anticuerpo funcionalmente equivalente a esta:

(b1) LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 52;

(b2) LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 103;

(b3)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 122;

(b4) LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 128;

(b5)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 129;
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(b6) LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 132;

(b7)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 142;

(b8)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 144,

(b9)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 164;

(b10)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalassecuen cias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 168;

(b11)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalassecuen cias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 421;

(b12)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalassecuen cias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 424;

(b13)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalassecuen cias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 426;

(b14)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalassecuen cias
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de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co

la SEQ ID NO: 429;y

(b15)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalassecuen

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co

la SEQ ID NO: 430.

[7]Lamoléculamultiespecificaque se unealantig eno
de cualquiera de [1] hasta [4], en donde las region esvariables
de anticuerpo de (1) y (2) en [1] son regiones vari ables de
anticuerpoquecomprendencualquieradelascombina cionesdeCDR1,
CDR2yCDR2decadenaH, seleccionadasapartirde lossiguientes
(cl) hasta (cl9), o regiones variables de anticuerp 0
funcionalmente equivalentes a esta:

(cl) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on

variabledeanticuerpode(1)en[1]eidénticasa

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co
laSEQIDNO:40;yLasCDR1,CDR2,yCDR3comprend
variabledeanticuerpode(2)en[1]eidénticasa

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co

la SEQ ID NO: 52;

mprendidas en

cias

mprendidas en

lassecuencias

mprendidas en

idasenlaregién

lassecuencias

mprendidas en

(c2) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on

variabledeanticuerpode(1)en[1]eidénticasa

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co
laSEQIDNO:40;ylasCDR1,CDR2,yCDR3comprend
variabledeanticuerpode (2)en[1]eidénticasa

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co

lassecuencias

mprendidas en

idasenlaregién

lassecuencias

mprendidas en
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la SEQ ID NO: 421;

(c3) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on

variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co
laSEQIDNO:40;ylasCDR1,CDR2,yCDR3comprend
variabledeanticuerpode(2)en[1]eidénticasa

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co

la SEQ ID NO: 426;

lassecuencias
mprendidas en
idasenlaregion
lassecuencias

mprendidas en

(c4) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on

variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co
laSEQIDNO:40;ylasCDR1,CDR2,yCDR3comprend
variabledeanticuerpode (2)en[1]eidénticasa

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co
la SEQ ID NO: 429;

lassecuencias
mprendidas en
idasenlaregion
lassecuencias

mprendidas en

(c5) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en la regi on

variabledeanticuerpode(1)en[1]eidénticasa

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co
laSEQIDNO:40;ylasCDR1,CDR2,yCDR3comprend
variabledeanticuerpode(2)en[1]eidénticasa

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co

la SEQ ID NO: 430;

lassecuencias
mprendidas en
idasenlaregién
lassecuencias

mprendidas en

(c6) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on

variabledeanticuerpode(1)en[1]eidénticasa

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co

lassecuencias

mprendidas en
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la SEQ ID NO: 197; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de (2) en [1] e idént icas a las
secuencias de aminoacido de las regiones CDR1, CDR2 , Y CDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 128;

(c7) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 206; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de (2) en [1] e idént icas a las
secuencias de aminoacido de las regiones CDR1, CDR2 , Y CDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 142;

(c8) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on
variabledeanticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 206; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de (2) en [1] e idént icas a las
secuencias de aminoacido de las regiones CDR1, CDR2 , Y CDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 144;

(c9) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en la regi on
variabledeanticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 206; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de (2) en [1] e idént icas a las
secuencias de aminoacido de las regiones CDR1, CDR2 , Y CDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 164;
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(c10)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 206; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de (2) en [1] e idént icas a las
secuencias de aminoacido de las regiones CDR1, CDR2 , Y CDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 168;

(c11)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 211; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de (2) en [1] e idént icas a las
secuencias de aminoacido de las regiones CDR1, CDR2 , Y CDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 142;

(c12)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg i6n
variabledeanticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 211; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de (2) en [1] e idént icas a las
secuencias de aminoacido de las regiones CDR1, CDR2 , Y CDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 144;

(c13) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas enlareg ion
variable de anticuerpo de (1) en[1] eidénticas a las secuencias
de aminoécido de las regiones CDR1, CDR2,y CDR3 co mprendidas en

laSEQIDNO:211;ylasCDR1,CDR2,yCDR3compren didasenlaregion
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variable de anticuerpo de (2) en[1] e idénticas a las secuencias
de aminoéacido de las regiones CDR1, CDR2,y CDR3 co mprendidas en
la SEQ ID NO: 164;

(c14)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 211; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de (2) en [1] e idént icas a las
secuencias de aminoacido de las regiones CDR1, CDR2 , Y CDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 168;

(c15)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 215; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de (2) en [1] e idént icas a las
secuencias de aminoacido de las regiones CDR1, CDR2 , Y CDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 103;

(c16)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg i6n
variabledeanticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 215; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de (2) en [1] e idént icas a las
secuencias de aminoacido de las regiones CDR1, CDR2 , 'y CDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 122;

(c17)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg i6n
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variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co

lassecuencias

mprendidas en

la SEQ ID NO: 215; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de (2) en [1] e idént icas a las
secuencias de aminoacido de las regiones CDR1, CDR2 , Y CDR3
comprendidas en la SEQ ID NO: 129;
(c18)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion

variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co

lassecuencias

mprendidas en

la SEQ ID NO: 215; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de (2) en [1] e idént icas a las
secuencias de aminoacido de las regiones CDR1, CDR2 , Y CDR3
comprendidas en la SEQ ID NO: 132;y
(c19)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg i6n

variabledeanticuerpode(1)en[1]eidénticasa

de aminoacidodelasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co

la SEQ ID NO: 215; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren

region variable de anticuerpo de (2) en [1] e idént

secuencias de aminoacido de las regiones CDR1, CDR2

comprendidas en la SEQ ID NO: 424.
[8]Lamoléculamultiespecificaque se unealantig

de cualquiera de [5] hasta [7], en donde las CDR1,

sonregionesCDR1,CDR2,yCDR3basadasenlanumer
[9]Lamoléculamultiespecificaque se unealantig

de cualquiera de [1] hasta [4], en donde la regién

lassecuencias

mprendidas en
didas en la
icas a las

, Yy CDR3

eno
CDR2,y CDR3

aciéndeKabat.
eno

variable de
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anticuerpode (1)en[1l]esunaregionvariablede anticuerpoque
comprende cualquiera de las regiones variables de c adena H
seleccionadasapartirde(al)hasta(a5)siguiente s,ounaregion
variable de anticuerpo funcionalmente equivalente a esta:

(al) una region variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 40;

(a2) una region variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 197,

(a3) una regidn variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 206;

(a4) una region variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 211;y

(ab) una regién variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoécido de la SEQ ID NO: 215. [10]

[10]Lamoléculamultiespecificagueseunealanti geno
de cualquiera de [1] hasta [4], en donde la regién variable de
anticuerpode (2)en[1]esunaregidnvariablede anticuerpoque
comprende cualquiera de las regiones variables de c adena H
seleccionadasapartirde(b1)hasta(b15)siguient es,ounaregion
variable de anticuerpo funcionalmente equivalente a esta:

(b1) una regién variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 52;

(b2) una regién variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 103;

(b3) una regién variable de cadena H que tiene la
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secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 122;

(b4) una regidn variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 128;

(b5) una regidn variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 129;

(b6) una regidn variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 132;

(b7) una regidn variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 142;

(b8) una regidn variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 144;

(b9) una regidn variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 164;

(b10) una region variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 168;

(b11) una region variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 421;

(b12) una region variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 424;

(b13) una region variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 426;

(b14) una region variable de cadena H que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 429; y

(b15) una region variable de cadena H que tiene la

secuencia de aminoécido de la SEQ ID NO: 430. [11]
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[11]Lamoléculamultiespecificaqueseunealanti geno
de cualquiera de [1] hasta [4], en donde las region esvariables
de anticuerpo de (1) y (2) en [1] son regiones vari ables de
anticuerpoque comprendencualquieradelascombina cionesdelas
regionesvariablesdecadenaHseleccionadasapart irde(cl)hasta
(c19) siguientes, o regiones variables de anticuerp 0

funcionalmente equivalentes a esta:

(cl)unaregionvariable de cadenaHcomprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] la cual tiene la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:40;yuna regionvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuenciade aminoacido delaSEQID
NO: 52;

(c2)unaregiénvariable de cadenaH comprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] la cual tiene la
secuenciadeaminoécidodelaSEQIDNO:40;yuna regionvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuenciade aminoacido delaSEQID
NO: 421;

(c3)unaregiénvariable de cadenaH comprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] la cual tiene la
secuenciadeaminodcidodelaSEQIDNO:40;yuna regionvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuencia de aminoacido delaSEQID
NO: 426;
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(c4)unaregiéonvariable de cadenaH comprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] la cual tiene la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:40;yuna regionvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuenciade aminoacido delaSEQID
NO: 429;

(c5)unaregiéonvariable de cadenaH comprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] la cual tiene la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:40;yuna regionvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuenciade aminoacido delaSEQID
NO: 430;

(c6)unaregiénvariable de cadenaH comprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] la cual tiene la
secuenciadeaminodcidodelaSEQIDNO:197;yuna regidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuenciade aminoacido delaSEQID
NO: 128;

(c7)unaregiénvariable de cadenaH comprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] la cual tiene la
secuenciadeaminodcidodelaSEQIDNO:206;yuna regionvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuencia de aminoacido delaSEQID
NO: 142;

(c8)unaregiénvariable de cadenaH comprendidaen la
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region variable de anticuerpo de (1) en [1] la cual tiene la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:206;yuna regionvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuenciade aminoacido delaSEQID
NO: 144;

(c9)unaregidonvariable de cadenaH comprendidaen

region variable de anticuerpo de (1) en [1] la cual tiene la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:206;yuna regionvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuenciade aminoacido delaSEQID
NO: 164,

(c10) una regién variable de cadena H comprendida e

la regién variable de anticuerpode (1) en[1] lac ual tiene la
secuenciadeaminodcidodelaSEQIDNO:206;yuna regionvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtienelasecuenciade aminoacido delaSEQID
NO: 168,

(c11) unaregiodn variable de cadena H comprendida e

la regién variable de anticuerpode (1) en[1] lac ual tiene la
secuenciadeaminodcidodelaSEQIDNO:211;yuna regidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuenciade aminoacido delaSEQID
NO: 142;

(c12) una region variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpo de (1) en[1]lac ual tiene la
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secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:211;yuna regionvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuenciade aminoacido delaSEQID
NO: 144;

(c13) una regidén variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpode (1) en[1] lac ual tiene la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:211;yuna regionvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuenciade aminoacido delaSEQID
NO: 164,

(c14) unaregidn variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpode (1) en[1] lac ual tiene la
secuenciadeaminodcidodelaSEQIDNO:211;yuna regidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuencia de aminoacido delaSEQID
NO: 168;

(c15) una region variable de cadena H comprendida e

la regién variable de anticuerpode (1) en[1]lac ual tiene la
secuenciadeaminodcidodelaSEQIDNO:215;yuna regidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en[1]lacualtiene lasecuenciade aminoacido delaSEQID
NO: 103;

(c16) una region variable de cadena H comprendida e
la regién variable de anticuerpode (1) en[1] lac ual tiene la

secuenciadeaminoécidodelaSEQIDNO:215;yuna regidnvariable
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de cadena H comprendida en la region variable de an
(2) en[1]lacualtiene lasecuenciade aminoacido

NO: 122;

(c17) unaregion variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpode (1) en[1] lac
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:215;yuna

de cadena H comprendida en la region variable de an
(2) en[1]lacualtiene lasecuenciade aminoacido

NO: 129;

(c18) una regidn variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpode (1) en[1] lac
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:215;yuna

de cadena H comprendida en la region variable de an
(2) en[1]lacualtiene la secuencia de aminoacido

NO: 132;y

(c19) una region variable de cadena H comprendida e

la regién variable de anticuerpode (1) en[1] lac

secuenciadeaminodcidodelaSEQIDNO:215;yuna

de cadena H comprendida en la region variable de an

(2) en[1]lacualtiene la secuencia de aminoacido

NO: 424. [12]
[12]Lamoléculamultiespecificaqgueseunealanti

de cualquiera de [1] hasta [11], en donde la cadena

[1] es una cadena L comun que comprende cualquiera

combinacionesdeCDR1,CDR2,yCDR3seleccionadasa

ticuerpo de

delaSEQID

ual tiene la
regionvariable
ticuerpo de

delaSEQID

ual tiene la
regionvariable
ticuerpo de

delaSEQID

ual tiene la
regidnvariable
ticuerpo de

delaSEQID

geno
L comln de
de las

partirde(dl)
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hasta (d11) siguientes, o una cadena L comun funcio nalmente
equivalente a esta:

(d1) LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 53;

(d2)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 223;

(d3)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 299;

(d4)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 301;

(d5)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 302;

(d6) LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 304;

(d7)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 306;

(d8)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
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la SEQ ID NO: 307,

(d9)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalas secuenc ias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 309;

(d10)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalassecuen cias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 310; y

(d11)LasCDR1,CDR2,yCDR3idénticasalassecuen cias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 319.

[13]Lamoléculamultiespecificaqueseunealanti geno
de cualquiera de [1] hasta [11], en donde la region variable de
cadena L de [1] es una region variable de cualquier a de las
secuencias de aminoacido de cadena L seleccionadas a partir de

(d1) hasta (d11) siguientes:

(d1) una cadena L que comprende la secuencia de
aminoacido de la SEQ ID NO: 53;

(d2) una cadena L que comprende la secuencia de
aminoacido de la SEQ ID NO: 223;

(d3) una cadena L que comprende la secuencia de
aminoacido de la SEQ ID NO: 299;

(d4) una cadena L que comprende la secuencia de
aminoacido de la SEQ ID NO: 301;

(d5) una cadena L que comprende la secuencia de

aminoacido de la SEQ ID NO: 302;
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(d6) una cadena L que comprende la secuencia de
aminoacido de la SEQ ID NO: 304;

(d7) una cadena L que comprende la secuencia de
aminoacido de la SEQ ID NO: 306;

(d8) una cadena L que comprende la secuencia de
aminoacido de la SEQ ID NO: 307,

(d9) una cadena L que comprende la secuencia de
aminoacido de la SEQ ID NO: 309;

(d10) una cadena L que comprende la secuencia de
aminoéacido de la SEQ ID NO: 310; y

(d11) una cadena L que comprende la secuencia de

aminoacido de la SEQ ID NO: 319. [14]

[14]Lamoléculamultiespecificagueseunealanti geno
de cualquierade [1] hasta [4], en donde las region es variables
de anticuerpode (1) y (2) de[1]y laregion varia ble de cadena
L comun son regiones variables de anticuerpo que co mprenden
cualquiera de las combinaciones de CDR1, CDR2,y CD R3 de cadena
HyCDR1,CDR2,yCDR3decadenal seleccionadasa partirde (el)
hasta (e25) siguientes, o regiones variables de ant icuerpo

funcionalmente equivalentes a esta:

(el) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on
variabledeanticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:197;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion

variablede anticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias
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de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 128; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 53;

(e2) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on

variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
laSEQIDNO:197;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode(2)en[1l]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en

la SEQ ID NO: 128; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 299;

(e3) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on

variabledeanticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:197;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen

la SEQ ID NO: 128; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 310;
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(e4) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on

variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
laSEQIDNO:197;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode(2)en[1l]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en

la SEQ ID NO: 128; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 319;

(e5) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on

variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:206;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variablede anticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen

la SEQ ID NO: 142; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 223,

(e6) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en lareqi on
variablede anticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:206;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion

variablede anticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias
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de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 144; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 223;

(e7) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on

variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
laSEQIDNO:206;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode(2)en[1l]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en

la SEQ ID NO: 164; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 223,

(e8) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on

variabledeanticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:206;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen

la SEQ ID NO: 168; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 223,
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(e9) Las CDR1, CDR2,y CDR3 comprendidas en laregi on

variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
laSEQIDNO:211;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode(2)en[1l]eidénticasa lassecuencias

de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en

la SEQ ID NO: 142; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 223;

(e1l0)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:211;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variablede anticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 142; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 299;

(ell)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg i6n
variablede anticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:211;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion

variablede anticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias
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de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 144; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 223;

(el2)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
laSEQIDNO:211;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode(2)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 164; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 223,

(e1l3)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg i6n
variabledeanticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:211;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 168; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 223,
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(el4)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
laSEQIDNO:215;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode(2)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 103; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 53;

(el5)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:215;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variablede anticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 103; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 299;

(el6)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg i6n
variablede anticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:215;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion

variablede anticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias
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de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 103; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 301,

(el7)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
laSEQIDNO:215;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode(2)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 103; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 302;

(e1l8)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg i6n
variabledeanticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:215;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 103; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 304;
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(e19)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
laSEQIDNO:215;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode(2)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 103; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 306;

(e20)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:215;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variablede anticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 103; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 307;

(e21)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg i6n
variablede anticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:215;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion

variablede anticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias
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de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 103; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 309;

(e22)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
laSEQIDNO:215;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode(2)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 122; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 53;

(e23)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg i6n
variabledeanticuerpode (1)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:215;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 129; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 53;
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(e24)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
laSEQIDNO:215;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variabledeanticuerpode(2)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidas en
la SEQ ID NO: 132; y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 53; y

(e25)LasCDR1,CDR2,yCDR3comprendidasenlareg ion
variabledeanticuerpode(1)en[1l]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
laSEQIDNO:215;lasCDR1,CDR2,yCDR3comprendi dasenlaregion
variablede anticuerpode (2)en[1]eidénticasa lassecuencias
de aminoacidode lasregiones CDR1,CDR2,y CDR3co mprendidasen
la SEQ ID NO: 424;y las CDR1, CDR2, y CDR3 compren didas en la
region variable de anticuerpo de la cadena L comun e idénticas
alassecuenciasdeaminoacidodelasregionesCDR1 ,CDR2,yCDR3

comprendidas en la SEQ ID NO: 53.

[15]Lamoléculamultiespecificaqgueseunealanti geno
de cualquierade [1] hasta [4], en donde las region es variables
de anticuerpode (1) y (2) de[1]y laregion varia ble de cadena
L comun son regiones variables de anticuerpo que co mprenden

cualquiera de las combinaciones de regiones variabl es
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seleccionadasapartirde(fl)hasta(f26)siguient es,oregiones
variables de anticuerpo funcionalmente equivalentes a esta:

(f1) unaregionvariable de cadenaHcomprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] e idént ica a la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:197;unar egidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en [1] eidéntica a la secuencia de aminoacido dela SEQID
NO:128;yunaregidonvariabledeanticuerpodela cadenalLcomun
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regidn variable

comprendida en la SEQ ID NO: 53;

(f2)unaregionvariable de cadenaHcomprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] e idént ica a la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:197;unar egidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido dela SEQ ID
NO:128;yunaregionvariable deanticuerpodela cadenalcomun
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién variable

comprendida en la SEQ ID NO: 299;

(f3)unaregidnvariable de cadenaHcomprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] e idént ica a la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:197;unar egidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido dela SEQ ID
NO:128;yunaregionvariable deanticuerpodela cadenal comun

idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién variable
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comprendida en la SEQ ID NO: 310;

(f4) unaregionvariable de cadenaHcomprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] e idént ica a la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:197;unar egidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido dela SEQ ID
NO:128;yunaregidonvariabledeanticuerpodela cadenalLcomun
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién variable

comprendida en la SEQ ID NO: 319;

(f5) unaregionvariable de cadenaHcomprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] e idént ica a la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:206;unar egidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido dela SEQID
NO:142;yunaregionvariable de anticuerpoofla cadenalcomun
e idéntica a la secuencia de aminoacido de la regi6 n variable

comprendida en la SEQ ID NO: 223;

(fé) unaregionvariable de cadenaHcomprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] e idént ica a la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO: 206;unar egidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido dela SEQID
NO: 144;yunaregionvariable deanticuerpodela cadenal comun
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién variable

comprendida en la SEQ ID NO: 223;
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(f7)unaregionvariable de cadenaHcomprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] e idént ica a la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:206;unar egidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido dela SEQID
NO:164;yunaregidonvariabledeanticuerpodela cadenalLcomun
e idéntica a la secuencia de aminoacido de la regio n variable

comprendida en la SEQ ID NO: 223;

(f8) unaregionvariable de cadenaHcomprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] e idént ica a la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:206;unar egidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido dela SEQ ID
NO:168;yunaregionvariable deanticuerpodela cadenalcomun
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién variable

comprendida en la SEQ ID NO: 223;

(f9)unaregiodnvariable de cadenaHcomprendidaen la
region variable de anticuerpo de (1) en [1] e idént ica a la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:211;unar egidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido dela SEQ ID
NO:142;yunaregionvariable deanticuerpodela cadenalcomun
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién variable

comprendida en la SEQ ID NO: 223;

(f10) unaregion variable de cadena H comprendida e nla
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regionvariabledeanticuerpode(1)en[1]eidént icaalasecuencia

de aminoacido de la SEQ ID NO: 211; una region vari able de cadena
H comprendida en la region variable de anticuerpo d e(2en[l]e
idéntica a la secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 142;y una
region variable de anticuerpo de la cadena L comun idéntica a la
secuenciadeaminoéacidodelaregionvariable compr endidaenlaSEQ
ID NO: 299;

(f11) una region variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpo de (1) en [1] e id énticaala
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:211;unar egidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en [1] eidéntica a la secuencia de aminoacido dela SEQ ID
NO:144;yunaregion variable de anticuerpodelac adenal comun
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién variable

comprendida en la SEQ ID NO: 223;

(f12) una region variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpo de (1) en [1] e id énticaala
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:211;unar egidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido dela SEQ ID
NO:164;yunaregionvariable deanticuerpodela cadenalcomun
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién variable

comprendida en la SEQ ID NO: 223;
(f13) una region variable de cadena H comprendida e

la regién variable de anticuerpo de (1) en [1] e id éntica a la
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secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:211;unar
de cadena H comprendida en la region variable de an
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido
NO:168;yunaregidonvariabledeanticuerpodela
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién

comprendida en la SEQ ID NO: 223;

egidnvariable
ticuerpo de
dela SEQID
cadenalLcomun

variable

(f14) una region variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpo de (1) en [1] e id
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO: 215;unar
de cadena H comprendida en la region variable de an
(2) en [1] eidéntica a la secuencia de aminoacido
NO:103;yunaregidonvariabledeanticuerpodela
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién

comprendida en la SEQ ID NO: 53;

éntica a la
egidnvariable
ticuerpo de
dela SEQID
cadenal comun

variable

(f15) una region variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpo de (1) en [1] e id
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:215;unar
de cadena H comprendida en la region variable de an
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido
NO:103;yunaregidénvariable deanticuerpodela
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién

comprendida en la SEQ ID NO: 299;

éntica ala
egidnvariable
ticuerpo de
dela SEQID
cadenalcomun

variable

(f16) una region variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpo de (1) en [1] e id

secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:215;unar

éntica a la

egidbnvariable
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de cadena H comprendida en la region variable de an
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido
NO:103;yunaregidonvariabledeanticuerpodela
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién

comprendida en la SEQ ID NO: 301;

ticuerpo de
dela SEQID
cadenalLcomun

variable

(f17) una region variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpo de (1) en [1] e id
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO: 215;unar
de cadena H comprendida en la region variable de an
(2) en [1] eidéntica a la secuencia de aminoacido
NO:103;yunaregidénvariabledeanticuerpodela
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién

comprendida en la SEQ ID NO: 302;

éntica a la
egidnvariable
ticuerpo de
dela SEQID
cadenalcomun

variable

(f18) una region variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpo de (1) en [1] e id
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:215;unar
de cadena H comprendida en la region variable de an
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido
NO:103;yunaregidénvariable deanticuerpodela
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién

comprendida en la SEQ ID NO: 304;

éntica a la
egidnvariable
ticuerpo de
dela SEQID
cadenalcomun

variable

(f19) una region variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpo de (1) en [1] e id
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:215;unar

de cadena H comprendida en la region variable de an

éntica a la
egidnvariable

ticuerpo de
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(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido
NO:103;yunaregionvariabledeanticuerpodela
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién

comprendida en la SEQ ID NO: 306;

dela SEQID
cadenaLcomin

variable

(f20) una region variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpo de (1) en [1] e id
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO: 215;unar
de cadena H comprendida en la region variable de an
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido
NO:103;yunaregidénvariabledeanticuerpodela
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién

comprendida en la SEQ ID NO: 307;

éntica a la
egidnvariable
ticuerpo de
dela SEQID
cadenal comun

variable

(f21) una region variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpo de (1) en [1] e id
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:215;unar
de cadena H comprendida en la region variable de an
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido
NO:103;yunaregidénvariable deanticuerpodela
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién

comprendida en la SEQ ID NO: 309;

éntica a la
egidnvariable
ticuerpo de
dela SEQID
cadenalcomun

variable

(f22) una region variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpo de (1) en [1] e id
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:215;unar
de cadena H comprendida en la region variable de an

(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido

énticaala
egidnvariable
ticuerpo de

dela SEQID
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NO:122;yunaregidénvariabledeanticuerpodela cadenalLcomun
idéntica a la secuencia de aminoacido de la regién variable
comprendida en la SEQ ID NO: 53;

(f23) una region variable de cadena H comprendida e

la region variable de anticuerpo de (1) en [1] e id énticaala
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:215;unar egidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido dela SEQ ID
NO:129;yunaregidénvariable deanticuerpoofla cadenalLcomun
e idéntica a la secuencia de aminoacido de la regio n variable

comprendida en la SEQ ID NO: 53;

(f24) una region variable de cadena H comprendida e nla
regionvariabledeanticuerpode(1)en[1]eidént icaalasecuencia
de aminoacido de la SEQ ID NO: 215; una region vari able de cadena
H comprendida en la region variable de anticuerpo d e(2)en[l]e
idéntica a la secuencia de aminoé&cido de la SEQ ID NO: 132;y una
region variable de anticuerpo of la cadena L comun eidénticaala
secuenciade aminoacidodelaregionvariable compr endidaenlaSEQ
ID NO: 53;

(f25) una region variable de cadena H comprendida e
la region variable de anticuerpo de (1) en [1] e id énticaala
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:215;unar egidnvariable
de cadena H comprendida en la region variable de an ticuerpo de
(2) en [1] e idéntica a la secuencia de aminoacido dela SEQID

NO:424;yunaregionvariable de anticuerpoofla cadenalcomun
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e idéntica a la secuencia de aminoacido de la regio
comprendida en la SEQ ID NO: 53;y
(f26) molécula multiespecifica que se une al antige
gue se une aun epitopo traslapante con cadauno de
enelcomplejoreceptorde células Ty glipicano-3
moléculamultiespecificague se unealantigenode
(f1) hasta (f25), y la cual tiene una cadena L comu
[16]Lamoléculamultiespecificaqueseunealanti
de cualquierade [1] hasta[15], endonde laregion
[1]esunaregionFcconunamutaciondeaminoacido
delosaminoacidosqueconstituyenlaregionFcde
23 hasta 26 (IgG1 hasta IgG4).
[17]Lamoléculamultiespecificagueseunealanti
de[16],endondelaregion Fcde (3)en[l]esuna
mutacion de al menos un aminodacido seleccionado a p
siguientes posiciones de aminoacido especificadas p
numeracion Estadounidense:
posicion220,posicidon226,posicion229,posicion
posicidbn232, posicion 233, posicion 234, posicién
236, posicién 237, posicion 238, posicion 239, posi
posicidbn 264, posicidon 265, posicidon 266, posicion
269, posicién 270, posicion 295, posicion 296, posi
posiciébn 298, posicidon 299, posicidon 300, posicién
327, posicion 328, posicién 329, posicion 330, posi

posicién 332.

n variable

no
los epitopos
unidos porla
cualquierade
n.
geno
Fcde(3)en
encualquiera

lasSEQIDNOs:

geno
region Fccon
artirde las

or la

231,
235, posicién
cion 240,
267, posicién
cion 297,
325, posicién

cion 331,y
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[18]Lamoléculamultiespecificaqueseunealanti geno
de[16],endondelaregionFcde (3)en[l]esuna region Fcque
comprende al menos un aminoacido seleccionado a par tir de los
siguientes aminoacidos especificados por la numerac ion

Estadounidense:
Arg en la posicién de aminoacido 234, Ala o Arg en la
posicibndeaminoacido235,Lysenlaposiciondea minoacido239,

y Ala en la posicion de aminoacido 297.

[19]Lamoléculamultiespecificaqueseunealanti geno
de cualquiera de [16] hasta [18], en donde la regi6 n Fc de (3)
en[l]comprendeademas,unamutaciondeaminoacido parapromover

la formacion de una region Fc heterodimérica.

[20]Lamoléculamultiespecificagueseunealanti geno
de [19], en donde laregion Fc heterodimérica es la combinacion
de secuencia de aminoacido de (gl) o (g2) siguiente S:

(g1) una combinacion de una secuencia de aminoacido

idénticaalaregion Fc de unaregion constante que comprende la
secuencia de aminoacido de laSEQ ID NO: 57,y una secuencia de
aminodcido idéntica a la region Fc de una region co nstante que
comprende la secuencia de aminoacido de la SEQ ID N 0:58;y

(g2) una combinacion de una secuencia de aminoacido

idénticaalaregion Fc de unaregion constante que comprende la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:60062,y unasecuencia
deaminoéacidoidénticaalaregionFcdeunaregion constanteque

comprende la secuencia de aminoacido de la SEQ ID N O: 61.
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[21]Lamoléculamultiespecificaqueseunealanti
de cualquiera de [1] hasta [20], en donde la molécu
multiespecifica que se une al antigeno es un anticu
biespecifico.

[22] Un anticuerpo biespecifico de cualquierade (h
hasta (h25) siguientes:

(h1) un anticuerpo biespecifico que tiene una caden
H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip

comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu

la secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 215y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:424yunaregiénconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden alL.deanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO:53;
(h2) un anticuerpo biespecifico que tiene una caden a
H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 215y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQ ID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido

geno

erpo

1)

icano-3 que

erpoquetiene
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delaSEQIDNO:103yunaregionconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QID NO:53;

(h3) un anticuerpo biespecifico que tiene una caden

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de aminoéacido de la SEQ ID NO: 215y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:103yunaregionconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden alL.deanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO: 299;

(h4) un anticuerpo biespecifico que tiene una caden

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 215y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | a SEQ ID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare gidnvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:103yunaregiénconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo

comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO: 301,
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(h5) un anticuerpo biespecifico que tiene una caden

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 215y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:103yunaregionconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO:302;

(h6) un anticuerpo biespecifico que tiene una caden

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 215y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | a SEQ ID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:103yunaregiénconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO: 304,

(h7) un anticuerpo biespecifico que tiene una caden
H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que

comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
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la secuencia de aminoéacido de la SEQ ID NO: 215y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:103yunaregionconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO: 306;

(h8) un anticuerpo biespecifico que tiene una caden

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de aminoéacido de la SEQ ID NO: 215y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | a SEQ ID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:103yunaregiénconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden alL.deanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO: 307,

(h9) un anticuerpo biespecifico que tiene una caden

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 215y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQ ID NO:

61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
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complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:103yunaregionconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO: 309;

(h10) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de aminoéacido de la SEQ ID NO: 215y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unidn al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:122yunaregiénconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden alL.deanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO:53;

(h11) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 215y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | a SEQ ID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido

delaSEQIDNO:129yunaregiénconstantequetie nelasecuencia
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na

na

deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QID NO:53;
(h12) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade
H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de aminoéacido de la SEQ ID NO: 215y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:132yunaregionconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO:53;
(h13) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade
H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 197 y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | a SEQ ID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare gidnvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:128yunaregiénconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden alLdeanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO: 299;
(h14) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade

na
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H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de aminoéacido de la SEQ ID NO: 197 y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:128yunaregionconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuenciade aminoacido de la SE QIDNO:310;

(h15) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 197 y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQ ID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare gidnvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:128yunaregiénconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO:319;

(h16) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade
H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene

la secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 197 y u na region
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constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:128yunaregionconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QID NO:53;

(h17) unanticuerpo biespecifico que tiene una cade

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 211 y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:142yunaregiénconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden alL.deanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO: 299;

(h18) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 211 y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | a SEQ ID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al

complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
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de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:142yunaregionconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO:223;

(h19) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de aminoéacido de la SEQ ID NO: 211 y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:144yunaregiénconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden alL.deanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO: 223;

(h20) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 206 y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | a SEQ ID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:144yunaregiénconstantequetie nelasecuencia

deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden alL.deanticuerpo
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comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO:223;
(h21) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade na
H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de aminoéacido de la SEQ ID NO: 206 y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:142yunaregionconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO:223;
(h22) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade na
H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de aminoé&cido de la SEQ ID NO: 206 y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | a SEQ ID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:164yunaregiénconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden alL.deanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO: 223;
(h23) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade na

H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
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comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de aminoéacido de la SEQ ID NO: 206 y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:168yunaregionconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuenciade aminoacido de la SE QIDNO:223;

(h24) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade na
H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene
la secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 211 y u na region
constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | a SEQ ID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:164yunaregiénconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden alL.deanticuerpo
comun que tiene la secuencia de aminoacido de la SE QIDNO: 223;
y

(h25) un anticuerpo biespecifico que tiene una cade na
H de anticuerpo que tiene actividad de union a glip icano-3 que
comprendeunaregionvariabledecadenaHdeanticu erpoquetiene

la secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 211 y u na region
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constante que tiene la secuencia de aminoéacido de | aSEQID NO:
61; una cadena H de anticuerpo que tiene actividad de unién al
complejoreceptorde células T que comprendeunare giénvariable
de cadena H de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacido
delaSEQIDNO:168yunaregionconstantequetie nelasecuencia
deaminoacidodelaSEQIDNO:60062;yunacaden aLdeanticuerpo
comun que tiene la secuenciade aminoacido de la SE QIDNO:223.

[23] Un &acido nucleico que codifica la molécula
multiespecificaque seunealantigenodecualquier ade[l]hasta
[20] o el anticuerpo biespecifico de [21] o [22].

[24]Unvectorenelcualseintroduceelacidonuc leico
de [23].

[25]Unacélulaguecomprendeelacidonucleicode [23]
o el vector de [24].

[26] Un método para producir la molécula
multiespecificaque seunealantigenodecualquier ade[l]hasta
[20] o el anticuerpo biespecifico de [21] 0 [22] cu Itivando la
célula de [25].

[27]Unamoléculamultiespecificaqueseunealant igeno
0 un anticuerpo biespecifico producido por el métod o de [26].

[28] Una composicion farmacéutica que comprende la
moléculamultiespecificague se unealantigenode cualquierade
[1] hasta [20] o el anticuerpo biespecifico de [21] 0[22],yun
portador farmacéuticamente aceptable.

[29]Lacomposiciénfarmacéuticade[28],lacuali nduce



10

15

20

25

66

citotoxicidad.

[30] La composicion farmacéutica de [29], en donde la
citotoxicidad es citotoxicidad dependiente de célul asT.

[31] La composicion farmacéutica de [28], la cual e S
para administracion a un paciente en necesidad de | a molécula
multiespecificaque seunealantigenodecualquier ade[l]hasta

[20] o el anticuerpo biespecifico de [21] o [22].

Ademas, la presente invencion se refiere aun kit q ue
serausadoenunmeétododelapresenteinvencion, e ndondeelkit
comprende unamoléculamultiespecificaqueseunea lantigenode
la presente invencion, ounamoléculamultiespecifi caqueseune
alantigeno producidaporelmétodo de producciond elapresente
invencion.Lapresenteinvenciontambiénserefiere alusodeuna
molécula multiespecifica que se une al antigeno de la presente
invencioén, o el uso de una molécula multiespecifica gue se une
alantigeno producida porelmétodo de producciond elapresente
invencidonenlamanufacturade unacomposicionfarm acéuticapara
activarlaactividadcitotoxica.Lapresenteinvenc ionserefiere
adicionalmente a una molécula multiespecifica que s e une al
antigenodelapresenteinvencion,ounamoléculam ultiespecifica
gue se une al antigeno producida por el método de p roduccion de
la presente invencion que serausado en un método d elapresente
invencion. Enlapresente,lasmoléculas multiespec ificasquese
unenalantigenoincluyenanticuerposbiespecificos oflapresente

invencion.
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Ademas,lapresenteinvencionserefiereaunamolé

multiespecifica que se une al antigeno que comprend

siguientes dominios:

cula

e los

(1) un dominio que comprende una region variable de

anticuerpo que tiene actividad de union a glipicano

_3'

(2) un dominio que comprende una region variable de

anticuerpo que tiene actividad de unién al complejo

células T;

endondelasregionesvariablesde cadenal conteni

en las regiones variables de (1) y (2) tienen una s
aminoacido comunmente compartida. La presenteinven
se refiere al dominio de (1), el cual es mas especi
dominio que comprende regiones variables de cadena
cadena pesada de anticuerpo que tienen actividad de
glipicano-3, y la cual esta comprendida en la moléc
multiespecificaque se unealantigeno. Lapresente

refiere adicionalmente al dominio de (2), el cual e
especificamente un dominio que comprende unaregion
anticuerpo que tiene actividad de union al complejo

células T, y la cual estd comprendida en
multiespecificaque se unealantigeno. Detallesde

de (1)y (2) puedenincluiraquellos descritosen|
mencionadosanteriormente.Lamoléculamultiespecif

al antigeno puede ser un anticuerpo biespecifico. A

moléculamultiespecificaque seunealantigenopue

la molécul

receptor de

das
ecuencia de
cibntambién
ficamente un
ligera y/o
unién a
ula
invenciénse
S mas

variable de

receptor de

losdominios

1]hasta[22]

icaqueseune
demas, la

decomprender



10

15

20

25

68

ademas, un dominio que comprende una region Fc, y |
puede tenerunaactividad de union al receptor Fc

detalles del dominio que comprende una region Fc pu
aguellos descritos en[1] hasta[22] mencionados an
Lapresenteinvencidonserefiereaunacidonucleic
lamoléculamultiespecificaqueseunealantigeno

un vector introducido con el acido nucleico, una cé
comprende el &cido nucleico o el vector, un método
lamoléculamultiespecificaqueseunealantigeno

células, y una molécula multiespecifica que se une

o dominios que comprenden unaregion variable de an
tiene actividad de union a glipicano-3 o actividad

complejo del receptor de células T producidos por e
Ademas, la presente invencion se refiere a una comp
farmacéuticaguecomprendelamoléculamultiespecif

al antigeno y un portador farmacéuticamente aceptab
composiciénfarmacéuticapuedeinducirlesiéncelul

celular puede ser citotoxicidad celular dependiente

T, ylacomposicién puede ser para administracién a

ennecesidaddelamoléculamultiespecificaquese

Lapresenteinvenciontambiénproporcionaunamoléc

multiespecifica que se une al antigeno que se une a
traspalantesy/oquecompitenconepitoposencada
receptor de células T y glipicano-3 unido por la mo

multiespecificaqueseunealantigenodecualquier

aregion Fc
yreducida. Los
eden incluir
teriormente.
oquecodifica
olosdominios,
lula que
paraproducir
cultivandolas
al antigeno
ticuerpo que
de unién del
| método.
osicion
icaqueseune
le. La
ar,lalesion
de células
un paciente

unealantigeno.

epitopos
unodelcomplejo
lécula

ade(el)hasta

ula
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(e25) de [14] mencionado anteriormente, y una moléc ula

multiespecifica que se une al antigeno que se une a
traslapantesyquecompitenconepitoposencadaun
receptor de células T y glipicano 3 unido por la mo
multiespecificagueseunealantigenodecualquier

(f25) de [15].

epitopos
odelcomplejo
lécula

ade(fl)hasta

Con respecto a (gl) y (g92) de [20] mencionado

anteriormente,delasdosregioneskc,laregionFc
serincluidaenlacadenaH de anticuerpo quetiene
union a glipicano-3y la ultima region Fc puede ser
lacadenaHdeanticuerpoquetieneactividaddeun
receptordecélulasT;olaregionFcanterior pued

en la cadena H de anticuerpo que tiene actividad de
complejo receptor de células T y la region Fc ultim
incluidaenlacadenaHdelanticuerpoquetieneac

a glipicano-3.

Efectos de la Invenciéon

La presente invencibn  proporciona
multiespecificas que se unen al antigeno novedosas
moleculares que pueden ser producidas con alta efic
cualesmantienenlafuerteactividadantitumoralpo

y la excelente propiedad de seguridad sin causar in
independiente delantigenode cancerde unatorment

ytal, ytienensemividaslargasenlasangre.Las

farmacéuticas que activan la actividad citotoxica,

anteriorpuede
actividad de
incluidaen
i6nalcomplejo
eserincluida
unién al
a puede ser

tividaddeunion

moléculas
con formas
iencia, las
seidaporBiTE
duccion
adecitocina
composiciones

la cual
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comprende unamoléculamultiespecificaqueseunea lantigenode
lapresenteinvencibncomoingredienteactivo, teji dosdecancer
objetivoquecontienencélulasdecancerqueexpres anglipicano-3
paraprovocarlalesioncelular,ypuedentrataro prevenirvarios
canceres. La invencion permite el tratamiento desea do el cual
tienenosolamenteunaltoniveldeseguridad, sino tambiéncarga
fisica reducida, y es altamente conveniente para pa cientes.

Breve Descripcion de las Figuras

La Figura 1a: muestra diagrama esquematico de ERY22 y

la Figura 1b: muestra diagrama esquematico de ERY27

LaFigura2esunagraficague muestralasactivida des
citotoxicas de GPC3_ERY22 rCE115 y GPC3_ERY27_hCEll 5 cuando
NCI-H446 se usa como la célula objetivo. ElIromboll leno( e)yel
triangulo lleno ( A) indican la actividad citotoxica de

GPC3_ERY22_rCE115y GPC3_ERY27_hCE115, respectivame nte.

LaFigura3esunagraficague muestralasactivida des
citotoxicas de GPC3_ERY22 rCE115 y GPC3_ERY27 hCEll 5 cuando
PC-10 se usa como la célula objetivo. EI rombo llen o( #)yel
triangulo lleno ( A) indican la actividad citotoxica de

GPC3_ERY22 rCE115y GPC3_ERY27_hCE115, respectivame nte.

Las Figuras 4a y 4b son una grafica que muestra las
actividades citotoxicas de los anticuerpos optimiza dos cuando
NCI-H446 se usa como la célula obijetivo.

Las Figuras 5a y 5b son una grafica que muestra las

actividades citotoxicas de los anticuerpos optimiza dos cuando
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NCI-H446 se usa como la célula objetivo.
Las Figuras 6a y 6b son una grafica que muestra las
actividades citotoxicas de los anticuerpos optimiza
NCI-H446 se usa como la célula objetivo.
Las Figuras 7a y 7b son una grafica que muestra las
actividades citotoxicas de los anticuerpos optimiza
NCI-H446 se usa como la célula objetivo.
Las Figuras 8a y 8b son una grafica que muestra las
actividades citotoxicas de los anticuerpos optimiza
NCI-H446 se usa como la célula objetivo.
Las Figuras 9a y 9b son una grafica que muestra las
actividades citotoxicas de los anticuerpos optimiza
NCI-H446 se usa como la célula obijetivo.
LasFigurasl10ayl0bmuestranlosefectosantitumo
i n vi vo de los anticuerpos optimizados cuando PC-10 se usa
la célula objetivo.
LasFigurasllayllbmuestranlosefectosantitumo
I n vi vodelosanticuerposoptimizadoscuandoNCI-H446se
la célula objetivo.
LaFigural2 muestralarelacionentrelosresiduos
aminodacido que constituyen las regiones Fc de IgGl,
e IgG4, y el sistema de numeracién Estadounidense d
la presente, también referido como el INDICE ESTADO
LaFigural3amuestralassecuenciasderegiénvari

de cadenapesaday sunumeracion de conformidad con

dos cuando

dos cuando

dos cuando

dos cuando

rales

como

rales

usacomo

de
19G2, 1gG3,
e Kabat (en
UNIDENSE).
able

Kabat et al.
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LaFigural3bmuestralassecuenciasderegionvari
de cadenapesaday sunumeracion de conformidad con

LaFigural4dmuestralassecuenciasderegionvaria
de cadenaligeray sunumeracion de conformidad con

Descripcién Detallada de la Invencion

able
Kabat et al.
ble

Kabat et al.

Seproporcionanlasdefinicionessiguientesparaay
al entendimiento de la presente invencion ilustrada
presente.

Anticuerpo

Enelpresentedocumento,“anticuerpo”serefierea
inmunoglobulinanaturalounainmunoglobulinaprodu
de sintesis parcial o total. Los anticuerpos pueden
fuentes naturales, como por ejemplo plasmay suero
natural o sobrenadantes de cultivos de hibridomas q
anticuerpos. De manera alternativa, es posible sint
o parcialmente anticuerpos usando técnicas como por
recombinaciéngenética.Losanticuerpospreferidos
ejemplo,anticuerposdeunisotipoosubclasedein
guepertenecealamisma.Lasinmunoglobulinashuma
incluyen anticuerpos de las nueve clases siguientes
IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4, IgAl, IgA2, IgD, IgE e IgM.
isotipos,losanticuerposdelapresenteinvencion
19G2, IgG3 e IgGA4.
Losmétodosdeproducciondeunanticuerpoconacti

de union deseada son conocidos por los expertos en

udar

en la

una
cidaatravés
aislarse de
de apariciéon
ue producen
etizartotal
ejemplo
incluyen,por
munoglobulina
nasconocidas
(isotipos):

De estos

incluyenlgG1,

vidad

la técnica.
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Acontinuacion, se presenta un ejemplo que describe unmeétodode
produccion de un anticuerpo (anticuerpo anti-GPC3) que seunea
GPCa3, el cual pertenece a la familia de receptores anclados en
GPI (Int J Cancer. (2003) 103(4), 455-65). Los anti cuerpos que
se unen a un antigeno aparte de GPC3 también pueden producirse

de conformidad con el ejemplo descrito mas adelante

Los anticuerpos anti-GPC3 pueden obtenerse como

anticuerpos policlonales o monoclonales usando méto dos
conocidos. Losanticuerposanti-GPC3 producidospre ferentemente
son anticuerpos monoclonales derivados de mamiferos . Tales
anticuerpos monoclonales derivados de mamiferos inc luyen
anticuerpos producidos por hibridomas o células hos pederas
transformadas con un vector de expresion que transp orta un gen

de anticuerpo mediante técnicas de ingenieria genét ica.

Los hibridomas que producen anticuerpos monoclonale S
pueden producirse usando técnicas conocidas, por €] emplo, segun
se describe a continuaciéon. Especificamente, los ma miferos se
inmunizan a través de métodos de inmunizacién conve ncionales
usando una proteina GPC3 como antigeno de sensibili zacion. Las
células inmunes obtenidas se fusionan con células p recursoras
conocidas mediante métodos de fusion celular conven cional.
Seguidamente,loshibridomasqueproducenunanticu erpoanti-GPC3
pueden seleccionarse mediante seleccionado de célul as
productoras de anticuerpos monoclonales usando méto dos de

seleccién convencional.
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Especificamente, los anticuerpos monoclonales son

preparados segunse mencionaacontinuacion. Enpri

gen GPC3 cuya secuencia de nucleétidos se describe

de acceso de RefSeq NM_001164617,1 (SEQ ID NO: 1) p
expresado para producir una proteina GPC3 mostrada

acceso de RefSeq NP_001158089,1 (SEQ ID NO: 2), a u
antigeno de sensibilizacion paralapreparacion de

Es decir, se introduce una secuencia de genes que c

en un vector de expresion conocido y se transforman
hospederas apropiadas con este vector. Se purifica

GPC3 humana deseada a partir de células hospederas
sobrenadantes de cultivo a través de meétodos conoci
ejemplo,paraprepararGPC3solubleapartirdesob

cultivo, los aminoéacidos en las posiciones 564 a 58
laregionhidréfobacorrespondientealasecuencia

usada para anclar GPC3 en la membrana celular son e
lasecuenciade polipéptidos GPC3de SEQIDNO: 2y

se expresa la proteina obtenida en lugar de la prot
SEQIDNO:2.Demaneraalternativa, esposibleusa

GPC3 natural purificada como antigeno de sensibiliz

LaproteinaGPC3purificadapuedeusarsecomoantig

de sensibilizacion para la inmunizacién de mamifero
usar un péptido GPC3 parcial como antigeno de sensi
En este caso, los péptidos parciales también se pue

por sintesis quimicaa partirde lasecuenciade am
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humana.Ademas,sepuedeobtenertambiénincorporan
delgenGPC3enunvectordeexpresionyexpresarlo

también se puede obtener degradando la proteina GPC
proteasa, perolaregionytamano del péptido GPC3
péptidoparcialnoestanparticularmentelimitadas

especial. Comolaregionpreferida, cualquiersecue

de la secuencia de aminoacido que corresponde a los

en las posiciones 524 a 536, o mas preferiblemente
secuenciaapartirdelasecuenciadeaminoacidoqu
alosaminoacidos enlas posiciones 537 a563enla
aminoacido de la SEQ ID NO:2, puede ser
Preferiblemente, cualquier secuencia puede ser sele
partirdelasecuenciadeaminoacidodelaregionq

la secuencia de aminoacido que corresponde alos am
las posiciones 550 a 663 en la secuencia de aminoac
ID NO:2. Preferiblemente, cualquier secuencia puede
seleccionada a partir de la secuencia de aminoacido
corresponde a las posiciones 544 a 553, y més prefe
cualquier secuencia puede ser seleccionada a partir
secuencia de aminoacido que corresponde a las posic

551 en la secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO:2

de aminoacidos que constituye un péptido que sera u

antigeno de sensibilizacion es al menos cinco o mas

preferiblemente por ejemplo, seis 0 mas, o siete o

especificamente, los péptidos que consisten de 8 a

dounaporcion

.Sinembargo,
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o preferiblemente 10 a 30 residuos pueden ser usado
antigeno de sensibilizacion.

Para antigeno de sensibilizacion, de
alternativa se puede usar una proteina de fusion pr
mediante la fusion de un polipéptido parcial o pépt
de la proteina GPC3 con un polipéptido diferente. P
se usan preferentemente fragmentos de anticuerpo Fc
peptidicasparaproducirproteinasdefusionausar
de sensibilizacion. Los vectores para la expresion
proteinasdefusionpuedenconstruirsemediantela
de armazdn que codifican dos o mas fragmentos de po
deseados e insercion delgen de fusidon enunvector
segun se describe anteriormente. Los métodos de pro
proteinas de fusion se describen en Molecular Cloni
(Sambrook,J
ColdSpringHarborLab.Press).Losmétodosdeprep
ausarcomoantigenodesensibilizacionymétodosd

usando GPC3 se describen especificamente en los doc

2003/000883, WO 2004/022754 y WO 2006/006693.

No existe una limitacion particular en cuanto a |

mamiferos a inmunizar con el antigeno de sensibiliz
embargo, es preferible seleccionar los mamiferos to
consideracionsucompatibilidadconlascélulaspre

para la fusion celular. En general, se usan prefere

roedores como por ejemplo ratones, ratas y hamstere

s como el

manera
eparada
ido deseado
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comoantigenos
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fusidnengenes
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monos.

Los animales anteriores se inmunizan con un antig eno
desensibilizacidnatravés de métodos conocidos. L osmétodosde
inmunizacionrealizadosdemanerageneralincluyen, porejemplo,
inyeccion intraperitoneal o subcutanea de un antige no de
sensibilizacion en mamiferos. Especificamente, un a ntigeno de
sensibilizacion se diluye de manera apropiada con P BS (Salina
regulada por fosfato), solucion fisiologica u otros semejantes.
De asi desearlo, se mezcla un adyuvante convenciona | con el
antigeno, como por ejemplo adyuvante completo de Fr eund, y se
emulsionalamezcla.Seguidamente,elantigenodes ensibilizacion
es administrado a un mamifero varias veces a interv alosde 4-a
21-dias.Puedenusarsesoportesapropiadosenlain munizaciéncon
elantigenode sensibilizacion. Enparticular, cuan dounpéptido
parcial de bajo peso molecular se usa como antigeno de
sensibilizacién, a veces es deseable acoplar el pép tido de
antigenodesensibilizacibnconunaproteinaportad ora,como por
ejemplo albumina o hemocianina de lapa californiana para
inmunizacion.

De manera alternativa, los hibridomas que produce nun
anticuerpo deseado pueden ser preparados usando la inmunizacion
conADNsegunsemencionaacontinuacion.Lainmuni zacibnconADN
es un método de inmunizacién que confiere inmunoest imulacién
mediante la expresion de un antigeno de sensibiliza cién en un
animalinmunizado comoresultado de administrarun vectorde ADN
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construido para permitir la expresion de un gen que

proteinas de antigeno en el animal. En comparacion

convencionalesdeinmunizacionenelcualunantige

es administrado a los animales a inmunizar, se espe

inmunizacion con ADN sea superior en los aspectos s
-lainmunoestimulacion puede proporcionarse mientr

se retiene la estructura de una proteina de membran

ejemplo GPC3; y

codifica
con meétodos
nodeproteina
ra que la

iguientes:

as

a como por

- no se necesita purificar el antigeno para la

inmunizacion.

Conlafinalidad de preparar un anticuerpo monoclon
delapresenteinvenciénusandolainmunizacioncon
se administra un ADN que expresa una proteina GPC3
ainmunizar.EIADNquecodificaGPC3puedesinteti
métodos conocidos, como por ejemplo PCR. EI ADN obt
introduce en un vector de expresion apropiado y seg
administra a un animal a inmunizar. Los vectores de
usados preferentemente incluyen, por ejemplo, vecto
expresion disponibles comercialmente como por ejemp
Los vectores pueden administrarse a un organismo us
convencionales. Por ejemplo, lainmunizacion con AD
usando una pistola génica para introducir particula
cubiertas de vectores de expresion en células del ¢
animalainmunizar.Losanticuerposquereconociero

pueden producirse con ayuda de los métodos descrito

al
ADN,primero,
a un animal
zarsemediante
enido se
uidamente se
expresion
res de
lopcADN3.1.
ando métodos
N serealiza
s de oro
uerpo de un
nGPC3también

s en el
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documento WO 2003/104453.

Después de inmunizar a un mamifero segun se describ e

anteriormente,seconfirmaunincrementoenelsuer
de un anticuerpo que se une a GPC3. Seguidamente, s
lascélulasinmunesdelmamiferoyseguidamentese
celular.Enparticular,seusanpreferentementelos
como ceélulas inmunes.
Seusaunacélulademielomademamiferocomounac
a fusionar con el inmunocito citado anteriormente.
demielomapreferentementecomprendenunmarcadorp
adecuado para la seleccion. Un marcador para selecc
caracteristicas a las células para su supervivencia
en condiciones de cultivo especificas. Como marcado
seleccion se conocen la deficiencia de hipoxantina-
fosforribosiltransferasa (en lo sucesivo abreviado
deficiencia HGPRT) y deficiencia de timidina cinasa
sucesivo abreviado como deficiencia TK). Las célula
deficiencia HGPRT o] TK tienen sensibilidad
hipoxantina-aminopterina-timidina (en lo sucesivo a
sensibilidad HAT). Las células sensibles a HAT no p
sintetizar ADN en un medio de seleccion HAT vy, por
eliminadas. Sin embargo, cuando las células se fusi
células normales, puede continuar la sintesis de AD

rutade rescate de las células normalesy en consec

crecer incluso en el medio de seleccién HAT.

odetitulacion

e recopilan

sometenafusion

esplenocitos
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Se pueden seleccionar células con deficienciaHGPRT y
TK en un medio que contiene 6-tioguanina, 8-azaguan ina (en lo
sucesivo abreviados 8AG) o] 5’-bromodeoxiuridina,
respectivamente. Las células normales se eliminan p orque
incorporan estos analogos de pirimidina en su ADN. Entretanto,
las células que tienen deficiencias de estas enzima S pueden
sobrevivir en el medio de seleccion, puesto que no pueden
incorporar estos analogos de pirimidina. Adicionalm ente, un
marcador para seleccion denominado resistencia a G4 18
proporcionado por el gen resistente a neomicina con fiere
resistenciaalosantibioticosde2-desoxiestreptam ina(analogos
de gentamicina). Se conocendiversostiposde célul asdemieloma

adecuados para la fusion celular.

Porejemplo, se puedenusarpreferentementecélulas de
mieloma incluyendo las siguientes células:

P3(P3x63Ag8,653) (J. Immunol. (1979) 123 (4),
1548-1550);

P3x63Ag8U.1 (Current Topics in Microbiology and
Immunology (1978)81, 1-7);

NS-1 (C. Eur. J. Immunol. (1976)6 (7), 511-519);

MPC-11 (Cell (1976) 8 (3), 405-415);

SP2/0 (Nature (1978) 276 (5685), 269-270);

FO (J. Immunol. Methods (1980) 35 (1-2), 1-21);

$194/5.XX0.BU,1(J.Exp.Med.(1978)148(1),313-3 23);

R210 (Nature (1979) 277 (5692), 131-133), efc.
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Lasfusionescelularesentrelosinmunocitosyceélu las
demielomaserealizanesencialmentemediante métod osconocidos,
por ejemplo, un método de Kohler and Milstein et al., (Métodos

Enzymol. (1981) 73:3-46).

Mas especificamente, la fusion celular puede

realizarse, por ejemplo, en un medio de cultivo con vencional en
presenciadeunagentepromotordefusionescelular es.Losagentes
promotores de fusiones celulares incluyen, por ejem plo,
polietilenglicol (PEG)yvirus SendaiHVJ). De ser necesario, se
agregatambiénunasustanciaauxiliarcomoporejem plosulféxido

de dimetilo para mejorar la eficiencia de la fusion

Larelacion de inmunocitos a células de mieloma pue de
determinarse a discrecion, preferiblemente, por eje mplo, una
célulade mieloma por cadauno adiezinmunocitos. Los mediosde
cultivo a usar para fusiones celulares incluyen, po r ejemplo,
medios adecuados para el crecimiento de lineas celu lares de
mieloma,comoporejemplomedioRPMI1640ymedioME Myotrosmedios
de cultivo convencionales usados para este tipo de cultivo
celular.Adicionalmente,seagreganpreferentemente complementos
desuerocomoporejemplosuerodebovinofetal(FC S,porsussiglas
en inglés).

Paralafusioncelular,se mezclan muybiencantida des
predeterminadas de las células inmunes anteriores y de células
de mieloma en el medio de cultivo mencionado anteri ormente.

Seguidamente, se agrega una solucién PEG (por ejemp lo, el peso
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molecular promedio es de aproximadamente 1,000 hast a 6,000)
precalentada hasta aproximadamente 37°C a una conce ntracion de
generalmente 30% hasta 60% (p/v). Lo anterior se me zcla
cuidadosamente para producir las células de fusion deseadas
(hibridomas). Seguidamente,seagregagradualmente alascélulas

un medio de cultivo apropiado mencionado anteriorme nte y lo

anterior se centrifuga repetidamente para retirar e I
sobrenadante. Por ende, se pueden retirar los agent esde fusion
celular y otros semejantes que no son favorables pa ra el
crecimiento de hibridomas.

Los hibridomas asi obtenidos pueden seleccionarse

mediante un cultivo usando un medio selectivo conve ncional, por
ejemplo,medioHAT (unmediodecultivoguecontien ehipoxantina,
aminopterina y timidina). Se pueden eliminar célula s aparte de
los hibridomas deseados (células no fusionadas) med iante el
cultivo continuado en el medio HAT citado anteriorm ente durante
unperiodo suficiente. Normalmente, el periodoesd evariosdias
hastavarias semanas. Seguidamente, los hibridomas gue producen
el anticuerpo deseado son seleccionados y clonados uno por uno
mediante métodos de dilucion de limitacion convenci onal.

Los hibridomas asi obtenidos pueden seleccionarse

usandounmediodeseleccibnconbaseenelmarcado rparaseleccion
poseidoporelmielomausadoparalafusiéncelular .Porejemplo,
células con deficiencia de HGPRT o TK pueden selecc ionarse

mediante cultivos usando el medio HAT (un medio de cultivo que
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contienehipoxantina,aminopterinaytimidina).Esp ecificamente,
cuando se usan células sensibles a HAT para la fusi on celular,

las células fusionadas exitosamente con células nor males pueden
proliferar selectivamenteenelmedioHAT. Lascélu lasapartede

los hibridomas deseados (células no fusionadas) pue den ser
eliminadas mediante el cultivo continuadoenelmed iOHAT citado
anteriormenteduranteunperiodosuficiente.Especi ficamente,se
pueden seleccionar los hibridomas deseados mediante el cultivo
durantegeneralmentevariosdiasavariassemanas. Seguidamente,
los hibridomas que producen el anticuerpo deseado s on
seleccionados y clonados uno por uno mediante métod 0s

convencionales de dilucién de limitacion.
Los anticuerpos deseados pueden seleccionarse
preferentemente y clonarse uno por uno mediante mét odos

seleccionados con base en la reaccion conocida

antigeno/anticuerpo. Por ejemplo, un anticuerpo mon oclonal que
se une a GPC3 puede unirse a GPC3 expresado en la s uperficie
celular. Talanticuerpo monoclonal puede selecciona rse mediante
clasificacion de células activadas por fluorescenci a(FACS, por
sus siglas en inglés). La clasificacion FACS es un sistema que
evalla el acoplamiento de un anticuerpo a la superf icie de la
célulamedianteelanalisisdelascélulasquesep onenencontacto
con un anticuerpo fluorescente usando rayo lasery midiendo la

fluorescencia emitida por las células individuales.

Pararealizar la seleccion en busca de hibridomas g ue
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producen un anticuerpo monoclonal de la presente in vencion a
través de FACS, primero se preparan células que exp resan GPC3.
Lascélulasusadas preferentemente paralaseleccio nsoncélulas

de mamiferos en las cuales se expresa fuertemente G PC3. A modo
de control, es posible detectar selectivamente la a ctividad de
unanticuerpoaunirsealasuperficiecelularGPC3 usandoceélulas

de mamiferos no transformadas como células hospeder as.
Especificamente, se puedenaislarloshibridomasqu eproducenun
anticuerpo monoclonal anti-GPC3 mediante la selecci on de
hibridomasqueproducenunanticuerpogqueseunea célulasforzadas

a expresar GPC3 pero no a células hospederas.

De manera alternativa, la actividad de un anticuerp 0
aunirseacélulasinmovilizadasqueexpresanGPC3 sepuedeevaluar
con base en el principio de ELISA. Por ejemplo, las células que
expresanGPC3soninmovilizadasenlospocillosde unaplacaELISA.
Los sobrenadantes de cultivo de hibridomas se ponen en contacto
con las células inmovilizadas en los pocillos y se detectan los
anticuerpos que se unen a las células inmovilizadas . Cuando se
derivananticuerposmonoclonalesderaton,sepuede ndetectarlos
anticuerpos unidos a las células usando un anticuer po de
inmunoglobulina anti-ratéon. Los hibridomas que prod ucen un
anticuerpo deseado que tiene la capacidad de unién a antigenos
seseleccionanmediantelaseleccioncitadoanterio rmenteypueden
clonarse mediante un método de dilucion de limitaci on u otros

semejantes.
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Los hibridomas que producen anticuerpos monoclonale S
asipreparados puedenpasar porunmediode cultivo convencional
yalmacenadosennitrégenoliquidoduranteunperio doprolongado.

Los hibridomas anteriores se cultivan mediante un

meétodoconvencionalylosanticuerposmonoclonalde seadospueden
serpreparadosapartirdelsobrenadantedeloscul tivos.Demanera
alternativa, los hibridomas son administrados a mam iferos
compatibles y cultivados en los mismos y los anticu erpos
monoclonales se preparan a partir de ascitis. El pr imer método
es adecuado para preparar anticuerpos de alta purez a.

Los anticuerpos codificados por genes de anticuerpo S
clonados de células que producen anticuerpos, como por ejemplo

los hibridomas citados anteriormente, pueden usarse

preferentementetambién.Seintroduceungendeant icuerpoclonado
enunvectorapropiadoyloanteriorseintroducee nunhospedero
para expresar el anticuerpo codificado por el gen. Los métodos
paraelaislamientodegendeanticuerpos,laintro ducciéndelos
genesenlosvectoresytransformarcélulashospede rasyahansido
establecidos, porejemplo,enVandamme et al ., (Eur.J.Biochem.
(1990)192(3),767-775).Losmétodosdeproduccion deanticuerpos
recombinantes también se conocen, segun se describe a

continuacion.
Por ejemplo, un ADNCc que codifica la regién variabl e
(regién V) de un anticuerpo anti-GPC3 se prepara a partir de

células de hibridoma que expresan el anticuerpo ant i-GPC3. Con
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este objetivo, se extrae primero el ARN totaldelo shibridomas.
LosmétodosusadosparaextraerARNmdelascélulas incluyen, por
ejemplo:

- método de ultracentrifugacion de guanidina
(Biochemistry (1979) 18(24), 5294-5299) y

-método AGPC (Anal. Biochem. (1987) 162(1), 156-15 9)

Los ARNmM pueden purificarse usando el kit de
purificacion ARNm(GEHealthcareBioscience)uotro ssemejantes.
De manera alternativa, los kits para extraer el ARN m total
directamente de las células, como por ejemplo el Kki t de
purificacion QuickPrep ARNm (GE Healthcare Bioscien ce), son

también disponibles comercialmente. Se pueden prepa
apartirde hibridomas con tales kits. Los ADNc que
region V de anticuerpo pueden sintetizarse a partir
preparado usando una transcriptasa inversa. Los ADN
sintetizarse usando el kitde sintesis de ADNc prim
Transcriptasa Inversa AMV (Seikagaku Co.) u otros s
Ademas, el kit de amplificacion de ADNc SMART RACE
elmétodo PCR5’-RACE (Proc. Natl. Acad. Sci. USA(
8998-9002; Nucleic Acids Res. (1989) 17(8), 2919-29
usarse de maneraapropiada parasintetizary amplif

tal proceso de sintesis de ADNc, se pueden introduc
enzimaderestriccionapropiadosdescritosmasadel
extremos de un ADNc.

ElfragmentoADNcdeinterésespurificadoapartir

rarlos ARNm
codificanla
del ARNm
C pueden
erahebracon
emejantes.
(Clontech)y
1988) 85(23),
32) pueden
icar ADNc.En
Ir sitios de

anteenambos

del
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productoPCRobtenidoyseguidamenteseligaaunv ectorADN.Asi,
se construye un vector recombinante y se introduce en E. coli u
otros semejantes. Después de seleccionar la colonia , Seé puede
preparar el vector recombinante deseado a partir de E. coli
formadora de colonias. Seguidamente, se realiza una prueba para
sabersielvectorrecombinantetienelasecuencia denucleotidos
ADNCc de interés mediante un método conocido como po rejemplo el
método de terminacion de cadena de nucledtidos dide SOXi.
Elmétodo5’-RACE elcualusacebadoresparaampli ficar
el gen de regidn variable, se usa de manera conveni ente para el
aislamientodelgenque codificalaregionvariable .Primero, se
construye una biblioteca ADNc 5’-RACE mediante sint esisde ADNCc
usando ARN extraidos a partir de células de hibrido ma como
plantilla. Un kit disponible comercialmente como po rejemplo el
kitdeamplificacion SMARTRACEADNcesusadodema neraapropiada

para sintetizar la biblioteca 5’-RACE ADNCc.

ElgendeanticuerpoesamplificadomediantePCRus ando
la biblioteca 5° ADNc -RACE preparada como plantill a. Los
cebadores para amplificar el gen de anticuerpo de r aton pueden
ser disefiados con base en secuencias génicas de ant icuerpo
conocidas. Lassecuenciasdenucleétidosdelosceb adoresvarian
dependiendo de la subcategoria de inmunoglobulina. En
consecuencia, es preferible que la subcategoria sea determinada
con antelacion usando un kit disponible comercialme nte como por

ejemplo el kitde isotipos de anticuerpo monoclonal deraténlso
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Strip (Roche Diagnostics).

Especificamente,porejemplo,seusanloscebadores que
permitenlaamplificacionde genesque codificanca denaspesadas
vl, v2a, y2by y3ycadenas ligeras Ky A paraaislar genes que
codificanlgGderatdén.Engeneral,seusauncebad orgueseaparea
conunsitioderegidonconstantecercanoalaregio nvariablecomo
un cebador lateral 3’ para amplificar un gen de reg ion variable
IgG. Entretanto, un cebador unido al kit de constru ccion de

biblioteca ADNc 5’ RACE sirve de cebador lateral 5’

Los productos PCR asi amplificados se usan para dar

nuevaformaalasinmunoglobulinascompuestasporu nacombinacion
decadenaspesadasyligeras. Se puede seleccionar unanticuerpo
deseadousandolaactividaddeuniénaGPC3deuna inmunoglobulina
reformada como indicador. Por ejemplo, cuando el ob jetivo es
aislar un anticuerpo contra GPC3, se prefiere mas g ue la unién
el anticuerpo a GPC3 sea especifica. Un anticuerpo gue seunea
GPC3 puede ser seleccionado, por ejemplo, mediante los pasos
siguientes:

(1) poner en contacto una célula que expresa GPC3 ¢ on
un anticuerpo que comprende la region V codificada por un ADNc

aislado de un hibridoma;

(2) detectarlauniondelanticuerpoalascélulas que
expresan GPC3;y

(3) seleccionarunanticuerpoque seunealascélu las

gue expresan GPCa3.
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Los métodos para detectar la unién de un anticuerpo

unas ceélulas que expresan GPC3 son conocidos. Espec
launién de unanticuerpo aunas células que expres
detectarsemediantelastécnicasdescritasanterior
ejemploFACS. Lasmuestrasinmovilizadasde células
GPC3seusandemaneraapropiadaparaevaluarlaac

de un anticuerpo.

Losmétodosdeselecciondelosanticuerpos preferi

que usan la actividad de unién como indicador tambi
métodosdedesplazamientoqueusanvectoresdefago

de seleccion que usavectores de fagos sonventajos
genesdeanticuerpose aislande bibliotecasde sub

cadena pesada y cadena ligera de una poblacion de c
expresan anticuerpos policlonales. Los genes que co
regiones variables de cadena pesada y cadena ligera
vincularse mediante una secuencia de enlazador apro
formar un Fv de cadena unica (scFv, por sus siglas

Los fagos que presentan scFv en su superficie puede
mediantelaintroducciondeungenque codificascF
defago.Losfagosseponenencontactoconunanti
Seguidamente, se puede aislarun ADN que codificas
laactividaddeuniondeinterésmediantelarecopi

unidos a antigeno. Este proceso puede repetirse seg
necesario para enriquecer scFv que tiene la activid

de interés.

ificamente,
an GPC3puede
mentecomopor
queexpresan

tividaddeunion

dos
én incluyen
s.Losmeétodos
oscuandolos
categoriasde
élulas que
difican las
pueden
piada para
en inglés).
n producirse
venunvector
genodeinterés.
cFvquetiene
laciondefagos
an sea

ad de union
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DespuésdelaislamientodelADNcquecodificalare gion
V del anticuerpo anti-GPC3 de interés, se digiere e | ADNc con
enzimas de restriccién que reconocen los sitios de restriccion
introducidos en ambos extremos del ADNc. Las enzima s de
restriccion preferidas reconocen y segmentan una se cuencia de
nucleotidos que aparece en la secuencia de nucleoti dos del gen
de anticuerpo a una baja frecuencia. Ademas, se int roduce
preferentemente un sitio de restriccion correspondi ente a una
enzimaqueproduceunextremopegajosoenunvector paraintroducir
unfragmentodigeridodeunasolacopiaenlaorien tacioncorrecta.
El ADNc que codifica la region V del anticuerpo ant i-GPC3 es
digerido segun se describe anteriormente y lo anter ior se

introduce en un vector de expresion apropiado para

vector de expresion de anticuerpo. En este caso, de

que codifica la regidn constante del anticuerpo (re

gen que codifica la regién V citada anteriormente f
marco, se obtiene un anticuerpo quimérico. En el pr
documento, “anticuerpo quimérico” significa que el

region constante es diferente del origen de laregi

Por ende, ademas de anticuerpos heteroquiméricos hu
ratén,seincluyenanticuerposaloquiméricoshumano
anticuerpos quiméricos de la presente invencién. Se
construirunvectordeexpresiondeanticuerpoquim

la introduccién del gen de regién V citado anterior

vector de expresibn que ya tiene la regién constant

construirun
haberungen
gion C)y un
undidos en
esente
origendela
on variable.
manos/de
/humanoenlos
puede
éricomediante
mente en un

e.



10

15

20

25

91

Especificamente, por ejemplo, una secuencia de reco
correspondiente a una enzima de restriccion que ext
de la regidn V citado anteriormente puede colocarse
apropiadaenellado 5’ de unvectorde expresionq

un ADN gque codifica una region constante de anticue

nocimiento
irpa el gen
de manera
ue transporta

rpo deseado

(regidén C). Un vector de expresion de anticuerpo qu imeérico se

construye mediante la fusion dentro del marco de do S genes

digeridos con la misma combinacion de enzimas de re striccion.
Para producir un anticuerpo monoclonal anti-GPC3, s e

introducen genes de anticuerpo en unvector de expr

que los genes son expresados con el control de una
reguladora de expresion. La region reguladora de ex
correspondiente a la expresion de anticuerpos inclu
ejemplo, reforzadores y promotores. Ademas, se pued
secuencia de sefales apropiada al extremo amino de
anticuerpoexpresadoseasegregadohacialapartee
células.EnlosEjemplosdescritosmasadelante,se

gue tiene la secuencia de aminoacidos MGWSCIILFLVAT
ID NO: 3) como una secuencia de sefiales. Entretanto
unir otras secuencias de sefales apropiadas. El pol
expresado es segmentado en el extreme carboxilo de
citadaanteriormenteyelpolipéptidoobtenidoess

la parte exterior de las células como polipéptido m
Seguidamente, se transforman las células hospederas

con el vector de expresion y se obtienen células re

esionde modo
region
presion
ye, por
e unir una
modo que el
xteriordelas
usaunpéptido
ATGVHS (SEQ
, Se pueden
ipéptido
la secuencia
egregadohacia
aduro.
apropiadas

combinantes
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que expresan el ADN que codifica anticuerpo anti-GP Cs.

Los ADN que codifican la cadena pesada (cadena H) y

cadenaligera(cadenal)delanticuerposeintroduc enporseparado
en vectores de expresion diferentes para expresar e | gen de
anticuerpo. Una molécula de anticuerpo que tiene la s cadenas H
yL puedenserexpresadastransfectando simultaneam entelamisma
célula hospedera con vectores en los cuales se intr oducen
respectivamente genes de cadena H y cadena L. De ma nera
alternativa,sepuedentransformarcélulashospeder asconunsolo
vectordeexpresionenelcualseintroducenlosAD Nquecodifican

las cadenas Hy L (véase documento WO 94/11523).

Existen varias combinaciones conocidas de célula

hospedera/vectordeexpresionparalapreparaciond eanticuerpos
mediante la introduccion de genes de anticuerpos ai slados en
huéspedes apropiados. Todos estos sistemas de expre sién son
aplicables al aislamiento del dominio de unién a an tigenosy el
dominio de unién a CD3s de la presente invencion. L as células
eucariotas apropiadas usadas como células hospedera s incluyen
células de animales, células de plantas y células d e hongos.
Especificamente, las células de animalesincluyen, por ejemplo,

las células siguientes.

(1) células de mamiferos: CHO, COS, mieloma, rifién de

hamster bebé (BHK), HelLa, Vero u otros semejantes;
(2) células de anfibios: Oocitos Xenopus u otros

semejantes; y
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(3) células de insectos: sf9, sf21, Tn5 u otros

semejantes.

Adicionalmente, como célula de planta, se conoce un
sistema de expresion de genes de anticuerpo que usa células
derivadasdelgénero Ni cot i ana comoporejemplo Ni coti anatabacum
Células cultivadas en callos pueden usarse de maner a apropiada

para transformar las células de plantas.

Ademas, las células siguientes pueden usarse como
células de hongos:

levaduras: género Saccharonyces como por ejemplo
Saccharonyces cerevi si ae, género Pi chi a comoporejemplo Pi chi a
pastoris;y

hongos filamentosos: género Aspergillus como por
ejemplo Aspergillus niger.

Ademas, se conocen también aquellos sistemas de

expresion de anticuerpos que utilizan células proca riotas. Por
ejemplo, cuando se usan células bacterianas, se pue den utilizar
adecuadamente células E. col i, células Baci |l | us subtilis yotras
semejantes en la presente invencién. Los vectores d e expresion
gue portan los genes de anticuerpos son introducido S a estas
células mediante transfeccion. Las células transfec tadas se
cultivan i nvi tr o yelanticuerpodeseadopuedeprepararseapartir

del cultivo de células transformadas.
Ademasdelascélulashospederascitadasanteriorme nte,

puedenusarsetambiénlosanimalestransgénicospar aproducirun
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anticuerporecombinante.Esdecir,elanticuerpopu edeobtenerse
deunanimalalcualseintroduceelgenquecodifi caelanticuerpo
deinterés. Porejemplo, se puede construirelgen de anticuerpo
como un gen de fusion mediante la introduccién dent ro del marco
enungenque codificaunaproteinaproducidaespec ificamenteen
la leche. Se puede usar B-caseina de cabra u otros semejantes,
porejemplo,comolaproteinasegregadaenlaleche .Seintroducen
los fragmentos de ADN que contiene el gen fusionado introducido
con el gen de anticuerpo en un embridn de cabray s eguidamente
se introduce este embridn en una cabra hembra. Los anticuerpos
deseados pueden obtenerse como una proteina fusiona da con la
proteina de leche producida por la cabra transgénic a nacida de
la cabra receptora del embrion (o descendencia de | a misma).
Adicionalmente,paraincrementarelvolumendelech equecontiene
elanticuerpodeseadoproducidoporlacabratransg énica,sepuede
administrar hormonas a la cabra transgénica seguin s eanecesario
(Ebert, K. M. et al ., Bio/Technology (1994) 12 (7), 699-702).

Cuando se administra a un humano una molécula que s

une al antigeno descrita en el presente documento, puede usarse
de manera apropiada como el dominio de unién a anti geno del
complejoundominiodeuniénaantigenoderivadode unanticuerpo

recombinante  genéticamente que ha sido  modificado
artificialmente parareducirlaantigenicidad heter Ologacontra
el humano y otros semejantes. Tales anticuerpos rec ombinantes

genéticamente incluyen, por ejemplo, anticuerpos hu manizados.



10

15

20

25

95

Estos anticuerpos modificados se producen de manera

través de métodos conocidos.

Unaregién variable de anticuerpo usada para produc

eldominiodeunionaantigenodeunamoléculaque
descrita en el presente documento generalmente esta
tresregionesdedeterminaciondecomplementariedad
siglas eninglés) separadas por cuatro regiones de

por sus siglas en inglés). La CDR es una region que
sustancialmente la especificidad de unién de un ant
secuenciasde aminoacidos delas CDR sonaltamente
otrolado, lassecuenciasdeaminoacidoque forman
tienen unaidentidad alta incluso en anticuerpos co
especificidades de union. En consecuencia, generalm
especificidaddeuniondeciertoanticuerpopuedes

en otro anticuerpo mediante injerto de CDR.

apropiadaa

seunealantigeno
formado por
(CDR,porsus
armazon (FR,
determina
icuerpo. Las
diversas. Por
laFRamenudo
n diferentes
ente, la

erintroducida

Se denomina también al anticuerpo humanizado como

anticuerpo humano reformado. Especificamente, se co
anticuerposhumanizados preparados medianteinjerto
anticuerpo animal no humano, como por ejemplo un an
ratbn en un anticuerpo humano y otros semejantes. S
también las técnicas de ingenieria genética de uso
obtener anticuerpos humanizados. Especificamente, p
se conoce la extension por solapamiento PCR como un
injerto de anticuerpo de ratébn CDR en FR humano. En

por solapamiento PCR, se agregaalos cebadoresuna

nocen los
deCDRdeun

ticuerpo de
e conocen
comun para

or ejemplo,
método de

la extension

secuenciade
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nucleotidosquecodificaaanticuerpoderatonCDR aserinjertado
para sintetizar un anticuerpo humano FR. Se prepara n cebadores
para cada una de las cuatro FR. Generalmente se con sidera que
cuando serealizaelinjerto de CDR de ratbnenun FR humano, la
seleccion de una FR humano que tiene una alta ident idad con una
FR de raton resulta ventajosa para mantener la func ion CDR. Es
decir,generalmenteespreferibleusarunFRhumano gquecomprende
unasecuenciadeaminoacidoslacualtieneunaalta identidadcon
respecto ala secuenciade aminoacidos de la FR ady acenteal CDR

de raton a ser injertado.

Lassecuenciasdenucledtidosaserligadassedise fan
de modoque se conectanentre sidentrodelmarco. LasFRhumanas
sesintetizanporseparadousandoloscebadoresres pectivos.Como
resultado,seobtienenproductosenloscualeselA DNquecodifica
CDRderaténestaconectadoal ADNindividualquec odificalaFR.

Las secuencias de nucle6tidos que codifican CDR de ratbnde cada
producto se disefian de modo que se traslapan entre si.
Seguidamente, se realiza una reaccién de sintesis d e cadena
complementaria para aparearse con las regiones CDR de traslape
delosproductos sintetizados usandoungende anti cuerpohumano
como plantilla. Las FR humanas se ligan por nedi o de secuencias

CDR de ratén mediante esta reaccion.
ElgendelaregionV delongitud completa, enlac ual
se ligan tres CDR y cuatro FR en Ultima instancia, se amplifica

usandocebadoresqueseapareanconsuextremo5’o 3’,loscuales
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se agregan con secuencias de reconocimiento de enzi
restriccion adecuadas. Un vector de expresion para
humanizado puede producirse mediante la introduccié
obtenido segun se describe anteriormente y un ADN q
una region C de anticuerpo humano en un vector de e
modo que los mismos se ligaran dentro del marco. De
transfectar el vector recombinante en una célula ho
establecer células recombinantes, las células recom
cultivan, y el ADN que codifica el anticuerpo human
expresado para producir el anticuerpo humanizado en
celular (véase, Patente Europea Publicacion No. EP

Publicacion de Patente Internacional No. WO 1996/02

Mediante la medicién y la evaluacién cualitativa o

cuantitativadelaactividaddeuniénaantigenode
humanizadosproducidossegunsedescribeanteriorme
seleccionar de manera adecuada las FR de anticuerpo
permitan alas CDR formar unsitio favorable de uni

cuando se ligan através de las CDR. Los residuos d
enlasFRpuedensustituirse seguinseanecesario,d

CDR de un anticuerpo humano reformado forman un sit

de uniénaantigeno. Porejemplo, las mutaciones de
aminoacidos pueden ser introducidas en las FR media
aplicaciéon del método PCR usado para injertar una C

en un FR humano. M&s especificamente, se pueden int

mutacionesparcialesdesecuenciadenucledtidosen

mas de
anticuerpo
n del ADN
ue codifica
xpresion de
spués de
spedera para
binantes se
izado es
el cultivo
239400 y
576).

losanticuerpos

nte,sepueden
humano que
6naantigeno
e aminoacido
emodoquelas
io apropiado
secuenciade
nte la
DR de ratén
roducir

cebadoresque
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seapareanconlaFR.Seintroducenlassecuencias

denucleétidos

en las FR sintetizadas mediante otros cebadores sem ejantes. Las
secuencias mutantes que tienen las caracteristicas deseadas
pueden seleccionarse midiendo y evaluando la activi dad del
anticuerpo mutante sustituido en el aminoacido para unirse al
antigeno mediante el método citado anteriormente (S ato, K. et.
al ., Cancer Res. (1993) 53: 851-856).

Demaneraalternativa,losanticuerposhumanosdese ados
puedenobtenerseinmunizandoanimalestransgénicos guetienenel
repertorio completo de genes de anticuerpos humanos (véase
documentos WO 1993/012227; WO 1992/003918; WO 1994/ 002602; WO
1994/025585; WO 1996/034096; WO 1996/033735) a trav és de la
inmunizacion con ADN.

Ademas, seconocentambiénlastécnicasde preparac ion
deanticuerposhumanosporcribausandobibliotecas deanticuerpos
humanos. Por ejemplo, la region V de un anticuerpo humano es
expresada como un anticuerpo de cadena uUnica (ScFv) en la
superficie del fago a través del método de desplieg ue de fagos.
Sepuedenseleccionaraquellosfagos que expresanu nscFvquese
unealantigeno. Lasecuenciade ADN que codifical aregionVdel

anticuerpo humano que se une al antigeno puede ser
analizandolosgenesdelosfagosseleccionados. Se
secuencia de ADN de los scFv que se une al antigeno
unvectordeexpresibnmediantelafusiondelasec

VdentrodelmarcoconlasecuenciadelaregionC

determinada
determinala
. Se prepara
uenciaderegion

deunanticuerpo
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humano deseado y la introduccion de lo anterior en un vector de
expresion apropiado. El vector de expresion se intr oduce enlas
células apropiadas para la expresion como por ejemp lo aquellas
descritasanteriormente.Elanticuerpohumanopuede serproducido
mediantelaexpresiondegenesquecodificanelant icuerpohumano
enlascélulas.Estosmétodossonconocidosenlaa ctualidad(véase
documentos WO 1992/001047; WO 1992/020791; WO 1993/ 006213; WO
1993/011236; WO 1993/019172; WO 1995/001438; WO 199 5/015388).

Un dominio que comprende una region variable de
anticuerpo que tiene actividad de unién a glipicano -3 (GPC3)

En el presente documento, la frase “un dominio que

comprende unaregién variable de anticuerpo que tie ne actividad
de unién a glipicano-3 (GPC3)”, se refiere a una po rcién de
anticuerpo que comprende una regidén que se une espe cificamente
alaproteinaGPCRmencionadaanteriormente,oato daounaporcion
de un péptido parcial de la proteina GPC3, y tambié n es
complementaria a esta. Los dominios que comprenden una regiéon
variable de anticuerpo pueden ser proporcionados a partir de
dominios variables de uno o una pluralidad de antic uerpos.
Preferiblemente,losdominiosquecomprendenunare gidénvariable
de anticuerpo comprenden regiones variables de cade naligeray
cadenapesadadeanticuerpo(VLyVH).Ejemplosade cuadosdetales
dominiosquecomprendenregionesvariablesdeantic uerpoincluyen
“Fvde cadenaunica(scFv)”, “anticuerpode cadena anica”,“Fv”,

“Fv 2 de cadena unica (scFv2)”, “Fab”, “F(ab’)2”, e tc.
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Un dominio que comprende una region variable de

anticuerpo que tiene actividad de union al complejo
células T

Enlapresente, lafrase “undominio que comprende
region variable de anticuerpo que tiene actividad d
complejo receptor de células T, se refiere a una p
anticuerpo que se une al complejo del receptor de ¢
comprende una regidn que se une especificamente a t
porcion de un complejo receptor de células T y tamb
complementaria a esta. El complejo receptor de célu
serunreceptordecélulas Tmismo,ounamolécula
constituyeuncomplejoreceptordecélulasTjunto

de células T. La CD3 es adecuada como una molécula

receptor de

una

e union al

orcion de
élulas T que

oda o auna

ién es

las T puede

adaptadoraque
conunreceptor

adaptadora.

Un dominio que comprende una region variable de

anticuerpo que tiene actividad de union al receptor
T
Enlapresente,lafrase“undominioque comprende
region variable de anticuerpo que tiene actividad d
receptor de células T”, se refiere a una porcion de
gue se une al receptor de células T, producidas inc
region que se une especificamente a toda o una porc
receptor de células T y también es complementaria a
LaporciéndeunreceptordeceélulasTalcualeld
de la presente invencion se une, puede ser una regi

0 una regién constante, pero se prefiere un epitopo

de células

una
e union al
anticuerpo
luyendo una
ion de un
esta.
ominio
6n variable

presente en



10

15

20

25

101

laregionconstante.Ejemplosdelasecuenciadere giébnconstante
incluye la cadena o del receptor de células T del Acceso de la
RefSeqNo.CAA26636.1 (SEQIDNO:4),lacadena g delreceptorde
célulasTdelAccesodeRefSeqNo.C25777(SEQIDN 0O:5),lacadena
vldelreceptordecélulas TdelAccesode RefSeqNo .A26659(SEQ
ID NO:6), la cadena v2 del receptor de células T del Acceso de

RefSeq No. AAB63312.1 (SEQ ID NO:7), y lacadena 5 del receptor
de células T del Acceso de RefSeq No. AAA61033.1 (S EQ ID No:8).

Un dominio que comprende una region variable de

anticuerpo que tiene actividad de unién a CD3

Enlapresente, lafrase “undominio que comprende una
regionvariabledeanticuerpoquetieneactividadd eunionaCDR3”,
serefiereaunaporciondeanticuerpoqueseunea CD3producida
incluyendo una region que se une especificamente a toda o una

porcibn de CD3 y es también complementaria a esta.

Preferiblemente, eldominio comprende las regiones variablesde
cadenapesadaycadenaligera(VLyVH)deunantic uerpoanti-CD3.

Ejemplosadecuadosdetaldominioincluyenuna“Fv decadenaunica
(scFv)”,“anticuerpodecadenaunica”,“Fv”,“Fv2 decadenaunica

(scFv2)’, “Fab”, “F(ab’)2”, etc.

El dominio que comprende una region variable de

anticuerpo que tiene actividad de unién a CD3 de la presente
invencion, puede ser cualquier dominio que se une a | epitopo en
lamedidaenqueelepitopoexisteenlasecuencia delacadena- v,

cadena- 3,0cadena- esqueconstituyelaCD3humana.Enlapresente
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invencion, preferiblemente, un dominio que comprend
variabledecadenaligera(VL)deanticuerpoanti-C

variable de cadenapesada (VH) de anticuerpo anti-C

a un epitopo presente en la region extracelular de

del complejo CD3 humano, es adecuadamente usada. Ad
region variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo

region variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo

descritaenlosEjemplos,variosdominiosdeunion

eunaregion
D3yunaregion
D3 queseune
la cadena ¢
emas de la
anti-CD3 'y
anti-CD3

aCD3conocidos

que contienen una region variable de cadena ligera (VL) de
anticuerpoqueseuneaCD3yunaregionvariabled ecadenapesada
(VH) de anticuerpo que se une a CD3, y aquellas del anticuerpo
OKT3 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, 4914-49 17), son
adecuadamente usadas como tales dominios. Se puede usar
apropiadamente un dominio que contiene la region va riable de
anticuerpo derivado del anticuerpo anti-CD3 que tie ne las
propiedades deseadas, el cual se obtiene inmunizand o un animal

deseadoporelmétodomencionadoanteriormenteusan
cadena- & o0 cadena-
anticuerpos humanos y anticuerpos apropiadamente hu
comosedescribeanteriormente, puedenserapropiad
comoelanticuerpoanti-CD3paradarorigenaldomi

la region variable del anticuerpo que tiene activid

a CD3. Con respecto a la estructura de la cadena-

cadena- &,queconstituyelaCD3,sussecuenciasdepolinucl

semuestranenlasSEQIDNOs:9(NM_000073.2),10

dolacadena- Y,

g, que constituyen el CD3 humano. Los

manizados
amenteusados
nioquecontiene
ad de union
v, cadena- §,0
eotido

(NM_000732.4),
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y11(NM_000733.33),ysussecuenciasde polipéptid 0semuestran
en las SEQ ID NOs: 12 (NP_000064.1), 13 (NP_000723. 1),y 14
(NP_000724.1) (el namero de acceso RefSeq se muestr a en

paréntesis).

Los dominios que contienen la region variable de

anticuerpoenlasmoléculasqueseunenalantigeno delapresente
invencion,puedenunirsealmismoepitopo.Enlapr esente,elmismo
epitopo puede estar presente en una proteina que co mprende la
secuenciadeaminoacidodelaSEQIDNO:2014.Alt ernativamente,
los dominios que contienen la region variable de an ticuerpo en
las moléculas que se unen al antigeno de la present e invencion,
pueden unirse a diferentes epitopos, respectivament e. En la
presente, los diferentes epitopos pueden estar pres entesenuna
proteina que comprende la secuencia de aminoacido d elaSEQID
NO:2 o 14.

Especificidad

El término “especifico” significa que una molécula

involucrada en la union especificamente no muestra union
significativa a moléculas distintas de una molécula Unica o un
namero de moléculas asociadas a la unién. Ademas, e | término
tambiénseusacuandoundominioque contieneunar egidnvariable
deanticuerpoesespecificoaunepitopoparticular entreepitopos
multiples en unantigeno. Cuando un epitopounido p orundominio
gue contiene unaregién variable de anticuerpo esta incluidoen

un numero de diferentes antigenos, las moléculas qu e seunen al



10

15

20

25

104

antigenoquecomprendeneldominioquecontienela
de anticuerpo, pueden unirse a varios antigenos que
epitopo.

Epitopo

“Epitopo” significa un determinante antigénico en u

antigeno y se refiere a un sitio de antigeno al cua

dominio de una molécula que se une al antigeno que

region variable de anticuerpo descrita en la presen

modo, por ejemplo, el epitopo puede ser definido de

con su estructura. De manera alternativa, el epitop

definido de conformidad con la actividad de union a

unamoléculagueseunealantigenoquereconoceel

el antigeno es un péptido o polipéptido, el epitopo

especificado por residuos de aminoacido que forman

Demaneraalternativa,cuandoelepitopoesunacad

el epitopo puede ser especificado mediante su caden

de estructura de azUcar.
Unepitopolinealesunepitopoquecontieneunepi

cuyasecuenciaprimariade aminoacidoesreconocida

linealnormalmente contienealmenostresy, masfr

al menos cinco, por ejemplo, aproximadamente 8 a 10

aminoacidos en su secuencia especifica.

regionvariable

tienen el

| se une un
incluye una
te. De este
conformidad
0 puede ser
antigeno de
epitopo.Cuando
puede ser
el epitopo.
enadeazucar,

aespecifica

topo
.Talepitopo
ecuentemente,

06 az20

En contraste al epitopo lineal, “epitopo

conformacional” es un epitopo en el cual la secuenc

deaminoacidoquecontieneelepitoponoeselunic

ia primaria

odeterminante
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de los epitopos reconocidos (por ejemplo, la secuen

de aminoacido de un epitopo conformacional no es re
necesariamente por un anticuerpo que define epitopo
epitopos conformacionales pueden contener un ndamero
aminoacidos en comparacion con los epitopos lineale
anticuerpo que reconoce epitopos conformacionales r
estructuratridimensionalde unpéptidooproteina.

cuando una molécula de proteina se doblay forma un
tridimensional, las cadenas principales de aminoaci
polipéptidos que forman un epitopo conformacional s
elepitopo se vuelvereconocible paraelanticuerpo

para determinar las conformaciones de epitopo inclu
ejemplo,cristalografiaderayos X,resonanciamagn
bidimensional,marcadogiratorioespecificodesiti
paramagnética de electrones, pero no son ejemplos t
Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols in Me

Molecular Biology (1996), Vol. 66, Morris (ed.).

cia primaria
conocida
s). Los
mayor de
s. Un
econoce la
Porejemplo,
aestructura
dos y/o
e alineany
.Losmétodos
yen, por
éticanuclear
oyresonancia
axativos.

thods in

Se ejemplifica mas adelante un método para confirma

launidonaun epitopo porunamoléculaqueseunea

comprende un dominio que contiene una regidn variab
anticuerpo quetiene actividad de unibona GPC3,yu

confirmar la unién a un epitopo por una molécula qu
antigenodepruebaquecomprendeundominioquecon

variable de anticuerpo que tiene actividad de union

receptordecélulasT,tambiénpuede serrealizado

lantigenoque

le de
nmétodo para

e se une al

tieneunaregion

al complejo

adecuadamente
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de conformidad con los ejemplos siguientes.

Por ejemplo, se puede confirmar el reconocimiento d

unepitopolinealpresenteenlamoléculadeGPC3p

gue se une al antigeno de prueba que comprende un d
contiene una region variable de anticuerpo que tien
deunidbnaGPC3. Sesintetizaunpéptidolinealque

secuenciadeaminoacidosqueformaeldominioextra

para el objetivo citado anteriormente. El péptido p

sintetizarse quimicamente. Alternativamente, se pue
mediante técnicas de ingenieria genética usando una

codificala secuencia de aminoacidos correspondient

extracelular en un ADNc de GPC3. Seguidamente, se e

actividad de unién entre un péptido lineal que comp
secuencia de aminoacido que constituye el dominio e

y la molécula que se une al antigeno de prueba que
dominioque contiene unaregioénvariable de anticue

la actividad de union a GPC3. Por ejemplo, ELISA el
péptido lineal inmovilizado como el antigeno, puede
evaluacion de la actividad de unién de la molécula
antigeno hacia el péptido. De manera alternativa, |

de unién haciaun péptido lineal puede ser elucidad

el nivel de inhibicion causado por el péptidolinea
delamoléculaqueseunealantigenoacélulasque

Estas pruebas pueden elucidar la actividad de union

moléculas que se unen al antigeno hacia el péptido

orunamolécula
ominio que
e actividad
comprendeuna
celulardeGPC3
uede
de obtener
region que
e aldominio
valia la
rende la
xtracelular
comprende un
rpoquetiene
cual usaun
permitir la
de union al
a actividad
aconbaseen
lenlaunion
expresanGPC3.
de las

lineal.



10

15

20

25

107

Ademas, el reconocimiento de la estructura

tri-dimensionaldelepitopoporunamoléculaquese

depruebaguecomprendeundominioquecontieneuna

de anticuerpo que tiene actividad de union a GPC3 p

confirmadoabajo. Se preparanlascélulasque expre

elpropésitocitadoanteriormente.Porejemplo,cua

que se une al antigeno de prueba que comprende un d

contiene una region variable de anticuerpo que tien

de union a GPC3 contacta células que expresan GPC3,

fuertementealascélulas,peroporotrolado,exis

la molécula que se une al antigeno no se une sustan

péptido lineal inmovilizado que comprende la secuen

aminoacido que constituye el dominio extracelular d

estos casos, “no se une sustancialmente”, se refier

actividad de union de 80% o menos, en general 50% o

preferiblemente 30% o menos, y particularmente pref

15% o menos, con relacion a la actividad de union h

gue expresan GPC3 humano.
Losmétodosparasometerapruebalaactividaddeu

de unamolécula que se une al antigeno de prueba qu

dominiode uniénaantigeno GPC3 haciacélulas que

incluyen, por ejemplo, los métodos descritos en Ant

Laboratory Manual (Ed Harlow, David Lane, Cold Spri

Laboratory(1988)359-420).Especificamente,laeva

realizarse con base en el principio de ELISA o medi

unealantigeno
regionvariable
uede ser
sanGPC3para
ndolamolécula
ominio que
e actividad
se une
tencasoscuando
cialmente al
cia de
e GPC3. En
e a una
menos,
eriblemente

acia células

nion
e contiene un
expresanGPC3
ibodies: A
ng Harbor
luaciénpuede

ante
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clasificacion de células activadas por fluorescenci a (FACS)
usando células que expresan GPC3 como antigeno.

En el formato ELISA, la actividad de unién de una

moléculaque seunealantigenode pruebaque conti eneundominio
de unidén a antigeno GPC3 hacia células que expresan GPC3 puede
ser evaluada de manera cuantitativa comparando los niveles de
sefales generadas por la reaccién enzimatica. Espec ificamente,
seagregaunamoléculaqueseunealantigenodepr uebaaunaplaca
ELISA sobre la cual las células que expresan GPC3 h an sido
inmovilizadas. Seguidamente, se detecta la molécula gue se une
al antigeno de prueba unida a las células usando un anticuerpo
marcadoporenzimaquereconocelamoléculaquese unealantigeno
de prueba. De maneraalternativa, cuando se usaFAC S, seprepara
una serie de dilucién de una molécula que se une al antigeno de
pruebay eltitulador de unién aanticuerpo parala scélulasque
expresan GPC3 puede ser determinado para comparar | a actividad
de unién de la molécula que se une al antigeno de p rueba hacia

células que expresan GPC3.

Launiéndeunamoléculaqueseunealantigenode prueba
hacia un antigeno expresado en la superficie de cél ulas
suspendidas en amortiguador u otros semejantes pued e detectarse
usando un citdmetro de flujo. Entre los citbmetros de flujo
conocidosseincluyen,porejemplo,losdispositivo ssiguientes:

FACSCanto™ ||

Falsaria™
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FACSArray™

FACSVantage™ SE

FACSCalibur™ (todos son marcas comerciales de BD

Biosciences)
EPICS ALTRA HyPerSort
Cytomics FC 500

EPICS XL-MCL ADC EPICS XL ADC

Cell Lab Quanta/Cell Lab Quanta SC (todos son marca

comerciales de Beckman Coulter)

Los métodos preferibles para someter a ensayo la

actividaddeuniéondeunamoléculagueseunealan
guecontieneundominiodeunionaantigenoGPC3ha
incluyen, porejemplo, elmétodosiguiente. Primero

gue expresan GPC3 reaccionan con una molécula que s
antigeno de prueba y seguidamente lo anterior se ma
anticuerpo secundario marcado con FITC que reconoce
depolipéptidos.Lamoléculaqueseunealantigeno

diluida de manera apropiada con un amortiguador ade
preparar el complejo a una concentracion deseada. P
elcomplejopuedeusarseaunaconcentraciondentro

de 10 pg/ml hasta 10 pg/ml. Seguidamente, se determ
intensidad de fluorescencia y contenido en células
FACSCalibur (BD). La intensidad de fluorescencia ob
mediante andlisis usando el software CELL QUEST (BD

el valor de media geométrica, reflejala cantidad d

tigenodeprueba
ciaunantigeno
,lascélulas
e une al
rca con un
el complejo
depruebasera
cuado para
or ejemplo,
delintervalo
ina la
usando
tenida
), es decir,

e anticuerpo
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unido acélulas. Esdecir, laactividad de uniénde unamolécula
gue se une al antigeno de prueba, la cual esta repr esentada por
lacantidaddelamoléculaqueseunealantigenod epruebaunida,
puede ser determinada midiendo el valor de media ge ometrica.
Elhecho de que unamolécula que se une al antigeno de
pruebaque contiene undominio de unionaantigeno GPC3comparte
0 NO un epitopo comun con otra molécula que se une al antigeno,
puede ser evaluada con base en la competencia entre los dos
complejos por el mismo epitopo. La competencia entr e moléculas
gue se unen al antigeno puede detectarse mediante | a prueba de
bloqueo cruzado u otros semejantes. Por ejemplo, la prueba
competitiva ELISA es una prueba de bloqueo cruzado preferida.
Especificamente, en una prueba de blogueo cruzado, la
proteina GPC3 inmovilizada en los pocillos de una p laca de
microtitulacion esincubada previamente en presenci aoausencia
de una molécula que se une al antigeno competidor c andidato y
seguidamenteseagregaalmismounamoléculaquese unealantigeno
de prueba. La cantidad de la molécula que se une al antigeno de
pruebaunidaalaproteinaGPC3enlospocillosest aindirectamente
correlacionada con la capacidad de unién de la molé cula que se
une al antigeno competidor candidato que compite po rlauniénal
mismo epitopo. Es decir, a mayor afinidad de la mol éculaque se
une al antigeno competidor por el mismo epitopo, me nor sera la
actividaddeunidndelamoléculaqueseunealant igenodeprueba

hacia los pocillos cubiertos de proteina GPCS3.
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La cantidad de la molécula que se une al antigeno d e
pruebaunidaalos pocillos mediante laproteina GP C3, puedeser
determinadafacilmente mediante elmarcadodelamo léculaquese
unealantigenoconantelacion.Porejemplo,semid eunamolécula
gue se une al antigeno marcado con biotina usando u n conjugado
deavidina/peroxidasayunsustratoapropiado.Enp articular,la
prueba de bloqueo cruzado que usa etiquetas de enzi ma, cComo por
ejemplo peroxidasa se denomina “prueba competitiva ELISA”. La
moléculaque se une alantigenotambién puede marca rse conotras
sustancias de marcado que permitan deteccion o medi cion.
Especificamente, se conocen las marcas radioactivas ,las marcas

fluorescentes y otras semejantes.

Cuando la molécula que se une al antigeno competido r
candidato puede bloquear la unién mediante una molé cula que se
une al antigeno de prueba que contiene un dominio d e unién a
antigeno GPC3 en almenos 20%, preferentemente alm enos20a50%
y, mas preferentemente, al menos 50% en comparacion con la
actividaddeunionenunexperimentocontrolrealiz adoenausencia
de la molécula que se une al antigeno competidor, s e determina
que la molécula que se une al antigeno de prueba se une
considerablemente al mismo epitopo unido por la mol écula que se
unealantigenocompetidorocompiteporlauniona Imismoepitopo.

Cuandosehaidentificadopreviamentelaestructura de
unepitopounidoporunamoléculagueseunealant igenodeprueba

gue contieneundominiode unidbnaantigenoGPC3,e Ihechodeque
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losmoléculasqueseunenalantigenodepruebayc
onounepitopo comun puede serevaluado mediante |
de las actividades de union de los dos moléculas qu
antigeno hacia un péptido preparado mediante la int
mutaciones de aminoacido en el péptido que forma el
Para medir las actividades de union
anteriormente, porejemplo,secomparanlasactivid
delasmoléculasqueseunenalantigenodeprueba
unpéptidolinealal cual seintroduce unamutacion
ELISA citado anteriormente. Ademas de los métodos E
actividad de union hacia el péptido mutante unido a
puedeserdeterminadahaciendocircularlasmolécul
al antigeno de prueba y control en la columna y cua
seguidamente la molécula que se une al antigeno elu
soluciondeelucion. Se conocen métodos paraabsorb

mutante en una columna, por ejemplo, en forma de un

fusion GST.

De maneraalternativa, cuando el epitopoidentifica

es un epitopo conformacional, el hecho de que las m
seunenalantigenode pruebay controlcompartano
comunpuedeserevaluadoconayudadelmétodosigui
sepreparancélulasqueexpresanGPC3ycélulasque

con una mutacion introducida en el epitopo. Se agre
moléculas que se unen al antigeno de prueba y contr

suspensioncelularpreparadamediantesuspensionde

ontrolcomparten

acomparacion
e se unen al
roduccion de

epitopo.

citadas

adesdeunion
ycontrolhacia
enelformato
LISA, la
unacolumna
asqueseunen
ntificando
ido en la
erunpéptido

péptido de

do

oléculas que
nounepitopo
ente.Primero,
expresanGPC3
gan las
ol a una

estascélulas
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enunamortiguadorapropiado,comoporejemploPBS. Seguidamente,
se lavan de manera apropiada las suspensiones celul ares con un
amortiguadoryseagregaalamismaunanticuerpom arcadoconFITC
gue reconoce a las moléculas que se unen al antigen o de prueba
ycontrol. Laintensidad de fluorescenciay elnime rode células
marcadas con el anticuerpo marcado se determinan us ando
FACSCalibur(BD).Lasmoléculasqueseunenalanti genodeprueba
y control se diluyen de manera apropiada usando un amortiguador
adecuadoyaconcentracionesdeseadas.Porejemplo, puedenusarse
a una concentracion dentro del intervalo de 10 pug/m | hasta 10
ng/ml.Laintensidaddefluorescenciadeterminadap orelanalisis
con el software CELL QUEST (BD), es decir, el valor de media
geomeétrica, refleja la cantidad de anticuerpo unido a células
marcado. Es decir, las actividades de unién de molé culas que se
unenalantigenodepruebaycontrol,representadas porlacantidad
deanticuerpomarcadounido, puedenserdeterminada smidiendoel

valor de la media geométrica.

Enelmétodo citado anteriormente, elhechode que una
molécula que se une al antigeno “no se une consider ablemente a
las células que expresan GPC3 mutante” puede ser ev aluado, por
ejemplo, con el método siguiente. Primero, las molé culas que se
unen al antigeno de prueba y control unidos a las ¢ élulas que
expresan GPC3 mutante son marcados con un anticuerp 0 marcado.
Seguidamente, sedeterminalaintensidaddefluores cenciadelas

células. Cuando se usa FACSCalibur para la deteccié n de
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fluorescencia mediante citometria de flujo, la inte nsidad de
fluorescenciadeterminada puede analizarse conels oftware CELL
QUEST.Delosvaloresdemediageomeétricaenpresen ciayausencia
delamoléculaque seunealantigeno, se puedecal cularelvalor
decomparacion(Media A-geométrica)deconformidadconlaférmula

siguiente para determinar la relacion de incremento en la
intensidad de fluorescencia como resultado de la un ion por la

molécula que se une al antigeno.
Media A-geométrica=Mediageométrica(enpresenciade
lamoléculaqueseunealantigeno)/Mediageométric a(enausencia

de la molécula que se une al antigeno)

El valor de comparacion de la media geométrica (val or
Media A-geométricaparalamoléculamutanteGPC3)determin adopor
elandlisis citado anteriormente, el cualreflejal acantidadde
unamoléculaque seunealantigenode pruebaunido alascélulas
gueexpresanGPC3mutante,secomparaconelvalor decomparaciéon
Media A-geométricaque reflejalacantidaddelamolécula guese
une al antigeno de prueba unido a células que expre san GPC3. En
este caso, las concentraciones de la molécula que s e une al
antigeno de prueba usado para determinar los valore s de
comparacion de la Media A-geométrica correspondientes a las
célulasqueexpresanGPC3ylascélulasqueexpresa nGPC3mutante
se ajustan preferentemente de manera particular par a que sean
iguales o considerablemente iguales. Se usa una mol écula que se

unealantigenodelcualse haconfirmadoquerecon oceunepitopo
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en GPC3 como una molécula que se une al antigeno co lor.
SielvalordecomparaciondeMedia A-geométricadeuna
moléculaqueseunealantigenodepruebacorrespon dienteacélulas
gue expresan GPC3 mutante esinferioral valordec omparacionde
la Media  A-geométrica de la molécula que se une al antigeno d e
prueba para células que expresan GPC3 en al menos 8 0%,
preferentemente 50%, mas preferentemente 30% y part icularmente
preferentemente 15%, luegolamoléculaque seunea lantigenode
prueba “no se une considerablemente a las células g ue expresan
GPC3 mutante”. La férmula para determinar el valor media
geométrica(Mediageométrica) se describeenlaGui adelUsuario
del software CELL QUEST (BD Biosciences). Cuando la comparacion
muestra que los valores de comparacion son consider ablemente
equivalentes, se puede determinar que el epitopo pa ra las
moléculas que se unen al antigeno de pruebay contr olseaigual.
Fragmento variable (Fv )

En el presente documento, el término “fragmento

variable(Fv)"serefierealaunidadminimadeun dominiodeunion

a antigeno derivado de anticuerpo que esta compuest o de un par
de la region variable de cadena ligera de anticuerp o(VL)yla
region variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) . En 1988,
SkerraandPluckthunhallaronque se puedenprepara ranticuerpos
homogéneosy activos a partir de lafraccién de per iplasmade E.
col i mediantelaintroducciéndeungendeanticuerposa guasdebajo

delasecuenciade sefialesbacterianaseinduciendo laexpresion
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delgenen E. coli (Science (1988)240(4855),1038-1041). Enel
Fv preparado de la fraccion de periplasma, VH se vi ncula con VL
de manera que se une a un antigeno.

En el presente documento, Fv preferentemente incluy e,
por ejemplo, un par de Fv el cual es una molécula q ue se une al
antigeno u otros semejantes que comprende:

(1) un dominio de unién a antigeno bivalente el cua I

es un scFv bivalente, donde un scFv monovalente de los scFv
bivalentes esta enlazado a un polipéptido que forma un dominio
Fcmedianteunfragmento Fvde cadenapesadaquefo rmaundominio
de union a CD3y el otro scFv monovalente esta enla zado al otro
polipéptido que forma un dominio Fc mediante un fra gmento Fv de

cadena ligera que forma un dominio de unién a CD3;

(2)undominioqguecomprendeundominioFcquenot iene
actividad de union a receptor Fc v el cual es derivado de
aminoacidosqueformaneldominioFcdelgGl,IgG2a ,1gG301gG4;

y

(3) al menos un dominio de unién a CD3 monovalente,

endondelosfragmentosde Fvdecadenaligerayca dena
pesadasevinculanparaformarundominiodeunion aCD3demanera

que se une al antigeno CD3.

scFv, anticuerpo de cadena unica y sc(Fv)2

En el presente documento, los términos “scFv”,
“anticuerpo de cadena unica”y “sc(Fv)2” se refiere ntodosaun

fragmento de anticuerpo de una cadena de polipéptid o Unica que
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contiene regiones variables derivadas de las cadena
cadenas ligeras, pero no la regién constante. En ge
anticuerpo de cadena unica también contiene un enla
polipéptido entre los dominios VH y VL, lo cual per
formacion de una estructura deseada que se piensa p
uniones a antigeno. El anticuerpo de cadena unica s
detalleenPluckthun,“ThePharmacologyofMonoclon

Vol. 113, Rosenburgy Moore, eds., Springer-Verlag,
269-315 (1994)". Véase también la Publicacion de Pa
Internacional WO 1988/001649; Patentes estadouniden
4,946,778y5,260,203.Enunamodalidadparticular,

de cadena unica puede ser biespecifico y/o humaniza

scFv es un dominio de unién a antigeno en el cual V

y VL que forman Fv estan enlazados por un enlazador
(Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1988) 85(16), 5879-
VL pueden ser retenidos de manera muy cercana por e

peptidico.

s pesadasy
neral, un
zador de
mite la
ermite las
e expone en
alAntibodies,
Nueva York,
tente
ses No.
elanticuerpo

do.

peptidico
5883). VHy

| enlazador

sc(Fv)2 es un anticuerpo de cadena uUnica en el cual

cuatro regiones variables de dos VL y dos VH estan
medianteenlazadorescomoporejemploenlazadoresp
formar una sola cadena (J Immunol. Métodos (1999) 2
177-189). Las dos VH y dos VL pueden derivarse de d
anticuerpos monoclonales. Tales
incluyen, por ejemplo, un biespecifico sc(Fv)2 que

epitopospresentesenunsoloantigenosegunsedes

sc(Fv)2 preferentem

enlazadas
eptidicospara
31(1-2),
iferentes
ente

reconoce dos

cribeenJournal
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of Immunology (1994) 152(11), 5368-5374. Sc(Fv)2 pu

producido mediante métodos conocidos por los expert

técnica.Porejemplo,sc(Fv)2puedeserproducidom

descFvconunenlazadorcomoporejemplounenlaza
Enelpresentedocumento,laformadeundominiode

aantigenoqueformaunsc(Fv)2incluyenunanticue

las dos unidades VHy dos unidades VL se disponen e

VH, VL, VH y

([VH]-enlazador-[VL]-enlazador-[VH]-enlazador-[VL])

por el N-terminal de un polipéptido de una sola cad

de las dos unidades VH y las dos unidades VL no se

formacitadaanteriormenteypuedendisponerseenc

A continuacion se muestra el orden ejemplo de la fo

ede ser
0s en la
edianteenlaces
dorpeptidico.
unioén
rpoenelcual
nelordende
VL
comenzando
ena. Elorden
limita a la
ualquierorden.

rma.

[VL]-enlazador-[VH]-enlazador-[VH]-enlazador-[VL]

[VH]-enlazador-[VL]-enlazador-[VL]-enlazador-[VH]

[VH]-enlazador-[VH]-enlazador-[VL]-enlazador-[VL]

[VL]-enlazador-[VL]-enlazador-[VH]-enlazador-[VH]

[VL]-enlazador-[VH]-enlazador-[VL]-enlazador-[VH]

La forma molecular de sc(Fv)2 se describe también e

detalleeneldocumento WO 2006/132352. De conformi
descripciones, los expertos en la técnica pueden pr
manera apropiada el sc(Fv)2 para producir las moléc

unen al antigeno descritos en el presente documento

dadconestas
eparar de

ulas que se

Ademas, las moléculas que se unen al antigeno de la

presente invencioén pueden conjugarse con un polimer

0 de soporte
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como por ejemplo PEG o0 un compuesto organico como p
agente anticancerigeno. De manera alternativa, se |
preferentementeunasecuenciadecadenadeazucare
gueseunenalantigenode maneraquelacadenade

un efecto deseado.

orejemploun

ntroduce

nlasmoléculas

azucarproduce

Los enlazadores a usar para enlazar las regiones

variablesdeunanticuerpocomprendenenlazadoresa
péptidos que pueden ser introducidos mediante ingen
genética,enlazadoressintéticosyenlazadoresdesc
ejemplo, Protein Engineering, 9(3), 299-305, 1996.
enlapresenteinvencioénseprefierenlosenlazador

La longitud de los enlazadores peptidicos no se enc
particularmente limitada y puede ser seleccionada d
adecuada por los expertos en la técnica de conformi
propésito.Lalongitudespreferentementecincoami

(sin limitacion particular, el limite superior es g

30 aminoacidos o inferior, preferentemente 20 amino
inferior) y particularmente se prefieren 15 aminoac
sc(Fv)2contienetresenlazadorespeptidicos,sulo

ser iguales para todos o diferentes.

Por ejemplo, tales enlazadores peptidicos incluyen:

Ser

Gly-Ser
Gly-Gly-Ser
Ser-Gly-Gly

rbitrariosde
ieria
ritosen, por
Sinembargo,
espeptidicos.
uentra
e manera
dad con el
no4cidosomas
eneralmente
acidos o
idos. Cuando

ngitudpueden



10

15

20

25

longitud o

120

Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 15)
Ser-Gly-Gly-Gly (SEQ ID NO: 16)
Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 17)
Ser-Gly-Gly-Gly-Gly (SEQ ID NO: 18)
Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 19)
Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly (SEQ ID NO: 20)
Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 21)
Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly (SEQ ID NO: 22)
(Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 7))n
(Ser-Gly-Gly-Gly-Gly (SEQ ID NO: 8))n

en donde n es un numero entero de 1 o superior. La

secuencias de enlazadores peptidicos pue den

seleccionarse de manera acorde por expertos en la t écnica

dependiendo del propésito.

Los enlazadores sintéticos (agentes de reticulacion

guimica) se usan de manera rutinaria para entrecruz ar péptidos

y por ejemplo:

(sulfo-EGS),

N-hidroxi succinimida (NHS),

disuccinimidil suberato (DSS),
bis(sulfosuccinimidil) suberato (BS 3),
ditiobis(succinimidil propionato) (DSP),
ditiobis(sulfosuccinimidil propionato) (DTSSP),
glicol etilénico bis(succinimidil succinato) (EGS),

glicol etilénico bis(sulfosuccinimidil succinato)
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disuccinimidil tartrato (DST),

disulfosuccinimidil tartrato (sulfo-DST),

bis[2-(succinimidoxicarboniloxi)etil]sulfona
(BSOCOEYS),

y bis[2-(sulfosuccinimidoxicarboniloxi)etil] sulfon a
(sulfo-BSOCOES).Estosagentesdereticulacionesta ndisponibles
comercialmente.

Engeneral,serequierentresenlazadoresparaenla zar
cuatro regiones variables de anticuerpo. Los enlaza doresausar
pueden ser del mismo tipo o de tipos diferentes.

Fab, F(ab)2 y Fab’

“Fab” consiste enunacadenaligeraunicayundomi nio
CH21yregionvariabledeunacadenapesadaunica.L acadenapesada
de lamolécula Fab no puede formar uniones de disul furoconotra

molécula de cadena pesada.

“F(ab’)2” o “Fab” es producido para tratar una

inmunoglobulina(anticuerpomonoclonal)conunapro teasacomopor
ejemplopepsinaypapainayserefiereaunfragmen todeanticuerpo
generado por digestion de una inmunoglobulina (anti cuerpo
monoclonal) en un sitio cercano a las uniones de di sulfuro
presentes entre las regiones de articulacion en cad aunadelas
doscadenasH. Porejemplo, lapapainasegmentalgG encorriente
arriba de las uniones de disulfuro presentes entre las regiones
dearticulacionencadaunadelosdoscadenasH pa ragenerardos

fragmentos de anticuerpo homadlogos, en los cuales u na cadena L
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que comprende VL (region variable de cadena L) y CL (region
constante de cadena L) esta enlazada a un fragmento de cadenaH
que comprende VH (region variable de cadena H) y CH 1 (region 1
en la region constante de cadena H) por medi o de una unién de
disulfuro en sus regiones C-terminal. Cada uno de e stos dos
fragmentos de anticuerpo homoélogos es denominado Fa b
“F(ab’)2"consisteendoscadenasligerasydoscad enas
pesadas que comprenden la regidn constante de un do minio CH1y
una porcién de dominios CH2 de modo que se forman u niones de
disulfuroentrelasdoscadenaspesadas. EIF(ab’)2 gueformauna
moléculaqueseunealantigenodescritosenelpre sentedocumento
puede ser preferentemente producido de la manera si guiente. Un
anticuerpomonoclonalcompletouotrossemejantesq uecomprenden
un dominio de unién a antigeno deseado es parcialme nte digerido
con una proteasa como por ejemplo pepsina; y los fr agmentos de
Fc son retirados por absorcion en una columna de pr oteina A. La
proteasa no esta particularmente limitada siempre g ue pueda
segmentar el anticuerpo entero de una manera select iva para
producir F(ab’)2 en una condicién de reaccion de en zima de
configuraciéon apropiada como por ejemplo pH. Tales proteasas

incluyen, por ejemplo, pepsinay ficina.
Dominio Fc
Un dominio Fc que forma una molécula que se une al
antigeno descrita en la presente puede ser preferib lemente

producida de la siguiente manera. Un anticuerpo tal como un



10

15

20

25

123

anticuerpo monoclonal es parcialmente digerido con una proteasa
tal como pepsina. Después, el fragmento resultante es adsorbido
en una columna de la Proteina A o Proteina Gy se e luye con un
amortiguadordeeluciénapropiado. Laproteasanoe sparcialmente
limitada, mientras que puede desdoblar anticuerpos tal como
anticuerposmonoclonalesbajounacondiciondereac ciondeenzima
de ajuste apropiado tal como pH. Tales proteasas in cluyen, por

ejemplo, pepsinay ficina.

Las moléculas que se unen al antigeno descritas en la
presente comprenden un dominio Fc con actividad que se une al
receptorFc  yreducida,locualincluyeaminoacidos queformane I

dominio Fc de IgG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4.

Sedeterminacelisotipo del anticuerpo de conformid ad
conlaestructuradelaregiénconstante.Lasregio nesconstantes
de los isotipos IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 son llamado sCvyl, C y2,
Cy3yC v4,respectivamente. Las secuencias de aminoacido de los
polipéptidosdedominioFcqueformanC v1,C v2,C yv3yC v4humanos
ejemplificadosenlaSEQIDNO:23,24,25y26,re spectivamente.
La relacion entre los residuos de aminoacido que fo rman cada
secuencia de amino&cido y numeracion EU de Kabat (a qui también

referida como EU INDEX) se muestra en la Fig. 12.

El dominio Fc se refiere a la regiéon demas de F(ab’ )2
la cual comprende dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que
comprenden una porcidn de la regién constante que ¢ omprende un

dominio CH1 y una regién entre los dominios CH1y C H2 de manera
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que los enlaces de disulfuro se forman entre las do
pesadas.EldominioFcqueformaunamoléculaques
descritoenlapresente puedeserpreferiblementep
sigue.UnanticuerpolgG1,lgG2,1lgG3olgG4monocl
es parcialmente diferido con una proteasa tal como
seguido por elucion de la fraccion absorbida en una
ProteinaA.Laproteasanoesparticularmentelimit
guepuededesdoblarelanticuerpocompletoenunam
para producir F(ab’)2 en una condicion de reaccion
de ajuste apropiada tal como pH. Tales proteasas in
ejemplo, pepsinay ficina.
Receptor Fc vy
ElreceptorFcserefiereaunreceptorcapazdeun
aldominioFcdeanticuerposmonoclonalesigG1,1gG
e incluye a todos los miembros que pertenecen a la
proteinasconsiderablementecodificadasporungen
En el ser humano, la familiaincluye FcyRI (CD64) i
isoformas FcyRla, FcyRIb y FcyRIc; FcyRII (CD32) in
isoformas FcyRlla (incluyendo el alotipo H131y R13
(incluyendo FcyRIIb-1y FcyRIIb-2) y FcyRlic; y Fcy
incluyendo la isoforma FcyRllla (incluyendo el alot
F158) y FcyRIllb (incluyendo el alotipo FcyRIlIb-NA
FcyRIlIb-NA2); asi como todas las isoformas FcyRs,
noidentificadasyalotiposdelasmismas.Sinemba

Fcy no se limita a estos ejemplos. Sin limitarse a ell

s cadenas
eunealantigeno
roducidocomo
onalosimilares
pepsina,
columna de
ada, mientras
aneraselectiva
delaenzima

cluyen, por

irse
2,1gG30lgG4
familia de
receptorFc .
ncluyendo la
cluyendo la
1), FcyRlIb
RIll (CD16)
ipo V158 y
1y
FcyR humanas
rgo,elreceptor

o, FcyR



10

15

20

25

125

incluye aquellos derivados de seres humanos, ratone s, ratas,
conejosymonos. EIFcyR puede derivarse de cualqui erorganismo.
Elraton FcyR incluye, sin ser limitado a, FcyRI (C D64), FcyRli
(CD32), FcyRIlI (CD16)y FcyRIlI-2 (CD16-2), asico mo todas las
FcyRsderatén,isoformaskFc vRnoidentificadasyalotiposdelas
mismas.TalesreceptoresdeFc ypreferidosincluyen,porejemplo,

Fcyl (CD64), FeyllA (CD32), FeyllB (CD32), FeylllA (CD16) y/o
FcyllIB humano (CD16). La secuencia de polinucledti doy la
secuencia de aminoacidos de Fcyl se muestran en SEQ ID NO: 27
(NM_000566.3)y 28 (NP_000557.1), respectivamente; lasecuencia
de polinucledtido y la secuencia de aminoacidos de FcyllA se
muestran en SEQ ID NO: 29 (BC020823.1) y 30 (AAH208 23.1),
respectivamente; la secuencia de polinucleétido y | a secuencia
deaminoacidosdeFcylIBsemuestranenSEQIDNO: 31(BC146678.1)

y 32 (AAI46679.1), respectivamente; la secuencia de

polinucledtidoylasecuenciadeaminoacidosdeFcy [IIAsemuestra
enSEQIDNO:3(BC033678.1)y34 (AAH33678.1),res pectivamente;

y la secuencia de polinucleétido y la secuencia de aminoacidos
de FcylliIB se muestra en SEQ ID NO: 35 (BC128562.1) y 36
(AAI28563.1), respectivamente (el nimero de acceso de RefSeq se
muestraencadaparéntesis).Elhechodequeunrec eptorFc  ytiene
actividaddeuniénaldominioFcdeunanticuerpom onoclonallgG1,
19G2,lgG30lgG4puedeserevaluadomediantetamiz ALPHA(Prueba
Homogénea de Proximidad Luminiscente Amplificada), método

BIACORE con base en resonancia de plasmén de superf icie (SPR)y
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otros (Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2006) 103(11), 4 005-4010),
ademas de los formatos citados anteriormente FACS y ELISA.
Entretanto,“ligandoFc”o“ligandoefector’seref iere
a una molécula y preferentemente un polipéptido que seuneaun
dominiodeanticuerpoFc,queformauncomplejode ligandosFc/Fc.
Las moléculas pueden derivarse de cualquier organis mo. La unién
de unligando Fc a Fc preferentemente induce uno o mas funciones
efectoras. Tales ligandos Fc incluyen, sin ser limi tado a,
receptoresFc, FcyR, FcyR, FcyR, FcRn,C1qyC3,le ctinade unién
amanana,receptordemanosa, ProteinaA St aphyl ococcus,Proteina

G St aphyl ococcus yFcyRsvirales.LosligandosFctambiénincluyen

homélogos de receptor Fc (FcRH) (Davis y otros, (2002)
Immunological Reviews 190, 123-136), los cuales son una familia
dereceptoreshomologosFcdeFcyR.Losligandoskc tambiénincluyen

moléculas sin identificar que se unen a Fc.
Actividad de union a receptor Fc Y

La actividad de unién deteriorada de dominio Fc a

cualquiera de los receptores Fc v Feyl, FeyllA, FeylIB, FeylllA

y/o FcyllIB puede ser evaluada mediante el uso de | os formatos
FACS y ELISA descrito anteriormente, asi como el ta miz ALPHA
(Prueba Homogénea de Proximidad Luminiscente Amplif icada) vy
método BIACORE con base en resonancia de plasmén de superficie
(SPR,porsussiglaseninglés)(Proc.Natl.Acad. Sci.USA(2006)

103(11), 4005-4010).

EltamizadoALPHAserealizamediantetecnologiaAL PHA
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conbaseenlosprincipiosdescritosmasadelanteu sandodostipos
de microesferas: microesferas donantesy receptoras .Sedetecta
una sefial luminiscente Unicamente cuando moléculas enlazadas a
las microesferas donantes interactian bioloégicament e con
moléculas enlazadas a las microesferas receptoras y cuando las
dos microesferas estan ubicadas de manera sumamente cercana.
Excitado por el rayo laser, el fotosensibilizador d e una
microesferadonanteconvierteeloxigenoquerodea lamicroesfera
en oxigeno singlete excitado. Cuando el oxigeno sin glete se
difunde alrededor de las microesferas donantes y al canzaalas
microesferasreceptorasubicadasdemanerasumament ecercana,se
induceunareaccioéngquimioluminiscentedentrodela smicroesferas
receptoras. Esta reaccién en ultima instancia conll eva a la
emision de luz. De no interactuar las moléculas enl azadasalas
microesferas donantes con las moléculas enlazadas a las
microesferas receptoras, el oxigeno singlete produc ido por las
microesferas donantes no alcanzan las microesferas receptorasy

la reaccién quimioluminiscente no tiene lugar.

Por ejemplo, una molécula que se une al antigeno
etiguetada con biotina es inmunizada por las microe sferas
donadorasy el receptor Fc vy marcado con glutation S-transferasa
(GST)esinmovilizadoenlasmicroesferasreceptora s.Enausencia
de una molécula que se une al antigeno que comprend e undominio
Fc mutante competitivo, el receptor Fc v interactla con una

molécula que se une al antigeno que comprende un do minio Fc de
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tipo silvestre, induciendo una sefial de 520 a 620 n m como un
resultado.Lamoléculaqueseunealantigenoquet ieneundominio
Fcmutantenomarcadocompiteconlamoléculaques eunealantigeno
guecomprendeundominioFcdetiposilvestrepara lainteraccion

con el receptor Fc v. La afinidad de unién relativa puede
determinarse mediante la cuantificacion de la reduc cion de
fluorescenciacomoresultadodelacompetencia.Se conocenmétodos
paralabiotinilaciondeloscomplejosde polipépti dos,comopor
ejemplo anticuerpos con sulfo-NHS-biotina u otros s emejantes.
Entre los métodos apropiados para agregar la marca GST a un
receptorFc  yseincluyenmétodosquesuponenfusionarpolipépti dos
que codifican Fc v Y GST dentro del marco, que expresan el gen
fusionadousandocélulasintroducidasconunvector guetransporta

el geny seguidamente la purificacién con columnad e glutation.
Lasefialinducidapuedeanalizarsepreferentemente, porejemplo,
mediantesuajusteaunmodelodecompetenciadeun sitioconbase

en el analisis de regresion no lineal con un softwa re como por

ejemplo GRAPHPAD PRISM (GraphPad; San Diego).

Unade las sustancias para observar su interaccion es
inmovilizada es un ligando en la capa fina de oro d e un chip
detector.Cuandoseiluminaenlasuperficietraser adeloschips
detectoresde modo que ocurraunareflexiontotal e nlainterfaz
entre la capa fina de oro y el vidrio, la intensida d de laluz
reflejadasereduce parcialmente enunciertositio (sefial SPR).

La otra sustancia para observar su interaccion como un analito
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sobrelasuperficiedeloschipsdetectores.Lamas ainmovilizada
delamoléculadeligando seincrementacuandoela nalito se une
alligando.Loanterioralteraelindicederefracc iondelsolvente

en la superficie del chip detector. EI cambio en el indice de
refraccion causa un cambio de posicion de la sefial SPR (a la
inversa,ladisociaciondesplazalasefialderegres oasuposicion
original). En el sistema Biacore, la cantidad de de splazamiento
descrito anteriormente ( es decir, el cambio de masa en la
superficie del chip detector) se traza sobre el eje vertical y
porendeelcambiodemasaeneltiempoaparececom odatosmedidos
(sensograma). Se determinanlos parametros cinético s(constante
de velocidad de asociacion (ka) y la constante de v elocidad de
disociacion(kd))apartirdelacurvadesensogram aysedetermina
la afinidad (KD) de la relacion entre estas dos con stantes. Se
usa la prueba de inhibicién preferentemente en los métodos
BIACORE. Los ejemplos de tal prueba de inhibicion s e describen
en Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2006) 103(11), 4005- 4010.

En el presente documento, “la actividad de unién a

receptor Fc  y” significa, por ejemplo, que con base en el método

de analisis descrito anteriormente la actividad com petitiva de
un complejo de polipéptidos de prueba es 50% o infe rior,
preferentemente 45% o inferior, 40% o inferior, 35% o inferior,
30%oinferior,20%oinferioro 15%oinferioryp articularmente
preferentemente 10% oinferior, 9% oinferior,8%0 inferior, 7%

o inferior, 6% o inferior, 5% o inferior, 4% o infe rior, 3% o
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inferior, 2% o inferior 0 1% o inferior que la acti vidad

competitiva de un complejo de polipéptidos control.

Loscomplejosdepolipéptidosquecomprendeneldom inio
Fc de un anticuerpo monoclonal IgG1, 1gG2, IgG3 o | 9G4 pueden
usarsedemaneraapropiadacomomoléculasqueseun enalantigeno
de control. Las estructuras de dominio Fc se muestr anenSEQID
NO: 37 (A se agrega al N-terminal de Namero de acce so de RefSeq
AAC82527.1), 38 (A se agrega al N-terminal del Nume ro de acceso
de RefSeq AAB59393.1), 25 (A se agrega al N-termina | del Numero
de acceso de RefSeq CAA27268.1) y 39 (A se agrega a | N-terminal
deINUmerodeaccesodeRefSeqAAB59394.1). Ademas, cuandoseusa
una molécula que se une al antigeno que comprende u n dominio Fc
mutante de un anticuerpo de un isotipo particular c omo una
sustancia de prueba, el efecto de la mutacion delm utante enla
actividad de uniénalreceptor Fc v se evallausando como control
una molécula que se une al antigeno que comprende u n dominio Fc
del mismoisotipo. Segun se describe anteriormente, se preparan
demaneraapropiadaloscomplejosde polipéptidosq uecomprenden
un dominio Fc mutante cuya actividad de unién a rec eptorFc yse

juzga reducida.

Tales mutantes conocidos incluyen, por ejemplo,

mutantes que tienen una eliminacién de aminoacidos 231A-238S
(NumeracionEU)(W02009/011941),asicomomutantes C226S,C229S,
P238S, (C220S) (J. Rheumatol (2007) 34, 11); C226S y C229S (Hum.

Antibod. Hybridomas (1990) 1(1), 47-54): C226S, C22 9S, E233P,
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L234V y L235A (Blood (2007) 109, 1185-1192).

Especificamente,lasmoléculasqueseunenalantig eno
preferidas que comprenden un dominio Fc con una sus titucion del
aminoacidoenlaposicion220,226,229,231,232, 233,234,235,
236,237,238, 239, 240, 264, 265, 266, 267, 269, 2 70, 295, 296,
297,298,299,300,325,327,328,329,330,3310 332(Numeracion
EU) enlos aminoacidos que forman el dominio Fcde unanticuerpo
de unisotipo particular. El isotipo de anticuerpo a partir del
cualseoriginaeldominioFcapropiadoderivadode unanticuerpo
monoclonal IgG1, 1gG2, IgG3 0 1gG4. Es preferible u sardominios

Fc derivados de anticuerpos IgG1.

Las moléculas que se unen al antigeno preferidas

incluyen,porejemplo,aquellosquecomprendenund ominioFcelcual
tienecualquieradelassustitucionesquesemuestr anmasadelante,
cuyas posiciones se especifican de conformidad con la Numeracién
EU (cadanumero representa una posicion de residuos de aminoacido
enlaNumeracion EU;y el simbolo de aminoacido de unaletraantes
del niumero representa el residuo de aminoacido ante s de la
sustitucion, mientras que el simbolo de aminoacido de una letra
despuésdelnimerorepresentaelresiduodeaminoac idoantesdela
sustitucion) en los aminoacidos que forman el domin io Fc del

anticuerpo IgG1:
(a) L234F, L235E, P331S;
(b) C226S, C229S, P238S;
(c) C226S, C229S; 0
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(d) C226S, C229S, E233P, L234V, L235A;
(e) L234A, L235A 0 L235R, N297A,

(f) L235A 0 L235R, S239K, N297A

asicomoaquellosquetienenundominioFcelcual tiene
unaeliminaciéndelasecuenciade aminoacidosenl asposiciones
231 a 238.

Ademas,lasmoléculasqueseunenalantigenoprefe ridas
tambiénincluyenaquellasque comprendenundominio Fcquetiene
cualquiera de las sustituciones que se muestran mas adelante,
cuyasposicionesseespecificande conformidadcon laNumeracion
EU en los aminoacidos que forman el dominio Fc de u n anticuerpo
19G2:

(9) H268Q, V309L, A330S y P331S;

(h) V234A;

(i) G237A;

() V234A 'y G237A;

(k) A235E y G237A; 0

() V234A, A235E y G237A. Cada numero representa la
posicion de residuos de aminoacido en la Numeracién EU; y el
simbolo de amino&cido de una letra antes del nUmero representa
el residuo de aminoacido antes de la sustitucion, m ientras que
elsimbolodeaminoacidodeunaletradespuésdeln Umerorepresenta

el residuo de aminoacido antes de la sustitucion.
Ademas,lasmoléculasqueseunenalantigenoprefe ridas

tambiénincluyenaquellas que comprendenundominio Fcquetiene



10

15

20

25

133

cualquiera de las sustituciones que se muestran mas adelante,
cuyasposicionesseespecificande conformidadcon laNumeracion
EU enlos aminoacidos que forman el dominio Fc de u n anticuerpo
19G3:

(m) F241A;

(n) D265A;

(0) V264A. Cada numero representa la posicion de

residuos de aminoacido en la Numeracion EU; y el si mbolo de
aminoacido de una letra antes del nUmero representa el residuo
de aminoacido antes de la sustitucion, mientras que el simbolo
deaminoacidodeunaletradespuésdelnumerorepre sentaelresiduo

de aminoacido antes de la sustitucion.

Ademas,lasmoléculasqueseunenalantigenoprefe ridas
tambiénincluyenaquellas que comprendenundominio Fcquetiene
cualquiera de las sustituciones que se muestran mas adelante,
cuyasposicionesseespecificande conformidadcon laNumeracion
EU en los aminoacidos que forman el dominio Fc de u n anticuerpo
1gG4:

(p) L235A, G237Ay E318A;

(q) L235E; 0

(r) F234Ay L235A. Cada numero representa la posici on
de residuos de aminoacido en la Numeracién EU; y el simbolo de
aminodacido de una letra antes del niUmero representa el residuo
de aminoacido antes de la sustitucion, mientras que el simbolo

deaminoacidodeunaletradespuésdelnumerorepre sentaelresiduo
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de aminoacido antes de la sustitucion.

Los otros complejos de polipéptidos preferidos
incluyen, por ejemplo, aquellos que comprenden un d ominio Fcen
el cual cualquier aminoacido en la posicion 233, 23 4,235,236,
237,327,3300331 (NumeracidonEU)enlosaminoaci dosqueforman

eldominioFcdeunanticuerpolgGlessustituidoc

de la posicién correspondiente en la Numeracion EU

correspondiente IgG2 o 1gG4.
Lasmoléculasqueseunenalantigenopreferidasta

incluyen, por ejemplo, aquellas que comprenden un d

elcualcualesquieraunoomasdelosaminoacidose

234,235y 297 (Numeracion EU) en los aminoéacidos q

dominio Fc de un anticuerpo IgGl es sustituido con

aminodcidos. Eltipo de aminoacido después de lasu

esta particularmente limitado; sin embargo, se pref

particularmente los complejos de polipéptidos que c

dominio Fc en el cual cualesquiera uno o mas de los

enlas posiciones 234,235y 297 son sustituidos co
Lasmoléculasqueseunenalantigenopreferidasta

incluyen, por ejemplo, aquellas que comprendenund

el cual un aminoacido en la posicién 265 (Numeracio

aminodacidos que forman el dominio Fc de un anticuer

sustituido conotroaminoécido. Eltipo de aminoci

lasustitucidbnnoestéparticularmentelimitado;si

prefieren particularmente las moléculas que se unen

onunaminoacido

en el

mbién
ominio Fcen
nlasposiciones
ue forman el
otros
stitucion no
ieren
omprendenun
aminoacidos
nlaalanina.
mbién
ominio Fcen
nEU)enlos
po IgG1 es
dodespuésde
nembargo,se

alantigeno
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guecomprendenundominioFcenelcualunaminoci doenlaposicion
265 es sustituido con la alanina.

Molécula multiespecifica de unién al antigeno

Ejemplos de una modalidad preferida de la “molécula

multiespecifica de union al antigeno” de la present e invencion
incluye anticuerpos multiespecificos. Cuando unare gion Fc con
actividad reducida de union al receptor Fc vy Se usa como region

Fc de anticuerpo multiespecificos, una regién Fc de rivada del
anticuerpo multiespecifico se puede usar apropiadam ente. Los
anticuerpos biespecificos son particularmente prefe ridos como
anticuerpos multiespecificos de la presente invenci on. En este
caso, un anticuerpo biespecifico es un anticuerpo q uetiene dos
diferentes especificidades. Los anticuerpos biespec ificos tipo
IgG pueden ser secretados de un hibridoma hibrido ( cuadroma)
producido fusionando dos tipos de hibridomas que pr oducen
anticuerpos IgG (Milstein et al., Nature (1983) 305 , 537-540).

Ademas, los anticuerpos biespecificos tipo IgG son

secretados introduciendo los genes de cadenasLyc adenas H que
constituyen dos tipos de IgGs de interés, es decir, un total de
cuatrogenes, enlascélulasy que las co-expresan. Sinembargo,
elniamerode combinacionesdelascadenasHyLde IgG que pueden
ser producidas por estos métodos es tedricamente de diez
combinaciones. Por lo tanto, es dificil purificar u n 1IgG que
comprende la combinacién deseada de cadenasHy L d e dieztipos

de IgGs. Ademas, tedricamente la cantidad de secrec ion del IgG
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que tiene la combinacion deseada puede disminuir no tablemente,
yporlotantoelcultivoagranescalaseranecesa rio,yloscostos

de produccion se incrementaran adicionalmente.

Porlotanto,lastécnicasparapromoverlaasociac ion
entre las cadenas H y entre las cadenas L y H que t ienen las
combinaciones deseadas pueden ser aplicadas a las m oléculas
multiespecificasqueseunenalantigenodelapres enteinvencion.

Por ejemplo, las técnicas para suprimir la asociaci on
delacadenaHnodeseadaintroduciendorepulsiéne lectroestatica
enlainterfazdelasegundaregionconstanteola terceraregion
constante de la cadena H del anticuerpo (CH2 o CH3) puede ser
aplicada a la asociacion del anticuerpo multiespeci fico
(WO2006/106905).

En la técnica de suprimir la asociacion de la caden a
H involuntaria introduciendo repulsién electroestat ica en la
interfaz de CH2 o CH3, ejemplos de residuos de amin oacido en
contacto enlainterfaz de la otraregién constante delacadena
H incluye regiones que corresponden a los residuos en las
posiciones 356, 439, 357, 370, 399y 409 en la nume racion EU de
la regién CH3.

Més especificamente, los ejemplos incluyen un

anticuerpo que comprende dos tipos de regiones CH3 delacadena
H, en las cuales uno a tres pares de residuos de am inoacido en
la primera region CH3 de la cadena H seleccionada d e los pares

deresiduosde aminoacidoindicadosen(1)a(3)a continuacion,
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portando el mismo tipo de carga: (1) residuos de am
comprendidos en la region CH3 de la cadena H en las
356 y 439 de la numeracion EU; (2) residuos de amin
comprendidos en la region CH3 de la cadena H en las
357 y 370 de la numeracién EU; y (3) residuos de am
comprendidos en la region CH3 de la cadena H en las
399 y 409 de la numeracién EU.

Ademas, elanticuerpopuedeserunanticuerpoenta
pares de los residuos de aminoacido en la segundar
la cadena H la cual es diferente de la primera regi
cadena H mencionadas anteriormente, se seleccionan
antesmencionadosderesiduosdeaminoacidode(1)
uno de los tres pares de residuos de aminoacido que
a los pares antes mencionados de residuos de aminoa
a (3) portando el mismo tipo de cargas en la primer
delacadenaHmencionadaanteriormenteportandoca
de los residuos de aminoéacido correspondientes en |

region CH3 de la cadena H mencionada anteriormente.

inoacido
posiciones
oacido
posiciones
inoacido

posiciones

les
egion CH3 de
onCH3dela
delos pares
a(3),endonde
corresponde
cido de (1)
aregion CH3
rgasopuestas

a primera

Cada uno de los aminoécidos indicados en (1) a (3)

0s

anteriormente llega a cerrarse entre si durante la asociacion.
Aquellos expertos enlatécnica pueden encontrar po siciones que
corresponden a los residuos de aminoacido mencionad
anteriormentede(1)a(3)enunaregionCH3dela cadenaHdeseada

oregionconstantedelacadenaHpormodeladodeh

tal usando el software comercialmente disponible, y

omologiaycomo

residuos de
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aminoacido de estas posiciones pueden ser apropiada mente
sometidas a modificacion.

En los anticuerpos mencionados anteriormente, los
“residuos de aminoacido cargados” son preferiblemen te
seleccionados, por ejemplo, de residuos de aminoaci doincluidos
en cualquiera de uno de los siguientes grupos:

(a) acido glutamico (E) y acido aspatrtico (D); y

(b) lisina (K), arginina (R); e histidina (H).

Enlosanticuerposmencionadosanteriormente,lafr ase
“que portalamismacarga” significa, porejemplo, guetodoslos
dosomasderesiduosdeaminoacidoseseleccionan delosresiduos
de aminoéacidos incluidos en cualquiera de uno de lo sgrupos (a)
y (b) mencionados anteriormente. La frase “que port a cargas
opuestas” significa, porejemplo, que cuandoalmen osunodelos
residuos de aminoacido entre dos o masresiduos de aminoacidose
seleccionandelosresiduosdeaminodacidoincluidos encualquiera
deunodelosgruposde (a)y (b) mencionados anter iormente, los
restantes residuos de aminoécido se seleccionan de los residuos

de aminoéacido incluidos en el otro grupo.
Enunamodalidadpreferida,losanticuerposmencion ados
anteriormente pueden tener su primeraregion CH3 de la cadena H
ylasegundaregion CH3 de lacadenaH reticuladap orenlacesde
disulfuro.
En la presente invencion, los residuos de aminoacid o]

sometidosamodificacidénnoselimitanalosresidu osdeaminoacido
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mencionados anteriormente de las regiones variables del
anticuerpo o regiones constantes del anticuerpo. Aq uellos
expertos en la técnica pueden identificar los resid uos de
aminoacido que forman una interfaz en polipéptidos mutantes o
heteromultimeros por modelado de homologiay como't alusando el

software comercialmente disponible;y residuos de a minoacido de
estasposicionespuedenentoncessersometidosamo dificaciénpara

regular la asociacion.

Otras técnicas conocidas también se pueden usar par a
la asociacion de anticuerpos multiespecificos de la presente
invencion. Los polipéptidos que contienen la region Fc que
comprenden diferentes aminoacidos pueden estar efic ientemente
asociadosentresisustituyendounacadenalateral deaminoéacido
presente enunade lasregiones FcdelacadenaHd elanticuerpo
con una cadena lateral grande (botdn), y sustituyen dolacadena
lateral de aminoacido presente en la region Fc corr espondiente
delaotracadenaHconunacadenalateralméaspequ efla(ojal)para
permitirlacolocaciondelboténdentrodelojal (W 01996/027011;

RidgwayJB et al . ,ProteinEnginnering(1996)9,617-621;Merchant

A. M. et al. Nature Biotechnology (1998) 16, 677-681; y

US20130336973).

Ademas,otrastécnicasconocidastambiénsepueden usar
paralaformaciéndeanticuerpos multiespecificosd elapresente
invencion. La asociacion de polipéptidos que tienen diferentes

secuencias puede ser inducidos eficientemente por a sociacién
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complementaria de CH3 usando un dominio de CH3 dise flado por
ingenieria de intercambio de hebra producido cambia ndo la parte
deunodelosCH3delacadenaHdeunanticuerpoa unasecuencia
derivada de IgA correspondiente e introduciendo una secuencia
derivadadelgAcorrespondienteenlaporciondeco mplementariedad
deotroCH3delacadenaH(ProteinEngineeringDes ign&Selection,
23;195-202,2010).Estatécnicaconocidapuedetam biénserusada
para eficientemente formar anticuerpos multiespecif icos de
interes.

Ademas, lastécnicasparalaproducciondelanticue rpo
usando asociacion del anticuerpo CH1 y CL y asociac ion de VHy
VL como se describe en los documentos WO 2011/02895 2,
W02014/018572 y Nat Biotechnol. 2014 Feb; 32(2):191 -8;
tecnologias para producir anticuerpos biespecificos usando
anticuerposmonoclonalespreparadosseparadamentee ncombinacion
(Intercambio de Rama Fab) como se describe en los d ocumentos
W02008/119353 y WO02011/131746; tecnologias para reg ular la
asociaciénentrelos CH3 de cadenapesadadelantic uerpocomose
describe en W02012/058768 y W02013/063702; tecnolog jas para
producir anticuerpos biespecificos compuestos de do s tipos de
cadenas ligeras y un tipo de cadena pesada como se describe en
WO02012/023053; tecnologias para  producir  anticuerpo S
biespecificos usando dos cepas de célula bacteriana que
individualmente expresanunadelascadenasdeuna nticuerpoque

comprende una cadena H singlete y una cadena L sing lete como se
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describe por Christoph et al . (Nature Biotechnology Vol. 31, p

753-758 (2013)); y tal se puede usar para la formac

anticuerpos multiespecificos.

ion de

Alternativamente, aun cuando un  anticuerpo

multiespecifico de interés no puede serformado efi
unanticuerpomultiespecificodelapresenteinvenc

obtenido separando y purificando el anticuerpo mult
deinterésdelosanticuerposproducidos. Porejemp
parapermitirlapurificacion de dostiposdeforma

y el anticuerpo heteromérico de interés por cromato
intercambio i6nico impartiendo una diferencia en pu
isoeléctricos introduciendo sustituciones de aminoa
regiones variables de los dos tipos de cadenas H qu
reportado (WO2007114325). Hasta la fecha, yaque un
purificar anticuerpos heteroméricos, los métodos us
Proteina A para purificar un anticuerpo heterodimér
comprende una cadena IgG2a de ratdn que se une ala
yunacadenaHde lgG2b derataque noseuneala

ha reportado (W098050431 y W0O95033844). Ademas, un
heterodiméricopuedeserpurificadoeficientemente

cuenta usando las cadenas H que comprende la sustit
residuosdeaminoacidoenlasposiciones435y436

EU, elcualesunsitiodeuniénalaProteinaAde

His o tales son aminoacidos que proporcionan una af

Proteina A diferente, o usando cadenas H con una af

cientemente,
ibnpuedeser
iespecifico
lo,unmétodo
shomomeéricas
grafia de
ntos
cidoenlas
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ico que
Proteina A
Proteina A se
anticuerpo
porsupropia
uciéon de
delanumeracion
IgG, conTyr,
inidad de la
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proteina A diferente obtenidas de conformidad con e I método del
Ejemplode Referencia5, paracambiarlainteraccio ndecadauna
de las cadenas H con la Proteina A, y después usar una columna

de la Proteina A.

Alternativamente, una cadena L comun que puede

proporcionar capacidad de union a una pluralidad de diferentes
cadenas H puede ser obtenida y usada como la cadena L comun de
un anticuerpo multiespecifico. La expresion eficien tedeunlgG
multiespecificopuedeserlogradaintroduciendolos genesdetal
cadenalLcomunyunapluralidaddediferentescaden asHencélulas
paraexpresar el IgG (Nature Biotechnology (1988) 1 6,677-681).
Un método para seleccionar una cadena L comdn que m uestra una
fuerte capacidad de uniénacualquieradelasdifer entescadenas
H pueden también ser usadas cuando se selecciona de lacadenaH

comun (WO 2004/065611).

Ademas,unaregiénFccuyaheterogeneidaddeCterm inal
de laregion Fc ha sido mejorada puede ser apropiad amente usada
comounaregionFcdelapresenteinvencion.Mases pecificamente,
la presente invencién proporciona regiones Fc produ cidos por
suprimirglicinaenlaposicion446ylisinaenpos icibn447como
se especifica por la numeracion de EU de las secuen cias de
aminoacido de dos polipéptidos que constituyen una region Fc

derivada de 1gG1, 1gG2, IgG3 o IgG4.
Unapluralidad,talcomodosomas,deestastecnol ogias

puedenserusadasencombinacion.Ademas,estastec nologiaspueden
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ser apropiadamente o separadamente aplicadas a las dos cadenas
H a ser asociadas. Ademas, estas técnicas pueden se r usadas en
combinacion con la region Fc antes mencionada las ¢ uales han
reducido la actividad de union a un receptor Fc v. Ademas, una
molécula que se une al antigeno de la presente inve ncion puede
seruna molécula producida separadamente de manera guetengala
misma secuenciade aminoacido, con base alamolécu laque seune

al antigeno sometida a las modificaciones descritas
anteriormente.

Una molécula multiespecifica que se une al antigeno

apropiada de la presente invencion comprende (1) un dominio que
comprendeunaregionvariabledelanticuerpoqueti eneactividad
de unién a glipicano-3; (2) un dominio que comprend e unaregion
variable delanticuerpoquetiene actividadde unié nalcomplejo
del receptor de la célula T; y (3) un dominio que ¢ omprende una
regién Fc con una actividad de unién al receptor Fc v reducida
mencionada anteriormente, sin limitacién a su estru ctura.

En la presente invencion, cada uno de los dominios

mencionados anteriormente puede estar unidos direct amente por
enlaces de péptido. Por ejemplo, cuando se usa F(ab ) 2como el
dominio que comprende una region variable del antic uerpode (1)
y(2),yestasregionesFccomoeldominioquecomp rendeunaregion
Fc con actividad de unién al receptor Fc v reducida de (3), los
polipéptidos formados enlazando los dominios que co ntienen la

region variable del anticuerpo de (1) y (2) y el do minio que
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contienelaregionFcde (3) porunionesdel péptid

una estructura del anticuerpo. Tales anticuerpos pu
producidos por purificacion del medio de cultivo de
mencionado anteriormente, y también purificando ant

medio de cultivo de las células hospederas deseadas
establemente portan polinucleétidos que codifican |

polipéptidos que constituyen el anticuerpo.

opuedeformar
eden ser
hibridoma
icuerposdel
que

(0N

Ejemplos de una region variable de cadena H del

anticuerpopreferidadelapresenteinvenciénconti
variabledelanticuerpoquetieneactividaddeunio

gue comprende las regiones variables de cadena H de

en la Tabla 1, o regiones variables de cadena H del
guetienensecuenciasHcuyassecuenciasdeaminoac
yCDR3sonlasmismascomolassecuenciasdeaminoa
yCDR3contenidasenlasregionesvariablesdecade
1,oregionesvariablesdecadenaHdelanticuerpo
funcionalmente equivalentes a las regiones variable

mencionadas.

eneunaregion
naglipicano-3
| anticuerpo
anticuerpo
idoCDR1,CDR2
cidoCDR1,CDR2
naHdelaTabla
lascualesson

S antes
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Tabla 1
Nombre de Secuencia | SEQ ID NO:| [Nombre de Secuencia |SEQ |D NO:
HOO000 40 GCH042 193
GCHO003 170 GCHO043 194
GCHO005 171 GCHO045 195
GCHO006 172 GCHO053 196
GCHO007 173 GCHO054 197
GCHO008 174 GCHO055 198
GCHO010 175 GCHO056 199
GCHO012 176 GCHO057 200
GCHO013 177 GCHO059 201
GCHO14 178 GCHO060 202
GCHO015 179 GCHO061 203
GCHO016 180 GCHO062 204
GCHO019 181 GCHO064 205
GCH022 182 GCHO065 206
GCHO023 183 GCHO066 207
GCHO025 184 GCHOG67 208
GCHO026 185 GCHO068 209
GCHO027 186 GCHO073 210
GCHO029 187 GCH094 211
GCHO032 188 GCHQ98 212
GCHO034 189 GCH099 213
GCHO035 190 GCH100 214
GCHO039 191 H0610 215
GCHO040 192

Ejemplos de una region variable del anticuerpo
preferido que tiene una actividad de unién al compl
del receptor de la célula T de la presente invencio
incluye regiones variables del anticuerpo que tiene
actividad de unién al receptor de la célula T. De |
receptoresdelacélulaT,elCD3espreferido,ye

es particularmente preferido. Ejemplos de una regié

ejo

0s

ICD3 ¢
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variable de cadena H del anticuerpo contenida en ta
regiones variables del anticuerpo incluyen las regi
variables de cadena H del anticuerpo de la Tabla 2,
regionesvariables de cadena H del anticuerpo quet
secuencias CDR cuyas secuenciasde aminoacido CDR1,
y CDR3 son las mismas como las secuencias de aminoa
deCDR1,CDR2yCDR3contenidasenlasregionesvar
de cadena H del anticuerpo de la Tabla 2, y regione
variables de cadena H del anticuerpo que
funcionalmente equivalentes a las regiones variable

antes mencionadas.

son

les
ones
las
ienen
CDR2
cido

iables
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Tabla 2
Nombre de Secuencia [SEQ ID NO: Nombre de Secuencia | SEC ID NO: Nombre de Secuencia | SEC ID NO:
hCE115HA 52 TRO1HO036 99 TRO1HO074 135
CE115HA177 64 TRO1HO037 100 TRO1HO75 136
CE115HA178 65 TRO1HO38 101 TRO1HO76 137
CE115HA179 66 TRO1HO039 102 TRO1HO77 138
CE115HA180 67 TRO1H040 103 TRO1HO079 139
hCE115HAa 68 TRO1HO041 104 TRO1HO80 140
TRO1HO006 69 TRO1H042 105 TRO1HO081 141
TRO1HO07 70 TRO1HO043 106 TRO1H082 142
TRO1HOO08 71 TRO1HO044 107 TRO1HO83 143
TRO1HO009 72 TRO1H045 108 TR0O1H084 144
TRO1HO010 73 TRO1HO046 109 TRO1HO090 145
TRO1HO11 74 TRO1H047 110 TRO1HO91 146
TR0O1HO012 75 TRO1H048 111 TRO1H092 147
TRO1HO013 76 TRO1HO049 112 TRO1HO093 148
TR0O1HO14 77 TRO1HO50 113 TRO1H094 149
TRO1HO15 78 TRO1HO51 114 TRO1H095 150
TRO1HO016 79 TRO1H052 115 TRO1H096 151
TRO1HO017 80 TRO1HO053 116 TRO1H097 152
TR0O1HO18 81 TRO1HO054 117 TRO1H098 153
TRO1HO19 82 TRO1HO055 118 TRO1H099 154
TRO1H020 83 TRO1HO056 119 TRO1H100 165
TRO1HO021 84 TRO1HO57 120 TROTH101 156
TRO1H022 85 TRO1H058 121 TRO1H102 157
TRO1H023 86 TR0O1H061 122 TRO1H103 158
TRO1HO024 87 TRO1H062 123 TRO1H104 159
TR0O1HO025 88 TRO1H063 124 TRO1H105 160
TR0O1H026 89 TRO1H064 125 TRO1H106 161
TRO1HO027 90 TRO1HO065 126 TRO1H107 162
TR0O1H028 91 TRO1H066 127 TRO1H108 163
TR0O1H029 92 TRO1HO67 128 TRO1H109 164
TR0O1HO030 93 TR0O1H068 129 TRO1H110 165
TRO1HO031 94 TRO1HO069 130 TRO1H111 166
TRO1HO032 95 TRO1HO70 131 TRO1H112 167
TR0O1HO033 96 TRO1HO71 132 TRO1H113 168
TRO1HO034 97 TRO1HO72 133 TRO1H114 169
TRO1H035 98 TRO1HO073 134 TRO1HO01 420
TRO1H002 421
TRO1HO003 422
TRO1H004 423
rCE115H 424
CE115HA121 425
CE115HA122 426
CE115HA124 427
CE115HA192 428
CE115HA236 429
CE115HA251 430
CE115HA252 431
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La relacion entre las regiones CDR y los residuos d e
aminoacido que constituye la secuencia de aminoéacid o de cadena
H del anticuerpoy lanumeracion Kabates como se m uestraenlas
Figs. 13a-13b.

Para las regiones variables de cadena L del anticue rpo
contenidasenlaregidénvariabledelanticuerpoque tieneactividad
deunionalglipicano-3ylaregionvariabledelan ticuerpoquetiene
actividad de union al complejo del receptor de la c elulaTdela
presente invencion, es preferible para obteneruna cadenal comdn
guepuedeproporcionaunaactividaddeunionalac adenaHquetiene
actividaddeuniénalglipicano-3yunaactividadd eunionalacadena
H que tiene el complejo del receptor de la célula T , Y para usar
esto como la regién variable de cadena L comun de | a molécula

multiespecifica que se une al antigeno.

Ejemplos de laregién variable de cadena L comun pa ra
serusadaenlapresenteinvencionincluyelasregi onesvariables
decadenaldelaTabla3,lasregionesvariablesd ecadenal del
anticuerpo que tienen secuencias CDR cuyas secuenci as de
aminoacido CDR1, CDR2y CDR3 son las mismas como la S secuencias
de amino4cido CDR1, CCDR2 y CDRS3 contenidas en las regiones
variablesdecadenaldelanticuerpodelaTabla3, ylasregiones
variables de cadena L del anticuerpo que son funcio nalmente

equivalentes a las regiones variables antes mencion adas.
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Tabla 3
Nombre de Secuencial SEQ ID NO: | [Nombre de Secuencia| SEQ ID NO: | [Nombre de Secuencial SEQ ID NO:
L0000 53 L0125 264 L0214 312
L0002 217 L0126 265 L0215 313
L0003 218 L0127 266 L0216 314
L0006 219 L0129 267 L0217 315
L0007 220 L0132 268 L0218 316
L0008 221 L0134 269 L0219 317
L0009 222 L0136 270 L0220 318
L0011 223 L0137 271 L0222 319
L0012 224 L0138 272 L0223 320
L0013 225 L0139 273 L0224 321
L0014 226 L0140 274 L0226 322
L0015 227 L0141 275 L0227 323
L0016 228 L0143 276 L0228 324
L0032 229 L0144 277 L0229 325
L0038 230 L0145 278 L0230 326
L0039 231 L0147 279 L0231 327
L0041 232 L0148 280 L0232 328
L0042 233 L0149 281 L0233 329
L0043 234 L0151 282 L0234 330
L0044 235 L0152 283 L0235 331
L0045 236 L0154 284 L0236 332
L0046 237 L0155 285 L0237 333
L0047 238 L0157 286 L0238 334
L0062 239 L0160 287 L0239 335
L0063 240 L0161 288 L0240 336
L0064 241 L0163 289 L0241 337
L0065 242 L0167 290 L0242 338
L0066 243 L0168 291 L0243 339
L0069 244 L0173 292 L0246 340
L0075 245 L0175 293 L0247 341
L0079 246 L0180 294 L0248 342
L0082 247 L0181 295 L0249 343
L0085 248 L0186 296 L0250 344
L0089 249 L0187 297 L0258 345
L0090 250 L0200 298 L0259 346
L0091 251 L0201 299 L0260 347
L0093 252 L0202 300 L0261 348
L0104 253 L0203 301 L0262 349
L0106 254 L0204 302 L0263 350
L0107 255 L0205 303 L0264 351
L0109 256 L0206 304 L0265 352
L0113 257 L0207 305 L0266 353
LO115 258 L0208 306 L0267 354
LO117 259 L0209 307 L0268 355
L0120 260 L0210 308 L0269 356
L0122 261 L0211 309 L0270 357
L0123 262 L0212 310 L0271 358
L0124 263 L0213 31 L0272 359




10

15

20

25

150

Larelacion entre las regiones CDR de los residuos de
aminoacido que constituye la secuencia de aminoéacid o de cadena
L delanticuerpoynumeracion Kabatescomose mues traenlaFig.
14.

En la presente invencion, la frase “funcionalmente
equivalente” significa que las afinidades de unién para un
antigenosonequivalentes,oalternativamente, sign ificaquelas
actividades citotoxicas contra las células que expr esan
glipicano-3otejidosquecontienenestascélulass onequivalentes
cuando se usan como una molécula multiespecifica qu e se une al
antigeno. Laafinidad de unionyactividad citotoxi capuedenser
medidas con base a la descripcion en la presente. L as ceélulas
usadas para medicidon de actividad citotdéxica pueden ser las
célulasdeseadasqueexpresanGPC3ountejidodese adoguecontiene
estascélulas,yporejemplo,sepuedenusarPC-10 oNCI-H446las
cuales son lineas de célula de cancer humano que ex presa GPC3.
Conrespecto alas regiones constantes del anticuer po, lafrase
puede significar que ladisminuciénenlaactividad deuniondel

receptor Fc v son equivalentes.

Por ejemplo, una region variable de cadena H del

anticuerpo funcionalmente equivalente a la region v ariable de
cadena H del anticuerpo descrita en la presente (es decir, la
region variable de cadena H original) significa que estaregion
tiene lamisma afinidad de union cuando se combina conlaregién

variable de cadena L del anticuerpo descrita en la presente la
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cual forma un par con la cadena H original, o alter

de la region que tiene la misma actividad citotoxic
células que expresan glipicano-3 o un tejido que co
células cuando se usa para una molécula multiespeci
une al antigeno. Ademas, una region variable de cad
anticuerpo funcionalmente equivalente a la region v
cadena L del anticuerpo descrita en la presente (es
region variable de cadena L original) significa que

tiene lamisma afinidad de unién cuando se combina
variable de cadena H del anticuerpo descrita en la
cual forma un par con la cadena L original, o alter

la region que tiene la misma actividad citotoxica h

gue expresan glipicano-3 o un tejido que contiene e
cuando se usa para una molécula multiespecifica que

antigeno.

nativamente
a hacia las
ntiene estas
fica que se
ena L del
ariable de
decir, la
estaregion
conlaregion
presente la
nativamente
aciacélulas
stas células

se une al

El término “equivalente” no necesariamente tiene qu

significarelmismo gradode actividad, y laactivi
mejorada.Especificamente,paralaafinidaddeunio

los ejemplos incluyen el caso en donde el valor (va

KD precursor) obtenido porcomparaciénalaafinida
laregidnvariabledelanticuerpoquesirvecomoel

KD precursor) es 1.5 o menor. El valor del valor KD
precursorespreferiblementel.3omenor,masprefe

o menor, 1.1 0 menor, 1.0 o menor, 0.9 o menor, 0.8

0 menor, 0.6 o menor, o 0.5 0 menor. Mientras no ex

dadpuedeser
nalantigeno,
lor KD/valor
ddeunionde
control(valor

/valor KD
riblementel.2
o menor, 0.7

iste limite
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inferior, los ejemplosincluyen 10 1,10 2,10 3,10 4,10 5010 5.
Masespecificamente,enlapresenteinvencion,elv alordelvalor
KD/valor KD precursor es preferiblemente 10 6 015X10 0 mas
preferiblemente 10 6 al1l0 -1, adnmas preferiblemente 10 6 alld 2
yaunmas preferiblemente 10 ‘6 al0 -3.Paraactividad ccitotoxica,

los ejemplos incluyen el caso en donde el valor (ve locidad de
inhibiciondelcrecimientodelacelular/velocidad deinhibicion
delcrecimientodelacélulaprecursora)obtenidop orcomparacion
alavelocidad de inhibicion del crecimiento de la céluladela
molécula multiespecifica que se une al antigeno que sirve como
el control (velocidad de inhibicion de crecimiento delacélula
precursora) es 0.7 o mas. La concentracion de la mo lécula
multiespecifica que se une al antigeno puede ser de terminada
apropiadamente, pero es preferiblemente, por ejempl 0, 0.01 nM,
0.05nM, 0.1 nM, 0.5nM o 1 nM; y preferiblemente, setoman las
medicionesa0.05nM00.1nM.Elvalorlavelocida ddeinhibicion

del crecimiento de la célula/velocidad de inhibicio n del
crecimiento de la célula precursora es preferibleme nte 0.8 o
mayor, mas preferiblemente0.9omayor,1.00mayor ,1.2omayor,
1.5 o mayor, 2 o mayor, 3 0 mayor, 5 o mayor, 10 o mayor, o 20
0 mayor. Mientras no existe limite superior, el val or puede ser

10,10 2,10 3,10 4,105010 6.
Ademds, para actividad citotéxica, los ejemplos
incluyen el caso en donde el valor (concentracion p ara 50% de

inhibicién del crecimiento celular/concentraciéon de | precursor
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para 50% de inhibiciébn del crecimiento celular) obt
comparacidénalaconcentraciondelamoléculamulti

se une al antigeno para 50% de inhibicién del creci
célula (concentracion del precursor para 50% de inh
crecimiento de la célula) es 1.5 o menor. La concen
50% deinhibicion de crecimientoserefierealaco
lamoléculamultiespecificaqueseunealantigeno
parareducirlarelacionde proliferaciondelacél
comparadacuandolamoléculamultiespecificaquese
no se agrega. El valor de “concentracion para 50% d
delcrecimientodelacélula/concentraciondelprec
deinhibiciondelcrecimientodelacélula’espref
omenor,maspreferiblementel.2omenor,1.1omen
0.9o0menor,0.8omenor, 0.7 omenor, 0.6 o menor,

Mientrasnoexistelimiteinferior,elvalorpuede

enido por
especificaque
miento de la
ibiciéon del
tracion para
ncentracionde
necesariamente
ulaaunamitad
unealantigeno
e inhibicion
ursorparas50%
eriblementel.3
or,1.0omenor,
00.50menor.

ser,porejemplo

101,10 2,10 3,10 #4,10 5 010 5. Especificamente, el valor es

preferiblemente 10 6a1.5x10
aun mas preferiblemente 10 6 a 10 2
preferiblemente 10 6 al0d -S.

Conrespecto aldominio que comprende unaregionva

delanticuerpoquetieneactividaddeuniénalGPC3

GPC3 (por ejemplo, GPC3 humano) puede ser, por ejem
menor, preferiblemente4x10
2x10 - Momenor, 1x10 9 Mo menor, 8x10

Momenor,4x10 -10 Momenor,3x10

9 Momenor,talcomo3x10
10 M o menor, 5x 10

10 Momenor,2x10

-0, mas preferiblemente 10 6al0d 1,

y aun todavia mas

riable

.elvalorKDhacia

plo,5x 10 9 Mo

9 Momenor,

-10

10 Momenor,



10

15

20

25

154

1x10 -1 Momenor,8x10 11 M o menor, 5x 10 11 Mo menor, 4x 10 1
Momenor,3x10 11 Momenor,2x10 -1 Momenor,1x10 -1 Momenor,
8x10 -2 Momenor,5x10 12 M o menor, 4 x 10 12 M o menor, 3x 10 12
Momenor,2x10 12 Momenor,1x10 2 Momenor,8x10 13 Momenor,
5x10 -8 Momenor,4x10 13 M o menor, 3x 10 13 omenor, 2x 10 BBM
o menor,01x10 -13 M o0 menor.
Conrespectoaldominioguecomprendeunaregionva riable
delanticuerpoquetieneactividaddeuniénalcomp lejodelreceptor
delacélulaT elvalorK Dhaciauncomplejodelr eceptordelacélula
T humana tal como un receptor de la célula T humana , 0 mMas
especificamente por ejemplo CD3 e humano puede ser, por ejemplo, 2
x10 -7 Mo menor, preferiblemente 1.5x10 7 Momenor,talcomo 1.4
x10 7 Momenor,1.3x10 “Momenor,1.2x10 - Momenor,1x10 7
Mo menor, 3x10 8 Momenor,2x10 -8 Momenor,1x10 8 Momenor,
8x10 < Momenor,5x10 9 Mo menor,4x10 9 Mo menor,3x 10 9
Momenor,2x10 9 Momenor,1x10 9 Momenor,8x10 -10 Momenor,
5x10 -19 Momenor,4x10 10 Momenor,3x10 10 Momenor,2x10 -10
Momenor,1x10 -10 Momenor,8x10 -11 Momenor,5x10 -11 Momenor,
4x10 -1 Momenor,3x10 11 Momenor,2x10 11 Momenor,1x10 11
Momenor,8x10 12 Momenor,5x10 -12 Momenor,4x10 -12 Momenor,
3x10 -2 Momenor, 2x10 12 M o0 menor, 1 x 10 12 M 0 menor.
Lasmoléculasmultiespecificasqueseunenalantig eno
de la presente invencion preferiblemente tiene valo res KD hacia
GPC3humanoycomplejodelreceptordelacélulaT (porejemplo,

cadenaCD3 shumana)queson5x10 ‘9 Momenory2x10 - Momenor,
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respectivamente, y mas preferiblemente 1 x 10

10-8 M o menor, respectivamente.

9 Momenory 5 X

En la presente invencion, las regiones variables de I

anticuerpo que son “funcionalmente equivalente” no
particularmente limitadas siempre y cuando sean cad
anticuerpo y/oregiones variables de cadena L dela

satisfacen las condiciones descritas anteriormente.

tales regiones variables del anticuerpo incluyen re
producidas introduciendo sustitucion, supresion, ad
insercién de uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1,

10 aminoacidos) en las secuencias de aminoacido de
variablesdelasTablasla3mencionadasanteriorm
bienconocidoporaquellosexpertosenlatécnicap

una o mas sustituciones, supresiones, adiciones y/o

de aminoacido en una secuencia de aminoacido es un
introducir mutaciones en las proteinas. Por ejemplo
expertosenlatécnicapuedenprepararregionesvar
funcionalmente equivalentes a las regiones variable
anticuerpoquetienelasfuncionesantesmencionada
apropiadamente mutaciones en secuencias de aminoaci
métodostalescomomutagénesisdirigidaalsitio(H

T., Mizuno, T., Ogasahara, Y., and Nakagawa, M. (19
oligodeoxyribonucleotide-directed dual amber method
sote-directed mutagenesis. Gene 152, 271-275; Zolle

Smith, M. (1983) Oligonucleotide-directed mutagenes

son
ena H del
nticuerpo que
Ejemplos de
giones
icion yl/o
2,3,4,50
las regiones
ente.Unmétodo
araintroducir
inserciones
método para
, aquellos
iablesqueson
S del
sintroduciendo
do usando

ashimoto-Gotoh,

95) An
for

r,M.J., and
is of DNA



10

15

20

25

156

fragments cloned into M13 vectors.Methods Enzymol.
Kramer,W.,Drutsa,V.,Jansen,H.W.,Kramer,B.,P

and Fritz, H.J. (1984) The gapped duplex DNA approa
oligonucleotide-directed mutation construction. Nuc

Res. 12, 9441-9456; Kramer, W., and Fritz, H.J. (19
Oligonucleotide-directed construction of mutations
duplexADNMethods.Enzymol,154,350-367;andKunk

Rapid and efficientsite-specific mutagenesiswitho

selection. Proc Natl Acad. Sci U S A. 82, 488-492).

100, 468-500;

flugfelder,M.,

ch to
leic Acids
87)
via gapped
el, T.A.(1985)

utphenotypic

Cuando un residuo de aminoacido es alterado, el

aminoacido es preferiblemente mutado en un diferent
queconservalaspropiedadesdelacadenalaterald
Ejemplos de las propiedades de la cadena lateral de
son: aminoacidos hidrofébicos (A, I, L, M, F, P, W,
aminoacidos hidrofilicos (R, D, N, C, E, Q, G, H, K
aminoacidosquecontienencadenaslateralesalifati

L, I y P), aminoacidos que contienen cadenas latera
contienenelgrupohidroxilo(S,TyY),aminoacido

cadenas laterales que contienen un atomo de azufre
aminoacidos que contienen cadenas laterales que con

y acido carboxilico (D, N, E y Q), aminoacidos que
cadenaslateralesbasicas(R,KyH),yaminoacidos
cadenas laterales arométicas (H, F, Y y W)(loa amin
representados por cédigos de una letra en paréntesi

sustituciones de aminoacido dentro de cada uno de e

e aminoacido
eaminoacido.
aminoacido
Y yV),
,SyT),
cas(G,A,V,
les que
squecontienen
(CyM),
tienen amida
contienen
guecontienen
o&cidos son
s). Las

stos grupos
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son llamadas sustituciones conservativas. Ya se con
polipéptido que contiene una secuenciade aminoacid
en la cual uno o mas residuos de aminoacido en una
aminoacido dado son eliminados, agregados y/o susti
otrosaminoacidospuedenretenerlaactividadbiol
(Mark,D.F.
Zoller,M.J.andSmith,M.,NucleicAcidsRes.(198
Wang, A.
G. et al.,Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1982) 79: 6409-13). L
regiones variables de la presente invencion que con
modificaciones de aminoacido tienen una identidad d

de aminoacido de almenos 70%, mas preferiblemente

aunmas preferible almenos 80%, todaviamas prefer

85%, auin mas preferible al menos 90%, y més preferi

95%, con la secuencia de aminoacido de las secuenci
secuencias FR, o regiones variables completas de la
variable antes de la modificacion. En la presente,
delasecuenciasedefinecomoelporcentajederes

a aquellos en la secuencia de aminoacido original d

variable de cadena H o region variable de cadena L

después de que las secuencias son alineadas, y los
apropiadamente introducidos para maximizar la ident
secuenciacomo sea necesario. Laidentidad de las s
aminoacido puede ser determinada por el método desc

continuacion.

oce que un
o modificada
secuencia de

tuidos con

gicaoriginal
et al . ,Proc.Natl.Acad.Sci.USA;(1984)81:5662-6;
2)10:6487-500;

et al .,Science(1984)224:1431-3;Dalbadie-McFarland,

as
tienentales
e secuencia
almenos 75%,
iblealmenos
ble al menos
as CDR,
region

laidentidad

iduosidénticos

e laregion
determinada
huevos son
idad de
ecuencias de

rito a
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Ademas, una “region variable del anticuerpo

funcionalmente equivalente” se puede obtener, por e
acidosnucleicosquesehibridizanbajocondiciones

acidos nucleicos que comprenden una secuenciade nu
codificalasecuenciadeaminoacidodeunaregionv

Tablas 1 a 3 mencionadas anteriormente. Las condici
hibridizacion rigurosas para aislar un acido nuclei
hibridiza bajo condiciones rigurosas con un acido n
comprende una secuencia de nucleotido que codifica

de aminoacido de una region variable incluye, por e
condicionesdeurea6M,0.4%deSDS,0.5xSSCy37

de hibridizacién con una equivalencia estrictaala
aislamientodeloséacidosnucleicosconunahomolog

puede ser esperada con condiciones mas rigurosas, p
las condiciones de urea 6M, 0.4% de SDS, 0.1x SSCy
condiciones de lavado después de la hibridizacion s
ejemplo, lavado usando 0.5x SSC (1x SScenNaCl 0.1
desodio0.015MapH7.0)y0.1%deSDSa60°C,ma
ellavadousando0.2xSSCy0.1%SDSa60°C,aunma

el lavado usando 0.2x SSC y 0.1% SDS a 62°C, todavi
preferible ellavadousando0.2xSSCy0.1% SDS a6
preferible el lavado usando 0.1x SSC y 0.1% SDS a 6
secuencias de los &cidos nucleicos aislados pueden
determinadasporlosmétodosconocidosdescritosa

Lahomologiadelasecuenciadenucledétidototalde

jemplo, de
rigurosascon
cleotido que
ariableenlas
ones de
CO que se
ucleico que
la secuencia
jemplo, las
°C,ocondiciones
smismas. El
iamuchomayor
or ejemplo,
42°C. Las
on, por

5My citrato

spreferiblemente

spreferiblemente

a aun mas
5°C,yaunmas
5°C. Las
ser
continuacion.

lacidonucleico



10

15

20

25

159

aislado es al menos 50% o mayor, preferiblemente 70
maspreferiblemente 90%omayor(porejemplo,95%,
99% o mayor) de la identidad de secuencia.
Losacidosnucleicosquesehibridizanbajocondici
rigurosas a un acido nucleico que comprenden una se
nucleodtido que codificalasecuenciade aminoacido
variablepuedetambiénseraisladausando,enlugar
descritos anteriormente usando técnicas de hibridiz
métodos de amplificacion del gen tal como reaccion
polimerasa (PCR) que usa cebadores sintetizados con
informacion de la secuencia de nucleétido que codif

secuencia de aminoacido de region variable.

Laidentidaddeunasecuenciadenucleétidoosecue

de aminoacido a otra puede ser determinada usando e

BLAST,porKarlinandAltschul(Proc.Natl.Acad.S

% o mayor, y

96%,97%,98%,

ones
cuencia de
deunaregion
delosmétodos
acion,
en cadenade
base en la

ica la

ncia
| algoritmo

ci.USA(1993)

90: 5873-7). Los programas llamados BLASTIN y BLAST X se

desarrollaronconbaseaestealgoritmo(Altschul

Biol. (1990) 215: 403-10). Para analizar las secuen
conformidadconBLASTNconbaseaBLAST,losparame
porejemplo,comocalificacion=10ylargodepalabr

parte, los parametros usados para el analisis de la

de aminoacido por BLASTX conbase enBLAST incluye,
calificacion =50y largo de palabra = 3. Se usaron
predeterminados cuando se usan los programas BLAST

Ahuecado. Seconocentécnicasespecificasparatale

et al . ,J.Mol.
cias de
trossefijan,

a=12.Porotra
ssecuencias
porejemplo,
parametros
y BLAST

sanalisisen
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la técnica (véase el sitio en red del Centro Nacion

Informacién de Biotecnologia (NCBI), Herramienta de

Alineacion Local Béasica

http://www.ncbi.nim.nlm.nih.gov).
Lacombinaciéndelaregionvariabledelanticuerpo

tiene actividad de unién al glipicano-3y laregion

anticuerpo que tiene actividad de unién el complejo

lacélulaT comprendidaenlamoléculamultiespecif

al antigeno de la presente invencion no esta partic

limitadamientrastienelasactividadesdescritasa

Sinembargo, enlapresenteinvencion, laactividad

la molécula multiespecifica que se une al antigeno

preferiblemente equivalente a o mayor que la del an

biespecificoGPC3_ERY?22 rCEl15descritoenelEjemp

término “equivalente” no necesariamentetiene elsi

mismo grado de actividad como se describe anteriorm

actividad puede ser mejorada. Siendo

GPC3_ERY22 rCE1l15es, porejemplo, cuando elvalor

de inhibicion de crecimiento celular/velocidad de i

crecimiento celular (GPC3_ERY22 rCE115)) con relaci

velocidad de inhibicion de GPC3 _ERY22 rCE115 (veloc

inhibicion de crecimiento celular (GPC3_ERY22_rCE11

mayor, preferiblemente 0.8 o mayor, 0.9 o mayor, 1.

o0 mayor, 1.5 o mayor, 2 o mayor, 3 0 mayor, 5 o may

0 20 o mayor. Mientras no existe limite superior, e

equivalente

al para

Busquedade

(BLAST);

que
variable del
receptor de
icaqueseune
ularmente
nteriormente.
citotoxicade
es
ticuerpo
lo3.Aqui,el
gnificado del
ente, y la
a
de (velocidad
nhibicion de
on a la
idad de
5))es0.70
Oomayor,1.2
or, 10 o mayor

| valor puede
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ser, por ejemplo, 10, 10 2,10 38,10 4,10 5010 6. Laconcentracion

de la molécula multiespecifica que se une al antige no para ser
agregada puede ser determinada apropiadamente, pero es
preferiblemente, por ejemplo, 0.01 nM, 0.05nM, 0.1 nM, 0.5nMo

1 nM;y preferiblemente, las mediciones se toman a 0.05nM00.1
nM.

Ademas, losejemplosincluyenelcasoendondeelv alor
(concentracion para 50% de inhibicibn de crecimient o]
celular/concentracion para 50% de inhibicion de cre cimiento
celular (GPC3_ERY22 rCE115)) obtenida por comparaci on a la
concentracionpara50%deinhibiciondecrecimiento delascélulas
GPC3-ERY22_rCE115 (concentracion para 50% de inhibi cion de
crecimientocelular(GPC3_ERY22 rCE115))esl1.50m enor.Elvalor
para “concentracion para 50% de inhibicion de creci miento
celular/concentracion para 50% de inhibiciébn de cre cimiento
celular(GPC3_ERY22 rCE115)"espreferiblemente 1.3 omenor,mas
preferiblementel.2omenor,1.1omenor,1.00men or,0.9o0menor,
0.8omenor, 0.7 0omenor, 0.6 o menor,00.50meno r. Mientras no
existelimiteinferior, elvalorpuedeserporejem plo,10 1,10 -2,

103,10 4,10 5,010 -6 Especificamente elvalorespreferiblemente

106 a 5 x 10 0, méas preferiblemente 10 6 a 10 1, aun mas
preferiblemente 10 6 al0 -2,ytodaviaaunmaspreferiblemente 10 -6
alo 3.

Los valores KD especificos preferidos para GPC3 y

complejodelreceptordelacélulaThumana(porej emplo, cadena
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CD3 humana) son también como se indican anteriormente. Las
célulasdeseadasquemuestranlaexpresionGPC3ot ejidosdeseados
gue contienen estas células pueden ser usadas por | as células,

y, por ejemplo, se pueden usar PC-10 o NCI-H446 las cuales son
lineas de células de cancer humano que expresan GPC 3.

Ejemplos de tal combinacion de la region variable d el
anticuerpoquetieneactividaddeunionaglipicano -3ylaregion
variable delanticuerpoquetiene actividadde unio nalcomplejo
delreceptordelacélulaT,incluyelascombinacio nesderegiones
variables de cadena H del anticuerpo mostradas en | a Tabla 4,
combinaciones de regiones variables de cadena H del anticuerpo
guetienesecuenciasCDRcuyassecuenciasdeaminoa cidoCDR1,CDR2
yCDR3sonlasmismascomolassecuenciasdeaminoa cidoCDR1,CDR2
y CDRS3 portadas por las regiones variables de caden a H del
anticuerpodelaTablad,ycombinacionesdelasre gionesvariables
de cadena H del anticuerpo funcionalmente equivalen te a estas
regionesvariables. Aqui, “funcionalmente equivalen te"tieneel

mismo significado descrito anteriormente.

Tabla 4

Lado GPC3/lado del complejo receptor de célula T SEQ ID NO:

HO000/hCE115HA 40/52
H0000/CE115HA251 40/500
HO000/CE115HA236 40/429
HO000/TRO1HO02 40/421
HO000/CE115HA122 40/426
H0610/rCE115H 215/424
HO0610/TRO1H040 215/103
H0610/TRO1HO61 215/122
H0610/TRO1H068 215/129
H0610/TROTHO71 215/132
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Tabla 4 (cont.)

es

Lado GPC3/lado del complejo receptor de célula T SEQ ID NO:
GCHO54/TRO1HO67 197/128
GCH094,/TR0O1H082 211/142
GCH094/TR01H084 211/144
GCHO065/TRO1H084 206/144
GCHO065/TRO1H082 206/142
GCH094/TR0O1H109 211/164
GCHO65/TRO1H109 206/164
GCH094/TRO1H113 211/168
GCHO065/TRO1H113 206/168

Unacadena L comun preferida paratales combinacion
deunaregiénvariabledelanticuerpoquetieneact ividaddeunion
al glipicano-3 y una region variable del anticuerpo gue tiene
actividaddeunionalcomplejodelreceptordelac élulaTincluye,
por ejemplo, LO0O0O, L0011, L0201, L0203, L0204, L02 06, L0208,
L0209, L0211, L0212, L0222, y una cadena L comun qu e tiene
secuencias CDR (secuencias de aminoacido CDR1, CDR2 y CR3)
idénticas a las secuencias de aminoacido CDR1, CDR2 y CDR3 como
en la anterior cadena L comdn. Las combinaciones es pecificas

incluyen,porejemplo,lascombinacionesdelasreg

de cadena H del anticuerpo y una cadena L comun en
la Tabla 5, las combinaciones de las regiones varia
anticuerpo que tienen secuencias CDR (secuencias de

CDR1, CDR2 y CDR3) idénticas a las secuencias de am

ionesvariables
mostradas en
bles del
aminoacido

inoacido de
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CDR1,CDR2yCDR3portadasporregionesvariablesd

yunacadenalcomundelaTabla5,ycombinaciones

elanticuerpo

delasregiones

variables de cadena H y una cadena L comun funciona Imente
equivalente a estas regiones variables. Aqui, “func ionalmente
equivalente” tiene el mismo significado como se des cribe
anteriormente.
Tabla 5
Lado GPC3/lado del complejo de receptor de célula T/cadena L comun SEQ ID NO:
HO0610/rCE115H/L0O000 215/424/53
H0610/TR0O1H040,/L0000 215/103/53
H0610/TRO1H040/L0201 215/103/299
H0610/TRO1H040/L0203 215/103/301
H0610/TR0O1H040/L0204 215/103/302
H0610/TR0O1H040/L0206 215/103/304
H0610/TR0O1H040/1.0208 215/103/306
H0610/TRO1H040/L0209 215/103/307
H0610/TRO1H040/L.0211 215/103/309
HO0610/TRO1H061./L0000 215/122/33
H0610/TR0O1H068/L0000 215/129/53
H0610/TRO1H071/L0000 215/132/53
GCHO054/TRO1HO067 /L0201 197/128/299
GCHO054/TR01H067/1L.0212 197/128/310
GCHO054/TRO1H067/L0222 197/128/319
GCHO054/TR01H067/L0000 197/128/53
GCH094/TRO1H082/L0201 211/142/299
GCH094/TR01H082/L0011 211/142/223
GCH094/TR01H084/L0011 211/144/223
GCH065/TRO1H084/L0011 206/144/223
GCHO065/TR01H082/L0011 206/142/223
GCH094/TRO1H109/L0011 211/164/223
GCHO065/TR0O1H109/L0011 206/164/223
GCH094/TRO1H113/L0011 211/168/223
GCHO065/TRO1H113/L0011 206/168/223
LaregionFccomprendidaenlamoléculamultiespeci fica
que se une al antigeno de la presente invencién no esta
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particularmentelimitadamientrasqueseaunaregio nFcquetiene
actividad que se une al receptor Fc v reducida, pero ejemplos de

una region Fc preferida de la presente invencion in cluye una
combinacion de la porcion de la regidon Fc de E22Hh y la porcién
delaregionFcdeE22Hk,unacombinaciondelapor ciondelaregion

Fc de E22702GsKscy la porcion de laregion Fc de E 2704sEosc, y
una combinacion de la porcion de laregion Fc de E2 702sKscyla

porcion de la regién Fc de E2704sEpsc.

Ejemplosdeunamoléculamultiespecificaqueseune al
antigeno de la presente invencion incluyen anticuer pos
biespecificos que comprendenunaregionvariable de lanticuerpo
quetiene actividad de unionaglipicano-3yunare giénvariable
del anticuerpo que tiene actividad de union a CD3 e. Mas
preferiblemente, laactividad citotéxicaeslamism aomayorque
la del anticuerpo biespecifico GPC3_ERY22 rCE115. E jemplos de
tales anticuerpos  biespecificos incluyen  anticuerpo S
biespecificos que comprenden cadenasHyL descrita senlaTabla
13, y anticuerpos biespecificos que se unen a epito po que se
traslapa con un epitopo unido por los anteriores an ticuerpos, y
los cuales contienen una regién Fc con actividad de unién al

receptor Fc v reducida.

Si un anticuerpo reconoce un epitopo que se traslap a
conunepitoporeconocidoporotroanticuerpopuede serconformado
por la competicion entre los dos anticuerpos contra el epitopo.

La competicion entre los anticuerpos puede ser eval uada por



10

15

20

166

ensayosdeuniéndecompetitividadusandomediosta lescomoensayo
de inmunosorbente enlazado a la enzima (ELISA), mét odo de
transferencia de energia fluorescente (FRET), y tec nologia de
ensayo de microvolumen fluorométrico (FMAT (nombre comercial
registrado)). La cantidad de un anticuerpo unido a un antigeno
indirectamente se correlaciona con la capacidad de unién de un
anticuerpo competidor candidato (un anticuerpo de p rueba) que
competitivamenteseunealepitopotraslapado.Eno traspalabras,
ya que la cantidad de un anticuerpo de prueba contr a el epitopo
traslapado se incrementa, la cantidad del anticuerp o unido al
antigeno disminuye, y la cantidad del anticuerpo de prueba que

seunealantigenoseincrementa. Especificamente,
etiquetado apropiadamente y el anticuerpo a ser eva
simultdneamenteagregadosalantigeno,yelanticue

un resultado se detecta usando la etiqueta. La cant
anticuerpoqueseunealantigenopuedeserfacilme
etiguetando el anticuerpo de antemano. Esta etiquet
particularmentelimitada,yelmétododeetiquetado

de conformidad con latécnica de ensayo usada. Espe

el método de etiquetado incluye etiquetado fluoresc

radioetiquetado, etiquetado enzimatico y similares.

elanticuerpo
luado son
rpounidocomo
idad del
ntedeterminada
a no es
seselecciona
cificamente,

ente,

Por ejemplo, el anticuerpo fluorescentemente
etiquetadoyelanticuerponoetiquetado,oelanti cuerpodeprueba
son simultdneamente agregados a microcapsulas con G PC30CD3 ¢,

yelanticuerpo etiquetadoesdetectadoportecnolo giadeensayo
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de microvolumen fluorométrico.
Aqui, el“anticuerpoque se unealepitopotraslapa
serefiereaunanticuerpodepruebaquepuederedu
del anticuerpo etiquetado unido por al menos 50% a
concentracionqueesusualmente 100vecesmayor, pr
80 veces mayor, mas preferiblemente 50 veces mayor,
preferible30vecesmayor,ytodaviamaspreferible
que la concentracion a la cual el anticuerpo no eti
reduceab0%delacantidaddelanticuerpoetiqueta
Lasmoléculasmultiespecificasqueseunenalantig
las cualestienenlos sitios de uniénalantigenod
gue se unen a epitopos traslapados con epitopos uni
anticuerpos mencionados anteriormente, pueden propo
excelente actividad citotoxica.
Lasmoléculasmultiespecificasqueseunenalantig
de la presente invencion se producen por la misma t
el método para producir anticuerpos recombinantes m

anteriormente.

do”
cirlacantidad
una
eferiblemente
aun mas
10vecesmayor
guetado se
dounido(IC  so).
eno,
e anticuerpos
dos por los

rcionar

eno
écnica como

encionados

La presente invencion también se refiere a

polinucledtidos que codifican las moléculas que se
antigenodelapresenteinvencién,ysepuedeninse

de expresion discrecional. Los hospederos adecuados
transformadosconlosvectoresdeexpresiénparapr
gueexpresanlasmoléculasqueseunenalantigeno.

gue se unen al antigeno por los polinucleétidos pue

unen al
rtarenvectores
pueden ser
oducircélulas
Lasmoléculas

den ser
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obtenidos cultivando las células que expresan las m

se unen al antigeno, y recolectar los productos de
lossobrenadantesdelcultivo. Estoes, lapresente
refiereavectoresquecomprendenunpolinucleétido
unamoléculaqueseunealantigeno,loscualescom

las células y recolectar las moléculas que se unen
delossobrenadantesdelcultivo. Estospuedenser
técnicas similares a aquellas para anticuerpos reco
mencionadas anteriormente.

Composiciones farmacéuticas

oléculas que
expresion de
invencionse
guecodifica
prendencultivar
al antigeno
obtenidospor

mbinantes

Desde otros puntos de vista, la presente invencion

proporciona composiciones farmacéuticas que compren
ingrediente activo una molécula multiespecifica que
antigeno que comprende: (1) un dominio que comprend
variable del anticuerpo que tiene actividad de unié
glipicano-3,(2)undominioquecomprendeunaregio
anticuerpoquetieneactividadde uniéonalcomplejo
delacélulaT,y (3) undominio que comprende una

actividad de unién reducida hacia un receptor Fc
presente invencion se refiere acomposiciones farma
inducenlesiéncelular, lo cualcomprende lamolécu

al antigeno como un ingrediente activo. Las composi
farmacéuticas de la presente invencion las cuales i
lesion celular descrita, particularmente citotoxici

dependiente de la célula T, son preferiblemente adm

den como el
se une al
e unaregion
n a
nvariabledel
delreceptor
region Fccon
v. Ademas, la
céuticas que
laqueseune
ciones
nducen la
dad celular

inistradas a
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unsujetoquesufredeunaenfermedadparalacual lasactividades
son necesarias para prevencion o tratamiento, o un sujetoenel
cual la enfermedad sea posible que recaiga.

Ademas, en la presente invencion, los agentes que

inducen citotoxicidad y los agentes que inhiben el crecimiento
que comprenden como el ingrediente activo una moléc ula
multiespecifica que se une al antigeno que comprend e:

(1) un dominio que comprende una region variable de
anticuerpo que tiene actividad de union,

(2) un dominio que comprende una region variable de I
anticuerpoquetiene actividad de uniénalcomplejo delreceptor

delacélulaT,y

(3)undominioguecomprendeunaregiénFcconacti vidad
deuniénreducidahaciaunreceptorfFc ypuedeserpresentadocomo
unmétodoparainducirlesiéncelularlacualcompr endelasetapas
de administrar la molécula que se une al antigeno a un sujeto,

0 puede ser presentado como uso de la molécula que se une al
antigenoenlamanufacturadeunagentequeinduce citotoxicidad

y un agente que inhibe crecimiento.

Enlapresenteinvencién“‘comprendecomoelingredi ente
especifico una molécula multiespecifica que se une al antigeno
gue comprende (1) un dominio que comprende una regi on variable
del anticuerpo que tiene actividad de unioén a glipi cano-3, (2)
un dominio que comprende unaregién variable del an ticuerpo que

tiene actividad de unién al complejo del receptor d e la célula
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T,y (3) undominio que comprende unaregion Fc con
unidnreducidahaciaunreceptor Fc
molécula que se une al antigeno como un componente
principal,sinlimitaciénalarelaciondecontenid

que se une al antigeno.

actividad de

v”significaque comprendela

activo

odelamolécula

De ser necesario, las moléculas multiespecificas qu

se unen al antigeno de la presente invencion pueden
encapsulados en microcapsulas (por ejemplo, aquella
hidroximetilcelulosa, gelatina, y poliimetilmetacri
incorporadas como componentes de un sistema de sumi
farmaco coloidal (por ejemplo, liposomas, microesfe
albumina, microemulsiones, nanoparticulas
nanocapsulas)(véase, por ejemplo, “Remington’s Phar
Sciencesl6thedicion,Olsoed.(1980)).Losmétodo

los agentes farmacéuticos como agentes farmacéutico

liberacién controlada también son bien conocidos, y

métodospuedenseraplicadosalasmoléculasmultie

ser
s hechas de
lato) o
nistro de
ras de
y
maceutical
sparapreparar
s de
similares

specificasque

se une al antigeno de la presente invencién (J. Bio med. Mater.
Res. (1981) 15:267-277; Chemtech. (1982) 12: 98-105 ; Patente
EstadounidenseNo0.3,773,719;PublicaciondeSolici tuddePatente
Europea Nos. EP 58,481 y EP 133,988; Biopolymers (1 983) 22:
547-556).

Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion o agentes que inducen citotoxicidad y age ntes que

inhibencrecimientocelularsepuedenadministrara

pacientespor
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administracion oral o parenteral, y se prefiere adm inistracion
parenteral. Ejemplos especificos del método de admi nistracion
incluyen  administracion  por  inyeccion, administraci on
transnasal, administracion transpulmonar y administ racion
transdermal. Ejemplos de administracion por inyecci on incluyen
inyeccion intravenosa, inyeccién intramuscular, iny eccion
intraperitoneal e inyeccion subcutanea. Una composi cion
farmacéutica de la presente invencibn o agente que induce
citotoxicidadyunagentequeinhibeelcrecimiento celularpueden
seradministrados sistematicamente o localmente, po rejemplo, a
través de administracion por inyeccion. ElI método d e
administracion puede ser seleccionado apropiadament e de
conformidad con la edad y sintomas del paciente. La dosis puede
serseleccionadadelintervalode0.0001mgal000 mgporkilogramo
depesocorporalparaunaadministracionunica.Alt ernativamente,
porejemplo,ladosispuedeserseleccionadadelin tervalode0.001
mg/cuerpo a 100000 mg/cuerpo por paciente. Sin emba rgo, las
composicionesfarmacéuticasdelapresenteinvencio nounagente
gue induce citotoxicidad y agente que inhibe el cre cimiento

celular no se limitan a estas dosis.

Las composiciones farmacéuticas de la presente

invencion o agentes que inducen citotoxicidad y age ntes que
inhiben el crecimiento celular pueden ser formulada s de
conformidadconmétodosconvencionales(porejemplo ,Remington’s

Pharmaceutical Product Science, tltimaedicion, Mar k Publishing
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Company, Easton, U.S.A.)y pueden contener también portadoresy
aditivos farmacéuticamente aceptables. Entre los €] emplos se
incluyen,sinserlimitadoa,tensioactivos,excipi entes,agentes
colorantes, perfumes, conservadores, estabilizadore S,
amortiguadores,agentesdesuspension,agentesdei sotonizacion,
aglutinantes, lubricantes, agentes que promueven la fluidez y
agentessaborizantes;yotrosportadorescomunmente usadospueden
adecuadamenteserusados. Ejemplosespecificosdel osportadores
incluyen acido silicico anhidro, lactosa, celulosa cristalina,
manitol, almiddén, carmelosa de sodio, hidroxipropil celulosa,
hidroxipropil metil celulosa, dietilaminoacetato de

polivinilacetal, polivinilpirrolidona, gelatina, tr iglicéridos

de &cido graso de cadena media, aceite de ricino 60 endurecido
conpolioxietileno, sacarosa, carboximetil celulosa ,almidénde

maiz, sal inorganica y similares.

Lapresenteinvenciontambiénproporcionamétodosp ara
dafarcélulasqueexpresanantigenoglipicano3ot ejidosdetumor
gue contienen células que expresan el antigeno, o m étodos para
suprimirelcrecimientoestascélulasotejidosde tumorponiendo
encontactolas células que expresan elantigeno gl ipicano3con
unamoléculamultiespecificagueseunealantigeno delapresente
invencionqueseunealantigeno.Lamoléculamulti especificaque
se une al antigeno que une al antigeno es como se d escribe
anteriormente por una molécula que se une al antige no de la

presenteinvencionqueseunealantigeno,elcual escomprendido
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en los agentes que inducen citotoxicidad y agentes que inhiben
el crecimiento celular de la presente invencién. La s células
unidas por una molécula multiespecifica que se une al antigeno
de la presente invencibn que se une al antigeno no son
particularmente limitadas mientras que estas son cé lulas que

expresan el antigeno.

Enlapresenteinvencion,el‘contacto’sellevaa cabo,
agregandounamoléculamultiespecificaqueseunee lantigenoal
medio de cultivo de las células que expresan el ant igeno GPC3
cultivadas i n vitro.Enestecaso, unliquido o solido obtenido
por secado por congelamiento o similar puede ser ad ecuadamente
usadocomolaformadelamoléculaagregadaquese unealantigeno.
Cuandoseagregacomounasolucidonacuosa,puedese runasolucion
acuosa que simplemente contiene solamente la molécu la
multiespecificague seunealantigenodelapresen teinvencion,

o puede ser una solucién que contiene también, por ejemplo, los
tensioactivos, excipientes, agentes colorantes, per fumes,
conservadores, estabilizadores, amortiguadores, age ntes de

suspension, agentes de isotonizacion, aglutinantes,

desintegrantes, lubricantes, agentes que promueven lafluidezy
agentessaborizantesantesmencionados.Laconcentr acionalacual

la adicidn se realiza no es particularmente limitad a, pero una
concentracion final adecuada en la solucion de cult VO es
preferiblemente en el intervalo de 1 pg/ml a 1 g/ml , Mas

preferiblemente 1 ng/mla 1 mg/ml, y ain mas prefer ible 1 pg/ml
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a1l mg/ml.

Ademas, enotramodalidaddelapresenteinvencion,
“contacto” puede realizarse también mediante la adm
de la molécula que se une al antigeno de la present
a animales no humanos con células que expresan el a
trasplantado ensus cuerpos, y aanimales que porta
que intrinsecamente expresan el antigeno. ElI método
administracion puede ser oral o parenteral, y laad
parenteral es particularmente preferida. Ejemplos e
del

método de administraciéon incluye administracion

inyeccion, administracion transnasal, administracio

transpulmonar y administracion transdermal. Ejemplo
administracion por inyeccién incluye inyeccién intr
inyeccion intramuscular, inyeccién intraperitoneal
subcutdnea.Unacomposicionfarmacéuticadelapres

0 un agente que induce citotoxicidad y un agente qu
crecimiento celular pueden seradministrados sistem
localmente, por ejemplo, a través de la administrac
inyeccién. EI método de administracion puede ser se
apropiadamente de conformidad con la edad y sintoma
deprueba.Cuandoseadministracomounasoluciona
usarunasolucidnacuosaqguecontienesimplemente U
molécula multiespecifica que se une al antigeno de
invencion, o una solucién que contiene los tensioac
excipientes, agentes colorantes,

perfumes, conserva

el
inistraciéon
e invencién
ntigeno GPC3
nlascélulas
de
ministracion
specificos
por
n
s de
avenosa,
e inyecciéon
enteinvencion
e inhibe el
aticamenteo
ion por
leccionado
sdelanimal
cuosa,sepuede
nicamenteuna
la presente
tivos,

dores,
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estabilizadores,amortiguadores, agentesdesuspens i0n,agentes
de isotonizacion, aglutinantes, desintegrantes, lub ricantes,
agentesquepromuevenlafluidez,agentessaborizan tesysimilares
sepuedenusar. Ladosis puede ser seleccionadadel intervalode
0.0001 mg a 1000 mg por kilogramo de peso corporal para una

administracion Unica.

Alternativamente, por ejemplo, la dosis se puede

seleccionar delintervalo de 0.001 mg/cuerpo a 1000 00 mg/cuerpo
porpaciente.Sinembargo,lacantidaddemolécula multiespecifica
gue se une al antigeno de la presente invencion adm inistrada no

se limita a estas dosis.

El siguiente método es adecuadamente usado como un

métodoparaevaluaromedirlalesioncelularinduc idaencélulas
gueexpresanelantigenoglipicano3elcualseune porundomino
que portaunaregionvariable delanticuerpoqueti eneactividad
de unidn a glipicano 3 que constituye la molécula g ue se une al
antigeno como un resultado de poner en contacto las células con
unamoléculamultiespecificagueseunealantigeno delapresente
invencion.Ejemplosdeunmétodoparaevaluaromed irlaactividad
citotoxica i n vitroincluyen métodos para medirla actividad de

lacélulaT citotéxica. Sionounamoléculamultie specificaque
se une al antigeno de la presente invencién tiene ¢ itotoxicidad
delacélulaTpuedesermedidapormétodosconocid os(porejemplo,
Currentprotocolsinlmmunology, Capitulo7.Immuno logicstudies

inhumans, Editor,JohnE.Coligan et al . ,JohnWiley&Sons,Inc.,
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(1993) y similares). Para mediciones de actividad,

gue se une al antigeno que se une a un antigeno dif
glipicano 3, el cual es un antigeno no expresado en
usadas para la examinacion, puede ser usada como un
la misma manera como una molécula multiespecifica g
antigeno de la presente invencién, y la actividad p
determinada por la presente cuando la molécula mult
que se une al antigeno de la presente invencidon mue
actividadcitotoxicamasfuerteque cuandoseusal

se une al antigeno como un control.

Para evaluar o medir la actividad citotoxica
porejemplo,lascélulasqueexpresanunantigenog
intradermalmente o subcutaneamente trasplantadas a
pruebanohumano, y después unamoléculade prueba
antigenoesintravenosamenteointraperitonealmente
diariamente o con un intervalo de pocos dias, parti

de trasplante o al siguiente dia. La actividad cito

ser determinada por medicion diaria del tamafio de t

observando diferencia en el cambio de tamafio del tu
manerasimilaralaevaluacién
de una molécula que se une al antigeno de la presen
puedeserdeterminadaporestarpresentecuandola

de moléculas de control que se unen al antigeno mue
tamafio de tumor en el grupo sometido a la administr

molécula que se une al antigeno de la presente inve

unamolécula
erente de
las células
control de
ue seuneal
uede ser
iespecifica
stra una

amoléculaque

in vivo,
lipicano3son
unanimal de
gueseuneal
administrada
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toxica puede
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mor. En una
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significativamentemaspequefiaqueeltamafiodetum
sometidoalaadministraciondelamoléculade cont

al antigeno.

Comounmétodo paraevaluar o medir el efecto supre

enlaproliferaciondecélulasqueexpresanunanti

3, un método para medir la absorcion de timidina et

el isotopo en células o el método MTT puede ser ade

usado. Como un método para evaluar o medir la activ

proliferacion-supresora de la célula

descrito anteriormente para evaluar o medir la acti

citotoxica i n vi vo puede ser adecuadamente usado.

Lapresenteinvenciontambiénproporcionakitspara

en los métodos de la presente invencién, los cuales

unamoléculamultiespecificagueseunealantigeno

invencion o una molécula multiespecifica que se une

producida por un método de produccion de la present

Adicionalmente el kit puede incluir en su envase, u

solvente farmacéuticamente aceptable, e instruccion

describen el método de uso.
Lapresenteinvenciontambiénserefiereaunamolé

multiespecifica que se une al antigeno de la presen

o una molécula multiespecifica que se une al antige

por un método de produccién de la presente invencié

un método de la presente invencion.

La presente invencion también se refiere a molécula

orenelgrupo

rolqueseune

sor
genoglipicano
iquetada con
cuadamente

idad de

i n vivo, el mismo método

vidad

uso
comprenden
delapresente
al antigeno
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guetienenactividadqueseuneaGPC3,lacualcon

que comprende una region variable del anticuerpo qu
actividad que se une al antigeno de la molécula mul

que se une al antigeno de la presente invencion. Ad
presenteinvencionserefiereaunamoléculaqueti

que se une a GPC3, la cual comprende las regiones v
anticuerpo de las cadenas H y L respectivamente que
lastresCDRsdelascadenasHyL (totaldeseisC

en la molécula. La presente invencion también se re
moléculasquetienenactividadqueseunealcomple
delacélulaT,lascualescontienenundominioque
regionvariable delanticuerpo quetiene actividad
complejodelreceptordelacélulaTdelamolécula

gue se une al antigeno de la presente invenciéon. Ad
presenteinvencionserefiereaunamoléculaqueti

gue seune alcomplejodelreceptordelacélulaT

las regiones variables del anticuerpo de las cadena
respectivamente que comprende las tres CDRs de las

L (totaldeseisCDRs)contenidasenlamolécula.T
pueden ser anticuerpos o polipéptidos que comprende
que se unen al antigeno de un anticuerpo. La presen
tambiénserefiereaanticuerposqueseunenaepit

0 que compiten con estas moléculas o polipéptidos q

los fragmentos del mismo que se unen al antigeno. E

adecuadosdetalespolipéptidosque comprendenfrag

tieneundominio
e tiene
tiespecifica
emas, la
eneactividad
ariables del
comprenden
DRs)contenidas
fiere alas
jodelreceptor
comprendeuna
gueseuneal
multiespecifica
emas, la
eneactividad
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SsHyL
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nfragmentos
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opostraslapados
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unen al antigeno de un anticuerpo incluye scFv, ant
cadenaunica,Fv,cadenaFv2unica(scFv2),Faby
estas moléculas no pueden ser multiespecificas (bie
ypuedenunirsesolamenteyaseaporGPC3ouncomp

de la célula T (por ejemplo, la cadena CD3 g).

icuerpos de
F(ab’) 2.Ademas,
specificas),

lejodelreceptor

Estasmoléculasincluyenunamoléculaquecomprende un

dominioquecomprendeunaregionvariabledelantic
actividad que se une a GPC de lamolécula multiespe
une al antigeno ejemplificado en detalle en los Eje
presente (la cual comprende las regiones variables
quetienenactividadqueseunaaGPC3ylaregion
decadenal),unamoléculaquecomprendeundominio
unaregionvariabledelanticuerpoquetieneactivi

al complejo del receptor de la célula T de la moléc
multiespecifica que se une al antigeno ejemplificad
Ejemplosenlapresente(loscualescomprendenlar

de cadenal),ytambiénunamoléculaquetiene una

une la proteina antigénica (GPC3 o complejo del rec
célula T), la cual comprende las tres CDRs de cada
cadenas H y L (total de seis CDRs) contenidas en la

anterior.

uerpoquetiene
cificaquese
mplos en la
de cadena H
variablecomun
guecomprende
dadqueseune
ula
aenquelos
egidnvariable
actividad que
eptor de la
una de las

molécula

Estas moléculas tienen CDRs que estan en comun con

aguella molécula multiespecifica que se une al anti
presente invencion; y por lo tanto, se espera que s

epitopotraslapadoconunepitopoparalamolécula

geno de la
e unan a un

multiespecifica
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gue se una al antigeno de la presente invencion. Po
estas moléculas pueden competir con moléculas multi
gueseunenalantigenodelapresenteinvencioncu
conlasmoléculas multiespecificasque seunenala
presente invencion. En consecuencia, estas molécula
usadas, por ejemplo, como agentes reguladores para
desupresion(talcomoactividadqueseunealanti

citotoxica y actividad antitumoral) de las molécula
multiespecificasqueseunenalantigenodelapres
Ademas, talmoléculase puede uniraunaproteinao

o complejodelreceptordelacélulaT) poradelant
seagregaunamoléculamultiespecificaqueseunea

la presente invencion, pueden ser detectadas las mo
sedisocianatravésdelacompetencia.Deestaman

es Util como un agente para detectar la uniéon de un
multiespecifica que se une al antigeno de la presen

a una proteina objetivo. Aqui, tales moléculas pued
etiquetadas apropiadamente con sustancias fluoresce
similares. Alternativamente, estas moléculas son ut
seleccionarnuevosanticuerposqueseunenaepitop

con los epitopos unidos por las moléculas multiespe

se unen al antigeno de la presente invencion. Como
anteriormente, tales moléculas pueden ser unidas a
objetivo (GPC3 o complejo del receptor de la célula

adelantado,ycuandoseagregaunanticuerpo,sila

r lo tanto,
especificas
andoco-existen
ntigenodela
spuedenser
actividades

geno,actividad

enteinvencion.
bjetivo (GPC3
ado, ycuando
lantigenode
|éculas que
era,lamolécula
a molécula
te invencion
en ser
ntes o
iles para
ostraslapados
cificas que
se describe
unaproteina
T) por

moléculaunida
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sedisocia, despuéselanticuerpode pruebaesunc andidato para
un anticuerpo que se une a un epitopo traslapado co n el epitopo
unido por la molécula multiespecifica que se une al antigeno de
la presente invencion. Esto permitird seleccion efi ciente de
nuevas moléculas multiespecificas que se unen al an tigeno.

Las combinaciones presentadas como ejemplos en la

presente como combinaciones de cada una CDR de las moléculas
multiespecificasqueseunenalantigenodelapres enteinvencion
puedenserdirectamenteusadascomocombinacionese specificasde
CDRs de las regiones variables de cadena H y cadena L en estas
moléculas. La afinidad del antigeno de estas molécu las (valores
KD)espreferiblementeunvalorejemplificadoenla presentecomo
elvalorKkDdeunamoléculamultiespecificaquese unealantigeno

de la presente invencion, pero no se limita a esto.

La presente invencion también se refiere a &cidos

nucleicosquecodificanestasmoléculas,vectoresq uecomprenden
losacidosnucleicos,célulasquecomprendenlosac idosnucleicos
o los vectores, métodos para producir las moléculas cultivando
las células, y las moléculas producidas por estos m étodos.

Todaslasreferenciasdelatécnicaanteriorescita das
en la presente son incorporadas por referencia en e sta
descripcion.

EJEMPLOS

Aqui a continuacion, la presente descripcién sera

especificamente descrita con referencia a los sigui entes
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Ejemplos, pero no son construidos para limitar esta

Ejemplo 1 - Producciénde GPC3_ERY22rCE115y medici on
de actividad citotoxica

(1-1) Produccién de GPC3_ERY22 rCE115

Una molécula en la cual uno los Fabs han sido

reemplazados con un dominio que se une a épsilon CD 3 se produce
usando IgG contra un antigeno cancerigeno (GPC3) co mo la
estructurabase.Enestecaso,elFCdelgGusadoc omolaestructura
basica fue un Fc silente con afinidad atenuada por FcgR (un

receptor Fc  v(Fc gama)). Un anticuerpo anti-GPC3, HO000 (SEQ ID
NO)/GLA(SEQIDNO:41),seusécomoeldominioque seuneaGPCa3.
Unanticuerpoanti-CD3,rCE115H/rCE115L(SEQIDNO. 42/SEQIDNO:

43), se us6 como el dominio que se une a CD3.

El G1d producido removiendo Gly y Lys en el C térmi no
delgGlseus6comolaregionconstantedecadenaH delanticuerpo,
estoseusdencombinacionconHO000/GL4yrCE115H/ rCE115L.Cuando
la region constante de cadena H del anticuerpo se n ombré H1, la
secuenciaque corresponde alacadenaH delanticue rpoque porta
HOO0OO en la regién variable se muestra como HO000-H 1. Aqui, se
muestra una alteracién de aminoécido, por ejemplo, como D356K.
La primera letra (que corresponde a D en D356K) es la
representacion del cédigo de una letra para el resi duo de
aminodacido antes de la modificacion, el nimero que sigue (que
corresponde a 356 de D356K) es la posicion de la mo dificacién

indicadaporlanumeracién EU, ylaletrafinal (Qqu ecorresponde
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a K de D356K) es la representacion de codigo de una letra para

el residuo de aminoacido después de la modificacion . G1dh (SEQ
IDNO:44)producidoremoviendoGlyyLysenelCt erminodelgG1,
ERY22_ Hk (SEQ ID NO: 45) producido introduciendo la s mutaciones
L234A/L235A/Y349C/T366W en Gldh, y ERY22_Hh (SEQ ID NO: 46)
producido introduciendo las mutaciones
L234A/1235A/D356C/T366S/L368A/Y407V en Gldh se prep araron de
conformidad con el método del Ejemplo de Referencia 1. Las
mutaciones L234A y L235A se introdujeron en las cad enas H
respectivasparaatenuarlaafinidadparaFcgR(un receptorFc  v),
y las mutaciones Y349C/T366W y D356C/T366S/L368A/Y4 07V se
introdujeron para eficientemente formar heteromeros de cada
cadenaH cuando se producen los anticuerpos heterod iméricos que

comprenden dos tipos de cadena H.

El anticuerpo heterodimérico, GPC3 _ERY22 rCE225,

producido por sustitucion conlosdominios VHy VL de Faccontra
GPC3sepreparodeconformidadconelEjemplodeRe ferencial(Fig.
la).

Una serie de vectores de expresion insertados con u
polinucledtido que codifica uno de GL4-ERY22Hk (SEQ IDNO: 47),
HOO00-ERY22_L(SEQIDNO:48),rCE115H-ERY22_Hh(SE QIDNO:49),
y rCE115L-k0 (SEQ ID NO: 50) se produjeron por méto dos bien
conocidos por aquellos expertos en latécnica, tal como métodos
de PCR usando cebadores agregados con una secuencia apropiada

similar a aquella en el método descrita anteriormen te.
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Lasiguiente combinacion de los vectores de expresi on
se introdujo en células FreeStyle 293-F por expresi on temporal
de cada molécula objetivo.

La molécula objetivo: GPC3_ERY22 rCE115

Los polipéptidos codificados por los polinucleotido S
insertados en los vectores de expresion: GL4-ERY22 Hk,
HOOO00-ERY22_L, rCE115H-ERY22_Hh, rCE115L-kO.

(1-2) Purificacion de GPC3_ERY22_rCE115

Se agrego el sobrenadante de cultivo obtenido a una

columnaanti-FLAGM2(Sigma)ydespuéslacolumnas elavo,seguido

por elucion usando 0.1 mg/ml de un péptido FLAG (Si gma). Las
fracciones que contienen la molécula de interés se agregaron a
una columna HisTrap HP (GE Healthcare), y después | acolumnase
lavd, seguido por elucion usando un gradiente de co ncentracion
deimidazol. Lasfraccionesque contienenlamolécu ladeinterés

se concentraron usando una membrana de filtracion, después las
fracciones se agregaron a una columna Superdex 200 (GE
Healthcare), y cada una de las moléculas purificada sdeinterés
seobtienenrecolectandosolamentelasfraccionesm onoméricasde

la solucién eluida.

(1-3) Mediciébn de la actividad citotoxica de

GPC3_ERY22 rCE115 usando células mononucleares de s angre
periférica

Laactividad citotoxica invitrodeGPC3 _ERY22 rCE115
se valoré.
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(1-3-1) Preparacion de wuna solucion de célula
mononuclear de sangre periférica (PBMC).

Usando una jeringa precargada con 100 pl de 1000

unidades/mLdesoluciéndeheparina(NovoHeparinp arainyeccion,
5000 unidades, Novo Nordisk), 50 ml de sangre perif érica se
recolecto de cadavoluntario saludable (individuo a dulto). Esta
sangre periférica se diluy6 dos veces en PBS(-), se dividio en
cuatroalicuotasy se agrego enuntubo Laucosep pa raseparacion
delinfocito(Cat.N0.227290,GreinerBio-One)que hasidocargado
con 15 mlde Ficoll-Paque PLUS y se sometid a centr ifugacion por
adelantado.Estetubodeseparacionsecentrifugd( a2150rpmpor
diez minutos atemperatura ambiente), y después se recolecto la
fracciondelacélulamononuclear. Lascélulasen| afraccionde
célula mononuclear se lavaron una vez con el Medio de Eagle
Modificado por Dulbecco que contiene 10% de FBS (ma nufacturado
por SIGMA, en lo sucesivo referido como 10% de FBS/ D-MEM), y
después se prepara por tener una densidad de célula ded4x10 6
células/ml usando 10% de FBS/D-MEM. La suspension c elular
preparada por esta forma se usé como la solucién PB MC de humano

en el experimento de abajo.
(1-3-2) Medicion de actividad citotdxica

Se midio la actividad citotoxica por la relacion de

inhibicionde crecimientocelularusandoel Analiza dordeCélula
enTiempoRealxCELLigence(RocheDiagnostic).Lal ineadecélula
de cancer humano NCI-H446 o lalinea de célulade c ancer humano
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PC-10,lacualexpresaGPC3humano,seusdcomola

La NCI-H446 o PC-10 se separaron del disco, después

se colocaron en la E-Placa 96 (Roche Diagnostics) e
del100ul/pocilloajustandolascélulasalx10

ylamedicion de células vivas se inicio usando el
CélulaenTiempo RealxCELLigence. Al siguiente dia
removié del Analizador de Célula en Tiempo Real xCE
50 ul de los anticuerpos respectivos preparados en
concentracion(0.004,0.04,0.4,040nM)seagrega
Después de 15 minutos de reaccion a temperatura amb
de la solucion PBMC de humano preparada en (1-2) se
105células/pocillo),ylamediciondelascélulas

ajustando la placa en el Analizador de Célula en Ti
XCELLigence nuevamente. La reaccion se llevé a cabo
condicionesde5%degasdediéxidodecarbonoa37
deindiceCelularobtenido72horasdespuésdelaa

de humano, larelacién de inhibicién de crecimiento

célulaobijetivo.
las células
n alicuotas
4células/pocillo,
Analizadorde
,laplacase
LLigence, y
cada
ronalaplaca.
iente, 50 ul
agrego (2 x
vivasseinicio
empo Real
bajo las
°C,ydelvalor
diciondelPBMC

celular (%)

se determiné usando la siguiente ecuacion. El valor de indice
Celularusadaen el célculo fue unvalor normalizad oendondeel
valor de indice Celular inmediatamente antes de la adicion del
anticuerpo se define como 1.

Relacién de inhibicion de crecimiento celular (%) =
(A-B)x100/A-1)

Arepresenta el valor medio de los valores del indi ce
Celular en pocillos sin la adicion del anticuerpo ( gue contiene
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solamentelas células objetivoy PBMC de humano), y Brepresenta
elvalormediodelosvaloresdelindice Celularen cadapocillo.

Los exdmenes se realizaron por triplicado.

Cuandolas células mononucleares de sangre periféri ca
(PBMCs) preparadas de sangre humana se usaron como la célula
efectora para medir la citotoxicidad de GPC3_ERY22_ rCE115, se

observé una actividad muy fuerte (Fig. 2).

Ejemplo2-HumanizaciéndelacadenaHdelanticue rpo
anti-CD3, rCE115, y uso compartido de una cadena L comun.

(2-1) Disefiode hCE115HA, laregidénvariablede cad ena
H de rCE115.

Laregionvariablede cadenaHdelanticuerpoanti- CD3
de rCE115 (SEQ ID NO: 42) se humanizé. Se determina ron CDRyFR

como se define por Kabat (numeracion Kabat).

Primero, una secuencia FR humana se seleccioné

comparando las secuencias de la regién variable del anticuerpo
humano enunabase de satos paralasecuenciadere gionvariable
de rata rCE115. La Base de datos IMGT (http://www.i mgt.org/) y
GenBank HCNI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) se usaron
paralabasededatos.Unasecuenciaderegionvari abledecadena
H humanizada se disefi6 enlazando lasecuencia CDR d ecadenaHde
laregidénvariablerCE115conlasecuenciaFRhuman aseleccionada.
Esto proporciond una secuencia de region variable d e cadena H

humanizada, hVCE115HL (SEQ ID NO: 51).

Elresiduodeaminoéacidoenlaposicién93indicado por
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lanumeracionKabatesAlaenlasecuenciaFR3dec adenaHhumana,
peroesArgenlasecuenciaderegionvariable rCE1 15.Usandola
base de datos de secuencias de linea germinal de ra tay humana
(Base de datos IMGT (http://www.imgt.org/)), solame nte pocas
secuencias se encontraron que contienen Arg en este sitio. Se
reporto que el residuo de aminoacido en la posicion 94 indicada
por la numeracion Kabat contribuye a estabilizacion de la
estructuradelanticuerpoporformaciondelcentro superior(Ewert

et al. Methods, 2004 Oct; 34(2): 184-99). Con base a tal

informacion, una secuencia de region variable de ca dena H
humanizada, en la cual los residuos de aminoacido e n posiciones
Kabat 93y 94 en el FR3 de cadenaH se sustituyeron conaquellos
residuos presentesenlasecuenciaderegionvariab lederCE115,
fuenuevamentedisefiada.Estofuelasecuenciader egidnvariable

de cadena H humanizada, hCE115HA (SEQ ID NO: 52).

(2-2) Disefio de la cadena L comun, L0000, para el

anticuerpo anti-CD3 de rCE115 y el anticuerpo anti- GPCa3.

Se realiz6 la lanzadera FR/CDR de la region variabl e
de cadena L rCE115L (SEQ ID NO: 43) del anticuerpo anti-CD3 de
rCE115Yy laregion variable de cadena L GL4 (SEQ ID NO: 41) del

anticuerpo anti-GPC3.

LasecuenciaFR de GL4 se selecciondé comolasecuen cia
FR de cadena L. La CDR2 de la cadenalL fue la misma pararCE115
y GL4. La CDR1 de cadena L se seleccion¢ de las sec uencias CDR

deGL4,ylaCDR3decadenalseseleccionédelas secuenciasCDR
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derCE115L respectivamente.Ademas,laCDR3decad

sustituyendo el residuo de aminoacido Asp en posici

de la CDR3 de cadena L seleccionada con el residuo

en GL4 fue nuevamente disefiada.
Unasecuenciadelaregionvariabledecadenalse

enlazandoFRyCDRseleccionadasanteriormente.Est

una secuencia de la region variable de cadena L, LO

NO: 53).

enalLproducida
on Kabat 94

Val presente

diseno
oproporcion6

000 (SEQ ID

(2-3) Evaluacion de la afinidad para GPC3 humanao.

Se evaluo la actividad de unién de GPC3 humano cuan

seusaGL4(SEQIDNO:41)yL0000(SEQIDNO:53)
variablesde cadenal. Estoserealizéusandolafo

de un anticuerpo de una sola rama que tiene un Fab
Fcde unigG1humano heterodimerizado porlatécnic
ojal.Seus6HO000(SEQIDNO:40)paralaregionv

H del anticuerpo anti-GPC3.

do

comolasregiones

rmamolecular
enlaregion

aboténenel

ariabledecadena

Las constantes de relacion de afinidad y unién de u

anticuerpo anti-GPC3 para un antigeno se midieron p
de cinéticas de ciclo multiple de un ensayo de reso
plasmon de la superficie usando Biacore
Japdn). Seus6 HBS-EP+(GE Healthcare Japén) porel
decorrida,yseusounkitdeacoplamientodeamin
Japon)paracovalentementeunirlaproteinaA/Gal
recubiertoconcarboximetildextrano).Cadaanticue

se prepard de manera que aproximadamente 100 RU ser

or el método

nancia de

T™T200 (GE Healthcare

amortiguador
a(GEHealthcare
chipCM5(chip

rpoanti-GPC3

a capturado
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porlaProteinaA/G.EIGPC3humanousadocomoela

a8, 16, 16, 32, 64 y 128 nM usando HBS-EP+. Las me

llevaronacaboprimeropermitiendoquelaProteina

lasoluciéndelanticuerpo,ydespuésinyectandola

humanaaunavelocidaddeflujode 30ul/minportr

permitir que la reaccion se lleve a cabo. Después,

se cambié a HBS-EP+ y la fase de disociacion se mid

minutos. Después del término de la medicién de la f

disociacion, el chip sensor se regenero por lavado

10 mM a pH 1.5. La medicion en la concentracion de

similarmentellevadaacabopermitiendoalaProtei

a solucion del anticuerpo, realizando una inyeccion

de tres minutos para permitir que la reaccion se |l

ydespuéscambiaraHBS-EP+paramedirlafaseded

15 minutos. Después del término de la medicion de |

disociacion, el chip sensor se regener6 por lavado

10 mM a pH 1.5. Se usé un software para andlisis de

exclusivamente por Biacore. Se uso el software Eval

Biacore Version 1.0, pararealizarlosanalisisde

nalitosepreparo
diciones se
A/Gcapturara
solucionGPC3
esminutospara
la solucion
i0 por 15
ase de
con Gly-HCI
0 fue
naA/Gcapturar
de HBS-EP+
eve a cabo,
isociaciénpor
a fase de
con Gly-HCI
datos
uation T200

cinéticapara

calcular la constante de relacion de unién (ka), co nstante de
relacion de disociacion (kd) y la proporcion de la constante de
relaciondelossensogramasobtenidos.Losresultad ossemuestran
en la Tabla 6.
Tabla 6
Region Varible Afinidad para GPC3 humano
Regién variable de cadena H [Region variable de cedenaL| KD (M) ka (1/Ms) kd (1/s)
HO0000 GL4 4.2x109 4.3x105 1.8x103
HO0000 L.0000 3.6x10°8 3.0x105 1.1x102
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(2-4) Evaluacion de la afinidad para CD3 humano

Se evalud la actividad para unir CD3 humano cuando se

usa hCE115HA (SEQ ID NO: 52) como la regién variabl
Hy L0000 (SEQ ID NO: 53) como la region variable d
Estoserealizéusandolaformamoleculardeunant
ramaunicaquetieneunFabunicoenlaregionFcd

heterodimerizado por la técnica boton en el ojal.

Las constantes de relacion de afinidad y union de u n
anticuerpo anti-CD3 paraunantigeno se midieron po relmétodode
cinéticas de un ciclo de un ensayo de resonancia de | plasmén de
la superficie usando Biacore T™T200 (GE Helathcare Japén). Seuso6
HBS-EP+ (GE Healthcare Japon) para el amortiguador decorrida, y
seusé unkitde acoplamiento de amina (GE Healthca reJapdén=para
covalentemente unir CD3 humano al chip CM4 (chip re cubierto con
carboximetil dextrano). El anticuerpo anti-CD3 usad o como el
analito se prepar6 a5y 20 pg/mlusando HBS-EP+. L as mediciones
se llevaron a cabo primeroinyectando cadaunode 5 y20ug/mlde
las soluciones del anticuerpo anti-CD3 por tres min utos
continuamente aunavelocidad de flujode 20 pl/min parapermitir

gue la reaccion se lleve a cabo. Después, la soluci
aHBS-EP+ylafasededisociacionsemidiépor3m

deltérminodelamedicidndelafasededisociacio

e de cadena
e cadena L.
icuerpodeuna

eunlgGlhumano

On se cambid
inutos. Después

n,elchipsensor
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se regenero por lavado con Gly-HClI 10 mM a pH 1.5.

la concentracion de O se llevo a cabo realizando ca

dos inyecciones de HBS-EP+ por tres minutos sucesiv
permitir que la reaccion se lleve a cabo, y después
HBS-EP+ para medir la fase de disociacion por 3 min
deltérmino de medicion de lafase de disociacion,
seregeneroporlavadoconGly-HCI10mMapH1.5.
paraanalisisdedatosexclusivamenteporelSoftwa

T200 Biacore Version 1.0, pararealizar los analisi

para calcular la constante de relacion de union (ka

Lamediciéna
daunadelas
amente para
cambiando a
utos. Después
elchipsensor
Seusounsoftware
redeEvaluacion
sdecinética

), constante

de relacion de disociacion (kd), y la proporcion de la constante
de relacion de los sensogramas obtenidos. Los resul tados se
muestran en la Tabla 7.
Tabla 7
Regi6n Variable Afinidad para CD3 humano
regién variable de cadena H |region variable de cedena L | KD (M) ka (1/Ms) kd (1/s)
rCE115H rCE115L 1.0x107 5.9x10¢4 6.0x103
hCE115HA L0000 1.2x10°7 1.9x105 2.3x102
(2-5) Preparacion de GPC3-ERY27_hCE115
SeusbellgG4contraunantigenodecancer(GPC3) como
la estructura basica para producir la molécula ERY2 7 (Fig. 1b),
en la cual la regién variable de cadena H de uno de los Fabs ha
sido reemplazada con un dominio que se une a épsilo nCD3,yla

cadenal escomunaambos Fabs. Enestecaso, el Fc

comolaestructurabasicafueunFcsilenteconafi

delgG4usado

nidadatenuada
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porFc yR (unreceptor Fc v). Seus6 HO000 (SEQ ID NO: 40) comola

region variable de cadena H del dominio que se une aGPC3,yse
us6 hCE115HA (SEQID NO:52) comolaregion variabl e deldominio
queseuneaCD3.SeusOL0000(SEQIDNO:53)como laregionvariable

de cadena L. Las mutaciones D356K y K439E introduci das en las
cadenasHrespectivasseintrodujeronparaformacio ndeheterémero
eficiente de cada cadena H cuando se producen antic uerpos
heterodiméricos que comprenden dos tipos de cadenas H
(W0O2006/106905).H435Resunamodificacionqueinte rrumpelaunion

a la Proteina A, y se introdujo por separacion efic iente del

heterémero y homoémero (W0/2011/078332).

Unasseriesdevectoresde expresioninsertadoscon un
polinucledtido que codifica cada uno de HO000-ERY27 _HK(SEQID
NO: 54), hCE115HA-ERY27_HE (SEQ ID NO: 55), y L0000 -k0 (SEQ ID

NO: 56) se produjeron por métodos bien conocidos.

La siguiente combinacion de los vectores de expresi on
se introdujo en células FreeStyle 293-F para expres i6ntemporal
de cada molécula objetivo.

Molécula Objetivo: GP3_ERY27_hCE115

Polipéptidos codificados por los polinucledtidos
insertados en los vectores de expresion: HOOO0O-ERY2 7 _HK,
hCE115HA-ERY27_ HE y LO000-kO.

(2-6) Purificacién de GPC3_ERY27_hCE115.

Cada molécula de interés se purificd por el método

descrito en el Ejemplo 1-2.
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(2-7) Medicion de actividad citotoxica usando
células mononucleares de sangre periférica humanas.

(2-7-1) Preparacion de una solucion de célula
mononuclear de sangre periférica.

La solucion se preparo por el método descrito en el
Ejemplo 1-3-1.

(2-7-2) Medicion de actividad citotoxica.

Semididlaactividad citotoxicaporelmétodoene I

Ejemplo 1-3-2.

CuandolasPBMCspreparadasdesangrehumanaseusa ron
como la célula efectora para medir la citotoxicidad de
GPC3_ERY27 _hCE115, se observo reducciéon de activida d comoun
resultadode humanizaciondelacadenaHderCE115 y compartir

una cadena L comun (Fig. 2).

Ejemplo 3-Produccionyevaluaciondevariantesde I
anticuerpo biespecifico humanizado para mejorar var ias
propiedades

La actividad citotoxica dependiente de lacélula T

del CD3 e anti-humano humanizado (cadena épsilon CD3 vy

anticuerpo biespecifico GPC3 anti-humano obtenido e n el
Ejemplo2,GPC3_ERY27_hCE115(SEQIDNO:54,55Y5 6)fuemenor
qgue la actividad citotoxica dependiente de la célul aTde
GPC3_ERY22 rCE115 (SEQ ID NOs: 47, 48, 49 y 50). Es to puede
serdebidoalaatenuaciéndelaafinidadparaGPC3 ylacadena

CD3:= comounresultado de humanizaciony compartir una cadena
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L comun. Conrespectoa GPC3ylosantigenosde la

los cualestienensecuenciaindependiente, no se ha

hasta aqui en anticuerpos biespecificos humanizados

actividad citotoéxica dependiente de la célula T ha

aumentadaycuyaafinidadparaambosantigenoshas

usando una cadena L del anticuerpo comun. Porlota

considerado dificil obtener anticuerpos con especif

dobles que muestran una eficacia del farmaco equiva

mayor que del de GPC3_ERY22 rCE115.
Bajotalescircunstancias,losSolicitantesproduce

anticuerposbiespecificoshumanizadosconafinidad

cadenaCD3 &
reportado
cuya
sido
idomejorada
nto, se ha
icidades

lenteao

modificada

para GPC3 humano y cadena CD3 e humana por métodos conocidos

poraguellosexpertosenlatécnica,locualinvolu
deaminoacidocomprensivamente sustituidos codifica
gen del anticuerpo para producir variantes del anti
contratanto GPC3humanocomoantigenosdecadenaC

y realizando varias evaluaciones de seleccion. Adem

craresiduos

dosporel
cuerpo
D3shumana,

as, se

usaron métodos similares para producir anticuerpos

biespecificos humanizados modificados con propiedad

fisicoquimicas  modificadas. @ Ademas, combinando
sustituciones de residuos de aminoéacido efectivas p
modificar la afinidad y las propiedades fisicoquimi
producenanticuerposbiespecificosoptimizadosque
actividad TDCC equivalente a o mayor que la citotox

celulardependientedelacélulaTde GPC3_ERY22 rC

es

las

ara
cas, se
tienenuna
icidad

Ell5antes
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de la humanizacion.

La introduccién de mutaciones de puntos, expresion

y purificacion de anticuerpos, mediciones de afinid ad del
antigenoydeterminacionde citotoxicidadcelulard ependiente
delacélulaTenlaoptimizacibnde anticuerposbi especificos
humanizados serealizaron por métodos similaresaa quellosen
los Ejemplos 1y 2. Se determinaron CDR y FR de con formidad

con la definicion Kabat (numeracion Kabat).

Dependiendo del objetivo, los siguientes se usaron

como las regiones constantes de cadena H del anticu erpo (los
numeros indican la numeracion EU): E22Hh (SEQ ID NO . 57)
producida introduciendo las mutaciones
L234A/L235A/N297A/D356C/T366S/L368A/Y407V/eliminaci on
G446/supresion K447 en IgG1l humano; E22Hk (SEQ ID N O: 58)
producida introduciendo mutaciones
L234A/L235A/N297A/Y349C/T366W/supresion G446/supres ion K447
y una mutacion de insercidén Ser-Ser inmediatamente antes de
la posicion 118 en IgG1 humano; G1dh producida intr oduciendo
mutaciones D356C/T366S/L368A/Y407V/supresion G446/s upresion

K447 en 1gGl humano; ninguno-Hi-Kn010G3 producida
introduciendo eliminaciones 118-215 y mutaciones
C220S/Y349C/T366W/H435RenIgG1lhumano; E279GsKsc ( SEQIDNO:
60) producida introduciendo mutaciones
L235R/S239K/N297A/E356K/R409K/H435R/L445P/supresion

G446/supresion K447 enlgG4 humano; E270sEpsc (SEQ DINO:61)
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producida introduciendo

K196Q/L235R/S239K/N297A/R409K/K439E/L445P/supresion

G446/supresionK447enlgG4humano;yE270sKsc (SEQ IDNO:62)
producidaintroduciendoL235R/S239K/N297A/E356K/R40 9K/L445P/
supresionG446/supresionK447enlgG4humano.Ademéa s,lacadena
kO x humana (kappa) SEQ ID NO: 63) y E22L (SEQ ID NO: 4 32)
producida introduciendo mutaciones R108A/T1098 en | a cadena
k humana se usaron como las regiones constantes de | a cadena

L del anticuerpo.

Lamutaciéon que sustituye Cyspor Aspenlaposicio n
356 delanumeracion EU, lamutacion que sustituye SerporThe
enlaposicion366delanumeracionEU lamutacion guesustituye
AlaporLeuenlaposicion368delanumeracionEU, lamutacion
gue sustituye Val por Tyr en la posicion 407 de la numeracion
EU, la mutaciéon que sustituye Cys por Tyr en la pos icion 349
enlanumeracién EU, la mutacion que sustituye Trp por Thren
laposicion 366 de lanumeracion EU, ylamutacién gueinserta
Ser-Serinmediatamenteantesdelaposicion118son mutaciones
para formacién eficiente de moléculas heterodiméric as para
cada cadena H cuando se producen anticuerpos hetero meEricos.
Similarmente, la mutacién que sustituye Lys por Glu en la
posiciéon 356 de la numeracion EU y la mutacién que sustituye
GluporLysenlaposicion439enlanumeracion EU tambiénson
mutaciones para la formacién eficiente de las moléc ulas

heterodiméricas para cada cadena H cuando se produc en
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anticuerposheteroméricos.Seesperaquemejorenla
de la produccion del anticuerpo biespecifico.

Lamutacién que sustituye AlaporLeuenlaposicio
234 de la numeracion EU, la mutacion que sustituye
por Leu en la posicion 235 de la numeracion EU, la
qgue sustituye Lys por Ser en la posicion 239 enla
EU, ylamutacion que sustituye AlaporAsnenlap
de lanumeracion EU son mutaciones que disminuyen |
por un receptor Fc
supriman la union de Fab a CD3y el reticulado medi
de un receptor Fc
libera citocina que acompafa el mejoramiento de fun

efectoras no especificas.

eficiencia

Ala o Arg
mutacion
numeracion

osicion 297

a afinidad

v Y un complemento (C1q). Se espera que

ado por Fc

vy 0 un complemento, y evita el sindrome que

ciones

LacadenaH introducida con mutaciones de supresion

en las posiciones 118 a 215 de la numeracion EU pue
combinada con una secuencia de cadena H de longitud
para producir un anticuerpo que tiene Unicamente un
(anticuerpo monovalente), y es util para evaluacion
afinidad.

Lamutacién que sustituye Lys por Argenlaposicié
409 de la numeracion EU y la mutacidon que sustituye
Hisenlaposicion435delanumeraciéon EU son muta
modificar las propiedades del anticuerpo para estar
las propiedadesde IlgG1 humano e lgG3 humano respec

(3-1)Modificarlaafinidaddeunanticuerpoanti-C

de ser
completa
Fab

de

Arg por
cionespara
cerca a
tivamente.

D3
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humanizado por mutaciones de punto.
Primero, se introdujeron las mutaciones de punto en
FR1,FR2,FR3,CDR1,CDR2yCDR3delasecuenciade nanticuerpo

de cadena CD3 & anti-humano producida en el Ejemplo 2,

hCE115HA-ERY27_HE (SEQ ID NO: 55), para preparar an ticuerpos
modificados. Después, se determind la afinidad de e stos
anticuerposmodificadosporlacadenaCD3 ehumanasoluble.Los
sitios de combinacidén que tienen un efecto que mejo ra la
afinidad proporcionan anticuerpos modificados que t ienen las

afinidades mostradas en la Tabla 8.
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Nombre de Anticuerpo KD
(CD= Humano)
NCETTBHA-ER2HW/-Hi-KnO10G3/L.0000-kD 1 AZE-G7
TROTHOB3-E22Hh/ninguno- HI-KNO10G3/LO2 1240 5. 86E-11
TROTHC40-E2ZHN/ ninguno-Hi-iKN010G3/1.0240-K0 2.17TE-G2
TROTHOOZ-E22HNGLS3108-KU/GLA-EZ2ZHKW/HOG10-E221 2.02E-G9
TROTHO40-E2 2R ninguno- HIFKNO 100G 3/L0212-k0 2.17E-08
TROTHC40-E22HR/minguno- Hi-Kn010G3/L.0235-k0 2.81E-09
TROTHC40-E22HR/ ninguno-Hi-KnD10G2/L02538-k0 2.91E-09
TROTHC4AD-E22HR/ ninguno-Hi- KO 1 0GR/ TRO1LO16-K0 2.852E-Q9
TROTHG83-E22Hh/ningune- HI-KNO10G3/L0262-K0 2. 4A5E-08
TROTHC40-E22HN/minguno-Hi-KNO10G3/LOZ07-KO 2.60E-Q9
TROTHC40-E22HN/ ningquno-Hi-KN010G3/1.0241-«0 3.48E-CD
TROTHC40-E22HR/ ninquno-Hi-KN010G3/1.0242-K0 3.58E-09
TRO1HD40-EZ22H R ninguno- HIFKNO10G3/LUZ0S -0 2.90E-039
TROTHG4A0-EZ22HR/ ninguno- Hi-KNO10G 3/ TRE1L.019-k0 3.20E-02
TRO1HCS0-E22Hh/ninguno-Hi-Kii0 1033/ 0000-k0 3.25E-09
TROTHCAD-E22Hh ninguno-Hi-+#(N010G3/L.0211-x0 3.22E-09
TROTHGO2-£22HK//-HI-HKNG10G3/GLC31068-k0 4. B61E-09
TRO1HG40-E22Hh/ningune Hi-KN0O10GS3/1.0200-k0 4. 25E-CQ
TRO1HO40-E22HN ninguno-Hi- N0 10G3/1.0208-k0 4.16E-09
TROTHEA0-E22HN/ ninguno-Hi-KNO10GE/L0224 -0 5.06E-0G8
TRO1THO40-E22HNh/ ninguno-Hi-KnO10G 3/ 0236 -0 5.84E-09
TROTHC83-E22HR/ ninguno- Hi-KN010G 340201 k0 4. A2E-09
TRO1THO84-E2702 GsKsc/ininguno- Hi-E2704sE/L 001 1-k0 4.14E-09
TROTHCAO-£22HN7/ ninguno-HI-KNO10G3/0210-k0 5.06E-09
TRO1H114-E2702GsKscinnguno-Hi-E2704sE/LO0 1 1-k0O 4.22E-G9
CE115HARIS-E22HNWGLS3108-kO/GL4-EZ22HKMHO610-E22L S.08E-09
TROTHCT7-EZ2HN/ningune Hi-Kn010G3/1L.0200-k0 6.12E-QG9
I ROTHOT71-E22HR/ ninguno-Hi-KnO1 0G3/L0200-k0 6.13E-382
TROTHII1-E2702GsKsc/ningune-Hi-E2704sE/1_ D01 1-k0 4. S1E-09
TROTHOS1-E221 h/ninguno-Hi-KnO1QG3/L.02G2-kQ 5.76E-Q9
TRG1HCO1-E22Hh/A-HI-KRQ 1 0G3/GLC3108-k0 8.22E-Q9
CTE115HAT79-G1dh/-Hi-KaD10G3/L 0000~k 8.35E-09
TROIH112-E2702GsKscininguno-Hi-E2704sE/LD001 1-kD B 1Z2ZE-GD
TROTH113-E2702GsiKec/nnguno-Hi-E2704sE/LO0 1T 1-KO 5.14E-09
TROTHOB82-E22Hh/ ningune Hi-KNO10G3/L.0Z212-&0 4. 75E-C2
CE115HAZ36-E22HN/-HI-KNO1TOG A/ GLG3108-kO 8. 10E-GY
TROMTHGAO-EZ22HRA/ ninguno-Hi-KN(TOG /L0237 -k 7. F5E-(8
TRO1THO37-E22H b/ ninguno-Hi-KNnO1QG 3/ 0000 -k D G 93E-09
CE11SHARS2-E22HN/-HI-Kn 010G 3/ 0000-kT 9. 43E-09@
TROTHO83-E22Hh/ninguno-Hi-HKn010G3/L.0011-k0 8. 70E-CS
TROTHG40-E22Hh/ninguno-Hi-Kn010G3/L0223-k0 8.15E-089
TROTHO83-E22Hh/ningune Hi-Kn010G3/L00006-K0 &.83E-09
TROTHC7 1-EZ2HN/ninguno- HI-KNQ10G3/L0000-KO 3.85E-09
TROTHOGY -&Z22HN/ ningune- Hi- N0 10G3/LOZ12-KO 5.88E-09
CET15HA178-G1dh/-HiI-KnDTOGS3/ 0000~k 1.09E-G8
TRO1HI040-E22 h/ninguno-Hi-Kn010G3/L.0237-k0 1.02E-08
TROTHOB3-E22Hh/ninguno-Hi-Kn01QG3/L0222-«0 2. 42E-09
TRO1HOB4-E22Hh/ ninguno-Hi—+11010G3/.0262-K0 8.51E-09
TROTHO71-E22Hh/ringune Hi-KNO10G3/A.0215-k0 2.61E-GS
TROTHC40-E22HNh/ ninguno HI-KNO10G3/L0218-K0 8.20E-C@
TROTHCOS1-E22Hh/ ningune HIFKNO10G3/LOZ201-KO 8. 46E-02
TROTHCGT1-E22HR/ ninguno-HI-NO10G2/1L0222-K0 1.04E-08
TROTHO4O-E22HA ninguno-HEKNODTOG R/ LO220)-k0) D IHE-(G89
TROTHOG7 -EZ22Hh/ ninguno-Hi-KNO10G3/ TR L3 16-k0 1.09E-08
TROTHOOZ-E22HR/GLS3108-k/GLA-E22HK/HO000-E221 4. 7BE-C9
TROTHQOE7-E22Hhb/ ninguno-Hi-KnD 100G 3/ TRE1LO19-k0 1.21E-08
TRO1HO38-E22HR/ninguno-Hi-Knd 10G3/1.0000-k0 1.24E-08
TROTHOB1-E22Hh/ninguno HIKNO10G3/LO200-K0 1.27E-C8
TROTHOS2-EZ702Gsk e/ ninguno HI-EZ704sE/ 007 1-kD 1.C1E-C8
CET15HATB0-G1dh/-Hi-KnD10G3/1.0000-k0D 1.68E-08
CE1T15HAZE1-E22HNLDC00-kFGLA-E22HK/HUST0-E22L 1.37E-08
TROTH100-E2702GsKsc/ninguno-Hi-E2704sE/L.001 1-kD 1.11E-08
TROTHCA40-E22Hh/ ninguno-Hi-Kn0 103G 3/L.0228-k0 1.80E-08
TROTHOS1-E22Hh/minguno- Hi-Kn010G3/1L.0011-k0 1.35E-08
TROTHGB1-E22Hh/ ringune HI-KNN10G3/L.O215-k0 1.54E-08
TRO1H t0-E2702GsKsciningune HI-E2704sE£/L001 1-K0O 1.26E-08
TRO1HO43-E22HRh/ninguno-Hi-Kn0O10G3/L.0000-K0 1.52E-08
TROTHGS1-E22HR/ninguno- HI-KnQ 1 0G 3/ 00000 1.56E-08
CE115HAZ51-E22HR//-Hi-Knd1OGE/LO000-k0 2. 23E-G8
TRITHGI1-E2702GsKso/ ninguno-Hi-E2704sE/L 001 1-k0 1.39E-G8
CE1T15HAZEE-E22HNWGL.S3108-k0/GL4-E22HK/HDOO0-E22L. 65 95E-09
TROTHOBA-E22HR/ ninguna-Hi-KnG1 006340201 kO 1.65E-08
TROTHOT72-E22HR/ ninguno-Hi-KN0 106G 3/L0000-x0 2.03e-08
TROTHOO-E2702GsKs6/inguno- HI-E27DASE/_ 01 1-KD 1 4ABE-DG
TRO1HGG1-E22Hh/ ninguna- Hi-Kn010G3/L.0222-k0 4.88=-08
TROTHC40-E22Hh/ninguna-Hi-Kn010G 3/ L0239k 2 31E-03
TROTHC40-£22HR/ninguno-Hi-Kn010G3/A.0262-k0 1.81E£-08
TRO1THOAO-E22Hh/ninguno- Hi-KNO 103 3/L0234-kQ 2. AGE-08
TRO1HCG 12-222Hh/ninguno- Hi- KNG 100G 3/L.0000-k0 7.94E-09
TROTHCS1-E22HNR/ ninguno Hi-KNO10G3/L.0000-kQ 1.7T1E-08
TROTHC40-E22HR/ ningune HI-KNO10G3/L.0243-K0 Z A8E-08
TRO1TH109-E2702GsKsc/ninguno-Hi-E2704sE£/L00 1T 1-KO 1.64E-G8
TRO1HO47-E22HN/ningquno-Hi- N0 10G3/L0000 kO 2.04E-08
TROTHO32-E22HN/ ninguno- Hi-KN010G3/L.0267 &0 2.29E-08
TROTHODB2Z-£22Hh/ ninguno-HIFHKNO 110G 3/LOZ66-K0 TE-08
TROTHUGE84-E22HR/ ninguno-HI-KNDTOG /L0 11-k0 1.98E-08
TROTHG4AO-E22H R/ ninguno-Hi-KnD10G3/LO0250-k0 2.151--08
TROTHO40-E22HN/ ninguno- Hi-KnG10G3/1.0204-k0 2.21E-08
TROTHOB84-E22HR/ninguna-Hi-Kn 01 0GR/ Q000-k0 2 1BE-G8
TRO1HG40-E22Hh/ninguno-Hi-KnO10G3/L0213-&0 Z2.01E-08
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Mombre de Anticuerpo

KD

(CD3 Humano)

hCE1TTSHA-E2ZHM/-HI-KNO1 063/ C0006-KO

1.43E-07

TROTHO40-E22HR/ningune Hi-HNO10GE/L.0214-k0
TROTHOA0-E22HN/ ningune-Hi-KNTT10GEA 021 7 kO
TROTHO7 1-E22Hh vinguno- H-KNO10G3/L.0226-k0
TROTHOA0-E22HRh/, uno-HE-HKNG10G3/L.0200-k0
TROTHO74-E22Hh/ ninguno-Hi-NO10GE/LO000-<0
TRO1HO39-E22HN/ningune- Hi~-KNG 106G 3/ Q000-kQ
CE115HAT77-G1dh//~-Hi-Kn010G3/L.0000-k0
TROTHOA0-E22Hh/ ningune-HE- N1 0GE/1.0201-k0O
TROTHO82-E22Hh/ningune- HE-KNO 100G EAQZ263 -kO
TROTHOA0-E22HR minguno- Hi-HKNO10G3/.0000-k0
TRO1HO40-E22Hh/ mingune- Hi-iKNO10G3/L.0216-k0
TROTHDS] -E22HhR/ minguno- H -1 OGS4 . Q000-k0D
TROTHOOG3-E22HRY/-H-KNO T OG3/L00G0-Kk0
TROTHOS2-E22HR/ ningune Hi-IKNO10G3/4.0264-k0
TRO1THOA0-E22HB/ ningune- Hi- KN 10G3/4.0232-KkQ
TROTHOAT-E22HN/ ningune-HI-KN310G3/L.0000-k0
CE115HA22-E22HN/-Hi-KnO10G3/L0C00-Kk0O
TRGTHOAO-E22HNK/ ninguno- Hi-KNO10G3/L0233-k0
TROTHOAO-E22H B/ ninguno- HI-KNG10G3/4A_ 02 15-kO
TR THOAQ-E22Hh ninguno- MHi-HKNG1 0G3/L.0203 -0

TROTHOIS-E2702GsKec/GCHOM12-E2704sEpsa/L 0000O-KG
TROTHDA0- EZ22HR/ ninguno- M- KNN3 106G 3/ TROTLOGS-kO

TRITHOA0-E22HN/ ninguno- Hi-KNO10G2/L.0205 0

TROTHOTS5-E2Z22HhLGO00-KO/GLA-E22HK/HOB10-E221L.

TROT1HOGA-E22Hh/ninguno- HI-KNG 100G 3/ 0000-k0
TROTHOA4-E22Hh/ minguno- Hi-K N 1QG 3/ O000-kO
TROTHO8Z2-E22HN/ ningune Hi-KNC10G3/L0262-K0Q

MRUOTHOBZ-EZ2HN/ningune Hi-KNG10OGE/L.0000-k0

CE115HAZS1T-E22HN L0000 -KO/GLA -E22HK/HOD00G-E221

TROTHOAO-E22Hh/ningune- Hi-KNO10G 3/L0011-k0
TRO1HOA0-EZ21 th/ringune- Hi-IKNO10G3/L0222-k0
CE115HATG2-E22Hh/-Hi-KnD1 (G E/AL0000-k0

TRO1HOA40-EZ2Z2HR/ ningune Hi-KNG10G3/TR31LGT1O-kO

TROTHOZS-E2ZHN/ ninguno- HI-KNO10G2/L. 0000-kO

TROTHOBZ2-E22HKN/ningune- HEEKNO10G 3/ TRAILGZ3-Kk0O
TROTHOA40-E22Hh/ninguno- Hi-KNO10G 3/ TRAOT L1150

TROTHOSS-E2Z2HN/mingune-Hi- KNG 1 0G3/L.0000-k0
TROTHO82-E22HER/ningune- Hi-KN10G3/L0260-k0

TROTHO4A0-E22Hhfninguno- Hi-KnO 1 0G3/TROILOGCE-kO
TRO1THOA40-E2ZHN/minguno. HEKNO10G3/TROTLOT 1-k0O

TROTHGCT7-EZ22ZHh/minguna- HEKNO10G3/4.G000-kO

CE1I1SHATIZ2-E22HN/LO0D0-KkO/GLA-EZ2R2HK/HOOOC-EZ2L.

TRO1THO76-E22HRN/ ningune- Hi- KNG 100G 2/ 0000-k0O
rguno-HI-KNO10G 3402580
rguno-Hi-KNO10G3/L.0000-k0
rCE1I1SH-G1dh//-Hi-KnO10G3/L00C0-kO

TROTHOSZ-E22Hh/ninguna- HI-KNO10G3/TRAT1LOZ4-k0O

TROTHOI6-E22Hh/ningune- Hi- KNG 1 0G 3/ 0000-k0

TROTHOA0-E22HB/ mingune- HEEKNGT0GE/ TRUTLUGTB-kO

TROTHO84-E22Hh/A
TROTHOS4-E22HhA

iguno-HIi-KNO10G3/4A.0271-k0
wuno- HEKNG10G3/A_0270-k0

TR 1THO40-E22Hh/minguno- HERN{310GEA D000 vk T -k

TROTHOAO-F22Hh/mnauno- Hi- KNG 10G34 O219-kG
TROTHOTA-E22HN/mingune Hi-KNO10G3/L.0000-k0O
TRO1THOB1-EZ22HRh/mingune Hi-KNO10G 3/ 02268-k0
TROTHOAS-E22HR/ ningunc- Hi- N1 0G3/4.0000-kQ
TROTHO82-E22Hh/ ninguno- Hi-KNO10G3/L.0259-k0
TRO1HOZS-ER2HR/ningune-FHi- KNG 1 0GB/ 0000-Kk0
TRO1HO82-FE22Hh/ningune- Hi- K1 0G 3/ 0201 -k0

TROTHOAQ-E22Hh/mingune- HI-NNO 100G/ TRAT LG 3k

TRO1THO3E-E22Hh/ningune- Hi-#N3 1 0G3/L.0000-k0
hCE115HA-GTdh/-Hi-KnRO10G3/L0000-KO

TROTHO40-E22HN vingune- Hi-KNO10G3/TROTLO12-K0O

TROTHOS85-E22HN/ ningune- Hi- KN G10GE/L0000-K0
TROTHOT7T9-E22Hh/ningune- Hi- KN 1 0G37L.0000-k0O
TRO1HOAZ-E22Hh/ningune- Hi-KNG10G 3/4_ 0000 -k 0
TROTHOS3-E22HR/ ningune Hi-KNCG10G3/L.0000-k0
TROTHOS4-EZ2HN/ ningune- HEK NG T10G3/L0272-k0O
CE115HATZT-E22HNR/-Hi-kNO10G 3/L.0000-k0

TROTHORG-E22HN/ninguno Hi-KNO10G3/4.0000-k0
TROTHOB7-E22HRN/ ningune. Hi- KNG 10G3/L0262-k0O
TROTHO73-E2ZHh/ningune- HE-K NG 1 0G /. Q000-k0
TROTHO4AS-E22Hh/mingune- Hi-#NO 100G 3/ 0000-kO
TROTHOR7 -E22HN/ ningune. Hi-K N0 10G3/L.0000-k0
TROTHOS2-EZ22HR/ minguna- MHi-KNO10G3/L.0203-k0
TR31THO32-E22Hh/minguna- HE-EKN3 100G 3/4L.0000-0
TRO1THOO6-E22HRN/ mingune- HiI- KNG 110G 3/L.0000-k0
TROTHOT3-E22HN/ ningune- Hi-K N0 110G 3/i.0000-k0
TROTHOS0-E22HN/ ningune- HI-KNO 110G 3/4.0000-k0
TR3ITHOGS Y -E22HN/ mingune- HE=K N1 0G 3/L.0200-<Q
TROTHOT5-E22HR/Mmingune- Hi- KNG 1 0G3/40000-kQ

hCE1TITSHA-EZZHNLOO00-KIVGLA-EZZHK/HDO0O-E22ZL

HCE 11 5HA-EZZstHN/ ninguno-Hi-stKnO1 0G3/L0000-K O

TROTHOGE-E22Hh/ningune- Hi-KN310G3/L.0000-<0

TROTHOES-EZ2HRN/ningune Hi-MNO10G3/ TROMTLOG3-KO

TRO1THOAOQ-E22HR/ ningune- Hi-KNO10G3/L0202-+K0
TROTHOB7-E2I2Hh/ningune- Hi-KNC1 0GE/A0201 &0
TRO1HOZO-EZ2HN/ ningune-Mi-KNO1 0GE/A_CGO0Q-k0
TROTHO82-E22HN/ ningune-Hi-KNG10G 3/ 0011-k0

2.0ZE-Q8
2.07E-08
2.51E-08
2.87E-0C8
2.91E-08
2 61E-08
3.55E-08
2.81E-08
2.090E-08
3.60E-08
2.53E-08
2. 91E-08
4 N3E-0G8
3.44E-08
3.86E-08
3.1GE-0S
4. 28E-08
4. 01E-08
3.37TE-08
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NMombre de Anticuarpo

jas =

(CD3 Humano)

hCE 1 1SHA-E22HK//~-Hi-KnO10G 3/ 0000-kO

1.43E-07

TROTHOSZ-E2Z2ZHN/ningune- Hi-KnO10GE3/TROTLO 18-k
TROTHOIS5-EZ22HN/ ninguno- HI-KnO 10G3/ TROTLOOS-KD

TRO1HOS2-EZ2ZHh/ningune- Hi-Kn0O10G3/L.0000-k0
TRUOTHO36-EZ2HN/ ningune Hi-KNO10G3/L.0000- KU
TROTHOGT-E22Hh/ningune- Hi-KnO10G3/L.0203-k0
FTRO1HO3O-E22ZHNh/ ringune- Hi-KnU10G2/L.0000-KO

TROTHOTS-EZ22HNb/minguno- Hi-KnO10DG3/TROTLOO -k

TRO1H 100-EZ2Hh/ ninguno- HI-KnO10G3/.001 1-k0O
TRO1THOZG-EZ22HN/ ninguno- Hi-KNO 1 OG Z/L.0000-kO
TROTHOT2-EZ2Hb/{ ningune-Hi-KN0 1 0G3/L0000-k0
TRO1THO82-EZ22HhNh/ningune- HEFKNO 100G 3/L0000-kO
TROTHO1S-E22Hh/ ningune- Hi-KnO10G32/A.0000-k0
TRO1HOZ7-E22HNh// vingunoe-Hi-Kn010G3/L.00006-k0
TRO1HO49-E2Z22HN/ ningune-Hi-KnD10G3/L.00400- k0O
FTRO1HOG6-EZ2Hh/ninguno- Hi-KNQ 1 0G3/1.0000-kQ
TRO1HO91-EZ22Z2HN/ninguno HI-KNO 1 O0G2/L.0011-kKO
rCE115H-E22HN/ ningune- HI-KNG10G 2. 0000-K0

TROTHO15-E22HN/ ninguno-Hi-KnO10G3/TRO1LOD2-K0O

TRO1THO40-E22Hh/ ui
TRO1THOG7-EZ2Hh/n
TRO1THO93-E22HN/ ningune. HiI-KNO 110G 3/1.001 1-k0O
TRO1HOS7-EZZHh/ningune. HI-KNO10G3/L021 5-k0

uno-Hi-KnNnO10G3/ 0226-k0

guno- Hi-KNO10G3/TRO1LO18-kO

TROTHO15-E22HN/ ninguno-HiI-KNO10GE2/ TRO1LOO4- K0

TRO1TH107-E22Hh/ ningune-Hi-KnO10G3/L.001 1 -k0
TRO1HAO5-E22HN/ ninaune. -KNnO010G3/A.0011-k0
TRO1THO90-E 22HB/ ninguno- Hi-KNnO1QG 3001 1-k0O
TRO1H108-E22HN ninguna. Hi-KNO 1 0G3/L0017 1-K0
TROTHO94-EZ2HN/ ningune- HI-KNO1OG3/L001 1-k0O
TRO1H109-E22Hh/ ningune Hi-KNO10G 34001 1-kO
TROTHOS6-E22HhNh/ningune- HI-KNO10G2/L.0000-k0
TROTHO31-E22Hh guno-Hi-Kn 010G 3/L.0000-k0
TRO1HO2Z2-E22HhK guno- Hi-KnO10G3/A.0000-k0
TRO1HO9Z2-E22HN/ ningune. HI-KNnO10G3/L.0011-kQ
TRO1HOS7-EZZHh ninguno- HI-KNO 1 0G3/LL.0000-k0
TROTHOG7-EXZZHN/ ningune HI-KND10G3E/AL001 1-kO
TRO1THO40-E22H N/ ninguno- Hi-KnO10G3/1.0248-k0
TRO1THOO9-E22HhN/ ningune. ~KnO10G23/L0O00C0-KkO
TROTHOZ23-E22Hb/ ninguno- Hi-KnO10G3/L0000-k0
TRO1THOGS-EZ2HNB/ ninguna Hi-KnO10G3/L001 1-k0

TRO1THO4O0-E22ZHN/ ningino- Hi-KNO10G 3/ TRO1L.O0O07-KC

TRO1HOSA-EZZHh/ ningune HIFKNO 10G3/LL0000-kK0O
TROTHO21 -E22Hh/ningune- HI-KNO10G3/L000G-KkO
TRO1TH10O3-E22Hh/ vinguno-Hi-KnO010G3/L.001 1 -k0
TRO1THO9S-E22Hh/ninguno- Hi-KnO 1 0G3/L001 1-k0
rCE1185H-E22Hh/finguno- Hi-KnO1 0GR/ Q000vk T-KO
TROTHTO1-EZ2HNh/ningune- Hi-Kni3 1 0 G3/A.001 1-k0
TROTHOS3-E22HN/ ningune- HI-KNO 1 0G E/L00006-KO
TROTHO35-E22HN/ ninguno-HI-KnO10G32/A.00006-k0

TRO1HOGT-EZ2Z2HhK ninguno Hi-KRnO10G3/ TROTLOT 5 K0

TRO1H104-E22HR/ninguno- Hi-iKnO10G3/L.001 1 -kQ
TRO1HO?S5-EZ2HB/ ninguno- HI-KnGO10G3/L0O00G-k0
TRO1HOA0-EZZHN/ ningune- Hi-KnD 100G 30227 -k0O
TRO1HT0Z-EZZHN ningune Hi-KNO10G3/1.001 1-k0
TROTHO34- E22HN/ ninguno-Hi- KN 10G3/L.0000- k0O
TRO1HOS2-E22Hh/ ninguno-HI-KnO10G2/1.0222-k0

rCE115H-E22HR/rCE1T18L-KOMGL4A-E22HK/HOO0G-E22L.

TROTHO15-E22HMEy ninguno- Hi-KnOI10G3/TRO 1L 006-k0

TRO1HO40-EZ2HR/ ningune HI-KnO10G3/1.02486-k0O
TROTHOO7-E22HNh/ ningune- HI-KnOQ10G 3007 1 -kO
FTRO1HO1T1-E22Hh/ ningune HI- KNO10G3/L0000- KO
TROTHO10-E22Hh/ningune- HI-KnO 1 0G3/L0000C-k0O
TROTHO9S-EZ22HhN guno-Hi-KnO10G32/L.001 1-k0

TRO1HOS82-E22Hh/ninaune- Hi- K3 10G3/ TRO1L.OZ20-k0

TROTHOSS-E22HN/ ninguno- Hi-KoO i1 0G2/A001 1-k0

TRO1HOSZ-EZ2HN/ninguno Hi-KNO1OGR/ TROILOT7-KO

TRO1THOA0-EZZHN/ ninguno- HI-KNU1OG 30247 -k0O
rCE115H-E22HN ningune- HI-KNO10G3/CE1 151 ~K0
TRO1HOO4-E22Hh//-Hi-KnO010G3/LO000-K0
TRO1HOGS7T-E22Hh/ ningune- Hi-KnO10G3/L.0222-k0
rCE115H-E22HR/-Hi-KnO10G3/crCEY15L-kO
TRO1HOOS-E22H N/ ningune- Hi-Kn( 1 DG 3/ 000G4G-k0
TROTHOVO-E221 1h ningune | iFKRD 1 OGE/AL00006-k0O
TRO1TH106-E22H R/ ninguno- Hi-KnO10G 3/L.001 1 -k0Q
TRO1HO24-EZ22H/ ninguno- Hi-Kni 01 0GEA 0006G-kO
CE1T15HA124-E22HN/-Hi-KNnO10G3/1L 0050-k0
TRO1HO40-EZ22H R/ ninguno- Hi- K01 0G3A0242-kO
TRO1HO8Z-EZZHN/ ningune H-KNO 100G 3027 1 -0
TROTHOS7-EZ22HR/ ningune- HI-KNO 1 0G3/L0004G-x0
TROTHOSS -E22Hh/ingune Hi-Kn(O10G3/L0000-k0
TROTHOSS-E22HNh/ningune- Hi-KnO1 DG E3/A.0000G-kO
TRO1THOS2-E22Hh/ ringune- Hi-KnO310G3/L.0270-k0
TRO1HOSZ-E22Hh ninaune-Hi-Kei310G3/L0272-k0
FCE T 1 SHA-E22HP ninguno- Hi-K O 1 OGR4 0000- kO
TRO1THOS2-EZ2Hh/ningune- Hi-Kn3 1 0G3/ALOZE8-k(O
RCET 15HAS-E22HN, ningune HI-KIND 1 0G3/L COGO-KO
TROTHOG7-EZ2ZHNb/ningune. Hi-KnO10G3/1.0226-k0
TRO1THUGY-EZZ2H b/ ningune Hi-KNnO1063/L 0248 -0

4. 72E-08
S.53E-08
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(3-2) Modificacion de la afinidad de un anticuerp
humanizado anti-GPC3

Primero, se introdujeron mutaciones de puntoenC
CDR2, y CDR3 de la secuencia de anticuerpo biespeci
anti-humano producidas en el Ejemplo 2, HO000-ERY27
NO:54), para preparar anticuerpos modificados. Desp
determindlaafinidad de estosanticuerpos modifica
humano soluble. Los sitios de combinacion que tiene
gue mejora la afinidad proporcionan anticuerpos mod

tienen las afinidades mostradas en la Tabla 9.

DR1,
fico GPC3
_HK (SEQ ID
ués, se
dosparaGPC3
n un efecto

ificados que



10

15

20

25

204

Tabla 9

Nombre de anticuerpo

K12
(GPC3 humano)

HO& 1 0-G 1 dbvningune- Hi-KnG1DGE/L DODG-kKD 3 87E-09
HO810-G1dh/ningune- HI-KNO10G3/L.0222 KO 1. 40E-13
HO&10-G 1di ningune- Hi-KNO10G3/L0258-KO 2.562E-13
GOCHOS54~-G1 cfi/ninguno- HiI-Kal TAG 3/ 0Z82-kKG 5 2S5E~-13
GCHOB0-G1dn/ningune- HI-KnRO10G3/A.0222-KG B.42E-13
HOE 10-G 1dh/ningune- Hi-KNG10G3/L0246-k0O 1.21E-12
CGCHOS7-G1 cdh/ningune- Hi-KnO10G3/A0222-k0 1.85E-12
GCHOS54-G1 dh/ningune- Hi-KNnU 1 QG 3/ 0249-<0 3. 6FTE-12
GCHOE5-G1dN/ ningune- HI-KN3 10G3/A.0222-KG 3. 90E-12
GCHO94 -G 1 dhi/ningune- Hi-KnQO 100G 3/L.0246-kC 4. 12E~12
HOE6 1 0-531Tdh/ningune- HHi-KNO10G3/L.0242-k0 B5.86E-12
HOE1TO-Gldh ningune- Hi-IKNOD1OG3/TROT LT 7-KO B.27E-12
HOE& 10-G 1dh/ ningune- ii-KAnC 1 0G3/L 026 5-KOD 8.70E-12
HO&140-5 1dib/ningune- Hi-KNO10G3/L 0261 -kO 1.07E-1t1
GCHO85-G1dhningune- HI-KNnOQ 1O G3/1.0282-k0 1T.18E-11
GCHGS6-G 1 dN/ningune- HI-KRO10OG3/A.0262-K0 1T.19E-11
HO&10-G1dh ningune- Hi-KnO10G3/1.0268-K0O 1.69E-11
HBOE 1 0-5 1 cdhy/ningune- iHi-KNG1O0G3/TROTLO20-KkO Z. 24E-11
GCHOS54-G1dn/ ningune- HI-KNO 100G 3/ 0246-k0 3.15E-11
GCHOSA-G 1 dh/ningune- HI-KNG10G3A.0222-kC 3.I15E-11
GOCHO73-G1 dhningune- HI-KRO 1O G3/A4.0201-k0G 2.50E-11
HO&810-G1dh ningune- Hi-KNR10GE/L 024 8-KO 5.55E-11
GCHOG5-G1dN/ninqune- HI-KNQ 10 G3A.0201-KC 7T.74A4E-11
HO&1 0-G1di/ ningune- Hi-KnO10G3/L 02286 -K0 & .30E-11
HOG1O-G1db/ ningune- Hi-KNGTOGB3/L 0093 -KD 1.08BE-10
GCHO98-G1dN/ningune- HI-KNO10G3/L.0201-kG 1T.1tE-10
HOE 10-G 1div/ ningune- Hi-KAG10G3/L0267 -kO 1.72E-10
HOE&10~-G 1dh/ningune- Hi-KnG10G3/L.0228-k0 Z2.02E-10
HO& 1 0-Gidh/ninguno- KNG 1 OGEAL.D262 KO 2.115-10
HO61G-G1dh/ningune- Hi-KNG10G3/LO266-KO 2.13E-10
HO&810-Gidivningune- Hi-KnC10G3/L0264-kKO 2. 19E-10
HOE1 0-G1dh/ ningune- Hi- KD 10G3/L 0224 -KkD Z A43BE-10
HO&1O-G1dh/ ningune- HI-IKNG1O0G3/LO1B7 -KO 2. 13E-%0
CE115HAZSE1-E22HR/L.O00C-KO/GLA-E22HK/HOS 10-E22L. 2.36E-10
TROTHOIS-E22HNLO0L0-KO/GLA-EZ22HK/HOG10-E221. 2.6863E-10
CE118HAZ3G6-EZ2Z2HR/ GLS2108-xO/GLA-EZ22HK/HOST10-E221. Z2.67E-10
HOE10-G1dh/ningune- Hi-KNG10G3/L0259-KO 3.34E-10
HO810-G1dh/ningune- Hi-KNG10G3/L0227-kO 4.08E-10
GCHOS5-G1dh/ningune- Hi-KnRO10G3E/A. 0272-k0 2.93E-10
HOE610-G 1dbningune- HI-KNG10G3/LOZ69 -0 4.59E-10
HO&10-G 1dh/ningune- Hi- K01 0G3/L 0223 -KO 4. F7SE-10
TROTHOOZ-EQZHNWGLIS3108-kO/GLA4-EZ2HK/HOS1D-E22L. 4. 75E-10
GCHO54-G1dN/ ningune- Hi-KNO10G3/L.0212-k0G 5. 17E~10
HO8 10-G 1 dfy/ningune- Hi-Kn010G3/L0208-KO 5.30E-310
HO& 1 0-Gidivningune- Hi-KNO10G3/L.0ZB3-KO 5. 684E-10
HOEG 1 0-G 1dh/fningune- Hi-KND1OGE3/LO0231-KkD 5 89E-10
HQE&810-Gidh/ningune- Hi-KNQ10G3/L0143-k0O 5.72E-10
GCHOSS5-G1dn/ningune- Hi-KRO10G3/0212-k0C 6. 14E-30
HOE& 1 0-G1dh/ningune- Hi-KNC10G3/L 0211 -kD 6. 47VE-10O
HO810-G Tdh/ningune- Hi-KNOG 103/ 02538k 5. 3vVE-10
HO810-G 1 diyningune- Hi-KNO10G3/L02 14 KO 6.57E-10
HOE&10-G 1dh/ningune- Hi-KNG10G3/L024 3 -0 8. 49E~-10
GOHOZ25~-51 ci/ ningune- Hi-K R0 1 QG 3EA G204-k0G B 7DE~-TD
GSCHOS54-G1dh/ningune- HI-KnO1O0G3/ TROT1LO16-KO 7.G63E-10
HO& 10-G 1dh/ningune- Hi-KnO10G3/LO1868-kO 8.99E-10
GCHOS4-G 1 cth/ningune- Hi-KnO10G3A.027 1-k0 &.92E-10
GCHOS54-G1dh/ninguno- Hi-KNnU1OG3/ TRO1L0O19-k0 8. 71E-10
HO&10-G 1dh/ningune- Hi-KNO10GE/L.0234 - KO 7. 78E-10
GCHOE8~-G 1 dhi/ningune- Hi-KnQ10G3/L0011-k0C 8.0ZE-10
HOE1 0-51 dh/ ningune- Hi-KNO 1 0G3/L0204-KkO T.27E-10D
HOE1O-G1din/ningune- Hi-KND10G3/L0240-KO 8. 48E-10
HO&10-G 1dh/ningune- Hi-KNO1O0GI/LO239-KO 8.74E-10
HOE10-G 1 divninguno- Hi-KNB10G3/L 0212-kD S 94E-10
GCOCHOSS-G 1 dh/ningune- HI-KNO 10 G 3001 1-KO 8.84E-10
HOE610-G1dh/ ningune- Hi-FKNO10G 3/L.0200-K0O 1.04E-09
HOE1G-G1diningune- HI-KNO10G3/L 01 24-KO G.72E-10
GCHO73-G1dh/ningune- Hi-KNO10G3/L.0011-k0 . 10E-10
HOE61 0~ 1dh/ningune- Hi~-KNO10G3/TROTLO16-KO 1.08E-09
GCHOS54-G 1 dh/ningune- HiI-KNO10G3/L.020 71 -KG 1.08£-09
HOE10-G 1dhy/ningune- Hi-KnG 10G3/L00S0-kD 1.12E-09
HO& 10-G 1dih/ningune- Hi-KNG10G3/L0209-KkD 1.12E-09
HOE 10-G 1di/ ningune- Hi-KnO10G3/L.0201-kO 113509
HOE 1 0-G T dh/ningune- Hi-KNnD10G3/_ 0161 -KD 9. 73E-10
HOE&1 Q-G 1dhy ningune- Hi-KNO10G3I/LO206-KO 8.65E-10
HO&810-G 1 dty/ ningune- Hi-KNO10G3/L0186-k0 1.08E-09
HOE10-G 1 ningune- HI-KNO10G3/TROTLOTR-KO 1T.18E-09
HO& 1 0-G1dh ningune- Hi-KAC1O0G3/LOOBE-KO 1.17E-09
GCHOS5-G1 di/ningune- HI-KNO 1 AG3AA_O0200-x0G 3. 13E-09
HOG 10-G 1dh/ningune- HI-KNC10G3/L 0154 -kO 1.C1E-09
HOE1 0-G 1 cdiv/ ningune- Hi-KnGC10G3/L0229-Kk0O 4.20E-09
GCHOS4-G 1 din/ningune- HI-KNRO 1 0G3A.0200-KG 1. 18E-09
GCHOG4-G 1 dh/ningune- Hi-KNG 1OG3/L.0201-kC 1. 17E-09
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Nombre del Anticusrpo KD
(GPC3 Humano)
HOS 10-G 1 dh/ninguno- Hi-KnO10G3/LO0CG0O-KO 3.97E-089
HOE10-G1dh/ningune- Hi-KnO1 0G3/L0205-k0 1.01E-09
GCHODY-G1dh/ ningune- HI-KNG10G3/L0201-k0 1. 29E-09
HOS1D-G1 dh/ ningune-HI-KNO 106G 3/ 0242-K0 1.19E-09
GCHOS6-G 1dh/ ningune- HI-KNGO 10GE/LO2Z201 -0 1.16E-09
HOGS10-G1dh ninguno-HIE-KNO 100G 302 13-KO 1.25E-09
GCHOB0-G Tdh/ ningune- HI-KNC10G3/L0200-K0 1.34E-09
GCHOG5-G T dh/ ningune- HI-KING10G3/L.0000-KO 1. 41E-09
GOCH100-G 1dh/ningune- Hi-KNO 1 0G3/LG201-k0 1.37E-09
HOE610-G1dh/ningune- Hi-KnO10G3/L0015-k0O 1.31E-09
HOB10-G1 dh/ningune- H-KnO10G3/A.0151-KkK0 1.25E-09
HO&610-G1dh/ningune- H-KNnO10G3/A0237-KO 1.31E-09
HO810-G1dh/ningune- Hi-KNO10GE/L0220-K0O 1.36E-09
HOS10-G1dh/ ninguno-Hi-KNO10G3/LO155-KO 1.Z28E-09
GCHOS5-G TR/ ningune- Hi-KN1O0G3/1.0215-k0O 1.52E-09
HOS610-G1dh/ ningune-HE-KNO10G3/L0202-KO 1.Z22E-09
GCHOS56-G Tdh/ningune-Hi-KNG 1 3G3/L.0215-k0 1.59E-09
HO810-G1dh/ninguno-Hi-KnO10G 3/ 001 2-k0 1. 55E-09
GCHOS54-Gtdh/ ningune- HI-KN G 10G3/LO215-k0 1.62E-09
HOEB10-G1dh/ ningune-Hi-KNO10G3/L.0215-k0O 1.654E-09
GCHO28-G 1dh/ ninaune-HiI-KnO10G2/LC00D0O-KC 1.77E-09
HOS810-G1dh/ ningune-Hi-KNO10G3/L0T25-KO 1.71E-09
GCHOS7 -G 1A/ ningune- Hi-KNCT10G3/LOC215-k0O 1.83E-09
HO610-G1dh/ningune- Hi-iKND10G3/L0217-KO 1.79E-09
HO810-G1dh/ningune- Hi-KNO 1 0G3/L.0014-KO 1.82E-.09
HO810-G1dh/ningune-Hi-KnOQ10G3/L0218-k0O 1.88E-09
TROTHO15-E2702GsKesc/GCHO18-E2704sEpsc/LOCDO-kK0 1.64E-09
HOH10-G A dbningune- Hi-KNnD1O0G3/ TROTELE 01 50 2 AAGF-09
FHOG10-G1db/ningune- - KNO10G3/ TROTLO18-K0 217 E-09
HOS10-G1dh/ningune-H-KnO10G3A0218-KO 1.99E-09
HOS10-G1dh/ ningune- Hi-KNO10G 3/ 0000vk1-KO 2. 16E-09
HOS810-G1dh/ningune- Hi-IKNO 1 0G3/L.0160-RO Z2.12E-09
HO610-G1dh/ningune- Hi-}KNO10G 340047 -KO Z2.23E-09
GCHO73-G 1dh/ningune- Hi-KNG 1 0G3/L0000-k0O 2.00E-09
GCHOS53 -G 1dh/ ningune- HI-KNO10G3/TRO1L.015-kO 2.45E-D9
HOG10-G1 gy ninguno-Hi-Kn D1 OG3A . 0219-kO 2. 28F-089
GCHO24-G1dh/ningune-FlI-KNGC10G2/A_0G272-kO 2.10E-09
HOE810-G1dh/ ningune-Hi-KNO10G3/L0149-K0O 2.16E-09
SCHOS4- G Tdh/ ningune- Hi-KNG10G3/ TRO1L018-KkO 2.59E-09
GCHO54-G1dh/ ningune- HHi-KNC10G3/L.0203-KO Z2.48E-092
HO&10-G 1 dhfningune- H-KNO1OG3/.0122-KO 2. 4Z2E-09
HO810-3S1dh/ningune- Hi-KnO 10G3/L 0t 34-kO 2. 53E-09
HOS810-G1dth/ningune- Hi-KnO10G3/L0152-Kk0 Z.36E-09
HOG1 0-G 1 diyningune- Hi-HK 01 0G 34 0203-KkO 2. 11E-09
HOS10-G1dh/ningune-H-KNO1OG3/A 007 5-kO 2 85E-09
HOB10-G1dh/ningune- Hi-KNO10G3/L.0038-K0O 2.75E-09
HOS10-G1dh/ningune- Hi-KnO10G3/L00 1T 1-KO 2.76E-09
HOG10-G1dh/ningune- H-KNO1O0G3/L 0157 -KO Z.80E-09
HO&10-G1dh/ningune- H-KNO10G 3014 5-KO Z.66E-09
HOS10-G1dh/ningune- HE-KNO1OG3/TRO1LO10-k0O 2. 92E-09
HO8610-G1dh/ningune- HE-KN01 QG 3/LO00S-KO 2.99E-09
GCHO99-G b/ ningune- HiI-KNO10G3/LC0O 1 1-kD 2 TBE-08
HOB10-G1dh/ningune- Hi-KNO1 OG3A D006-KO 3 04E-09
HO810-G1dh qune- Hi-KNO10G3/L 017 3-KO 2.
HOS510-G1dh/ningune- Hi-KNQ10G3/L0127-K0O 2.12E-09
HOB10-G1dh/ningune- Hi-KNO10G3/4.0082-KO 3 A3E-09
HOS810-G1dhfningune- Hi-KKNO 1 0G3/L.0064-KO 3.37E-09
HOE610-G1dh/ningune- Hi-KNO10G 3/LO00B-KO 3.20E-09
HOE10-G1dh/ningune- HEKAO10G3/AL0012-KO 3.35E-09
HOS1 0-GA cdh/ningune- Hi-KNO 1 OG3/L0140-k0O 3.38E-09
HOHB10-CG A cih/ ninguno-Hi-KNO1 DG3A 0039k 3 41E-09
GOCHOA3-G1dh/ ninaune-Fli-KNG10GE/LC000-KO 3.74E-09
HO810-G1dh/ningune- Hi-KnO10G3/TRO1L008-KO 3.48E-09
HOS10-G1dh/ningune- HEKNO 1 O0G3/L.0148-KO 3.28E-09
GCHOB2-G 1dh/ ningune-HI-KNG 1 0G3/1.0000-kO 3. 7IE-09
HO6G1 0-G1dh/ningune- Hi-KnO10G3/.0163-kO 3.38E-09
HOS10-G1dh/ningune- Hi-KnO10G 3/ 0233-k0O 3.55E-09
HOB81 0-G1dh/ningune- H-KNO10G3/L0230-KO 4. 00E-09
GCHOOG-G Tcdh/ ningune- Hi-KNG 1 OG3/L.0000-kO 4. 0GE-09
HO810-G 1dh/ningune- Hi-KnO10G3/L0032-KO 3. 72E-09
HO810-G1dh qune- Hi-KnND10G3/4.0181-kO 3.51E-09
HO810-G1dh/ningune- Hi-KnO1OG3/TRO1L008-k0 3. 81E-09
HOE10-G1dh/ ningune- Hi-KNO10G3/L0141-KO 3.86E-09
HOG10-G1dh/ ningune- HI-KNOD10G3/L.0079-KO A4.23E-09
GCHOV4-Gidh/ningune- HI-KNGC10G3/L0270-k0O 3.60E-09
GCHOB6-G Toth/ ninguno- Hi-Kni3 1 0G3/L.CO00-KO 4.29E-09
GCHOB4-Gtdh/ ninguno- HI-KNG1OGE/LO0D0O-KO 4.14E-09
HOS810-G1dh/ ningune-Hi-KNO10G3/LO0EE-KO 4. 20E-09
GCHOZ7 -G tdh/ningune-Hi-KnGC 1 0G3/LO000-KO 3.83E-09
HOS10-G1dh/ningune-Hi-KNO10G3/LO0C0O3-KO 4.01E-02
HOE810-G1 dh/ningune- Hi-KnO 1 OG3/L 004 2-K0O 4.Z27E~09
HOE10-G1dh/ningune-1Hi-KnO10G 3/ TROTLD1 1-k0 4.02E-09
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Nombre del anticuerpo =D

(GPC3 Humano)
HOE 1 6-Gidh/ninguno-Hi-KnNO 10G3/L0000-k0 3.97E-0D
GCHO15-G1 iy ningune- HE-KNO10G 3/LOC00-K0O 4 1409
HOE1G-G tdhfninguno- Bi-KNO 10G3/L 017 5-kO 3.84F-09
GCHI00-G1dh/mingune- HE-K NGOG 3/L.00G1 T-kQ 3.81E=-092
GCHO14-G1dh/ningune- Hi- KNO1OG3/LOGOG- KO 4.20E-02
GCOCHOS53-G 1 dh/ningune- HI-KnO10G3/L.0C00-KO 4.05E-0%
ROE115HA-EZ2HA/LO000-KWVGEL4-E22Hk/MHDOG0-E221 4_28FE-0%
GCHO24-G1dh/ningune- Hi-KNO10OG3/LOGT 1-kO 3.88E-02
GCHO15-G1dn ningune- HE-KNOTOG3/L0000-Kk0 A.B3E-02
HOE10-G1dh/ningune- Hi-KnO 10G3/TRO1LO12-k0D 4.25E-095
HO61G-G1dh/ningune- Hi-KnRO10G3/L0115-k0 4.34E-09
HO6 1 G-G tdh/fningunc- Hi-KnO 100G 3/ 0044-KO 4.57E-09
HO61C-G1dh/ningune- Hi-KNO1O0G3/L 0107 -0 4. 38E-02
HOE610-G 1dh/ningune- Hi-KnO 100G 3/L 0007 -KO 4_329E-09
GCHO13-G dhyninguno- Hi-KNO 1 0G3/LOC00-KO 4. 44E-09
HE 1 G-G 1dh/ningunc- Hi-Kn 103G 3/ 0045-Kk0O A4 _SHE-08
GCHO 0-G1dnningune- HE-KNO 1T OG3/1L0C0O0-KO A 12E-09
GCHO40-GG1 dh/ringune- HiE-K N0 1 QG3/LOC00-KO 4.80E-08
HO61G-G1dh/ ningune- Hi-Kn 10 G 3/ 0002-k0 4. 43E-09
HO810-G 1dhi/ningune- Hi- KD 10G3/L0016-k0 4. 44E-02
GCHOO7-G1 dhi/ningune- HE-KNQTOG3/L0GO00-KO 4. 93E-09
GUCHO42-G1 AN ningune- HE-KNO1OG3/LOGOG-KO . 89E-02
rCE115H-E22HNn/rCE11 5L -kO/GLA4-E22HK/MHOOOC-E221 4. 57E-05
HOE813-G1dh/ningune- Hi-KnO 10G3/A0120-k0 4.54E-02
HO8 1 G-G1dhn/ningune- Hi-KiNO 10G3/1.00685-k0 4. 7TOE-QD
GOCHO16-G1 g ningune- HE-KNOTOG 3/ 0000-k0 4.52E-09
GGCGHO25-G1dh/mingune- Hi-KN010G3/L.0GO0-k0 4.04E-03
GCHO3I9-G1dh/ningune- HE-KNO10GE/1.0000-k0 4.95E-09
GCHO29-G1 ddhifningune- Hi-K N0 1 OGS/ QCQ0C-k0O 4. 24E-09
HOQ6 1 G-Gidhf ningune- Hi-KNnO 1OGE3/L.0041-KO 4.85E-09
GCHO192-G1dhn/ningune- Hi- KNG 10G3/LOCOCG-KO 4.36E-09
GCHO29-G1dh/ningune- Hi-KN010G 3/LOCO0C-KO 5.01E-0%
GCHOSE-G1 dh/ningune- HE=KNOTOGS3/LOGT 1-kO 4. 31TE-02
HOE 1 G-G1dh ningune- Hi-KNO 1OG3/L.0147 -0 4.38E2-09
GCHO34-G 1 dh/ningune- HiE-KNOTOG3/L0C00-k0O 5.09E-082
GCHIOO3-G1dh/ningune- H-KNO10G3/LOC00-KO 5.20E-09
HOE61G6-G1dh/ninguno- Hi-Kri0 1O0G3/L 0139-kO 4. TBE-09
HOE 1 G-Gidh/ninguno- Hi-KNnO TOG 3/ 0089-kO 5 24E-09
HO5 1 6-G1dh/ningune- Hi-KnO 10G3/L0113-kO 4.8ZE-08
HO810-G1dh/ ningune- Bi-Kn3 10G3/L.0180-k0 4. 48E-02
GCHOO5-G1 dh/ningune- Hi-K N0 1 0G 3/0000-k0 G5.3Z2E-08
GCHOS7-G1dh/mingune- H-K NGO 1OG3/1L.0CO0-kD 5.24FE-09
HOG6 3 G-G1dh/fningune- Hi-KnO10G3/LC187-k0 A.92E-09
HOE10-G1dh/ningune- Hi-KND 10G3/1.0043-k0O S5.14E-08
HOG1C-G1dh guno- Hi-KnO10G3/L.G117-k0 4. 92E-09
GOHOE 1-G 1dh/ningune- Hi-K NG 1 OG3/LOGO0-KO S 13E-09
GCHO22-G 1 dhfningune- HE-KNO 1 0OG3/LOCO0C-KO 4. 9ZE-02
HO61G-G1dh/ningune- Hi-KNnO 10G3/L0091-k0D 5.43E-09
GCHOZ3-G 1 dh/ningune- Hi-KINO 1 0G 3/ 0CQ0-KO 4.94E=-09
HO610G-G tdh/ningune- Hi~-KnO 10GE/L0062-k0O 5.28E-09
HOE 1 G-GTdh/fningune- Hi-KNO 10G3/L0126-k0 5.04E-02
HOE TC-G1AR/ ningune- Hi-KnRd TOGE/TROTLOGE-KOD 5. 08E-02
HOE1G-G1dh/ningune- Hi-KNn0 110G 3/4.0089-k0 5.32E-09
HO61G6-G1dh/ ningune- Hi-KNO 10G3/L0123-k0 5.08E-02
GCHO25-G1 dhifningune- HE-KNO1OG3/LO0C0O0C-KO S5.05E-02
GCHTG0-G 1 dn/mingune- HE-KNO10OG3/LOG00-K0 5.39E-09
HOE 1G-G1dh/ningune- Hi-KNO 10G3/L.0046-k0 5. 465E-05
HOE10-G1dh/ningune-Hi-KnG 10G3/L0 144-kO 4.84E-02
GCHO2B8-G 1 dhifninguno- HE-KNQ1OG3/LOCA0-KO S5 ATE-QS
HOE61G-Gidh/ ningune- Ri-KNO 10G3/1.0138-kO 5.24E-09
GCHO56-G1dh/ ningune- Hi-KNO10G3/LOCO0-KO 5.03E-0D
HO6816-G1dh guno- Hi-KNO 10G3/L.C122-k0 5.28£-09
GCHO32-G1 ddh/ningune- HEFKNO10GS/LOC00-KO 5.74E-02
HOEG 1 -G 1dh/ningune- Hi-KnG 1DGE/TRO1LOOS-KO H5.37E-02
GCHO12-G1dh/ningune- HE-KNO1OG 3/ 0GO0G-k0O 5. 40FE-08
GCHOS5-G1dh/ningune- Hi- KNG 10OG3/LOGOC-KO S5.60E-02
HOE 1 C-G1dh/ ningune- Bi-KNnC 10G3/L0104-K0 5.90E-02
GCHOB9-(G1 dh/ningune- HE-K NO10OG3/L0000-K0O 5. 70E-02
GCHOS54-G1dh/ningune- Hi- KNGO 10G3/LOCGO0C-KO 5.30E-0D
GCHOGS-G 1dh/ningune- HI-KNO10G3/L0OCO0G-KO 5.55C-02
HO61C-G1dh/ningune- Hi-Krn 10G3/L0232-K0 5.38E-05
HOE10-G 1dh/ninguno- Hi-KnO 104G 3/ 0 126-kO 5.62E-09
GCHO24 -G ddhifningune- Hi-KNO 10G3/LOCOO-KAO 5 89E-09
HOB1C3-G1dh ningune- HiI-KNO 10G3/L.01 32-k0 S5.65E-09
HOE 1 G-GTdh/ningune- Hi-KNQ 1O0G3/4.0106-k0 5.66E-09
GCHO54-G1dhninguno- HE-KNO10OG3/L.0G1 1-kO 5.25=-08
HOB810-G1dh/ningune- Hi-KnO 10G3/L0106-k0 5.70E-09
HOG6 1 G-G1dh/ ningune- Hi~-Kn0 10G3/L00&63-K0 S.03E-08
GOHOE8~-G 1 dh/ninguno- H-K N1 0GS/LOC00-KO G.238-09
GOHOS7-G1dh/mingune- Hi- K N1 OG3/LOCOC-KO 5 61FE-09
HO6 1 0-Gidh/fninguno- Hi-KNnO 10G3/L 0137 -k0 5.87E-02
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(3.3) Modificacion de pl por mutaciones de punto

En una produccibn comercial de anticuerpos

biespecificos, serequiereunaltoniveldepureza. Cuandoseusa
cromatografia de intercambio iGnico, la modificacio n del punto
isoeléctricomolecular(pl)sehareportadoporser efectiva(PL0oS
One. 2013; 8(2):e57479). Por lo tanto, las mutacion es de punto
para modificaciones de pl se introdujeron en CDR1, CDR2,yCDRS3
de la secuencia de anticuerpo GPC3 anti-humana huma nizada
producida en el Ejemplo 2, HO0O00-ERY27_HK (SEQID N 0:54), para
preparar anticuerpos modificados. Después, se deter mind la
afinidad de estos anticuerpos modificados para GPC3 humanos
solubles.

Comounresultado,lasmodificacionesdeaminodci doque
pueden reducir el pl mientras mantienen la afinidad para GPC3
humano se encontraron por ser las posiciones de ami noacidos 19,
43, 53,y 61, de conformidad con la numeracién de K abat.

La combinaciéon de sitios que muestran efectos de
mantenerlaafinidadparaGPC3humanoyreducirel plproporciona
anticuerpos que tienen las afinidades y valores de pl mostrados

en la Tabla 10.

Tabla 10
No.mbre delanticuerplo Yalor Pl calculad'o. Nombre dedae':f::::‘pn‘;ca) (antisrg'zr[;::‘;na:gnica) Sitios de mutacion a base de H0610-E2704sEpsc
HO610-E2704sEpsc/LO000-k0 7.8 HO0610-G 1dh/ ningune-Hi-Kn010G 3/L0000-k0 4.16E-09 -
GCHO054-E2704sEpsc/LO011-kO 6.2 GCHO54-G1dh/ningune- Hi-Kn010G3/LO011-k0 5.25E-09 K19T/QA3E/P52aG/K53E/GE5P/QB1E
GCHO65-E2704sEpsc/LO011-k0 6.4 GCHO65-G1dh/ ningune-Hi-Kn010G3/L0011-k0 8.84E-10 KA9T/IQ43E/P52aG/KE3P/GE5P/QB1E
GCHO94-E2704sEpsc/L0011-kQ 8.2 GCHO94-G1dh/ninguno- Hi-Kn010G3/L001 1-kO 4.54E-09 K19T/137V/P40A/Q4 3E/148M/P52aG/K53E/GE5P/Q61E

(3-4) Modificacién de la capacidad de unién de ma triz
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extracelular por mutacion de punto

Sehareportado que launiénno especificaalam atriz
extracelular (ECM) y similares, pueden tener efecto s en las
farmacocinéticas(MAbs.2012Nov-Dic;4(6):753-60). Porlotanto,
la capacidad de unién a ECM de los anticuerpos modi ficados
obtenidos en el Ejemplo, se determiné por el método descrito en
el Ejemplo de Referencia 4. Como un resultado, la ¢ adena CD3 ¢
anti-humana humanizada y el anticuerpo biespecifico GPC3
anti-humano, GPC3_ERY27_hCE115 (SEQ ID NOs: 54, 55 y 56), se
confirmaron por tener altas capacidades de unién a ECM. Por lo
tanto, algunas de las mutaciones de punto examinada s en los
Ejemplos3-1,3-2,y3-3paralasecuenciadeantic uerpodecadena
CD3: anti-humanahumanizadahCE115HA-ERY27 HE(SEQIDN 0:55),se
investigo por ser una combinacion para reducir la ¢ apacidad de
unibnaECM.Comounresultado,losaminoacidosen lasposiciones
11,16,53a,53,98y100porlanumeraciéndeKaba t,seencontraron
por contribuir al mantenimiento de afinidad para CD 3e ytener
influencia en la reduccion de la capacidad de unién aECM,yse
encontraron los anticuerpos con una capacidad de un ibn a ECM
reducidaencomparacionconaquelladeunavariante deanticuerpo

delacadenaCD3  santi-humanahumanizadayanticuerpobiespecifico

GPC3 anti-humano, GPC3_ERY27_hCE115, (Tabla 11).
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Tabla 11

Nombre de anticuerpo

Relacion de union a ECM
(estandar =1)

GPC3_ERY22 CE115 (rCE115H-E22Hh/rCE 115L-K0/GL4-E22HK/HO000-E22L ) 4.0
GPC3_ERYZ27 (hCE115HA-E22Hh/L0000-k0/GL4-E22Hk/HO000-E22L ) 50.9
CE115HA236-E22Hh/GLS3108-k0/GL4-E22Hk/HO610-E22L 429.9
CE115HA236-E22Hh/GLS3108-k0/GL4-E22Hk/HO000-E22L 414.8
CE115HA251-E22Hn/LC000-k0/GL4-E22Hk/HO000-E22L 346.9
CE115HA251-E22Hn/L0000-k0/GL4-E22Hk/HO0610-E22L 334.4
TRO1H002-E22Hh/GLS 3108-k0/GL4-E22HK/HO610-E22L 301.1
TRO1HO02-E22Hh/GLS3108-k0/GL4-E22HK/HOC00-E22L 216.9
TRO1THO15-E22Hh/L0000-k0/GL4-E22Hk/H0610-E22L 185.7
TRO1H040-E2702GsKsc/HO610-E2704s Epsc/L0208-kO 50.4
CE115HA122-E22Hh/L0000-k0/GLA-E22Hk/HO000-E22L 47.0
TRO1H040-E2702GsKsc/H0610-E2704sEpsc/L0211-k0 15.5
TRO1H040-E2702GsKsce/HOG610-E2704s Epsc/L0206-k0 15.4
TRO1HO40-E2702GsKsc/HOB10-E2704sEpsc/L0209-k0 7.4
rCE115H-E22Hh/rCE 115L-K0/GL4-E22HK/HO610-E22L 4.6
TROTHO40-E2702GsKsc/HO610-E2704sEpsc/L0204-k0 4.4
TROTHO67-E2702GsKsc/GCHO54-E27045Epsc/L0212-k0 3.3
TROTH113-E2702GsKsc/GCHO65-E2704sEpsc/LO011-kO 2.5
TROM1H082-E2702GsKsc/GCHOB5-E2704sEpsc/LO011-kD 1.7
TRO1H113-E2702GsKsc/GCH094-E2704sEpsc/LO011-k0 1.6
rCE115H-E22Hh/rCE 115L-k0/LOO00-E22HK/HO610-E22L 1.4
TRO1HO84-E2702GsKsc/GCHO65-E2704sEpsc/LO011-kO 1.3
TRO1HO84-E2702GsKsc/GCHO94-E2704sEpsc/LO011-kD 1.2
TRO1H082-E2702GsKsc/GCHO94-E2704sEpsc/L0201-k0 1.1
TRO1H040-E2702GsKsc/HO610-E2704s Epsc/LO000-KO 0.8
TRO1HO40-E2702GsKsc/HO610-E2704sEpsc/L0201-k0 0.8
TRO1HO040-E2702GsKsc/HD610-E2704sEpsc/L0Z203-k0 0.8
TROTHO82-E2702GsKsc/GCHO94-E2704sEpsc/L0011-k0 0.7
TRO1H109-E2702GsKsc/GCHOB5-E2704sEpsc/LO011-k0 0.7
TROTH067-E2702GsKsc/GCHO54-E2704sEpsc/L0222-k0 0.6
TRO1H067-E2702GsKsc/GCHO54-E2704s Epsc/L0201-k0 0.5
TRO1H109-E2702GsKsc/GCHO94-E2704sEpsc/LO011-kD 0.4
TROMH113-E2702sKsc/GCHOG65-E2704sEpsc/LO011-k0 0.3

MRAH-G1d/MRAL-kO (esténdar)

1

(3-5)Modificaciondelacapacidaddeuniénalli

SuRe™por mutaciones de punto

Se conoce un ejemplo donde launién de un anticue

gando

rpo
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alaProteinaAdependedesusecuenciaderegionv ariable(VH3).

(J. Biomol Tech. 2011 Jul; 22(2):50-2). En la purif icacion de

la Proteina A de la cadena CD3 ¢ anti-humana humanizada y
anticuerpo biespecifico GPC3 anti-humano, la remoci on del
anticuerpo anti-CD3 homomérico es importante para s uprimir
reacciones no especificas mediante CD3. Por lo tant 0, se
considera deseable suprimir la unidon del anticuerpo anti-CD3
homomeérico ala Proteina A. Presumiblemente, el lig ando SuRe ™
seusaraenproduccioncomercial,ydeestemodola smutaciones
de punto paralaunion delligando SuRe T™™seintroducenen CDR2

de las variantes de la cadena H de anticuerpo anti- CD3

humanizadas, TRO1H082-E270GsKsc y TRO1H084-E270GsKs c (SEQID

NO: 398 y 399), para preparar anticuerpos humanizad 0os. La
capacidad de union de estos anticuerpos modificados alligando
SuRe™ se determind por el método descrito en el Ejemplo de
Referencia 5. Como un resultado, los aminoacidos en las
posiciones 19,57,y 59 por lanumeracién Kabat se encontraron
porcontribuiralmantenimientodelaafinidadpara CD3 eytener
influencia en la capacidad de unién al ligando SuRe ™'y se
encontraron anticuerpos conunacapacidad de union reducidaal

ligando SuRe ™ en comparacion con aquella de
TRO1H082-E2702GsKsc/L0011-k0 (SEQ ID NOs: 398 y 410 ) O
TRO1HO084-E2702GsKsc/L0011-kO(SEQIDNOs:399y410 )(Tablal2).
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Tabla 12
Nombre del anticuerpo U“'°'(‘Rﬁ;JReTM Sitios de mutacion a base de CE115HA000

TROT1H084-E2702GsKsc/L0011-k0 5065.8 R16G/A52aD/N53Q/D72A/L78I/G98A/Y 100G/A102I
TRO1H082-E2702GsKsc/L0011-kD 4469.2 V11L/A52aD/N53Q/GI8A/Y 100G
TRO1H090-E2702GsKsc/L0011-k0 3606.3 V11L/R16G/A52aD/N53Q/GI8A/Y 100G
TRO1H093-E2702GsKsc/L0011-k0 2459.7 V11L/A52aD/NS3Q/K64Q/G28A/Y 100G
TRO1H094-E2702GsKsc/LO011-k0 2351.9 V11L/A52aD/NS3C/KB4S/GO8A/Y 100G
TRO1H114-E2702GsKsc/L0011-k0 1485.5 R16G/A52aD/N53Q/T57S/D72A/L78I/GO8A/Y 100G/A102]
TROTH092-E2702GsKsc/L0011-k0 1159.5 V11L/A52aD/N53Q/K64A/GI8A/Y 100G
TRO1H100-E2702GsKsc/L0O011-kO 383.0 V11L/A52aD/N53Q/T57S/GI8A/Y 100G
TRO1H111-E2702GsKsc/L0011-k0 50.7 R16G/R19K/A52aD/N53Q/D72A/L78l/GO8A/Y 100G/A102]
TRO1H110-E2702GsKsc/L0011-kO 29.5 R19K/A52aD/NS3Q/GI98A/Y 100G
TRO1H091-E2702GsKsc/L0011-k0 27.5 V11L/R19K/A52aD/N53Q/GI8A/Y 100G
TRO1H091-E2702GsKsc/LO011-kO 15.0 V11L/R19K/A52aD/NS3Q/GO8A/Y 100G
TRO1H112-E2702GsKsc/L0011-kO 8.8 R16G/A52aD/N53Q/T57Q/D72A/L78I/G98A/Y 100G/A102]
TRO1H113-E2702GsKsc/L0011-k0 7.0 R16G/A52aD/N53Q/Y59V/D72A/L78I/GO8A/Y 100G/A102I
TRO1H096-E2702GsKsc/L0011-k0 2.7 V11L/A52aD/NS3Q/TS7G/GOBA/Y 100G
TROTH109-E2702GsKsc/L0011-kD 2.2 V11L/A52aD/NS3Q/Y 59V/GO8A/Y 100G
TRO1H098-E2702GsKsc/L0011-k0 1.6 V11L/A52aD/NS3Q/T57P/GI8A/Y 100G
TRO1H107-E2702GsKsc/L0011-k0 1.4 V11L/A52aD/NS53Q/Y 59Q/ G8A/SY 100G
TROTH103-E2702GsKsc/L0011-kD 14 V11L/A52aD/N53Q/Y 59G/GO8A/Y 100G
TROTH104-E2702GsKsc/L0011-k0 1.0 V11L/A52aD/NS3Q/Y591/GI8ATY 100G
TRO1H105-E2702GsKsc/L0011-k0 0.8 V11L/A52aD/N53Q/Y 59L/GI8A/Y 100G
TRO1H099-E2702GsKsc/LO011-k0 0.6 V11L/A52aD/N53Q/T57Q/GO8A/Y 100G
TRO1H102-E2702GsKsc/L0011-k0 0.5 V11L/A52aD/N53Q/Y59F/GI8A/Y 100G
TRO1H101-E2702GsKsc/L0011-kO 0.5 V11L/AS52aD/NS3Q/TS7V/GO8A/Y 100G
TRO1H108-E2702GsKsc/L0011-k0 0.4 V11L/A52aD/N53Q/Y59T/GO8A/Y 100G
TROTHO97-E2702GsKsc/L0011-k0 0.1 V11L/AS2aD/NS3Q/T57LU/GI8A/Y 100G
TRO1H106-E2702GsKsc/L0011-k0 0.0 V11L/A52aD/NS3Q/Y 59P/GI8A/Y 100G
TRO1H095-E2702GsKsc/L0011-k0 -0.2 V11L/A52aD/NS3Q/T57F/GY8A/Y 100G

(3-6) Produccion de anticuerpos biespecificos

optimizados por combinacion de mutaciones de punto que conducen

a mejoramiento de varias propiedades

Los anticuerpos modificados optimizados pueden se r
producidos combinando las mutaciones de punto que ¢ onducen al
mejoramiento de varias propiedades como se describe en los
Ejemplos 3-1 a 3-5. Como ejemplos de tales anticuer pos
modificados, se produjeronlosanticuerposdescrito senlaTabla
13, y se sometieron a la evaluacion de citotoxicida d celular

dependiente de células T (TDCC) usando métodos simi lares a
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aguellosdelEjemplo1.Losresultadossemuestran

enlasFiguras

4a a 9b. Como un resultado, se obtuvieron la cadena CD3 ¢
anti-humana humanizada optimizada y anticuerpos bie specificos
GPC3 anti-humanos que muestran una citotoxicidad ce lular
dependiente de células T equivalente a, 0 mayor que aquella de
GPC3_ERY22 rCE115 previo a la humanizacion.
Tabla 13
Numero de muestra Nombre de anticuerpo
en ensayo TDCC

1 GPC3_ERY22_CE115 (rCE115H-E22Hh/rCE 115L-k0/GL4-E22Hk/HO000-E22L)

2 GPC3_ERY27 (hCE115HA-E22Hh/LO000-k 0/GL4-E22Hk/HO000-E22L )

3 CE115HA251-E22Hh/L0000-k0/GL4-E22HK/HO000-E22L

4 CE115HA236-E22Hh/GLS3108-k0/GL4-E22HK/HO000-E22L

5 TRO1H002-E22Hh/GLS 3108-k0/GL4-E22Hk/HO000-E221

6 CE115HA122-E22Hh/L0000-k0/GL4-E22HK/HO000-E22L

7 rCE115H-E22Hh/rCE 115L-k0/LO000-E22Hk/H0610-E22L

8 rCE115H-E22Hh/rCE 115L-k0/GL4-E22Hk/H0610-E221

13 TRO1H040-E2702GsKsc/H0610-E2704sEpsc/LO000-kO

14 TRO1H040-E2702GsKsc/H0610-E2704sEpsc/L0201-k0

15 TRO1H040-E2702GsKsc/HO610-E2704sEpsc/L0203-k0

16 TRO1H040-E2702GsKsc/H0610-E2704sEpsc/L0204-k0

17 TRO1H040-E2702GsKsc/H0610-E2704SEpsc/L0206-k0

18 TRO1H040-E2702GsKsc/H0610-E2704sEpsc/L0208-k0

19 TRO1H040-E2702GsKsc/H0610-E2704sEpsc/L0209-k0

20 TRO1H040-E2702GsKsc/H0610-E2704sEpsc/L0211-k0

21 rCE115H-E2702GsKsc/H0610-E2704sEpsc/LO000-k0

22 TRO1H061-E2702GsKsc/H0610-E2704sEpsc/LO000-k0

23 TRO1H068-E2702GsKsc/H0610-E2704sEpsc/LO000-k0

24 TRO1HO71-E2702GsKsc/H0610-E2704sEpsc/LO000-k0

25 TRO1H067-E2702GsKsc/GCHO54-E2704sEpsc/L0201-k0

26 TRO1H067-E2702GsKsc/GCHO54-E2704sEpsc/L0212-k0

27 TRO1H067-E2702GsKsc/GCHO54-E2704sEpsc/L0222-k0

28 TRO1H067-E2702GsKsc/ GCHO54-E2704sEpsc/L0000-k0

29 TRO1H082-E2702GsKsc/GCHO94-E2704sEpsc/L0201-k0

30 TRO1H082-E2702GsKsc/GCHO94-E2704sEpsc/L0011-k0

31 TRO1H084-E2702GsKsc/GCH094-E2704sEpsc/L0011-k0

32 TRO1H084-E2702GsKsc/GCHO65-E2704sEpsc/L0011-k0

33 TRO1H082-E2702GsKsc/GCHO65-E2704sEpsc/L0011-k0

34 TRO1H109-E2702GsKsc/GCHO94-E2704sEpsc/L0011-k0

35 TRO1H109-E2702GsKsc/GCHO65-E2704sEpsc/L0011-k0

36 TRO1H113-E2702GsKsc/GCHO94-E2704sEpsc/L0011-k0

37 TRO1H113-E2702GsKsc/GCH065-E2704sEpsc/L0011-k0

38 TRO1H113-E2702sKsc/GCHO065-E2704sEpsc/L0011-k0

Los Ejemplos 3-1 a 3-6 muestran que los siguiente S
residuosdeaminodacido,porejemplo,sonimportante sparamantener
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las propiedades de la cadena CD3 ¢ anti-humana optimizada y
anticuerpos biespecificos GPC3 anti-humanos que mue stran una
citotoxicidad celular dependiente de las células T equivalente
a, 0 mayor que aquella de GPC3 _ERY33 rCE11l5 previo a la

humanizacion.

En anticuerpos de cadena CD3 ¢ anti-humanos, los
ejemplos son Leu en la posicién 11, Gly en la posic ion 16, Asp
enlaposicion52a, Glnenlaposicion53, Alaenl aposicion72,
lle enla posicion 78, Alaenlaposicion 98, Gly e nla posicion
100, elleenlaposicion 102. Enanticuerpos GPC3 anti-humanos,
los ejemplos son Thr en la posicion 19, Gluen la p osicion 43,
Gly en la posicién 52a, Pro o Glu en la posicion 53 , Proenla
posicion 55, y Glu en la posicién 61. Ademas, en ca denas L de
anticuerpo comun, los ejemplos son Pro enla posici on25,Proen
la posicién 27a, Pro en la posicién 27b, lle en la posicion 33,
GIn en la posicién 34, Arg o Trp en la posicion 56, y Tyrenla
posicion 89. (Todas las posiciones estan indicadas por la

numeracion de Kabat).
Ejemplo 4
Evaluacion de la eficacia in vivo
Se evaluaron algunos de los anticuerpos descritos
anteriormente por su eficacia I n vi vo usando modelos que portan
tumor.
La evaluacioén de la eficacia in vivo se llevo a cabo

en anticuerpos representante de entre aquellos most rados en la
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Tabla 13, los cuales han sido confirmados por tener
citotoxicas a partir del ensayo
3-6.Enlaevaluaciondelaeficacia
causada por las diferencias en el microambiente deb
formacion de agregado tumoral en los resultados de

se tomd en consideracion. Por lo tanto, dos tipos d
células de cancer humano que tienen diferentes sens
laeficaciadefarmacodeanticuerpo, esdecir,PC-

se usaron para la evaluacion, aun a pesar que los n
expresionde GPC3deestaslineascelularesfuecas
lineas celulares se transplantaron en ratones scid
ratones scid NOD conformacionde tumor confirmada

atransplantedecélulasTquecrecenporcultivo

humanos. Los ratones (referidos como un modelo inye

células T), se trataron por administracion de la ca
anti-humana optimizada y los anticuerpos biespecifi

anti-humanos.

Mésespecificamente,enpruebasdeeficaciadefa

actividades

i n vitrodescritoenel Ejemplo

i n vi vo,cualquierinfluencia

ido a la
evaluacion,
e lineas de
ibilidades a
10yNClI-H446,
iveles de
ligual. Estas
NOD, vy los
sesometieron
invitrodePBMC
ctado de
dena CD3 ¢

cos GPC3

rmaco

de la cadena CD3 ¢ anti-humana optimizada y anticuerpos

biespecificos GPC3 anti-humanos usando el modelo in
célulasTPC-10,serealizaronlassiguientesprueb
TsecultivaronexpansivamenteusandoPBMCsseparad
recolectadadevoluntariossanosylaactivaciénde

de expansion/humano (Macs Miltenyiibiotec). Lalin

yectado de
as.Lascélulas
asdelasangre
célulasT/kit

eadecélulas

de cancer humano PC-10 (1x10 7 células), se mezclé con Matriz de
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Membrana de Base Matrigel ™(BD), y se transplanto a la region
subcutaneainguinalderatonesscidNOD(CLEAJapdn ,hembra,6W).
Eldiadeltransplante se definiocomoeldiaO. El diaantesdel
transplante, el anticuerpo anti-asialo-GM1 (Wako Pu re
Chemicals), se administré intraperitonealmente a lo s ratones a
0.2 mg/raton. En los dias 13 a 15 después del trans plante, los
ratonessesepararonengruposdeconformidadcons upesocorporal
ytamanodeltumor,yelanticuerpoanti-asialo-GM1 seadministré
nuevamenteintraperitonealmentealosratonesa0.2 mg/raton.En
elsiguientedia,lascélulasTobtenidasporelcu [tivoexpansivo
mencionado anteriormente, se transplantaron periton ealmente a
3x107 células/raton. Cuatro horas después del transplante , la

cadena CD3 ¢ anti-humana optimizada y anticuerpos biespecificos

GPC3 anti-humanos se administraron intravenosamente atravésde
lavenacaudadaalmg/kg.LacadenaCD3 e anti-humanaoptimizada
y anticuerpos biespecificos GPC3 anti-humanos, sea dministraron

solamente una vez.

Como un resultado, las actividades anti-tumorales

fueron claramente observadas en el grupo administra do con la
cadenaCD3 canti-humanaoptimizadayanticuerpobiespecificoG PC3
anti-humanoqueenelgrupoadministradoconsolven te(Figs.10a,
10b).

Laspruebasdeeficaciadefarmacoparalacadena CD3¢
anti-humana optimizada y anticuerpos biespecificos GPC3

anti-humanos en el modelo inyectado con células T N Cl-H446 se
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realizaron por método similares. La cadena CD3 g anti-humana
optimizada y anticuerpos biespecificos GPC3 anti-hu manos se
administraronunavezintravenosamenteatravesde lavenacaudada

a 5 mg/kg contra NCI-H446.

Como un resultado, las actividades anti-tumorales

fueron mas claramente observadas en el grupo admini strado con
cadenaCD3 canti-humanaoptimizadayanticuerpobiespecificoG PC3
anti-humanoqueenelgrupoadministradoconsolven te(Figs.11a,

11b).

Ejemplos de Referencia

Ejemplo de Referencia 1 - Produccion de vectores de
expresion del anticuerpo, y expresion y purificacio n del
anticuerpo

Se introdujeron sustituciones de amino&cido por

métodos conocidos por aquellos expertos en la técni catal como
usando el kit de Mutagénesis de Sitio Dirigido Quik Change
(Stratagene),PCR,oelkitdeclonaciondePCRAdv antageln-fusiéon
(TAKARA) paraconstruirvectoresde expresion.Las secuenciasde
nucledtidodelosvectoresdeexpresionobtenidoss edeterminaron
porun método conocidos por aguellos expertosenla técnica. Los
plasmidosproducidosseintrodujerontemporalmente encélulasde

la linea de células derivada de cancer renal embrid nico humano
HEK293H (Invitrogen) o FreeStyle293 (Invitrogen) pa ra expresar
anticuerpos. De los sobrenadantes de cultivo obteni dos, los

anticuerpos se purificaron usando el Flujo Rapido d e rProteina
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A de Sepharose ™ (GE Healthcare) por un método conocido por

aquellos expertos en la técnica. La absorbancia a 2 80 nmdelas
soluciones de anticuerpo purificadas se midieron us ando un
espectrofotometro, y las concentraciones de anticue rpo se
calcularon a partir de los valores determinados usa ndo un
coeficiente de absorcion calculado por el método PA CE (Protein

Science 1995; 4:2411-2423).

Ejemplo de Referencia 2 - Actividad de ADCC de cada
anticuerpo de prueba usando células mononucleares d e sangre
periférica humana como la célula efectora

La actividad ADCC de cada anticuerpo de prueba se
determind de conformidad con el método siguiente.

Células mononucleares de sangre periférica humana
(posteriormente referidas como PBMC humanas) se usa ron como la
célula efectora para medir la actividad ADCC de cad aanticuerpo
de prueba como sigue.

(1) Preparacion de una solucion de PBMC humanas

Apartirdevoluntariossanos (machoadulto)deC hugai
Pharmaceutical Co. Ltd.,50 mL de sangre periférica serecolectd
usando una jeringa precargada con 200 pL de solucio n de 1000

unidades/mL de heparina (Inyeccibn 5000 wunidades de

Novo-Heparina, Novo Nordisk). La sangre periférica sediluy6 dos
vecesconPBS(-), divididaencuatroalicuotas,ys eagregdenun
tubodeseparacionde linfocito Leucosep (GreinerB io-one)queha

sido cargado con 15 mL de Ficoll-Plaque PLUS y some tido a
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centrifugaciénporadelantado.Estetubodeseparac ibnquecontiene
alicuotas de sangre periférica se centrifugé a 2150 rpm por diez
minutosatemperaturaambiente,ydespuésserecole ctélafraccion
decélulasmononucleares.Lascélulasencadafracc ionselavaron
dos veces con Medio Eagle Modificado de Dulbecco (S IGMA), que
contienel0%deFBS(posteriormentereferidocomol 0%deFBS/D-MEM)
ydespués se suspendié en 10% de FBS/D-MEM aunade nsidad celular
de5x10 6células/mL. Despuésde laincubacionenunaincuba dora
a 37°C por una hora, las células se lavaron una vez con 10% de
FBS/D-MEM, ylas células se suspendieronen10%de FBS/D-MEM para
producirunadensidadcelularde2x10 5células/mL.Lasuspension
celular se sometié al experimento siguiente como la célula
objetivo.

(2) Ensayo de liberacion de cromo (actividad de A DCCQC)

Laactividadde ADCCseevaluGapartirdelavel ocidad
especifica de liberacion de cromo de conformidad co n el método
de liberacion de cromo. Primero, las soluciones de anticuerpo
preparadasencadaconcentracion(0,0.004,0.04,0 4,y40ug/mL)
se agregaronaunaplacade fondoen U de 96 pocill osa50pL por
cavidad. Después, las células objetivo se seleccion aronab50 pL
por pocillo (1 x 10 4 células/pocillo), y esto se dej6 reposar a
temperaturaambiente por 15 minutos. Lasoluciénde PBMC humanas
preparada en (1) se agregé a 100 uL por pocillo (5 x 10 5
células/pocillo), y la placa se dejo6 reposar en una incubadora

a5%degasdedioxidodecarbonoa37°Cporcuatro horas, seguido
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por centrifugacion. La radioactividad de 100 pL de sobrendante
decultivoencadapocillodelaplacasemididusa ndouncontador
gamma.Lavelocidadespecificadeliberaciondecro mosedetermind

con base en la siguiente ecuacion:

Velocidad especifica de liberacion de cromo (%) = ( A-C) x
100/(B-C).

En esta ecuacion, Arepresenta el volumen mediod ela
radioactividad (cpm)de 100uL desobrenadantedec ultivoencada
pocillo; B representa el valor medio de radioactivi dad (cpm) de
100 pL de sobrenadante de cultivo en el pocillo, do nde 100 uL de
una solucién NP-40 acuosa al 2% (Nonidet P-40, Naca lai Tesque)
y50uLdel0%deFBS/D-MEMhasidoagregadaalas célulasobjetivo;

y C representa el valor medio de radioactividad (cp m) de 100 pL
de sobrenadante de cultivo en el pocillo, donde 150 pLde 10% de
FBS/D-MEM hasido agregadoalascélulas objetivo. Serealizaron
examinaciones por triplicado y los valores medios y las
desviacionesestandaresdelasvelocidadesdeliber aciondecromo
especificas (%) en la examinacién mencionada anteri ormente que
reflejanlaactividadde ADCC, se calcularonapart irdecadauno

de los anticuerpos de prueba.

Ejemplo de Referencia 3 - Evaluacion de Tm de

anticuerpos modificados por fluorimetria de barrido diferencial
Enestaexaminacion, elvalordelaTm (temperatu rade
desnaturalizacion térmica) de los anticuerpos modif icados se

evaluéporfluorimetriadebarridodiferencialusan doRotor-Gene
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Q(QIAGEN).Sehareportadoqueestemétodotieneu
favorable con la evaluacion de Tm usando una calori
barrido diferencial ampliamente conocida como un me
evaluar la estabilidad térmica de anticuerpos (Jour
Pharmaceutical Science 2010; 4:1707-1720).

Se diluydo anaranjado SYPRO

nacorrelacion

metria de
todo para

nal of

™ concentrado 5000x

(Molecular Probes) con PBS (Sigma), y después se me zclé conlas
solucionesdeanticuerpoparaprepararlasmuestras demedicion.
Veinte uL de alicuotas de cada muestra se colocaron entubos de
medicion, y la temperatura se incremento desde 30°C hasta 99°C

a una velocidad de elevacion de temperatura de 240° C/HR. Los
cambios en la fluorescencia que acompafan a la elev acion de
temperatura se detectaron a 470 nm (longitud de ond a de
excitacion)/555 nm (longitud de onda de fluorescenc ia).

Los datos se analizaron usando software Series Q de
Rotor-Gene (QIAGEN) para calcular la temperatura en la cual se
observo la transicion de fluorescencia, y esta temp eratura se
definié como la Tm.

Ejemplo de Referencia 4 - Evaluacion de la capacida d
de union a ECM

La evaluacion se llevé a cabo de conformidad con el
método descrito en el documento WO2012093704. Espec ificamente,
sepreparoBDMatrigel (BDBiosciences,#356237)a 2mg/mLusando

TBS(Takara,#T903),yestesesuspendiéenunapla

de 96 pocillos (Meso Scale Discovery, #L15XB-3(High

cademedicién

Bind)) a 5
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UL por pocillo y después se dejo reposar durante la noche enun
lugarfrio.Después,150uLdeunamortiguadordeb loqueoECL(PBS
gue contiene 0.05% de Tween 20, 0.5% de BSA,y0.01 % de azidade
sodio), se dispensoé en cada pocillo de la placa, y esta se dejo

reposar a temperatura ambiente por dos horas o mas.

UnlgG( v) anti-humano de cabra (Invitrogen, #628400)

fue etiquetado con rutenio con Ester de NHS ETIQUET A SULFO MSD
(Meso Scale Discovery, #R91AN-2), siguiendo las ins trucciones
adjuntas. Este se diluy6é en amortiguador de elucion de ECL (PBS
que contiene 0.01% de Tween20, 0.1% de BSA, y 0.02% de azidade
sodio), para tener una concentracion final de 2 ug/ mL. Ademas,
el anticuerpo estandar y los anticuerpos de prueba se diluyeron

en PBS-T (PBS que contiene 0.05% de Tween 20y 0.01 % de azidade
sodio) para tener una concentracion final de 3 pg/m L.

A una placa de reaccion de 96 pocillos (Thermo

scientific, Nunc#145399), seagregaron seucencialm entelOpuLde
amortiguador de dilucion ECL, 20 pL del anticuerpo estandar y
anticuerpodeprueba(3pug/mL),y30uLdelanticue rpoetiquetado
con rutenio (2 ug/mL), y esta se dejé reaccionar po runahoraa

temperatura ambiente con agitacion en la oscuridad.

El amortiguador de bloqueo ECL se removié de la p laca
de medicién de 96 pocillos por inclinacién, se agre garon 50 pL
delasoluciénde muestradelaplacadereacciond e 96pocillos,
yestasedejéreposarenlaoscuridadatemperatur aambientepor

unahora.Estosesiguioporlaremociondelasolu cibndemuestra
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de la placa de medicion de 96 pocillos por inclinac ion, e
inmediatamente después de la adicién de 150 pL de a mortiguador
T 2x (Amortiguador de Lectura T MSD 4x (Meso Scale Discovery(
diluidodosvecesusandoamortiguadordedilucionE CL),setomaron
mediciones de ECL. Se us60 SECTOR Imager 2400 (Meso Scale

Discovery), para tomar las mediciones.

Se llevaron a cabo andlisis dividiendo la intensi dad
de fluorescencia del anticuerpo de prueba por lain tensidad de
fluorescencia del anticuerpo estandar para calcular y comparar
lasintensidadesdefiniendoelvalordelanticuerpo estandarpor

ser 1.
Ejemplo 5 - Evaluacion de la capacidad de union del

ligando SuRe ™

La capacidad para unirse al ligando SuRe T™se evalud
usando BiacoreTM-T200 (GE Healthcare Japon). Se us6 HBS-EP+ (GE
Healthcare Japdn) para el amortiguador de corrida, y un kit de
acoplamiento de amina (GE Healthcare Japon), se uso para unir
covalentemente elligando Mab Selec SuRe T™(GE Healthcare Japdn)
al chip CM5 (chip recubierto de carboximetil dextra no). El
anticuerpo usado como el analito se preparé a 5 ug/ mL usando
HBS-EP+. Se llevaron a cabo mediciones inyectando p rimero la
solucion de anticuerpo de 5 pg/mL auna velocidad d eflujode 10
uL/minpor3minutos,despuésseintercambioaHBS- EP+,ysemidié
larespuesta (RU) después de permitir al flujo cont inuarpor0.5

minutos. Después de la terminacién de las medicione s, el chip
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sensor se regenero lavando con 10 mM de Gly-HCl a p H 1.5. Para
la celda de flujo de control, se realizé un experim ento similar
sinuniéncovalentedelligandoalchip,yseanali z6laafinidad

delligandoSuRe ™omandoladiferenciaentrelasrespuestas(RU).
Las secuencias que corresponden a las SEQ ID NOs

mencionadasenlapresente, sonmostradasenlaTab lasiguiente.
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Tabla 14
SEQ ID NO: Nombre SEQID NO: Nombre SEQID NO: Nombre
1 Secuencia de nucledtido GPC3 ( NM_001164617.1 ) 81 TRO1HO18 154 TRO1H098
2 Secuencia de nucledtido GPC3 { NP_001158089.1 ) 82 TRO1HO19 165 TRO1H100
3 Secuencia de senal 83 TRGO1HO20 166 TRO1H101
4 Péptido de cadena-c del receptor de células T { CAA26636.1 ) 84 TRO1HO21 157 TRO1H102
5 Péptido de cadena-B del receptor de células T ( C25777 ) 85 TRO1H022 168 TRO1TH103
[ Péptido de cadena y1 del receptor de células T ( A26659 ) 86 TRO1HO023 159 TRO1H104
7 Péptido de cadena y2 del receptor de células T ( AABB3312.1 ) 87 TRO1HO24 160 TRO1H105
8 Péptido de cadena 53 del receptor de células T ( AAAG1033.1 ) 88 TRO1HO025 161 TRO1H106
9 nucledtido de cadena y ( NM_000073.2 ) 89 TRO1HO26 162 TRO1H107
10 nucleotido de cadena § ( NM_000732.4 ) 90 TRO1HO27 163 TRO1H108
11 nucleétido de cadena & ( NM_000733.3 ) 91 TRO1HO28 164 TRO1H109
12 péptido de cadena y ( NP_000064.1 ) 92 TRO1HO29 185 TRO1H110
13 péptido de cadena s ( NP_000723.1) 93 TRO1HO30 166 TRO1H111
14 péptido de cadena ¢ { NP_000724.1 ) 94 TRO1HO31 167 TRO1TH112
15~22  Enlazador peptidico 95 TRO1HO032 168 TRO1H113
23 Cy1 Humano 96 TRO1HO33 169 TRO1H114
24 Cy2 Humano a7 TRO1HO34 170 GCH003
25 Cy3 Humano 98 TRO1HO35 171 GCH005
26 Cy4 Humano 99 TRO1HO36 172 GCHO08
27 nuclestido de FcyRI ( NM_000566.3 ) 100 TRO1HO037 173 GCH007
28 péptido de FoyRI ( NP 000557.1 ) 101 TRO1HO038 174 GCH008
29 nucledtido de FcyRIIA ( BC020823.1) 102 TRO1HO39 175 GCHO010
30 péptido de FeyRIIA ( AAH20823.1 ) 103 TRO1HO040 176 GCHo12
31 nucleétido de FcyRIIB { BC146678.1 ) 104 TRO1HO41 177 GCH013
32 péptido de FeyRIIB ( AAI46679.1 ) 105 TRO1HO42 178 GCH014
33 nucledtido de FcyRIIIA ( BC033678.1 ) 106 TRO1HO043 179 GCH015
34 péptido de FeyRINA ( AAH336878.1 ) 107 TRO1HO44 180 GCHO16
35 nucleétido de FcyRIIB ( BC128562.1 ) 108 TRO1HO45 181 GCH019
36 péptido de FeyRINB ( AAI28563.1 ) 109 TRO1HO46 182 GCHo022
37 Reglon Fe (adiclon de A al N-término del numero de acceso RefSeq AAC82527.1) 110 TRO1HO47 183 GCHO023
38 Region Fe (adicion de A al N-término del namero de acceso RefSeqg AAB59393.1) 111 TRO1HO48 184 GCHO025
39 Regién Fe (adicién d A al N-tsrmino del namero de acceso RefSeq AAB59394.1) 112 TRO1HO49 185 GCHO026
40 Region variable de cadena H GPC3, H0000 113 TRO1HO50 186 GCH027
41 Region variable de cadena L GPC3, GL4 114 TRO1HO51 187 GCH029
42 Region variable de cadena H CE115, rCE115H 115 TRO1HO52 188 GCH032
43 Region variable de cadena L CE115, rCE115L 116 TRO1HO053 189 GCH034
44 G1dh 17 TRO1HO54 190 GCHO035
45 ERY22_Hk 118 TRO1HO55 191 GCHO039
46 ERY22_Hh 119 TRO1HO56 192 GCH040
47 GL4-ERY22_Hk 120 TRO1HO57 193 GCH042
48 HO000-ERY22_L 121 TRO1HO58 194 GCH043
49 rCE115H-ERY22_Hh 122 TRO1HO061 195 GCHO045
50 rCE115L-k0 123 TRGO1HO62 196 GCH053
51 hCE115HL (cadena pesada de CE115 humanizada) 124 TRO1H063 197 GCH054
52 hCE115HA (cadena pesada de CE115 humanizada) 125 TRO1HO64 198 GCHO055
53 LOOQO (cadena ligera de CE115 humanizada) 126 TRO1HO065 199 GCHO058
54 HOO00-ERY27_HK 127 TRO1HO66 200 GCH057
55 hCE115HA-ERY27_HE 128 TRO1HO67 201 GCHO058
56 L0O000-kO 129 TRO1HO68 202 GCHO060
57 E22Hh 130 TRO1HO69 203 GCH061
58 E22Hk 131 TRO1HO70 204 GCHO062
59 Hi-Kn010G3 132 TRO1HO71 205 GCH064
60 E2702GsKsc 133 TRO1HO72 2086 GCHO085
61 E2704sEpsc 134 TRO1HO73 207 GCHO66
62 E2702sKsc 135 TRO1HO74 208 GCHos7
63 kO 136 TRO1HO75 209 GCH068
64 CE115HA177 137 TRO1HO76 210 GCH073
65 CE115HA178 138 TRO1HO77 211 GCH094
66 CE115HA179 139 TRO1HO79 212 GCH098
67 CE115HA180 140 TRO1HO80 213 GCH099
68 hCE115HAa 141 TRO1HO81 214 GCH100
69 TRO1HO06 142 TRO1HO82 215 HOB10
70 TRO1HO07 143 TRO1HO83 216 LOO00OVk1
71 TRO1HO08 144 TRO1HO84 217 L0002
72 TRO1HO09 145 TRO1H080 218 L0003
73 TRO1HO10 148 TRO1HO091 219 L0006
74 TRO1HO11 147 TRO1H092 220 L0007
75 TRO1HO12 148 TRO1H093 221 L0008
76 TRO1HO13 149 TRO1H094 222 L0009
77 TRO1HO14 150 TRO1HO095 223 LOO11
78 TRO1HO15 151 TRO1HO096 224 L0012
79 TRO1HO16 152 TRO1HO097 225 L0013
80 TRO1HO17 153 TRO1HO098 226 L0014
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SEQID NO: Nombre SEQID NO: Nombre SEQID NO: Nombre

227 L0015 300 L0202 373 TRO1LO15

228 L0016 301 L0203 374 TRO1LO16

229 L0032 302 L0204 375 TRO1LO17

230 L0038 303 L0205 376 TRO1LO18

231 L0039 304 L0206 377 TRO1LO19

232 L0041 305 L0207 378 TRO1L020

233 LOD42 306 L0208 379 TRO1L0O23

234 L0043 307 LO20% 380 TRO1L024

235 LO044 308 L0210 381 CE115HA122-E22Hh
236 L0045 309 L0211 382 CE115HA236-E22Hh
237 LOO46 310 LO212 383 CE115HA251-E22Hh
238 L0047 311 L0213 384 GCHO054-E2704sEpsc
239 Lo062 312 L0214 385 GCHU065-E2704sEpsc
240 L0083 313 L0215 386 GCH094-E2704sEpsc
241 LOO&4 314 L0216 387 HOB610-E2704sEpsc

242 L0065 315 L0217 388 hCE115HA-E22Hh

243 L0066 316 L0218 389 rCE115H-E22Hh

244 L0069 317 L0218 390 rCE115H-E2702GsKsc
245 LOO75 318 L0220 391 TRO1HO02-E22HN

246 L0079 319 L0222 392 TRO1HG15-E22Hh

247 L0082 320 L0223 393 TRO1HO40-E2702GsKsc
248 L0085 321 L0224 394 TRO1THOG61-E2702GsKsc
249 L0089 322 L0226 395 TRO1HOG67-E2702GsKsc
250 L0090 323 L0227 396 TRO1HO68-E2702GsKsc
251 L0091 324 L0228 397 TRO1HO71-E2702GsKsc
252 LO093 325 LO229 398 TRO1THO82-E2702GsKsc
253 LO104 326 L0230 399 TRO1HO84-E2702GsKsc
254 L0106 327 L0231 400 TRO1H109-E2702GsKsc
255 L0107 328 L0232 401 TRO1H113-E2702GsKsc
256 L0109 329 L0233 402 TRO1H113-E2702sKsc
257 L0113 330 L0234 403 GL4-E22Hk

238 L0115 331 L0235 404 LOO00-E22Hk

259 L0117 332 L0236 405 HOOD0-E22L

260 L0120 333 L0237 406 HOB10-E22L

261 L0122 334 L0238 407 rCE115L-k0

262 L0123 335 L0239 408 GLS3108-k0

263 L0124 336 L0240 409 LO0O00-kO

264 L0125 337 L0241 410 LOO11-kO

265 L0126 338 L0242 411 L0201-kO

266 L0127 339 L0243 412 L0203-k0O

267 L0129 340 L0246 413 L0O204-kO

268 LO132 341 L0247 414 L0206-k0O

269 L0134 342 L0248 415 L0208-k0O

270 L0136 343 L0249 416 L0209-kO

271 LO137 344 LO250 417 L0211-kO

272 L0138 345 LDO258 418 L0212-k0O

273 L0139 346 L0259 419 L0222-k0

274 L0140 347 L0260 420 TRO1HOO01

275 LO141 348 LO261 421 TRO1HO002

276 L0143 349 L0262 422 TRO1HO03

277 L0144 350 L0263 423 TRO1HO04

278 L0145 351 L0264 424 rCE115H

279 L0147 352 L0265 425 CE115HA121

280 L0148 353 L0266 426 CE115HA122

281 L0149 354 L0267 427 CE115HA124

282 L0151 355 LO268 428 CE115HA192

283 LO152 356 L0269 429 CE115HA236

284 LO154 357 L0270 430 CE115HA251

285 L0155 358 L0271 431 CE115HA252

286 L0157 359 LO272 432 E221

287 L0160 360 TRO1LOO1

288 LO1861 361 TRO1L002

289 L0163 362 TRO1L0O0O3

290 LO167 363 TRO1L00O4

291 L0168 364 TRO1L0O0OS

292 LO173 365 TRO1L006

293 L0175 366 TRO1L0OO7

294 L0180 367 TRO1L0O08

295 L0181 368 TRO1L0O0O9

296 L0186 369 TRO1LO10

297 L0187 370 TRO1LO11

298 L0200 371 TRO1LO12

299 L0201 372 TRO1L0O13
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Aplicabilidad Industrial

La presente invencion proporciona nuevas molécula

multiespecificasqueseunenalantigeno,quemanti
actividad anti-tumoralposeidaporBiTeylaexcele

de seguridad de no inducir una tormenta de citocina
independientemente del antigeno cancerigeno, y tamb
semividas largas en la sangre. Los agentes que indu
citotoxicidad que comprendenunamoléculaqueseun

de la presente invencidn como un ingrediente activo
dirigirlascélulasque expresanglipicano-3yteji

que contienen estas células e inducir lesidon celula
administracion de una molécula multiespecifica que
antigenodelapresenteinvencionapacientes,hace
untratamiento deseable el cual no solamentetiene

de seguridad, sino también una carga fisica reducid

altamente conveniente.
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