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DESCRIPCION
Moléculas de unién a antigeno que se unen a EGFR, vectores que los codifican, y usos de los mismos
Antecedentes de la invencion
Campo de la Invencion

La presente invencién esta relacionada con un anticuerpo humanizado que se une especificamente al receptor del
factor de crecimiento epidérmico humano (EGFR), en el que dicho anticuerpo comprende una regién variable de
cadena pesada seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°: 128, Id. de Sec. N°:1.29, Id. de Sec.
N°:131, Id. de Sec. N°:133, Id. de Sec. N°:134, Id. de Sec. N°:136, e Id. de Sec. N°:138, y una region variable de
cadena ligera seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:139, Id. de Sec. N°:140, Id. de Sec.
N°:143, Id. de Sec. N°:144, Id. de Sec. N°:145, Id. de Sec. N°:146 e Id. de Sec. N°:147, en el que dicho anticuerpo
comprende una region Fc y en el que dicho anticuerpo ha sido glicomodificado: (i) para tener un porcentaje mayor de
oligosacaridos bisectados en la region Fc en comparacién con el correspondiente anticuerpo no glicomodificado, (ii)
para tener un numero reducido de residuos de fucosa en la regién Fc en comparacion con el correspondiente
anticuerpo no glicomodificado, (iii) para tener una afinidad mayor de union al receptor Fc en comparacién con un
correspondiente anticuerpo no glicomodificado, y/o (iv) para tener una mayor funcién efectora en comparacién con
un correspondiente anticuerpo no glicomodificado, en el que los puntos (i) a (iv) resultan de una actividad aumentada
de B(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Ill (GnT Ill) en una célula huésped que expresa un polipéptido que reduce
a la mitad dicha actividad.

La descripcion en general esta relacionada con moléculas de unién a antigeno (ABM). En realizaciones particulares,
la descripcion esta relacionada con anticuerpos monoclonales recombinantes, incluyendo anticuerpos quiméricos,
privatizados o humanizados especificos para el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (EGFR).
Ademas, la descripcion esta relacionada con moléculas de acido nucleico que codifican dichas ABM, y vectores y
células huésped que comprenden dichas moléculas de acido nucleico. La descripcidon ademas esta relacionada con
métodos para producir las ABM descritas en este documento, y composiciones que comprenden estas ABM para
utilizar en el tratamiento de una enfermedad. Ademas, la descripcion esta relacionada con ABM con glicosilacion
modificada que tiene propiedades terapéuticas mejoradas, que incluye anticuerpos con aumento de la unién al
receptor Fc y aumento de la funcién efectora.

Antecedentes
EGFR y anticuerpos anti-EGFR

El receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (también conocido como HER-1 o Erb-B1, y referido en
este documento como "EGFR") es un receptor transmembrana de 170 kDa codificado por el ¢ protooncogén -erbB, y
presenta una actividad tirosina quinasa intrinseca (Modjtahedi et al., Br. J. Cancer 73:228-235 (1996); Herbst y Shin,
Cancer 94:1593-1611 (2002)). La entrada de la base de datos SwissProt P0O0533 proporciona la secuencia de
EGFR. Existen también isoformas y variantes de EGFR (por ejemplo, transcritos de RNA alternativos, versiones
truncadas, polimorfismos; etc.) que incluyen pero no se limitan a aquellos identificados por los nUmeros de entrada
de la base de datos SwissProt P00533-1, P00533-2, P00533-3, y P00533-4. EGFR se conoce por unirse a ligandos
que incluyen el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento transformante-a (TGF-a), amfiregulina,
EGF de unién a heparina (hb-EGF), betacelulina, y epiregulina (Herbst y Shin, Cancer 94:1593-1611 (2002);
Mendelsohn y Haselga, Oncogene 19: 6550-6565 (2000)). EGFR regula numerosos procesos celulares mediante las
rutas de transduccion de sefiales mediadas por tirosina quinasas, que incluyen, pero no se limitan a, activacién de
las rutas de transduccién de sefiales que controlan la proliferacién celular, diferenciacion, supervivencia celular,
apoptosis, angiogénesis, mitogénesis, y metastasis (Atalay et al., Ann. Oncology 14:1346-1363 (2003); Tsao y
Herbst, Signal 4:4-9 (2003); Herbst y Shin, Cancer 94:1593-1611 (2002); Modjtahedi et al., Br. J. Cancer 73:228-235
(1996)).

La sobreexpresion de EGFR se ha descrito en muchas enfermedades malignas humanas, que incluye cancer de
vejiga, cerebro, cabeza y cuello, pancreas, pulmén, mama, ovario, colon, prostata, y rifidén. (Atalay et al., Ann.
Oncology 14:1346-1363 (2003); Herbst y Shin, Cancer 94:1593-1611 (2002) Modjtahedi et al., Br. J. Cancer 73:228-
235 (1996) ). En muchas de estas enfermedades, la sobreexpresion de EGFR se correlaciona o se asocia con un
pronostico pobre de los pacientes. (Herbst y Shin, Cancer 94:1593-1611 (2002); Modjtahedi et al., Br. J. Cancer
73:228-235 (1996)). EGFR también se expresa en las células de tejidos normales, en particular los tejidos epiteliales
de la piel, higado, y tracto gastrointestinal, aunque en niveles generalmente inferiores que en las células malignas
(Herbst y Shin, Cancer 94:1593-1611 (2002)).

Los anticuerpos monoclonales no conjugados (mAb) pueden ser medicinas Utiles para el tratamiento del cancer, tal
como se demuestra por la aprobacion de la U.S. Food and Drug Administration del Trastuzumab (Herceptin™;
Genentech Inc,) para el tratamiento de cancer de mama avanzado (Grillo-Lopez, A.-J., et al. Semin. Oncol. 26:66-73
(1999); Goldenberg, M. M., Clin. Ther. 21:309-18 (1999)), Rituximab (Rituxan™; IDEC Pharmaceuticals, San Diego,
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CA, y Genentech Inc., San Francisco, CA), para el tratamiento de linfocitos B CD20 positivos, linfoma no Hodgkin de
bajo grado o folicular, Gemtuzumab (Mylotarg™, Celltech/Weth-Ayerst) para el tratamiento de la recaida de la
leucemia mieloide aguda, y Alemtuzurnab (CAMPATH ™, Millenium Pharmaceuticals/Schering AG) para el
tratamiento de leucemia linfocitica crénica de linfocitos B. El éxito de estos productos no solo se debe a su eficacia
sino también en sus excelentes perfiles de seguridad (Grillo-Lopez, AJ., et al., Semin. Oncol. 26:66-73 (1999);
Goldenberg, M. M., Clin. Ther. 21:309-18 (1999)). A pesar de los logros de estos medicamentos, en la actualidad
existe un gran interés en obtener mayor actividad de anticuerpo especifico de lo que normalmente proporciona la
terapia de un mAb conjugado.

Los resultados de una serie de estudios sugieren que los mecanismos dependientes de receptor de Fc contribuyen
sustancialmente a la accion de los anticuerpos citotdxicos contra los tumores e indican que un anticuerpo éptimo
contra los tumores se uniria preferentemente a los receptores de activacion de Fc y minimamente a la pareja
inhibidora FcyRTTB. (Clynes, R. A., et al., Nature Medicine 6(4):443-446 (2000); Kalergis, A.M., y Ravetch, J. V., J.
Exp. Med. 195(12):1653-1659 (junio de 2002). Por ejemplo, los resultados de por lo menos un estudio sugieren que
el polimorfismo en el receptor de FcRllla, en particular, se asocia fuertemente con la eficacia de la terapia de
anticuerpo (Cartron, G., et al., Blood 99 (3): 754-757 (febrero de 2002)). Este estudio demostré que los pacientes
homocigotos para FcRllla tienen una mejor respuesta al rituximab que los pacientes heterocigotos. Los autores
concluyeron que la superior respuesta se debia a una mejor unién in vivo del anticuerpo a FcyRIII2, lo que resulté en
una mejor actividad CCDA contra las células del linfoma. (Cartron, G., et al., Blood 99 (3):754-757 (febrero de
2002)).

Se han descrito varias estrategias para detectar EGFR y bloquear las rutas de sefializacién del EGFR. Los
inhibidores tirosina quinasa de moléculas pequefias, como gefitinib, erlotinib, y C1-1033 bloquean la autofosforilacion
de EGFR en la region intracelular tirosina quinasa, inhibiendo con ello los eventos de sefializacion corriente abajo
(Tsao y Herbst, Sefal 4: 4-9 (2003)). Los anticuerpos monoclonales, por otro lado, se dirigen a la porcion
extracelular de EGFR, lo que resulta en el bloqueo de la unién del ligando y de este modo inhibe los procesos
corriente abajo, tales como la proliferacion celular (Tsao y Herbst, Signal 4: 4-9 (2003)).

Se han generado varios anticuerpos monoclonales murinos que logran un bloqueo de este tipo in vitro y que han
sido evaluados para determinar su capacidad para afectar el crecimiento del tumor en modelos de xenoinjertos de
raton (Masui, et al., Cancer Res. 46: 5592-5598 (1986); Masui, et al., Cancer Res. 44:1002-1007 (1984); Goldstein,
et al., Clin. Cancer Res. 1: 1311-1318 (1995)). Por ejemplo, EMD 55900 (EMD Pharmaceuticals) es un anticuerpo
monoclonal anti-EGFR murino que se produjo contra la linea celular A431 de carcinoma epidermoide humano y se
puso a prueba en estudios clinicos de pacientes con carcinoma avanzado de células escamosas de la laringe o
hipofaringe (Bier et al., Eur. Arch. Otorhinolaryngol. 252:433-9 (1995)). Ademas, los anticuerpos monoclonales
ICR16, ICR62, e ICR80 de rata, que se unen al dominio extracelular de EGFR, han demostrado ser eficaces en la
inhibicion de la unién de EGF y TGF-a al receptor. (Modjtahedi et al., Int. J. Cancer 75:310-316 (1998)). EI
anticuerpo monoclonal murino 425 es otro MAb que se produjo en contra de la linea de células de carcinoma
humano A431 y se encontré que se une a un epitopo de polipéptido en el dominio externo del receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano. (Murthy et al., Arch. Biochem Biophys. 252 (2): 549-560 (1987). Un problema
potencial con el uso de anticuerpos murinos en los tratamientos terapéuticos es que los anticuerpos monoclonales
no humanos pueden ser reconocidos por el huésped humano como una proteina extraia, por lo tanto, la inyeccion
repetida de tales anticuerpos extrafios puede conducir a la induccion de respuestas inmunes que conducen a
reacciones de hipersensibilidad dafiinas. Para los anticuerpos monoclonales murinos, esto se conoce como una
respuesta de anticuerpo anti-ratén humano, o respuesta "HAMA", o una respuesta de anticuerpo anti-rata humano, o
respuesta "HARA". Ademas, estos anticuerpos "extrafios" pueden ser atacados por el sistema inmune del huésped
de manera que son, en efecto, neutralizados antes de que lleguen a su lugar de destino. Ademas, los anticuerpos
monoclonales no humanos (por ejemplo, los anticuerpos monoclonales murinos) normalmente carecen de
funcionalidad efectora humana, es decir, no son capaces de, entre otras cosas, mediar la lisis dependiente de
complemento o lisar células diana humanas a través de la toxicidad celular dependiente de anticuerpo o fagocitosis
meditada por el receptor Fc.

Los anticuerpos quiméricos que comprenden porciones de anticuerpos de dos o mas especies diferentes (por
ejemplo, ratéon y humano) se han desarrollado como alternativa a los anticuerpos conjugados. Por ejemplo, la
patente EE.UU. N° 5.891.996 (Mateo de Acosta del Rio et al.) describe un anticuerpo quimérico raton/humano, R3,
dirigido contra EGFR, y la patente EE.UU. N° 5.558.864 describe la generacion de formas quiméricas y humanizadas
del MAb 425 anti-EGFR murino. También, IMC-C225 (Erbitux®; ImClone) es un anticuerpo monoclonal quimérico
raton/humano anti-EGFR (basado en el anticuerpo monoclonal M225 de ratéon, que resulta en las respuestas HAMA
en los ensayos clinicos humanos) que se han descrito para demostrar la eficacia antitumoral en varios modelos de
xenoinjerto humano. (Herbst y Shin, Cancer 94:1593-1611 (2002)). La eficacia de IMC-C225 se ha atribuido a varios
mecanismos, que incluyen la inhibicién de eventos celulares regulados mediante las rutas de sefializacion de EGFR,
y posiblemente mediante el aumento de la actividad de la toxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC)
(Herbst y Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)). IMC-C225 también se utilizé6 en ensayos clinicos, que incluye en
combinacion con radioterapia y quimioterapia (Herbst y Shin, Cancer 94:1593-1611 (2002)). Recientemente,
Abgenix, Inc. (Fremont, CA) desarroll6 ABX-EGF para la terapia contra el cancer. ABX-EGF es un anticuerpo
monoclonal anti-EGFR completamente humano. (Yang et al., Crit. Rev. Oncol./Hematol. 38: 17-23 (2001)).
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Glicosilacién de anticuerpos

El componente de oligosacarido puede afectar significativamente las propiedades relevantes a la eficacia de una
glicoproteina terapéutica, que incluye estabilidad fisica, resistencia al ataque de proteasas, las interacciones con el
sistema inmunoldgico, la farmacocinética, y la actividad bioldgica especifica. Tales propiedades pueden depender no
solo de la presencia o ausencia, sino también de las estructuras especificas, de oligosacéridos. Se pueden hacer
algunas generalizaciones entre la estructura de oligosacarido y la funcidon de la glicoproteina. Por ejemplo,
determinadas estructuras de oligosacarido median en la rapida eliminacion de la glicoproteina de la circulacion
sanguinea a través de interacciones con proteinas especificas de unién a hidratos de carbono, mientras que otros
pueden unirse mediante anticuerpos y desencadenar reacciones inmunes no deseadas. (Jenkins et al., Nature
Biotechnol. 14:975-81 (1996)).

Las células de mamifero son los huéspedes preferidos para la produccién de glicoproteinas terapéuticas, debido a
su capacidad de glicosilar proteinas en la forma mas compatible para la aplicacién en humanos. (Cumming et al.,
Glycobiology 1:115-30 (1991); Jenkins et al., Nature Biotechnol. 14:975-81 (1996)). Las bacterias muy raramente
glicosilan proteinas, y como otros tipos de huéspedes comunes, como levaduras, hongos filamentosos, insectos y
células de plantas, proporcionan patrones de glucosilacién asociados con un rapido aclaramiento de la corriente
sanguinea, interacciones inmunes no deseables, y en algunos casos especificos, reduccion de la actividad biolégica.
Entre las células de mamifero, las células de ovario de hamster chino (CHO) se han utilizado con mayor frecuencia
durante las dos ultimas décadas. Ademas de proporcionar pautas de glicosilacion adecuadas, estas células permiten
la generacion constante de lineas celulares clonales genéticamente estables, de alta productividad. Estas pueden
cultivarse a altas densidades en biorreactores sencillos utilizando medio libre de suero, y permiten el desarrollo de
bioprocesos seguros y reproducibles. Otras células animales comunmente utilizadas incluyen células de rifion de
hémster recién nacido (BHK), y células de mieloma de raton NSO SP2/O. Mas recientemente, la produccién a partir
de animales transgénicos también se ha probado. (Jenkins et al., Nature Biotechnol. 14:975-81 (1996)).

Todos los anticuerpos contienen estructuras de carbohidrato en posiciones conservadas en las regiones constantes
de la cadena pesada, con cada isotipo que posee una disposicion distinta de las estructuras de carbohidratos N-
ligadas, que afectan de forma variable el ensamblaje de proteinas, la actividad funcional o la secrecién. (Wright, A., y
Morrison, S. L., Trends Biotech. 15:26-32 (1997)). La estructura de los carbohidratos unidos N-ligados varia
considerablemente, dependiendo del grado de procesamiento, y puede incluir alta manosa, oligosacéaridos
multiramificados asi como complejos biantenarios. (Wright, A., y Morrison, S. L., Trends Biotech. 15:26-32 (1997)).
Normalmente, existe un procesamiento heterogéneo del nicleo de las estructuras del oligosacarido unidas a un sitio
de glicosilacion particular de forma que incluso los anticuerpos monoclonales existen con multiples glicoformas. De
forma similar, se ha demostrado que las principales diferencias en la glicosilacién del anticuerpo ocurre entre las
lineas celulares, y se observan incluso diferencias menores para una linea celular determinada crecida bajo
diferentes condiciones de cultivo. (Lifely, M. R. et al., Glycobiology 5(8):813-22 (1995)).

Una manera de obtener grandes incrementos de potencia, manteniendo al mismo tiempo un proceso de produccion
simple y evitando potencialmente efectos secundarios no deseados significativos, es aumentar las funciones
efectoras naturales, mediadas por células de los anticuerpos monoclonales mediante ingenieria de su componente
oligosacarido tal como se describe en Umafa, P. et al., Nature Biotechnol. 17: 176-180 (1999) y patente EE.UU. N °
6.602.684. Los anticuerpos de tipo IgGl, los anticuerpos mas comunmente utilizados en la inmunoterapia del cancer,
son glicoproteinas que tienen un sitio de glicosilacién conservado N-ligado en Asn297 en cada dominio CH2. Los
dos complejos de oligosacaridos biantenarios unidos a Asn297 se encuentran enterrados entre los dominios CH2,
formando extensos contactos con la columna vertebral del polipéptido, y su presencia es esencial para el anticuerpo
para mediar funciones efectoras tales como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) (Lifely, M. R.,
et al., Glycobiology 5:813-822 (1995); Jefferis, R., et al., Immunol Rev. 163:59-76 (1998); Wright, A. y Morrison, S. L.,
Trends Biotechnol. 15:26-32 (1997)).

Umafa et al. mostré anteriormente que la sobreexpresion de B (1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Il ("GnTIII") en
células ovario de hamster chino (CHO), una glicosiltransferasa que cataliza la formacion de oligosacaridos
bisectados, aumenta significativamente la actividad CCDA in vitro de un anticuerpo monoclonal quimérico anti-
neuroblastoma (chCE7) producido por las células CHO modificadas. (Ver Umafia, P. et al., Nature Biotechnology,
17:176-180 (1999); y publicacion Internacional N° WO 99/54342). El anticuerpo chCE7 pertenece a una clase grande
de mAb no conjugados que tienen alta afinidad y especificidad por el tumor, pero tienen muy poca potencia para ser
clinicamente utiles cuando se producen en las lineas celulares industriales estdndar sin la enzima GnTIlll (Umana,
P., et al., Naturaleza Biotechnol. 17:176-180 (1999)). Ese estudio fue el primero en demostrar que un gran aumento
de la actividad CCDA podrian obtenerse a través de la modificacion de células productoras de anticuerpo para
expresar GnTIIl, que también dio lugar a un aumento de la proporcion de oligosacaridos bisectados asociados a
(Fc), en la region constante, que incluye oligosacaridos bisectados, no fucosilados, por encima de los niveles que se
encuentran en los anticuerpos que aparecen de forma natural.

Ese estudio fue el primero en demostrar que un gran aumento de la actividad CCDA podrian obtenerse a través de

la modificacion de las células productoras de anticuerpo para expresar GnTlll, que también conducen a un aumento
en la proporcién de oligosacaridos bisectados asociados a (Fc), en la region constante, que incluye oligosacaridos
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bisectados, no fucosilados, por encima de los niveles que se encuentran en los anticuerpos que aparecen de forma
natural.

Sigue existiendo una necesidad de enfoques terapéuticos mejorados dirigidos a EGFR para el tratamiento de los
trastornos de proliferacion celular en los primates, que incluyen, pero no se limitan a, seres humanos, en el que tales
trastornos se caracterizan por la expresion de EGFR, particularmente la expresiéon anormal (por ejemplo, la
sobreexpresion) que incluyen, pero no se limitan a, cancer de vejiga, cerebro, cabeza y cuello, pancreas, pulmén,
mama, ovario, colon, préstata, y rifién. En particular, sigue habiendo una necesidad de reducir al minimo el nimero
de residuos no humanos en moléculas de unién a antigeno administradas a sujetos humanos.

Breve resumen de la invencion

Reconociendo el enorme potencial terapéutico de las moléculas de union a antigeno (ABM) que tiene la
especificidad de union del anticuerpo de rata ICR62 (por ejemplo, unirse al mismo epitopo) y que han sido
glicomodificado para mejorar la afinidad de unién al receptor Fc y la funcion efectora, se ha desarrollado un método
para producir dichos ABM. Entre otras cosas, este método implica la producciéon de anticuerpos quiméricos
recombinantes, o fragmentos quiméricos de los mismos. La eficacia de estas ABM se mejora ain mas mediante la
modificacion del perfil de glicosilacion de la region Fc del anticuerpo. La invencion esta relacionada con los
siguientes anticuerpos humanizados anti-EGFR, células huésped Y métodos parrafo producir un anticuerpo que es
capaz de competir con el anticuerpo monoclonal de rata ICR62 para la unién al EGFR humano:

[1] Un anticuerpo anti-EGFR humanizado que se une especificamente a EGFR humano, en el que dicho anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:
128. Id. de Sec. N°:129, Id. de Sec. N°:131, Id. de Sec. N°:133, Id. de Sec. N°: 134, Id. de Sec. N°: 136, e Id. de Sec.
N°: 138; y una regién variable de cadena ligera seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°: 139,
Id. de Sec. N°:140, Id. de Sec. N° 143, Id. de Sec. N°: 144, Id. de Sec. N° 145, Id. de Sec. N°: 146, e Id. de Sec.
N°:147, en el que dicho anticuerpo comprende una regién Fc y en el que dicho anticuerpo ha sido glicomodificado:

(a) para tener un aumento del porcentaje de oligosacaridos bisectados en la regiéon Fc en comparacién con un
correspondiente anticuerpo no glicomodificado,

(b) para tener un numero reducido de residuos de fucosa en la regibn Fc en comparacion con el
correspondiente anticuerpo no glicomodificado,

(c) para tener un aumento en la afinidad de unién al receptor Fc en comparacion con el correspondiente
anticuerpo no glicomodificado, y/o

(d) para tener un aumento en la funcion efectora en comparacién con el correspondiente anticuerpo no
glicomodificado,

en el que los puntosa (a) a (d) resultan de un aumento en la actividad (3(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa 11l (GnT
IIl) en una célula huésped que expresa un polipéptido que tiene dicha actividad.

[2] El anticuerpo de [1], en el que el aumento en la funcién efectora se selecciona del grupo que consiste en:
aumento de la Citotoxicidad celular mediada por Fc, aumento de la uniéon a células NK, aumento de la unién a
macrofagos, aumento de la unidon a monocitos, aumento de la unién a células polimorfonucleares, aumento de la
apoptosis inducida por sefalizacion directa, aumento de la maduracion de células dendriticas, y aumento de la
primacién de células T.

[3] Una célula huésped que comprende un polinucleétido que codifica una regién variable de la cadena pesada como
se ha definido en [1] y un polinucleétido que codifica una region variable de cadena ligera como se ha definido en [1],
o un vector que comprenden dichos polinucledtidos y en el que dicha célula huésped esta modificada para expresar
un acido nucleico que codifica un polipéptido que posee actividad (1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Il (GnT IlI).

[4] La célula huésped de [3], en el que dicha célula huésped esta modificada ademas para expresar al menos un
acido nucleico que codifica un polipéptido que posee actividad manosidasa II.

[5] La célula huésped de [3], en el que dicho polipéptido es un polipéptido de fusién que comprende ademas el
dominio de localizacién Golgi de un polipéptido residente en Golgi.

[6] La célula huésped de [5], en el que dicho dominio de localizacidon Golgi se selecciona del dominio de localizacion
de la manosidasa I, pB(1,2)-N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnT 1), manosidasa 1, p(1,2)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnT l), y fucosiltransferasa a1-6 central.

[7]1 Un método para producir un anticuerpo que es capaz de competir con el anticuerpo monoclonal ICR62 de rata
para unirse a EGFR humano, en el que dicho anticuerpo monoclonal ICR62 de rata comprende una regién variable
de la cadena pesada de Id. de Sec. N°:1 y una regién variable de cadena ligera de Id. de Sec. N°:43, dicho método
comprende:
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(a) cultivar la célula huésped de cualquiera de [3] a [6] en un medio bajo condiciones que permiten la expresion de
dicho polinucleétido que codifica dicho polipéptido; y

(b) recuperar dicho anticuerpo en el que dicho anticuerpo comprende una regién Fc y en el que dicho anticuerpo ha
sido glicomodificado

(i) para tener un aumento del porcentaje de oligosacaridos bisectados en la regiéon Fc en comparaciéon con el
correspondiente anticuerpo no glicomodificado,

(i) para tener un numero reducido de residuos de fucosa en la region Fc en comparacion con el correspondiente
anticuerpo no glicomodificado,

(i) para tener un aumento de la afinidad de unién al receptor Fc en comparaciéon con el correspondiente
anticuerpo no glicomodificado, y/o

(iv) para tener un aumento de la funcidon efectora en comparacion con el correspondiente anticuerpo no
glicomodificado, en el que los puntos (i) a (iv) resultan de un aumento de la actividad {(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa 11l (GnT lIl) en una célula huésped que expresa un polipéptido que posee dicha
actividad.

[8] Un anticuerpo anti-EGFR humanizado que se une especificamente a EGFR humano, en el que dicho anticuerpo
se produce mediante el método de [7].

[9] Una composicion que comprende el anticuerpo de cualquiera de [1], [2] o [8] y un transportador
farmacéuticamente aceptable.

[10] El anticuerpo de cualquiera de [1], [2] o [8] para utilizar en el tratamiento de cancer.

[11] El uso de un anticuerpo de cualquiera de [1], [2] o [8] en la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento
de cancer.

[12] El anticuerpo de [10] o el uso de [11], en el que dicho cancer se selecciona de entre el grupo que consiste en
cancer de mama, cancer de vejiga, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel, cancer de pancreas, cancer de
pulmédn, cancer de ovario, cadncer de colon, cancer de prostata, cancer de rifidn, y cancer de cerebro.

La descripcion esta dirigida en general a una molécula de unién a antigeno (ABM), que comprende uno o mas
residuos determinantes de especificidad (SDR) de uno o mas regiones determinantes de complementariedad (CDR)
del anticuerpo monoclonal ICR62 de rata, y una secuencia derivada de un polipéptido heterélogo, en el que la ABM
se une especificamente a EGFR. En una realizacion particular, la ABM no comprende una secuencia seleccionada
de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:3, Id. de Sec. N°: 5, Id. de Sec. N°: 7, Id. de Sec. N°: 9, Id. de Sec.
N°: 11, Id. de Sec. N°: 13, Id. de Sec. N°: 15, Id. de Sec. N°: 17, Id. de Sec. N°: 19, Id. de Sec. N°: 21, Id. de Sec. N°:
23, 1d. de Sec. N°: 25, Id. de Sec. N°: 27, Id. de Sec. N°: 29, Id. de Sec. N°: 31, Id. de Sec. N°: 33, Id. de Sec. N°: 35,
Id. de Sec. N°: 37, Id. de Sec. N° 39, Id. de Sec. N° 43, Id. de Sec. N° 45, Id. de Sec. N° 49, Id. de Sec. N°: 51, e
Id. de Sec. N°: 121.

En una realizacién, uno o mas SDR estan en una o mas CDR de cadena pesada. En una realizacién particular, uno
o mas SDR de cadena pesada esta seleccionado de entre el grupo que consiste en fenilalanina en la posicion Kabat
29, asparagina en la posicion Kabat 52, tirosina en la posicién Kabat 56, y valina en la posicion Kabat 100b. En otra
realizacién particular, uno o mas SDR de cadena pesada comprende una tirosina en la posicién Kabat 56 y valina en
la posicién Kabat 100b. En otra realizacién particular, uno o mas SDR de cadena pesada son fenilalanina en la
posicion Kabat 29, asparagina en la posicion Kabat 52, tirosina en la posicion Kabat 56 y valina en la posicién Kabat
100b.

En una realizacion, uno o mas SDR estan en uno o mas CDR de cadena ligera. En una realizacion particular, uno o
mas SDR de cadena ligera comprende asparagina en la posicion Kabat 50. En otra realizacion particular, uno o mas
SDR de cadena ligera comprende asparagina en la posicion Kabat 34 y asparagina en la posicién Kabat 50.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a una ABM que comprende al menos dos CDR del anticuerpo de rata
ICR62, o una variante o forma truncada de la misma que contiene al menos los SDR de dichas CDR. En una
realizacién, la ABM comprende al menos tres CDR del anticuerpo de rata ICR62, o una variante o forma truncada
del mismo que contiene al menos los SDR de dichas CDR. En otra realizacion, la ABM comprende al menos cuatro
CDR del anticuerpo de rata ICR62, o una variante o forma truncada del mismo que contiene al menos los SDR de
dichas CDR. En otra realizacion, la ABM comprende seis CDR del anticuerpo de rata ICR62, o una variante o forma
truncada del mismo que contiene al menos los SDR de dichas CDR. En otra realizacion, las CDR del anticuerpo de
rata ICR62 comprende sustituciones en una o mas posiciones de aminoacido, y en el que dicha ABM retiene la
actividad de unién en comparacién con la ABM no sustituida. En otra realizacion, las CDR del anticuerpo de rata
ICR62 comprenden sustituciones en cualquier posicion excepto en los residuos determinantes de la especificidad.
En otra realizacion, las CDR del anticuerpo de rata ICR62 comprenden sustituciones en todas las posiciones
excepto para los residuos determinantes de la especificidad. En una realizacién particular, las CDR comprenden
sustituciones en una o mas posiciones Kabat 27, 28, o 29 de la CDR1 de la cadena pesada de Chothia, posicion
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Kabat 31 de la CDR1 de la cadena pesada de Kabat, posiciones Kabat 52, 52a, 53, o 57 de la CDR2 de la cadena
pesada de Kabat, o posicién Kabat 102 de la CDR3 de la cadena pesada de Kabat. En otra realizacion particular, las
CDR comprenden sustituciones en una o mas de las posiciones Kabat 30 o 32 de la CDR1 de la cadena ligera de
Kabat, posiciones Kabat 51, 52, 53, o 56 de la CDR2 de la cadena ligera de Kabat, o posicion Kabat 94 de la CDR3
de la cadena ligera de Kabat.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a ABM en el que la concentracion CES0 para la union esta modulada en
menos de un factor de aproximadamente 10 a aproximadamente 0,001, en comparaciéon con la ABM no sustituida.
En una forma de realizacion especifica, la concentracion CE50 estd modulada en menos de un factor de
aproximadamente 10 a aproximadamente 1, en comparacion con la ABM no sustituida. En otra forma de realizacion
especifica, la concentracion CE50 estd modulada en menos de un factor de aproximadamente 10 a
aproximadamente 5, en comparacién con la ABM no sustituida. En otra forma de realizacién especifica, la
concentracién CE50 estda modulada en menos de un factor de aproximadamente 5 a aproximadamente 0,1, en
comparacién con la ABM no sustituida. En otra forma de realizacién especifica, la concentracién CE50 esta
modulada en menos de un factor de alrededor de 5 a alrededor de 2, en comparacién con la ABM no sustituida. En
otra forma de realizacion especifica, la concentracion CE50 esta modulada en menos de un factor de
aproximadamente 3 a aproximadamente 1, en comparacion con la ABM no sustituida. En otra forma de realizacion
especifica, la concentracion CE50 esta modulada en menos de un factor de aproximadamente 2, en comparacion
con la ABM no sustituida. En otra forma de realizacion especifica, la concentracion CE50 esta modulada en menos
de un factor de aproximadamente 1, en comparacion con la ABM no sustituida. En otra forma de realizacion
especifica, la concentracién CE50 estda modulada en menos de un factor de aproximadamente 0,1, en comparacion
con la ABM no sustituida. En otra forma de realizacion especifica, la concentracion CE50 estda modulada en menos
de un factor de aproximadamente 0,001, en comparacion con la ABM no sustituida. En algunos realizaciones, la
modulacién como se indica anteriormente comprende un aumento en la CE50. En otras realizaciones, la modulacion
comprende una disminucién en la CE50.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a una ABM que comprende un polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en: Id. de Sec. N° 128, Id. de Sec. N°:129, Id. de Sec. N°:130,
Id. de Sec. N°:131, Id. de Sec. N°:132, Id. de Sec. N°:133, Id. de Sec. N°:134, Id. de Sec. N°:135, Id. de Sec. N°:136,
Id. de Sec. N°:137, Id. de Sec. N°:138, Id. de Sec. N°:139, Id. de Sec. N°:140, Id. de Sec. N°:141, Id. de Sec. N°:142,
Id. de Sec. N°:143, Id. de Sec. N°:144, Id. de Sec. N°:145, Id. de Sec. N°:146, e Id. de Sec. N°:147.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a un polipéptido aislado que codifica una regién variable de la cadena
pesada de inmunoglobulina que comprende CDR modificados de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal
ICR62 de rata y una regién marco de cadena pesada derivada de una o mas secuencias génicas de region variable
de linea germinal humana, en los que dichos CDR modificados de cadena pesada comprenden una o mas
sustituciones de aminoéacidos en la posicién Kabat seleccionada de entre el grupo que consiste en 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 52, 52a, 53, 54, 55, 57, 58, 59, 60,61, 62, 63, 64, 65, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 100a, 101, 102, y
cualquier combinaciéon de las mismas, y en el que dicho polipéptido, como parte de una molécula de unién a
antigeno, se une especificamente a EGFR humano. En una realizacion especifica, las CDR modificadas de cadena
pesada comprenden una o0 mas sustituciones de aminoacidos en las posiciones Kabat 27, 28, 29, 31, 52, 53, 54, 58,
y 102. En ofra realizacion especifica, las CDR modificadas de cadena pesada comprenden una o mas sustituciones
de aminoacidos en las posiciones Kabat 27, 28, 31, 53, 54, y 58. En otra realizacion especifica, las CDR modificadas
de cadena pesada comprenden sustituciones de aminoacidos en todas las posiciones Kabat y Chothia dentro de las
CDR de la cadena pesada excepto en las SDR. En otra realizacion especifica, las CDR modificadas de cadena
pesada comprende sustituciones de aminoacidos en todas las posiciones dentro de las CDR de cadena pesada de
Kabat y Chothia excepto en las posiciones Kabat 29, 52, 56, y 100b. La descripcion también esta dirigida a
polinucledtidos aislados que codifican los polipéptidos aislados.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a un polipéptido aislado que codifica una region variable de cadena
ligera de inmunoglobulina que comprende la CDR modificada de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal ICR62
de rata y una regidén marco de cadena ligera derivada de una 0 mas secuencias génicas de region variable de linea
germinal humana, en el que dicha CDR modificada de cadena ligera comprende una o mas sustituciones de
aminodcidos en la posicién Kabat seleccionada de entre el grupo que consiste en 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, y cualquier combinacién de las mismas, y en el que
dicho polipéptido, como parte de una molécula de unién a antigeno, se une especificamente a EGFR humano. En
una realizacion especifica, la CDR modificada de cadena ligera comprende sustituciones de aminoéacidos en todas
las posiciones dentro de la CDR de cadena ligera de Kabat y Chothia, excepto en las SDR. En otra realizacion
especifica, la CDR modificada de cadena ligera comprende sustituciones de aminoacidos en todas las posiciones
dentro de la CDR de cadena ligera de Kabat y Chothia excepto en las posiciones Kabat 34 y 50. La descripcion
también esta dirigida a polinucleétidos aislados que codifican los polipéptidos aislados. La descripcidén también esta
dirigida a una ABM que comprende los polipéptidos aislados.

En otro aspecto, la descripcién esta dirigida a un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que comprende

una secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en: Id. de Sec. N° 128, Id. de Sec. N°:129, Id. de Sec.
N°:130, Id. de Sec. N°: 131, Id. de Sec. N°:132, Id. de Sec. N°:133, Id. de Sec. N°:134, Id. de Sec. N°:135, Id. de Sec.
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N°:136, Id. de Sec. N°:137, Id. de Sec. N°:138, Id. de Sec. N°:139, Id. de Sec. N°:140, Id. de Sec. N°:141, Id. de Sec.
N°:142, Id. de Sec. N°:143, Id. de Sec. N°:144, Id. de Sec. N°:145, Id. de Sec. N°:146, e Id. de Sec. N°:147, en el que
dicho polipéptido, como parte de una molécula de unién a antigeno, se une especificamente a EGFR humano. En
otro aspecto, la descripcion esta dirigida a una célula huésped transfectada con el polinucleétido, o un vector que
comprende el polinucleétido. En una realizacion, el vector es un vector de clonacion replicativo. En otra realizacion,
el vector es un vector de expresion.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a un método para producir una molécula de unién a antigeno que es
capaz de competir con el anticuerpo monoclonal ICR62 de rata por la unién a EGFR humano, el método comprende
cultivar una célula huésped de la descripcion en un medio bajo condiciones que permiten la expresion de uno o mas
polinucledtidos que codifican una molécula de unién a antigeno, y recuperar la molécula de unién a antigeno.

En otro aspecto, las ABM de la descripcién se han glicomodificado para tener una estructura de oligosacarido
alterada en la regién Fc. En una realizacion particular, la region Fc posee un nimero reducido de residuos de fucosa
en comparacion con la correspondiente ABM no glicomodificada.

En otro aspecto la descripcion esta dirigida a composiciones que comprenden una ABM de la descripcion y un
transportador farmacéuticamente aceptable. En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a un método de localizar
células que expresan EGFR en un sujeto que comprende la administracién al sujeto de una composicion de la
presente invencion. En una realizacion particular, las células sobreexpresan EGFR. En otra realizacion particular, el
método se realiza para tratar un trastorno tratable mediante el bloqueo de la sefalizacién celular mediada por EGFR
en dicho sujeto. En otra realizacion, la descripcion esta dirigida a ABM de la invencién para utilizar en la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento de un trastorno tratable mediante el bloqueo de la sefalizacién celular
mediada por EGFR. En una realizacion, el trastorno es un trastorno de proliferacion celular. En una realizacion
particular, el trastorno de proliferacion celular es cancer. En una realizacion mas particular, el cancer se selecciona
de entre el grupo que consiste en cancer de mama, cancer de vejiga, cabeza y cuello, cancer de piel, cancer de
pancreas, cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer de colon, cancer de préstata, cancer de rifién, y cancer de
cerebro.

En otro aspecto, la descripcién esta dirigida a un polinucledtido aislado que comprende: (a) una secuencia
seleccionada de un grupo que consiste en: Id. de Sec. N°:54, Id. de Sec. N°:56, Id. de Sec. N°:58, Id. de Sec. N°:60,
Id. de Sec. N°:62, Id. de Sec. N°:64, Id. de Sec. N°:66, Id. de Sec. N°:68, Id. de Sec. N°:70, Id. de Sec. N°:72, Id. de
Sec. N°:74, Id. de Sec. N°: 122, e |d. de Sec. N°:124; (b) una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en:
Id. de Sec. N°:76, Id. de Sec. N°:78, Id. de Sec. N°:80, Id. de Sec. N°:82, Id. de Sec. N°:84, Id. de Sec. N°:86, Id. de
Sec. N°:88, Id. de Sec. N°:90, Id. de Sec. N°:92, Id. de Sec. N°:94, Id. de Sec. N°: 96, |d. de Sec. N°:98, Id. de Sec.
N°:100, Id. de Sec. N°:102, Id. de Sec. N°:104, Id. de Sec. N°:106, e Id. de Sec. N°:126; y (c) Id. de Sec. N°:108. En
otro aspecto, la descripcion esta dirigida a un polinucleétido aislado que comprende (a) una secuencia seleccionada
de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:112 e Id. de Sec. N°:114; (b) una secuencia seleccionada de entre
el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:116 e Id. de Sec. N°:118; y (c) Id. de Sec. N°:119. En una realizacién,
cualquiera de estos polinucleétidos codifica un polipéptido de fusion. En otro aspecto, la presente invencién excluye
cualquiera o todos estos polinucledétidos aislados.

[0030] En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a un polinucleétido aislado que comprende una secuencia
seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:2; Id. de Sec. N°:4; Id. de Sec. N°:6; Id. de Sec. N°:8;
Id. de Sec. N°:10; Id. de Sec. N°:12; Id. de Sec. N°:14; Id. de Sec. N°:16; Id. de Sec. N°:18; Id. de Sec. N°:20; Id. de
Sec. N°:22; Id. de Sec. N°:24; |d. de Sec. N°:26; Id. de Sec. N°:28; Id. de Sec. N°:30; Id. de Sec. N°:32; Id. de Sec.
N°:34; Id. de Sec. N°:36; Id. de Sec. N°:38; Id. de Sec. N°:40 e Id. de Sec. N°: 120. En otro aspecto, la descripcion
esta dirigida a un polinucleétido aislado que comprende una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste
en Id. de Sec. N°%44; Id. de Sec. N°%46; Id. de Sec. N°:50; e Id. de Sec. N°.:52. En una realizacion, dichos
polinucledtidos codifican polipéptidos de fusién. En otro aspecto, la descripcion excluye cualquiera o todos estos
polinucledtidos aislados.

La descripcidon esta ademas dirigida a un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que tiene al menos
una identidad del 80%, 85%, 90%, 95%, o 99% con una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en
Id. de Sec. N°:2; Id. de Sec. N°4; Id. de Sec. N°:6; Id. de Sec. N°:8; Id. de Sec. N°:10; Id. de Sec. N°:12; Id. de Sec.
N°:14; Id. de Sec. N°:16; Id. de Sec. N°:18; Id. de Sec. N°:20; Id. de Sec. N°:22; Id. de Sec. N°:24; Id. de Sec. N°:26;
Id. de Sec. N°:28; Id. de Sec. N°:30; Id. de Sec. N°:32; Id. de Sec. N°:34; Id. de Sec. N°:36; Id. de Sec. N°:38; Id. de
Sec. N%40 e Id. de Sec. N°:120, en el que dicho polinucledtido aislado codifica un polipéptido de fusidon. En un
aspecto adicional, la descripcion esta dirigida a un polinucledétido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos una identidad del 80% con una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:44;
Id. de Sec. N°:46; Id. de Sec. N°:50; e Id. de Sec. N°.:52, en el que dicho polinucleétido aislado codifica un
polipéptido de fusion. En otro aspecto, la descripcion excluye cualquiera o todos de estos polinucledtidos aislados.
En otro aspecto, la descripcién excluye cualquiera o todos de estos polinucleétidos aislados.

La descripcién también esta dirigida a un polinucledétido aislado que codifica un polipéptido quimérico que posee la
secuencia de Id. de Sec. N°.:1. En una realizacion, el polinucleétido comprende una secuencia que codifica un
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polipéptido que posee la secuencia de Id. de Sec. N°:1; y una secuencia que codifica un polipéptido que posee la
secuencia de una region Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de una especie diferente de rata. La
descripcién también esta dirigida a un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido quimérico que posee una
secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:3; Id. de Sec. N°:5; Id. de Sec. N°:7; Id. de
Sec. N°:9; Id. de Sec. N°:11; Id. de Sec. N°:13; Id. de Sec. N°.:15; Id. de Sec. N°:17; Id. de Sec. N°:19; Id. de Sec.
N°:21; Id. de Sec. N°:23; Id. de Sec. N°:25; Id. de Sec. N°:27; Id. de Sec. N°:29; Id. de Sec. N°:31; Id. de Sec. N°:33;
Id. de Sec. N°:35; Id. de Sec. N°:37; Id. de Sec. N°:39; e Id. de Sec. N°:121. En una realizacion, el polinucleétido
comprende una secuencia que codifica un polipéptido que posee una secuencia seleccionada de entre el grupo que
consiste en Id. de Sec. N°:3; Id. de Sec. N°:5; Id. de Sec. N°:7; Id. de Sec. N°:9; Id. de Sec. N°:11; Id. de Sec. N°:13;
Id. de Sec. N°:15; Id. de Sec. N°:17; Id. de Sec. N°: 19; Id. de Sec. N°:21; Id. de Sec. N°:23; Id. de Sec. N°: 25; Id. de
Sec. N°:27; Id. de Sec. N°:29; Id. de Sec. N°:31; Id. de Sec. N°:33; Id. de Sec. N°:35; Id. de Sec. N°:37; Id. de Sec.
N°:39; e Id. de Sec. N°:121; y una secuencia que codifica un polipéptido que posee la secuencia de una region Fc de
anticuerpo, o un fragmento de la misma, de una especie diferente de rata. En otro aspecto, la descripcién excluye
cualquiera o todos estos polinucleétidos aislados que codifican los polipéptidos.

En adn otro aspecto, la descripcion esta dirigida a un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido quimérico
que posee la secuencia de Id. de Sec. N°.:43. En una realizacion, el polinucleétido comprende una secuencia que
codifica un polipéptido que posee la secuencia de Id. de Sec. N°.:43; y una secuencia que codifica un polipéptido
que posee la secuencia de una region Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de una especie diferente de
rata. En adn otro aspecto, la descripcion esta dirigida a un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido
quimérico que posee una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:45; Id. de Sec.
N°:49; e Id. de Sec. N°.:51. En una realizacién, el polinucleétido comprende una secuencia que codifica un
polipéptido que posee una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en |d. de Sec. N°:45; |d. de Sec.
N°: 49; e Id. de Sec. N°.:51, y una secuencia que codifica un polipéptido que posee la secuencia de una region
constante de cadena ligera de anticuerpo (CL), o un fragmento de la misma, de una especie diferente de rata. En
otro aspecto, la descripcion excluye cualquiera o todos estos polinucleétidos aislados que codifican los polipéptidos.

La descripcion también esta dirigida a un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que codifica un
polipéptido que posee la region VH del anticuerpo ICR62, o variantes funcionales de las mismas, y una secuencia
que codifica un polipéptido que posee la secuencia de una region Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de
una especie diferente de rata. En otro aspecto, la descripcion estd dirigida a un polinucleétido aislado que
comprende una secuencia que codifica un polipéptido que posee la region VL del anticuerpo ICR62, o variantes
funcionales del mismo, y una secuencia que codifica un polipéptido que posee la secuencia de una regiéon CL de un
anticuerpo, o un fragmento de la misma, de una especie diferente de rata.

La descripcion esta dirigida también a un vector de expresién que comprende cualquiera de los polinucleétidos
aislados descritos anteriormente, y a una célula huésped que comprende dicho vector de expresion. En otro
aspecto, la descripcién esta dirigida a una célula huésped que comprende cualquiera de los polinucleétidos aislados
descritos anteriormente.

En un aspecto, la descripcion esta dirigida a un polipéptido aislado que comprende: (a) una secuencia seleccionada
de un grupo que consiste en: Id. de Sec. N°:53 Id. de Sec. N°:55, Id. de Sec. N°:57, Id. de Sec. N°:59, Id. de Sec.
N°:61, Id. de Sec. N°:63, Id. de Sec. N°:65, Id. de Sec. N°:67, Id. de Sec. N°:69, Id. de Sec. N°:71, Id. de Sec. N°:73,
Id. de Sec. N°:123, e Id. de Sec. N°:125; (b) una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en: Id. de Sec.
N°:75, Id. de Sec. N°:77, Id. de Sec. N°:79, Id. de Sec. N°:81, Id. de Sec. N°:83, Id. de Sec. N°:85, Id. de Sec. N°:87,
Id. de Sec. N°:89, Id. de Sec. N°:91, Id. de Sec. N°:93, Id. de Sec. N°:95, Id. de Sec. N°:97, Id. de Sec. N°:99, Id. de
Sec. N°:101, Id. de Sec. N°:103, Id. de Sec. N°:105, e Id. de Sec. N%:127; y (c) Id. de Sec. N°:107. en el que dicho
polipéptido es un polipéptido de fusidon. En otro aspecto, la descripcion excluye cualquiera o todos de estos
polipéptidos aislados. En otro aspecto, la descripcién esta dirigida a un polipéptido aislado que comprende (a) una
secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:111 e Id. de Sec. N°:113; (b) Id. de Sec.
N°:115, y (c) Id. de Sec. N°: 117, en el que dicho polipéptido es un polipéptido de fusién. En otro aspecto, la
descripcién excluye cualquiera o todos de estos polipéptidos aislados.

La descripcion también esta dirigida a un polipéptido quimérico que comprende la secuencia de Id. de Sec. N°1 o
una variante de la misma. La descripciéon estd dirigida también a un polipéptido quimérico que comprende la
secuencia de Id. de Sec. N°.:43 o una variante de la misma. En una realizacion, cualquiera de estos polipéptidos
comprende ademas una region Fc humana y/o una region CL humana. La descripcion también esté dirigida a un
polipéptido quimérico que comprende una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec.
N°:3; Id. de Sec. N°5; Id. de Sec. N°:7; Id. de Sec. N°:9; Id. de Sec. N°:11; Id. de Sec. N°:13; Id. de Sec. N°:15; Id. de
Sec. N°:17; Id. de Sec. N°:19; Id. de Sec. N°:21; Id. de Sec. N°:23; Id. de Sec. N°:25; Id. de Sec. N°:27; Id. de Sec.
N°:29; Id. de Sec. N°:31; Id. de Sec. N°:33; Id. de Sec. N°:35; Id. de Sec. N°:37; Id. de Sec. N°:39; e |d. de Sec.
N°:121, o una variante de la misma. La descripcion esta dirigida también a un polipéptido quimérico que comprende
una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:45; Id. de Sec. N°:49; e Id. de Sec.
N°.:51, o una variante de la misma. En una realizacion, cualquiera de estos polipéptidos comprende ademas una
region Fc humana y/o una region CL humana. En una realizacion, la region Fc humana comprende IgG1.
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En otro aspecto la descripcion esta dirigida a un polipéptido que comprende una secuencia derivada del anticuerpo
ICR62 y una secuencia derivada de un polipéptido heterélogo y a una molécula de unién a antigeno que comprende
dicho polipéptido. En una realizacién la molécula de unién a antigeno es un anticuerpo. En una realizacion preferida,
el anticuerpo es quimérico. En otra realizacién preferida, el anticuerpo esta humanizado o primatizado.

En otro aspecto, la descripcién esta dirigida a una ABM, que es capaz de competir con el anticuerpo de rata ICR62
para unirse por EGFR y que es quimérico. En una realizacion, la ABM es un anticuerpo o un fragmento de la misma.
En ofra realizacioén, la ABM es un anticuerpo recombinante que comprende una regién VH que posee una secuencia
de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°: 1; Id. de Sec. N°:3; Id. de Sec. N°:5;
Id. de Sec. N°:7; Id. de Sec. N°:9; Id. de Sec. N°:11; Id. de Sec. N°:13; Id. de Sec. N°:15; Id. de Sec. N°:17; Id. de
Sec. N°:19; Id. de Sec. N°:21; Id. de Sec. N°:23; Id. de Sec. N°:25; Id. de Sec. N°:27; Id. de Sec. N°:29; Id. de Sec.
N°:31; Id. de Sec. N°:33; Id. de Sec. N°:35; Id. de Sec. N°: 37; Id. de Sec. N°:39; e Id. de Sec. N°:121. En otra
realizacién, la ABM es un anticuerpo recombinante que comprende una regién VL que posee una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:43, Id. de Sec. N°:45; Id. de Sec. N°:49; e
Id. de Sec. N°.:51. En otra realizacion la ABM es un anticuerpo recombinante que esta primatizado. En aun otra
realizacién, la ABM es un anticuerpo recombinante que estd humanizado. En otra realizacion, la ABM es un
anticuerpo recombinante que comprenden una regién Fc humana. En otra realizacién, cualquiera de las ABM
discutidas anteriormente puede conjugarse con una porcidon como una toxina o un radioligando.

La descripcién esta relacionada ademas con una ABM como se ha descrito en este documento, dicha ABM posee
oligosacaridos modificados. En una realizaciéon los oligosacaridos modificados poseen fucosilacion reducida en
comparacion con los oligosacaridos no modificados. En otras realizaciones, los oligosacaridos modificados son
hibridos o forman complejos. En otra realizacion, la ABM posee una proporcion aumentada de oligosacaridos no
fucosilados o bisectados, oligosacaridos no fucosilados en la regién Fc de dicha molécula. En una realizacién, los
oligosacaridos no fucosilados bisectados, son hibridos. En otra realizacion, los oligosacaridos no fucosilados
bisectados, forman complejos. En una realizacion, al menos el 20% de los oligosacaridos en la region Fc de dicho
polipéptido estan bisectados no fucosilados o no fucosilados. En realizaciones mas preferibles, al menos el 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70% o 75% o mas de los oligosacaridos estan bisectados no fucosilados o
no fucosilados.

La descripcion estd relacionada ademas con un polinucledtido que codifica cualquiera de las ABM descritas
anteriormente, y con vectores de expresion y células que comprenden dicho polinucleétido.

La descripcion esta relacionada ademas con un método para producir una ABM, que es capaz de competir con el
anticuerpo de rata ICR62 para unirse por EGFR y en el que dicha ABM es quimérico; dicho método comprende: (a)
cultivar una célula huésped que comprende un polinucledtido que codifica una ABM descrita en este documento en
un medio bajo condiciones que permiten la expresién de dicho polinucleétido que codifica dicha ABM: y (b) recuperar
dicha ABM del cultivo resultante.

En otro aspecto, la descripcion esta relacionada con una composicidon farmacéutica que comprende la ABM descrita
en este documento. Se contempla que la composicion farmacéutica puede comprender ademas un transportador
farmacéuticamente aceptable, un adyuvante o una combinacién de los mismos.

En otro aspecto, la descripcion esta relacionada con el tratamiento de una enfermedad que se caracteriza por la
expresion de EGFR (por ejemplo, expresién anormal o sobreexpresiéon de EGFR). El tratamiento comprende
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de la ABM descrita en este documento a un sujeto,
preferiblemente un sujeto mamifero, y mas preferiblemente un humano que lo necesite. En una realizacion preferida,
la enfermedad debe tratarse mediante la administracién de una ABM que es un anticuerpo quimeérico (por ejemplo
humanizado), o un fragmento quimérico de un anticuerpo. En una realizacién, la ABM debe administrarse en una
cantidad de alrededor de 1,0 mg/kg a alrededor de 15,0 mg/kg. En otra realizacion, la ABM debe administrarse en
una cantidad de alrededor de 15 mg/kg a alrededor de 12,0 mg/kg. En ofra realizacion, la ABM debe administrarse
en una cantidad de alrededor de 1,5 mg/kg a alrededor de 4,5 mg/kg. En otra realizacion, la ABM debe administrarse
en una cantidad de alrededor de 4,5 mg/kg a alrededor de 12,0 mg/kg. En otra realizacién, la ABM debe
administrarse en una cantidad seleccionada de entre el grupo que consiste en alrededor de 1,5, alrededor de 4,5, y
alrededor de 12,0 mg/kg.

En adn otro aspecto, la descripcién esta relacionada con una célula huésped modificada para expresar al menos un
acido nucleico que codifica un polipéptido que posee actividad GnTIIl en una cantidad suficiente para modificar los
oligosacaridos en la region Fc de la ABM producida por la célula huésped, en el que la ABM es capaz de competir
con el anticuerpo de rata ICR62 para unirse por EGFR y en el que la ABM es quimérica. En una realizacion, el
polipéptido que posee actividad GnTIll es un polipéptido de fusiéon. En otra realizacién, la ABM producida por la
célula huésped es un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo. En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo esta humanizado. En otra realizacion, la ABM comprende una regién equivalente a la region Fc de una
IgG humana.

La descripcion también esta dirigida a un polinucledtido aislado que comprende al menos una (por ejemplo, una,
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dos, tres, cuatro, cinco o seis) regiones determinantes de la complementariedad del anticuerpo de rata ICR62, o una
variante o forma truncada del mismo que contiene al menos los residuos determinantes de la complementariedad
para dicha regién determinante de la complementariedad, en el que dicho polinucleétido aislado codifica un
polipéptido de fusion. Preferiblemente, dichos polinucleétidos aislados codifican un polipéptido de fusion que es una
molécula de unién a antigeno. En una realizacion, el polinucleétido comprende tres regiones determinantes de
complementariedad del anticuerpo de rata ICR62, o variantes o formas truncadas de los mismos que contienen al
menos los residuos determinantes de la complementariedad para cada una de dichas tres regiones determinantes
de la complementariedad. En otra realizacion, el polinucleétido codifica toda la region variable de la cadena pesada
o ligera de un anticuerpo quimérico (por ejemplo, humanizado). La descripcion esta dirigida también a los
polipéptidos codificados por dichos polinucleétidos.

En otra realizacion, la descripcién esta dirigida a una molécula de unién a antigeno que comprende al menos una
(por ejemplo, una, dos, tres, cuatro, cinco o seis) regiones determinantes de la complementariedad del anticuerpo de
rata ICR62, o una variante o forma truncada del mismo que contiene al menos los residuos determinantes de la
complementariedad para dicha region determinante de la complementariedad, y que comprende una secuencia
derivada de un polipéptido heterdlogo. En una realizacién, la molécula de unién a antigeno comprende tres regiones
determinantes de complementariedad del anticuerpo de rata ICR62, o variantes o formas truncadas del mismo que
contiene al menos los residuos determinantes de la complementariedad para cada una de estas tres regiones
determinantes de la complementariedad. En otro aspecto, la molécula de unién a antigeno comprende la region
variable de la cadena ligera o pesada de un anticuerpo. En una realizacion particularmente Util, la molécula de unién
a antigeno es un anticuerpo quimérico, por ejemplo, humanizado. La descripcion también esta dirigida a métodos
para realizar dichas moléculas de unién a antigeno, y el uso de las mismas en el tratamiento de enfermedades, que
incluyen malignancias como el cancer de vejiga, cerebro, cabeza y cuello, pancreas, pulmén, mama, ovario, colon,
prostata, piel y rifidn.

La célula huésped como se ha descrito en este documento pueden seleccionarse de entre el grupo que incluye, pero
no se limita a, una célula HEK293-EBNA, una célula CHO, una célula BHK, una célula NSO, una célula SP2/0, una
célula de mieloma YO, una célula de mieloma de ratéon P3X63, una célula PER, una célula PER.C6 o una célula de
hibridoma. En una realizacion, la célula huésped como se ha descrito en este documento comprende ademas un
polinucledtido transfectado que comprende un polinucleétido que codifica la region VL del anticuerpo de rata ICR62
o variantes del mismo y una secuencia que codifica una regién equivalente a la regiéon Fc de una inmunoglobulina
humana. En otra realizacion, la célula huésped como se ha descrito en este documento comprende ademas un
polinucledtido transfectado que comprende un polinucleétido que codifica la regién VH del anticuerpo de rata ICR62
o variantes del mismo y una secuencia que codifica una regién equivalente a la regiéon Fc de una inmunoglobulina
humana.

En otro aspecto, la descripcién esta dirigida a una célula huésped que produce una ABM que presenta un aumento
de la afinidad de unién al receptor Fc y/o un aumento de la funcion efectora como resultado de la modificacion de
sus oligosacaridos. En una realizacién, el aumento de la afinidad de union es para un receptor Fc, en particular, el
receptor FcyRIIIA. La funcion efectora contemplada en este documento puede seleccionarse de entre el grupo que
incluye, pero no se limita a, aumento de la citotoxicidad celular mediada por Fc; aumento de la unién a células NK;
aumento de la unién a macréfagos; aumento de la union a células polimorfonucleadas; aumento de la unién a
monocitos; aumento de apoptosis inducida por sefalizacion directa; aumento de la maduracién de las células
dendriticas; y aumento de la privacién de células T.

En otra realizacién, la célula huésped como se ha descrito en este documento comprende al menos un acido
nucleico que codifica un polipéptido que posee actividad GnTIll que estd operativamente unido elemento de
promotor constitutivo.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a un método para producir una ABM en una célula huésped, que
comprende: (a) cultivar una célula huésped modificada para expresar al menos un polinucleétido que codifica un
polipéptido de fusidon que posee actividad GnTIIl bajo condiciones que permiten la producciéon de dicha ABM y que
permiten la modificacién de los oligosacaridos presentes en la regiéon Fc de dicha ABM; y (b) aislar dicha ABM; en el
que dicha ABM es capaz de competir con el anticuerpo de rata ICR62 para unirse por EGFR y en el que dicha ABM
es quimérica (por ejemplo, humanizada). En una realizacion, el polipéptido que posee actividad GnTIIl es un
polipéptido de fusion, preferiblemente que comprende el dominio catalitico de GnTlll y el dominio de localizacion
Golgi de un polipéptido residente Golgi heterdlogo seleccionado de entre el grupo que consiste en el dominio de
localizacion de manosidasa Il, el dominio de localizacion de ((1,2)-N-acetilglucosaminiltransferasa | ("GnTI"), el
dominio de localizacion de manosidasa |, el dominio de localizacion de ((1,2)-N-acetilglucosaminiltransferasa |
("GnTII"), y el dominio de localizacién de fucosiltransferasa a1-6 central. Preferiblemente, el dominio de localizacion
Golgi es de la manosidasa Il o GnTI.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a un método para modificar el perfil de glicosilacién de una ABM anti-
EGFR producida mediante una célula huésped que comprende introducir en la célula huésped al menos un &cido
nucleico o vector de expresién de la invencion. En una realizacion, la ABM es un anticuerpo o un fragmento del
mismo; preferiblemente que comprende la regiéon Fc de un IgG. Alternativamente, el polipéptido es una proteina de
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fusion que incluye una region equivalente a la region Fc de una IgG humana.

En un aspecto, la descripcidon esta relacionada con un anticuerpo quimérico, recombinante, o un fragmento del
mismo, capaz de competir con el anticuerpo de rata ICR62 para unirse por EGFR y tener una fucosilacién reducida.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a un método para modificar la glicosilacion del anticuerpo recombinante
o un fragmento de la misma de la invencion mediante el uso de un polipéptido de fusidon que posee actividad GnTIll y
que comprende el dominio de localizacion Golgi de un polipéptido heterélogo residente en Golgi . En una realizacion,
los polipéptidos de fusion de la invencién comprenden el dominio catalitico de GnTIIl. En otra realizacion, el dominio
de localizacion Golgi se selecciona del grupo que consiste en: el dominio de localizacion de manosidasa I, el
dominio de localizaciéon de GnTl, el dominio de localizacién de manosidasa |, el dominio de localizacion de GnTll y el
dominio de localizacion de fucosiltransferasa a1-6 central. Preferiblemente, el dominio de localizaciéon Golgi es de
manosidasa Il o GnTI.

En una realizacion, el método como se ha descrito en este documento esta dirigido para producir un anticuerpo
quimérico recombinante, o un fragmento del mismo, con oligosacaridos modificados en los que dichos
oligosacaridos modificados poseen fucosilacion reducida en comparacion con oligosacaridos no modificados. De
acuerdo con la presente invencion, estos oligosacaridos modificados pueden ser hibridos o forman complejos. En
otra realizacion, el método como se ha descrito en este documento esta dirigido para producir un anticuerpo
quimérico recombinante, (por ejemplo, humanizado) o un fragmento del mismo que posee una proporcion
aumentada de oligosacaridos no fucosilados bisectados, en la region Fc de dicho polipéptido. En una realizacién, los
oligosacaridos no fucosilados bisectados son hibridos. En otra realizacion, los oligosacaridos no fucosilados
bisectados forman complejos. En otra realizacién, el método como se ha descrito en este documento esta dirigido
para producir un anticuerpo quimérico recombinante, o un fragmento del mismo que posee al menos un 20% de los
oligosacaridos en la region Fc de dicho polipéptido bisectados, no fucosilados. En una realizacion preferida, al
menos el 30% de los oligosacaridos en la regién Fc de dicho polipéptido estan bisectados, no fucosilados. En otra
realizacién preferida, en el que al menos el 35% de los oligosacaridos en la regiéon Fc de dicho polipéptido estan
bisectados, no fucosilados.

En otro aspecto, la descripcidn esta dirigida a un anticuerpo quimérico recombinante, o un fragmento del mismo, que
presenta un aumento de la afinidad de union al receptor Fc y/o un aumento de la funcién efectora como resultado de
la modificacion de sus oligosacaridos. En una realizacion, el aumento de la afinidad de unién se debe a un receptor
activador de Fc. En otra realizaciéon, el receptor Fc es un receptor activador de Fcy, en particular, el receptor
FcyRIIIA. La funcion efectora contemplada en este documento puede seleccionarse de entre el grupo que incluye,
pero no se limita a, aumento de la citotoxicidad celular mediada por Fc; aumento de la unién a células NK; aumento
de la union a macréfagos; aumento de la unidén a células polimorfonucleares; aumento de la unién a monocitos;
aumento de la apoptosis inducida por sefializacion directa; aumento de la maduracion de células dendriticas; y
aumento de la primacion de células T.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a un fragmento de anticuerpo quimérico recombinante, (por ejemplo,
humanizado), que posee la especificidad de unién del anticuerpo de rata ICR62 y que contiene la region Fc, que
estd modificada para tener un aumento de la funciéon efectora producida por cualquiera de los métodos de la
presente invencion.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a una proteina de fusion que incluye un polipéptido que posee una
secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°: 1; Id. de Sec. N°:3; Id. de Sec. N°:5; Id. de
Sec. N°:7; SEQ m No:9; SEQ m No:11; Id. de Sec. N°:13; Id. de Sec. N°:15; Id. de Sec. N°:17; Id. de Sec. N°:19; Id.
de Sec. N°21; Id. de Sec. N°:23; Id. de Sec. N°:25; Id. de Sec. N°:27; Id. de Sec. N°:29; Id. de Sec. N°:31; Id. de Sec.
N°:33; Id. de Sec. N°:35; Id. de Sec. N°:37; Id. de Sec. N°:39; e Id. de Sec. N°:121, y una region equivalente con la
region Fc de una inmunoglobulina y modificada para tener un aumento de la funcion efectora producida por
cualquiera de los métodos descritos en este documento. En otro aspecto, la descripcion excluye cualquiera o todos
de estos polipéptidos aislados.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a una proteina de fusion que incluye un polipéptido que posee una
secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:43, Id. de Sec. N°:45; Id. de Sec. N°:49; e
Id. de Sec. N°:51 y una regién equivalente con la regiéon Fc de una inmunoglobulina y modificada para tener un
aumento de la funcién efectora producida por cualquiera de los métodos descritos en este documento. En otro
aspecto, la descripcion excluye cualquiera o todos de estos polipéptidos aislados.

En un aspecto, la descripcion esta dirigida a una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo
recombinante, quimérico (por ejemplo, humanizado), producido por cualquiera de los métodos descritos en este
documento, y un transportador farmacéuticamente aceptable. En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a una
composicion farmacéutica que comprende un fragmento recombinante, quimérico (por ejemplo, humanizado) de un
anticuerpo producido por cualquiera de los métodos descritos en este documento, y un transportador
farmacéuticamente aceptable. En otro aspecto, la descripcién esta dirigida a una composicion farmacéutica que
comprende una proteina de fusién producida por cualquiera de los métodos descritos en este documento, y un
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transportador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a una composicion para utilizar en la localizacion de células in vivo o in
vitro que expresan EGFR. En una realizacién, la descripcion esta dirigida a una composicion que comprende una
ABM descrita en este documento para utilizar en la localizacion de células que expresan EGFR en un sujeto.

En aun otro aspecto, la descripcion esta dirigida a un método para la deteccion in vivo o in vitro de la presencia de
EGFR en una muestra, por ejemplo, para el diagndstico de un trastorno relacionado con la expresion de EGFR. En
una realizacion, la deteccion se realiza poniendo en contacto una muestra a analizar, opcionalmente con una
muestra control, con una ABM como se ha descrito en este documento, bajo condiciones que permiten la formacion
de un complejo entre la ABM y EGFR. La formacién del complejo se detecta entonces (por ejemplo, mediante ELISA
u otros métodos conocidos en la materia). Cuando se utiliza una muestra control con las muestras de prueba,
cualquier diferencia estadisticamente significativa en la formacion de complejos ABM-EGFR cuando se comparan
las muestras prueba y control es indicativo de la presencia de EGFR en la muestra de prueba.

La descripcion esta dirigida también a un método para tratar un trastorno relacionado con la expresion de EGFR, en
particular, un trastorno de proliferacion celular en el que se expresa EGFR, y mas en particular, en el que EGFR se
expresa de forma anormal (por ejemplo sobreexpresa), que incluye cancer de vejiga, cerebro, cabeza y cuello,
pancreas, pulmén, mama, ovario, colon, prostata, piel y rifidn que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva del anticuerpo quimérico recombinante, (por ejemplo, humanizado) o fragmento del
mismo, producido por cualquiera de los métodos como se ha descrito en este documento, a un sujeto humano que lo
necesite.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la actividad funcional de cadenas ligeras y pesadas de polipéptido individuales de ICR62
quimérico rata-humano cuando se combina con las construcciones ICR62 humanizadas 1-HHC (cadena pesada) y I-
KB (cadena ligera). rVL representa la cadena ligera quimérica, y rVH representa la cadena pesada quimérico. La
designacién "r" indica que los dominios variables son del anticuerpo de rata original

La Figura 2 muestra la actividad de unioén de anticuerpos ICR62 humanizados que comprenden construcciones de
region variable de cadena pesada de I-HHC, I-HHA y I-HLA y construcciones de region variable de cadena ligera de
I-KA y I-KB emparejadas en varias configuraciones.

La Figura 3 muestra la actividad de unién de anticuerpos ICR62 humanizados que comprenden construcciones de
region variable de cadena pesada de I-HLB, I-HLC y I-HLA y construcciones de region variable de cadena ligera de
I-KA y I-KC emparejadas en varias configuraciones.

La Figura 4 muestra la actividad de union de anticuerpos ICR62 humanizados que comprenden construcciones de
regién variable de cadena pesada de I-HLA2, I-HLA3 y I-HLA4 y construcciones de regién variable de cadena ligera
de I-KC humanizados en comparacién con anticuerpo quimérico ICR62 de rata-humano.

La Figura 5 muestra la actividad de unién de anticuerpos ICR62 humanizados que comprenden construcciones de
region variable de cadena pesada de I-HLA1, I-HLA3, I-HLA5 y I-HLAG6 y construcciones de regién variable de
cadena ligera de I-KC humanizados en comparacion con anticuerpo quimérico ICR62 de rata-humano

La Figura 6 muestra la actividad de unién de anticuerpos ICR62 humanizados que comprenden construcciones de
region variable de cadena pesada de I-HLA7, I-HLAG, y I-HHB y construcciones de region variable de cadena ligera
de I-KC humanizados en comparacion con anticuerpo quimérico ICR62 de rata-humano

La Figura 7 muestra la actividad de union de anticuerpos ICR62 humanizados que comprenden construcciones de
region variable de cadena pesada de I-HHF, I-HLA9. y I-HLA8 y construcciones de region variable de cadena ligera
de I-KC humanizados en comparacién con anticuerpo quimérico ICR62 de rata-humano

La Figura 8 muestra la actividad de union de anticuerpos humanizados que comprenden construcciones de region
variable de cadena pesada de I-HHB, I-HHD, I-HHG, I-HHF, I-HLA7, y I-HLA9 y construcciones de region variable de
cadena ligera de I-KC humanizados.

La Figura 9 muestra una comparaciéon de la citotoxicidad celular mediada por anticuerpo (CCDA) para varias
glicoformas del anticuerpo quimérico ICR62, asi como para las variantes de I-HLA4 humanizadas. "G1" se refiere a
la glicomodificacién del anticuerpo mediante coexpresion con GnTIIL "G2" se refiere a glicomodificacién del
anticuerpo mediante coexpresion con GnTIll y Manll. "WT" se refiere a anticuerpos que no han sido
glicomodificados. Las construcciones de cadena pesada humanizadas se emparejaron con la construccion de
cadena ligera de I-KC.

La Figura 10 muestra una comparacion de CCDA para la forma no glicomodificada (WT) y la glicoforma G2 (es decir,
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glicomodificado mediante la coexpresion con GnTlll y Manll) de las construcciones de anticuerpos ICR62
humanizados I-HHB y IHLA7. Los mismos anticuerpos se aplicaron a dos lineas celulares diana diferentes: en el
Panel A, se utilizé la linea celular diana LN229; en el Panel B, se utilizd la linea celular diana A431. Las
construcciones de cadena pesada humanizadas se emparejaron con la construccion de cadena ligera de I-KC.

La Figura 11A y 11B muestra una comparacién de CCDA para formas no glicomodificadas (WT) y glicoformas G2 de
ICR62 quimérico y las construcciones de anticuerpo ICR62 humanizadas |-HHB y I-HLA7. Se utilizé la linea celular
diana A431. Las construcciones de cadena pesada humanizadas se emparejaron con la construccién de cadena
ligera de I-KC.

La Figura 12 muestra una comparacion de CCDA en 72h para las glicoformas G2 o ICR62 quimérico y las
construcciones de anticuerpo ICR62 humanizadas I-HHB y I-HLA7. Las construcciones de cadena pesada
humanizadas se emparejaron con la construccion de cadena ligera de I-KC.

La Figura 13 muestra un alineamiento de secuencias de aminoacido de construcciones de region variable de cadena
pesada de ICR62 humanizados en comparacion con las secuencias de ICR62 de rata. Los puntos representan
identidad de residuos de aminoacido en una posicion determinada en una construccion determinada.

La Figura 14 muestra un ensayo de unién FcgammaRllla-Fc utilizando células CHO que presentan FcgammaRllla
recombinante humano. Un anticuerpo IgG1 I-HHB/KC glicomodificado humanizado anti-EGFR en comparacién con
un anticuerpo no glicomodificado (Wt).

La Figura 15 muestra un perfil de oligosacérido EM-MALDI/TOF para un anticuerpo IgG1 glicomodificado
humanizado anti-EGFR, I-HHB/KC. La glicomodificacion se logré mediante la sobreexpresién de genes en las
células productoras de anticuerpo que codifican enzimas con GnTIlll y actividades Golgi Manosidasa I,
proporcionando alrededor de un 70% de oligosacaridos unidos Fc-Asn297 no fucosilados.

La Figura 16 muestra un perfil de precisién anti-EGFR (n=6 replicas a lo largo del rango de calibracién) para la
determinacion de anti-EGFR en 1% de matriz de suero de mono (suero de mono CMS25/31/33, suministrado por
HLS).

La Figura 17 muestra una curva de calibracion representativa anti-EGFR para la determinacion de anti-EGFR en 1%
de matriz de suero de mono.

La Figura 18 muestra concentraciones de suero de anti-EGFR el dia 1 de la administracién intravenosa semanal de
anti- EGFR en monos cynomolgus macho.

La Figura 19 muestra concentraciones de suero de anti-EGFR el dia 1 de la administracion intravenosa semanal de
anti- EGFR en monos cynomolgus hembra.

La Figura 20 muestra la relacion entre areas bajo la curva de tiempos de concentracion de suero anti-EGFR
(AUC168) y nivel de dosis el dia 1 de la administracion intravenosa semanal de anti-EGFR en monos cynomolgus.

La Figura 21 muestra concentraciones de suero de anti-EGFR durante la administracién intravenosa semanal de
anti-EGFR en monos cynomolgus macho.

La Figura 22 muestra concentraciones de suero de anti-EGFR durante la administracién intravenosa semanal de
anti-EGFR en monos cynomolgus hembra.

La Figura 23 muestra el perfil de oligosacaridos EM-MALDI/TOF a partir de anticuerpo anti- EGFR (glicomodificado)
con Fc modificado utilizado en los estudios de mono in vivo descritos en los ejemplos que vienen a continuacion.

La Figura 24 muestra la unién a EGFR expresada en la superficie de células de carcinoma epidermoide A431
humano. El anticuerpo utilizado para el estudio de unién fue el anticuerpo anti-EGFR Fc-modificado (construccion I-
HHB) utilizado para los estudios de monos in vivo descritos en los ejemplos que vienen a continuacion.

La Figura 25 muestra la unién a EGFR expresada en la superficie de células de rifion COS-7. El anticuerpo utilizado
fue el anticuerpo anti-EGFR (cadena pesada I-HHB; cadena ligera I-KC). Para referencia, se muestra la unién a
células que expresan poco EGFR humano, células de cancer de mama MCF-7.

La Figura 26 muestra la union Fc-FcgammaRllla utilizando una célula completa (células CHO modificadas para
expresar FcgRIlla humano en su superficie). El anticuerpo utilizado fue el anticuerpo anti-EGFR Fc-modificado
(glicomodificado) utilizado para los estudios de monos in vivo descritos en los ejemplos que vienen a continuacion.
Para comparacion, se muestra la unién a de un anticuerpo IgG1 control no Fc-modificado (no modificado).

La Figura 27 muestra CCDA mediada por anticuerpo anti-EGFR Fc-modificado (glicomodificado). Las células diana
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son A549 humano células de carcinoma de pulmén. Para comparacion, se muestra la actividad CCDA para la forma
no Fc-modificada (no modificada) del anticuerpo.

La Figura 28 muestra CCDA mediada por anticuerpo anti-EGFR Fc-modificado (glicomodificado). Las células diana
son de la linea celular de queratinocito de mono cynomolgus CYNOM-K1. Para comparacion, se muestra la actividad
CCDA para la forma no Fc-modificada (no modificada) del anticuerpo.

La Figura 29 muestra la union a la diana de EGFR de varias variantes de construccion de cadena ligera basadas en
la construccion I-KC emparejada con la construccion de cadena pesada de I-HHD.

La Figura 30 muestra la unién a la diana de EGFR de varias variantes de construccion de cadena ligera basadas en
la construccion I-KC emparejada con la construccion de cadena pesada de I-HHD.

La Figura 31 muestra la unién a la diana de EGFR de varias variantes de construccion de cadena pesada basadas
en la construccion I-HHD emparejada con la construccion de cadena ligera de I-KC.

La Figura 32 muestra la unién a la diana de EGFR de varias variantes de construccion de cadena pesada basadas
en la construccion I-HHD emparejada con la construccion de cadena ligera de I-KC.

Descripcion detallada de la invencion

Los términos que se utilizan en este documento son en general los mismos que se utilizan en la materia, a no ser
que se definan de otra manera como sigue a continuacion.

Tal como se utiliza en este documento, el término anticuerpo pretende incluir las moléculas de anticuerpo completas,
que incluyen anticuerpos monoclonales, policlonales y multispecificos (por ejemplo, biespecificos), asi como
fragmentos de anticuerpo que poseen la region Fc y retienen la especificidad de unién, y proteinas de fusion que
incluyen una regién equivalente a la region Fc de una inmunoglobulina y que retienen la especificidad de unién.
También estan abarcados los fragmentos de anticuerpo que retienen la especificidad de unién que incluye, pero no
se limita a, fragmentos VH, fragmentos VL, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’)2, fragmentos scFv, fragmentos Fv,
minicuerpos, diacuerpos, triacuerpos, y tetracuerpos (véase, por ejemplo, Hudson y Souriau, Nature Med. 9: 129-134
(2003)). También estan abarcados los anticuerpos humanizados, primatizados y quiméricos.

Tal como se utiliza en este documento, el término regidon Fc pretende referirse a una region C-terminal de una
cadena pesada de IgG. Aunque los limites de la regién Fc de una cadena pesada de IgG puede variar ligeramente,
la regidon Fc de la cadena pesada de IgG humano esta definido normalmente para abarcar desde el residuo de
aminoacido en la posicién Cys226 hasta el carboxilo terminal.

Tal como se utiliza en este documento, el término regién equivalente a la region Fc de una inmunoglobulina pretende
incluir variantes alélicas que aparecen de forma natural en la regién Fc de una inmunoglobulina asi como variantes
que poseen alteraciones que producen sustituciones, adiciones, o deleciones pero que no disminuyen
sustancialmente la capacidad de la inmunoglobulina de mediar funciones efectoras (como la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo). Por ejemplo, uno o mas aminoacidos pueden delecionarse del extremo N terminal o
extremo C terminal de la region Fc de una inmunoglobulina sin una pérdida sustancial de la funcién bioldgica. Dichas
variantes pueden seleccionarse de acuerdo con las reglas generales conocidas en la materia para tener un minimo
efecto sobre la actividad. (Véase, por ejemplo, Bowie, J. U. et al., Science 247:1306-1310 (1990).

Tal como se utiliza en este documento, el término EGFR se refiere al receptor del factor de crecimiento epidérmico
humano (también conocido como HER-1 o Erb-B1) (Ulrich, A. et al., Nature 309:418-425 (1984); SwissProt N° de
acceso P00533; numeros de acceso secundarios: 000688, 000732, P06268, Q14225, Q92795, Q9BZS2, Q9GZX1,
Q9H2C9, Q9H3CY, Q9UMD7, Q9UMDS8, Q9UMGS5), asi como las isoformas naturales y variantes de las mismas.
Dichas isoformas y variantes incluyen pero no se limitan a la variante EGFRUVIII, los productos alternativos de corte y
empalme (por ejemplo, los identificados por el SwissProt con nimero de acceso P00533-1, P00533-2, P00533-3,
P00533-4), variantes GLN-98, ARG-266, Lys-521, ILE-674,. GLY-962, y PRO-988 (Livingston, R.J. et al., NIEHS-
SNPs, environmental genome project, NIEHS ES15478, Department of Genome Sciences, Seattle, WA (2004)), y
otros identificados mediante los siguientes niumeros de acceso: NM_005228.3, NM_201282.1, NM_201283.1,
NM_201284.1 (REFSEQ mRNAs); AF125253.1, AF277897.1, AF288738.1, Al217671.1, AK127917.1, AL598260.1,
AU137334.1, AW163038.1, AW295229.1, BC0S7802.1, CB160831.1, K03193.1, U48722.1, U95089.1, X00588.1,
X00663.1; H54484S1, H54484S3, H54484S2 (ensamblaje MIPS); DT.453606, DT.86855651, DT.95165593, DT.
97822681, DT.95165600, DT.100752430, DT.91654361, DT.92034460, DT.92446349, DT.97784849,
DT.101978019, DT.418647, DT.86842167, DT-91803457, DT.92446350, DT.95153003, DT.95254161, DT97816654,
DT.87014330, DT.87079224 (ensamblaje DOTS).

Tal como se utiliza en este documento, el término ligando de EGFR se refiere a un polipéptido que se une a y/o

activa EGFR. El término incluye formas del precursor unido a membrana del ligando de EGFR, asi como formas
solubles procesadas proteoliticamente del ligando de EGFR.
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Tal como se utiliza en este documento, el término activacién del ligando de EGFR se refiere a la transduccion de
sefiales (por ejemplo, las provocadas por un dominio quinasa intracelular de los residuos de tirosina que fosforilan el
receptor de EGFR en el EGFR o un polipéptido sustrato) mediado por la union del ligando de EGFR.

Tal como se utiliza en este documento, el término enfermedad o trastorno caracterizado por la activaciéon anormal o
produccién de EGFR o un ligando de EGFR o trastorno relacionado con la expresion de EGFR, se refiere a una
condicion, que puede o no involucrar malignancia o cancer, en el que la activaciéon anormal y/o produccién de EGFR
y/o un ligando de EGFR ocurre en células o tejidos de un sujeto que tiene, o esta predispuesto a la enfermedad o
trastorno.

Tal como se utiliza en este documento, los términos sobreexpresar, sobreexpresado, y sobreexpresion, tal como se
utiliza en conexién con las células que expresan EGFR, se refiere a células que tienen niveles mayores mesurables
de EGFR en la superficie del mismo en comparacion con una célula normal del mismo tipo de tejido. Dicha
sobreexpresion puede estar provocada por amplificacion génica o mediante aumento de la transcripcion o
traduccion. La expresion de EGFR (y por lo tanto, la sobreexpresion) puede estar determinada en un ensayo
diagnostico o prondstico mediante la evaluacion de los niveles de EGFR presentes en la superficie de una célula o
en un lisado celular mediante técnicas que son conocidas en la materia: por ejemplo, mediante un ensayo
inmunohistoquimico, ensayo de inmunofluorescencia, ensayo inmunoenzimatico, ELISA, citometria de flujo,
radioinmunoensayo, Western blot, uniéon a ligando, actividad quinasa, etc. (véase en general, CELL BIOLOGY: A
LABORATORY HANDBOOK, Celis, J., ed., Academic Press (2d ed., 1998); CURRENT PROTOCOLS IN PROTEIN
SCIENCE, Coligan, J.E. et al., eds., John Wiley & Sons (1995-2003); véase también, Sumitorno et al., Clin. Cancer
Res. 10: 794-801 (2004) (describe Western blot, citometria de flujo, e inmunohistoquimica)). Alternativamente, o
adicionalmente, uno puede medir los niveles de moléculas de acido nucleico en la célula que codifican EGFR, por
ejemplo, mediante hibridacion fluorescente in situ, Southern blotting, o técnicas de PCR. Los niveles de EGFR en
células normales se comparan con los niveles de células afectadas mediante un trastorno de proliferacion celular
(por ejemplo, cancer) para determinar si EGFR se sobreexpresa.

Tal como se utiliza en este documento, el término molécula de unién a antigeno se refiere en su sentido mas amplio
a una molécula que se une especificamente a un determinante antigénico. Una molécula de unién a antigeno puede
ser, por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento del mismo que se puede unir especificamente a un determinante
antigénico. Mas especificamente, una molécula de unién a antigeno que se une a EGFR es una molécula que se
une especificamente a un receptor transmembrana de 170 kDa, denominado normalmente como receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), pero también conocido como HER-1 o ErbB1. Por "se une especificamente" se
entiende que la unién es selectiva para el antigeno y puede discriminarse de interacciones no deseadas o no
especificas.

Tal como se utiliza en este documento, los términos fusidon y quimérico, cuando se utilizan en referencia a
polipéptidos como las ABM se refieren a polipéptidos que comprenden secuencias de aminoacidos derivadas de dos
0 mas polipéptidos heterdlogos, como porciones de anticuerpos de diferentes especies. Para las ABM quiméricas,
por ejemplo, los componentes que no se unen a antigenos pueden derivar de una amplia variedad de especies, que
incluyen primates como los chimpancés y humanos. La regién constante de la ABM quimérica es mas
preferiblemente casi idéntica a la regién constante de un anticuerpo natural humano, la region variable del
anticuerpo quimérico es mas preferiblemente casi idéntico a la de un anticuerpo recombinante anti-EGFR que posee
una secuencia de aminoacidos de una region variable murina. Los anticuerpos humanizados son una forma
particularmente preferida de anticuerpo de fusién o quimérico.

Tal como se utiliza en este documento, un polipéptido que posee actividad GnTIIl se refiere a polipéptidos que son
capaces de catalizar la adicién de un residuo de N-acetilglucosamina (GIcNAc) en una unién B-1-4 al mandsido 3-
unido de un nucleo trimanosil de oligosacaridos N unidos. Esto incluye polipéptidos de fusién que presentan
actividad enzimatica similar a, pero no necesariamente idéntica a, una actividad de B(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa 1ll, también conocida como [-1,4-manosil-glicoproteina 4-beta- -acetilglucosaminil-
transferasa (EC 2.4.1.144), de acuerdo con el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y
Biologia Molecular (NC-ITUBMB), tal como se mide en un ensayo biolégico particular, con o sin dependencia de
dosis. En el caso en el que exista la dependencia de dosis, necesita ser idéntica a la de GnTlIl, pero en lugar de
sustancialmente similar a la dependencia de dosis en una actividad determinada en comparacion con el GnTIIl (es
decir, el polipéptido candidato presentarda mayor actividad o no mas de alrededor de 25 veces menos y
preferiblemente, no mas de alrededor de diez veces menos actividad, y mas preferiblemente, no mas de alrededor
de tres veces menos actividad en relacion a GnTIIl.)

Tal como se utiliza en este documento, el término variante (o analogo) se refiere a un polipéptido que difiere a un
polipéptido especificamente recitado de la invencién mediante insercién, delecion, y sustituciones de aminoacidos,
creado mediante el uso de por ejemplo, técnicas de DNA recombinante. Variantes de ABM como se ha descrito en
este documento incluye moléculas de unién a antigeno quiméricas, primatizadas o humanizadas en las que uno o
varios de los residuos de aminoacido estdn modificados mediante sustitucion, adicion y/o delecion de forma que no
afecta sustancialmente a la afinidad de union del antigeno (por ejemplo, EGFR). Las guias para determinar qué
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residuos de aminoacido pueden sustituirse, afiadirse o delecionarse sin eliminar las actividades de interés, puede
encontrarse mediante la comparacion de la secuencia del polipéptido particular con la de los péptidos homdlogos y
minimizar el numero de cambios en la secuencia de aminoacido realizados en las regiones de gran homologia
(regiones conservadas) o mediante la sustitucion de aminoacidos con la secuencia consenso.

Alternativamente, las variantes recombinantes que codifican estos mismos o polipéptidos similares pueden
sintetizarse o seleccionarse mediante el uso de la "redundancia" del cédigo genético. Varias sustituciones de
codones, como los cambios silenciosos que producen varios sitios de restriccion, pueden introducirse para optimizar
el clonaje en un plasmido o vector viral o de expresidon en un sistema procariota o eucariota particular. Las
mutaciones en la secuencia de polinucleétido puede reflejarse en el polipéptido o dominios de otros péptidos
afadidos al polipéptido para modificar las propiedades de cualquier parte del polipéptido, para cambiar las
caracteristicas como las afinidades de union a ligando, afinidades intercadena, o tasa de intercambio degradacion.

Las "sustituciones" de aminoacidos pueden ser, por ejemplo, el resultado de sustituir un aminoacido con otro
aminoacido que posee propiedades estructurales y/o quimicas similares, es decir, sustituciones de aminoacido
conservativas. Las sustituciones de aminoacidos "conservativas" pueden realizarse en base de la similitud en la
polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad, y/o la naturaleza antipatica de los residuos involucrados.
Por ejemplo, aminoacidos no polares (hidrofobicos) incluye alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina,
triptéfano, y metionina; los aminoacidos neutrales polares incluye glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina,
asparagina, y glutamina; aminoacidos positivamente cargados (basicos) incluye arginina, lisina, e histidina; y
aminoacidos negativamente cargados (acidos) incluye acido aspartico y acido glutamico. Las "Inserciones" o
"deleciones" estan preferiblemente en el rango de alrededor de 1 a 20 aminoacidos, mas preferiblemente 1 a 10
aminoacidos. La variacion permitida puede determinarse experimentalmente mediante la realizacion sistematica de
inserciones, deleciones, o sustituciones de aminoacidos en una molécula de polipéptido utilizando técnicas de DNA
recombinante y analizando la actividad de las variantes recombinantes resultantes.

Tal como se utiliza en este documento, el término humanizado se utiliza para referirse a una molécula de unién a
antigeno derivada de una molécula de unién a antigeno no humana, por ejemplo, un anticuerpo murino, que retiene
o sustancialmente retiene las propiedades de uniéon a antigeno de la molécula parental pero que es menos
inmunogénico en humanos. Esto puede lograrse mediante varios métodos que incluyen (a) injertar la totalidad de
dominios variables no humanos en las regiones constantes humanas para generar anticuerpos quiméricos, (b)
injertar solo las CDR humanas en el esqueleto humano y las regiones constantes con o sin retencion de residuos
estructurales criticos (por ejemplo, aquellos que son importantes para retener buena afinidad de unién a antigeno o
funciones de anticuerpo), o (c) transplantar la totalidad de dominios variables no humanos, pero "camuflandolos" con
una seccion similar a la humana mediante la sustitucion de residuos en la superficie. Dichos métodos se describen
en Jones et al., Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 81:6851-6855 (1984); Morrison y Oi, Adv. Immunol., 44:65-92
(1988); Verhoeyen et al.; Science, 239:1534-1536 (1988); Padlan, Molec. Immun., 28:489-498 (1991); Padlan,
Molec. Immun., 31(3):169-217 (1994). Existen generalmente 3 regiones determinantes de la complementariedad, o
CDR, (CDR1, CDR2 y CDR3) en cada uno de los dominios variables de la cadena ligera y pesada de un anticuerpo,
que estan flanqueados por cuatro subregiones marco (es decir, FR1, FR2, FR3, y FR4) en cada uno de los dominios
variables de la cadena ligera y pesada de un anticuerpo: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. Una discusion de
los anticuerpos humanizados puede encontrarse, entre otros, en la Patente EE.UU. N° 6.632.927, y en la solicitud
EE.UU. publicada N° 2003/0175269. En otros ejemplos, solo los residuos de los CDR que son necesarios para la
union pueden transferirse (por ejemplo, "injertarse”) en una secuencia humana para crear una secuencia completa
de region variable con especificidad de antigeno.

De forma similar, tal como se utiliza en este documento, el término primatizado se utiliza para referirse a una
molécula de union a antigeno derivada de una molécula de unién a antigeno no primate, por ejemplo, un anticuerpo
murino, que retiene o sustancialmente retiene las propiedades de unién a antigeno de la molécula parental pero que
€s menos inmunogénico en primates.

En el caso que existan dos o mas definiciones de un término que se utiliza y/o acepta en la técnica, la definicion del
término tal como se utiliza en este documento pretende incluir todos estos significados a no ser que se especifique lo
contrario de forma explicita. Un ejemplo especifico es el uso del término "regidon determinante de la
complementariedad" ("CDR") para describir los sitios de antigeno combinados no contiguos encontrados en la region
variable de ambos polipéptidos de cadena ligera y pesada. Esta regién particular ha sido descrita por Kabat et al.,
U.S. Dept. of Health and Human Services, "Sequences of Proteins of Immunological Interest" (1983) y por Chothia et
al., J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987), en la que las definiciones incluyen el solapamiento o subgrupos de residuos de
aminoacidos cuando se comparan entre otros. Sin embargo, la aplicaciéon de cualquier definicion para referirse a una
CDR de un anticuerpo o variantes de las mismas pretende estar dentro del alcance del término como se ha definido
y utilizado en este documento. Los residuos de aminoacido apropiados que abarcan las CDR como se ha definido
por cada una de las referencias citadas anteriormente se describen mas adelante en la Tabla | como comparacion.
Los numeros de residuo exactos que abarcan una CDR particular variara dependiendo de la secuencia y tamafio de
la CDR. Los expertos en la materia pueden determinar de forma rutinaria qué residuos comprende una CDR
particular dada la secuencia de aminoacidos de la regién variable del anticuerpo.
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Kabat Chothia AbM?
Vx CDR1 31-35 26-32 26-35
Vy CDR2 50-65 52-58 50-58
Vy CDR3 95-102 95-102 95-102
V. CDR1 24-34 26-32 24-34
V. CDR2 50-56 50-52 50-56
V. CDR3 89-97 91-96 89-97
1 La numeracion de todas la definiciones de CDR en la Tabla 1 esta de acuerdo con
la numeracioén acordada descrita por Kabat et al. (véase mas adelante).
2 "AbM" se refiere a la CDR como se ha definido por el programa de modelaje de
anticuerpos Oxford Molecular’s "AbM".

Kabat et al. también definieron un sistema de numeracién para secuencias de dominio variable que es aplicable a
cualquier anticuerpo. Un experto en la materia puede asignar sin ambigliedades este sistema de "numeraciéon Kabat"
a cualquier secuencia de dominio variable, sin depender de ningun dato experimental mas alla de la propia
secuencia. Tal como se utiliza en este documento, "la numeracion Kabat" se refiere al sistema se numeracion
descrito por Kabat et al., U.S. Dept. of Health and Human Services, "Sequence of Proteins of Immunological Interest"
(1983). A no ser que se especifique de otra manera, las referencias a la numeracién de posiciones especificas de
residuos de aminoacido en una ABM son de acuerdo con el sistema de numeracién Kabat. Las secuencias del
listado de secuencias (es decir, Id. de Sec. N°:1 a Id. de Sec. N°:147) no estan numeradas de acuerdo con el
sistema de numeracion Kabat. No obstante, tal como se ha dicho anteriormente, un experto en la materia podra
determinar el esquema de numeracion Kabat de cualquier secuencia de la regién variable en el listado de
secuencias en base a la numeracién de las secuencias tal como se presenta aqui.

Mediante un acido nucleico o polinucleétido que posee una secuencia de nucleétido al menos, por ejemplo, un 95%
"idéntico" a una secuencia de nucleotidos de referencia como se ha descrito en este documento, pretende que la
secuencia de nucleétidos del polinucleétido sea idéntica a la secuencia de referencia excepto que la secuencia de
polinucledtidos puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de
nucledtidos de referencia. En otras palabras, para obtener un polinucleétido que posee una secuencia de
nucledtidos de al menos un 95% idéntica a una secuencia de nucleétidos de referencia, hasta un 5% de nucleétidos
en la secuencia de referencia puede delecionarse o sustituirse con otro nucleétido, o un ndmero de nucleétidos
hasta un 5% de los nucleétidos totales en la secuencia de referencia puede insertarse en la secuencia de referencia.

De forma practica, si cualquier molécula o polipéptido de acido nucleico particular es al menos un 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica a una secuencia de nucledtidos o secuencia de polipéptidos de la presente
invencion puede determinarse de forma convencional utilizando programas de computador conocidos. Un método
preferible para determinar el mejor emparejamiento entre una secuencia de busqueda (una secuencia descrita en
este documento) y una secuencia sujeto, también referida como alineamiento global de secuencia, puede
determinarse utilizando el programa de computador FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag et al., Comp. App.
Biosci. 6:237-245 (1990). En un alineamiento de secuencias las secuencias de busqueda y sujeto son ambas
secuencias de DNA. Una secuencia de RNA puede compararse mediante la conversion de U a T. El resultado de
dicho alineamiento global de secuencia es en porcentaje de identidad. Los parametros preferidos utilizados en un
alineamiento FASTDB de secuencias de DNA para calcular el porcentaje de identidad son: Matriz=Unitaria, k-
tupla=4, Penalizaciéon por desemparejamiento=1, Penalizacion por unién=30, longitud del grupo de aleatorizacion =0,
puntuacién de corte =1, Penalizacién por hueco=5, Penalizaciéon por tamafio de hueco 0,05, tamafio de ventana=500
o la longitud de la secuencia de nucleétidos sujeto, lo que sea més corto.

Si la secuencia sujeto es mas corta que la secuencia de busqueda debido a deleciones 5 o 3', no debido a
deleciones internas, una correccion manual debe realizarse para los resultados. Esto es debido a que el programa
FASTDB no tiene en cuenta las truncaciones 5’ y 3’ de la secuencia sujeto cuando se calcula el porcentaje de
identidad. Para las secuencias sujeto truncadas rn los extremos 5’ o 3’, en relacion a la secuencias busqueda, el
porcentaje de identidad se corrige calculando el numero de bases de la secuencia de busqueda que son 5’y 3’ de la
secuencia sujeto, que no estan emparejadas/alineadas, como porcentaje de las bases totales de las secuencias de
busqueda. Se determina si un nucledtido estd emparejado/alineado mediante los resultados de la secuencia de
alineamiento FASTDB. Este porcentaje se sustrae entonces del porcentaje de identidad, calculado mediante el
programa FASTDB anterior utilizando los parametros especificados, para llegar a un porcentaje final de puntuacion
de identidad. Esta puntuacion corregida es lo que se utiliza con el propdsito de la presente invencion. Solo las bases
fuera de las bases 5’ y 3’ de la secuencia sujeto, tal como se muestra para el alineamiento FASTDB, que no esta
emparejado/alineado con las secuencias de busqueda, estan calculadas con el propésito de ajustar manualmente el
porcentaje de puntuacion de identidad.

Por ejemplo, una secuencia sujeto de 90 bases esta alineada a una secuencia de busqueda de 100 bases para
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determinar el porcentaje de identidad. Las deleciones aparecen en el extremo 5 de la secuencia sujeto y por lo
tanto, el alineamiento FASTDB no muestra un emparejamiento/alineamiento de las primeras 10 bases en el extremo
5’. Las 10 bases desemparejadas representan el 10% de la secuencia (numero de bases en los extremos 5’ y 3’ no
emparejadas/ numero total de bases en las secuencias de busqueda) por lo que el 10% se sustrae de la puntuacion
del porcentaje de identidad calculado mediante el programa FASTDB. Si las 90 bases restantes se emparejan
perfectamente, el porcentaje de identidad final sera del 90%. En otro ejemplo, una secuencia sujeto de 90 bases se
compara con una secuencia de busqueda de 100 bases. Esta vez las deleciones son deleciones internas por lo que
no hay bases en el 5’ 0 3’ de la secuencia sujeto que no estén emparejados/alineados con la de busqueda. En este
caso el porcentaje de identidad calculado por FASTDB no esta corregido manualmente. De nuevo, solamente las
bases 5’ y 3’ de la secuencia sujeto que no estan emparejadas/alineadas con la secuencia de busqueda estan
manualmente corregidas. No hace falta realizar mas correcciones manuales con el propésito de la presente
invencion.

Por un polipéptido que posee una secuencia de aminoacidos "idéntica" en al menos, por ejemplo, un 95% a una
secuencia de busqueda de aminoacidos descrita en este documento, pretende que la secuencia de aminoacido del
polipéptido sujeto sea idéntica a la secuencia de busqueda excepto que la secuencia de polipéptido sujeto puede
incluir hasta cinco alteraciones de aminoacido por cada 100 aminoacidos de la secuencia de busqueda de
aminoacidos. En otras palabras, para obtener un polipéptido que posee una secuencia de aminoacidos idéntica en al
menos un 95% con una secuencia de busqueda de aminoacidos, hasta un 5% de los residuos de aminoacido en la
secuencia sujeto puede insertarse, delecionarse, o sustituirse con otro aminoacido. Estas alteraciones de la
secuencia de referencia puede ocurrir en las posiciones amino o carboxi terminal de la secuencia de aminoacido de
referencia o en cualquier lugar entre estas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los residuos en
la secuencia de referencia o en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.

De forma practica, si cualquier polipéptido particular es idéntico en al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% o0 99% a un polipéptido de referencia puede determinarse convencionalmente utilizando programas de
computador conocidos. Un método preferible para determinar el mejor emparejamiento general entre una secuencia
de busqueda (una secuencia descrita en este documento) y una secuencia sujeto, también referida como un
alineamiento de secuencia global, puede determinarse utilizando el programa de computadora FASTDB basado en
el algoritmo de Brutlag et al., Comp. App. Biosci. 6:237-245 (1990). En un alineamiento de secuencia las secuencias
sujeto y de busqueda son ambas secuencias de nucledtidos o ambas secuencias de aminoacidos. El resultado de
dicho alineamiento global de secuencias es en porcentaje de identidad. Los parametros preferibles utilizados en el
alineamiento de aminoacidos FASTDB son: Matriz =PAM 0, , k-tupla = 2, Penalizaciéon por desemparejamiento =1,
Penalizacion por union =20, longitud del grupo de aleatorizacion =0, puntuaciéon de corte =1, tamafio de ventana =
longitud de la secuencia, Penalizacion por hueco =5, Penalizacién por tamafio de hueco =0,05, tamafio de ventana
=500 o la longitud de la secuencia de nucleétidos sujeto, lo que sea mas corto.

Si la secuencia sujeto es mas corta que la secuencia de busqueda debido a deleciones en N- o C-terminal, no
debido a deleciones internas, debe realizarse una correccidn manual a los resultados. Esto es debido a que el
programa FASTDB no cuenta las truncaciones de la secuencia sujeto en N- y C-terminal cuando se calcula el
porcentaje de identidad global. Para las secuencias sujeto truncadas en el extremo N- y C-terminal, en relacién a las
secuencias de busqueda, el porcentaje de identidad se corrige calculando el nimero de residuos de la secuencia de
busqueda que estan en N- y C-terminal de la secuencia sujeto, que no estan emparejada/ alineada con el
correspondiente residuo sujeto, como porcentaje de las bases totales de las secuencias de busqueda. Se determina
si un residuo estd emparejado/alineado mediante el resultado del alineamiento de secuencia FASTDB. Ester
porcentaje se sustrae del porcentaje de identidad, calculado mediante el programa FASTDB anterior utilizando los
parametros especificados, para llegar a la puntuacion de porcentaje de identidad final. Esta puntuacion de
porcentaje de identidad final es lo que se utiliza para los propdsitos de la presente invencion. Solamente los residuos
de los extremos N- y C-terminal de la secuencia sujeto, que no estan emparejados/alineados con las secuencias de
blusqueda, se consideran para el propdsito del ajuste manual de la puntuacion del porcentaje de identidad. Esto es,
solamente las posiciones del residuo de busqueda fuera de los residuos N- y C-terminal mas lejanos de la secuencia
sujeto.

Por ejemplo, una secuencia sujeto de 90 residuos de aminoacidos esta alineada a una secuencia de busqueda de
100 residuos para determinar el porcentaje de identidad. Las deleciones aparecen en el extremo N terminal de la
secuencia sujeto y por lo tanto, el alineamiento FASTDB no muestra un emparejamiento/alineamiento de las
primeros 10 residuos del extremo N terminal. Los 10 residuos desemparejados representan el 10% de la secuencia
(numero de residuos en los extremos N- y C- terminal no emparejadas/ niumero total de residuos en las secuencias
de busqueda) por lo que el 10% se sustrae de la puntuaciéon del porcentaje de identidad calculado mediante el
programa FASTDB. Si los 90 residuos restantes se emparejan perfectamente, el porcentaje de identidad final sera
del 90%. En otro ejemplo, una secuencia sujeto de 90 residuos se compara con una secuencia de busqueda de 100
residuos. Esta vez las deleciones son deleciones internas por lo que no hay residuos en los extremos N- o C-
terminal de la secuencia sujeto que no estan emparejadas/alineadas con la de busqueda. En este caso el porcentaje
de identidad calculado por FASTDB no esta corregido manualmente. De nuevo, solamente las posiciones de residuo
fuera de los extremos N- y C-terminal de la secuencia sujeto, tal como se muestra en el alineamiento FASTDB, que
no estan emparejadas/ alineadas con la secuencia de busqueda estan manualmente corregidas. No hace falta
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realizar mas correcciones manuales con el propdsito de la presente invencion.

Tal como se utiliza en este documento, un acido nucleico "que hibrida bajo condiciones astringentes" con una
secuencia de acido nucleico de la invencion, se refiere a un polinucleétido que hibrida en una incubacién durante la
noche a 42°C en una solucién que comprende formamida al 50%, 5x SSC (NaCl 750 mM, citrato sédico 75 mM),
fosfato sédico 50 mM (pH 7,6), solucién Denhardt’s 5x, sulfato de dextrano al 10%, y 20 mg/ml DNA de esperma de
salmén desnaturalizado, seguido por el lavado de filtros en SSC 0,1x a alrededor de 65°C.

Tal como se utiliza en este documento, el término dominio de localizaciéon Golgi se refiere a la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido residente en Golgi que es responsable de anclar el polipéptido en la localizacion
dentro del complejo de Golgi. En general, los dominios de localizacién comprenden las "colas" amino terminal de una
enzima.

Tal como se utiliza en este documento, el término funcion efectora se refiere a aquellas actividades biolégicas
atribuibles a la region Fc (una secuencia nativa de la region Fc o variante de la secuencia de aminoacidos de la
regiéon Fc) de un anticuerpo. Ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluye, pero no se limitan a, afinidad de
union al receptor Fc, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA), fagocitosis celular dependiente de
anticuerpo (FCDA), secrecion de citoquinas, captacion de antigeno mediada por inmunocomplejos mediante células
presentadoras de antigeno, desregulacion de receptores de superficie celular, etc.

Tal como se utiliza en este documento, los términos modificar, modificado, modificaciéon y glicomodificacién se
consideran que incluyen cualquier manipulacion del patrén de glicosilacién de un polipéptido natural o recombinante
o fragmento del mismo. La glicomodificacion incluye modificacion metabdlica de la maquinaria de glicosilaciéon de
una célula, que incluye manipulaciones genéticas de las rutas de sintesis de oligosacaridos para lograr la
glicosilacion alterada de glicoproteinas expresadas en células. Ademas, la glicomodificacion incluye los efectos de
mutaciones y ambiente celular en la glicosilacién. En una realizacion, la glicomodificaciéon es una alteracion en la
actividad glicosiltransferasa. En una realizacién particular, la modificacion resulta en la alteraciéon de la actividad
glucosaminiltransferasa y/o actividad fucosiltransferasa.

Tal como se utiliza en este documento, el término célula huésped cubre cualquier tipo de sistema celular que puede
modificarse para generar los polipéptidos y moléculas de union a antigenos descritas en este documento. En una
realizacion, la célula huésped esta modificada para permitir la producciéon de una molécula de unién a antigeno con
glicoformas modificadas. En una realizacion preferida, la molécula de unién a antigeno es un anticuerpo, fragmento
de anticuerpo, o proteina de fusién. En ciertas realizaciones, las células huésped han sido posteriormente
manipuladas para expresar niveles aumentados de uno o mas polipéptidos que poseen actividad GnTIIl. Las células
huésped incluyen células cultivadas, por ejemplo, células de mamifero cultivadas, como células CHO, células
HEK293-EBNA, células BHK, células NSO, células SP2/0, células de mieloma YO, células de mieloma de raton
P3X63, células PER, células PER.C6 o células hibridoma, células de levadura, células de insecto, y células
vegetales, para nombrar solo unas cuantas, pero también células comprendidas dentro de un animal transgénico,
planta transgénico o planta cultivada o tejido animal.

Tal como se utiliza en este documento, el término citotoxicidad celular mediada por Fc incluye citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo y citotoxicidad celular mediada por una proteina de fusién Fc soluble que contiene una
region Fc humana. Es un mecanismo inmune que conduce a la lisis de "células marcadas con anticuerpo” mediante
"células inmunoefectoras humanas", en las que:

Las células inmuno efectoras humana, son una poblacién de leucocitos que presentan receptores Fc en su
superficie a través de las que se unen a la region Fc de anticuerpos o de proteinas de fusion Fc y realizar las
funciones efectoras. Dicha poblacion puede incluir, pero no se limita a, células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) y/o células asesinas naturales (NK).

Las células marcadas con anticuerpo son células unidas por los anticuerpos o proteinas de fusién Fc. Los
anticuerpos o proteinas de fusiéon Fc se unen a células diana mediante la parte de proteina N-terminal a la regién Fc.

Tal como se utiliza en este documento, el término citotoxicidad celular mediada por Fc aumentada se define como
un aumento en el niumero de "células marcadas con anticuerpo" que estan lisadas en un tiempo determinado, a una
concentracion de anticuerpo determinada, o de una proteina de fusién Fc, en el medio que rodea las células diana,
mediante el mecanismo de la citotoxicidad celular mediada por Fc, definido anteriormente, y/o una reduccién en la
concentracion de anticuerpo, o de proteina de fusidn Fc, en el medio circundante a las células diana, necesario para
alcanzar la lisis de un numero determinado de "células marcadas con anticuerpo”, en un tiempo determinado,
mediante el mecanismo de la citotoxicidad celular mediada por Fc. El aumento en la citotoxicidad celular mediada
por Fc, esta relacionada con la citotoxicidad celular mediada por el mismo anticuerpo, o proteina de fusién Fc,
producida por el mismo tipo de células huésped, utilizando la misma produccién estandar, métodos de purificacion,
formulacion y almacenaje, que son conocidos por los expertos en la materia, pero que no se han producido por
células huésped modificados para expresar la glicosiltransferasa GnTIIl mediante los métodos descritos en este
documento.
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Por anticuerpo que posee aumentada la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA) se entiende un
anticuerpo, como el término definido en este documento, que posee aumentada la CCDA tal como se ha
determinado por cualquier método adecuado conocido por los expertos en la materia. Un ejemplo de un ensayo
CCDA aceptado in vitro es el que sigue:

1) el ensayo utiliza células diana que son conocidas por expresar el antigeno diana reconocido por la regién de
union a antigeno del anticuerpo;

2) el ensayo utiliza células mononucleares de sangre periférica humanas (CMSP), aisladas de la sangre de un
donante sano escogido aleatoriamente, como células efectoras;

3) el ensayo se lleva a cabo de acuerdo con el siguiente protocolo:

i) las CMSP se aislan utilizando procedimientos de centrifugacion por densidad estandar y estan
suspendidos a 5 x 108 células/ml en medio de cultivo celular RPMI;

ii) las células diana se hacen crecer mediante métodos de cultivo celular estandar, se recogen en la fase de
crecimiento exponencial con una viabilidad superior al 90%, se lavan en medio de cultivo celular RPMI, se
marcan con 100 micro-Curies de SICr, se lavan dos veces con medio de cultivo celular, y se resuspenden
en medio de cultivo celular a una densidad de 10° células/mi;

i) 100 microlitros de la suspension de células diana final anterior se transfieren a cada pocillo de una placa
de 96 pocillos;

iv) el anticuerpo se diluye de forma seriada desde 4000 ng/ml a 0,04 ng/m) en medio de cultivo celular y se
afiaden 50 microlitros de las soluciones de anticuerpo resultantes a las células diana en una placa de 96
pocillos, analizando por triplicado varias concentraciones de anticuerpo cubriendo el rango completo de
concentracion anterior;

V) para los controles de maxima liberacién (MR), 3 pocillos adicionales en la placa que contiene las células
diana marcadas, recibieron 50 microlitros de una soluciéon acuosa al 2% (V/V) de detergente no idnico
(Nonidet, Sigma, St. Louis), en lugar de la solucién de anticuerpo (punto iv anterior);

vi) para los controles de liberacion espontanea (SR), 3 pocillos adicionales en la placa que contiene las
células diana marcadas, recibieron 50 microlitros de medio de cultivo celular RPMI en lugar de la solucion
de anticuerpo (punto iv anterior);

vii) la placa de 96 pocillos se centrifuga entonces a 50 x g durante 1 minuto y se incub6 durante 1 hora a
4°C;

viii) se afiadieron 50 microlitros de la suspension de CMSP (punto i anterior) a cada pocillo para
proporcionar una proporcion de células efectoras:diana de 25:1 y las placas se colocaron en un incubador
bajo una atmdésfera de CO2 al 5% a 37°C durante 4 horas;

ix) el sobrenadante libre de células de cada pocillo se recogid y la radioactividad liberada
experimentalmente (ER) se cuantificé utilizando un contador gamma;

x) el porcentaje de lisis especifica se calculd para cada concentracién de anticuerpo de acuerdo con la
formula (ER-MR) /(MR-SR) x 100, en la que ER es la radioactividad media cuantificada (ver punto ix
anterior) para esa concentracién de anticuerpo, MR es la radioactividad media cuantificada (ver punto ix
anterior) para los controles MR (ver punto v anterior), y SR i3 la radioactividad media cuantificada (ver punto
ix anterior) para el control SR (ver punto vi anterior);

4) "CCDA aumentada" se define como un aumento en el porcentaje maximo de lisis especifica observada
dentro del rango de concentracion de anticuerpo analizado anterior, y/o una reduccién en la concentracion
de anticuerpo necesaria para alcanzar la mitad del porcentaje maximo de lisis especifica observada dentro
del rango de concentracion de anticuerpo analizado anterior. El aumento en la CCDA es relativa a la CCDA,
medida, por ejemplo, con el anterior ensayo, mediado por el mismo anticuerpo, producido por el mismo tipo
de células huésped, utilizando la misma produccidon estandar, purificacion, formulacién y métodos de
almacenamiento, que son conocidos por los expertos en la materia, pero que no se ha producido por
células huésped modificadas para sobreexpresar GnTIII.

En un aspecto, la descripcidn esta relacionada con moléculas de unién a antigeno que poseen la especificidad de
union del anticuerpo monoclonal ICR62 de rata (es decir, se une a sustancialmente el mismo epitopo), y para
descubrir que sus funciones efectoras pueden aumentarse mediante la alteracion de la glicosilacion. En una
realizacién, la molécula de unién a antigeno es un anticuerpo quimérico, En una realizacién preferida, la descripcion
esta dirigida a un anticuerpo quimérico, o un fragmento del mismo, que comprende uno o mas (por ejemplo, uno,
dos, tres, cuatro, cinco o seis) CDR de cualquiera de Id. de Sec. N°:53-108 y/o Id. de Sec. N° 122-127.
Especificamente, en una realizacion preferida, la descripcion esta dirigida a un polinucleétido aislado que comprende
(a) una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en: Id. de Sec. N°:54 Id. de Sec. N°:56, Id. de Sec. N°:58,
Id. de Sec. N°:60, Id. de Sec. N°:62, Id. de Sec. N°:64, Id. de Sec. N°:66, Id. de Sec. N°:68, Id. de Sec. N°:70, Id. de
Sec. N°:72, Id. de Sec. N°:74, Id. de Sec. N°:122, e Id. de Sec. N°:124; (b) una secuencia seleccionada de un grupo
que consiste en: Id. de Sec. N°:76, Id. de Sec. N°:78, Id. de Sec. N°:80, Id. de Sec. N°:82, Id. de Sec. N°:84, Id. de
Sec. N°:86, Id. de Sec. N°:88, Id. de Sec. N°:90, Id. de Sec. N°:92, Id. de Sec. N°:94, Id. de Sec. N°:96, Id. de Sec.
N°:98, Id. de Sec. N°:100, Id. de Sec. N°:102, Id. de Sec. N°:104, Id. de Sec. N°:106, e Id. de Sec. N°:126; y (c) Id. de
Sec. N°:108. En otra realizacion preferida, la descripcion esta dirigida a un polinucledétido aislado que comprende (a)
una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:112 e Id. de Sec. N°:114; (b) una
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secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:116 e Id. de Sec. N°:118; y (c) Id. de Sec.
N°:119. En una realizacion, cualquiera de estos polinucleétidos codifica un polipéptido de fusién. En otros aspectos
la descripcion, puede excluir cualquiera o todas estas secuencias de polinucledtido.

En otra realizacién, la molécula de unién a antigeno comprende el dominio VH del anticuerpo de rata ICR62
codificado por Id. de Sec. N°:1 o Id. de Sec. N°:2, o una variante del mismo; y un polipéptido no murino. En otra
realizacion preferida, la descripcion esta dirigida a una molécula de union a antigeno que comprende el dominio VL
del anticuerpo de rata codificado por Id. de Sec. N°:43 o Id. de Sec. N°:44, o una variante del misma; y un polipéptido
no murino. En otros aspectos la descripciéon puede excluir cualquiera o una de estas secuencias de polinuoledtidos.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a moléculas de unién a antigeno que comprenden uno o mas (por
ejemplo, uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis) CDR truncados o variantes de CDR de ICR62. Dichas CDR truncados o
variantes de CDR contendran, como minimo, los residuos de aminoacido determinantes de la especificidad para
dicho CDR. Por "residuo determinante de la especificidad" se entiende aquellos residuos que estan directamente
implicados en la interaccién con el antigeno. En general, solamente alrededor de un quinto a un tercio de los
residuos en un CDR determinado, participan en la unién a antigeno. Los residuos determinantes de la
complementariedad en un CDR particular pueden identificarse mediante, por ejemplo, computacién de contactos
interatdmicos a partir del modelaje tridimensional y determinacion de la variabilidad de secuencia en una posicién de
residuo determinada de acuerdo con los métodos descritos en Padlan et al., FASEB J. 9(1):133-139 (1995). Por lo
tanto, las moléculas de unién a antigeno (ABM) tal como se refieren en este documento también pretenden abarcar
las ABM que comprende, por ejemplo, CDR truncados o variantes de CDR que comprende uno o mas residuos
determinantes de la especificidad, o que comprenden sustituciones en una o mas posiciones dentro del CDR en
comparacién con un CDR de referencia (por ejemplo, los CDR de rata ICR62).

De acuerdo con esto, la descripcion también esta dirigida a un polinucledétido aislado que comprende al menos una
(por ejemplo, una, dos, tres, cuatro, cinco o seis) regiones determinantes de la complementariedad del anticuerpo de
rata ICR62, o una variante o forma truncada del mismo que contiene al menos los residuos determinantes de la
complementariedad para dicha regiéon determinante de la complementariedad, en el que dicho polinucleétido aislado
codifica un polipéptido de fusion. Preferiblemente, dichos polinucleétidos aislados codifican un polipéptido de fusion
que es una molécula de unién a antigeno. En una realizacion, el polinucledtido comprende tres regiones
determinantes de complementariedad del anticuerpo de rata ICR62, o variantes o formas truncadas de las mismas
que contiene al menos los residuos determinantes de la complementariedad para cada una de dichas tres regiones
determinantes de complementariedad. En una realizacion, el polinucleétido comprende al menos una de las CDR
descritas en las Tablas 2-5, mas adelante. En otra realizacion, el polinucleétido codifica la regién variable completa
de la cadena pesada o ligera de un anticuerpo quimérico (por ejemplo, humanizado). La descripcidon esta dirigida
también a los polipéptidos codificados por dichos polinucleétidos.

En otra realizacion, la descripcién esta dirigida a una molécula de unién a antigeno que comprende al menos una
(por ejemplo, una, dos, tres, cuatro, cinco o seis) regiones determinantes de la complementariedad del anticuerpo de
rata ICR62, o una variante o forma truncada del mismo que contiene al menos los residuos determinantes de la
complementariedad (SDR) para dicha region determinante de la complementariedad, y que comprende una
secuencia derivada de un polipéptido heterélogo. En una realizacion, la molécula de unién a antigeno comprende
tres regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo de rata ICR62, o variantes o formas truncadas del
mismo que contiene al menos los residuos determinantes de la complementariedad para cada una de dichas tres
regiones determinantes de la complementariedad. En una realizacion, la molécula de unién a antigeno comprende al
menos una de las CDR descritas en las Tablas 2-5, mas adelante. En otros aspectos, la presente invencién puede
excluir cualquiera o todas las secuencias CDR descritas en las Tablas 2-5, mas adelante.

En una realizacion, la molécula de unién a antigeno comprende al menos uno de los SDR de los CDR del anticuerpo
ICR62. En una realizacion, uno o mas CDR de la ABM descritas en este documento comprende sustituciones en una
0 mas posiciones de aminoacido, y la ABM retiene actividad de unién en comparacion con la ABM sin sustituir. La
actividad de unién puede medirse como se ha descrito en este documento y mediante los métodos que son rutina y
bien conocidos en la materia. En algunas realizaciones, la concentracion CE50 para la uniéon de la ABM sustituida
estd modulada por menos de un factor de alrededor 10 a alrededor de 0,001 en comparacién con la ABM sin
sustituir. En realizaciones particulares, la concentracion CE50 estd modulada por menos de un factor de 10 a
alrededor de |, alrededor de 10 a alrededor de 5, alrededor de 5 a alrededor de 0,1, alrededor de 5 a alrededor de 2,
y alrededor de 3 a alrededor de 1 en comparacién con la ABM sin sustituir. In realizaciones particulares, la
concentracion CE50 del anticuerpo sustituido estda modulada por menos de un factor de alrededor de 10, alrededor
de 9, alrededor de 8, alrededor de 7, alrededor de 6, alrededor de 5, alrededor de 4, alrededor de 3, alrededor de 2,
alrededor de 1, alrededor de 0,05, alrededor de 0,25, alrededor de 0,1, alrededor de 0,005, alrededor de 0,025, y
alrededor de 0,001 en comparacién con la ABM sin sustituir. En una realizacién particular, la concentracion CE50
esta modulada por menos de un factor de alrededor de 10. En otras realizaciones, el factor CE50 esta modulado por
un factor de alrededor de 10, alrededor de 9, alrededor de 8, alrededor de 7, alrededor de 6, alrededor de 5,
alrededor de 4, alrededor de 3, alrededor de 2, alrededor de 1, alrededor de 0,05., alrededor de 0,25, alrededor de
0,1, alrededor de 0,005, alrededor de 0,025, y alrededor de 0,001. En algunas realizaciones, la modulacién es un
descenso en el CE50. En otras realizaciones, la modulaciéon es un aumento en el CE50.
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El CDR de las ABM descritas en este documento pueden comprender sustituciones en cualquier residuo (de
acuerdo con cualquiera de Chothia o Kabat o cualquier otra definicion de CDR como se ha definido en este
documento o conocido en la materia). En una realizacion, la CDR comprende sustituciones en cualquiera o todas las
posiciones excepto para uno o mas residuos determinantes de la especificidad. En una realizacién particular, la CDR
comprende sustituciones en todas las posiciones excepto para los residuos determinantes de la especificidad. En
una realizacion, la CDR de la cadena pesada de la presente invencién comprende sustituciones en uno o mas de las
posiciones Kabat 27, 28, 29, 30, 31, 23, 33, 34, 35, 52, 52a, 53, 54, 55, 57, 58, 58, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 94, 96, 97,
98, 99, 100, 100a, 101, 102, o cualquier combinacion de las mismas. En otra realizacién, las CDR comprende
sustituciones en una o mas de las posiciones Kabat 27, 28, o 29 de la CDR1 de la cadena pesada Chothia, posicion
31 de la CDR1 de la cadena pesada Kabat, posiciones Kabat 52, 52a, 53, o 57 de la CDR2 de la cadena pesada
Kabat, o la posicion Kabat 102 de la CDR3 de la cadena ligera de Kabat.

En una realizacion la CDR de la cadena ligera comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas de
las posiciones Kabat 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, o
cualquier combinacion de las mismas. En otra realizacion, la CDR comprende sustituciones en una o mas de las
posiciones Kabat 30 0 32 de la CDR1 de la cadena ligera de Kabat, posiciones Kabat 51, 52, 53, o 56 de la CDR2 de
la cadena ligera de Kabat, o posicion Kabat 94 de la CDR3 de la cadena ligera de Kabat. En otro aspecto, la ABM
descrita en este documento comprende al menos un residuo determinante de la especificidad de al menos una
region determinante de la complementariedad del anticuerpo de rata ICR62. En algunas realizaciones, la ABM
comprende residuos determinantes de especificidad de las CRD de cadena pesada. En realizaciones mas
particulares, el residuo determinante de la especificidad de la cadena pesada se selecciona de entre el grupo que
consiste en fenilalanina en la posicion Kabat 29, asparagina en la posicién Kabat 52, tirosina en la posicion Kabat
56, y valina en la posicion Kabat 100b. En una realizacion especifica, los residuos determinantes de especificidad
son tirosina en la posicion Kabat 56 y valina en la posicion Kabat 100b. En otra realizacion especifica, los residuos
determinantes de especificidad son fenilalanina en la posicion Kabat 29, asparagina en la posicion Kabat 52, tirosina
en la posicion Kabat 56 y valina en la posicion Kabat 100b. En otras realizaciones, los residuos determinantes de
especificidad estan en la cadena ligera de la region determinante de la complementariedad. En realizaciones mas
particulares, el residuo determinante de la especificidad de la cadena ligera se selecciona de entre el grupo que
consiste en asparagina en la posicion Kabat 34, y asparagina en la posicion Kabat 50. En una realizacién especifica,
el residuo determinante de la especificidad es asparagina en la posicion Kabat 34. En otra realizacién especifica, el
residuo determinante de la especificidad es asparagina en la posicion Kabat 50. En otra realizacién especifica, los
residuos determinantes de la especificidad son asparagina en la posicion Kabat 34 y asparagina en la posicion
Kabat 50.

En otro aspecto, la molécula de unién a antigeno comprende la regién variable de la cadena ligera o pesada de un
anticuerpo. En una realizacion particularmente util, la molécula de unién a antigeno es un anticuerpo quimérico, por
ejemplo, humanizado. La descripcion también esta dirigida a métodos de realizar dichas moléculas de unién a
antigeno, y el uso de las mismas en el tratamiento de enfermedades, particularmente trastornos de proliferacion
celular en el que se expresa EGFR, particularmente en el que EGFR esta expresado anormalmente (por ejemplo,
sobreexpresado) en comparacion con tejido normal del mismo tipo celular. Dichos trastornos incluyen, pero no se
limitan a cancer de vejiga, cerebro, cabeza y cuello, pancreas, pulmén, mama, ovario, colon, prostata, piel, y rifion.
Los niveles de expresion de EGFR pueden determinarse mediante métodos conocidos en la materia y aquellos
descritos en este documento (por ejemplo, mediante ensayo inmunohistoquimico, ensayo de inmunofluorescencia,
ensayo inmunoenzimatico. ELISA, citometria de flujo, radioinmunoensayo, Western blot, ensayo de unién a ligando,
actividad quinasa, etc.).

La descripcion también esta dirigida a una composicion para utilizar en la localizacion in vivo o in vitro de células que
expresan EGFR. Las células que expresan EGFR pueden localizarse con propdsitos terapéuticos (por ejemplo, para
tratar un trastorno que es tratable mediante la disrupcion de la sefalizacion mediada por EGFR por ejemplo
mediante el bloqueo del ensayo de unién a ligando, o mediante la localizacién de células que expresan EGFR para
la destruccion por el sistema inmunitario). En una realizacién, la descripcion esta dirigida a una composicion que
comprende una ABM descrita en este documento para utilizar en la localizacion de células que expresan EGFR en
un sujeto. Las células que expresan EGFR pueden también localizarse con propdsitos diagndsticos (por ejemplo,
para determinar si expresan EGFR, de forma normal o anormal). Asi, la descripcién también esta dirigida a métodos
para la deteccién de la presencia de EGFR o una célula que expresa EGFR, ya sea in vivo o in vitro. Un método
para detectar la expresion de EGFR de acuerdo con la descripcion comprende poner en contacto una muestra a
analizar opcionalmente con una muestra control, con una ABM de la presente invencion, bajo condiciones que
permiten la formacion de un complejo entre la ABM y EGFR. La formacion del complejo se detecta entonces (por
ejemplo, mediante ELISA u otros métodos conocidos en la materia). Cuando se utiliza una muestra control con la
muestra de prueba, cualquier diferencia estadisticamente significativa en la formacién de complejos ABM-EGFR
cuando se comparan con las muestras de prueba y control es indicativo de la presencia de EGFR en la muestra
prueba.
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TABLA 2
CDR Secuencia de nucledtido Id. de
Sec.
NO
Cadena Kabat GACTACAAGATACAC 54
pesada GACTACGCCATCAGC 56
CDR1 GACTACTATATGCAC 58
GACTACAAGATATCC 122
Chothia GGTTTTACATTCACTCACTAC 60
GGTTACACATTCACTGACTAC 62
GGTTATTCATTCACTGACTAC 64
AbM GGTTTTACATTCACTGACTACAAGATACAC 66
GGTTTTACATTCACTGACTACGCCATCAGC 68
GGTTTTACATTCACTGACTACTATATGCAC 70
GGTTACACATTCACTGACTACTATATGCAC 72
GGTTATTCATTCACTGACTACAAGATACAC 74
GGTTTCACATTCACTGACTACAACATATCC 124
Cadena Kabat TATTTTAATCCTAACAGTGGTTATAGTACCTACAATGAAAAGTTCAAGAGC 76
pesada GGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGC | 78
CDR2 TATTTCAACCCTAACAGCGGTTATAGTACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGC | 80
TGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACCTACGCACAGAAGTTTCAGGGC | 82
TGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACCTACAGCCCAAGCTTCCAAGGC | 84
TGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACCTACAACGAGAAGTTCCAAGGC | 86
TATTTCAACCCTAACAGCGGTTATTCGAACTGCGCACAGAAGTTCCAGGGC | 88
TATTTCAACCCTAACAGCGGTTATGCCACGTACGCACAGAAGTTCCAGGGC | 90
TACTTCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACCTACAGCCCAAGCTTCCAAGGC | 126
Chothia AATCCTAACAGTGGTTATAGTACC 92
AACCCTAACAGCGGTTATTCGAAC 94
AACCCTAACAGCGGTTATGCCACG 96
AbM TATTTTAATCCTAACAGTGGTTATAGTACC 98
GGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACC 100
TGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACC 102
TATTTCAACCCTAACAGCGGTTATTCGAAC 104
TATTTCAACCCTAACAGCGGTTATGCCACG 106
Cadena Kabat CTATCCCCAGGCGGTTACTATGTTATGGATGCC 108
pesada Chothia
CDR3 AbM
TABLA 3
CDR Secuencia de nucledtido Id. de Sec. N°
Cadena Kabat DYKIH 53
pesada DYAIS 55
CDR1 DYYMH 57
DYKIS 123
Chothia GFTFTDY 59
GYTFTDY 61
GYSFTDY 63
AbM GFTFTDYKIH 65
GFTFTDYAIS 67
GFTFTDYYMH 69
GYTFTDYYMH 71
GYSFTDYKIH 73
GFTFTDYKIS 125
Cadena Kabat YFNPNSGYSTYNEKFKS 75
pesada GINPNSGYSTYAOKTQG 77
CDR2 YFNPNSGYSTYAQKFQG 79
WINPNSGYSTYAQKFQG 81
WINPNSGYSTYSPSFQG 83
WINPNSGYSTYNEKFQG 85
YFNPNSGYSNYAQKFQG 87
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YFNPNSGYATYAQKFQG 89
YFNPNSGYSTYSPSFQG 127
Chothia NPNSGYST 91
NPNSGYSN 93
NPNSGYAT 95
AbM YFNPNSGYST 97
GINPNSGYST 99
WINPNSGYST 101
YFNPNSGYSN 103
YFNPNSGYAT 105
Cadena Kabat LSPCGYYVMDA 107
pesada Chothia
CDR3 AbM
TABLA 4
CDR Secuencia de aminoacido Id. de Sec. N°
Cadena ligera Kabat CDR1 KASQNINNYLN 111
RASQGINNYLN 113
Kabat Cadena ligera CDR2 NTNNLQT 115
Cadena ligera Kabat CDR3 LQHNSFPT 117
TABLA 5
CDR Secuencia de nucledtidos Id. de Sec. N°
Cadena ligera Kabat CDR1 AAAGCAAGTCAGAATATTAACAATTACTTAAAC 112
CGGGCAAGTCAGGGCATTAACAATTACTTAAAT 114
Cadena ligera Kabat CDR2 AATACAAACAATTTGCAAACA 116
AATACCAACAACTTGCAGACA 118
Cadena ligera Kabat CDR3 TTGCAGCATAATAGTTTTCCCACG 119

Se sabe que estan involucrados varios mecanismos en la eficacia terapéutica de anticuerpos anti-EGFR, que incluye
bloqueo de ligando (por ejemplo, EGF, TGF-a, etc.) la union a EGFR y la posterior activacion de las rutas de
sefializacion, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA), y la induccién del arresto del crecimiento o
diferenciacion terminal.

El anticuerpo monoclonal de rata ICR62 (IgG2b) se discutid en la Publicacion PCT N° WO 95/20045. Se dirigio
contra el epitopo C de EGFR, y se mostro para inhibir el ensayo de unién a ligando, inhibir el crecimiento in vitro de
carcinomas de células escamosas que expresan EGFR, e inducen la regresion de xenoinjertos de tumores en
ratones atimicos (WO 95/20045; Modjtahedi et a/., Br. J. Cancer 73:228-235 (1996)). Como anticuerpo total de
roedor, la administracion de anticuerpo monoclonal de rata ICR62 con humanos resulta en una respuesta HARA en
algunos pacientes seguido incluso de una sola dosis. (WO 95/20045; Modjtahedi et al., Br. J. Cancer 73:228-235
(1996)).

Se han descrito anticuerpos de ratén/humano quiméricos. Véase, por ejemplo, Morrison, S. L. et al., PNAS 11: 6851-
6854 (Noviembre 1984); Publicacién de Patente Europea N° 173494; Boulianna, G. L, et al., Nature 312:642
(Diciembre 1984); Neubeiger, M. S. et al., Nature 314:268 (Marzo 1985); Publicacion de Patente Europea N° 125023;
Tan et al., J. Immunol. 135:8564 (Noviembre 1985); Sun, L. K et al., Hybridoma 5(1):517 (1986); Sahagan et al., J.
immunol. 137:1066-1074 (1986). Véase en general, Muron, Nature 312:597 (Diciembre 1984); Dickson, Genetic
Engineering News 5(3) (Marzo 1985); Marx, Science 229:455 (August 1985); y Morrison, Science 229:1202-1207
(Septiembre 1985). IMC-C225 (Erbitux®, Imclone) es un anticuerpo quimérico monoclonal dirigido contra EGFR y
que posee una region variable de raton y una regiéon constante humana (Véase Herbst y Shin, Cancer 94: 1593-1611
(2002)). La porcién murina de IMC-C225 deriva de M225, que se ha encontrado que se une a EGFR e inhibe la
fosforilaciéon dependiente de quinasa inducida por EGF, asi como inducir la apoptosis en las lineas de células
tumorales que sobreexpresa EGFR (Herbst y Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)). No obstante, M225 encontr6 una
reaccion HAMA en pacientes tratados con el anticuerpo en ensayos clinicos de fase | (Herbst y Shin, Cancer 94:
1593-1611 (2002)). IMC-225 se ha probado in vivo e in vitro, y se ha utilizado en combinacién con radioterapia y
quimioterapia en un nimero de tipos de tumor, que incluyen aquellos asociados con un prondstico pobre (Herbst y
Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)). No obstante, IMC-225 se ha asociado con toxicidades como reacciones
alérgicas y de piel en pacientes a los que se administra el anticuerpo IMC-225 en ensayos clinicos (Herbst y Shin,
Cancer 94: 1593-1611 (2002)).

En una realizacion particularmente preferida, las ABM quiméricas descritas en este documento es un anticuerpo
humanizado. Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son conocidos en la materia. Por ejemplo, ABM
humanizadas como se ha descrito en este documento pueden prepararse de acuerdo con los métodos de Patente
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Estadounidense N° 5.225.539 de Winter, Patente Estadounidense N° 6.180.370 de Queen et al., Patente
Estadounidense N° 6.632.927 de Adair et al., o Solicitud de Patente Estadounidense N° 2003/0039649 de Foote.
Preferiblemente, un anticuerpo humanizado posee uno o mas residuos de aminoacido introducidos en el mismo a
partir de una fuente no humana. Estos residuos de aminoacido no humanos se refieren a menudo como residuos
"importados”, que se toman normalmente de un dominio variable "importado". La humanizacién puede realizarse
esencialmente siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann
et al., Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988), sustituyendo "secuencias de
region hipervariable por las correspondientes secuencias de un anticuerpo humano. De acuerdo con esto, dichos
anticuerpos "humanizados" son anticuerpos quiméricos (Patente Estadounidense N° 4.816.567) en el que
sustancialmente menos de un dominio variable intacto humano ha sido sustituido por la correspondiente secuencia
de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son anticuerpos normalmente humanos en
los que algunos residuos de regién hipervariable y posiblemente algunos residuos FR estan sustituidos por residuos
de sitios analogos en anticuerpos de roedores. Los anticuerpos anti-EGFR humanizados comprenderan regiones
constantes de inmunoglobulina humana.

La eleccion de dominios variables humanos, ambos ligeros y pesados, a utilizar en la fabricacién de anticuerpos
humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el denominado método "mejor
ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se analiza frente a toda la biblioteca de
secuencias de dominio variable humano conocidas. La secuencia humana que esta mas cercana a la del roedor se
acepta entonces como la regiéon marco humana (FR) para el anticuerpo humanizado. (Sims et al., J. Immunol.,
151:2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol., 196:901 (1987)). Otro método de seleccion de secuencia marco
humana es comparar la secuencia de cada subregién individual del marco completo de roedor (es decir, FR1, FR2,
FR3, y FR4) o alguna combinacién de las subregiones individuales (por ejemplo, FR1 y FR2) frente a la biblioteca de
secuencias variables de region humana conocida que corresponde con la subregion marco (por ejemplo, la
determinada por la numeracion Kabat), y escoger la secuencia humana de cada subregién o combinaciéon que es la
mas cercana a la del roedor (Leung, Publicacion de Solicitud de Patente Estadounidense N° 2003/0040606A1,
publicada el 27, Feb. 2003) Otro método utiliza una regiéon marco particular derivada de la secuencia consenso de
todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas pesadas ligera o pesada. El mismo marco
puede utilizarse para varios anticuerpos humanizados (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992);
Presta et al., J. Immunol., 151:2623 (1993)).

También es importante que los anticuerpos estén humanizados con retencion de alta afinidad para el antigeno y
otras propiedades biolégicas favorables. Para lograr esta meta, de acuerdo con un método preferido, los anticuerpos
humanizados se preparan mediante un proceso de analisis de las secuencias parentales y varios productos
conceptuales humanizados utilizando modelos tridimensionales de las secuencias parentales y humanizadas. Los
modelos tridimensionales de inmunoglobulina pueden generarse utilizando programas de ordenador familiares para
los expertos en la materia (por ejemplo, Insightll, Accelrys, Inc. (anteriormente MSI), o en http://swissmodel.
expasy.org). Estos programas de ordenador pueden ilustrar y mostrar estructuras conformacionales tridimensionales
probables de secuencias de candidatas seleccionadas de inmunoglobulina. La inspeccién de estas estructuras
permite el analisis del rol mas probable de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina
candidata, es decir, el analisis de los residuos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina candidata a unirse
a su antigeno. De esta manera, los residuos FR pueden seleccionarse y combinarse del receptor e importar
secuencias de forma que se consiga la caracteristica del anticuerpo deseado, como el aumento de la afinidad para
el antigeno diana. En general, los residuos de regién hipervariable estan directamente y mas sustancialmente
involucrados en influir la unién de antigeno.

En una realizacién, los anticuerpos descritos en este documento comprenden una region Fc humana. En una

realizacién especifica, la regién constante humana es 1gG1, tal como se explica en Id. de Sec. N° 109 y 110, y a
continuacion:
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Secuencia de nucledtido IgG1 (Id. de Sec. N° 110)

ACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGC
ACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCG
TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCT
CAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCC
AGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAA
GCAGAGCCCAAATCTIGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGA
TCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTG
AGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAG
CCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTG
CACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTIC
CCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACA
GGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAAAGGCTICTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG

GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTIT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCICTC
CCTGTCTCCGGGTAAATGA

Secuencia de aminoacidos IgG1 (Id. de Sec. N° 109)

TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL

YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKKAEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPRPKDTIMISRTPEVTCVYVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST

YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELT
KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTIPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQXKSLSLSPGK

No obstante, también estan abarcadas las variantes e isoformas de la regiéon Fc humana en este documento
mediante la presente invencion. Por ejemplo, las variantes de regiones Fc adecuadas para utilizar en la descripcion
pueden producirse de acuerdo con los métodos descritos en la Patente Estadounidense N° 6.737.056 de Presta
(variantes de region Fc con funcion efectora alterada debido a una o mas modificaciones de aminoacido); o en la
Sol. de Pat. Estadounidense N° 60/439.498; 60/456.041; 60/514.549; o WO 2004/063351 (variantes de regiones Fc
con aumento de la afinidad de union debido a la modificaciéon de aminoacidos); o en la Sol. de Pat. Estadounidense
N° 10/672,280 o WO 2004/099249 (variantes Fc con union alterada a FcyR debido a la modificacion de
aminoacidos).

En otra realizacién, las moléculas de uniéon a antigeno descritas en este documento estan disefiadas para tener
afinidad de unién aumentada de acuerdo con, por ejemplo, los métodos descritos en la Sol. de Pub. de Pat.
Estadounidense N° 2004/0132066 de Balint et al.

En una realizacion, la molécula de unién a antigeno descrita en este documento esta conjugada con una porcion
adicional, como un radiomarcaje o una toxina. Dichas ABM conjugadas pueden producirse por numerosos métodos
que son bien conocidos en la materia.

Una serie de radionuclidos son aplicables a la descripciéon y los expertos en la materia tienen la capacidad de
determinar facilmente qué radionuclido es el mas apropiado bajo una serie de circunstancias. Por ejemplo, yodo131
es un radionuclido bien conocido utilizado para la inmunoterapia dirigida. No obstante, la utilidad clinica del yodo131
puede limitarse por varios factores que incluyen: vida media fisica de ocho dias; deshalogenacién del anticuerpo
yodado en la sangre y en los lugares tumorales; y caracteristicas de emision (por ejemplo, gran componente
gamma) que puede ser subdptimo para la deposicion de dosis en el tumor. Con la llegada de agentes quelantes
superiores, la oportunidad de unir grupos quelantes de metales a proteinas ha aumentado las oportunidades de
utilizar otros radiontclidos como el indio'"" y el itrio®. El itrio® proporciona muchos beneficios para la utilizacion en
aplicaciones radioinmunoterapéuticas: la vida media a las 64 horas del itrio®® es lo suficientemente larga para
permitir la acumulacién de anticuerpo por el tumor y, a diferencia de por ejemplo, el yodom, el itrio®™ es un emisor
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beta puro de alta energia sin radiacién gamma acompafante en se decaimiento, con un rango en el tejido de 100 a
1000 células de diametro. Ademas, la cantidad minima de radiacion penetrante permite la administracion
ambulatoria de anticuerpos marcados con itrio90. De forma adicional, la internalizaciéon de anticuerpo marcado no es
necesaria para la muerte celular, y la emisién local de radiacion ionizante podra ser letal en las células tumorales
adyacentes que carecen del antigeno diana.

Las dosis de tratamiento unico efectivo (es decir, cantidades terapéuticamente efectivas) de anticuerpos anti-EGFR
marcados con itrio90 estan en el rango entre alrededor de 5 y alrededor de 75 mCi, mas preferiblemente entre
alrededor de 10 y alrededor de 40 mCi. Las dosis de tratamiento ablativo unico efectivo que no sea de médula con
anticuerpos anti-EGFR marcados con yodo131 estan en el rango entre alrededor de 5 y alrededor de 70 mCi, mas
preferiblemente entre alrededor de 5 y alrededor de 40 mCi. Las dosis de tratamiento ablativo Unico efectivo (es
decir, que puede requerir transplante autélogo de médula ésea) de anticuerpos anti-EGFR marcados con yodo131
estan en el rango entre alrededor de 30 y alrededor de 600 mCi, mas preferiblemente entre alrededor de 50 y menos
de alrededor de 500 mCi. En conjunto con un anticuerpo anti-EGFR quimérico, debido a la vida media en circulacion
mas larga de anticuerpos murinos vis a vis, una dosis de tratamiento ablativo Unico efectivo que no sea de médula
con anticuerpos anti-EGFR quimérico marcados con yodo131 estan en el rango entre alrededor de 5 y alrededor de
40 mCi, mas preferiblemente inferior a alrededor de 30 mCi. Los criterios de imagen para, por ejemplo, el marcaje
con indio111, es normalmente inferior a alrededor de 5 mCi.

Respecto al radiomarcaje con anticuerpos anti-EGFR, la terapia con ellos puede ocurrir también utilizando un
tratamiento de terapia Unica o utilizando tratamientos multiples. Debido al componente de radiontclido, es preferible
que antes del tratamiento, las células madre periféricas ("PSC") o de médula ésea ("BM") se "recojan" de pacientes
que puedan padecer potencialmente una toxicidad fatal de la médula 6sea debido a la radiacién. Se recoge la BM
y/o PSC utilizando técnicas estandar, y después se purga y se congela para una posible reinfusion. Adicionalmente,
es mas preferible que antes del tratamiento se realice un estudio en el paciente de dosimetria diagndstica utilizando
un anticuerpo de diagndstico marcado (por ejemplo, utilizando indio111), cuyo propdsito es asegurar que el
anticuerpo terapéuticamente marcado (por ejemplo, utilizando itrio90) no se "concentre" innecesariamente en ninguin
organo o tejido normal.

En una realizacion preferida, la descripcion esta dirigida a un polinucleétido aislado que comprende una secuencia
que codifica un polipéptido que posee una secuencia de aminoacidos mostrada en la siguiente TABLA 7. En una
realizacién preferida, la descripcion esta dirigida a un polinucledétido aislado que comprende una secuencia mostrada
en la siguiente TABLA 6. La descripcidon esta dirigida también a un acido nucleico aislado que comprende una
secuencia idéntica en al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% con una secuencia de nucledtidos
mostrada en la siguiente TABLA 6. En otros aspectos, la descripcidon puede excluir cualquiera de las secuencias de
nucleostidos en la TABLA 6. En otra realizacion, la descripcion dirigida con un acido nucleico aislado que comprende
una secuencia que codifica un polipéptido que posee una secuencia de aminoacidos idéntica en al menos un 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% con una secuencia de aminoacidos en la TABLA 7. La descripcion también
abarca un acido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica un polipéptido que posee la secuencia
de aminoacidos de cualquiera de las construcciones en la TABLA 7 con sustituciones de aminoacido conservativas.
La descripcidon también abarca un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos de cualquiera
de las construcciones de la TABLA 7. La descripcion también abarca un polipéptido aislado que comprende una
secuencia de aminoacido idéntica en al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% a una secuencia de
aminoacidos en la TABLA 7. La descripcién también abarca un polipéptido aislado que comprende una secuencia de
aminoacidos de cualquiera de las construcciones de la TABLA 7 con sustituciones de aminoacidos conservativas. En
otros aspectos, la descripciéon puede excluir cualquiera de las secuencias de aminoacido de la TABLA 7.

TABLA 6
CONSTRUCCION SECUENCIA DE NUCLEOTIDO Id. de Sec.
NO
ICR62 VH CAUGLICAALLUIACLULAUI CIUWUULIC TUCAL TG | 2

GAAGCCTGGGGCCTCTGTGAAGTIGTCTIGCAAAG
GTTCTGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATACAC
TGGGTGAAGCAGAGTCATGGAAAGAGCCTTGAGT
GGATTGGGTATTITAATCCTAACAGTGGTTATAGT
ACCTACAATGAAAAGTTCAAGAGCAAGGCCAGAT
TGACTGCAGACAAATCCACCOGATACAGCCTATATG
GAGCTTACCAGTCTGACATCTGAGGACTCTGCAAC
CTATTACTGTACAAGACTATCCCCAGGGGGTTACT
ATGTTATGGATGCCTGGGGTCAAGCGAGCTICAGTC
ACTGICTICCTC
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I-HHA

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GCTICTGGATITACATICACTGACTACGCCATCAG
CTGGGTGCGACAGGOCCCTGGACAAGGGCTTGAG
TGGATGGGAGGGATCAATCCTAACAGTGGITATAG
TACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC
ATTACCGCGQACAAATCCACOCAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

I-HHB

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGUGCTCGAGGTGA
AGAAGCCTGGGTCCTOGGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GGTTCIGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATACA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTOGAG
TGGATGGGATATITCAACCCTAACAGCGGTTATAG
TACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

I-HHC

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GGTTCTGGITITACATICACTGACTACAAGATACA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGATATITCAACCCTAACAGCGGTTATAG
TACCTACAATGAAAAGTTCAAGAGCAGGGTICACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA

CT. ATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

I-HLA

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGA GG'I' GA
AGAAGOCTGGGGCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GOCCTCTGGTITTACATTICACTGACTACTATATGCA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAG
TACCTACGCACAGAAGTTTCAGGGCAGGGTCACCA
TGACCGCCGACACGTCCATCAGCACAGCCTACATG
GAGCTGAGCAGGCTAGAGATCTGACGACACGGCCG
TGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTAC
TATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCGT
GACCGTCTCCTCA

10

I-HLB

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTIGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGAGCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGGTTICTGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATCC
ACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGA.
GTGGATGGGATACTTCAACCCTAACAGCGGTTATA
GTACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCAC
CATGACCGCCGACACGTCCATCAGCACAGCCTACA
TGGAGCTGAGCAGGCTGAGATCTGACGACACGGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTT

ACTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACC
GTGACCGTCTCCTCA

12
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I-HLC

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTIGA
AGAAGCCTGGAGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGOTTCTGGTTITACATTCACTGACTACAAGATCC
ACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGA
GTGGATGGGATACTTCAACCCTAACAGCGGTTACA
GTACTTACAACGAGAAGTTCAAGAGCCGGGTCAC
CATGACCGCCGACACGTCCATCAGCACAGCCTACA
TGGAGCTGAGCAGGCTGAGATCTGACGACACGGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGGGGTIT
ACTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACC
GTGACCGTCTCCTCA

14

I-HHD

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GCCTCTGGTTTCACATTCACTGACTACAAGATACA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGATATTITCAACCCTAACAGCGGTTATAG
TACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

16

I-HHE

CAGGTGCAGCIGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTIGCAAG
GGTTCITGGTTTCACATICACTGACTACAAGATATC
CTGGGTGCGACAGGCTCCTGGACAAGGGCTICGAG
TGGATGGGATATITCAACCCTAACAGCGGTTATAG
TACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGCGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTITA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

18

I-HHF

CAGGTGCAGCIGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GGTTCTGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATACA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGATATITCAACCCTAACAGCGGTTATIC
GAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTCGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

20

I-HHG

CAGGTGCAGCTIGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GGTTCTGGTTTTACATTICACTGACTACAAGATACA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGATATTTCAACCCTAACAGCGGTTATGC
CACGTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGQOACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

22
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I-HLA1

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGAGCCTCGGTGAAGGTCTCCTIGCAA
GGCCTCTGGTTTTACATTCACTGACTACTATATGCA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAG
TACCTACAGCCCAAGCTICCAAGGCCAGGTCACCA
TCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACCTG
CAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCCA
TGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTAC
TATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCGT
GACCGTCTCCTCA

24

I-HLAZ2

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGAGCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTETACATTCACTGACTACTATATGCA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAG
TACCTACAACGAGAAGTTCCAAGGCCAGGTCACC
ATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACCT
GCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCC
ATGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

26

I-HLA3

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGOGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGAGCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGOCTCTGGTTACACATTCACTGACTACTATATGC
ACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGA
GTGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATA
GTACCTACAGCCCAAGCTTCCAAGGCCAGGTCACC
ATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACCT
GCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCC
ATGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

28

I-HLA4

CAGATGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGAGCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTACACATTCACTGACTACTATATGC
ACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGA
GTGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATA
GTACCTACAACGAGAAGTTCCAAGGCCAGGTCAC
CATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACC
TGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGC
CATGTATTACTGTIGCGAGACTATCCCCAGGCGGTT
ACTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACC
GTGACCGTCTCCTCA

30

I-HLAS

CAGATGCAGCTGGTGCAGTCTGGGCCAGAGGTGA
AGAAGCCTGOAACCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTITTACATTCACTGACTACTATATGCA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAG
TACCTACAGCCCAAGCTTCCAAGGCCAGGTCACCA
TCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACCTG
CAGTGOAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCCA
TGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTAC
TATGTITATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCGT
GACCGTCTCCTCA

32

31
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I-HLAG

CAGATGCAGCTGGTGCAGTCTGGGCCAGAGGTGA
AGAAGCCTGGAACCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTTTACATTCACTGACTACTATATGCA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAG
TACCTACAACGAGAAGTTCCAAGGCCAGGTCACC
ATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACCT
GCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCC
ATGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCIGGGGCCAAGGGACCACCG
TAGACCGTCTCCTCA

34

I-HLA7

CAGATGCAGCTGGTGCAGTCTGGGTCAGAGGTGA
AGAAGCCTGGAACCTCOGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATCC
ACTGGGTGCGACAGGCCCGCGCACAACGGCTCGA -
GTGGATCGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTITATA
GTACCTACAACGAGAAGTTCCAAGGCCAGGTCAC
CATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACC
TGCAGTGGAGCAGCCTOAAGGCCTCGGACACCGC
CATGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTT
ACTATOTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACC
GTGACCGTCTCCTCA

36

I-HLAS8

CAGATGCAGCTGGTGCAGTCTGGGCCAGAGGTGA
AGAAGCCTGOAACCTCOGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTITACATTCACTGACTACAAGATCC
ACTGGGTGCGACAGGCCCOCTGGACAAGGGCTCGA
GTGGATGGGATATTTCAACCCTAACAGCGGTTATA
GTACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCAC
CATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGG -
CCOTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGT
TACTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCAC
CGTGACCGTCTCCTCA

38

I-HLA9

GAGGTGCAGCTCGTGCAGTCTGGCGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGCOGAGTCGTTGAAGATCTCCTGCAAG
GGTTCTGGTTATTCATICACTGACTACAAGATCCA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGATATITCAACCCTAACAGCGGTTATAG
TACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GOAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TCGACCGTCTCCTCA

40

I-HLA10

GAGGTGCAGCTCGTGCAGTCTGGCGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGCGAGTCGTTGAAGATCTCCTGCAAG
GOTTCTGGTTATTCATTCACTGACTACAAGATCCA
CTGGGTGCGACAGATGCCTGGAAAGGGCCTCGAG
TGGATGGGCTACTICAATCCTAACAGTGGTITATAG
TACCTACAGCCCAAGCTTCCAAGGCCAGOGTCACCA
TCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACCTG
CAGTGGAGCAGCCTCGAAGGCCTCGGACACCGCCA
TGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTAC
TATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCGT
GACCGTCTCCTCAG

120
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Secuencia sefal VH

ATGGACTGGACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTGGC
AGCAGCCACAGGAGCCCACTCC

42

ICR62 VL

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCITCATTCCTGICT
GCATCTGTGGGAGACAGAGTCACTATCAACTGCAA
AGCAAGTCAGAATATTAACAATTACTTAAACTGGT
ATCAGCAAAAGCTTGGAGAAGCTCCCAAACGCCT
GATATATAATACAAACAATITGCAAACAGGCATCC
CATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGTACAGAT
TACACACTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGA
TITIGCCACATATTTCTGCTTGCAGCATAATAGTTT
TCCCACGTTTGGAGCTGGGACCAAGCTGGAACTGA
AACGTACG

44

I-KC

GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTC
TGCATCTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCC
GGGCAAGTCAGGGCATTAACAATTACTTAAATTGG
TACCAGCAGAAGCCAGGGAAAGCCCCTAAGCGCC
TGATCTATAATACCAACAACTTGCAGACAGGCGTC
CCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCCGGGACAG
AATTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAA
GATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGCATAATAG
TITTCCCACGTTTGGCCAGGGCACCAAGCTCGAGA
TCAAGCGTACG

46

Secuencia sefal VL

ATGGACATGAGGATCCCCGCTCAGCTCCTGGGCCT
CCTOGCTGCTCTGGTTCCCAGGTGCCAGGTGT

48

I-KA

GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTC
TGCATCTGTCGGAGACCOGGGTCACCATCACCTGCC
GOGCAAGTCAGGGCATTAACAATTACTTAAATIGG
TACCAGCAGAAGCCAGGGAAAGCCCCTAAGCGCC
TGATCTATAATACCAACAACTTGCAGACAGGCGTC
CCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCCGGGACAG
AATACACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAA
GATTITGCCACCTATTACTGCTTGCAGCATAATAG
TITICCCACGTITGGCCAGGGCACCAAGCTCGAGA
TCAAGCGTACGGTG

50

I-KB

GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTIC
TGCATCTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCA
AAGCAAGTCAGAATATTAACAATTACTTAAACTGG
TACCAGCAGAAGCCAGGGAAAGCCCCTAAGCGCC
TGATCTATAATACCAACAACTTGCAGACAGGCGTC
CCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGCATCCGGGACAG
AATACACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAA
GATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGCATAATAG
TTTTCCCACGTTTIGGCCAGGGCACCAAGCTCGAGA
TCAAGCGTACGGTG

52

TABLA 7

CONSTRUCCION

SECUENCIA DE AMINOACIDO

Id. de Sec.

ICR62 VH

QVNLLOSGAALVEPGASVELSCRKGSCGFITTDYRIHWVEK
QSHGESLEWIGYFNPNSGYSTYNEKFESKATLTADXSTD
TAYMELTSLTSEDSATYYCTRLSPGGYYVMDAWGQGA
SVTVSS
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I-HHA

QVQLVQSGAEVEKPGSSVKVSCKASGFTFTDYAISWVR
QAPGQGLEWMGGINPNSGYSTYAQKFQGRVTITADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGQG
TTVTVSS

I-HHB

OVOQLVQSGAEVKXPGSSVKVSCKGSGFTFIDYKIHWVR
QAPGQGLEWMGYFNPNSGYSTYAQEKFQGRVTITADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGQG

I-HHC

I-HLA

ROAPGOGLEWMGWINPNSGYSTY AQKFQGRVTMTADT
SISTAYMELSRIRSDDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGO
GTTVTVSS

1-HLB

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKGSGFTFTDYKIHWVR

QAPGQGLEWMGYFNPNSGYSTYAQKFQGRVIMTADTSI
STAYMELSRLRSDDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGQG
TTVTVSS

11

I-HLC

QVQLVOSGAEVKEPGASVEKVECEGSGFTFTDYKIHWVR
QAPGQGLEWMGYFNPNSGYSTYNEKFKSRVTMTADTSI
STAYMELSRLRSDDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGQG
TTVTVSS

13

I-HHD VOQLV VKKPGSSVKVSCKAS YKHWY 15
TIVIVSS
I-HHD-1 128

I-HHD-2

VOLVOSG V. s 129
QAPGOGLEWMGYFNPNSGYSTYAQKFOGRVITTADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGQG
TTVTVSS

I-HHD-3 QVOLVOSGAEVKKPGSSVEVSCKASGFTITD YKIHWVR 130
GOG G SG KEFOG
g LSSLRS AWG
TIVTVSS
I-HHD-4 131

QVQLVEJSGAE\ECKPG&WVEQEEQE IFIEYKIHWVR

I-HHD-5

VOLY Vs

G GYFTPNSGYS

YME TA G IDAW
TTVIVSS

132

I-HHD-6

OV(}LVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFI’FTDYKH{M
A GRVTITADKST

133

I-HHD-7

134

34
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I-HHD-8

135

I-HHD-9 A \ AEV g Vv 136
GL
ST DTAVYYC P
TIVIVSS
I-HHD-10 VOLVQSGAE SSVEVS 137
APG STYA GR
SEDT. CARLSPGGYYGMD
TTVTIVSS
[-HHD-11 Y W S Y v 138
GOGLEWMGY NSGYSTYAQKF
. s PG VWGOG
TIVTVSS
I-HHE v GSSVKYV 17

I-HHF

S5
Al GAEVY SYEVSCK ; JHWWVER
Y ST

OAPGOGLEWMGYFNPNEGYSNY AQOKFOGRYTITADRST
STAYMELSSI RSEDTAVY YCARLSPGGYYVMDAWGOG

19

I-HHG

21

I-HLA1

/OLV GASVKV
ROAPG SGYSTYSPSFOGOVTISADKS

STAYLOWSSILKASDT, CARL
GITVTVSS

23

I-HLA2

QVQLVQSGAEVEKKPGASVEKVSCKASGFIFTDYYMHWY
ROAPGOGLEWMGWINPNSGYSTYNEKFQGQVTISADKS
ISTAYLQWSSLEKASDTAMYYCARLSPGGYYVMDAWGQ
GTTVTVSS

25

I-HLA3

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFIDYYMHWYV
RQAPGQGLEWMGWINPNSGYSTYSPSFQGQVTISADKSI

STAYLQWSSLKASDTAMYYCARLSPGGYYVMDAWGQ
GTTVTVSS :

27

I-HLA4

QVQLVQSGAEVKKPOASVKVSCKASGYTFTDYYMHWVY
RQAPGQGLEWMGWINPNSGYSTYNEKFQGQVTISADKS
ISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARLSPGGYYVMDAWGQ
GTTVTVSS

29

I-HLAS

31

I-HLAG

I-HLA7

33

QMQLVQSGPEVKKPGTSVKVSCKASGFTFTDYKIHWVR
QARGQRLEWIGWINPNSGYSTYNEKFQGQVTISADKSIS
TAYLQWSSLKASDTAMYYCARLSPGGYYVMDAWGQG
TTVTVSS

35

35
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I-HLA8

QMQLVQSGPEVKRPGTSVKVSCKASGFTFIDYRIHWVR
QAPGQGLEWMGYFNPNSGYSTYAQKFQGRVTITADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGQG
TTVTVSS

37

I-HLA9

EVOLVOSGAEVEKPGESLKISCKGSGYSFTDYKTHWVRO
GLEWMG 5G TS

39

TA LESLESEDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGOG
TVIVSS

I-HLA10 EVOLVOS IS 121
2 KGLEWM o SPSFQG SADEKSIST
A WSSLEASDTAM SPGG AWGOGT
TVTVSS

Secuencia sefial | MDWTWRILFLVAAATGAHS 41

VH

ICRe2 VL DI SP ASVGD KAS Kk |®
LGEAPEKRL S =G TISSLOP

EDFATYFCLOHNSFPTFGAGTKLELKRT

I-KC

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGINNYLNWYQQK
PGKAPKRLIYNTNNLQTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDFATYYCLQHNSFPTFGQGTKLEIKRT

45

I-KCA1

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLNWYQQK
' PGKAPKRLIYNTNNLQTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDFATYYCLQHNSFPTFGOGTKLEIKRT

139

I-KC2

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGINNWLNWYQQK
PGKAPKRLIYNTNNLQTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDFATYYCLOQHNSFPTFGQGTRELEIKRT

140

I-KC3

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGINNYLGWYQQK
PGKAPKRLIYNTNNLQTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDFATYYCLQHENSFPTFGQGTKLEIKRT

141

I-KC4

DIQMTQSPSSLSASVGDRV TTTCRASQGINNYLNWYQQK
PGKAPKRLIYTTNNLQTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDFATYYCLOHNSFPTFGQGTKLEIKRT

142

I-KC5

DIQMTQSPSSLSASVGDRYTITCRASQGINNYLNWYQQK
PGKAPKRLIYNANNLQTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDFATYYCLQHNSFPTFGQGTKLEIKRT

143

I-KC6

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGINNYLNWYQQK
PGKAPKRLIYNTSNLQTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDFATYYCLQHNSFPTFGQGTKLEIKRT

144

I-KC7

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGINNYLNWYQQK
PGKAPKRLIYNTNSLQTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDFATYYCLQHNSFPTFGQGTKLEIKRT

145

I-KC8

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGINNYLNWYQQK
PGKAPKRLIYNTNNLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDFATYYCLQHNSFPTFGQGTKLEIKRT

146

I-KC9

DIQMTQSPSSLSASYGDRVTITCRASQGINNYLNWYQQK
PGKAPKRLIYNTNNLQTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOP
EDFATYYCLOHNSYPTFGOGTKLEIKRT

147

Secuencia sefial
VL

MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARC

47

I-KA

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGINNYLNWYQQEK
PGKAPKRLIYNTNNLQTGYPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQ
PEDFATYYCLQHNSFPTFGQGTKLEIKRTV

49
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KB DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNINNYLNWYQQK | 51
PGKAPKRLIYNTNNLOQTGYPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQ
PEDFATYYCLQHNSFPTFGQGTKLEIKRTV

La descripcion también contempla una molécula de unién a antigeno que comprende una region variable quimérica
de cadena pesada (por ejemplo, humanizada) que comprende una CDR especifica de EGFR emparejada con una
regiéon variable de cadena ligera, en el que la region variable de cadena ligera posee menos de diez residuos de
aminoacido no humanos. En otras realizaciones, la regién variable de cadena ligera posee menos de nueve, ocho,
siete, seis, cinco, cuatro, tres, dos, o un residuo de aminoacido humano. En realizaciones preferidas, la regién
variable de cadena ligera posee menos de dos o menos de una (es decir, sin) residuos de aminoacido no humanos.
En una realizacion, la regidn variable de cadena ligera comprende una 0 mas secuencias génicas de region variable
de linea germinal humana. Las secuencias génicas de region variable de linea germinal humana que codifican las
regiones variables de la cadena ligera son conocidas en la materia, y pueden encontrarse, por ejemplo, en la base
de datos IMGT, disponible en http://imgt,eines.frlhome.html. En una realizacion preferida, la secuencia de linea
germinal humana deriva de la secuencia de linea germinal VK1_6. En otras realizaciones, los residuos de
aminodacido dentro de la secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera de linea germinal humana
pueden sustituirse con uno o mas residuos de otra secuencia de region variable de cadena ligera de linea germinal
humana.

En una realizacion, la descripcion esta dirigida a una molécula de union a antigeno que comprende una secuencia
seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°.:1; Id. de Sec. N°:3; Id. de Sec. N°:5; Id. de Sec. N°: 7;
Id. de Sec. N°:9; Id. de Sec. N°11; Id. de Sec. N°:13; Id. de Sec. N°:15; Id. de Sec. N°:17; Id. de Sec. N°:19; Id. de
Sec. N°:21; Id. de Sec. N°:23; Id. de Sec. N°:25; Id. de Sec. N°:27; Id. de Sec. N°:29; Id. de Sec. N°:31; Id. de Sec.
N°:33; Id. de Sec. N°35; Id. de Sec. N°:37; Id. de Sec. N°:39; e Id. de Sec. N° 121, y una cadena ligera que
comprende un polipéptido codificado por uno o mas secuencias génicas de region variable de linea germinal
humana. En una realizacién preferida, la secuencia de linea germinal humana deriva de la secuencia de linea
germinal VK1_6.

En otra realizacion, la descripcion esta dirigida a una molécula de unién a antigeno que comprende una secuencia
seleccionada entre el grupo que consiste en: Id. de Sec. N°.54, Id. de Sec. N°:56, Id. de Sec. N°:58, Id. de Sec.
N°:60, Id. de Sec. N°:62, Id. de Sec. N°:64, Id. de Sec. N°:66, Id. de Sec. N°:68, Id. de Sec. N°:70, Id. de Sec. N°:72,
Id. de Sec. N°:74, Id. de Sec. N°:122, e Id. de Sec. N°:124; (b) una secuencia seleccionada de un grupo que consiste
en: Id. de Sec. N°:76, Id. de Sec. N°:78, Id. de Sec. N°:80, Id. de Sec. N°:82, Id. de Sec. N°:84, Id. de Sec. N°:86, Id.
de Sec. N°:88, Id. de Sec. N°:90, Id. de Sec. N°:92, Id. de Sec. N°:94, Id. de Sec. N°: 96, Id. de Sec. N°:98, Id. de
Sec. N°:100, Id. de Sec. N°:102, Id. de Sec. N°:104, Id. de Sec. N°:106, e Id. de Sec. N°:126; (c) Id. de Sec. N°:108; y
(d) un polipéptido que comprende una region variable de cadena ligera humana codificada por una o mas
secuencias génicas de linea germinal humana. En una realizacién particular, la secuencia de linea germinal humana
deriva de la VK1_6 secuencia de linea germinal. En otra realizacidn, la secuencia génica de linea germinal humana
comprende la secuencia génica de linea germinal VK1_6 con una sustitucion de uno o mas codones de aminoacido
con una secuencia de una secuencia génica de region variable de cadena ligera de linea germinal humana diferente.

En otras realizaciones, la molécula de unién a antigeno de la descripcion comprende una regién variable de cadena
pesada especifica de EGFR descrita en este documento, y una variante de Id. De Sec. N°: 45. En una realizacion, la
variante de Id. de Sec. N°:45 comprende una sustitucion de aminoacidos en una o mas posiciones en las regiones
determinantes de complementariedad (CDR). En realizaciones especificas, la sustitucion es de un residuo de
aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo que consiste en: posiciéon de aminoacido 30 de Id. de Sec.
N°:45; posicién de aminoacido 32 de Id. de Sec. N°:45; posicidon de aminoacido 34 de Id. de Sec. N°:45; posicion de
aminoacido 50 de Id. de Sec. N°:45; posicidon de aminoacido 51 de Id. de Sec. N°:45; posicién de aminoacido 52 de
Id. de Sec. N°:45; posicion de aminoacido 53 de Id. de Sec. N°:45; posicion de aminoacido 56 de Id. de Sec. N°:45;
posicion de aminoacido 94 de Id. de Sec. N°45; y cualquier combinacion de sustituciones de las mismas. En
realizaciones mas especificas, la sustitucion en Id. de Sec. N°:45 se selecciona del grupo que consiste en:
sustitucion de una arginina (R) por asparagina (N) en la posicion 30 de Id. de Sec. N°:45; sustitucidon de un triptéfano
(W) por la tirosina (Y) en la posicion 32 de Id. de Sec. N°:45; sustitucion de una glicina (G) por la asparagina (N) en
la posicion 34 de Id. de Sec. N°:45; sustitucion de una treonina (T) por la asparagina (N) en la posicion 50 de Id. de
Sec. N°:45; sustitucion de una alanina (A) por la treonina (T) en la posicidén 51 de Id. de Sec. N°:45; sustitucion de
una serina (S) por la asparagina (N) en la posicién 52 de Id. de Sec. N°:45; sustitucion de una serina (S) por la
asparagina (N) en la posicion 53 de Id. de Sec. N°:45; sustitucién de una serina (S) por la treonina (T) en la posicion
56 de Id. de Sec. N°:45; sustitucion de una tirosina (Y) por la fenilalanina (F) en la posicién 94 de Id. de Sec. N°:45; y
cualquier combinacién de las mismas. En una realizacion particular, todas estos sustituciones de residuos de
aminoacido en Id. de Sec. N°:45 se incorporan en una variante de cadena ligera Unica. En realizaciones preferidas,
las moléculas de unién a antigeno que comprenden las variantes de cadena ligera con sustituciones de aminoacidos
para la CDR ICRG62 retienen la union especifica a EGFR (en comparacion con una molécula de unién a antigeno que
comprende una regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de Id. de Sec. N°:45) cuando la
variante de cadena ligera esta emparejada con un polipéptido que comprende una regién variable de la cadena
pesada de la presente invencion. La descripcion también esta dirigida a polinucleétidos que codifican cualquiera de
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los anteriores polipéptidos y/o moléculas de union a antigeno, y células huésped y/o vectores que comprenden los
polinucledtidos y/o polipéptidos. La descripcion esta dirigida también a las moléculas de unidén a antigeno descritas
anteriormente, con un transportador farmacéuticamente aceptable.

La descripcion también contempla una molécula de unién a antigeno que comprende una regién variable de cadena
pesada humana que comprende CDR especifica de EGFR, en el que la regién variable de cadena pesada posee
menos de diez residuos de aminoacido no humanos, y en el que la molécula de unién a antigeno especificamente se
une a EGFR. En otras realizaciones, la region variable de cadena pesada posee menos de nueve, ocho, siete, seis,
cinco, cuatro, tres, dos, o un residuo de aminoacido no humano. En realizaciones preferidas, la regién variable de
cadena ligera posee menos de cinco residuos de aminoacido no humanos. En una realizacién, la regién variable de
cadena pesada comprende una 0 mas secuencias génicas de region variable de linea germinal humana. Las
secuencias génicas de region variable de linea germinal humana que codifican regiones variables de cadena pesada
son conocidas en la materia, y pueden encontrarse en, por ejemplo, la base de datos IMGT, disponible en
http://imgt.eines.fr/home.html. En una realizacion, la secuencia de linea germinal humana deriva de la secuencia de
linea germinal VH1_10. En otras realizaciones, los residuos de aminoacido dentro de la secuencia de aminoacidos
de la region variable de la cadena pesada de linea germinal humana pueden sustituirse con uno o mas residuos de
otra secuencia de la region variable de la cadena pesada de la linea germinal humana. En realizaciones preferidas,
las moléculas de unidon a antigeno que comprenden las variantes de cadena pesada con sustituciones de
aminoacidos en la CDR ICR62 de la cadena pesada retienen la unién especifica a EGFR cuando la variante de
cadena pesada esta emparejada con un polipéptido que comprende una regioén variable de cadena ligera que se une
a EGFR (por ejemplo una regién variable de cadena ligera de la presente invencion). La descripcion también esta
dirigida a polinucledtidos que codifican cualquiera de los anteriores polipéptidos y/o moléculas de unién a antigeno, y
células huésped y/o vectores que comprenden los polinucledtidos y/o polipéptidos. La descripcion esta dirigida
también a las moléculas de unién a antigeno descritas anteriormente, con un transportador farmacéuticamente
aceptable.

En ofra realizacion, la descripcidn esta dirigida a un vector de expresion y/o una célula huésped que comprende uno
0 mas polinuclestidos aislados descritos en este documento.

En general, cualquier tipo de linea celular cultivada puede utilizarse para expresar la ABM de la presente invencion.
En una realizacion preferida, se utilizan células HEK293-EBNA, células CHO, células BHK, células NSO, células
SP2/0, células de mieloma YO, células de mieloma de ratéon P3X63, células PER, células PER.C6 o células de
hibridoma, otras células de mamifero, células de levadura, células de insecto o células vegetales como molde de la
linea celular para generar las células huésped modificadas como se ha descrito en este documento.

La eficacia terapéutica de las ABM descritas en este documento puede aumentarse produciéndolas en una célula
huésped que exprese ademas un polinucleétido que codifica un polipéptido con actividad GnTIIl. En una realizacion
preferida, el polipéptido que posee actividad GnTIIl es un polipéptido de fusién que comprende el dominio de
localizacion Golgi de un polipéptido residente en Golgi. En otra realizacion preferida, la expresion de las ABM de la
presente invencion en una célula huésped que expresa un polinucleétido que codifica un polipéptido que posee
actividad GnTIIl resulta en ABM con aumento de la afinidad de unién al receptor Fc y aumento de la funcion
efectora. De acuerdo con esto, en una realizacion, la descripcion esta dirigida a una célula huésped que comprende
(a) un acido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica un polipéptido con actividad GnTIIl; y (b) un
polinucledtido aislado que codifica una ABM de la presente invencién, como un anticuerpo quimérico, primatizado o
humanizado que se une a EGFR humano. En una realizacién preferida, el polipéptido que posee actividad GnTIIl es
un polipéptido de fusién que comprende el dominio catalitico de GnTIIl y el dominio de localizacién Golgi es el
dominio de localizacién de manosidasa Il. Los métodos para generar dichos polipéptidos de fusion y utilizarlos para
producir anticuerpos con funciones efectoras aumentadas estan descritos en Sol. de Pat. Provisional
Estadounidense N° 60/495.142 y Sol. de Pat. Provisional Estadounidense N° 2004/0241817 A1. En otra realizacion
preferida, la ABM quimérica es un anticuerpo quimérico o un fragmento de la misma, que posee la especificidad de
union del anticuerpo de rata ICR62. En una realizacion particularmente preferida, el anticuerpo quimérico comprende
un Fc humano, en otra realizacién preferida, el anticuerpo esta primatizado o humanizado.

En una realizaciéon, uno o varios polinucleétidos que codifican una ABM descrita en este documento puede
expresarse bajo el control de un promotor constitutivo o, alternativamente, un sistema de expresion regulado. Los
sistemas de expresion regulados adecuados incluyen, pero no se limitan a, un sistema de expresién regulado de
tetraciclina, un sistema de expresion inducible de ecdisona, un sistema de expresién de cambio de lac, un sistema
de expresioén inducible por glucocorticoides, un sistema de promotor inducible por temperatura, y un sistema de
expresion inducible por metalotioneina metalica. Si varios acidos nucleicos diferentes que codifican una ABM como
se ha descrito en este documento estan comprendidos dentro del sistema de célula huésped, alguno de ellos puede
expresarse bajo el control de un promotor constitutivo, mientras que otros se expresan bajo el control de un promotor
regulado. El maximo nivel de expresion se considera el nivel mas alto posible de expresion estable de polipéptido
que no posee un efecto adverso significativo sobre la tasa de crecimiento, y se determinara utilizando experimentos
rutinarios. Los niveles de expresién se determinan mediante métodos generalmente conocidos en la materia, que
incluyen analisis Western blot utilizando un anticuerpo especifico para la ABM o un anticuerpo especifico para una
cola peptidica fusionada con la ABM; y analisis Northern blot. En una alternativa, el polinucledtido puede estar
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operativamente unido a un gen marcador; los niveles de expresion de una ABM quimérica (por ejemplo,
humanizada) que posee sustancialmente la misma especificidad de unién del anticuerpo de rata ICR62 se determina
midiendo una sefial correlacionada con el nivel de expresion del gen marcador. EI gen marcador puede transcribirse
junto con los acidos nucleicos que codifican dicho polipéptido de fusidén como una molécula de mRNA Unica; sus
correspondientes secuencias codificantes pueden estar unidas mediante un lugar de entrada a ribosoma interno
(IRES) o mediante un potenciador de la traduccion independiente del extremo (CITE). EI gen marcador puede
traducirse junto con al menos un acido nucleico que codifica una ABM quimérica (por ejemplo, humanizada) que
posee sustancialmente la misma especificidad de unién del anticuerpo de rata ICR62 de forma que se forma una
Unica cadena de polipéptido. Los acidos nucleicos que codifican las ABM de la presente invencion pueden estar
operativamente unidas al gen marcador bajo el control de un promotor Unico, de forma que el acido nucleico que
codifica el polipéptido de fusion y el gen marcador se transcriben en una molécula de RNA que esta alternativamente
cortada en dos moléculas mensajeras de RNA separadas (mRNA); uno de los mRNA resultantes se traduce en
dicha proteina marcadora, y la otra se traduce en dicho polipéptido de fusion.

Los métodos que son bien conocidos por los expertos en la materia pueden utilizarse para construir vectores de
expresion que contienen la secuencia codificante de una ABM que posee sustancialmente la misma especificidad de
union del anticuerpo de rata ICR62 junto con sefiales de control transcripcional/traduccional apropiadas. Estos
métodos incluyen técnicas de DNA recombinante in vitro, técnicas de sintesis y técnicas de recombinacién/genéticas
in vivo. Véase, por ejemplo, las técnicas descritas en Maniatis et al., Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1989) y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing
Associates and Wiley Interscience, N.Y (1989).

Una serie de sistemas de expresion huésped-vector puede utilizarse para expresar la secuencia codificante de las
ABM de la presente invencién. Preferiblemente, se utilizan células de mamifero como sistemas de células huésped
transfectadas con vectores de expresion recombinantes de DNA plasmidico o DNA cosmidico que contienen la
secuencia codificante de la proteina de interés y la secuencia codificante del polipéptido de fusion. Mas
preferiblemente, las células HEK293-EBNA, células CHO, células BHK, células NSO, células SP2/0, células de
mieloma YO, células de mieloma de ratéon P3X63, células PER, células PER.C6 o células de hibridoma, otras células
de mamifero, células de levadura, células de insecto, o células vegetales se utilizan como sistema de células
huésped. Algunos ejemplos de sistemas de expresion y métodos de seleccion se describen en las siguientes
referencias, y las referencias contenidas en ellas: Borth et al., Biotechnol. Bioen. 71(4):266-73 (2000-2001), en
Werner et al., Arzneimittelforschung/Drug Res. 48(8):870-80 (1998), en Andersen y Krummen, Curr. Op. Biotechnol.
13:117-123 (2002), en Chadd y Chamow, Curr. Op. Biotechnol. 12:188-194 (2001), y en Giddings, Curr. Op.
Biotechnol. 12: 450-454 (2001). En realizaciones alternativas, pueden utilizarse otros sistemas de células huésped
eucariotas, que incluyen células de levadura transformadas con vectores de expresion de levadura recombinantes
que contienen la secuencia codificante de una ABM descrita en este documento, como los sistemas de expresion
descritos en la Sol. de Pat. Estadounidense N° 60/344,169 y WO 03/056914 (métodos para producir glicoproteina
similar a la humana en una célula huésped eucariota no humana), sistemas de células de insectos con vectores de
expresion recombinantes de virus (por ejemplo, baculovirus) que contiene la secuencia codificante de una ABM
quimérica que posee sustancialmente la misma especificidad de unién del anticuerpo de rata ICR62; sistemas
celulares de plantas infectadas con vectores de expresion recombinantes de virus (por ejemplo, virus del mosaico de
la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformada con vectores de expresion recombinantes de
plasmido (por ejemplo, plasmido Ti) que contiene la secuencia codificante de la ABM de la invencion, que incluye,
pero no se limita a, los sistemas de expresion descritos en la Patente Estadounidense N°6.815.184 (métodos para la
expresion y secrecion de polipéptidos biolégicamente activos a partir de lentejas de agua genéticamente
modificadas); WO 2004/057002 (produccién de proteinas glicosiladas en células vegetales bridfitas mediante la
introduccién de un gen de la glicosil transferasa) y WO 2004/024927 (métodos para generar proteina no vegetal
heterdloga extracelular en protoplasto de musgo); y Sol. de Pat. Estadounidense N° 60/365.769, 60/368.047, y WO
2003/078614 (procesamiento de glicoproteina en plantas transgénicas que comprenden una enzima de mamifero
GnTIII funcional); o sistemas de células animales infectadas con vectores de expresion recombinantes de virus (por
ejemplo, adenovirus, virus de la vacuna) que incluyen lineas celulares modificadas para contener mdltiples copias
del DNA que codifica una ABM quimérica que posee sustancialmente la misma especificidad de unién del anticuerpo
de rata ICR62 ya sea amplificado de forma estable (CHO/dhfr) o amplificado de forma inestable en cromosomas de
doble minuto (por ejemplo, lineas celulares murinas). En una realizaciéon, el vector que comprende los
polinucledtido(s) que codifican la ABM de la invencidon es policistronico. También, en una realizacién la ABM
discutida anteriormente es un anticuerpo o un fragmento de la misma. En una realizacion preferida, la ABM es un
anticuerpo humanizado.

Para los métodos descritos en este documento, la expresion estable se prefiere generalmente para la expresion
transitoria debido a que normalmente se logran resultados mas reproducibles y también es mas facil en la
produccién a gran escala. En lugar de utilizar vectores de expresion que contienen origenes de replicacion virales,
las células huésped pueden transformarse con los correspondientes acidos nucleicos codificantes controlados
mediante elementos de control de la expresion apropiados (por ejemplo, promotor, potenciador, secuencias,
terminadores de la transcripcion, lugares de poliadenilacion, etc.), y un marcador seleccionable. Tras la introduccion
de DNA extrafio, las células modificadas pueden dejarse que crezcan 1-2 dias en un medio enriquecido, y después
se cambian en un medio selectivo. El marcador seleccionable en el plasmido recombinante confiere resistencia en la
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seleccion y permite la seleccion de células que han integrado de forma estable el plasmido en sus cromosomas y
crecen para formar focos que a su vez pueden clonarse y expandirse en lineas celulares.

Pueden utilizarse una serie de sistemas de seleccion, que incluyen, pero no se limitan a, genes de la timidina
quinasa de virus herpes simplex (Wigler et al., Cell 11:223 (1977)), hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa
(Szybalska & Szybalski, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:2026 (1962)), y adenina fosforibosiltransferasa (Lowy et al.,
Cell 22:817 (1980)), que pueden utilizarse en células tk-, hgprt- o aprt-, respectivamente. También, puede utilizarse
genes de resistencia a antimetabolitos como base de seleccion para dhfr, que confiere resistencia a metotrexato
(Wigler et al., Natl. Acad. Sci. USA 77:3567 (1989); O’Hare et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527 (1981)); gpt,
que confiere resistencia a acido micofendlico (Mulligan & Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072 (1981)); neo, que
confiere resistencia al aminoglicésido G- 418 (Colberre-Garapin et al., J. Mol. Biol. 150:1 (1981)); e hygro, que
confiere resistencia a higromicina (Santerre et al., Gene 30:147 (1984)). Recientemente, se han descrito genes
seleccionables adicionales, denominados trpB, que permiten a las células utilizar indol en lugar de triptéfano; hisD,
que permite a las células utilizar histinol en lugar de histidina (Hartman & Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:8047 (1988)); el sistema de glutamina sintasa; y ODC (ornitina descarboxilasa) que confiere resistencia al
inhibidor de ornitina descarboxilasa, 2-(difluorometil)-DL-ornitina, DFMO (McConlogue, rn: Current Communications
in Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory ed. (1987)).

La descripcion esta dirigida también a un método para modificar el perfil de glicosilacion de las ABM de la presente
invenciéon que estan producidas por una célula huésped, que comprenden la expresion en dicho célula huésped un
acido nucleico que codifica una ABM descrita en este documento y un acido nucleico que codifica un polipéptido con
actividad GnTIIIl, o un vector que comprende dichos acidos nucleicos. Preferiblemente, el polipéptido modificado es
una IgG o un fragmento de la misma que comprende la regidon Fc. En una realizacion particularmente preferida la
ABM es un anticuerpo humanizado o un fragmento de la misma. En otra realizacién, el método comprende ademas
la expresion en la célula huésped un acido nucleico que codifica un polipéptido con una segunda actividad
glicosiltransferasa. En una realizacién especifica, la segunda actividad glicosiltransferasa es manosidasa Il (Manll).

Las ABM modificadas producidas por las células huésped de la invencién presentan un aumento de la afinidad de
unién al receptor Fc y/o un aumento de la funcion efectora como resultado de la modificacion. En una realizacion
particularmente preferida la ABM es un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que contiene la regién Fc.
Preferiblemente, un aumento de la afinidad de unién al receptor Fc es un aumento de la union al receptor activador
de Fcy, como el receptor FcyRIlla. El aumento en la funcién efectora es preferiblemente un aumento en uno o mas
de los siguientes aumento de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo, aumento de la fagocitosis celular
dependiente de anticuerpo (FCDA), aumento de la secrecion de citoquinas, aumento de la captacion de antigeno
mediada por inmunocomplejos por células presentadoras de antigeno, aumento de la citotoxicidad celular mediada
por Fc, aumento de la unién a células NK, aumento de la unién a macréfagos, aumento de la unién a células
polimorfonucleares (PMN), aumento de la unién a monocitos, aumento del entrecruzamiento de anticuerpos unidos a
diana, aumento de la apoptosis inducida por sefalizacion directa, aumento de la maduracion de células dendriticas,
y aumento de la primacién de células T.

La descripcion también esta dirigida a un método para producir una ABM como se ha descrito en este documento,
con oligosacaridos modificados en una célula huésped que comprende (a) cultivar una célula huésped modificada
para expresar al menos un acido nucleico que codifica un polipéptido que posee actividad GnTIll bajo condiciones
que permiten la produccion de una ABM de acuerdo con la descripcion, en el que dicho polipéptido que posee
actividad GnTIIlI se expresa en una cantidad suficiente para modificar los oligosacaridos en la regién Fc de dicha
ABM producida por dicha célula huésped; y (o) aislar dicha ABM. En una realizaciéon preferida, el polipéptido que
posee actividad GnTIll es un polipéptido de fusién que comprende el dominio catalitico de GnTIIl. En una realizacion
particularmente preferida, el polipéptido de fusion comprende ademas el dominio de localizacion Golgi de un
polipéptido residente en Golgi.

Preferiblemente, el dominio de localizacién Golgi es el dominio de localizacién de manosidasa Il o GnTI.
Alternativamente, el dominio de localizacion Golgi se selecciona del grupo que consiste en: el dominio de
localizacion de manosidasa |, el dominio de localizaciéon de GnTIl, y el dominio de localizaciéon de a 1-6
fucosiltransferasa central. Las ABM producidas por los métodos descritos en este documento poseen un aumento de
la afinidad de union al receptor Fc y/o aumento de la funcién efectora. Preferiblemente, el aumento en la funcion
efectora es uno o mas de los siguientes: aumento de la citotoxicidad celular mediada por Fc (que incluye aumento
de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo), aumento de fagocitosis celular dependiente de anticuerpo
(FCDA), aumento de secrecion de citoquinas, aumento de captaciéon de antigeno mediada por inmunocomplejos por
células presentadoras de antigeno, aumento de la union a células NK, aumento de la unién a macréfagos, aumento
de la unién a monocitos, aumento de la unién a células polimorfonucleares, aumento de la apoptosis inducida por
sefializacion directa, aumento del entrecruzamiento de anticuerpos unidos a diana, aumento de la maduracién de
células dendriticas, o aumento de la primacién de células T. El aumento de la afinidad de unién al receptor Fc es
preferiblemente un aumento de la uniéon a receptores activadores de Fc como FcyRllla. En una realizacion
particularmente preferida la ABM es un anticuerpo humanizado o un fragmento de la misma.

En otra realizacion, la descripcion esta dirigida a una ABM quimérica que posee sustancialmente la misma
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especificidad de unién del anticuerpo de rata ICR62 producida por los métodos descritos en este documento que
posee una proporciéon aumentada de oligosacaridos bisectados en la region Fc de dicho polipéptido. Se contempla
que dicha ABM abarque anticuerpos y fragmentos de la misma que comprende la regién Fc. En una realizacion
preferida, la ABM es un anticuerpo humanizado. En una realizacion, el porcentaje de oligosacaridos bisectados en la
region Fc de la ABM es de al menos un 50%, mas preferiblemente, al menos un 60%, al menos un 70%, al menos
un 80%, o al menos un 90%, y mas preferiblemente al menos un 90-95% del total de oligosacaridos. En aun otra
realizacién, la ABM producida por los métodos descritos en este documento posee una proporcion aumentada de
oligosacaridos no fucosilados en la regién Fc como resultado de la modificacion de sus oligosacaridos mediante los
métodos descritos en este documento. En una realizacion, el porcentaje de oligosacaridos no fucosilados es al
menos un 50%, preferiblemente, al menos entre un 60% y un 70%, lo mas preferible al menos un 75%. Los
oligosacaridos no fucosilados pueden ser del tipo hibrido 0 en complejos. En una realizacién particularmente
preferida, la ABM producida por las células huésped y los métodos descritos en este documento poseen una
proporcion aumentada de oligosacaridos no fucosilados, bisectados en la regidon Fc. Los oligosacaridos no
fucosilados bisectados pueden ser del tipo hibrido o en complejos. Especificamente, los métodos descritos en este
documento pueden utilizarse para producir ABM en el que al menos un 15%, mas preferiblemente al menos un 20%,
mas preferiblemente al menos un 25%, mas preferiblemente al menos un 30%, mas preferiblemente al menos un
35% de los oligosacaridos en la region Fc de la ABM son bisectados, no fucosilados. Los métodos descritos en este
documento pueden también utilizarse para producir polipéptidos en los que al menos un 15%, mas preferiblemente
al menos un 20%, mas preferiblemente al menos un 25%, mas preferiblemente al menos un 30%, mas
preferiblemente al menos un 35% de los oligosacaridos en la region Fc del polipéptido son bisectados hibridos no
fucosilados.

En otra realizacién, la descripcién esta dirigida a un ABM quimérico que posee sustancialmente la misma
especificidad de unién del anticuerpo de rata ICR62 modificado para tener un aumento de la funcién efectora y/o
aumento de la afinidad de union al receptor de Fc, producida por los métodos descritos en este documento.
Preferiblemente, el aumento en la funcion efectora es uno o mas de los siguientes: aumento de la citotoxicidad
celular mediada por Fc (que incluyen aumento de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo), aumento de
fagocitosis celular dependiente de anticuerpo (FCDA), aumento de secrecidon de citoquinas, aumento de captacion
de antigeno mediado por inmunocomplejos por células presentadoras de antigeno, aumento de la unién a células
NK, aumento de la unién a macréfagos, aumento de la unién a monocitos, aumento de la unién a células
polimorfonucleares, aumento de la apoptosis inducida por sefializacion directa, aumento del entrecruzamiento de
anticuerpos unidos a diana, aumento de la maduracion de células dendriticas, o aumento de la primacién de células
T. En una realizacién preferida, el aumento de la afinidad de unién al receptor Fc es un aumento de la union al
receptor activador de Fc, mas preferiblemente FcyRIlla. En una realizacion, la ABM es un anticuerpo, un fragmento
de anticuerpo que contiene la regién Fc, o una proteina de fusién que incluye una regién equivalente a la regiéon Fc
de una inmunoglobulina. En una realizacién particularmente preferida, la ABM es un anticuerpo humanizado.

La descripcion esta dirigida también a composiciones farmacéuticas que comprenden la ABM descrita en este
documento y un transportador farmacéuticamente aceptable.

La descripcion esta dirigida también a dichas composiciones farmacéuticas para utilizar en el método de tratamiento
del cancer. Especificamente, la descripcion esta dirigida a una composicion farmacéutica como se ha descrito en
este documento para utilizar en un método para el tratamiento del cancer.

La descripcion proporciona ademas métodos para la generaciéon y uso de sistemas de célula huésped para la
produccién de glicoformas de ABM como se ha descrito en este documento, con un aumento de la afinidad de union
por el receptor Fc, preferiblemente un aumento de la unién a los receptores activadores de Fc, y/o con un aumento
de las funciones efectoras, que incluyen citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo. La metodologia de
glicomodificacidon que puede utilizarse con las ABM de la presente invencion ha sido descrita en mayor detalle en la
Patente Estadounidense N° 6.602.684, Publ. de Sol. de Pat. Estadounidense N° 2004/0241817 A1, Publ. de Sol. de
Pat. Estadounidense N° 2003/0175884 A1, Solicitud Provisional de Pat. Estadounidense N° 60/441,307 y WO
2004/065540. Las ABM como se ha descrito en este documento pueden alternativamente estar glicomodificadas
para tener residuos de fucosa reducidos en la regién Fc de acuerdo con las técnicas descritas en la Sol. de Pub. de
Pat. Estadounidense N° 2003/0157108 (Genentech), o en PE 1 176 195 A1, WO 03/084570, WO 03/085119 y Publ.
de Sol. de Pat. Estadounidense N° 2003/0115614, 2004/093621, 2004/110282, 2004/110704, 2004/132140 (Kyowa).
Las ABM glicomodificadas descritas en este documento pueden también producirse en sistemas de expresion que
producen glicoproteinas modificadas, como las mostradas en la Sol. de Pub. de Pat. Estadounidense N° 60/344,169
y WO 03/056914 (GlycoFi, Inc.) o en WO 2004/057002 y WO 2004/024927 (Greenovation).

Generacion de lineas celulares para la produccion de proteinas con un patréon de glicosilacion alterado

La descripcion describe sistemas de expresion de células huésped para la generacion de ABM de la presente
invencion que poseen patrones de glicosilacion modificados. En particular, la descripcién describe sistemas de
célula huésped para la generacion de glicoformas de ABM descritas en este documento que poseen un valor
terapéutico mejorado. Por lo tanto, la descripcidon describe sistemas de expresion de células huésped seleccionados
o modificados para expresar un polipéptido que posee actividad GnTIll. En una realizacion, el polipéptido que posee
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actividad GnTIlll es un polipéptido de fusion que comprende el dominio de localizacion Golgi de un polipéptido
heterélogo residente en Golgi. Especificamente, dichos sistemas de expresién de células huésped pueden
modificarse para comprender una molécula de acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido que posee
GnTII, operativamente unido a un sistema promotor regulado o constitutivo.

En una realizacién especifica, la descripcion describe una célula huésped que ha sido modificada para expresar al
menos un acido nucleico que codifica un polipéptido de fusién que posee actividad GnTIlll y que comprende el
dominio de localizacion Golgi de un polipéptido heterdlogo residente en Golgi. En un aspecto, la célula huésped esta
modificada con una molécula de acido nucleico que comprende al menos un gen que codifica un polipéptido de
fusion que posee actividad GnTIIl y que comprende el dominio de localizaciéon Golgi de un polipéptido heterélogo
residente en Golgi .

En otra realizacion, la célula huésped ha sido modificada para expresar un acido nucleico que codifica un polipéptido
que posee actividad GnTIlll y un segundo acido nucleico que posee otra actividad glicosiltransferasa. En una
realizacioén particular, el segundo acido nucleico codifica un polipéptido que posee actividad manosidasa (Manll).

En general, cualquier tipo de linea celular cultivada, que incluye las lineas celulares descritas anteriormente, pueden
utilizarse como base para modificar las lineas celulares huésped de la presente invencion. En una realizacion
preferida, células HEK293-EBNA, células CHO, células BHK, células NSO, células SP2/0, células de mieloma YO,
células de mieloma de ratéon P3X63, células PER, células PER.C6 o células de hibridoma, otras células de
mamifero, células de levadura, células de insecto, o células vegetales se utilizan como linea celular de base para
generar las células huésped modificadas descritas en este documento.

La descripcion contempla abarcar cualquier célula huésped modificada que exprese un polipéptido que posea
actividad GnTIll, que incluyen un polipéptido de fusién que comprende el dominio de localizacion Golgi de un
polipéptido heterdlogo residente en Golgi tal como se ha definido en este documento.

Puede expresarse uno o varios acidos nucleicos que codifican un polipéptido que posee actividad GnTIll bajo el
control de un promotor constitutivo o, alternativamente, un sistema de expresion regulado. Dichos sistemas son bien
conocidos en la materia, e incluye los sistemas descritos anteriormente. Si varios acidos nucleicos diferentes que
codifican polipéptidos de fusion que poseen actividad GnTlll y que comprenden el dominio de localizaciéon Golgi de
un polipéptido residente Golgi heterdlogo estan comprendidos dentro del sistema de célula huésped, alguno de ellos
puede expresarse bajo el control de un promotor constitutivo, mientras que otros se expresan bajo el control de un
promotor regulado. Los niveles de expresion de los polipéptidos de fusion que poseen actividad GnTIIl se
determinan mediante métodos generalmente conocidas en la materia, que incluyen analisis Western blot, analisis
Northern blot, analisis de expresién de gen marcador o medicién de la actividad GnTIIl. Alternativamente, puede
emplearse una lectina que se une a productos biosintéticos de GnTIll, por ejemplo, lectina E4-PHA.
Alternativamente, puede utilizarse un ensayo funcional que mide el aumento de unién al receptor Fc o un aumento
de la funcién efectora mediada por anticuerpos producido por las células modificadas con el acido nucleico que
codifica un polipéptido con actividad GnTIII.

Identificacion de transfectantes o transformantes que expresan la proteina que posee un patréon de glicosilacion
modificado

Las células huésped que contienen la secuencia codificante de un ABM quimérico (por ejemplo, humanizado) que
posee sustancialmente la misma especificidad de unién del anticuerpo de rata ICR62 y que expresa los productos
génicos bioldgicamente activos pueden identificarse por al menos cuatro aproximaciones generales; (a) hibridacion
DNA-DNA o DNA-RNA; (b) la presencia o ausencia de funciones de gen "marcador"; (c) evaluar el nivel de
transcripcion medida mediante la expresién de los correspondientes transcritos de mRNA en la célula huésped; y (d)
deteccién del producto génico medido mediante immunoensayo o mediante su actividad biolégica.

En la primera aproximacion, la presencia de la secuencia codificante de una ABM quimérica (por ejemplo,
humanizada) que posee sustancialmente la misma especificidad de unién del anticuerpo de rata ICR62 y la
secuencia codificante del polipéptido que posee actividad GnTIll puede detectarse mediante hibridacion DNA-DNA o
DNA-RNA utilizando sondas que comprenden secuencias de nucledtido que son homdlogas con las
correspondientes secuencias codificantes, respectivamente, o porciones o derivados de las mismas.

En la segunda aproximacion, el vector de expresion/ sistema huésped recombinante puede identificarse y
seleccionarse en base a la presencia o ausencia de ciertas funciones de gen "marcador" (por ejemplo, actividad
timidina quinasa, resistencia a antibidticos, resistencia a metotrexato, transformacion de fenotipo, formacion de
cuerpos oclusivos en baculovirus, etc.). Por ejemplo, si la secuencia codificante de la ABM como se ha descrito en
este documento, o un fragmento de la misma, y la secuencia codificante del polipéptido que posee actividad GnTIII
se insertan dentro de una secuencia de gen marcador del vector, pueden identificarse recombinantes que contienen
las correspondientes secuencias codificantes por la ausencia de la funcién del gen marcador. Alternativamente,
puede colocarse un gen marcador en tandem con las secuencias codificantes bajo el control del mismo promotor o
diferente que el utilizado para controlar la expresiéon de las secuencias codificantes. La expresion del marcador en
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respuesta a la induccion o seleccion indica la expresion de la secuencia codificante de la ABM descrita en este
documento y la secuencia codificante del polipéptido que posee actividad GnTlII.

En la tercera aproximacion, la actividad transcripcional para la region codificante de la ABM descrita en este
documento o un fragmento de la misma, y la secuencia codificante del polipéptido que posee actividad GnTIII puede
analizarse mediante ensayos de hibridacion. Por ejemplo, puede aislarse el RNA y analizarse mediante Northern blot
utilizando una sonda homoéloga a las secuencias codificantes de la ABM descrita en este documento, o un fragmento
de la misma, y la secuencia codificante del polipéptido que posee actividad GnTIlll o porciones particulares del
mismo. Alternativamente, pueden extraerse los acidos nucleicos totales de la célula huésped y analizarse la
hibridaciéon a dichas sondas.

En la cuarta aproximacion, la expresién de los productos de proteina puede analizarse inmunoldgicamente, por
ejemplo mediante Western blots, inmunoensayos como la radioinmunoprecipitacion, inmunoensayos unidos a
enzima y similares. El ultimo ensayo del éxito del sistema de expresién, no obstante, involucra la deteccién de los
productos génicos biolégicamente activos.

Generacion y uso de ABM que poseen un aumento de la funciéon efectora que incluye citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo

En realizaciones preferidas, las glicoformas de ABM quiméricas (por ejemplo, humanizadas) que posee
sustancialmente la misma especificidad de union del anticuerpo de rata ICR62 y que posee un aumento de la
funcion efectora que incluye citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo estan descritas en este documento. La
glicomodificacion de anticuerpos se ha descrito previamente. Véase por ejemplo, Patente Estadounidense N°
6.602.684.

Los ensayos clinicos de anticuerpos monoclonales no conjugados (mAb) para el tratamiento de algunos tipos de
cancer han proporcionado recientemente resultados prometedores. Dillman, Cancer Biother. & Radiopharm. 12:223-
25 (1997); Deo et al., Immunology Today 18:127 (1997). Un IgG1 quimérico, no conjugado ha sido aprobado para el
linfoma no Hodgkin de células B folicular o de bajo grado. Dillman, Cancer Blother. & Radiopharin. 12:223-25 (1997),
mientras que otro mAb no conjugado, un IgG1 humanizado dirigido contra tumores de mama sélidos, también ha
mostrado resultados prometedores en ensayos clinicos de fase lll. Deo et al., Immunology Today 18:127 (1997). Los
antigenos de estos dos mAb estan altamente expresados en sus correspondientes células tumorales y los
anticuerpos median una potente destruccion tumoral mediante células efectoras in vitro e in vivo. Por contra, muchos
otros mAb no conjugados con especificidades tumorales finas no desencadenan funciones efectoras de suficiente
potencia para ser clinicamente utiles. Frost et al., Cancer 80:317-33 (1997); Surfus et al., J. Immunother. 19:184-91
(1996). Para algunos de estos mAb mas débiles, le terapia conjunta de citoquinas se esta analizando en la
actualidad. La adicion de citoquinas puede estimular la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA)
mediante el aumento de la actividad y niumero de linfocitos circulantes. Frost et al., Cancer 80:317-33 (1997); Surfus
et al.,, J. Immunother. 19:184-91 (1996). CCDA, un ataque litico sobre las células marcadas con anticuerpo, se
desencadena tras la union de los receptores de leucocitos a la region constante (Fc) de los anticuerpos. Deo et al.,
Immunology Today 18:127 (1997).

Una aproximacion diferente, pero complementaria, para aumentar la actividad CCDA de IgG1 no conjugado es
modificar la regién Fc del anticuerpo. Los estudios de modificacion de proteinas han demostrado que los FcyR
interaccionan con la region bisagra inferior del dominio IgG CH2. Lund et al., J. Immunol. 157:4963-69 (1996). No
obstante, la uniéon a FcyR también requiere la presencia de oligosacaridos covalentemente unidos en la Asn 297
conservada en la region CH2. Lund et al., J. Immunol. 157:4963-69 (1996); Wright y Morrison, Trends Biotech.
15:26-31 (1997), lo que sugiere que el oligosacarido y el polipéptido directamente contribuyen con el sitio de
interaccion o que el oligosacarido es necesario para mantener una conformacion de polipéptido CH2 activo. La
modificacién de la estructura de oligosacarido puede por lo tanto explorarse como un medio de aumentar la afinidad
de la interaccion.

Una molécula de IgG es portadora de oligosacaridos N-unidos en su region Fc, uno en cada cadena pesada. Como
cualquier glicoproteina, un anticuerpo se produce como poblacién de glicoformas que comparten la misma estructura
de polipéptido pero que posee diferentes oligosacaridos unidos a los sitios de glicosilacion. Los oligosacaridos que
normalmente se encuentran en la region Fc de IgG en suero son del tipo complejo biantenario (Wormald et al.,
Biochemistry 36:130-38 (1997), con un nivel bajo de acido sialico terminal y N-acetilglucosamina bisectada (GIcNAc),
y un grado variable de galactosilacion terminal y fucosilacion central. Algunos estudios sugieren que la estructura de
carbohidrato minima necesaria para la uniéon de FcyR recae dentro del nucleo del oligosacarido. Lund et al., J.
Immunol. 157:4963-69 (1996).

Las lineas celulares derivadas de ratdbn o hamster utilizadas en la industria y academia para la produccion
terapéutica de mAb no conjugado normalmente se une a los oligosacéarido necesarios determinantes de los sitios Fc.
Las IgG expresadas en estas lineas celulares carecen, no obstante, las GIcNAc bisectadas se encuentran en bajas
cantidades en las 1gG en suero. Lifely et al., Glycobiology 318:813-22 (1995). Por contra, se ha observado
recientemente que una IgG1 humanizada producida en mieloma de rata, (CAMPATH-1H) es portadora de una
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GIcNAc bisectada en algunas de sus glicoformas. Lifely et al., Glycobiology 318:813-22 (1995). El anticuerpo
derivado de células de rata alcanzé una actividad CCDA in vitro maxima similar a los anticuerpos CAMPATH-1H
producidos en las lineas celulares estandar, pero a concentraciones de anticuerpo significativamente inferiores.

El antigeno CAMPATH esta presente normalmente en niveles altos en células de linfoma, y este mAb quimérico
posee una actividad CCDA alta en ausencia de una GIcNAc bisectada. Lifely et al., Glycobiology 318:813-22 (1995).
En la ruta de glicosilacion N-unidos, se afiade una GIcNAc bisectada mediante GnTIIl. Schachter, Biochem. Cell Biol.
64:163-81 (1986).

Estudios previos utilizan una linea celular CHO productora de un solo anticuerpo, que se modificé previamente para
expresar, de una forma regulada externamente, diferentes niveles de un gen clonado de una enzima de GnT Il
(Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17:176-180 (1999)). Esta aproximacion establecié por primera vez una
correlacion rigurosa entre la expresion de GnTlll y la actividad CCDA del anticuerpo modificado. Asi, la invencion
contempla un anticuerpo quimérico recombinante, o un fragmento del mismo con la especificidad de unién del
anticuerpo de rata ICR62, que posee glicosilacion alterada resultante del aumento de actividad GnTlIl. El aumento
de actividad GnTIIl resulta en un aumento en el porcentaje de oligosacaridos bisectados, asi como un descenso en
el porcentaje de residuos de fucosa, en la regién Fc de la ABM. Este anticuerpo, o fragmento del mismo, posee un
aumento de la afinidad de union al receptor Fc y aumento de funcion efectora. Ademas, la descripcion esta dirigida a
un fragmento de anticuerpo y proteinas de fusién que comprenden una region que es equivalente a la region Fc de
inmunoglobulinas. En una realizacién preferida, el anticuerpo esta humanizado.

Aplicaciones terapéuticas de ABM producidos de acuerdo con los métodos de la invencion.

En el sentido mas amplio, las ABM descritas en este documento pueden utilizarse células diana in vivo o in vitro que
expresan EGFR. Las células que expresan EGFR pueden localizarse con propdsitos diagndsticos o terapéuticos. En
un aspecto, las ABM de la presente invencion pueden utilizarse para detectar la presencia de EGFR en una muestra.
En otro aspecto, las ABM descritas en este documento pueden utilizarse para inhibir o reducir la transduccion de
sefiales mediadas por EGFR en células que expresan EGFR en la superficie. EGFR esta expresado de forma
anormal (por ejemplo, sobreexpresado) en muchos tumores humanos en comparacion con tejido no tumoral del
mismo tipo celular. Asi, las ABM descritas en este documento son particularmente utiles en la prevencion de la
formacion de tumores, erradicacion de tumores e inhibicion de crecimiento tumoral. Mediante el bloqueo de la unién
de ligandos de EGFR a EGFR, las ABM descritas en este documento inhiben la activacion de células tumorales
dependiente de EGF, que incluyen fosforilacion de EGFR por tirosina, aumento de la tasa de acidificacion
extracelular, y proliferacion celular. Las ABM descritas en este documento también actuan para parar el ciclo celular,
provocando la apoptosis de las células diana (por ejemplo, células tumores), e inhibir la angiogénesis y/o
diferenciacion de células diana. Las ABM de la invencion pueden utilizarse para tratar cualquier tumor que expresa
EGFR. Las malignancias particulares que pueden tratarse con las ABM descritas en este documento, no se limitan
a, carcinomas de células epidérmicas y escamosas, carcinomas de células no pequeinas de pulmon, gliomas, cancer
de pancreas, cancer de ovarios, cancer de prostata, cancer de mama, cancer de vejiga, cancer de cabeza y cuello, y
carcinoma de células renales.

Las ABM descritas en este documento pueden utilizarse solas para localizar y matar células tumorales in vivo. Las
ABM pueden también utilizarse junto con un agente terapéutico apropiado para tratar el carcinoma humano. Por
ejemplo, las ABM pueden utilizarse en combinacién con métodos de tratamiento estandar o convencional como la
quimioterapia, terapia de radiacion o pueden conjugarse o unirse a un farmaco terapéutico, o toxina, asi como a una
linfoquina o un factor de crecimiento inhibidor de tumores, para la liberaciéon del agente terapéutico con el lugar del
carcinoma. Los conjugados de las ABM descritas en este documento que son de vital importancia son (1)
inmunotoxinas (conjugados de la ABM y una porcion citotoxica) y (2) ABM marcadas (por ejemplo radiomarcaje,
marcaje enzimatico, o marcaje con fluorocromos) en las que el marcaje proporciona un medio para identificar los
inmunocomplejos que incluye la ABM marcada. Las ABM pueden también utilizarse para inducir la lisis a través del
proceso de complemento natural, y de interaccionar con las células citotoxicas dependiente de anticuerpo
normalmente presente.

La porcién citotdxica de la inmunotoxina puede ser un farmaco citotéxico o una toxina enzimaticamente activa de
origen bacteriano o vegetal, o un fragmento enzimaticamente activo ("cadena A ") de dicha toxina. Las toxinas
enzimaticamente activas y los fragmentos de las mismas utilizados son la cadena A de la difteria, fragmentos activos
que no se unen de la toxina de la difteria, cadena A de la exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A de la
ricina, cadena A de la abrina, cadena A de la modeccina alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de
diantina. Proteinas de Phytolacca americans (PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor de momordica charantia, curcina,
crotina, inhibidor de saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicinaa, y neomicina. En otra
realizacion, las ABM estan conjugadas con farmacos anticancerigenos de molécula pequefa. Los conjugados de la
ABM vy dichas porciones citotdxicas estan hechas utilizando una serie de agentes de acoplamiento de proteina
bifuncional. Ejemplos de dichos reactivos son SPDP, IT, derivados bifuncionales de imidoésteres como adipimidato
de dimetilo HCI, ésteres activos como suberato de disuccinimidilo, aldehidos como glutaraldehido, compuestos bis-
azido como bis (p-azidobenzoilo) hexanodiamina, derivados de bis-diazonio como bis-(p-diazoniobenzoilo)-
etilendiamina, diisocianatos como tolileno 2,6-diisocianato, y compuestos flior bis-activos como 1,5-difluoro-2,4-
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dinitrobenceno. La porcion lisente de una toxina puede unirse al fragmento Fab de las ABM. Toxinas adicionales
apropiadas son conocidas en la materia, tal como se evidencia en por ejemplo, Solicitud de Patente Estadounidense
publicada N° 2002/0128448

En una realizacion, una ABM quimérica (por ejemplo, humanizada), glicomodificada que posee sustancialmente la
misma especificidad de union del anticuerpo de rata ICR62, estd conjugada con la cadena A de ricina. Mas
ventajosamente, la cadena A de ricina esta desglicosilada y se produce mediante métodos recombinantes. Un
método ventajoso para producir la inmunotoxina de ricina se describe en Vitetta et al., Science 238, 1098 (1987).

Cuando se utiliza para matar células cancerigenas humanas in vitro con propdsitos de diagndstico, los conjugados
se afiadiran normalmente al medio de cultivo celular a una concentracién de al menos alrededor de 10 nM. La
formulacion y forma de administracion para la utilizacion in vitro no son criticas. Se utilizaran normalmente las
formulaciones acuosas que son compatibles con el cultivo o medio de perfusién. La citotoxicidad puede interpretarse
mediante técnicas convencionales para determinar la presencia o grado de cancer.

Como se ha descrito anteriormente, un radiofarmaco citotoxico para tratar el cancer puede realizarse mediante la
conjugacion de un iso6topo radioactivo (por ejemplo, I, Y, Pr) con un ABM quimérico, glicomodificado que posee
sustancialmente la misma especificidad de unién del anticuerpo de rata ICR62. El término "porcién citotdxica " tal
como se utiliza en este documento pretende incluir dichos isétopos.

En otra realizacion, los liposomas se rellenan con un farmaco citotéxico y los liposomas se recubren con las ABM de
la presente invencion. Debido a que existen muchas moléculas de EGFR en la superficie de la célula maligna que
expresa EGFR, este método permite la liberacion de grandes cantidades de farmaco en el correcto tipo celular.

Las técnicas para conjugar dichos agentes terapéuticos con anticuerpos son bien conocidos (véase, por ejemplo,
Amon et al., "Monoclonal Antibodies for Immunotargeting of Drugs in Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies
and Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug
Delivery", en Controlled Drug Delivery (22 Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe,
"Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", en Monoclonal Antibodies 84: Biological and
Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-506 (1985); y Thorpe et al., "The Reparation and Cytotoxic
Properties Of Antibody - Toxin Conjugates", Immunol. Rev., 62:119-58 (1982)).

Aun otras aplicaciones terapéuticas para las ABM descritas en este documento incluye conjugacion o unioén, por
ejemplo, mediante técnicas de DNA recombinante, con una enzima capaz de convertir un profarmaco en un farmaco
citotoxico y el uso de ese conjugado anticuerpo-enzima en combinacién con el profarmaco para convertir el
profarmaco en un agente citotdxico en el sitio del tumor (véase, por ejemplo, Senter et al., "Anti-Tumor Effects of
antibody-alkaline Phosphatase”, Proc. Natl. Acad Sci. USA 85:4842-46 (1988); "Finhancement of the in vitro and in
vivo Antitumor Activities of Fosforylated Mitocycin C and Etoposide Derivatives by Monoclonal Antibody-Alkaline
Phosphatase Conjugates", Cancer Research 49:5789-5792 (1989); y Senter, "Activation of Prodrugs by Antibody -
Enzyme Conjugates: A New Approach to Cancer Therapy, "FASEB J. 4: 188-193 (1990)).

Aun otros usos terapéuticos para las ABM descritas en este documento involucra el uso, ya sea no conjugado, en
presencia del complemento, o como parte de un conjugado anticuerpo-farmaco o anticuerpo-toxina, para eliminar las
células tumores de la médula ésea de los pacientes con cancer. De acuerdo con esta aproximacion, la médula 6sea
autdloga puede purgarse ex vivo mediante el tratamiento con el anticuerpo y la médula se infunde de nuevo en el
paciente [véase, por ejemplo, Ramsay et al., "Bone Marrow Purging Using Monoclonal Antibodies", J. Clin. Immunol.,
8(2):81-88 (1988)].

Ademas, se contempla que la descripcion comprende una inmunotoxina de cadena Unica que comprende dominios
de unioén a antigeno que permiten sustancialmente la misma especificidad de unién que el anticuerpo de rata ICR62
(por ejemplo, polipéptidos que comprenden el CDR del anticuerpo de rata ICR62) y que comprenden ademas una
toxina polipeptidica. Las inmumotoxinas de cadena unica descritas en este documento pueden utilizarse para tratar
humano carcinoma in vivo.

De forma similar, una proteina de fusion que comprende al menos la regién de unién a antigeno de una ABM
descrita en este documento unida al menos a una porcion funcionalmente activa de una segunda proteina que
posee actividad antitumoral, por ejemplo, una linfoquina u oncoestatina, pueden utilizarse para tratar carcinoma
humano in vivo.

La descripcion describe la reacciéon del inmunoconjugado (por ejemplo, la inmunotoxina) descrita en este documento
en un método para matar selectivamente células tumorales que expresan EGFR. Estas células tumorales pueden
ser de un carcinoma humano.

De forma adicional, esta descripcion describe una composicidon que contiene al menos uno de los inmunoconjugados

(por ejemplo, la inmunotoxina) descrita en este documento para utilizar en el tratamiento de carcinomas (por
ejemplo, carcinomas humanos) in vivo.
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En otro aspecto, la descripcidon esta dirigida a una ABM descrita en este documento para utilizar en un método
mejorado para tratar trastornos de proliferacion celular en el que se expresa el EGFR, particularmente en el que
EGFR se expresa de forma anormal (por ejemplo se sobreexpresa), que incluye cancer de vejiga, cerebro, cabeza y
cuello, pancreas, pulmén, mama, ovario, colon, préstata, piel, y rifidén. En una realizacién preferida, la ABM es un
anticuerpo anti-EGFR glicomodificado con sustancialmente la misma especificidad de unién que la del anticuerpo de
rata ICR62. En otra realizacion preferida el anticuerpo es humanizado. En otra realizacion preferida, el anticuerpo
humanizado comprende una CDR modificada que comprende sustituciones en cualquier posicion excepto aquellas
que son necesarias para retener la actividad de union (por ejemplo, las SDR). Ejemplos de trastornos de
proliferaciéon celular que pueden tratarse mediante una ABM de la presente invencion incluye, pero no se limita a
neoplasmas localizados en: abdomen, hueso, mama, sistema digestivo, higado, pancreas, peritoneo, glandulas
endocrinas (adrenales, paratifoideas, pituitarias, testiculos, ovario, timo, tiroides), ojo, cabeza y cuello, sistema
nervioso (central y periférico), sistema linfatico, pélvico, piel, tejido blando, bazo, region toracica, y sistema
urogenital.

De forma similar, otros trastornos de proliferacion celular pueden también tratarse mediante las ABM descritas en
este documento. Ejemplos de dichos trastornos de proliferacion celular incluye, pero no se limitan a:
hipergammnaglobulinemia, trastornos linfoproliferativos, paraproteinemias, purpura, sarcoidosis, sindrome de
Sezary, macroglobulinemia de Waldenstron, enfermedad de Gaucher, histiocitosis, y cualquier otra enfermedad de
proliferacion celular, aparte de neoplasia, localizada en un sistema de érganos de la lista anterior.

De acuerdo con la practica de esta descripcion, el sujeto puede ser un humano, equino, porcino, bovino, murino,
canino, felino, y aves. También se incluyen en este documento otros animales de sangre caliente.

La descripcidon también describe la composicion descrita en este documento para utilizar en métodos para inhibir el
crecimiento de células tumorales humanas, tratar un tumor en un sujeto, y tratar una enfermedad de tipo proliferativa
en un sujeto.

La invencion estd dirigida también a ABM descritas en este documento para utilizar en métodos para tratar
enfermedades no malignas o trastornos en un mamifero que se caracteriza por una activaciéon o producciéon anormal
de EGFR o uno o mas ligandos de EGFR. El sujeto generalmente tendra - células que expresan EGFEZ, por
ejemplo en tejido enfermo del mismo, de forma que las ABM descritas en este documento sean capaces de unirse a
células dentro del sujeto.

La activacion o expresion anormal de EGFR o un ligando de EGFR puede ocurrir en células del sujeto, por ejemplo
en tejido enfermo del sujeto. La activacion anormal de EGFR puede atribuirse a la amplificacién, sobreexpresion o
produccién aberrante del EGFR y/o ligando de EGFR. En una realizacion de la invencion, un ensayo diagndstico o
prondstico se realizara para determinar si la produccion o activacion anormal de EGFR (o ligando de EGFR) ocurre
en el sujeto. Por ejemplo, puede determinarse la amplificaciéon génica y/o sobreexpresion de EGFR y/o ligando.
Varios ensayos para determinar dicha amplificacién/sobreexpresion esta disponible en la materia e incluye los
ensayos IHC, FISH y antigeno circulante descritos anteriormente. Alternativamente, o adicionalmente, los niveles de
un ligando de EGFR, como TGF-a en o asociado con la muestra puede determinarse de acuerdo con
procedimientos conocidos. Dichos ensayos pueden detectar proteina y/o acido nucleico que lo codifica en la muestra
a analizar. En una realizacion, los niveles de ligando de EGFR en una muestra puede determinarse utilizando
inmunohistoquimica (IHC); véase, por ejemplo, Scher et al. Clin. Cancer Research 1:545-550 (1995).
Alternativamente, o adicionalmente, se pueden analizar los niveles de EGFR que codifica un acido nucleico en la
muestra a analizar; por ejemplo mediante FISH, southern blotting, o técnicas de PCR.

Ademas, la sobreexpresion o amplificacion de EGFR o ligando de EGFR puede analizarse utilizando un ensayo
diagndstico in vivo, por ejemplo mediante la administracién de una molécula (como un anticuerpo) que se une a la
molécula a detectar y esta marcada con un marcaje detectable (por ejemplo un is6topo radioactivo) y analizando
externamente al paciente para localizar el marcaje.

Alternativamente, se pueden detectar heterodimeros de EGFR, especialmente heterodimeros de EGFR-ErbB2,
EGFR - ErbB3 o EGFR -ErbB4, en el paciente, por ejemplo en tejido enfermo del mismo, antes de la terapia. Estan
disponibles varios métodos para detectar las interacciones no covalentes proteina-proteina o de otro tipo para
indicar la proximidad entre proteinas de interés. Ejemplos de métodos para la deteccion de heterodimeros de EGFR
incluyen, sin limitacion, métodos basados en la inmunoafinidad, como inmunoprecipitacion; transferencia de energia
por resonancia de la fluorescencia (FRET) (Selvin, Nat. Struct. Biol. 7:730-34 (2000); Gadelia & Jovin, J. Cell Biol.
129:1543-58 (1995); y Nagy et al., Cytometry 32:120-131 (1998)); colocalizaciéon de EGFR con ErbB2 o ErbB3
utilizando técnicas de inmunofluorescencia estandar directas o indirectas y microscopia laser de barrido confocal;
obtencion de imagenes por barrido con laser (LSI) para detectar la uniéon de anticuerpo y colocalizaciéon de EGFR
con ErbB2 o ErbB3 en un formato de alto rendimiento, como una placa de micropocillos (Zuck et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 96:11122-11127 (1999)); o sistema de ensayo eTag/m (Aclara Bio Sciences, Mountain View, Calif.; y
solicitud de Patente Estadounidense 2001/0049105, publicada el 6 de diciembre, 2001).
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Es evidente, por lo tanto, que la descripcion abarca composiciones farmacéuticas, combinaciones y métodos para
tratar malignancias humanas como el cancer de vejiga, cerebro, cabeza y cuello, pancreas, pulmén, mama, ovario,
colon, prostata, piel, y rifidén. Por ejemplo, la descripcion incluye composiciones farmacéuticas para utilizar en el
tratamiento de malignancias humanas que comprenden una cantidad farmacéuticamente efectiva de un anticuerpo
de la presente invencion y un transportador farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones de ABM descritas en este documento pueden administrarse utilizando modos convencionales de
administracion que incluyen, pero no se limitan a, administracién intravenosa, intraperitoneal, oral, intralinfatica o
directa en el tumor. Es preferible la administracién intravenosa.

En un aspecto de la descripcion, las formulaciones terapéuticas que contiene las ABM descritas en este documento
se preparan para almacenar mediante la mezcla de un anticuerpo que posee el grado deseado de pureza con
transportadores opcionales farmacéuticamente aceptables, excipientes o estabilizantes (REMINGTON’S
PHARMACEUTICAL SCIENCES, 162 ediciéon, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o
soluciones acuosas. Transportadores excipientes o estabilizantes aceptables no son téxicos a los receptores en las
dosis y concentraciones utilizadas, e incluye tampones como fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes
que incluyen acido ascérbico y metionina; conservantes (como cloruro de octadecildimetillbencil amonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio; fenol, alcohol butilo o bencilo; parabenos de alquilo
como parabeno de metilo o propilo; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo
peso molecular (menos de alrededor de 10 residuos); proteinas, como albumina de suero, gelatina, o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos como polivinilpirrolidona; aminoacidos como glicina, glutamina, asparagina,
histidina, arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa, o
dextrinas; agentes quelantes como EDTA; azucares como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contrapones
formadores de sal como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no
ionicos como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

Las ABM descritas en este documento pueden administrarse a un sujeto para tratar una enfermedad o trastorno que
se caracteriza por una actividad anormal de EGFR o ligando de EGFR, como un tumor, ya sea solo o en terapia de
combinacioén con, por ejemplo, un agente quimioterapéutico y/o terapia de radiacion. Ejemplos de formulaciones de
anticuerpo anti-EGFR estan descritos en Herbst y Shen, Cancer 94(5):1593-1611. Los agente quimioterapéuticos
adecuados incluye cisplatino, doxorubicina, topotecan, paclitaxel, vinblastina, carboplatino, y etoposido.

Las formulaciones liofilizadas adaptadas para la administracion subcutanea estan descritas en WO97/04801. Dichas
formulaciones liofilizadas pueden reconstituirse con un diluyente adecuado a una alta concentracién de proteina y la
formulacion reconstituida puede administrarse por via subcutanea al mamifero a tratar.

La formulacién de este documento puede también contener mas de un compuesto activo que sea necesario para la
indicacion particular a tratar, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que no afectan de forma
adversa a la otra. Por ejemplo, es deseable proporcionar ademas un agente citotdxico, agente quimioterapéutico,
citoquina o agente inmunosupresor (por ejemplo uno que actiua sobre las células T, como ciclosporina o un
anticuerpo que se une a células T, por ejemplo, uno que se une a LFA-1). La cantidad efectiva de dichos otros
agentes depende de la cantidad de antagonista presente en la formulacion, el tipo de enfermedad o trastorno o
tratamiento, y otros factores descritos anteriormente. Estos se utilizan generalmente en las mismas dosis y con rutas
de administracion tal como se utiliza en este documento antes o alrededor de 1 a 99% de las dosis empleadas en
este documento.

Los ingredientes activos pueden también atraparse en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de
coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y
microcapsulas de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de liberacion coloidal de farmacos (por
ejemplo: liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas estan descritas en Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol. A.
Ed. (1980).

Pueden prepararse preparaciones de liberacién sostenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluye matrices semipermeables de polimeros sélidos hidrofébicos que contiene el antagonista, las
matrices estan en forma de articulos con forma, por ejemplo, capas, o microcapsulas. Ejemplos de matrices de
liberacion sostenida incluye poliésteres, hidrogeles polilactidos (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), o
poli(vinilalcohol)), (Patente Estadounidense N° 3.773.919), copolimeros de acido L-glutdmico y etil-L-glutamato,
acetato de etilen-vinilo no degradable, copolimeros degradables de acido lactico - acido glicélico como LUPRON
DEPOTTM (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico - acido glicélico y acetato de
leuprolido), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

Las formulaciones a utilizar para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se logra facilmente mediante la
filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

Las composiciones descritas en este documento pueden estar en una serie de formas de dosificacion que incluye,
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pero no se limita a, soluciones o suspensiones liquidas, comprimidos, pildoras, polvos, supositorios, microcapsulas o
microvesiculas poliméricas, liposomas, y soluciones inyectables o infundibles. La forma preferible depende del modo
de administracién y la aplicacién terapéutica.

Las composiciones descritas en este documento también preferiblemente incluyen transportadores y adyuvantes
convencionales farmacéuticamente aceptables conocidos en la materia como albumina de suero humano,
intercambiadores de iones, alumina, lecitina, sustancias tamponantes como fosfatos, glicina, acido sérbico, sorbato
de potasio, y sales o electrolitos como sulfato de protamina.

El modo mas efectivo de administracion y régimen de dosificacion de las composiciones farmacéuticas como se ha
descrito en este documento depende de la gravedad y curso de la enfermedad, de la salud del paciente y de la
respuesta al tratamiento y el juicio del médico que atiende. De acuerdo con esto, las dosificaciones de las
composiciones deberan calcularse para el paciente individual. Sin embargo, una dosis efectiva de las composiciones
de esta invencion estara generalmente en el rango de alrededor de 0,01 a alrededor de 2000 mg/kg. En una
realizacién, la dosis efectiva estd en el rango de alrededor de 1,0 mg/kg a alrededor de 15,0 mg/kg. En una
realizacién mas especifica, la dosis esta en el rango de alrededor de 1,5 mg/kg a alrededor de 12 mg/kg. En otras
realizaciones, la dosis esta en el rango de alrededor de 1,5 mg/kg a alrededor de 4,5 mg/kg, o de alrededor de 4,5
mg/kg a alrededor de 12 mg/kg. La dosis tal como se utiliza en este documento puede también ser cualquier dosis
dentro de estos rangos, que incluyen, pero no se limitan a, 1,0 mg/kg, 1,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 2,5 mg/kg, 3,0 mg/kg,
3,5 mg/kg, 4,0 mg/kg, 4,5 mg/kg, 5,0 mg/kg, 5,5 mg/kg, 6,0 mg/kg, 6,5 mg/kg, 7,0 mg/kg, 7,5 mg/kg, 8,0 mg/kg, 8,5
mg/kg, 9,0 mg/kg, 9,5 mg/kg, 10,0 mg/kg, 10,5 mg/kg, 11,0 mg/kg, 11,5 mg/kg, 12,0 mg/kg, 12,5 mg/kg, 13,0 mg/kg,
13,5 mg/kg, 14,0 mg/kg, 14,5 mg/kg, o 15,0 mg/kg.

Las moléculas descritas en este documento pueden estar en una serie de formas de dosificaciéon que incluye, pero
no se limita a, soluciones o suspensiones liquidas, comprimidos, pildoras, polvos, supositorios, microcapsulas o
microvesiculas poliméricas, liposomas, y soluciones inyectables o infundibles. La forma preferible depende del modo
de administracién y la aplicacién terapéutica.

Las dosis descritas en este documento pueden determinarse en algunos casos, mediante el uso de biomarcadores
predictivos. Los biomarcadores predictivos son marcadores moleculares que se utilizan para determinar (es decir,
observar y/o cuantificar) un patrén de expresion y/o activacién de genes o proteinas relacionadas con el tumor, o
componentes celulares de una ruta de sefalizacién relacionada con el tumor. Descubrir los efectos bioldgicos de las
terapias dirigidas en los tejidos tumorales y correlacionar estos efectos con la respuesta clinica ayuda a identificar el
crecimiento predominante y rutas de supervivencia operativas en tumores, con lo que se establece un perfil de
respondedores probables y a la inversa proporcionando una forma para disefar estrategias para superar la
resistencia. Por ejemplo, los biomarcadores para la terapia anti-EGFR puede comprender moléculas que estan en la
ruta de sefializacion de EGFR corriente abajo que conduce a un trastorno de proliferacion celular que incluye, pero
no se limitan a, Akt, RAS, RAF, MAPK, ERK1, ERK2, PKC, STAT3, STAT5 (Mitchell, Nature Biotech. 22: 363-364
(2004); Becker, Nature Biotech 22: 15-18 (2004); Tsao y Herbst, Signal 4:4-9 (2003)). Los biomarcadores para la
terapia anti-EGFR puede también comprender receptores del factor de crecimiento como EGFR, ErbB-2
(HER2/neu), y ErbB-3 (HERS3), y pueden ser predictivos positivos o negativos de respuesta del paciente a terapia
anti-EGFR. Por ejemplo, se determiné que el receptor del factor de crecimiento ErbB-3 (HER3) era un biomarcador
predictivo negativo para el anticuerpo anti-EGFR ABX-EGF (Sol. de Pub. de Pat. Estadounidense N° 2004/0132097
A1).

Los biomarcadores predictivos pueden medirse mediante ensayos celulares que son bien conocidos en la materia
que incluyen, pero no se limitan a inmunohistoquimica, citometria de flujo, inmunofluorescencia, ensayos de captura
y deteccion, y ensayos de fase reversa, y/o ensayos descritos en la Sol. de Pub. de Pat. Estadounidense N°
2004/0132097 Al. Los biomarcadores predictivos de terapia anti-EGFR, por si solos, pueden identificarse de acuerdo
con las técnicas descritas en la Sol. de Pub. de Pat. Estadounidense N° 2003/0190689 A1.

En un aspecto, la descripcidn describe una composicién que comprende una ABM descrita en este documento para
utilizar en un método para tratar un trastorno relacionado con EGFR en un sujeto humano que se cree que
respondera positivamente a un tratamiento anti-EGFR que comprende predecir una respuesta a una terapia anti-
EGFR en un sujeto humano que necesita el tratamiento mediante el analisis de una muestra de un sujeto humano
antes de la terapia con uno o una serie de reactivos que detectan la expresion y/o activacién de biomarcadores
predictivos para un trastorno relacionado con EGFR como el cancer; determinando un patrén de expresién y/o
activacion de uno o mas de los biomarcadores predictivos, en el que el patrén predice la respuesta de un sujeto
humano a la terapia anti-EGFR. Tal como se utiliza en este documento, un sujeto humano que se predice que
respondera positivamente a un tratamiento anti-EGFR es uno para los que anti- EGFR tendra un efecto medible
sobre el trastorno relacionado con EGFR- (por ejemplo, regresion / encogimiento del tumor) y para el que los
beneficios de la terapia anti-EGFR no esta sobrepasado por los efectos adversos (por ejemplo, toxicidad). Tal como
se utiliza en este documento, una muestra significa cualquier muestra bioldégica de un organismo, particularmente un
humano, que comprende una o mas células, que incluye células Unicas de cualquier origen, muestras de tejido o
biopsia que han sido eliminadas de los 6rganos como mama, pulmoén, tracto gastrointestinal, piel, cérvix, ovario,
prostata, rifion, cerebro, cabeza y cuello ,0 cualquier otro drgano o tejido del cuerpo, y otras muestras corporales que
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incluyen, pero no se limitan a, frotis, esputo, secreciones, liquido cefalorraquideo, bilis, sangre, liquido linfatico, orina
y heces.

La composicion que comprende una ABM descrita en este documento se formulara, dosificara, y administrara de
una manera consistente con las buenas practicas médicas. Los factores para consideraciéon en este contexto
incluyen la enfermedad o trastorno particular a tratar, el mamifero particular a tratar, la condicion clinica del paciente,
la causa de la enfermedad o trastorno, el lugar de liberacion del agente, el método de administracién, la pauta de
administracion, y otros factores conocidos por los médicos practicantes. La cantidad terapéuticamente efectiva del
antagonista a administrar estara regido por estas consideraciones.

Como proposicion general, la cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo administrado parenteralmente por
cada dosis estara en el rango de alrededor de 0,1 a 20 mg/kg de peso corporal del paciente por dia, con el rango
inicial tipico de antagonista utilizado en el rango de alrededor de 2 a 10 mg/kg. En una realizacién, la cantidad
terapéuticamente efectiva esta en el rango desde alrededor de 1,0 mg/kg a alrededor de 15.0 mg/kg. En una
realizacién mas especifica, la dosis esta en el rango desde alrededor de 1,5 mg/kg a alrededor de 12 mg/kg. En
otras realizaciones, la dosis esta en el rango desde alrededor de 1,5 mg/kg a alrededor de 4.5 mg/kg, o desde
alrededor de 4,5 mg/kg a alrededor de 12 mg/kg. La dosis de la presente invencion puede también ser cualquier
dosis dentro de estos rangos, que incluyen, pero no se limitan a, 1,0 mg/kg, 1,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 2,5 mg/kg, 3,0
mg/kg, 3,5 mg/kg, 4,0 mg/kg, 4,5 mg/kg, 5,0 mg/kg, 5,5 mg/kg, 6,0 mg/kg, 6,5 mg/kg, 7,0 mg/kg, 7,5 mg/kg, 8,0
mg/kg, 8,5 mg/kg, 9,0 mg/kg, 9,5 mg/kg, 10,0 mg/kg, 10,5 mg/kg, 11,0 mg/kg, 11,5 mg/kg, 12,0 mg/kg, 12,5 mg/kg,
13,0 mg/kg, 13,5 mg/kg, 14,0 mg/kg, 14,5 mg/kg, o 15,0 mg/kg.

En una realizacion preferida, la ABM es un anticuerpo, preferiblemente un anticuerpo humanizado. Las
dosmcac:lones adecuadas para dicho antlcuerpo no conjugado estan, por ejemplo, en el rango desde alrededor de
20 mg/m a alrededor de 1000 mg/m Por ejemplo, uno puede administrar al paciente una o mas dosis de
sustancialmente menos de 375 mg/m de antlcuerpo por ejemplo, en el que la dosis esta en el rango desde
alrededor de 20 mg/m a alrededor de 250 mg/m por ejemplo desde alrededor de 50 mg/m a alrededor de 200
mg/m

Ademas, uno puede admlnlstrar una o mas dosis iniciales del anticuerpo seguido de uno o mas dosis posteriores, en
el que la dosis mg/m del anticuerpo en las dosis posteriores excede la dosis mg/m deI anticuerpo en la dosis |n|C|aI
Por ejemplo, la dosis inicial puede estar en el rango desde alrededor de 20 mg/m a alrededor de 250 mg/m (por
ejemplo, desde alrededor de 50 mg/m a alrededor de 200 mg/m ) y la posterior dosis puede estar en el rango desde
alrededor de 250 mg/m a alrededor de 1000 mg/m

Tal como se ha dicho antes, no obstante, estas cantidades sugeridas de ABM estan sujetas a una gran cantidad de
agentes terapéuticos. El factor clave en la selecciéon de una dosis y pauta apropiada es el resultado obtenido, como
se ha indicado antes. Por ejemplo, las dosis relativamente altas pueden ser necesarias inicialmente para el
tratamiento de enfermedades agudas y en curso. Para obtener los resultados mas eficaces, dependiendo de la
enfermedad o trastorno, el antagonista se administra tan pronto aparezca el primer signo, diagnéstico, aparicion, u
ocurrencia de la enfermedad o trastorno como sea posible o durante las remisiones de la enfermedad o trastorno.

En el caso de anticuerpos anti-EGFR utilizados para tratar tumores, los resultados terapéuticos 6ptimos se logran
generalmente con una dosis que es suficiente para saturar completamente los receptores de EGF sobre las células
diana. La dosis necesaria para lograr la saturacion dependera del nimero de receptores EGF expresados por célula
tumoral (que pueden variar significativamente entre diferentes tipos de tumores). Las concentraciones de suero tan
bajas como 30 nM han sido efectivas en el tratamiento de algunos tumores, mientras que la concentracién anterior
100 nM puede ser necesaria para lograr el efecto terapéutico 6ptimo con otros tumores. La dosis necesaria para
lograr la saturacion de un tumor determinado puede determinarse facilmente in vitro mediante radioinmumoensayo o
inmunoprecipitacion.

En general, para la terapia de combinacién con radiacién, un régimen terapéutico adecuado implica ocho |nfu3|ones
semanales de una ABM anti-EGFR descrita en este documento en una dosis de carga de 100-500 mg/m seguido
por dosis de mantenimiento de 100-250 mg/m y radiacion en la cantidad de 70,0 Gy en una dosis diaria de 2,0 Gy.
Para la terapia de combinacion con quimioterapia, un régimen terapéutico adecuado implica la administracion de una
ABM anti- EGFR descrita en este documento con una dosis de carga/ mantenimiento semanal de 100/100 mg/m
400/250 mg/m o 500/250 mg/m en combinacién con cisplatino en una dosis de 100 mg/m2 cada tres semanas.
Alternativamente, pueden utilizarse gemcitabina o irinotecan en lugar de cisplatino.

Las ABM descritas en este documento deben administrarse mediante cualquier medio adecuado, que incluye
administracion parenteral, subcutanea, intraperitoneal, intrapulmonar, € intranasal, y si se desea para el tratamiento
inmunosupresor local, administracion intralesional. Las infusiones parenterales incluye administracién intramuscular,
intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, o subcutanea. Ademas, el antagonista puede administrarse
adecuadamente mediante infusion pulsada, por ejemplo, con dosis decrecientes del antagonista. Preferiblemente la
dosificacion se realiza mediante inyecciones, mas preferiblemente inyecciones intravenosas o subcutaneas,
dependiendo en parte de si la administracion es corta o cronica.
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Se pueden administrar otros compuestos, como agentes citotdxicos, agentes quimioterapéuticos, agentes
inmunosupresores y/o citoquinas con los antagonistas de este documento. La administraciéon combinada incluye
coadministracion, utilizando formulaciones separadas o una formulacién farmacéutica Unica, y administracion
consecutiva en cualquier orden, en el que preferiblemente existe un periodo de tiempo en el que ambos (o todos) los
agentes activos simultaneamente ejercen su actividad bioldgica.

Quedara claro que la dosis necesaria de la composicion descrita en este documento para lograr curas puede
reducirse aun mas con una optimizacién de la pauta.

De acuerdo con la practica de la descripcion, el transportador farmacéutico puede ser un transportador lipidico. El
transportador lipidico puede ser un fosfolipido. Ademas, el transportador lipidico puede ser un acido graso. También,
el transportador lipidico puede ser un detergente. Tal como se utiliza en este documento, un detergente es cualquier
sustancia que altera la tension superficial de un liquido, generalmente disminuyéndolo.

En un ejemplo de la descripcion, el detergente puede ser un detergente no idnico. Ejemplos de detergente no iénicos
incluye, pero no se limita a, polisorbato 80 (también conocido como Tween 80 o (monooleato de
polioxietilenesorbitan), Brij, y Triton (por ejemplo Triton WR-1339 y Triton A-20).

Alternativamente, el detergente puede ser un detergente idnico. Un ejemplo de un detergente idnico incluye, pero no
se limita a, bromuro de alquiltrimetilamonio.

Adicionalmente, de acuerdo con la invencidn, el transportador lipidico puede ser un liposoma. Tal como se utiliza en
esta solicitud, un "liposoma" es cualquier vesicula unida a una membrana que contiene cualquier molécula de la
invencion o combinaciones de las mismas.

En aun otra realizacion, la descripcion esta relacionada con una ABM como se ha descrito en este documento para
utilizar como medicamento, en particular para utilizar en el tratamiento o profilaxis del cancer o para utilizar en una
condicion o lesién precancerosa. El cancer puede ser, por ejemplo, cancer de pulmén, cancer de pulmén de células
no pequefias (NSCL), cancer de pulmén de células bronquioalveolares, cancer de huesos, cancer pancreatico,
cancer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma cutaneo o intraocular, cancer uterino, cancer de ovario, cancer
rectal, cancer de la region anal, cancer de estomago, cancer gastrico, cancer de colon , cancer de mama, cancer de
utero, carcinoma de las trompas de falopio, carcinoma de endometrio, carcinoma de cérvix, carcinoma de vagina,
carcinoma de vulva, enfermedad de Hodgkin, cancer de esoéfago, cancer de intestino delgado, cancer de sistema
endocrino, cancer de glandula tiroides, cancer de glandula paratiroides, cancer de glandula adrenal, sarcoma de
tejido blando, cancer de uretra, cancer de pene, cancer de préstata, cancer de vejiga, cancer de rifién o uréter,
carcinoma de células renales, carcinoma de la pelvis renal, mesotelioma, cancer hepatocelular, cancer biliar,
leucemia crénica o aguda, linfoma linfocitico, neoplasia del sistema nervioso central (SNC), tumores del eje espinal,
glioma de cerebro, glioblastoma multiforme, astrocitomas, schwannomas, ependimomas, meduloblastomas,
meningiomas, carcinoma de células escamosas, adenoma pituitario, que incluyen versiones refractarias de
cualquiera de los canceres anteriores, o una combinaciéon de uno o mas de los canceres anteriores. La condicion o
lesion precancerosa incluye, por ejemplo, el grupo que consiste en leucoplaquia oral, queratosis actinica (queratosis
solar), pélipos precancerosos del colon o recto, displasia del epitelio gastrico, displasia adenomatosa, sindrome de
cancer no poliposo hereditario (HNPCC), eséfago de Barrett, displasia de vejiga, y condiciones cervicales
precancerosas.

Preferiblemente, dicho cancer se selecciona de entre el grupo que consiste en cancer de mama, cancer de vejiga,
cancer de cabeza y cuello, cancer de piel, cancer de pancreas, cancer de pulmon, cancer de ovario, cancer de
colon, cancer de prdstata, cancer de rifidn, y cancer de cerebro.

Aun otra realizacion es el uso de la ABM como se ha descrito en este documento para la fabricaciéon de un
medicamento para el tratamiento o profilaxis del cancer. El cancer es como se ha definido anteriormente.

Preferiblemente, dicho cancer se selecciona de entre el grupo que consiste en cancer de mama, cancer de vejiga,
cancer de cabeza y cuello, cancer de piel, cdncer de pancreas, cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer de
colon, cancer de prdstata, cancer de rifidn, y cancer de cerebro.

También preferiblemente, dicha molécula de unién a antigeno se utiliza en una cantidad terapéuticamente efectiva
desde alrededor de 1,0 mg/kg a alrededor de 15 mg/kg.

También mas preferiblemente, dicha molécula de unién a antigeno se utiliza en una cantidad terapéuticamente
efectiva desde alrededor de 1,5 mg/kg a alrededor de 12 mg/kg.

También mas preferiblemente, dicha molécula de union a antigeno se utiliza en una cantidad terapéuticamente
efectiva desde alrededor de 1,5 mg/kg a alrededor de 4,5 mg/kg.
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También mas preferiblemente, dicha molécula de union a antigeno se utiliza en una cantidad terapéuticamente
efectiva desde alrededor de 4,5 mg/kg a alrededor de 12 mg/kg.

Mas preferiblemente, dicha molécula de union a antigeno se utiliza en una cantidad terapéuticamente efectiva de
alrededor de 1,5 mg/kg.

También mas preferiblemente, dicha molécula de union a antigeno se utiliza en una cantidad terapéuticamente
efectiva de alrededor de 4,5 mg/kg.

También mas preferiblemente, dicha molécula de unién a antigeno se utiliza en una cantidad terapéuticamente
efectiva de alrededor de 1,2 mg/kg.

En otra realizacion, la descripcion esta dirigida a un método de tratamiento de un trastorno relacionado con EGFR en
un mamifero que necesita de este tratamiento que comprende la administracién al mamifero de una ABM de la
presente invencion, en el que el tratamiento resulta en concentraciones de suero de dicha ABM entre alrededor de 1
y alrededor de 500 pg/ml, durante un periodo de al menos 4 semanas, y en el que el tratamiento no provoca un nivel
de toxicidad clinicamente significativo en dicho mamifero. En otras realizaciones, la concentracién en suero esta en
la cantidad seleccionada de entre el grupo que consiste en alrededor de 1 ug/ml, alrededor de 25 pg/ml, alrededor
de 50 ug/ml, alrededor de 100 pg/ml, alrededor de 200 pg/ml, alrededor de 300 pg/ml, alrededor de 400 pg/ml,
alrededor de 500 pg/ml, entre alrededor de 1 y alrededor de 100 ug/ml, entre alrededor de 1 y alrededor de 200
ug/ml, entre alrededor de 1 y alrededor de 300 pg/ml, entre alrededor de 1 y alrededor 400 pg/ml, y entre alrededor
de 1y alrededor de 500 ug/ml. En una realizacion preferida, el mamifero es un humano. En una realizacién la ABM
es un anticuerpo. En una realizacion preferida, el anticuerpo esta glicomodificado y posee un aumento de la union de
FcgammaRlIl en comparacion con una forma no glicomodificada del anticuerpo.

En un aspecto, la descripcion esta dirigida a una molécula de unién a antigeno (ABM) que se une especificamente a
EGFR, en el que la ABM comprende ademas una region Fc de inmunoglobulina o fragmento de la misma, y en el
que la regién Fc o fragmento de la misma ha sido glicomodificado para tener un aumento de la funcion efectora en
comparacién con una forma no glicomodificada. En una realizacién particular, la funcién efectora es un aumento de
la citotoxicidad celular mediada por Fc.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a ABM que se une especificamente a EGFR, en el que la ABM
comprende ademas una region Fc de inmunoglobulina o fragmento de la misma, y en el que la region Fc o
fragmento de la misma ha sido glicomodificada para tener un aumento de la afinidad de unién al receptor Fc en
comparacion con una forma no glicomodificada.

En otro aspecto, la descripcion esta dirigida a una ABM que se une especificamente a EGFR, en el que la ABM no
provoca un nivel clinicamente significativo de toxicidad cuando se administra a un sujeto en una cantidad
terapéuticamente efectiva. En una realizacion, la ABM comprende ademas una regién Fc de inmunoglobulina o
fragmento de la misma. En una realizacion especifica, la regién Fc o fragmento de la misma ha sido modificada para
tener un aumento de la funcion efectora en comparacion con una forma no modificada. En una realizacion mas
especifica, la funcion efectora es un aumento de la citotoxicidad celular mediada por Fc. En ofra realizacion, la
region Fc o fragmento de la misma ha sido modificada para tener un aumento de la afinidad de union al receptor Fc
en comparacion con una forma no modificada. En una realizacidon especifica, la cantidad terapéuticamente efectiva
es desde alrededor de 1,0 mg/kg a alrededor de 15 mg/kg. En otra realizaciéon especifica, la cantidad
terapéuticamente efectiva es una concentracion en suero de alrededor de un microgramo por millilitro.

En otro aspecto, la descripcidon esta dirigida a una ABM como se ha descrito anteriormente para utilizar en el
tratamiento de un trastorno relacionado con EGFR en un sujeto que necesita dicho tratamiento. En otro aspecto, la
descripcién esta dirigida a una ABM que se une especificamente a EGFR para utilizar en el tratamiento de un
trastorno relacionado con EGFR en un sujeto mamifero que necesita dicho tratamiento, en el que la ABM no provoca
un nivel clinicamente significativo de toxicidad cuando se administra a un sujeto mamifero en una cantidad
terapéuticamente efectiva. En una realizacion, la cantidad terapéuticamente efectiva proporciona concentraciones de
suero de la ABM de entre alrededor 1 y alrededor de 100 microgramos por mililitro durante un periodo de al menos 4
semanas. En otra realizacién, la ABM utilizada en el tratamiento comprende ademdas una region Fc de
inmunoglobulina o fragmento de la misma. En una realizacion mas especifica, la regidon Fc o fragmento de la misma
ha sido modificada para tener un aumento de la funcién efectora en comparacion con una forma no modificada. En
una realizacion particular, la funcion efectora es un aumento de la citotoxicidad celular mediada por Fc. En otra
realizacion particular, la region Fc o fragmento de la misma ha sido modificada para tener un aumento de la afinidad
de union al receptor Fc en comparacion con una forma no modificada. En una realizacion preferida, el receptor Fc es
FcyRIll.

Articulos de manufactura

En otra realizacion descrita en este documento, se proporciona un articulo de manufactura que contiene materiales
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utiles para el tratamiento de trastornos descritos anteriormente. El articulo de manufactura comprende un
contenedor y una etiqueta o prospecto asociado al contenedor. Los contenedores adecuados incluye, por ejemplo,
botellas, viales, jeringas, etc. Los contenedores pueden estar formados de una serie de materiales como vidrio o
plastico. El contenedor mantiene una composicion que es efectiva para tratar la condicién y puede tener un puerto
de acceso estéril (por ejemplo el contenedor puede ser una bolsa de solucion intravenosa o un vial que posee un
tope perforable por una aguja de inyeccién hipodérmica). Al menos un agente activo en la composicién es un
anticuerpo anti-EGFR. La etiqueta o prospecto indica que la composicién se utiliza para tratar la condicién de
eleccion, como una enfermedad o trastorno no maligno, en el que la enfermedad o trastorno implica activaciéon o
produccién anormal de un receptor de EGFR y/o un ligando de EGFR, por ejemplo una enfermedad o trastorno
hiperproliferativo benigno. Ademas, el articulo de manufactura puede comprender (a) un primer contenedor con una
composicion contenida en el mismo, en el que la composicion comprende un primer anticuerpo que se une a EGFR
e inhibe el crecimiento de las células que sobreexpresan EGFR; y (b) un segundo contenedor con una composicion
contenida en el mismo, en el que la composicién comprende un segundo anticuerpo que se une a EGFR y bloquea
la activacion de ligando de un receptor de EGFR. El articulo de manufactura en esta realizacién de la invencion
puede comprender demas un prospecto que indica que las composiciones del primer y segundo anticuerpo pueden
utilizarse para tratar una enfermedad o trastorno no maligno del listado de dichas enfermedades o trastornos en la
seccion de definiciones anterior. Ademas, el prospecto puede instruir al usuario de la composicién (que comprende
un anticuerpo que se une a EGFR y bloquea la activacion de ligando de un receptor de EGFR) para combinar con la
terapia del anticuerpo y cualquiera de las terapias adjuntas descritas en la seccion precedente (por ejemplo un
agente quimioterapéutico, un farmaco dirigido contra EGFR, un agente antiangiogénico, un agente inmunosupresor,
un inhibidor de la tirosina quinasa, un compuesto anti-hormonal, un cardioprotector y/o una citoquina).
Alternativamente, o adicionalmente, el articulo de manufactura puede comprender ademas un segundo (o tercer)
contenedor que comprende un tampon farmacéuticamente aceptable, como agua bacteriostatica para inyeccion
(BWFI), tampodn fosfato salino, solucion de Ringer y solucién de dextrosa. Puede también incluir otros materiales
deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, que incluye otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, y
jeringas.

Los siguientes ejemplos explican la invencion en mas detalle. Las siguientes preparaciones y ejemplos se
proporcionan para permitir a los expertos en la materia entender mas claramente y poner en practica la invencion.

EJEMPLOS

A no ser que se especifique de otra manera, las referencias a la numeracion de posiciones especificas de residuos
de aminoacido en los siguientes Ejemplos estan de acuerdo con el sistema de numeracion de Kabat.

Ejemplo 1
Materiales y Métodos
Aproximacion del aceptor de elevada homologia

La busqueda del marco de un anticuerpo aceptor de elevada homologia se realizé alineando la secuencia de la
proteina ICR62 de rata con una coleccion de secuencias de linea germinal humana y escogiendo la secuencia
humana que muestra una mayor identidad de secuencia, conservando todos los residuos candnicos a nivel
funcional. En este punto, la secuencia 1-e de la familia VH1 de la base de datos \/Base se escogié como secuencia
marco aceptora de la cadena pesada, y la secuencia A30 de la familia VK1 de la base de datos VBase se escogi6
como marco aceptor de la cadena ligera. En estos dos marcos aceptores, se injertaron las tres regiones
determinantes de complementariedad (CDR) y/o los residuos determinantes de la especificidad de esos CDR de los
dominios variables pesados y ligeros de la ICR62 de rata. Como la regiéon 4 marco no forma parte de la region
variable del gen en linea germinal, el alineamiento for esa posicion se realizé de forma individual. La region JH6 se
escogié como cadena pesada, y la region JK2 se escogié como cadena ligera. EIl modelado molecular del dominio
de inmunoglobulina disefiado revel6 una posicion fuera del CDR1 de Kabat que potencialmente requeria los
residuos de aminoacido murinos en lugar de los humanos fuera del CDR. La reintroducciéon de residuos de
aminoacido murinos en el marco humano generaria las denominadas "retromutaciones". Por ejemplo, el residuo de
aminoacido del aceptor humano en la posicidon 27 de Kabat (Glicina en 1-e) se retromuté a un residuo de tirosina.
Para mostrar la importancia de los residuos de union a antigeno, se disefiaron variantes de anticuerpo humanizado
que incluian u omitian las retromutaciones. La cadena ligera del anticuerpo humanizado no requiri6 ninguna
retromutacion. Tras disefiar las de secuencias de proteina, las secuencias de DNA que codifican estas proteinas se
sintetizaron como se detalla a continuacion.

Aproximacion de mezcla de marcos
Para evitar la necesidad de introducir retromutaciones en posiciones criticas (criticas para mantener una buena
afinidad de union al antigeno o las funciones del anticuerpo) del marco del aceptor humano, se investigé si la region

marco 1 (FR1), las regiones marco 1 (FR1) y 2 (FR2) juntas, o la regién marco 3 (FR3) de un anticuerpo
funcionalmente humanizado podia reemplazarse con secuencias de anticuerpo humano que ya poseen residuos del
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donante, o residuos de aminoacido que son funcionalmente equivalentes a los residuos del donante, en posiciones
de residuo importantes en la secuencia natural de linea germinal humana. Con este propdsito, las regiones marco 1,
2y 3 de VH de la secuencia VH de ICR62 de rata se alinearon individualmente con las secuencias de linea germinal
humana. Aqui no se utilice la mayor identidad de secuencia para escoger los marcos del aceptor; sino que se realizd
un emparejamiento de varios residuos criticos. Estos residuos criticos comprenden los denominados residuos
candnicos, y también aquellos residuos en la posiciéon 27, 28 y 30 (numeracion de Kabat), que estan fuera de la
definicion de la CDR1 de Kabat, pero que a menudo estan involucrados en la unién de antigeno. Ademas, los
residuos criticos son aquellos que muestran una importante interaccion con las CDR, lo que puede determinarse
utilizando el modelado molecular. Las secuencias IMGT IGHV1-58 (N° registro M29809), IGHV5-51 (N° registro
M99686), asi como la secuencia de VBase 1-02 de la familia VH1 se escogieron como las adecuadas para
reemplazar la FR1, 2 o 3. Brevemente: la IGHV1-58 mostré un patrén prometedor en las posiciones de Kabat de 27
a 30, pero no cumplié los criterios para la posiciéon candénica 71. La IGHV5-51 poseia un residuo 71 emparejado, de
forma que su FR3 podia utilizarse. También su FR1 es cercana a la secuencia FR1 deseada.

La 1-e de VH1 cumplié todos los criterios aparte de la posicién 27. La secuencia 1-02 se considerd aceptable para
las regiones FR1y FR2, pero requeriria una retromutacion en FR3.

Tras disefar las secuencias de proteina, se sintetizaron las secuencias de DNA que codifican estas proteinas como
se detalla a continuacion. Utilizando esta aproximacién no eran necesarias las retromutaciones en la mayoria de las
construcciones de la cadena pesada, para mantener buenos niveles de unién del antigeno. La cronologia y los
razonamientos de las construcciones de los marcos mixtos se explican en la seccién de resultados.

Sintesis del gen del anticuerpo

Tras haber disefiado la secuencia de aminoacidos de la regién V del anticuerpo humanizado, se generé la secuencia
de DNA. Los datos de la secuencia de DNA de las regiones marco individuales se encontré en las bases de datos
(por ejemplo IMGT o VBase) de secuencias de linea germinal humana. La informacion de la secuencia de DNA de
las regiones CDR se tomd de la secuencia publicada del anticuerpo ICR62 de rata (véase, por ejemplo, la
publicacion PCT WO 95/20045). Con estas secuencias, la secuencia de DNA completa se ensamblé virtualmente.
Con los datos de esta secuencia de DNA, se introdujeron dianas de restriccion diagnosticas en la secuencia virtual
introduciendo mutaciones silentes, creando dianas de reconocimiento para las endonucleasas de restriccion. Para
obtener la cadena de DNA fisica, se realizd la sintesis génica (véase por ejemplo, Wheeler et al. 1995). En este
método, se disefiaron los oligonucledtidos a partir de los genes de interés, de forma que una serie de
oligonucledtidos se deriva de la cadena codificante, y la otra serie es de la cadena no codificante. Los extremos 3’ y
5’ de cada oligonucledtido (excepto el primero y el ultimo de la fila) siempre muestran secuencias complementarias a
los dos cebadores derivados de la cadena opuesta. Cuando se afiaden estos oligonucledtidos en un tampén de
reaccion adecuado para una polimerasa estable al calor, y se afiade Mg2+, dNTP y una polimerasa de DNA, cada
oligonucledtido se extiende desde su extremo 3’. El extremo 3’ acabado de formar de un cebador entonces hibrida
con el siguiente cebador de la cadena opuesta, y se extiende de nuevo su secuencia bajo condiciones adecuadas
para la elongacién de la cadena de DNA dependiente de molde. El producto final se cloné en un vector conventional
para la propagacion en E. coli.

Produccién de anticuerpo

Para la construccion de los vectores de expresion de la cadena ligera y pesada de anti-EGFR quiméricos (es decir,
region V completamente de rata y region C humana) y humanizados, se afiadieron secuencias lider (de secrecion)
de la cadena pesada y ligera humana corriente arriba de las secuencias de DNA de la region variable. Rio abajo de
las regiones variables, se afiadieron las regiones constantes de la IgG1 para la cadena pesada, y la region constante
kappa de la cadena ligera utilizando técnicas estandar de biologia molecular. Las secuencias de DNA de la cadena
pesada y ligera del anticuerpo completo resultante se subclonaron en vectores de expresion de mamiferos (uno para
la cadena ligera y uno para la cadena pesada) bajo el control del promotor MPSV vy rio arriba de un lugar de polyA
sintético, y cada vector era portador de una secuencia OriP del EBV.

Los anticuerpos se obtuvieron por cotransfeccion de las células HEK293-EBNA con los vectores de expresion de la
cadena pesada y ligera del anticuerpo de mamifero utilizando una estrategia de transfeccion con fosfato calcico. Las
células HEK293-EBNA en crecimiento exponencial se transfectaron mediante el método del fosfato calcico. Para la
produccién de anticuerpo no modificado, las células se transfectaron sélo con los vectores de expresion de la
cadena pesada y ligera del anticuerpo en una proporcion 1:1. Para la produccion del anticuerpo glicomodificado, las
células se cotransfectaron con cuatro plasmidos, dos para la expresion del anticuerpo, uno para la expresion de un
polipéptido de fusién de GnTIll, y uno para la expresién de manosidasa Il a una proporcién 4:4:1:1, respectivamente.
Las células se sembraron como cultivos en monocapa adherente en recipientes T utilizando medio de cultivo DMEM
suplementado con FCS al 10%, y se transfectaron cuando estaban en un confluente entre el 50 y 80%. Para la
transfeccion de un recipiente T75, se sembraron 8 millones de células 24 horas antes de la transfeccion en 14 ml de
medio de cultivo DMEM suplementado con FCS (al 10% V/V final) y neomicina 250 pg/ml, y las células se situaron a
37°C en un incubador con una atmoésfera de CO, al 5% durante toda la noche. Para cada recipiente T75 a
transfectar, se prepard una solucion de DNA, CaCl, y agua mezclando 47 pg totales de DNA del vector plasmidico

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 424 388 T3

dividido a partes iguales entre los vectores de expresion de la cadena ligera y la pesada, 235 pl de una solucién 1M
de CaCly, y anadiendo agua hasta un volumen final de 469 pl. A esta solucién se afadieron 469 ml de una solucién
de HEPES 50mM, NaCl 280 mM, Na;HPO4 1,5 mM a pH 7,05, se mezclé inmediatamente durante 10 s. y se dejo
reposar a temperatura ambiente durante 20 s. La suspensién se diluyé con 12 ml de DMEM suplementado con al
FCS 2%, y se afadio al T75 en lugar del medio existente. Las células se incubaron a 37°C, con CO- al 5% durante
alrededor de 17 a 20 horas, luego el medio se reemplaz6 con 12 ml de DMEM, FCS al 10%. El medio de cultivo
acondicionado se recogié entre 5 y 7 dias post-transfeccion, se centrifugé durante 5 min. a 1200 rpm, seguido de
una segunda centrifugacion durante 10 min. a 4000 rpm y se mantuvo a 4°C.

Los anticuerpos secretados se purificaron mediante una cromatografia de afinidad de proteina A, seguido de una
cromatografia de intercambio de cationes y un paso final de cromatografia de exclusion por tamafio en una columna
Superdex 200 (Amersham Pharmacia) intercambiando el tampdn por salina tamponada con fosfato y recogiendo los
anticuerpos IgG1 monomeéricos puros. La concentracion de anticuerpo se estimé utilizando un espectrofotdmetro a
partir de la absorbancia a 280 nm. Los anticuerpos se formularon en una solucion de fosfato potasico 25 mM, cloruro
sédico 125 mM, glicina 100 mM, a pH 6.7.

Las variantes glicomodificadas del anticuerpo humanizado se produjeron por cotransfeccion de los vectores de
expresion de anticuerpo junto con un vector de expresién de la glucosiltransferasa GnT-lll, o junto con un vector de
expresion GnT-1ll mas un vector de expresion de la manosidasa Il de Golgi. Los anticuerpos glicomodificados se
purificaron y se formularon como se ha descrito anteriormente para los anticuerpos no glicomodificados. Los
oligosacaridos unidos a la region Fc de los anticuerpos se analizaron mediante EM-MALDI/TOF como se describe a
continuacion.

Analisis de los oligosacéridos

Los oligosacaridos se liberaron enzimaticamente de los anticuerpos mediante digestién con PNGaseF, estando los
anticuerpos inmovilizados sobre una membrana de PVDF o en solucion.

La solucion de digestion resultante que contiene los oligosacaridos liberados se prepararon directamente para su
analisis MALDI/ fOF-MS o se digirieron posteriormente con glucosidasa EndoH previamente a su preparacion como
muestra para su analisis EM-MALDI/TOF.

Método de liberacién de oligosacaridos para anticuerpos inmunobilizados en una membrana de PVDF

Los pocillos de una placa de 96 pocillos hechos con una membrana de PYDF (Immobilon P, Millipore, Bedford,
Massachusetts) se humectaron con 100 ml de metanol y el liquido se hizo pasar a través de la membrana de PVDF
utilizando vacio aplicado al colector de vacio Multiscreen (Millipore, Bedford, Massachusetts). Las membranas de
PVDP se lavaron tres veces con 300 ml de agua. Entonces se lavaron los pocillos con 50 ml de tampén RCM (Urea
8 M, Tris 360 mM, EDTA 3,2 mM, pH 8,6). Se aplicaron entre 30-40 mg de anticuerpo en un pocillo que contiene 10
ml de tampdén RCM. El liquido en el pocillo se hizo pasar a través de la membrana aplicando vacio, y la membrana
se lavo subsiguientemente dos veces con 50 ml de tampdén RCM. La reduccién de los puentes disulfuro se realizd
mediante la adicién de 50 ml de ditiotreitol 0,1M en RCM y la incubacién a 37°C durante 1 h.

Tras la reduccién, se aplicd vacio para eliminar la solucion de ditiotreitol del pocillo. Los pocillos se lavaron tres
veces con 300 ml de agua antes de realizar la carboximetilacion de los residuos de cisteina mediante la adiciéon de
50 ml de acido yodoacético 0,1 M en tampdn RCM y una incubacién a temperatura ambiente en oscuridad durante
30 min.

Tras la carboximetilacién, los pocillos se vaciaron con vacio y a continuacion se lavaron tres veces con 300 ml de
agua. La membrana de PVDF se bloqued entonces, para evitar la adsorcion de la endoglucosidasa, mediante la
incubaciéon de 100 ml de una solucién acuosa al 1% de polivinilpirrolidona 360 a temperatura ambiente durante 1
hora. El reactive de bloqueo se eliminé entonces mediante vacio suave seguido de tres lavados con 300 ml de agua.

Los oligosacaridos N-ligados se liberaron mediante la adicion de 2,5 mU de péptido-N-glucosidasa F (N-Glucanasa
recombinante, GLYKO, Novato, CA) y 0,1 mU de sialidasa (GLYKO, Novato, CA), para eliminar cualquier residuo
monosacarido potencialmente cargado, en un volumen final de 25 ml en NaHCO3; 20 mM, pH 7,0). La digestion se
realizé durante 3 horas a 37°C.

Método de liberacién de oligosacaridos para anticuerpos en solucién

Entre 40 y 50 ug de anticuerpo se mezclaron con 2,5 mU de PNGasa F (Glyko, U.S.A.) en Tris 2 mM, pH 7,0 en un
volumen final de 25 microlitros y la mezcla se incub6 durante 3 horas a 37°C.

Utilizacion de la digestion con endoglucosidasa H de los oligosacaridos liberados con PNGasa F para la asignacion
de estructuras de oligosacaridos bisectados hibridos con los picos de oligosacaridos neutros de EM-MALDI/TOF
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Los oligosacaridos liberados con PNGasa F se digirieron a continuaciéon con endoglucosidasa H (EC 3.2.1.96). Para
la digestion con Endo H, se afiadieron 15 mU de Endo H (Roche, Suiza) a la digestion de PNGasa F (método
anterior para anticuerpo en solucion) para proporcionar un volumen final de 30 microlitros, y la mezcla se incubd
durante 3 horas a 37°C. La endo H escinde entre los residuos N-acetilglucosamina del nucleo chitobiosa de los
oligosacéridos N-ligados. La enzima solo puede digerir oligomanosa y la mayoria de glucanos de tipo hibrido,
mientras que los oligosacaridos de tipo complejo no se hidrolizan.

Preparacion de muestras para EM MALDI/TOF

Las digestiones enzimaticas que contienen los oligosacaridos liberados se incubaron durante 3 h adicionales a
temperatura ambiente tras la adicion de acido acético hasta una concentracion final de 150 mM, y a continuacion se
hicieron pasar a través de una resina de intercambio de cationes de 0,6 ml (resina AG50W-X8, forma hidrogenada,
tamafio de poro 100-200, BioRad, Suiza) empaquetada en una columna de cromatografia micro-bio-spin (BioRad,
Suiza) para eliminar los cationes y proteinas. Un microlitro de la muestra resultante se aplicé en una placa diana de
acero inoxidable, y se mezclé sobre la placa con 1 ul de matriz sDHB. La matriz sDRB se preparé disolviendo 2 mg
de acido 2,5-dihidroxibenzoico mas 0,1 mg de acido 5-metoxisalicilico en 1 ml de etanol/ cloruro sédico acuoso 10
nM 1:1 (v/v). Las muestras se secaron al aire, se aplicaron 0,2 pl de etanol y finalmente las muestras se dejaron
recristalizar al aire.

EM-MALDI/TOF

El espectrometro de masas MALDI-TOF utilizado para adquirir los espectros de masas fue un Voyager Elite
(Perspective Biosystems). El instrumento se operd en configuracion lineal, con una aceleracién de 20 kV y un retraso
de 80 ns. Se utilizé una calibracién externa utilizando estandares de oligosacarido para la asignacién de masa de los
iones. Los espectros de 200 disparos laser se sumaron para obtener el espectro final.

Ensayo de unién a antigeno

Se analiz6 la union de las variantes humanizadas de anticuerpo monomeérico purificado al receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano (EGFR, también denominado en la literatura HER-1 o ErbB1) sobre la linea celular
epidérmica humana A431, utilizando un ensayo basado en la citometria de flujo. 200.000 células (por ejemplo, de la
linea celular humana A431) en 180 ul de tampdén FACS (PBS que contiene FCS al 2% y EDTA 5 mM) se
transfirieron a tubos de poliestireno de 5 ul y se afadieron 20 ul de muestras concentradas 10 veces de anticuerpo
anti-EGFR (anticuerpo primario) (1-5000 ng/ml concentracion final) o sélo PBS. Tras mezclar suavemente las
muestras, los tubos se incubaron a 4°C durante 30 min en la oscuridad. A continuacién, las muestras se lavaron dos
veces con tampén FACS y se centrifugaron a 300 x g durante 3 min. El sobrenadante se eliminé por aspiracion y las
células se recogieron en 50 ul de tampon FACS y se afiadieron 2 pul de fragmentos de anticuerpo secundario
(F(ab’)2-FITC especifico anti-Fc (Jackson Immuno Research Laboratories, USA) y los tubos se incubaron a 4°C
durante 30 min. Las muestras se lavaron dos veces con tampoén FACS y se recogieron en 500 pl de tampén FACS
para su analisis mediante citometria de flujo. La unién se determine mediante la representacion de la media
geométrica de la fluorescencia frente a las concentraciones de anticuerpo.

Union de glucovariantes IgG1 monoméricas a una linea celular CHO que expresa FcyRIIIA

Las células CHO se transfectaron mediante electroporacion (280 V, 950 mF, 0,4 cm) con un vector de expresion que
codifica la cadena a y la cadena y del Fc gamma RIIIA-Val158. Los transfectantes se seleccionaron mediante la
adicion de 6 pg/ml de puromicina y los clones estables se analizaron mediante FACS utilizando 10 pl de anticuerpo
monoclonal anti-FcgammaRIIl 3G8 conjugado con FITC (BD Biosciences, Allschwill/ Suiza) para 10° células. Se
realizé la unién de la IgG1 a las células CHO que expresan el Fc gammaRIIIA-Val158. Brevemente, se afiadieron los
fragmentos F(ab’)2 anti-FcgammaRIIIA 3G8 (Ancell, Bayport, MN/USA) a una concentracion de 10 ug/ml para
competir con la unién de las glucovariantes de anticuerpo (3 pg/ml). La intensidad de la fluorescencia referente a las
variantes de anticuerpo unido se determiné en un FACSCalibur (BD Biosciences, Allschwil /Suiza).

Ensayo de CCDA

Se utilizaron células mononucleares de sangre periférica humana (CMSP) como células efectoras y se prepararon
utilizando un Histopaque-1077 (Sigma Diagnostics Inc., St. Louis, MO63178 USA) siguiendo esencialmente las
instrucciones del fabricante. En breve, se recogié sangre venosa de voluntarios sanos en jeringas heparinizadas. La
sangre se diluyé 1: 0,75-1,3 con PBS (que no contiene Ca++ o Mg++) y se se separd en capas en un Histopaque-
1077. El gradiente se centrifugd a 400 x g durante 30 min. a temperatura ambiente (TA) sin freno. La interfase que
contiene las CMSP se recolectaron y se lavé con PBS (50 ml de células PER a partir de dos gradientes) y se
recogieron mediante centrifugacion a 300 x g durante 10 minutos a TA. Tras la resuspension del botén con PBS, las
CMSP se contaron y se lavaron una segunda vez mediante centrifugacion a 200 x g durante 10 minutos a TA. Las
células entonces se resuspendieron en el medio apropiado para los subsiguientes procedimientos.
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La proporcion entre efectora y diana utilizada para los ensayos de CCDA fue de 25:1 y de 10:1 para las células
CMSP y NK, respectivamente. Las células efectoras se prepararon en medio AIM-V a la concentracién apropiada
para afiadir 50 ul por pocillo de las placas de 96 pocillos de fondo redondeado. Las células diana fueron células que
expresan el EGFR humano (por ejemplo, A431, EBC-1 o0 LN229) que habian crecido en DMEM que contiene un 10%
de FCS. Las células diana se lavaron en PBS, se contaron y se resuspendieron en AIM.V a 0,3 millones por ml para
afadir 30.000 células en 100 pl por micropocillo. Los anticuerpos se diluyeron en AIM-V, se afiadieron en 50 pl a las
células diana presembradas y se dejaron unir a las células diana durante 10 minutos a TA. Luego se afiadieron las
células efectoras y la placa se incubé durante 4 horas a 37°C en una atmésfera humidificada que contiene CO; al
5%. La muerte de las células diana se valoré midiendo la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) de las células
danadas utilizando el equipo Cytotoxicity Detection kit (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suiza). Tras la incubacién de 4
horas, las placas se centrifugaron a 800 x g. Se transfirieron 100 ul de sobrenadante de cada pocillo a una nueva
placa de 96 pocillos de fondo plano transparente. Se afiadieron 100 pl de tampdn de sustrato coloreado del equipo
por pocillo. Se determinaron los valores de Vmax de la reaccion de color en un lector de ELISA a 490 nm durante al
menos 10 min. utilizando el programa SOFTmax PRO (Molecular Devices, Sunnyvale, CA94089, USA). La liberacion
espontanea de LDH se midié en los pocillos que contienen solo células diana y efectoras pero no anticuerpos. La
liberacion maxima se determiné en los pocillos que contienen sdlo células diana y Triton X-100 ald 1%. El porcentaje
de muerte mediada por el anticuerpo especifico se calculé como sigue: ((x - SR)/(MR - SR)*100, en la que x es la
media de Vmax a una concentracién de anticuerpo especifico, SR es la media de las Vmax de liberacién espontanea
y MR es la media de las Vmax de liberacién maxima.

Ejemplo 2
Resultados y discusion

La comparacion de la unién al receptor EGF humano de las variantes de anticuerpo I-HHA, I-HHB, I-HHC, I-HLA,
I-HLB, IHLC, I-HLA1, 1-HLAZ2, I-HLA3, I-HLA4, I-HLA5, I-HLAG, I-HLA7, I-HLAS8, I-HLA-9, 1-HHD, I-HHE, I-HHF e
I-HHG, acomplejadas con la cadena ligera del ICR62 quimérico o con las cadenas ligeras de ICR62 humanizados
(I-KA, I-KB o I-KC) y el anticuerpo ch-ICR62 quimérico parental, muestra que todos los anticuerpos poseen valores
de CES50 similares dentro de una unidad logaritmica. Sélo la I-HHA posee una actividad de unién fuertemente
reducida (véase la Figura 2). La Figura 1 muestra la actividad funcional de las cadenas de polipéptido ICR62
quimérico individuales (ch-ICR62) cuando se combinan con las construcciones humanizadas I-HHC y I-KB,
respectivamente. En este experimento, la cadena ligera, la cadena pesada o ambas cadenas de ch-ICR62
simultdneamente se reemplazaron por las construcciones humanizadas anteriormente mencionadas. Esto
demuestra que la formacion de la interfaz VH/VL parece funcionar tanto en el anticuerpo de roedor como en las
construcciones humanizadas.

Como se muestra en la Figura 2, la cadena pesada humanizada de 1-HILA no pudo restaurar la actividad de unién
con la cadena ligera I-KA o 1-KB. Como el I-HLA mostré unién tanto con I-KA como con I-KB, los presentes
inventores concluyeron que la cadena pesada de I-HHA no es funcional en la unién de antigenos. Las Figuras 1y 2,
combinadas con la Figura 3, muestran que las construcciones de la cadena ligera I-KA, I-KB e I-KC tiene un
comportamiento en su unién que es indistinguible de su homoélogo de roedor. La variante I-KC no posee ninguna
retromutacion, y ademas tiene el CDR1 parcialmente humanizado, de forma que los residuos 24-29 pueden ser
derivados de la secuencia de aceptor humano (A30 de VK1, como se ha mencionado anteriormente).

En la serie I-HHA, I-HHB e I-HHC, solo las ultimas dos variantes mostraron un comportamiento de unién satisfactorio
(Figuras 2 y 3). El analisis de la secuencia de 1-HHA revel6 tres potenciales residuos de aminoacido responsables
de este comportamiento: Lys33, His35 y Tyr50. Las construcciones que poseian la Lys33 reemplazada por tirosina
mostraron una buena unién, asi como las construcciones con la Tyr50 reemplazada por triptéfano. Sélo cuando
estos dos residuos se reemplazaron con alanina y glicina, respectivamente, se perdié la union. Como I-HHC no
mostré una mayor unién que I-HHB, los presentes inventores concluyeron que los residuos Asn60, Glu61, Lys64 y
Ser65 no han de ser necesariamente de origen roedor; o pueden reemplazarse por Ala, GIn, GIn y Gly,
respectivamente. Este procedimiento conduce a una construccién en la que la CDR2 esta mas humanizada, ya que
las posiciones de aminoacido de 60 a 65 son parte de la definiciéon de CDR de Kabat, pero no es necesario injertar
los residuos donantes de roedor para este anticuerpo.

Las Figuras 4 y 5 comparan las construcciones de la serie I-HLA1, I-HLA2, I-HLA3, I-HLA4, I-HLA5 y I-HLAG. EI
mejor comportamiento de union se observé en las construcciones ch-ICR62, I-HLA1 e IHLA2, con un valor de CEsp
de aprox. 300 ng/ml. El resto de construcciones mostraban este valor augmentado con un factor de dos, y por lo
tanto mostraron una actividad de unién ligeramente reducida. La primera conclusion de estos datos es que, dentro
de la CDR1 de Kabat, las sustituciones Lys33Tyr e lle34Met se toleraban. Estas dos posiciones estan localizadas
dentro de la definicion de Kabat de la CDR1, pero fuera de las fronteras de CDR de Chothia (que se basaron en un
analisis estructural en lugar de un analisis de la secuencia). En la ultima parte de CDR1, entonces, al menos cierta
promiscuidad esta permitida.

La segunda conclusion es que, en la CDR2, ademas del reemplazo anteriormente mencionado de los residuos
Asn60 y Glu61 por los residuos que no son de donante, también se permitieron las sustituciones no de donante
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Asn60Ser, Glu61Pro y Lys62Ser en la CDR de Kabat. Estos residuos se derivaron de la secuencia aceptora IGHV5-
51 de linea germinal humana, que se utiliz6 como secuencia aceptor FR3. Las construcciones I-HLA3 y I-HLA4
difieren de la I-HLA1 e I-HLA2 sélo por la eliminacion de la retromutacion Phe27Tyr, y tanto las construcciones
I-HLA3 como I|-HLA4 pierden afinidad en comparacion con su construcciéon parental. Por lo tanto, la tercera
conclusion de la comparison de I-HLA1, I-HLA2, I-HLA3, I-HLA4, I-HLAS y I-HLAG es que la Phe27 esté involucrada
en la unioén a antigeno, directamente o indirectamente, a través de la modificacion de la conformacién del bucle de la
CDR1.

Las variantes I-HLA5 y I-HLA6 poseen la FR1 de I-HLA1 y I-HLA2, respectivamente, reemplazada por otra
secuencia aceptora de linea germinal con la Phe27 presente naturalmente (es decir, IGHV1-58). Esto sélo pudo
conseguirse mediante la introduccién simultanea de varias mutaciones distintas, que son: Val2Met, Ala9Pro y
Ala16Thr. Mediante este procedimiento, el efecto beneficioso de (re)introducir la Phe27 se anul6 de nuevo.

La construccién I-HLA7 se analizd para determinar si la restauracion de los residuos donantes adicionales en las
CDR1 y CDR2 de la cadena pesada de la construccién I-HLAG6 podia restaurar la actividad completa de unién en
comparacion con la ICR62. Como se muestra en la Figura 6, este no fue el caso.

Como se muestra en las Figuras 7 y 8, se analizaron dos construcciones adicionales, I-HLA8 y I-HLA9, para
determinar si podia conseguirse la actividad completa de unién en comparacién con la ch-ICR62. Empezando a
partir de la construccién I-HHB, las regiones FR1 se reemplazaron con las regiones FR1 con una homologia maxima
dentro de la regiéon CDR1 de Chothia. La construccion I-HLA8 posee la FR1 de la secuencia IGHV1-58, y la I-HLA9
posee la region IGHV5-51 FR1. Ambas construcciones unen el antigeno al menos como el anticuerpo ch-ICR62. La
construccion I-HLA8, de hecho, puede unirse incluso mejor, con la CEsg reducida en un factor de 2. La construccion
I-HLA8 posee la misma secuencia FR1 que las construcciones I-HLA5 y I-HLAG y por lo tanto posee los mismos
residuos no donantes (es decir, Val2Met, Ala9Pro y Ala16Thr), lo que sugiere que la presencia de estos residuos no
donantes no posee un efecto negativo en la unién. Las mutaciones no beneficiosas que ocurren en I-HLA5 y 6
surgen de la combinacién de una FR1 VH1 emparejada con una FR3 VH5, que potencialmente puede compensarse
si tiene una FR1 y una FR3 de la misma familia VH.

En la Figura 8 se muestran las construcciones que contienen residuos no donantes dentro de las CDR. Asi, estas
construcciones estan incluso mas humanizadas en la CDR ya que los residuos no donantes aparecen en las
regiones marco humanas que se escogieron para estas construcciones. Las construcciones |-HHE (His35Ser),
I-HHF (Thr58Asn) e I-HHG (Ser57Ala) poseen todas ellas un residuo en la CDR1 o CDR2 que esta humanizado (en
comparacion con la construccion I-HHB). La construccion I-HHD (Gly24Ala) también se analiz6. I-HHF mostro una
union reducida, lo que indica la importancia de la Thr58. Al contrario del residuo 58 de la CDR de Kabat, el
aminoacido 57 es mas tolerante a las sustituciones, ya que la mutacién Ser57Ala aparentemente no ejerce ninguna
influencia sobre la union (Figura 8).

Como la regiéon FR3 de IGHV5-51 parecia mostrar propiedades prometedoras en las construcciones I-HLA1y 2,y la
FR1 de la misma secuencia de linea germinal demostré ser util en la construccion I-HLA9, se disefiaron las FR1,
FR2 y FR3 de IGHV5-51 para su uso conjunto como un aceptor para el injerto de bucles.

Resumen del andlisis de los residuos candnicos en las construcciones ICR62 humanizadas:

VL: posicién 2 de Kabat: lle probablemente necesario.
posicién 71 de Kabat: lle o Phe permitido.
VB: pos. 24, Gly, Thr, Ala, Val, Ser permitido.
pos. 26, Gly permitido.
pos. 29, Phe, lle, Leu, Val, Ser permitido.
pos. 34, lle, Met, Leu, Val, Trp, Tyr, Thr permitido.
pos. 71, Ala, Leu, Val, Thr permitido.
pos 94, Arg, Gly, Asn, Lys, Ser, His, Thr, Ala permitido.

Resultados de los experimentos de CCDA

La Figura 9 muestra una comparacion de la citotoxicidad celular mediada por anticuerpo (CCDA) de las distintas
glicoformas del anticuerpo ICR62 quimérico, asi como la variante humanizada I-HLA4. Las diferentes glicoformas
estan marcadas mediante una etiqueta que indica no glicomodificado (WT), glicoforma 1 (G1) o Glicoforma 2 (G2).
"G1" se refiere una glicomodificacion del anticuerpo mediante coexpresion con la GnTIll. "G2" se refiere a una
glicomodificacion del anticuerpo mediante la coexpresion con GoTlll y Manll. "WT" se refiere a los anticuerpos que
no fueron glicomodificados. La cadena ligera de todas las construcciones humanizadas es la variante |I-KC, y no se
etiquetd explicitamente.

El anticuerpo quimérico, asi como el humanizado, se mejoraron en cuanto a potencia y eficacia mediante las dos

estrategias diferentes de glicomodificacion. La construccion ch-ICR62 funcioné ligeramente major que la I-HLA4 para
la forma no glicomodificada o las glicoformas, respectivamente. Como se ha visto en la Figura 4, cuando se
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compararon las afinidades de los dos anticuerpos frente a su antigeno, ch-ICR62 poseia un valor de CEsy dos veces
menor. Esta diferencia en la afinidad se refleja aqui en diferencias en la eficacia.

La Figura 10 muestra una comparacion de la citotoxicidad celular mediada por anticuerpo (CCDA) entre la forma no
glicomodificada ("salvaje") y la glicoforma G2 de las construcciones de los anticuerpos ICR62 humanizados I-HHB y
I-HLA7. Los mismos anticuerpos se aplicaron en dos lineas celulares diana diferentes. En el panel A de la Figura 10,
se utilizé la linea celular diana LN229; y en el panel B de la Figura 10, se utilizé la linea celular A431. Las células
A431 son aparentemente mas susceptibles a la muerte celular mediada por anticuerpo que las células LN229. De
forma mas importante, la glicomodificacién mejoré la potencia de ambos anticuerpos. Este efecto parecié ser mas
pronunciado para I-HLA7 que para I-HHB. El porcentaje de muerte celular a la concentracion maxima de anticuerpo
para I-HHB pudo cambiarse de [130% a -40% introduciendo la variante glicomodificada G2, cuando se ultilizé la linea
celular diana LN229. Cuando se utilizé la linea celular A431, este valor aparentemente quedé sin modificacion. Este
comportamiento fue completamente diferente para el anticuerpo I-HLA7. La muerte de las células diana a la
concentracién maxima de anticuerpo se modificé de alrededor del 10% a alrededor del 50%, para las células LN229,
y de alrededor del 40% a alrededor del 70% para las células A431 mediante la introducciéon de variantes
glicomodificadas G2. En este caso, a pesar de tener una actividad menor en el anticuerpo no glicomodificado de
IHLA7 en relacion con I-HHB, el grado de actividad es inverso para los anticuerpos glicomodificados. Las Figuras 11
y 12 también muestran comparativas de formas no glicomodificadas (WT) y glicoformas G2 de las construcciones de
anticuerpo ICR62 quimérico y ICR62 humanizado, I-HHB e I-HLA?.

Ejemplo 3

Estudio de toxicidad preliminar mediante administracién intravenosa (bolo) a monos cynomolgus - Andlisis
bioanalitico

INTRODUCCION
Ensayo anti-EGFR glicomodificado

Este analisis bioanalitico describe la determinacion de anti-EGFR en muestras originadas de monos cynomolgus tras
la administracion intravenosa (en bolo) de anti-EGFR (anticuerpo anti-EGFR glicomodificado recombinante
producido a partir de células de mamifero transfectadas en cultivo con vectores de expresion de anticuerpo que son
portadores de los genes de la cadena pesada IHHB y la cadena ligera I-KC como se han descrito anteriormente, y
purificados como se ha descrito anteriormente) como el descrito en el protocolo que se indica aqui a continuacion.
Un total de 78 muestras de suero de mono se almacenaron congeladas a alrededor de -20°C hasta su uso.

Los métodos bioanaliticos utilizados para la determinacién de anti-EGFR utilizaron un método de ELISA para medir
las concentraciones en suero de anti-EGFR. Los criterios de aceptacion se fijaron al £20% (+25% control calidad
bajo) para la precision y la inexactitud.

MATERIALES y METODOS

Objetivo: El objetivo de este estudio fue la valoracion del potencial toxico sistémico de la administracion intravenosa
(en bolo) de glico-mAb (anti-EGFR) a monos cynomolgus tras un periodo de recuperacién de 8 semanas.

TABLA 8

Modelo animal Monos cynomolgus, aceptados por las agencias reguladoras,
disponibles datos de antecedentes.

Justificacion para utilizar el | El primate fue la especie no roedora de eleccidon ya que por si misma
primate conserva dos parametros criticos: reconocimiento del antigeno EGFR
por el anticuerpo de prueba, y reconocimiento de la regién Fc del
anticuerpo de prueba por los receptores Fc del sistema inmune.

Ruta Intravenosa (bolo), para simular las condiciones de administracion
clinica.

TABLA 9: Grupos de tratamiento y dosis

Grupo 1 2 3
Compuesto Glyco-mAb{Anti-EGFR)
Dosis (mg/kg/dia) 1,5 4,5 12

Racional para la seleccién del nivel de dosificacion

1,5-7,5 mg/kg es el rango esperado para los estudios humanos (siendo 7,5 mg/kg la dosis correspondiente para un
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compuesto similar en humanos).

TABLA 10: Identidad de los grupos de tratamiento

Grupo | Tratamiento Dosis Numero de animales | Numeros Id. animal
(mg/kg/dia) # Macho Hembra | Macho Hembra

1 Glico-mAb 1,5 1 1 623 590
(Anti-EGFR)

2 Glico-mAb 4,5 1 1 461 462
(Anti-EGFR)

3 Glico-mAb 12 1 1 463 612
(Anti-EGFR)

# Expresado en términos de la sustancia de prueba tal y como se suministra.

TABLA 11: Animales

Especies Mono Cynomolgus (criados para este proposito).
Edad recibido Aproximadamente 15 meses.
Rango de peso pedido De 1,5a 2,5kg.

TABLA 12: Administracion de anti-EGFR

Via Inyeccién intravenosa

Tratado a Dosis constantes en mg/kg/ocasion.

Volumen de la dosis Calculado previamente, en base al peso corporal
registrado mas reciente

Volumen de | 1 ml/kg/dia

dosificacién individual

Frecuencia Dias 1, 8, 15y 22, inmediatamente antes de alimentarse

Secuencia Por grupo

Puntos de dosificacion utilizando la vena izquierda safena

Inyeccién Bolo, nueva aguja desechable estéril por animal

Formulacién Se mantuvo un registro de la utilizacién de
formulaciones en funciéon del peso. Este balance se
compar6 con la utlizacion esperada como
comprobacién de la correcta administracion

TABLA 13: Observaciones clinicas

Animales y sus bandejas de jaula | Inspeccion visual al menos dos veces diarias en
busca de evidencia de reaccién al tratamiento o
mala salud.

Desviaciones de la normalidad | Naturaleza y gravedad

registradas en el momento | Fecha y momento de aparicién

respecto a Duracién y progreso del estado observado
Examen fisico Una vez cada semana a todos los animales
Registro diario de las bandejas | En busca de vornirus, sangre, diarrea, etc
de jaula

TABLA 14: Frecuencia de dosificacion

Frecuencia 1. Inmediatamente pre-dosificacion.

2. % a 2 horas tras completarse la dosificacion.

3. Tan tarde como sea posible en la jornada laboral.
Puntos de inyeccion Diaria

TABLA 15: Toxicocinética

Dia Animales Tiempos de muestreo en horas tras la dosificacion.

1 Todos los animales 1,4,12, 24,72, 120

8 Todos los animales Predosificacion, 1 hora tras la dosificacion (169 horas
tras la dosis del dia 1).
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15 Todos los animales Predosificacion, 1 hora tras la dosificacion (337 horas
tras la dosis del dia 1).

22 Todos los animales Predosificacion, 1 hora tras la dosificacion (505 horas
tras la dosis del dia 1).

29 Todos los animales 672 horas tras la dosis del dia 1

TABLA 16: Muestras

Punto de muestreo Vena adecuada

Volumen de anticoagulante/ Sin anticoagulante/ 0,7 ml.

muestra

Numero total de muestras 104

tomadas

Separacién de suero Mediante centrifugacion a temperatura ambiente a no ser

que se indique de otro modo para proporcionar un minimo
de 0,3 ml, cuando sea posible.

Almacenamiento del suero Tubos de plastico etiquetado de forma apropiada.
Congelados a baja temperatura (aproximadamente -20°C),
mientras no se realiza el bioanalisis

Histologia
TABLA 17: Fijacién del tejido
Estandar Formalina tamponada neutra al 10%
Otras Testiculos y epididimos: inicialmente en fluido de Bouin.
QOjos: Inicialmente en fluido de Davidson.
TABLA 18: Histologia
Procesado Todos los animales

Tincién de rutina | Secciones de 4-5 um tefiidas con hematoxilina y eosina

Procedimiento del inmunoensayo

Una placa se recubrié con 100 ml por pocillo de una solucién de recubrimiento (5 ml de IgG de oveja anti-humano
(IgG absorbida de mono, the Binding Site, UK) afiadida a 11495 pul de tampdn bicarbonato (0,05M, pH 9,6) y se
incubd durante aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente. La placa se lavd 3 veces con 400 pl por pocillo
de solucién de lavado (PBS (Sigma Chemical Co., UK) al 0,01% (v/v) Triton-X100 (Sigma Chemical Co., UK)) y se
golped suavemente para secarla.

Se afiadieron 200 pl por pocillo de tampodn de ensayo (BSA al 1% plv, Sigma Chemical Co., UK) y se incubé durante
aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente. La placa se lavd 3 veces con 400 pul por pocillo de solucién de
lavado y se golped suavemente para secarla. Los estdndares de calibracion, controles de calidad (CC) y/o muestras
se afiadieron a 100 pl por pocillo y se incubaron durante aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente, tras lo
cual la placa se lavd 3 veces con 400 pul por pocillo de solucidn de lavado y se golpeé suavemente para secarla.

La solucion de conjugacion (6 pl de conjugado IgG kappa anti-humano de cabra-HRP (Bethyl Laboratories Inc.,
USA) se afiadié a 12 ml de tampdn de ensayo) se afiadié a 100 pl por pocillo y se incubd durante aproximadamente
1 hora a temperatura ambiente. La placa se lavd 3 veces con 400 pl por pocillo de solucion de lavado y se golped
suavemente para secarla.

Se afiadié 100 pl de trimetilbenzidina (TMB; Europa Bioproducts, Ely, UK) por pocillo. La placa se cubrié y se incubd
durante aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente. Entonces se afiadieron 100 pl de solucién de parada
de la reaccion (HCI 0,5 M, Fisher, UK) a cada pocillo. Las absorbancias se leyeron a 450 nm (filtro de referencia 630
nm) en un lector de microplaca DYNATECH MRX (Mettler Instruments, UK).

RESULTADOS y DISCUSION

Analisis de las muestras de prueba

Las concentraciones de anti-EGFR se midieron mediante un método de inmunoensayo (ELISA) en 78 muestras de

suero de mono generadas de acuerdo con el protocolo descrito en este documento anteriormente. Estos resultados
se presentan en las Tablas 19-21, mas adelante.
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TABLA 19

Concentracion en suero de anti-EGFR en suero de mono (ug/ml) tras la
administracion intravenosa de 1,5 mg/kg de anti-EGFR en los dias 1, 8, 15y
22 (GRUPO 1)

Intervalo Ndmero del animal Media DE
1M 623 1F 590
Dia 11 hora 33,42 30,86 32,14 1,8
Dia 1 4 horas 27,33 27,49 27,41 0,1
Dia 1 12 horas 13,09 17,01 15,05 2,8
Dia 1 24 horas 9,656 9,468 9,562 0,1
Dia 1 72 horas 2,528 0,786 1,657 1,2
Dia 1 120 horas 0,845 0,431 0,638 0,3
Dia 8 predosis 0,538 0,287 0,413 0,2
Dia 8 1 hora 30,02 19,07 24,55 7,7
Dia 15 predosis 0,902 0,382 0,642 0,4
Dia 151 hora 17,91 33,08 25,50 10,7
Dia 22 predosis 1,065 0,595 0,830 0,3
Dia 22 1 hora 19,41 33,00 26,21 9,6
Dia 1 672 horas 1,202 0,362 0,782 0,6

DE desviacion estandar

TABLA 20

Concentracion en suero de anti-EGFR en suero de mono (ug/ml) tras la
administracion intravenosa de 5,0 mg/kg de anti-EGFR en los dias 1, 8, 15y
22 (GRUPO 2)

Intervalo Ndmero del animal Media DE
2M 461 2F 462

Dia 11 hora 32,45 29,51 30,98 2,1
Dia 1 4 horas 32,39 29,57 30,98 2,0
Dia 1 12 horas 28,05 25,88 26,97 1,5
Dia 1 24 horas 23,70 23,78 23,74 0,1
Dia 1 72 horas 14,03 14,38 14,21 0,2
Dia 1 120 horas 10,42 8,137 9,279 1,6
Dia 8 predosis 4,672 3,683 4,178 0,7
Dia 8 1 hora 25,91 31,06 28,49 3,6
Dia 15 predosis 5,752 5,450 5,601 0,2
Dia 15 1 hora 32,20 35,38 33,79 2,2
Dia 22 predosis BLQ 6,497 3,249 -

Dia 22 1 hora 26,98 30,23 28,61 2,3
Dia 1 672 horas BLQ 4,845 2,423 -

BLQ por debajo del limite de cuantificacion, < 0,195 pg/ml)
DE desviacion estandar
Note: BLQ se introdujo como cero en los calculos

TABLA 21

Concentracion en suero de anti-EGFR en suero de mono (ug/ml) tras la
administracion intravenosa de 15 mg/kg de anti-EGFR en los dias 1, 8, 15y 22

(GRUPO 3)
Intervalo Numero del animal Media DE
3M 463 3F 612

Dia 1 1 hora 262,2 168,0 215,1 66,6
Dia 1 4 horas 223,3 174,5 198,9 34,5
Dia 1 12 horas 164,9 165,7 165,3 0,6
Dia 1 24 horas 141,7 146,0 143,9 3,0
Dia 1 72 horas 99,54 86,64 93,09 9,1
Dia 1 120 horas 86,64 69,08 77,86 12,4
Dia 8 predosis 65,86 45,21 55,54 14,6
Dia 8 1 hora 282,1 209,9 246,0 51,1
Dia 15 predosis 98,43 71,21 84,82 19,2
Dia 15 1 hora 3859 231,4 308,7 109,2
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Dia 22 predosis 117,3 105,6 111,5 8,3
Dia 22 1 hora 2341 402,5 318,3 119,1
Dia 1 672 horas 127,5 1229 125,2 3,3
DE desviacion estandar

Ejemplo 4

Estudio preliminar de toxicidad mediante la administracion intravenosa (en bolo) a mono cynomolgus — Resumen de
la toxicocinética

Se administraron dosis de anti-EGFR por bolo intravenoso a tres grupos de monos cynomolgus (1 macho y 1
hembra por grupo) en los dias 1, 8, 15 y 22 de un estudio de toxicidad de 28 dias para valorar la exposicion
sistémica de los animales al anti-EGFR. Las concentraciones en suero de anti-EGFR en las muestras recogidas
hasta 672 horas tras la primera dosis se determinaron mediante un método de inmunoensayo. El andlisis
farmacocinético de los datos de concentracion en suero - tiempo resultd en los siguientes parametros
farmacocinéticos:

TABLA 22

Dosis Animal Crax Tmax (h) | AUC, AUC CL Vss k (I/h) ti2 (h)
(mgrkg) (ug/mL) (ng.h/mL) (ug.h/mL) | (mL/h/kg) | (mL/Kg)
1,5 1M623 33,42 1 830,4 849,4 1,778 60,79 0,0214 32,5
1,5 1F590 30,86 1 748,4 774,9° 1,962° 57,85° 0,0105° | 66,0°
4,5 2M46) 32,45 1 2537 3005 1,488 133,6 0,0110 63,1
4,5 2F462 29,57 4 2378 2719 1,663 133,2 0,0121 57,4
12 3M463 262,2 1 18310 29870° 0,4058° 71,33° 0,0056° | 124,3°
12 3F612 174,5 4 15980 21400° 0,5552° 66,94° 0,0082° | 84,4°
a El valor es una estimacion ya que los datos no cumplen todos los criterios de aceptancion definidos en el

procesado de datos y debe tratarse con cautela

Las relaciones entre las areas bajo las curvas de concentracion de anti-EGFR en suero-tiempo (AUC1eg) y €l nivel de
dosificacion del dia | se presentan a continuacion:

TABLA 23
Nivel de | Nivel de | Proporcién del
dosificacién dosificacion AUC 168
(mg/kg/ocasion) proporcion Machos | Hembras
1,5 1 1 1
4,5 3,0 3.1 3,2
12 8,0 22,0 21,4

La tasa y extension de la exposicion sistémica de los monos al anti-EGFR, caracterizada por el AUC1g3, aumento
aproximadamente proporcionalmente al aumentar la dosis por encima del rango de dosis de 1,5 a 4,5 mg/kg/ocasion
pero el aumento era mayor al aumento proporcional de la dosis a lo largo del rango de dosis de 4,5 a 12
mg/kg/ocasion en el dia 1. A la dosis mas elevada (12 mg/kg/ ocasion) el AUC16s fue case 2,8 veces mayor que el
valor predecible por una relacion lineal.

La extension (AUC1es) de la exposicion sistémica de los monos hembra al anti-EGFR en general fue similar a la
exposicion en monos machos.

Tras repetidas dosis intravenosas, las concentraciones en suero de anti-EGFR pre-dosis en general fueron
superiores que los valores obtenidos tras una sola dosis e indicd que habia acumulacién del anti-EGFR en suero a lo
largo del periodo de estudio.

La vida media terminal no pudo estimarse adecuadamente para todos los animales, pero pudo estimarse en el rango
de 32,5 a 63,1 horas, y parecié aumentar con la dosis en los animales macho. La eliminacioén total en suero de anti-
EGFR parecio ser independiente de la dosis a lo largo del rango 1,5 — 4,5 mg/kg/ocasion pero se redujo en el mayor
nivel de dosificacion en monos machos y hembras.

En conclusion, la extension de la exposicion sistémica de los monos cynomolgus al anti-EGFR parecié estar

caracterizada por una cinética no lineal (dependiente de dosis) a lo largo del rango de dosis de 1,5 a 12
mg/kg/ocasion el dia 1 del estudio de toxicidad intravenosa. Aumentar la dosis de anti-EGFR, por encima de 4,5
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mg/kg/ocasion probablemente resulta en una exposicion sistémica mayor de la que podria predecirse de una
respuesta lineal, lo cual es consistente con la posibilidad de un proceso de capacidad limitada de eliminacion del
anti-BGFR.

Ademas, el estudio también proporcioné evidencias de que en general no existian diferencias en la exposicion
sisttmica de monos machos y hembras al anti-EGFR y de que existia una acumulacion tras una repetida
administracion intravenosa.

Introduccién

A tres grupos de un macho y una hembra de monos cynomolgus se les administré anti-EGFR mediante una
inyeccion de bolo intravenoso, a niveles de dosificacion de 1,5, 4,5 y 12 mg/kg/ocasion en los dias 1, 8, 15y 22 de
un estudio de toxicidad preliminar. Las muestras de sangre se tomaron de cada animal en los siguientes intervalos
tras la administracion del dia 1: 1, 4, 12, 24, 72 y 120 horas post-dosis. Ademas, se tomaron muestras pre-dosis y
tras 1 hora post-dosis en los dias 8, 15y 22, y a las 672 horas tras la primera dosis del dia 1. El suero separado se
congeld a alrededor de -20°C previamente al analisis de las concentraciones de suero de anti-EGFR mediante un
método de inmunoensayo.

Abreviaciones
AUC Area bajo la curva de concentracién sérica-tiempo hasta tiempo infinito

AUC16s Area bajo la curva de concentracion sérica-tiempo durante un intervalo de dosificacién de 168 horas
BLQ Bajo el limite de cuantificacion

ca Aproximadamente

CL Aclaramiento sérico total

Cmax Concentracion sérica maxima

F Hembra

k Constante de proporcion terminal

M Macho

t12 Semivida terminal

Tmax Momento en el que aparece la Cmax

Vss Volumen de distribucién en estado estacionario

Anticuerpo utilizado para el estudio

El glico-mAb (anti-EGFR), un anticuerpo anti-EGFR modificado en la Fc para obtener una mayor afinidad en la union
al receptor de Fc-gammaRlll y una CCDA aumentada, se produjo, se purificd y se caracterizé tal y como se describe
anteriormente. En resumen, el anticuerpo se produjo mediante la cotransfeccién de las células HEK-293-DNA con
vectores de plasmidos de DNA para la expresién de la cadena pesada del anticuerpo I-HHB, la cadena ligera del
anticuerpo |-KC, GnT-lll y ManlL. Se utilizé una version a una escala linealmente mayor del método de transfeccion
descrito anteriormente, transfectando monocapas celulares cultivadas en botellas rotatorias en vez de en frascos T.
Inmediatamente antes del paso cromatografico de exclusion por tamafio descrito con anterioridad, en el proceso de
purificaciéon se incluyé un paso adicional de flujo a través de una cromatografia de intercambio anidénico mediante la
utilizaciéon de una matriz de Q-sefarosa.

El patron de glicosilacion del anticuerpo modificado en la Fc se analizé tal y como se describe anteriormente
mediante la utilizacién de pectometria EM-MALDI/TOF de oligosacaridos derivados de la Fc, liberados
enzimaticamente. El perfil oligosacarido se muestra en la figura 23.

La uniéon a EGFR humano y al EGFR de mono se demostré6 mediante la unién de células completas, tal y como se
describe anteriormente, mediante la utilizacion de células A431 y COS-7, respectivamente, y el analisis basado en
FACS. Las curvas de unién se muestran en las figuras 24 y 25, respectivamente.

La mayor unién al receptor FcgammaRlIll que resulta de la aplicacion de la modificacion de la Fc se demostro, tal y
como se describe anteriormente, mediante la unién de células completas a células CHO disefiadas para la expresion
superficial del FcgammaRIll humano, y mediante el analisis basado en FACS. Los resultados se muestran en la
figura 26. Ademas, el anticuerpo disefiado tiene un grado equivalente al anticuerpo "glico-2" en cuanto a la
modificaciéon de la Fc (75% de los oligosacaridos de la Fc son de tipo no fucosilado) y esto se describe en otro
documento (Ferrara, C. et al.,, J Biol Chem. 5 de diciembre de 2005; [publicaciéon electronica pendiente de
impresion]). Tales anticuerpos modificados en la Fc tienen un incremento de afinidad de unién al FcgammaRlli
humano de hasta 50 veces en relacion a los anticuerpos estandar no modificados en la Fc (constantes de
disociacién en equilibrio de 15 y 150 nM para las variantes polimoérficas 158V y 158F del receptor humano frente a
750 y 5000 nM para las mismas variantes del receptor, respectivamente, cuando se une a anticuerpos IgG1 no
modificados en la Fc).

La CCDA se midid, tal y como se describe anteriormente, mediante la utilizacion de dos lineas celulares diana;
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células de carcinoma de pulmén A549 y células queratinocito de mono cynomolgus CYNOM-K1. Los resultados se
muestran en las figuras 27 y 28, respectivamente.

Procesamiento de los datos

Los parametros farmacocinéticos se calcularon mediante el programa de computadora WinNonlin Pro versién 3.3
(Pharsight Corporation, EE.UU.).

Todas las concentraciones de suero aportadas como parte de este estudio se describieron en 4 cifras significativas o
3 decimales. Los parametros farmacocinéticos se describieron de la siguiente manera: Cmax, AUC+gs, CL y Vss
hasta 4 cifras significativas; k hasta 4 decimales; t1,2 hasta 1 decimal.

Los valores BLQ (<0,195 ug/mL) se introdujeron como cero en el procesamiento farmacocinético.
Analisis toxicoldgico

Las concentraciones séricas maximas de anti-EGFR (Cmax) y sus momentos de aparicion (Tmax) fueron los valores
observados. Se estimaron las areas bajo la curva de concentracion sérica de anti-EGFR-tiempo en un intervalo de
dosificacion de 168 horas (AUC1ss) mediante la regla del trapecio lineal. En el céalculo de los valores de AUC+g5 se
estimaron las concentraciones séricas de anti-EGFR a las cero horas mediante extrapolacion utilizando un analisis
de regresion lineal-logaritmica, en base a los dos primeros tiempos de muestreo. No obstante, si la concentracion
sérica no disminuy6 durante ese periodo, se consideré que la concentracién sérica a las cero horas era equivalente
a la concentracion en el primer tiempo de muestreo. Se estimaron las areas bajo la curva de concentracion sérica de

AUC= AUC,4 + Clast’k

anti-EGFR-tiempo hasta un tiempo infinito (AUC) mediante la siguiente expresién:
en la que Clast es la concentracion sérica predicha en el ultimo punto cuantificable de la muestra y k es la constante
de proporcion terminal.

Las constantes de proporcidon terminal (k) se estimaron mediante el ajuste de una regresion lineal de una
concentracion logaritmica frente al tiempo. Para considerar que la k estimada es fiable, se imponen los siguientes
criterios:

1. Aparentemente, los puntos de datos terminales se distribuyeron aleatoriamente alrededor de una Unica linea recta
(a la inspeccion visual)

2. Para la regresion se utilizaron un minimo de 3 puntos de datos

3. El coeficiente de regresion fue 20,95, y la fraccion de la varianza contabilizada fue 20,090

4. El intervalo que incluyen los puntos de datos escogidos para la regresion fue, al menos, dos veces mayor a la
semivida en si.

Las semividas terminales (t1;2) se calcularon mediante In2/k. El aclaramiento sérico total (CL) se calculé mediante
dosis/AUC. El volumen de distribucién en estado estacionario (Vss) se calculé6 mediante dosis AUMC/AUC2. La
acumulacién (R) se evalué mediante la proporcién entre la concentracion minima tras la ultima dosis (dia 22) y la
concentracion minima tras la primera dosis (dia 1), es decir, la concentracion sérica a las 672 horas/concentracion
sérica a las 168 horas (dosis previa el dia 8).

Resultados y discusion

Se tomaron muestras de sangre hasta 120 horas después de la dosificacion del dia 1; antes de la dosis y 1 hora
después de la dosis los dias 8, 15y 22, y a las 672 horas después de la dosificacién del dia 1 durante un estudio de
toxicidad para evaluar la exposicion sistémica de monos macho y hembra al anti-EGFR, después de la
administracion intravenosa en bolo de anti-EGFR a niveles de dosis de 1,5, 4,5y 12 mg/kg/vez en los dias 1, 8, 15 y
22 del estudio. En las tablas 27-29 se presentan las concentraciones séricas del anti-EGFR en las muestras
tomadas a las 168 horas de la dosificacion, y los perfiles de concentracion sérica media-tiempo se ilustran en las
figuras 18 y 19.

Los parametros farmacocinéticos del anti-EGFR se presentan en la TABLA 50, y los valores del AUC168 se
resumen a continuacion:
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TABLA 24
Nivel de dosis AUC;¢g (ng.h/ml)
(mg/kg/vez) Machos Hembras
1,5 830,4 748,4
4,5 2537 2378
12 18310 15980

Habitualmente, los momentos en los que aparecen las concentraciones maximas (Tmax) fueron 1 hora después de
la dosis (el primer punto de muestreo), pero en las hembras 2F462 (4,5 mg/kg) y 3F612 (12 mg/kg), aparecieron 4
horas después de la dosis (el segundo punto de muestreo). No obstante, para estos dos grupos de hembras, las
concentraciones a las 4 horas de la dosis fueron muy similares a las concentraciones de la primera hora posterior a
la dosis y, probablemente, formaron parte de la variabilidad del ensayo. Por consiguiente, es improbable que el
retraso aparente del Tmax tenga alguna significacion.

Se pudieron cuantificar concentraciones séricas de anti-EGFR previas a la siguiente dosis en todos los animales
excepto en los machos 2M461 el dia 22 (nivel de dosis de 4,5 mg/kg/vez) y por consiguiente, en general los
animales estuvieron continuamente expuestos a concentraciones cuantificables de anti-EGFR durante la dosificacion
interna.

A continuaciéon se presentan las relaciones entre las areas bajo la curva de concentracion sérica de anti-EGFR-
tiempo (AUC168) y el nivel de dosificacion en el dia 1:

TABLA 25

Nivel de dosis Nivel de dosis  Proporcion de AUC1¢g

(mg/kg/vez) Proporcién Machos Hembras
1,5 1 1 1
4,5 3,0 3,1 3,2
12 8,0 22,0 21,4

La proporcion y grado de exposicion sistémica de los monos al anti-EGFR, caracterizadas mediante el AUC1gs,
aument6 de manera aproximadamente proporcional al aumento de la dosis en el rango entre los 1,5 y los 4,5
mg/kg/vez, pero lo hizo mas all4 de la proporcionalidad respecto a la dosis en el rango de dosis de entre 4,5y 12
mg/kg/vez el dia 1. Con la dosis mayor (12 mg/kg/vez), el AUC1es fue ca. 2,8 veces mayor a la predicha segun la
relacion lineal (figura 20).

Habitualmente, el grado de exposicion sistémica (AUC1es) de los monos hembra al anti-EGFR fue similar a la
exposicion de los monos macho.

Generalmente, tras repetidas dosis intravenosas, las concentraciones séricas de anti-EGFR previas a la dosis fueron
mayores a los valores tras una unica dosis (figuras 21-22) e indicaron la acumulacion del anti-EGFR en el suero a lo
largo del periodo del estudio. Habitualmente, esta acumulaciéon fue menor en las hembras que en los machos,
excepto en el nivel de dosis mayor. Las proporciones de concentraciones minimas previas a la dosis tras la ultima
dosis el dia 22 (672 horas después de la dosis del dia 1) respecto a la concentraciéon minima tras la primera dosis el
dia 1 se presentan en la TABLA 26, a continuacion:
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TABLA 26
Nivel de dosis R
(mg/kag/vez) Machos Hembras
1,5 2,23 1,26
4,5 - 1,32
12 1,94 2,72

*No se pudo calcular, ya que la concentracion minima estuvo BLQ

Las constantes de proporcion terminal (k), y las correspondientes semividas terminales (t1,2), del anti-EGFR el dia 1
se presentan en la TABLA 30. La semivida terminal no se pudo estimar adecuadamente en todos los animales, pero
si pudo estimarse en el rango de entre las 32,5 y las 63,1 horas, y resulté aumentar con la dosis en los animales
macho. El aclaramiento sérico total del anti-EGFR resultd ser independiente de la dosis en el rango de 1,5-4,5
mg/kg/vez pero se redujo con el nivel mayor de dosis en los monos hembra y macho.

En conclusién, el grado de exposicion sistémica de los monos cynomolguss al anti-EGFR parecié caracterizarse por
una cinética no lineal (dosis-dependiente) en el rango de dosis de entre 1,5 y 12 mg/kg/vez el dia 1 del estudio de
toxicidad intravenoso. El incremento de la dosis de anti-EGFR por encima de los 4,5 mg/kg/vez probablemente
resulte en una mayor exposicion sistémica que podria predecirse a partir de una relacion lineal, lo cual es
congruente con la posibilidad de un proceso limitado de capacidad para la eliminacion del anti-EGFR.

Ademas, el estudio también proporciona pruebas de que, en general, no hay diferencias en la exposicién sistémica
al anti-EGFR entre machos y hembras de mono, y de que se presentd acumulacion tras la administracion
intravenosa repetida.

TABLA 27

Concentraciones séricas (ng/ml) de anti-EGFR en suero de mono tras la administracion intravenosa de 1,5 mg/kg
de anti-EGFR en los dias 1, 8, 15y 22

Numero del animal

Punto temporal

1M623 1F590
Dia 1, hora 1 33,42 30,86
Dia 1, hora 4 27,33 27,49
Dia 1, hora 12 13,09 17,01
Dia 1, hora 24 9,656 9,468
Dia 1, hora 72 2,528 0,786
Dia 1, hora 120 0,845 0,431
Dia 8, antes de la dosis 0,538 0,287
Dia 8, hora 1 30,02 19,07
Dia 15, antes de la dosis 0,902 0,382
Dia 15, hora 1 17,91 33,08
Dia 22, antes de la dosis 1,065 0,595
Dia 22, hora 1 19,41 33,00
Dia 1, hora 672 1,202 0,362
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TABLA 28

Concentraciones séricas (ug/ml) de anti-EGFR en suero de mono cynomolgus tras la administracion intravenosa de
4,5 mg/kg de anti-EGFR en los dias 1, 8, 15y 22

Numero del animal

Punto temporal 2M461 2F462
Dia 1, hora 1 32,45 29,51
Dia 1, hora 4 32,39 29,57
Dia 1, hora 12 28,05 25,88
Dia 1, hora 24 23,70 23,78
Dia 1, hora 72 14,03 14,38
Dia 1, hora 120 10,42 8,137
Dia 8, antes de la dosis 4,672 3,683
Dia 8, hora 1 25,91 31,06
Dia 15, antes de la dosis 5,572 5,450
Dia 15, hora 1 32,20 35,38
Dia 22, antes de la dosis BLQ 6,497
Dia 22, hora 1 26,98 30,23
Dia 1, hora 672 BLQ 4,845

TABLA 29

Concentraciones séricas (ug/ml) de anti-EGFR en suero de mono cynomolgus tras la administracion intravenosa de
12 mg/kg de anti-EGFR en los dias 1, 8, 15y 22

Numero del animal

Punto temporal 1M623 1F590
Dia 1, hora 1 262,2 168,0
Dia 1, hora 4 223,3 174,5
Dia 1, hora 12 164,9 165,7
Dia 1, hora 24 141,7 146,0
Dia 1, hora 72 99,54 86,64
Dia 1, hora 120 86,64 69,08
Dia 8, antes de la dosis 65,86 45,21
Dia 8, hora 1 282,1 209,9
Dia 15, antes de la dosis 98,43 71,21
Dia 15, hora 1 385,9 231,4
Dia 22, antes de la dosis 117,3 105,6
Dia 22, hora 1 234,1 402,5
Dia 1, hora 672 127,5 122,9
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TABLA 30

Parametros farmacocinéticos del anti-EGFR el dia 1 de la administracion intravenosa semanal de anti-EGFR a los

monos cynomolguss

Dosis Animal Crnax Tmax (h) AUC, AUC CL Vss K Tis
1,5 1M623 33,42 1 830,4 849,4 1,778 60,79 0,0214 32,5
1,5 1F590 30,86 1 748,4 774,9° 1,962° 57,85° 0,0105° 66,0°
4,5 2M461 32,45 1 2537 3005 1,488 133,6 0,0110 63,1
4,5 2F462 29,57 4 2378 2719 1,663 133,2 0,0121 57,4
12 3M463 262,2 1 18310 298702 0,4058° 71,33° 0,0056° 124,3°
12 3F612 174,5 4 15980 214007 0,5552° 66,94° 0,0082° 84,42

@ Estos valores son estimaciones debido a que los datos no cumplieron todos los criterios definidos en el

procesamiento de los datos y, por tanto, deben ser tratados con precaucion

Hematologia y bioquimica sanguinea

Las muestras de sangre se tomaron desde la vena femoral de monos cynomolguss a los que se administré una
inyeccion intravenosa en bolo del GlycomAb anti-EGFR los dias 1, 8, 15, y 22. Las muestras se tomaron del brazo
que no se utilizé para la administracion de la dosis, después de la privacién de comida durante la noche (no
fallecidos). Las muestras se examinaron antes del tratamiento, tres dias después de la segunda dosis y al finalizar
para evaluar los siguientes pardmetros, utilizando heparina de litio como anticoagulante

Fosfatasa alcalina

Alanina aminotransferasa
Aspartato aminotransferasa
Bilirrubina — total

Urea

Creatinina

Glucosa

Colesterol — total
Triglicéridos

Sodio

Potasio

Cloro

Calcio

Foésforo

Proteinas totales
Electroforetograma proteico
Proporcion de albumina/globulina

Los datos normales promedio del analisis de la bioquimica sanguinea de los monos cynomolguss se muestran en la

TABLA 31.
TABLA 31

Bioguimica sanguinea de monos cynomolguss (originarios de las Islas Mauricio)

Pardmetro Sexo n 1% 5% 50% 95% 99%  Media SD
ALP M 949 837 1339 2147 3201 3899 2175,5 565,44
F 881 946 1342 2144 3163 3740 2164,1 552,82
ALP-N M 511 481 579 881 1453 1771 928,0 260,88
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Bioquimica sanguinea de monos cynomolguss (originarios de las Islas Mauricio)

Pardmetro

ALT

AST

gGT

FAL

GLDH

Bilirrubina

LDH

CPK

Bil. indirecta

Bil. directa

Acidos Biliares

Urea

Creatinina

Glucosa

Colesterol

Col. HDL

Col. VLDL

Acidos grasos no esenciales

Triglicéridos

Sexo

T 7Tz " M M N T 7T 71T 71T7TTTToTT T T m T

ES 2 424 388 T3

n
499
1489
1407
1487
1404
663
641
207
205
159
159
1494
1413
99
82
331
335
59
57
59
57
386
380
1457
1379
1458
1383
1455
1380
1455
1382
45
45
45
45
132
132
1453

1%
427
24
23
26
25
95
81
18
15

jure

160
477
68
57

0,9
1,4
3,01
2,77
55
56
2,22
2,23
1,69
1,83
1,26
1,09
0,00
0,00
0,10
0,14
0,26

69

5%
546
30
28
30
29
118
102
26
20
10

596
529
83
77

2,5
3,0
3,66
3,42
59
60
2,64
2,65
1,93
2,15
1,34
1,31
0,00
0,00
0,28
0,22
0,32

50%
846
50
46
41
39
178
153
40
35
17
15

808
711
179
184

6,4
7,0
5,50
5,33
71
72
3,71
3,63
2,68
2,86
1,79
1,82
0,00
0,00
0,98
1,06
0,53

95%
1362
87
84
63
61
292
232
79
62
35
27

1166
945
713
925
10

15,3
12,9
8,81
8,56
87

87

5,21
5,18
3,55
3,69
2,23
2,43
0,03
0,12
1,84
1,90
0,86

99%
1694
127
111
101
89
342
266
217
89
126
35
11
11
2029
1021
1867
2628
11

23,4
17,8
10,53
9,90
94
85
6,37
6,34
3,96
4,05
2,59
2,55
0,11
0,19
2,44
2,18
1,30

Media
879,5
53,7
49,3
43,6
41,7
188,5
158,6
45,1
37,1
20,1
16,3
3,8
4,1
838,3
715,0
287,4
309,7
4,2
3,6
0,2
0,2
7,38
7,41
5,775
5,559
71,6
72,7
3,809
3,735
2,706
2,885
1,784
1,844
0,004
0,012
0,994
1,070
0,561

SD
240,24
19,07
18,65
17,57
13,59
52,47
38,38
28,25
12,73
16,46
5,97
2,04
2,07
218,75
117,07
464,03
534,02
2,15
1,13
0,65
0,52
4,574
3,474
1,5710
1,5432
8,67
8,36
0,8135
0,7990
1,4909
0,4813
0,3128
0,3179
0,0175
0,0370
0,4700
0,4704
0,2051



Bioquimica sanguinea de monos cynomolguss (originarios de las Islas Mauricio)

Pardmetro

pH lipidico

Acido Urico

Na

cl

Ca

Fosforo

Col. LDL

Bicarbonato

Proteinas totales

Albimina (bioguimica)

Albumina

Globulina

Proporcién A/G (bioquimica)

Proporcién A/G

Globulina Al

Globulina A2

Globulina beta

Globulina gamma

Sexo

T " Xz "X "M T T T T T T TT T TTTTX T T T T

ES 2 424 388 T3

n
1374
64
49
17
17
1461
1382
1460
1382
1461
1382
1462
1382
1172
1098
45
45
288
283
1455
1381
346
342
1089
1019
289
285
340
336
1068
998
1105
1035
1105
1035
1105
1035
1105

1%
0,26
1,65
1,77
0
0
141
140
3,2
3,2
102
102
2,31
2,32
1,16
1,17
0,54
0,69

71
71
34
36
33
34
31
30
0,79
0,84
0,68
0,67

12
12

70

5%
0,34
1,68
1,83
0

0
142
142
3,4
3,3
104
104
2,39
2,39
1,40
1,37
0,62
0,78
10
10
47
47
38
38
36
37
32
32
0,98
0,95
0,80
0,79

13
13

50%
0,57
2,18
2,44
0

0
147
147
4,0
4,0
108
108
2,57
2,57
1,93
1,84
1,20
1,19
17
16
80
81
43
43
45
45
36
37
1,17
1,14
1,26
1,26

16
16
12

95%
0,90
2,91
2,91
8
1
152
153
5,0
4,9
112
113
2,77
2,77
2,43
2,35
1,87
1,83
22
22
87
89
46
47
51
52
41
43
1,39
1,34
1,65
1,66

22
22
17

99%

1,14
3,15
2,98
8

1
155
157
5,6
5,4
115
116
2,584
2,89
2,69
2,60
1,92
1,88
25
25
90
92
49
49
54
55
45
48
1,45
1,42
1,82
1,81

24
25
18

Media

0,587
2,254
2,405
1,1
0,4
146,8
147,3
4,08
4,01
107,7
108,4
2,568
2,572
1,921
1,844
1,253
1,233
16,5
15,9
80,2
81,2
42,6
42,7
44,3
44,7
36,3
37,5
1,172
1,143
1,252
1,247
2,8
2,8
4,2
4,2
16,6
16,8
12,6

SD
0,1778
0,3769
0,3267
2,34
0,51
3,00
3,34
0,511
0,484
2,71
2,83
0,1176
0,1168
0,3126
0,2978
0,3694
0,2906
3,51
3,81
4,06
4,32
2,67
2,60
4,46
4,58
2,83
3,59
0,1215
0,1274
0,2522
0,2647
0,62
0,64
0,92
1,01
2,63
2,85
2,26
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Bioquimica sanguinea de monos cynomolguss (originarios de las Islas Mauricio)

Pardmetro Sexo n

F 1035
Aldolasa M 96
F 97
Colinesterasa plasmatica M 17
F 17
PCR M 57
F 56
T3 M 40
F 40
T4 M 40
F 40

1% 5%
8 9
9 14
10 13
4159 4159
3371 3371
0,000 0,000
0,000 0,000
1,90 1,90
1,71 1,96
35 42
38 40

50%
13
21
19
5745
5869
0,002
0,002
2,50
2,59
59
56

95%
17
38
48
9160
8367
0,013
0,004
3,38
3,06
86
81

99%
20
57
84
9160
8367
0,026
0,007
3,58
4,02
92
107

Media
13,1
22,0
21,9
5919,8
5689,2
0,0032
0,0017
2,537
2,631
59,7
58,6

SD
2,52
7,48
11,91
1181,68
1512,98
0,00414
0,00167
0,4011
0,3799
11,84
14,37

Las muestras para el analisis hematologico de la sangre periférica se tomaron de la vena femoral de monos
cynomolguss a los que se administré una inyeccion intravenosa en bolo del GlycomAb anti-EGFR los dias 1, 8, 15,y
22. Las muestras se tomaron del brazo que no se utilizé para la administracion de la dosis, después de la privacion
de comida durante la noche (no fallecidos). Las muestras se examinaron antes del tratamiento, tres dias después de

la segunda dosis y al finalizar para evaluar los siguientes parametros:

1) Utilizando EDTA como anticoagulante.

Hematocrito

Concentracion de hemoglobina
Recuento eritrocitario
Reticulocitos

Hemoglobina celular media

Concentracion de hemoglobina celular media

Volumen celular medio
Recuento leucocitario medio
Recuento leucocitario diferencial
Recuento plaquetario

Anormalidades morfolégicas sanguineas

Anisocitosis
Microcitosis
Macrocitosis
Hipocromia
Hipercromia

2) Utilizando citrato como anticoagulante.

Tiempo de protrombina

Tiempo de tromboplastina parcial activada

Los datos normales promedio del analisis hematoldgico de los monos cynomolguss se muestran en la TABLA 32.

TABLA 32

Hematologia de monos cynomolguss (originarios de las Islas Mauricio)

Parametro Sexo n

Hematocrito M 1495
F 1426

Hemoglobina M 1495

1% 5%
0,385 0,401
0,376 0,399
11,4 12,1

71

50%
0,443
0,442
13,3

95%
0,488
0,489
14,5

99%
0,512
0,508
15,1

Media
0,4435
0,4424
13,31

SD
0,02776
0,02947
0,769
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Hematologia de monos cynomolguss (originarios de las Islas Mauricio)

Eritrocitos

Reticulocitos (1) %

Reticulocitos (2) %

HCM

CHCM

VCM

Distribucién de volumen (RDW)

Leucocitos

Neutréfilos

Linfocitos

Eosindfilos

Basofilos

Monocitos

Células grandes no teiidas (LUC)

Plaguetas

TP

TTPA

Fibrindgeno

F

T T T T " N "M 7T 1T 7T7T7T 7T T 7T TT T m =2

1426
1495
1426
20
20
1476
1408
1495
1425
1495
1425
1495
1425
280
285
1507
1432
1507
1432
1507
1432
1507
1432
1507
1432
1507
1432
1507
1432
1495
1426
1481
1406
1483
1408
265
252

11,2
5,67
5,58
0,1
0,1
0,21
0,22
17,0
16,7
27,2
27,0
57,9
58,3
12,6
12,4
5,61
5,39
0,88
1,06
2,19
2,16
0,00
0,00
0,01
0,01
0,17
0,16
0,04
0,04
158
181
9,6
9,7
23,1
22,8
1,61
1,58

11,9
6,04
5,96
0,1
0,1
0,27
0,28
17,8
17,7
28,2
27,9
60,5
60,4
12,9
12,8
6,62
6,58
1,28
1,62
2,96
2,67
0,01
0,01
0,02
0,02
0,25
0,23
0,06
0,06
238
234
9,9
10,0
24,4
24,4
1,86
1,84

13,2
6,74
6,71
0,4
0,3
0,49
0,54
19,8
19,7
30,1
29,9
65,8
66,0
14,4
14,2
10,52
10,62
3,49
4,45
5,53
4,86
0,17
0,14
0,04
0,04
0,51
0,49
0,14
0,13
359
359
10,8
10,8
29,1
29,4
2,61
2,43

14,5
7,51
7,45
1,8
0,9
0,95
1,06
21,6
21,8
31,9
31,8
71,4
71,7
16,1
15,7
18,59
19,55
10,24
12,27
9,81
8,55
0,81
0,73
0,10
0,10
1,03
1,04
0,32
0,29
497
496
12,0
12,1
37,9
37,4
3,51
3,27

15,1
7,92
7,73
1,8
0,9
1,58
1,60
22,5
22,6
32,7
32,6
73,5
74,5
16,7
16,3
30,24
28,79
16,27
17,41
15,91
13,95
1,49
1,55
0,25
0,21
1,45
1,56
0,60
0,50
575
560
14,8
14,1
50,1
47,2
4,88
3,89

13,21
6,744
6,707
0,48
0,42
0,551
0,595
19,80
19,74
30,06
29,88
65,88
66,07
14,40
14,21
11,372
11,637
4,319
5,392
6,021
5,265
0,254
0,232
0,053
0,051
0,562
0,547
0,163
0,148
362,1
360,5
10,88
10,93
30,06
30,39
2,664
2,487

0,855
0,4792
0,4894
0,438
0,268
0,3804
0,2934
1,432
1,216
1,801
1,174
3,278
3,353
0,934
0,879
4,7766
4,7307
3,1741
3,4777
3,4066
2,9997
0,3127
0,3188
0,0627
0,0540
0,2575
0,2705
0,1330
0,1147
81,69
80,04
0,877
0,847
5,267
5,185
0,6178
0,4545

Los valores bioquimicos individuales acumulados de los monos se muestran en las TABLAS 33a-h, a continuacion:
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TABLA 332

Ndmero de  Grupo/ Cédigo ALP ALT AST Bili. Urea Creat. Gluc. Col.
animal Sexo ocen. u/I u/I U/l umol/I mmol/I umol/I mmol/| mmol/I

615 1M PT 740 36 39 3 5,35 69 3,65 2,34
D11 743 35 33 3 5,43 73 3,66 2,00
TERM 597 29 31 2 5,16 76 3,74 2,30
465 2M PT 647 44 33 3 5,73 70 4,69 2,50
PD 755 47 36 2 3,60 73 4,50 2,72
D11 655 74 46 5 4,34 74 3,35 2,64
TERM 768 48 38 3 4,42 73 3,67 2,54
639 2M PD 741 29 26 2 4,41 87 3,31 3,22
D11 629 29 28 3 3,87 99 2,64 2,99
TERM 599 34 22 2 3,62 83 3,46 2,45
613 3M PT 1003 37 31 5 3,80 90 5,72 2,61
D11 793 36 29 4 4,45 80 3,28 2,70
TERM 93 34 32 5 5,16 83 2,78 2,46
631 4M PD 590 34 37 2 3,43 83 3,92 2,49
D11 508 38 36 3 3,33 82 3,38 2,30
TERM 578 25 25 2 4,00 89 3,70 2,26

TABLA 33b
Numero de  Grupo/ Codigo Trig. Na K cl Ca Fosforo Proteinas Alb.
animal Sexo ocen. Mmol/I mmol/| mmol/| mmol/I mmol/I mmol/I totales g/l
615 1M PT 0,24 146 4,7 108 2,54 1,77 91 35
D11 0,39 145 3,9 106 2,55 1,85 94 41
TERM 0,34 147 4,2 107 2,47 1,63 87 38
465 2M PT 0,74 147 3,7 108 2,71 1,32 81 37
PD 0,93 147 4,1 109 2,70 1,54 84 46
D11 0,66 151 3,9 111 2,70 1,98 83 39
TERM 0,51 146 3,6 105 2,67 1,85 80 40
639 2M PD 0,27 146 4,2 107 2,68 1,85 84 44
D11 0,32 150 4,8 108 2,81 2,07 85 42
TERM 0,38 146 4,5 107 2,70 2,03 74 39
613 3M PT 0,47 151 4,5 106 2,75 1,85 83 41
D11 0,44 147 4,2 106 2,69 1,76 80 45
TERM 0,69 147 4,3 106 2,63 1,62 76 40
631 4M PD 0,45 149 4,2 107 2,67 2,00 87 46
D11 0,77 151 5,0 112 2,68 2,00 84 39
TERM 0,64 150 4,7 107 2,77 1,89 86 46
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Namero de Grupo/

animal

615

465

639

613

631

Sexo

1M

2M

2M

3M

4M

Cédigo

occn.

PT
D11
TERM
PT
PD
D11
TERM
PD
D11
TERM
PT
D11
TERM
PD
D11
TERM

al
g/l

w A W W WA, W WW W AW DA W W
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a2
g/l
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TABLA 33c

Beta
g/l

25
22
21
22
18
20
20
17
18
17
20
17
15
18
19
19

TABLA 33d

Numero de Grupo/ Cddigo

animal

615

465

639

613

631

Sexo

1M

2M

2M

3M

4M

ocen.

PT
D11
TERM
PT
PD
D11
TERM
PD
D11
TERM
PT
D11
TERM
PD

74

Gamma

g/l

23
25
21
13
12
15
11
14
16
11
14
13
14
16
18
15

Beta

%

27,3
23,2
24,4
27,4
21,8
21,0
25,5
20,7
21,5
23,2
24,5
21,0
20,0
20,7

Propor.
A/G

0,63
0,77
0,78
0,84
1,21
0,89
1,00
1,10
0,98
1,11
0,98
1,29
1,11

Gamma

%

25,3
26,2
23,9
16,6
14,7
17,9
14,2
17,0
18,7
14,9
16,3
15,8
18,5
18,0

Alb.
%

39,0
43,1
43,5
45,7
54,9
46,7
50,5
52,9
49,1
52,2
49,5
55,8
53,0
53,3
46,4
53,1

al
%

3,4
3,0
3,3
4,5
3,6
4,9
4,0
3,5
4,1
3,7
5,0
3,7
4,6
3,6
4,4
3,4

a2
%

5,1
4,5
4,9
59
5,0
6,4
58
5,8
6,6
6,0
4,7
3,7
3,9
4,3
4,4
4,3
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Numero de Grupo/ Cddigo Beta Gamma

animal Sexo ocen. % %
D11 22,8 22,0
TERM 22,1 17,1
TABLA 33e
Namero de Grupo/ Cddigo ALP ALT AST Bili. Urea Creat. Gluc. Col.
animal Sexo ocen. U/l U/l U/l umol/I mmol/I umol/I mmol/I mmol/I
614 1F PT 687 71 50 3 4,92 60 4,45 2,77
D11 576 63 44 2 5,22 63 4,32 2,73
TERM 517 59 41 3 4,78 70 3,98 2,83
653 1F PT 598 43 25 3 7,26 69 3,26 2,42
D11 540 40 28 3 6,94 78 3,28 2,46
TERM 511 40 27 4 6,78 80 3,46 2,38
624 2F PD 533 56 35 3 3,85 73 3,91 2,31
D11 410 40 34 13 4,18 78 2,72 2,56
TERM 432 41 25 3 3,70 78 3,30 2,16
632 3F PT 559 35 34 5 5,44 80 3,08 2,47
D11 510 37 31 5 4,36 85 3,89 2,61
TERM 428 37 34 5 5,32 88 3,10 2,63
640 4F PD 343 23 32 4 4,09 65 3,46 1,24
D11 292 25 28 4 4,12 63 2,69 1,13
TERM 266 22 27 2 4,55 69 3,69 1,00
TABLA 33f
Numero de Grupo/ Cddigo Trig. Na K cl Ca Fosforo  Proteinas Alb.
animal Sexo ocen. Mmol/I mmol/I mmol/l  mmol/I mmol/I mmol/I totales g/l
614 1F PT 0,37 148 4,6 109 2,69 2,03 80 39
D11 0,33 147 4,1 109 2,72 2,08 82 43
TERM 0,54 148 3,6 108 2,59 1,84 80 41
653 1F PT 0,57 147 4,3 105 2,58 1,52 78 35
D11 0,43 149 4,7 108 2,74 1,80 88 43
TERM 0,59 149 4,4 108 2,59 1,51 80 40
624 2F PD 0,60 145 4,1 108 2,54 1,50 77 40
D11 0,51 148 4,0 111 2,58 1,42 77 39
TERM 0,43 146 3,9 108 2,56 1,46 76 44
632 3F PT 0,31 151 4,5 109 2,48 1,72 76 34
D11 0,34 149 4,6 109 2,58 1,85 80 39
TERM 0,49 150 4,5 111 2,55 1,47 78 38
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Namero de Grupo/

animal Sexo

640 4F

Numero de Grupo/

animal Sexo
614 1F
653 1F
624 2F
632 3F
640 4F

Cédigo
occn.
PD
D11
TERM

Cédigo

ocecn.

PT
D11
TERM
PT
D11
TERM
PD
D11
TERM
PT
D11
TERM
PD
D11
TERM

ES 2 424 388 T3

Trig. Na K Cl
Mmol/I mmol/I mmol/I mmol/I
0,63 144 4,8 111
0,31 145 4,3 112
0,27 144 4,7 108

TABLA 33g

al a2 Beta Gamma
g/l g/l g/l g/l
4 5 20 13
3 4 19 13
3 4 18 13
4 5 19 15
3 5 20 17
4 5 18 14
3 4 16 14
4 4 17 14
3 4 15 10
4 4 19 15
3 4 17 16
4 4 17 15
4 4 17 15
4 3 17 13
4 3 16 13

TABLA 33h
Numero de Grupo/ Cddigo Beta
animal Sexo ocen. %

614 1F PT 24,8
D11 23,1
TERM 22,8
653 1F PT 24,7
D11 22,3
TERM 22,1
624 2F PD 20,7
D11 21,6
TERM 19,9
632 3F PT 24,9
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Ca

mmol/I

2,31
2,24
2,20

Propor.
A/G

0,95
1,10
1,05
0,81
0,96
1,00
1,08
1,03
1,38
0,81
0,95
0,95
0,74
0,66
0,71

Gamma

%

15,7
16,0
16,5
19,7
19,4
17,6
17,6
18,0
12,9
20,2

Fésforo

mmol/I

1,45
1,53
1,33

Alb.
%

49,2
52,7
51,7
45,1
49,3
49,4
52,2
50,1
58,5
44,7
49,2
49,2
42,2
40,1
41,4

Proteinas

totales

68
63
60

al
%

4,4
3,3
3,8
4,6
3,4
4,7
4,1
4,9
3,4
5,1
4,2
4,6
5,7
6,6
6,4

Alb.
g/l

29
25
25

a2
%

5,9
4,9
5,2
5,9
5,5
6,2
54
5,5
5.3
5,0
4,7
4,9
5,6
5,5
4,6



Numero de Grupo/ Cddigo

animal

640
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Sexo

4F

ocen.

D11
TERM
PD
D11
TERM

Beta

%

21,5
21,8
24,9
26,9
26,5

Gamma

%

20,4
19,5
21,6
20,9
21,1

Los valores hematolégicos individuales acumulativos de los monos se muestran en la TABLA 34a-|, a continuacién:

Numero de Grupo/ Cddigo

animal Sexo ocen.

615 iM PT
D11

TERM

465 2M PT PTR
PD
D11

TERM
639 2M PD
D11

TERM

613 3M PT PTR
D11

TERM

Numero Grupo Cdédigo

de animal / Sexo occn.

615 1M PT
D11
TERM

465 2M PT
PTR

PD

D11
TERM

639 2M PD

Hct.
1/1

0,389
0,366
0,381
0,439
0,460
0,392
0,441
0,419
0,400
0,388
0,461
0,396
0,410

Leucocitos
x10%/I

7,57
7,56
7,93
14,19
13,69
13,36
12,26
15,45
10,02

Hb
g/dl

12,4
11,5
11,8
13,2
13,7
11,7
13,6
12,7
11,7
12,2
14,1
12,7
12,9

N
x10%/I

3,06
2,78
3,77
1,78
3,69
1,55
4,70
1,54
5,21

TABLA 342

Eritr.
x10'%/I

5,94
5,59
5,91
6,76
7,22
6,11
6,93
6,23
5,99
5,70
6,79
6,05
6,23

Reticulocitos

TABLA 34b

L
x10%/I

3,68
4,35
3,52
10,37
8,25
9,95
5,63
11,57
3,42

77

E
x10%/I

0,06
0,06
0,06
1,24
0,93
1,01
1,27
1,65
0,90

%

0,38
0,76
0,25
0,56
0,50
1,62
0,65
0,57
0,52
1,14
0,48
0,92
0,49

Basofilos
x107%/I

0,03
0,02
0,02
0,05
0,04
0,04
0,04
0,07
0,01

HCM
P9

20,9
20,6
20,0
19,5
19,0
19,1
19,7
20,4
19,6
21,4
20,7
21,0
20,8

Monocitos
x107?/I

0,53
0,21
0,49
0,55
0,47
0,58
0,51
0,42
0,39

CHCM
g/dl

31,9
31,4
31,0
30,1
29,9
29,9
30,9
30,3
29,3
31,4
30,5
32,1
31,5

LUC
x10%/I

0,20
0,13
0,07
0,20
0,29
0,25
0,11
0,20
0,10

VCM
fl

65,5
65,5
64,5
65,0
63,8
64,0
63,7
67,2
66,7
68,1
67,8
65,4
65,9

Plaguetas
x10%I

236
284
254
302

325
403
356
306



NUumero Grupo Cddigo

de animal / Sexo occn.

613

Numero de

animal

615

465

639

D11
TERM
PT
PTR
D11
TERM

Leucocitos

x10%/I

8,26
8,70
20,21
16,85
10,85
23,23

Namero de animal

Grupo/

Sexo

1M

2M

2M

615

465

639

613

Cédigo
ocen.
PT
D11
TERM
PT PTR
PD
D11
TERM
PD

ES 24243

88 T3

N L E
x10%/I x10%/I x10%/I
4,06 2,47 1,17
2,55 4,20 1,04
12,99 6,45 0,02
8,87 6,90 0,08
6,11 4,15 0,03
17,70 4,27 0,05

TABLA 34c

Grupo/  Cddigo occn.
Sexo

1M PT
D11

TERM
2M PT
PTR
PD

D11

TERM
2M PD
D11

TERM
3M PT
PTR

D11

TERM

TABLA 34d

Anisocitosis Microcitosis

78

Basdfilos Monocitos  LUC
x107/I x107?/I x10%/I
0,01 0,45 0,10
0,02 0,80 0,09
0,04 0,50 0,21
0,06 0,67 0,26
0,02 0,41 0,32
0,04 1,11 0,08
TP TTPA
S. S

11,3 37,3

10,3 32,7

11,3 33,3

10,0 33,9

9,9 26,1

10,0 31,6

10,2 29,4

10,6 22,6

10,5 26,3

10,3 28,9

10,3 35,5

11,4 26,7

10,3 30,8

Macrocitosis  Hipocromia

Plaguetas
x10%/I
371
253
438

441
434

Hipercromia



Numero de Grupo/ Cédigo
animal Sexo occen.
D11
TERM
613 3M PT PTR
D11
TERM
Namero de Grupo/ Cddigo Hct.
animal Sexo ocen. 1/1
631 4M PT 0,460
D11 0,395
TERM 0,449
614 1F PT PTR CTD
D11 0,404
TERM 0,424
652 1F PT 0,390
D11 0,374
TERM 0,385
624 2F PD 0,407
D11 0,377
TERM 0,401
NUumero Grupo Codigo Leucocitos
de animal / Sexo occn. x10°%/1
631 4M PD 10,53
D11 7,97
TERM 8,08
614 1F PT CTD
PTR 11,32
D11 9,70
TERM 9,64
652 1F PT 10,66
D11 12,01
TERM 11,88
624 2F PD 9,06
D11 7,82

ES 2 424 388 T3

Anisocitosis Microcitosis
TABLA 34e

Hb Eritr.

g/dl x10'%/|

13,6 7,11

11,9 6,36

13,7 6,97

CTD CTD

13,1 6,33

13,0 6,59

11,3 5,72

11,9 5,55

11,5 5,71

11,8 7,14

10,8 6,69

11,7 6,99

TABLA 34f

N L E
x10°%/I x10°%/1 x10°%/I
2,82 6,36 0,62
2,86 3,81 0,61
1,73 5,04 0,63
CTD CTD CTD
3,47 6,36 0,17
4,74 3,73 0,09
3,65 5,09 0,13
3,21 6,05 0,42
5,53 5,20 0,34
7,59 3,24 0,35
3,10 5,02 0,41
5,14 2,06 0,14

79

Macrocitosis

Reticulocitos

%

0,43
0,45
0,30
CTD
0,57
0,68
1,15
1,06
0,58
0,73
0,48
1,07

Basofilos
x107%/1

0,02
0,01
0,02
CTD
0,05
0,02
0,01
0,03
0,02
0,02
0,02
0,02

Hipocromia  Hipercromia
- +
HCM CHCM VCM
pg g/dl fl
19,1 29,5 64,6
18,7 30,2 62,1
19,6 30,5 64,4
CTD CTD CTD
20,6 32,3 63,8
19,7 30,7 64,3
19,8 29,1 68,2
21,4 31,7 67,4
20,2 30,0 67,2
16,6 29,0 57,11
16,1 28,6 56,3
16,7 29,1 57,4
Monocitos  LUC Plaquetas
x107%/1 x10°%/1 x10°%/I
0,58 0,13 378
0,53 0,16 424
0,60 0,05 384
CTD CTD CTD
0,96 0,31
0,84 0,28 429
0,62 0,13 414
0,80 0,15 373
0,78 0,13 380
0,61 0,08 338
0,33 0,18 362
0,34 0,13 353



Numero Grupo Cdédigo

de animal / Sexo

Numero de

animal

631

614

652

624

TERM

ocen.

Leucocitos
x10%/I

11,69

Namero de animal

Grupo/

Sexo

4M

1F

1F

2F

631

614

652

624

Cédigo
occn,
PD
D11
TERM
PT PTR
D11
TERM
PT
D11
TERM
PD
D11
TERM

ES 2 424 388 T3

N L E
x10%I x10%I x10%I
4,33 5,46 0,96
TABLA 349
Grupo/ Sexo Cadigo occn.
4M PD
D11
TERM
1F PT
PTR
D11
TERM
1F PT
D11
TERM
2F PD
D11
TERM
TABLA 34h
Anisocitosis Microcitosis
CTD CTD
- +
- +
+ +

80

Basofilos

x107%/I

0,02

TP

10,9
11,3
10,8
CTD

10,2
10,5
10,2
9,6
10,3
10,6
10,6
10,8

Macrocitosis

Monocitos
x107/I

0,76

TTPA

29,3
27,9
32,1
CTD

32,1
29,3
33,0
27,9
30,3
27,1
29,7
33,3

LUC
x10%/I

0,16

Hipocromia

Plaguetas
x10%I

426

Hipercromia



10

Namero de animal

Namero de Grupo/ Cddigo
animal Sexo ocen.
632 3F PT

PTR
D11
TERM
640 4F PD
D11
TERM
Nimero Grupo Cddigo
632 3F PT
PTR
D11
TERM
640 4F PD
D11
TERM

Numero de Grupo/

animal Sexo
632 3F

Hct.
I/1
0,416
0,410
0,392
0,412
0,398
0,369
0,401

Leucocitos

18,12
15,16
10,23
13,04
12,49
13,71
11,49

632

640

Cédigo

occn.

PT

PTR

ES 2 424 388 T3

TABLA 34i
Hb Eritr.
g/dl x10%%/1
12,4 6,36
12,2 6,29
12,2 6,19
12,3 6,46
11,8 5,81
11,0 5,30
11,9 5,58
TABLA 34j
N L E
10,58 5,61 1,07
5,99 7,24 0,95
4,69 4,15 0,66
6,89 4,62 0,44
8,29 2,91 0,46
10,31 2,18 0,34
5,41 4,18 0,63
TABLA 34k
Grupo/  Cddigo occn.
Sexo
3F PT
PTR
D11
TERM
4F PD
D11
TERM
TABLA 34l
Anisocitosis Microcitosis

81

Reticulocitos

%
0,83
0,64
0,73
0,55
0,95
1,17
0,83

Basdfilos
0,04
0,03
0,01
0,03
0,02
0,01
0,03

TP

10,6
10,6
10,2
10,6
12,0
12,4
12,8

Macrocitosis

HCM CHCM
pg g/dl
19,6 29,9
19,5 29,8
19,7 31,0
19,1 29,9
20,3 29,7
20,7 29,8
21,3 29,6
Monocitos  LUC
0,61 0,21
0,63 0,31
0,48 0,23
0,93 0,13
0,64 0,17
0,74 0,12
1,12 0,12
TTPA
s
47,8
44,7
33,1
37,2
35,8
28,0
30,1
Hipocromia

VCM
fl
65,4
65,3
63,4
63,8
68,5
69,6
71,9

Plaquetas
335
308
348
321
567
578
555

Hipercromia
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D11 - - - - -
TERM - - - - -

640 4F PD - - - - -
D11 - - - - -

TERM - - - - -

Patologia microscopica - Hallazgos relacionados con el tratamiento

La pericolangitis (una inflamacion del tejido conjuntivo que rodea el conducto biliar) se describié en las hembras de
mono que recibieron la dosis de 12 mg/kg/dia, pero no se observé en ninguna otra hembra o macho de mono. El
hallazgo puede estar relacionado con el tratamiento con Glyco-mAb (anti-EGFR), pero con un numero tan pequefio
de animales la significacién es incierta. El resto de hallazgos se consideraron incidentales y sin significacion
toxicoldgica.

Macropatologia e histopatologia
El resumen de la histopatologia de todos los animales evaluados se muestra en la TABLA 35, a continuacion:

TABLA 35

Histopatologia - distribucién en grupos y gravedad de los hallazgos en todos los animales
Grupo 1 2 3
Compuesto Glico-mAb (anti-EGFR)
Dosis 1,5 4,5 12

Numero de animales afectados

Sexo Macho Hembra

Grupo 1 2 3 1 2 3
Organo/tejido examinado NUmero 1 1 1 1 1 1
Colon NO de examinados 1 1 1 1 1 1
Corazon NO° de examinados 1 1 1 1 1 1
Rifiones NO de examinados 1 1 1 1 1
Infiltracion linfocitica cortical Minima 1 1 0 0 1 1

Leve 0 0 0 1 0 [?1

Total 1 1 0 1 1 1
Cefélica izquierda N° de examinados 0 0 0 0 0 0

NUmero de animales afectados

Sexo Macho Hembra

Grupo 1 2 3 1 2 3
Organo/tejido examinado NUmero 1 1 1 1 1 1
Safena izquierda NO de examinados 1 1 1 1 1 1
- Hiperplasia epidérmica Minima 0 0 0 1 0 0

Total 0 0 0 1 0 0
Higado NO de examinados 1 1 1 1 1 1
- Focos celulares inflamatorios Minima 1 1 1 1 1 1

Total 1 1 1 1 1 1

82



- Proliferacion ductal biliar

- Vacuolizacion de hepatocitos -

Hendidura media

Pericolangitis

Pulmones y bronquios
- Bronquios/bronquiolos -
Células inflamatorias

mucosas/submucosas

- Macroéfagos alveolares

- Células inflamatorias/linfoides

perivasculares

- Agregados linfoides

Eséfago

- Agregados linfoides

Ovarios
- Quistes Foliculares
Total

- Cuerpo liteo prominente

Pancreas

- Atrofia acinar

- Agregados linfoides

Cefalica derecha
Safena derecha
Piel (protocolo)

- Hiperplasia epidérmica

Médula espinal

- Hemorragia

ES 2 424 388 T3

Minima

Total

Minima

Total

Minima

Total

N°© de examinados

Leve

Total
Minimos
Total

Minimos

Total

Minimos

Total

N° de examinados
Minimos

Total

N© de examinados
Presentes

Total

Presentes

Total

N° de examinados
Minimos

Total

Minimos

Total

N© de examinados
N° de examinados
N° de examinados
Minima

Moderada

Total

N© de examinados

Minima
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Bazo

Esternén y médula ésea
Estomago

Testiculos

- Inmudurez

Total

Timo

- Quiste/s

- Involucién/atrofia
Total

Vejiga urinaria
Cuello uterino

- Mucificacion epitelial

Utero

- Congestion

Ciego

- Tejido adiposo submucoso

prominente

Trompa de Fallopio

Ganglios linfaticos mesentéricos

- Macrofagos

aumentados

ES 2 424 388 T3

Leve

Total

N° de examinados
N° de examinados
N° de examinados
N© de examinados
Presente

Total

N°© de examinados
Presente

Total

Minima

Total

N© de examinados
N° de examinados
Presente

Total

N°© de examinados
Minima

Total

N° de examinados

Minimo

Total
N© de examinados

N© de examinados

pigmentados Leve

Total

Hallazgos individuales en todos los animales
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Las observaciones patoldgicas de los animales individuales se muestran en la TABLA 36, a continuacion:

TABLA 36

Macropatologia e histopatologia - hallazgos individuales en todos los animales
Grupo 1 2 3
Compuesto Glico-mAb (anti-EGFR)
Dosis 1,5 4,5 12
Observaciones patoldgicas

Sexo Macho Grupo de dosis 1
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N© de animal

Peso corporal terminal

NECROPSIA
Ciego:
- Area(s) elevada(s); aspecto mucoso,
multiple, hasta 3 mm
Colon:
- Area(s) elevada(s); aspecto mucoso,

multiple, hasta 2 mm

Higado:
- Area(s) palida(s) de la hendidura media;

Una, subcapsular, 3 mm

Estéomago:
- Area(s) elevada(s) del cuerpo; mucosa, una,

cercana al antro, 3 mm

0623

2715,0 gramos

Semana del estudio 11
Dia del estudio del 77
HISTOPATOLOGIA

Cieqo:

- Tejido adiposo submucoso prominente, minimo, focal

Colon:

Lesion no significativa

Rifiones:
- Infiltracion linfocitica cortical, - Minima
Higado:

-Foco inflamatorio celular, -Minimo

Pulmones y bronquios:

- Células inflamatorias en la mucosa/submucosa de

bronquios/bronquiolos, -Leve

Estémago:

> Sin lesion significativa

Testiculos:

- Inmadurez, - Presente

Sexo Macho Grupo de dosis 2
NO de animal 0461 Semana del estudio 18
del sacrificio

Peso corporal terminal

NECROPSIA

Higado:
- Area(s) palida(s) de la hendidura media;

Una, subcapsular, 4 mm

Pulmones y bronquios:

- Colapso incompleto; Lébulos derechos

2573,0 gramos

Dia del estudio del 125

sacrificio

HISTOPATOLOGIA
Rifiones:
- Infiltracion linfocitica cortical, - Minima
Higado:
-Foco inflamatorio celular, -Minimo

- Vacuolizacién del hepatocito . Hendidura media, -Media

Pulmones y bronquios:
- Macrdéfagos alveolares, - Minimo

Médula espinal:
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- Hemorragia, - Leve, - Multifocal
Testiculos

- Inmadurez, - Presente

Sexo Macho Grupo de dosis 3
N° de animal 0463 Semana del estudio 18
del sacrificio
Peso corporal terminal 2919,0 gramos Dia del estudio del 125
sacrificio
NECROPSIA HISTOPATOLOGIA
Higado:

-Foco inflamatorio celular, -Minimo
Pulmones y bronquios:
- Células linfoides/inflamatorias perivasculares, - Minimas

-Agregados linfoides, -Minimos, -Focales

Pancreas:

- Atrofia acinar, -Minima, -Focal
Médula espinal:

- Hemorragia, - Minima
Testiculos

- Inmadurez, - Presente

***E| animal no presenta observaciones evidentes***

Sexo Hembra Grupo de dosis 1
N° de animal 0590 Semana del estudio 11
del sacrificio
Peso corporal terminal 3176,0 gramos Dia del estudio del 77
sacrificio
NECROPSIA HISTOPATOLOGIA
Ciego: Ciego:

- Area(s) elevada(s); aspecto mucoso, - Tejido adiposo submucoso prominente, - Minimo, - Multifocal

multiple, hasta 2 mm

Colon: Colon:
- Area(s) elevada(s); aspecto mucoso, Lesién no significativa

multiple, hasta 2 mm

Rifiones:

- Infiltracion linfocitica cortical, - Leve, - Focal
Safena izquierda:

- Hiperplasia epidérmica, - Minima

Higado: Higado:
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- Area(s) palida(s) de la hendidura media;
Una, subcapsular, 3 mm

Ganglios linfaticos mesentéricos:

- Congestionados, -Minimamente

Ovarios:

- Quiste(s); izquierdo, uno, lleno de liquido

fluido, 4 mm

Bazo:

- Engrosamiento de la capsula; Area, Difusa

-Foco inflamatorio celular, -Minimo

Ganglios linfaticos mesentéricos:
- Macrdéfagos pigmentados aumentados, -Leve
Ovarios:

- Quiste(s) folicular(es), - Presente(s)

Pancreas:
- Atrofia acinar, -Minima

- Agregados linfoides, - Minimos

Piel (protocolo):

Hiperplasia epidérmica, - Moderada
Médula espinal:

- Hemorragia, - Minima

Bazo:

> Sin lesion significativa

Cuello uterino:

- Mucificacion epitelial, - Presente

Sexo Hembra Grupo de dosis 2
NO de animal 0462 Semana del estudio 18
del sacrificio
Peso corporal terminal 2910,0 gramos Dia del estudio del 125
sacrificio
NECROPSIA HISTOPATOLOGIA

Pulmones y bronquios:

- Colapso incompleto; Lébulos izquierdos
Ovarios:

- Area(s) elevada(s); una en cada ovario,

izquierdo, 3 mm; derecho, 2 mm (foliculos)

Timo:

- Pequefio; 1,0669g

Riflones:

- Infiltracion linfocitica cortical, - Minima, Focal
Higado:

-Foco inflamatorio celular, -Minimo

Pulmones y bronquios:

Sin lesiones significativas

Ovarios:

Cuerpo luteo prominente, - Presente

Médula espinal:

- Hemorragia, - Minima
Timo:

- Quistes(s), - Presente(s)

- Atrofia/Involucién, - Minima
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Cuello uterino:

- Mucificacion epitelial, - Presente

Utero Utero
- Congestionado, minimamente - Congestionado, minimamente
Sexo Hembra Grupo de dosis 3
NO de animal 0612 Semana del estudio 18
del sacrificio
Peso corporal terminal 2934,0 gramos Dia del estudio del 125
sacrificio
NECROPSIA HISTOPATOLOGIA
Rifiones:

- Infiltracion linfocitica cortical, - Minima, Focal
Higado: Higado:

- Area(s) pélida(s) de la hendidura media; -Foco inflamatorio celular, -Minimo

Una, subcapsular, 3 mm - Proliferacion biliar ductal, -Minima
Pulmones y bronquios: Pulmones y bronquios:
- Colapso incompleto; Lébulos izquierdos. - Macréfagos, -Minimos

- Células linfoides/inflamatorias perivasculares, - Minimas
Esofago:

- Agregados linfoides, -Minimos

Pancreas:

- Atrofia acinar, -Minima, - Focal

Piel (protocolo):

Hiperplasia epidérmica, - Minima

Médula espinal:

- Hemorragia, - Minima

Cuello uterino:

- Mucificacion epitelial, - Presente

Los pesos corporales individuales de los monos cynomolguss se muestran en la TABLA 37, a continuacion:
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Conclusiones

No hubo efecto del tratamiento en los lugares de inyeccion ni tampoco hallazgos clinicos que pudieran considerarse
relacionados con el tratamiento con el glico-mAb (anti-EGFR). Los cambios en el peso corporal estuvieron dentro de
los limites esperados. En el examen macroscépico no se observaron hallazgos que pudieran considerarse
relacionados con el tratamiento y el peso de los 6rganos de los animales se hall6é dentro de los limites esperados. En
conclusion, el tratamiento con 1,5, 4,5 0 12 mg/kg/vez se tolerd bien sin hallazgos claros de toxicidad sistémica.

El EGFR no es una diana tumoral especifica, dado que esta presente en la superficie de varios tejidos normales que
incluyen el higado, el rifion y la piel. Los anticuerpos anti-EGFR con la region Fc de la IgG1 humana se han
administrado anteriormente a humanos y han mostrado un perfil de efectos secundarios tolerable (Vanhoefer, U. et
al., Clin. Oncol. 1 de enero de 2004;22(1):175-84; Needle MN, Semin Oncol. Octubre de 2002;29 (5 Supl. 14):55-60).
Claramente, surgirian preocupaciones al administrar un anticuerpo anti-EGFR a un humano o un mamifero con una
CCDA significativamente aumentada, debido a la actividad citotoxica potenciada que podria presentarse contra
tejidos normales criticos tales como el higado, el rifidn y la piel. Sorprendentemente, los presentes inventores han
observado que la administracién in vivo a mamiferos de un anticuerpo anti-EGFR con la Fc modificada, tal y como
se describe anteriormente y con una actividad CCDA aumentada hasta 1000 veces, no comport6é toxicidades
significativas. Las concentraciones del anticuerpo se mantuvieron por encima de 1 microgramo por mililitro durante,
al menos, 4 semanas (y por encima de 100 microgramos por mililitro en algunos animales). Tales niveles de
exposicion son tipicos de la terapia con anticuerpos. La CCDA maxima para el anticuerpo de este estudio se logra a
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concentraciones de 1 microgramo por mililitro. Las administraciones de dosis Unicas con dosis de 40 y 100 mg del
anticuerpo anti-EGFR (el anticuerpo pariente de rata ICR62) a pacientes humanos con cancer ha demostrado la
focalizacidn especifica contra los tumores in vivo (Modjtahedi, H. et al., Br J Cancer. Enero de 1996;73(2):228-35.).
Las células efectoras de los monos cynomolguss tienen receptores FcgammaRlIll altamente homdlogos y se ha
observado que median la CCDA potenciada con anticuerpos modificados en la Fc (y con anticuerpos
glicomodificados para niveles incrementados de oligosacaridos no fucosilados en la regién Fc). El nivel de
incremento de la CCDA es muy similar al que se observa en las células efectoras humanas (CMSP).

En resumen, hemos observado que los anticuerpos anti-EGFR modificados en la Fc para obtener una afinidad de
union Fc-FcgammaRlll aumentada y una CCDA aumentada pueden administrarse a mamiferos para proporcionar
concentraciones superiores a 1 microgramo del anticuerpo por mililitro de suero durante un periodo de, al menos, 4
semanas, para proporcionar exposiciones al farmaco que normalmente se asocian a una acumulacién significativa
del anticuerpo en las células diana in vivo, sin conllevar toxicidades significativas.

Se puede medir la toxicidad de una molécula de unién a antigeno de la presente invencion, y/o se puede determinar
mediante la utilizacién de cualquiera de los métodos y/o pardmetros (por ejemplo valores bioquimicos sanguineos,
indicadores histopatolégicos, etc.) descritos en este documento anteriormente, o0 mediante cualquier medio conocido
por un experto en la materia. Un experto en la materia entiende que el concepto de nivel clinico significativo de
toxicidad es un nivel que excede los niveles que habitualmente se aceptan en la Food and Drug Administration de
EE.UU. para los anticuerpos administrados clinicamente.

Ejemplo 5
Modificaciones los CDR de la cadena ligera: determinacion de residuos determinantes de especificidad

Mediante la utilizaciéon de los métodos descritos anteriormente, se generaron variantes de las regiones variables de
la cadena ligera del anti-EGFR a partir de la construccion de la region variable de la cadena ligera I-KC (Id. de Sec.
N°:46 e Id. de Sec. N2:45), en el que la secuencia que codifica el residuo de aminoacido en varias posiciones en la
ICR62 CDR de rata se sustituyd con el residuo de aminoacido correspondiente de una secuencia génica variable de
la linea germinal humana. Esto permitié la identificacion de residuos determinantes de especificidad, que, tal y como
se describe con anterioridad, son residuos que interaccionan con el antigeno y en los cuales las modificaciones
pueden tener un efecto en la afinidad de unién. La TABLA 38 muestra las sustituciones que se realizaron en la CDR
de la construccion de la region variable de la cadena ligera I-KC (Id. de Sexo N°:45):

TABLA 38: CDR minimizadas de la cadena ligera

NOMBRE DE LA SUSTITUCION DE CDR DE LA CADENA EFECTO DE LA
CONSTRUCCION AMINOACIDO REALIZADA  LIGERA EN LA QUE SE UNION AL
EN EL I-KC REALIZA LA SUSTITUCION ANTIGENO
I-KC (Id de Sec. N°:45) Sin modificaciones; N/A ++

construccion parental de

I-KC1 N30R* CDR1 ++
I-KC2 Y32W CDR1 ++
I-KC3 N340 CDR1 +/-
I-KC4 N50T CDR2 +/-
I-KC5 T51A CDR22 ++
I-KC6 N52S CDR2 ++
I-KC7 N53S CDR2 ++
I-KC8 T56S CDR2 ++
I-KC9 Fo4Y CDR3 ++
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*Identificada de acuerdo con la nomenclatura estandar (por ejemplo, “N30R” significa que el residuo de asparagina

(N) en la posicién 30 de la Id de Sec. N°:45 se sustituye con un residuo de arginina (R)). La numeracién de la Id. de

Todos los residuos sustituidos identificados anteriormente derivaron de una secuencia aceptora VK1_6 humana a
excepcion de la sustitucién Y32W, en la que W de una secuencia relacionada con la linea germinal humana se
sustituyd por Y en la posicion 32 en la Id. de Sec. N°:45.

Todas las construcciones de la variante I-KC (I-KC1 a |I-KC9) se emparejaron con una region variable de la cadena
pesada que incluye la construcciéon I-HHD (Id. de Sec. N°:16 e Id. de Sec. N°:15) y se llevé a cabo un ensayo de
union de acuerdo con los métodos descritos en los EJEMPLOS previos. Las construcciones I-KC1 a I-KC9 se
compararon con la construccién I-KC (Id. de Sec. N°:46 e Id. de Sec. N°:45) respecto a la afinidad de unién al EGFR
en las células diana A431 (figura 29 y figura 30). Tal y como se observa en la figura 29, la modificacion del residuo
34 con su correspondiente en la secuencia humana (N34G) resulté en una leve disminucion de la afinidad de uniéon
(el valor CE50 aumentd en un factor de 10). Tal y como se muestra en la figura 30, la modificacion del residuo 50
con un residuo humano (N50T) también resulté en una leve disminucién de la afinidad de union. Por consiguiente,
estos datos indican que N34 y N50 de las construcciones de la cadena ligera I-KC del anti-EGFR son residuos
determinantes de especificidad involucrados en la unién al antigeno. El resto de construcciones mantuvieron una
actividad de unidon comparable a la construccion I-KC (Id. de Sec. N°:45) (figuras 29 y 30).

En base a estos datos, para el injerto del bucle CDR del proceso de humanizacién, sélo se requieren ciertas partes
de la CDR. Por ejemplo, en la CDR1 de la construccion I-KC, las posiciones 24-27 y 29-33 no deben injertarse des
del donante (por ejemplo, ICR62). En la CDRS3, el residuo F94 es la Unica diferencia entre el anticuerpo de rata
ICR62 y el homdlogo mas cercano de la linea germinal humana (VK1_6), y su intercambio con un residuo humano
se tolera en relacién al mantenimiento de la afinidad de unién. Por consiguiente, mediante la seleccion de la
secuencia VH y J apropiada, la CDR3 puede presentarse completamente humana (por ejemplo, sin necesitar el
injerto del bucle en la CDR3).

Asi, estos datos indican que la cadena ligera, cuando se empareja con una construccion de cadena pesada
quimérico (por ejemplo, humanizado) especifico para el EGFR, puede ser completamente humana (por ejemplo, a
partir de una secuencia génica V de la cadena ligera humana) y mantener la union especifica al EGFR, aunque con
una afinidad de unién ligeramente menor en comparacioén con las cadena ligeras en las que se mantienen los
residuos determinantes de especificidad del donante.

EJEMPLOS 6
Modificaciones en las CDR de la cadena pesada: determinacién de residuos determinantes de especificidad

Mediante la utilizaciéon de los métodos descritos anteriormente, se generaron variantes de las regiones variables de
la cadena pesada del anti-EGFR a partir de la construccion de la regién variable de la cadena pesada I-HHD (Id. de
Sec. N°:16 e Id. de Sec. N°:15), en el que la secuencia que codifica el residuo de aminoacido en varias posiciones
en la ICR62 CDR de rata se sustituy6é por el residuo de aminoacido correspondiente a la posicion Kabat de una
secuencia génica variable de la linea germinal humana (por ejemplo, VH1-10, IGHV5_51). La TABLA 39 muestra las
sustituciones que se realizaron en la CDR de la construccién de la regidn variable de la cadena pesada I-HHD (Id.
de Sexo N°:15):

TABLA 39: CDR minimizadas de la cadena PESADA

NOMBRE DEL SUSTITUCION DE POSCION DEL CDR DE LA CADENA EFECTO DE LA
CONSTRUCCION = AMINOACIDO REALIZADA EN AMINOACIDO PESADA EN LA QUE SE UNION AL
EL I-HHD (NUMERACION DE  CORRESPONDIENTE EN REALIZA LA ANTIGENO
KABAT) LA ID. DE SEC. N°:15 SUSTITUCION
I-HHD Sin modificaciones; N/A N/A ++

construccién parental de las

variantes SDR
I-HHD-1 F27G** 27 CDR1 (Chothia) ++

I-HHD-2 T28G 28 CDR1 (Chothia) ++
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I-HHD-3 F291 29 CDR1 (Chothia) +
I-HHD-4 D31E 31 CDR1 ++
I-HHD-5 N52T 52 CDR2 +
I-HHD-6 PS2aA 53 CDR2 ++
I-HHD-7 N53I 54 CDR2 ++
I-HHD-8 Y56T 57 CDR2 +/-
I-HHD-9 S57A 58 CDR2 ++
I-HHD-10 V100bG 106 CDR3 +/-
I-HHD-11 A102V 109 CDR3 ++

* La numeracién de Kabat para la cadena pesada varia respecto a la numeracion de la Id. de Sec. N°:15 debido a que la

numeracion de Kabat permite la presencia de aminoacidos adicionales en las CDR. La numeracion de la TABLA 39 hace

referencia a la numeracion de Kabat. Un experto en la materia puede determinar facilmente la posicion correspondiente en

la Id. de Sec. N°:15 y ademas se indica aqui arriba.
**[dentificada de aceurdo con la nomenclatura estandar (por ejemplo, “F27G" significa que el residuo de fenilanlanina (F)

en la posicién de Kabat 27 del I-HHD (posicién 27 de la Id. de Sec. N°:15) se sustituye con un residuo de glicina (G)).

Cada una de las variantes de la construccion I-HHD (I-HHD-1 a I-HHD-11) se emparejé con una region variable de la
cadena ligera que incluye la construccion I-KC (Id. de Sec. N°:46 e Id. de Sec. N°:45) y se llevd a cabo un ensayo de
union de acuerdo con los métodos descritos en los EJEMPLOS previos. Las construcciones I-HHD-1 a I-HHD-11 se
compararon con la construccion I-KC (Id. de Sec. N°:46 e Id. de Sec. N°:45) respecto a la afinidad de unién al EGFR
en las células diana A431 (figuras 31 y 32). Tal y como se observa en las figuras 31 y 32, las sustituciones de los
residuos en las posiciones 27 (F27G) (construccion 1-HHD-1) y 28 (T28S) (construccién I-HHD-2) de la CDR1
Chothia y la posicion 31 (D31E) (construccién I-HHD-4) de la CDR1 Kabat no mostraron influencia en la union al
antigeno (es decir, se mantuvo la union al antigeno en comparacion con la construccién pariente I-HHD). De modo
similar, las sustituciones de residuos en las posiciones 52a (P52aA) (construccion I-HHO-6), 53 (N53l) (construccion
I-HHD-7), y 57 (S57A) (construccién I-HHD-9) de la CDR2 Kabat, y la substitucion del residuo en la posicion 102 de
la CDR3 Kabat (A102V) (construccién I-HHD-11) no mostré ninguna influencia en la unién al antigeno.

Tal y como se muestra en la figura 31, tanto la modificacion del residuo 29 de la CDR1 Chothia por un residuo
humano correspondiente (P29I) (construcciéon I-HHD-3) como la modificacién del residuo 52 de la CDR2 Kabat por
un residuo humano correspondiente (N52T) (construccion I-HHD-5) resultaron en una modesta disminucién de la
afinidad de unién en comparacion con la construccion pariente I-HHD (valor de CE50 aumento en un factor de 2-3).

Tal y como se muestra en la figura 32, tanto la modificacion del residuo 56 de la CDR2 Kabat por un residuo humano
correspondiente (Y56T) (construccién I-HHD-8) como la modificacion del residuo 100b de la CDR3 Kabat por un
residuo humano correspondiente (V100bG) (construccion I-HHD-10) mostraron una leve disminucién de la afinidad
de unién al antigeno en comparacion con la construccion pariente I-HHD (valor de CE50 aumenté en un factor de
10).

Por consiguiente, estos datos indican que F29 y N52 de la construccion I-HHD de la cadena pesada del anti-EGFR
son residuos determinantes de especificidad que tienen una influencia modesta en la union al antigeno. Estos datos
también indican que Y56 y V100b de la construccion I-HHD de la cadena pesada del anti-EGFR son residuos
determinantes de especificidad que tienen una influencia significativa en la unién al antigeno.
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caggtcaace tactgecagte tggggctgeoa ctggtgaage ctggggocktc tgtgaagttg S0
tctbgoaaag g'l:tctgglt\‘.t cacattcact gactacaaga tacactgggt gaagcagagt 120
catggaaaga qc:r.:i;l;ga_gtg gattgggtat tttaatccta acagtggtta tagtacctac 180
ddCgaaaagt tCaagagcaa ggCcacartg actgrcagaca aatocacoga tacagoctat 240
atggagetta cocagtotgac atctgaggac totgoaaoot attactgtac aagactatce 300
ccagggggbt actatgttat ggatgoctgg ggtcaaggag cttcagtcoac tgbctocte A59
<210> 3
<211> 120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido quimérico rata-humano
<400> 3
Gln val Gln Lew Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lye Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lyw Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr hsp Tyr
20 25 30
Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln &ly Leu Glu Trp Met
as 40 45
Gly Gly Ile Aen Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 50
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyx
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu hsp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
BS o 95
Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Qln
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 L 120
<210>4
<211> 360
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> DNA quimérico rata-humano
<400> 4
caggtgoagc tggtgcagte tggggctgag gtgaagaage ctgggtoctc ggtgaaggbc
tocbgraagg cttetggatt tacattcact gactacgoca tecagotgggt gogacaggoc
cctggacaag ggctogagty gatgggaggg atcastocta acagtggtta tagtacctac
gecacagaagt tocagggoag ggtcaccatt accgoggaca aatccacgag cacagoctac
atggagctga geoagoctgag atctgaggac acggoogtgt attactgbtgo gagactatoco
ccaggeggtt actatgttat ggatgectgg ggccaaggga ccaccgtgac cgtetcoctea
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<210> 5

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 5
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 . 15
Eer Val Lys Val Ser Cys Lye Gly Ser Gly Phe Thr FPhe Thr Aasp Tyr

20 25 30
Lys Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
is ' . a0 45
Gly Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 &0
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Sar Thr Ser Thr Ala Tyr
65 T0 75 ao
Met Glu Leu Ser Ser Lew Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cya
[:11 o0 a5
Ala Arg Lewu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
100 1as 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Sar
115 120

<210> 6

<211> 360

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 6
caggtgoage tggtgcagtce tggggotgag gtgaagaage ctgggtecte ggtgaaggte
tcotgeaagg gttobggbtt tacatteact gactacaaga tacactgggt gecgacaggec
coctggacaaq ggn:tl:gagl:g gﬂtmauh ttcaacccta iu:a.gclggt'l:a tagtacctac
gcacagaagt tccagggoag ggbtcaccatt accgoggaca aatccacgag cacagoctac
atggagctga goagoctgag atcbtgaggac acggocgbgt attactgbge gagactatce
ccaggoggtt actakbgttat ggatgoctgg ggccaaggga ccacogbtgac cgtctectca
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<400> 7
Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly
1 5
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20
Lyas Ile His Trp Val Arg Oln Ala
as 40
Gly Tyr Phe Asn_ Pro han Ser Gly
50 " 55
Lys Ser Arg Val Thr Ile Thr Ala
1] 70
Mt Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser
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Ala Arg Leu Ser Pro Oly Gly Tyr
100
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 8
<211> 360
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> DNA quimérico rata-humano
<400> 8
caggtgcage tggtgoagte tggggctgag
ccctgocaagg gbttctggttt tacattcact
ccbggacaag ggctcgagtg gatgggatat
aatgaaaagt tcaagagcag ggtcaccatt
atggagetga gcagoctgag atectgaggae
ccaggoggtt actatgttat ggatgocctgg
<210>9
<211> 120
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 9
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<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 10

caggtgcage
tccegoaagg
cctggacaag
goacagaagt
atggagetga

ccaggoggtt

<210> 11
<211>120
<212> PRT

tggtgecagte
cckeckggEtt
ggctogagtg
ttcagggcag
gcaggctgag

actatgttat

<213> Secuencia artificial

<220>

tggggctgag
tacattcact
gatgggcotgg
ggtcaccatg
atccgacgac

ggatgoctgyg

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 11

ES 2 424 388 T3

RARla Pro Gly Gln Gly Leu

Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala

Ala Aap Thr Ser Ile Ser

75

Ser Asp Asp Thr Ala Val

Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala
105

gtgaagaage
gactactata
atcaatcecta
accgccgaca
acggccgtgt

ggccaaggga

97

45

60

Glu

Gln

Tyx

Trp

Lys FPhe

Ala
8o

Cys

aly Gln

110

ctggggocte
tgcactgggt
acagtggtta
cgtccatcag
attactgtge

cocacocgtgac

ggtgaaggtc
gl:_ga::agg:u::
tagtacotac
cacagectac
gagactatcc

cgtctooooa

60
120
180
240
ioag

180



10

15

20

25

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Gly
Lya Ile His Trp Val Arg CGla Ala

Gly Tvr Phe Asn Pro Asn Ser GQly
50 - 55

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Ala
65 70

Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser
BS

Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr
100

Gly Thr Thr val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 12

<211> 360

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 12

caggtgcage tggtgcagte tggggotgag
tcctgeaagg gtbtetbtggttt tacattbcact
cctggacaag ggctogagtg gatgggatac
gcacagaagk tecagggeag ggtcaccatg

atggagctga goaggctgag atctgacgac

ccaggoggtt actatgttat ggatgeoctgg ggeocaaggga ccacocgtgac cgtotoctcea

<210> 13

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 13

ES 2 424 388 T3

Ala Glu
10

Ser Gly

Pro Gly

Tyr Ser

Asp Thr

Aap hap

a0

Tyr Val

Val

Gin

Thr

Ser

75

Thr

‘Mat

gtgaagaagc

gactacaaga

ttcaacecta

accgoogaca
acggeegtgt

Lya Lysa Pro Gly Ala
15

3o

Gly Leu Glu Trp Met

Tyr Ala Gln Lys Phe
&0

Ile Ser Thr Ala TyT
a0

Ala Val Tyr Tyr Cys
a5

Asp Ala Trp Gly Gln
110

ctggagoctc ggtgaaggto
tcocackgggt gogacaggec
acagoggtta tagtacctac
cgtccatcag cacagcctag

attactgtge gagactatee

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5

10

15

Sar Val Lys Val Ser Cys Lys Gly Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25

98

30

60
120
180
240

aoo

360



10

15

20

25

Lye Ila

Gly Tyr
50

Lya Ser
&5

Met Glu

Ala Arg

Gly Thr

<210> 14
<211> 360

His Trp Val Arg

Phe Asn Pro As

a

Arg Val Thr Met
TO

Leu Ser Arg Leu

Leu Ser Pro Gly
100

Thr val Thr Val
115

<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Ala Pro Gly

40

Ser Gly Tyr Ser
55

Thr Ala Asp Thr
Arg Ser hep Asp

Gly Tyr Tyr Val

Ser Ser
120

<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 14

ES 2 424 388 T3

1as

20

Gln

Thx

Sar

75

Thr

Mat

caggtgcage tggtgoagtc tggggctgag gtgaagaage

tcctgcaagg gttctggttt tacattcact gactacaaga

cctggacaag ggctocgagtg gatgggatac ttecaacceta

aacgagaagt tcaagagoccg ggtcaccabtg acogocgaca

atggagctga gcaggctgag atctgacgac acggeoeghtgt

ccagggggtt ackatgtbat ggatgoetgg ggccaaggga

<210> 15
<211> 120
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 15
Gln Val
1
Ser Val

Lys Ile

6ly Tyr
50

G5ln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

5

10

Lya Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe

20

25

His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln

a5

40

Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr
55

99

Gly Leu Glu Trp Met
45

Tyr hon Glu Lys Phe
60

Ila Ser Thr Ala Tyr
BO

Ala val Tyx Tyr Cys
95

Asp Ala Trp Gly Gln
110

ctggagecte agtgaaggte

tccactgggt gocgacaggeoe

acagcggtta cagtackttac
egtccatcag cacagoctac

attactgtgc gagactatcc

ccaccgbgac cgtctoctea

Lys Lys Pro Gly Ser
15

Thr Phe Thr Aap Tyr
3o

Gly Leu Glu Trp Met
45

Tyr Ala G@ln Lys Phe
&0

&0

120

180
240
300
360



10

15

20

25

Gln. Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala

65

TO

Met Glu Leu Ser Sar Leéeu Arg Ser

85

Ala Arg Leu Ser Fro Gly Gly Tyr

100

3ly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

ES 2 424 388 T3

Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr

75

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyxr Cys

S0

Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
110

105

gtgaagaage
gactacaaga
ttcaacccta
accgoggaca
acggoogtgt
ggccaaggga

ctgggtcote
tacactgggt
acagcggtta
aatcoacgag
attactgtge

ccacogtgac

ggtgaaggte
gegacaggcc
tagtacctac
cacageoctac
gagactatoe

cgtctocctca

115 120
<210> 16
<211> 360
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> DNA quimérico rata-humano
<400> 16
caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag
tcckgoaagg cototggtit cacattcact
cctggacaag ggotcgagtg gatgggatat
gcacagaagt tcoccagggoag ggtcaccatt
atggagctga goagoctgag atctgaggac
cocaggoggtt actatgttat ggatgoctgg
<210> 17
<211> 120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido quimérico rata-humano
<400> 17
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly
1 5
Ser val Lys Val Ser Cys Lys Gly
20
Lys Ile Ser Trp Val Arg Glmn Ala
3is 40
Gly Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Oly
50 55
Gln Gly Arg val Thr Ile Thr Ala
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser
BS
Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr

100

Ala Glu Val Lyas Lya Pro Gly

ia is

Ser

Ser Gly Phe Phe Thr
25 30

hap

Gly Gln Ly

45

Glu Mek

Trp

Ser Thr Gln Lys Phe

hap Lys Ser Ser Thr Ala

15 BO

Glu Thr Ala val

30 95

Cya

Val Met Asp Ala aly Gln

105 110

100

60
120
180
240
300

360
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15

20

25

30

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 18

<211> 360

<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 18

caggtgcaga
tococtgoaagg

cokggacaag

geacagaagt

atggagctga

ccaggceggtt

<210>
<211>

<212> PRT

19
120

<213> Secuencia artificial

<220>

120

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400>

Gln
1

Sexr

Gly

Gln
65

Met

ely

<210>
<211>

<212> DNA

19

val

Val

Ila

TYE
50

Gly

Glua

20
360

Qln

Lys

His

3is

hrg

Leau

Thr
118

Liawa

Val

Aan

Val

Ser
100

Vval

Yal Gln Ser
5

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Asn Sear
55

Thr Ile Thr
70

Ber Leu Arg
as

Gly

aly

Ala

Gly

Ala

Ber

Pro Gly Gly Tyr

Thr Val Ser

<213> Secuencia artificial

Ser
120

ES 2 424 388 T3

tggtgoagte tggggctgag gtgaagaagc
gttotggttt cacattcact gactacaaga
ggoctocgagbg gatgggatat ttcaacccta
tocagggcag ggtcaccatt acogoggaca
gocagcocbgag accbgaggac acggoogtgt

actatgttat ggatgectgs ggocaaggga

Ala Glu
10

Sar Gly
25

Pre Gly
Tyr Serxr

Asp Lys

Glt:; hep
20

Tyr Val
105

val Lys Lyws Pro

Phe Thr Phe Thr

Gln Gly Leu Glu
45

ABn Tyr Ala Gln

Ser Thr Ser Thr
T5

The Ala Val Tyr

Met Asp Ala Trp
110

101

cbkgggtoccte ggtgaaggte
tatcctgggt gogacaggct
acagoggtta tagtacctac
aatccacgag cacageoctag
attactgtgc gagactaktco

ccaccgtgac cgtetcotoa

Gly Ser

Asp Tyr

Trp Met

Lya Fhe

Ala Tyr
a0

Tyr Cys
95

dly Gln

&0
120
180
240
a0

k111
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20

25

30

ES 2 424 388 T3

<220>
<223> DNA quimérico rata-humano
<400> 20
caggtgcage tggtgcagtc tggggcbgag gtgaagaagc
tcctgcaagy gbttoctggtEt tacattcact gactacaaga
cctggacaag ggctcgagtg gabtgggatat ttbcaacccta
gcacagaagt tccagggceag ggtcaccatt accgoggaca
atggagctga goagoctgag abtctgaggac acggcoccgtgt
ccaggeggtt actatgttat ggatrgectgg ggccaaggga
<210> 21
<211> 120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido quimérico rata-humano
<400> 21
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
1 5 10
Ser Val Lyas Val Ser Cys Lya Gly Ser Gly Phe
20 25
Lys Ile His Trp Val Arg Glmn Ala Pro Gly Gln
s 430
Gly Tyr Fhe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ala Thr
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Sar
1 70 T5
Mer Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
B85 a0
Ala Arg Leu Ser Pro Gly Oly Tyr Tyr Val Met
100 105
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 22
<211> 360
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 22

ctgggtecte
tacactgggt

acagcggtta
datccacgayg

attactgtgc

ccaccgtgac

Lys Lys

30

a5

Ala

Ser

Ala Val

Aesp Ala

Leu Glu

Gln

Trp

ggtgaaggte
gogacaggeoo
ttcgaactac
cacagcctac
gagactacoo

cgtctectea

Gly Ser
15
RSP Tyr

TEp Met

Lyas Pha

Gly Gln

110

102

&0

120

180

240

300

360
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15

20

25

ES 2 424 388 T3

caggtgcage tggtgocagtc tggggctgag gtgaagaagce ctgggtccte ggtgaaggte
tcobgoaagy gtbctggbtt tacattcact gactacaaga tacactgggt gogacagges
cckbcggacaag ggctocgagtg gatgggatat ttcaacccta acagcocggtta tgocacgtac
goacagaagt tocagggcag ggtcaccatt acogoggaca aatccacgag cacagoctac
atggagctga goagcctgag at:tgngghc acggcogtgt attactgtge gagactateo
coaggoggtt astatgttat ggatgoctgg ggccaaggga ocacogtgas ogtotoctoa
<210> 23

<211>120

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 23

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys RAla Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
' 20 25 an

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

35 40 45

Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tve Sar Pro Sar Phe
50 55 &0

Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lya Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 ao

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
BS 30 a5

Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 24

<211> 360

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 24

caggtgocage tggtgoagtc tggggcotgag gtgaagaage ctggagoctc ggtgaaggtco
tecctgoaagyg cctoctggbtt tacattcact gactactabta tgocactgggt gogacaggeoc

cetggacaag ggcbogagtg gatgggctgg atcaatocta acagtggtta tagtacctac

103

60
120
180
240
ipo

150

60
120

180



10

15

20

25

agcccaaget tocasggoca ggtcaccate tcagccgaca agtccatcag caccgoctac
ctgocagtgga geoagoctgaa ggoctcggac acegocatght attactgtge gagactatee

ccaggeggtt actatgttat ggatgoctgg ggccaaggga ccacogbgac cgtctoctca

<210> 25
<211>120
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 25

Gln
1

Val

Ser Val

Tyr Met

Gly
50

Gln
55

Gly

Gln

Ala

Gly Thr

Gln

Lya

His

as

Ila

Gln

Trp

Leeu

Leu

Val

ABn

val

Ser

Ser

100

Val

115

<210> 26
<211> 360
<212> DNA

val

Sexr

Val

Fro

Thr

Ser

BS

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Cya

Aan

Ile

70

Leu

Gly

val

Sar

Lys

Gla

Ser

Ber

Lys

Gly

<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 26

caggtgcage
toccbgocaagg
cctggacaag
aacgagaagt
ctgocagtgga

coaggeggtt

<210> 27
<211>120

Gly Ala

Ala Ser

Ala

40

aly

Ala

Ala

Tyr

ser
1290

ES 2 424 388 T3

25

Pro

Tyr

hsp

Ser

Tyr
105

Glu Vval Lys
10

Gly Phe Thr

Gly Gln Cly

Sar Thr Tyr
&0

Lys Ser Ila
75

Asp Thr Ala
S0

val Mekt Asp

Lya

Phe

Leau

45

Aan

Sar

Mat

Ala

Pro Gly Ala
15

Thr Asp Tyr

a0

Glu Trp Met

adlu Lya Phe

Thr Ala Tyr
BO

Tyr Tyr Cya
a5

Trp Gly Gln
110

tggtgcagte
cctctggttt
ggctcgagtg
toccaaggoca
geagestgaa

actatgttak

tggggctgag gtgaagaagc
tacattcact gactactata
gatgggctgy atcaatccta
ggtecaccate kcagocogaca
ggoctoggas acogocatgt

ggatgectgy ggccaaggga

ctggagccte
tgeactggat
acagtggtta
agtcocatcag
attactgtgo

ceacegtgac

104

ggtgaaggte
gcgacaggee
tagtaeccac
caccgoctac
gagactateoo

cgtetcckea

240
ioa

360

60
120
180
240
300

350
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20

25
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 27

Gln Val Gln Leu Val
i 5

Ser Val Lys Val Ser

Tyr Met His Trp Val

Gly Trp Ile Asn Pro
50

Gln Gly Gln Val Thr
65

Leu Gln Trp Ser Ser
as

Ala Arg Leu Jer Fro
100

3ly Thr Thr Val Thr
115

<210> 28

<211> 360

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Cya

ABnD

Ile

T0

Lau

Gly

Val

Ser

Lys

Gln

Ser

Ser

Lye

Gly

Ser

<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 28

caggtgoage tggtgoagte tggggotgag

tectgoaagyg cctcotggbta cacattcact

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

Ser
120

cctggacaag ggctcgagtg gatgggotag

agcocccaaget toccaaggoca ggtcoaccate

ctgcagtgoa geagectgaa ggcctcggac

ccaggcggkbt actatgttat ggatgectgg

<210> 29

<211> 120

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 29

ES 2 424 388 T3

Ala Slu Val Lye Lys Pro Gly Ala
15

Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr

Pra Gly Gln Gly Leu Glu Trp Mat

Tyr Ser Thr Tyr Ser Pro Ser Phe

&0

Aap Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyr

75

ao

Ser hsp Thr Ala Met Tyr Tyr Cye

a0

Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln

105

gtgaagaage
gactactata
atccaatccta
tcagcocgaca
accgcecacat

ggecaaggga

110

ctggagcete ggtgaaggte
tgcactgggt gegacaggoe
acagtggtta tagtacctac
agtocatcag cacogootac
attactgtgc gagactatco

ccaccgtgac cgtotoctea

105

&0
120
180
240
300

&0



10

15

20

25

ES 2 424 388 T3

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
Tyr Met His Trp Val Arg Glm Ala Pro Gly Gln

Gly Trp Ile Ben Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr
50 55

Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser
65 T0 75

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Serx Asp Thr
as 20

Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met
100 105

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 30

<211> 360

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 30

caggtgoage tggtgoagke tggggctgag gtgaagaage

tectgocaagg ccbotggtta cacattoact gactactata

cctggacang ggctegagtg gatgggotgg aktcaatecta
aacgagaagt tocaaggoca ggtoaccate tcagecgaca
ctgeagtgga gocagcctgaa agoctcggac acogocatbgt

cocaggoggtt actatgttat ggatgoctgg ggocaaggga

<210> 31

<211> 120

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 31

Lys Lys Pro Gly Ala

Thr Phe Thr aAsp Tyr

Gly Leu Glu Trp Met

45

Tyr Asn Glu Lys Pha

Ila Sar Thr Ala Tyr

Ala Met Tyr Tyr Cys

95

Asp Ala Trp Gly Glo
110

ctggagocte

tgcactgggt

acagtggtta
agtccatcag
actactgtgo

ccaccgtgac

ggbtgaaggktc

gegacaggee

tagtacctac
cacogeoctac
gagactatee

cgtctcctea

Gln Met Gln Leu Val Gla Ser Gly Pro Glu Val Lys Lye Pro Gly Thr

1 5 10

is

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr FPhe Thr Asp Tyr

20 25

30

106

&0

120

180
240
oo

360
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15

20

25

ES 2 424 388 T3

Pro Gly Gln Gly

Tyr Ser Thr Tyr

Asp Lys Ser Ile

T3

Ser Asp Thr Ala

20

Tyr Val Met hep Ala

105

gtgaagaagc
gactactata
atcaatoota
tcagocogaca

accgocatgt

ggocaaggga

Lau

ser

Sar

Mat

Glu

Thr

TyT

Trp

Ser Phe
Ala Tyr
Tyr Cys
95

Gly Gln

110

ctggaaccte
tgeactgggt
acagtggtta
agteccateaq
attactgtge

ccacocgtgac

ggtgaaggtc
gogacaggoce
tagtacctac
cacegqgoctac
gagactatcc

cgtoteocteoa

Pro Glu Val Lye Lys Pro Gly Thr

1o

15

Tyr Met Hia Trp Val Arg Gla Ala
a5 40
Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly
50 55
Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala
a5 70
Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala
BS
Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr
100
Gly Thx Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 32
<211> 360
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> DNA quimérico rata-humano
<400> 32
cagatgcage tggtgcagte tgggccagag
tcctgeaagg cctotggtbt tacattecact
cectggacaag ggctocgagtg gatgggcotgg
sgooccaagot tooaBggoca ggtoaccatc
ctgocagbgga gcagcctgaa ggoctoggac
coaggoggtt actatgttat ggatgeoctgg
<210> 33
<211> 120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido quimérico rata-humano
<400> 33
Gln Met Gln Leu Val Glo Ser Gly
1 =Y
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20
Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala
as 40
Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly
50 55

Ser Oly Fhe Thr Phe Thr Asp Tyr
25 a0

Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Metc
45

Tyt Sar Thr Tyr Asn Glu Lya Phe
1]

107

&0
120
180
240
3n0

350
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25

Gln Gly Gln val

Leu Gln Trp Ser

Ala Arg Leu Saxr

Gly Thr Thr val
115

<210> 34
<211> 360
<212> DNA

70

as

100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 34

cagatgcage
tectgoaagg
cctggacaag
aacgagaagt
ctgcagtgga
ccaggoggtt
<210> 35

<211>120
<212> PRT

tgotgcagte tgggocagag
ccbetggttt tacattcact
ggotogagtg gatgggotgg
tocaaggeoca ggtcaccato
goagoctgaa ggocctboggac

actatgttat ggatgcootgg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 35

Gln Met Gln

1

Ser Val

Lys Ile

Gly Trp
50

Gln
65

Gly

Leu Gln

Lyo

Hia

Ile

Gln

Trp

val
5

L Gln Ser Gly

Val Ser Cya Lys Ala

Tep Val Arg Gln Ala

Asn Freo Asn Ser

55

aly

Val Thr Ile

70

Ser Ala

Ser Leu
BS

Ser Lye Ala

ES 2 424 388 T3

75

. a0

ias

Thr Val Ser Ser
120

gtgaagaagc
gactactata
atcaatccta
tcagcogaca
acogocatgt

ggccaaggga

aGlu val

Ser Gly

Arg Gly Gln

Lys
75

Ser hAsp Thr

20

108

Thr Tyr

Ser Ile

Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyx

14

Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

Pro CGly 3ly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln

110

ctggaaccte ggtgaaggte
tgocactgggt gogacaggecs
acagtggtta tagtacctac
agtccatcag caccgoctac
attactgtge gagactatco

ccacogtgac cgtctoctoa

Lys Lys

30

Arg Leu Glu Ile

Asn Glu Lys Fhe

Ser

Ahla Met

Cys

60

120

180

240

300
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Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
100

1058

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
120

tggtgcagte tgggccagag gtgaagaagc

coctotggttt tacattcact gactacaaga

ggctogagtg gatcggetgg atcaatecta

tecaaggoca ggtcaccate tcagoocgaca

gcagcctgaa ggocctoggac accgocacgt

ackatgbbat ggatgeoctgg ggocaaggga

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

val

Ser

Val

Pro

Thr

Sar
85

Fro

Thr

Gln

Cya

Axg

Asn

Ile

T0

Leu

Gly

vVal

Sex

Lys

Gln

Ser
55

Gly

115
<210> 36
<211> 360
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> DNA quimérico rata-humano
<400> 36
cagatgcage
tectgcaagyg
cgoggacaac
aacgagaagt
ctkgcagtgga
ccaggeggtt
<210> 37
<211> 120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<400> 37
Gln Met Gln Leu
1
Ser val Lyas Val
20
Lys Ile Hias Trp
is
Gly Tyr Phe Asn
50
Gln Gly Arg Val
65
Met Glu Lau Sar
Ala Arg Leu Sar
100
Gly Thr Thr Val
115

Gly
Ala
Ala
40

Gly

Ala

Ser

TyE

Ser
120

Pro Glu
10

Ser Gly
25 -
Pro Gly

Tyr Sear

hep Lys

Glu Rsp

TYyE Val
105

Val

Pha

Gln

Sar

75

Thr

Met

110

ctggaaccte
toccactgggt
acagtggtta
agtcecatcag
lattactgtgc

coacogtbgac

Lys Lys Pro

Gly Leu Glu

45

Ala 3ln
50 .

Ser Thr

Ala Val

Asp Ala

110

109

ggtgaaggtc
gogacaggococ
tagtacctac
cacogooctac
gagactatcc

cgtetectea

Gly Thr
15

ASp Tyr
Trp Met
Lys Phe

Ala Tyr

8o
Tyr Cys
95

cly Gln

50

1z0

180

240

300

A&0
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<210> 38
<211> 360
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> DNA quimérico rata-humano
<400> 38
cagatgcagc tggtgoagtc tgggccagag gtgaagaago
tocctgoaagy cctocbtggttt tacakttcact gactacaaga
coctggacaag ggntcgagtg gatgggatat cttcaaccocta
goacagaagt toccagggeag ggtcaceatbt acogoggaca
atggagectga gcageoctgag atctﬁnggac acggeeogtgt
ccaggoggtt actatgttat ggatgoctgg ggocaaggga
<210> 39
<211> 120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido quimérico rata-humano
<400> 39
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu val
1 5 10
Ser Leu Lys Ile Ser Cya Lys Gly Ser Gly Tyr
20 25
Lya Ile Hie Trp Val Arg QGlo Ala Pro Oly Sln
is a0
Cly Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser
65 70 5
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 S0
Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Metc
100 1058
Gly Thr Thr Val Thr val Ser Ser
115 120
<210> 40
<211> 360
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> DNA quimérico rata-humano

ctggaaccte
tccactgggt
acagcggtba
aatccacgag
attactgtge

ccacocgtgac

Lys Lyo

Ser Phe

Gly Leu

45

Ala
50

Ser
Ala

Val

Asp Ala

Pro

Thr
30

Glu

Gln

TEP

ggtgaaggte
gcgacaggcc

tagtacctae
cacagectac
gagactatee

cgteotoctea

Gly Glu
15
Aap Tyr

Trp Met

Lya Phe

Tyxr Cys
95

Gly Gln

110

110

60
120
180
240
ioo

360
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<400> 40

gaggtgcage togtgcagtc tggogctgag gtgaagaage ctggogagtc gttgaagatco
tectgoaags gttctggtta ttcattoact gactacaaga tocactgggt gogacaggeos
cctggacaag ggct::gaétg gatgggatat ttcaacocta acageoggtia tagtacctac
gcacagaagt tccagggcag ggtcaccatt accgoggaca aatccacgag cacagcctac
atggagotga gcagoctgag atctgaggac acggccogtgt attactgtge gagactatcoe

cocaggeggtt actatgttat ggatgoctgg ggoccaaggga ccacocgbgac cgtoctoctoa

<210> 41

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly
1 5 10 is

Ahla His Ser

<210> 42

<211> 57

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 42

atggactgga cctggaggat cctcttcttg gtggcagcag ccacaggagc ccactce 57
<210> 43

<211>108

<212> PRT

<213> Rattus sp.

<220>
<223> |ICR62 VL

<400> 43

Asp ILle Gln Met Thr Gln Ser Fro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

ABp Arg Val Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Asn Ile Asn Asn Tyr

Leu han Trp Tyr Gln Gln Lys Leu Gly Glu Ala Pro Lys hArg Leu Ile
a5 40 45

Tyr Aen Thr Asn Asn Leu Gln Thr Gly Ila Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 Eg [-1:]

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 TO T8 BO

Glu Aap Fhe Ala Thr Tyr Phe Cys Leua Gln His Asn Ser Phe Pro Thr

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg Thr
100 105

111

50
120
i80
240
aoo

as0
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<210> 44
<211> 324
<212> DNA

<213> Rattus sp.

<220>
<223> ICR62 VL

<400> 44

gacatcocaga btgacccocagte boctbcatte
atcaactgca aagcaagtca gaatattaac
ggagaagoLe CcCcaaacgoct gatatataat

aggkttcagtg gecagtggate tggtacagat

gaagatttbg ccacatattt ctgotbgoag

accaagcbtgyg aactgaaacg tacg

<210> 45
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 45

Asp Ile GQln
1

Asp Arg WVal

Leu Asn Trp

Tyr hsn Thr
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Phe Gly Gln

<210> 46
<211> 324
<212> DNA

Mek

Thr

ABn

Gly

Ala

Gly
100

Ile

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Thr

Gln

Glu
T0

Lys

Ser

Lya

Gln
55

Leu

<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 46

Fro

Fro

a0

Thr

Thr

Cya

Glu

ES 2 424 388 T3

Ser

Ala

a5

aly

Gly

Leu

Leu

Ile
108

Ber

Ser

Lys

wval

Gln
50

Lys

ctgtotgoat
aattacttaa
ACaaacaatt
tacacactea

cataatagktt

Leu

Gln

Ala

Ile
75

His

112

ctgtagggaga

actggtatca

tgcaaacagg

cocatcagoag

E I:El:l:ﬂ.l:gt E

Ser

Gly

Sar
60

Ser

han

Ala

Ila

Lys
45

Ser

sSer

Ber

30

Phe

Leu

FPhe

cagagtcact
gcasaagctt
catcccatca
cetgecagect

tggagckggg

Val Gly

ABn Tyr

Lau Ile

Ser Oly

Gln Pro

Pro Thr
95

60

120

1LB80

240

300

324
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gatatccaga
atcacctgoe
gggasagccc
aggttcageg
gaagattteg
accAagctog
<210> 47

<211> 22
<212> PRT

tgacccagte
gogeaagtea
ctaagcgect
goagtggato
ccacctacta

agatcaageg

<213> Homo sapiens

<400> 47

tcoakectec
gggoattaac
gatctataat
cgggacagaa
ctgcottgoag

cacg

ES 2 424 388 T3

ctgtotgoat
aattacttas
accaacaact
ttocactctcea

cataatagtt

ctgtcggaga
attggtacoa
tgcagacagg
ccatcagcag

ttcceacgtt

cogggteoaceo
geoagaagooa
cgtcccatca
coctgoagoct

tggccagage

Met hep Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

1

5

Fha Pro Gly Ala Arg Cya
20

<210> 48
<211> 66
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 48

10

15

atggacatga gggbtcccoge tcagotoctg ggoctoctge tgeteotggtt cocaggtgee

aggrgt

<210> 49
<211>109
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 49

113

&0
120
i80
250
300

324

60

1]
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25

Asp Ila Clan Met Thr Gln

Asp Arg Val Thr Ile Thr
20

Leu Asn Trp Tyr Glmn Gln

50

Ser Gly Ser Gly Thr Glu
65 70

Glu Aap Phe Ala Thr Tyr
B85

FPha Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 50

<211> 327

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

Sar

Cys

Lys

Gln
55

Tyr

<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 50

Pro

Arg

Fro

a0

Thr

Glu

ES 2 424 388 T3

Ser Sar
10

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Leu Gln

20

Ile Lys
105

Lew

Gln

Ala

Ila
75

Hia

Arg

gatatccaga tgacccagtc tccatcckcoc ctgtcoctgeat

atcacgbgor gggcaagtca gggcoattaac aattacttaa

gggaaagccc ctaagcgoct gatctataat accaacaact

aggttcagog goagtggate cgggacagaa tacactctoa

gaagactbtg ccacctatta ctgettgocag cataatagtt

accaagctog ﬂ.gﬁtﬂ-ﬂ:ﬂﬂ'ﬂ‘-ﬂ tacggtg

<210> 51

<211> 109

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 51

Sar Ala Ser Val Gly

Gly Ile Asn Asn Tyr

Pro Lys Arg Leu Ile
a5

Sar Arg Phe Ser Gly
(1]

Ser Ser Leu Gln Pro
a0

han Ser Phe Pro Thr
95

Thr Val

ctgtcggaga ccgggtcace
attggtaceca gcagaagoceca
tgcagacagg cgtcccatca
ccatcagcag cotgcagoct

ttcccacgkt tggocagggo

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5

i0

1s

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Glo Asn Ile Asn Rsn TyT
1

20

el

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu Ile

as

40

45

114

G0
120
180
240
300

327
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Tyr han Thr Asn Asn Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

50 55

&0

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70

75

B0

Glu Asp Pha Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Asn Ser Phe Pro Thr

B5

a0

Pha Gly Gln Gly Thr Lya Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val

100

<210> 52

<211> 327

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 52

gataktccaga tgacccagte boccatcctce
atcacctgca aagcaagtca gaatattaac
gggaaagccc ctaagcgoct gatctataat
aggtteagog gcagbggatc cgggacagaa
gaAgattbitg cocacctatta ctgettgoag

accaagotog agatcaageg tacggtg

<210> 53

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 Kabat

<400> 53

Asp Tyr Lys Ile Hip
1 s

<210> 54

<211> 15

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 Kabat

<400> 54
gactacaaga tacac 15

<210> 55

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 Kabat

105

ctgtoctgeat ctgtoggaga
aattacttaa actggtacca
accaacaact tgocagacagg
tacactctca cocatcagcag

cataatagtt tteccacgtt

115

a5

cogggtoace
gcagaagcca
cgtcocatca
cctgcagccet

Eggocagggo

50

120

1gd

240

30D

27
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<400> 55

hap Tyr Rla Ile Ser
1 5

<210> 56

<211> 15

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 Kabat

<400> 56
gactacgcca tcagc 15

<210> 57

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 Kabat

<400> 57

Asp Tyx Tyr Mest Hia
1 ]

<210> 58

<211> 15

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 Kabat

<400> 58
gactactata tgcac 15

<210> 59

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 Chothia

<400> 59

Gly Phe Thr Phe Thr Rep Tyr
1 =

<210> 60

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 Chothia

116
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<400> 60
ggttttacat tcactgacta c 21

<210> 61

<<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 Chothia

<400> 61

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
i 5

<210> 62

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 Chothia

<400> 62
ggttacacat tcactgacta c 21

<210> 63

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 Chothia

<400> 63

Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyz
1 5

<210> 64

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 Chothia

<400> 64
ggttattcat tcactgacta c 21

<210> 65

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 AbM

<400> 65

Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr Lyas Ile His

1 5

ES 2 424 388 T3

10
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<210> 66

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 AbM

<400> 66
ggttttacat tcactgacta caagatacac 30

<210> 67

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 AbM

<400> 67

Gly Phe Thr Fhe Thr Asp Tyr Ala Ile Ser
1 5 10

<210> 68

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 AbM

<400> 68
ggttttacat tcactgacta cgccatcagc 30

<210> 69

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 AbM

<400> 69

Gly Fhe Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Met His
1 3 10

<210> 70

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 AbM

<400> 70
ggttttacat tcactgacta ctatatgcac 30

<210> 71

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

118
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<223> Cadena pesada CDR1 AbM

<400> 71

@ly Tyr Thr Pha Thr Asp Tyr Tyr Mat
1 s

<210> 72

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 AbM

<400> 72
ggttacacat tcactgacta ctatatgcac 30

<210> 73

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 AbM

<400> 73

1

<210> 74

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1 AbM

<400> 74
ggttattcat tcactgacta caagatacac 30

<210> 75

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 75

Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Asn Glu Lyw

1 -]

Sexr

<210> 76

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

His
10

Gly Tyr Ser FPhe Thr Aop Tyr Lys Ile His
5

10

10

119

Phe Lyso
15
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<400> 76
tattttaatc ctaacagtgg ttatagtacc tacaatgaaa agttcaagag ¢ 51

<210> 77

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 77

Gly Ile ABn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lya Phe dln
1 5 10 15

Gly

<210> 78

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 78
gggatcaatc ctaacagtgg ttatagtacc tacgcacaga agttccaggg ¢ 51

<210>79

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 79

Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
i 5 10 15

Gly

<210> 80

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 80
tatttcaacc ctaacagcgg ttatagtacc tacgcacaga agttccaggg ¢ 51

<210> 81

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

120



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 424 388 T3

<400> 81

Trp Ile Ran Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 82

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 82
tggatcaatc ctaacagtgg ttatagtacc tacgcacaga agtttcaggg ¢ 51

<210> 83

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 83

Trp Ile Aen Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ser Pro Ser Phe Gln
1 - 10 15

aly

<210> 84

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 84
tggatcaatc ctaacagtgg ttatagtacc tacagcccaa gcttccaagg ¢ 51

<210> 85

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 85

Trp Ile Asn Pro Asn Ser Oly Tyr Ser Thr Tyr Aan Glu Lys Fhe Gln
1 s 10 15

Gly

<210> 86

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

121
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<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 86
tggatcaatc ctaacagtgg ttatagtacc tacaacgaga agttccaagg ¢ 51

<210> 87

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 87

Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gla
1 5 10 15

Gly

<210> 88

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 88
tatttcaacc ctaacagcgg ttattcgaac tacgcacaga agttccaggg ¢ 51

<210> 89

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 89

Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ala Thr Tyr Ala Glm Lys Pha Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 90

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Kabat

<400> 90
tatttcaacc ctaacagcgg ttatgccacg tacgcacaga agttccaggg c 51

<210> 91

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Chothia

<400> 91

Asn Pro Asn Ser @ly Tyr Ser Thr
1 5

<210> 92

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Chothia

<400> 92
aatcctaaca gtggttatag tacc 24

<210> 93

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Chothia

<400> 93

hen Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Aen
1 5

<210> 94

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Chothia

<400> 94
aaccctaaca gcggttattc gaac 24

<210> 95

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Chothia

<400> 95

Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ala Thr
1 5

<210> 96

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 Chothia

<400> 96
123
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aaccctaaca gcggttatge cacg 24

<210> 97

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 AbM

<400> 97

Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr
1 ‘s 1o

<210> 98

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 AbM

<400> 98
tattttaatc ctaacagtgg ttatagtacc 30

<210> 99

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 AbM

<400> 99

Gly Ile Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr
1 5 10

<210> 100

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 AbM

<400> 100
gggatcaatc ctaacagtgg ttatagtacc 30

<210> 101

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 AbM

<400> 101

Trp Ile Aen Pro RAsn Ser Gly Tyr Ser Thr
1 5 10

<210> 102
<211> 30

124
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<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 AbM

<400> 102
tggatcaatc ctaacagtgg ttatagtacc 30

<210> 103

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 AbM

<400> 103

Tyr Phe Asn Pro Aen Ser Gly Tyr Ser Asn
1 5 10

<210> 104

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 AbM

<400> 104
tatttcaacc ctaacagcgg ttattcgaac 30

<210> 105

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 AbM

<400> 105

Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ala Thr
1 5 ia

<210> 106

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2 AbM

<400> 106
tatttcaacc ctaacagcgg ttatgccacg 30

<210> 107

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR3 Kabat Chothia AbM

125
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<400> 107

Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met hAsp Ala

1 5 10

<210> 108

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR3 Kabat Chothia AbM

<400> 108
ctatccccag geggttacta tgttatggat gec 33

<210> 109
<211> 328
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> 1gG1 constant region

<400> 109

The Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser
1 5 10

Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Aop
20 25

Glu Pro Val Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr
is 40 45

Hiea Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr

Sar Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln
55 70 75

Cys Aan Val Asn Hia Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp
B5 a0

Glu Pro Lye Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
100 105

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro
115 120 125

Lysa Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
i3a 135 140

© ¥wal pap Val Ser His Glu Rep Fro Glu Val Lys Phe Aan

145 150 155

Agp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
185 170

126

Lys

30

Sar

Lyas

cya
110

Cya

Glu

Ser

15

Phe

Gly

Leaw

Tyxr

Lya

55

Pro

Lys

val

The

Fro

Val

Ser

Ila

ao

Ala

Ala

Val

val

160

alu
175

Gln



10

Ber

Leu

i8¢0

Asn Gly

135

210

Glu
225

Lys

Ile

Lys

Ala

Fra

Gln

Ala

Pro Ile

Gln val

Lys

Glu

Val Val

Glu Tyr

200

Lya
215

230

val Ser

245

wval
260

Glua

275

Ser
290

Sar
305

cya

Ser Leu

<210> 110
<211> 987
<212> DNA

Ser

Ser

Thr Val

val Mat

Lieu

ABp

His

Thr Cya

Glu Ser

Leu ASp

280

Lys Sar

235

Glu Ala

310

Leu Sar

225

<213> Homo sapiens

<220>

<223> 1gG1 constant region

<400> 110

accaagggeo
goggocctgg
tocaggegoos
tactccctca
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
gtecttectet
acatgegtag
gacggegtgg
tacegtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagec

aagaaccagg

catcggtokbt
gotgoctggt
tgaccagegyg
gcageogtggt
atcacaagoe
ctcacacakg
tooccccadaa
cggktggacgt
aggtgecataa
tcagogktect
toctocaaca
cocgagaaca

tcagcctgac

Fro

Gly Lye

cooocctggea
caaggactac
cgtgcacace
gacecgtgooo
cagcaacaco
cccacegtge
acceaaggac
gagccacgan
tgocaagaca
cacogtoctag
agocctoooa
acaggtgtac

ctgoctggtc

ES 2 424 388 T3

Ser vVal

185

Leu

Lys Lya

Ile Ser Lys

Fro Ser

235

Val
250

Lya

Aan
265

aly Gln

Ser Asp Gly

Trp-Gln

Leu His Asn

315

cootootoca
ttccocogaac
ttocoggotg
toccagcaget
aaggtggaca
ccagcaceckg
accetcatga
gacccbgagg
aagocegoggg
caccaggact
gcocococateg
accctgoccoo

aaaggcttct

Thr Val

Leu

Hia Gln

150

val Ser

208

Ala
220

Liya

Aep

Pha

aly

Fro Glu

ABn

oly

Glu

Aan

Lys Ala

Gln Pro

Leu Thr

240

Ber
255

Tyr

270

Fhe
285

Sar

Gln.
i0D

aly

Hia Tyr

agagcaccte
coggtgacggt
tocotacagte
tgggcaccca
agaaagcocaga
aactcctggg
teteocggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggotgaatgg
agaaaaccat
catcccggga

atcccagega

127

Fha

Val Phe

Gln Lys

320

tgggggcaca
gtogtggaac
ctcaggacto
gacctacate
goocaaatct
gggaccgtca
cootgaggto
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctbocaaageo
tgagctgaco

catcgoegtg

&0
120
180
240
300
i60
420
480
540
600
6640
720

T80
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gagtgggaga gcaatgggoa googgagaac aactacaaga ccacgoctoc cgbgooggac
toogacgget cotbottect ctacagcaag ctcaccgbgg acaagagcag gtggoagoag
gggaacgtct tctcabtgete cgtgatgoat gaggcocbtctgoe acaaccacta cacgcagaag

agoctetooe tgtcbcoggg taaatga

<210> 111

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Kabat Cadena ligera CDR1

<400> 111

Lya Ala Sex Gln Asn Il@e Asn Aan Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 112

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Kabat Cadena ligera CDR1

<400> 112
aaagcaagtc agaatattaa caattactta aac 33

<210> 113

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Kabat Cadena ligera CDR1

<400> 113

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Asn Asn Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 114

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Kabat Cadena ligera CDR1

<400> 114
cgggcaagtc agggcattaa caattactta aat 33

<210> 115

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Kabat Cadena ligera CDR2

<400> 115

128

B840

300

960

287
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Asn Thr Aen Asn Leu Gln Thr
1 -1

<210> 116

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Kabat Cadena ligera CDR2

<400> 116
aatacaaaca atttgcaaac a 21

<210> 117

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Kabat Cadena ligera CDR3

<400> 117

Leu Gln His Asn Ser Phe Pro Thr
1 5

<210> 118

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Kabat Cadena ligera CDR2

<400> 118
aataccaaca acttgcagac a 21

<210> 119

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Kabat Cadena ligera CDR3

<400> 119
ttgcagcata atagttttcc cacg 24

<210> 120

<211> 361

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DNA quimérico rata-humano

<400> 120

gaggtgcage tegtgeagte tggogoctgag gtgaagaage ctggogagte gbtgaagate
tocctgoaagg gtbtetggtta tbcatteocact gactacaaga tccactgggt geogacagatg

cctggaaagg goctcgagtg gatgggotac ttcaatocta acagtggtta tagtacctac

ES 2 424 388 T3

129

&80

120

180
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agoccaagot tccaaggoca ggtcaccatc tcagocgaca agtocatcag caccgoctac 240
ctgcagtgga gcagectgaa ggoctoggac accgeocatgt attactgtge gagactatee i Yalu)

ccaggoggtt actatgttat ggatgoctgg ggccaaggga ccaccgtgac cgbtctoctca 350

10

15

20

25

30

35

g

<210> 121
<211>120
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido quimérico rata-humano

<400> 121

Glu Val Gln
1

Ser Leu Lys

Lys Ile His
a8

Gly Tyxr Fhe
S0

Gln Gly Gln
65

Lau Gln Trp
Ala Arg Leu

Gly Thr Thr
115

<210> 122
<211> 15
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

Lau

Ile
20

Trp

Asn

val

sar

Ser
100

Val

Val
Ser
Val
Pro
o
Sar

BS5

Fro

Gln

AEI

Ile

T0

Gly

Val

Ser

Lysa

Gln

Ser

55

Ser

Lya

Gly

Ser

<223> Kabat Cadena pesada CDR1

<400> 122

gactacaaga tatcc 15

<210> 123
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Kabat Cadena pesada CDR1

<400> 123

Gly

Gly

Met

a0

Gly

Ala

Ala

Ser
120

hla

SBar

25

Pro

hap

Sar

105

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Lys

ABp

20

val

Val

Liya

Sar

75

Met

130

Lys

Sar

Gly

Ile

Ala

hap

Lysa

Ser

Sar

Met

Ala

PFro

Thr

110

Gly

15

Trp

Ser

Ala

35

Gly

Glu

MekL

Fhe

Tyr

80

Cys

Gln

361
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Asp Tyr Lys Ile Ser
1 5

<210> 124
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> AbM Cadena pesada CDR1

<400> 124
ggtttcacat tcactgacta caagatatcc 30

<210> 125
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> AbM Cadena pesada CDR1

<400> 125

Gly Fhe Thr Phe Thr Asp Tyr Lys Ile Ser
1 5 10

<210> 126
<211> 51
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Kabat Cadena pesada CDR2

<400> 126
tacttcaatc ctaacagtgg ttatagtacc tacagcccaa gettccaagg ¢ 51

<210> 127
<211>17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Kabat Cadena pesada CDR2

<400> 127

Tyr Fhe Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ser Pro Ser
1 . 10

5

aly

<210> 128
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-HHD-1)

<400> 128

131



"g

Ser

Lys

Gly

Gln

&5

Mat

Ala

<210>
<211>
5 <212>

val

Ile

Gly

Glu

129
120
PRT

Gln

Lya

His

3s

Phe

Leu

Leu

Leu

val

20

ABn

Val

Ser

Sar
100

Val

5

Ser

Val

Fro

Ser
85

Gln

Cya

Arg

Aan

Ile

T0

Leu

Gly

Ser

Lys

Cln

Ser

55

Thr

Gly

Gly

Ala

hAla

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

ES 2 424 388 T3

Ala

Sar

a5

Pro

Asp

Glu

TyT
108

Glu

10

aGly

Gly

sSer

Lya

Anp

S0

val

val Lys

Gly Thr

Gln Gly

50

Ser Thr
75

Met Asp

Lywa

L1

45

Ala

Ser

Val

Ala

@ly Thr Thr val Thr Val Ser Ser
120

<213> Secuencia artificial

<220>

1is

<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-HHD-2)

10
<400>

Gln
1

Ser

Gly

Glo
65

Met

Gly

15 <210>
<211>
<212>

129

val

val

Ile

Gly

Qlu

Thr

130
120
PRT

Gln

Lya

His

a5

FPha

Leu

Leu

Thx
115

Leau

Val
20

Trp

Asn

Val

Ser

Ser

100

Val

Ser
a5

Fra

Thr

Gln

Cys

Asn

Ile

70

Leau

Gly

val

Ser
Lys
Gln

Sar
55

Arg
Gly

Sar

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Sex

Sar
120

Ala

Ser
25

Asp

Glu

105

Glu

i0

Gly

aly

Ser

Ly

Asp

a0

Val

Val Lys

Phe Ser

Gln Gly

Thr Tyr

&0

sSer Thr
-1

Thxr Ala

Met Rsp

132

Lya

Fhe

Leu

Ala

s5erxr

Val

Ala

Fro

Thr

io

Glu

Gln

Thr

iio0

Fro

Glu

Gln

110

Gly

15

Trp

Lys

Ala

Gly

Gly

15

Aap

Trp

Lys

Ala

TYE
95

Gly

Ser

Mat

FPhe

Gln

Ser

Mat

Pha

Cys

Gln
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 424 388 T3

<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-HHD-3)

<400> 130

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Lya Ile His
3s

GEly Tyr Fhe
50

Gln Gly Arg
&5 .

Met Glu Lau
Ala Arg Lai

Gly Thr Thr
115

<210> 131
<211>120
<212> PRT

Leu

Val
20

Trp

val

Sar

Sar

100

Val

Val

val

Pro

Sar
as

Pra

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

ABD

Ile

70

Leu

aly

val

Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
10 - 15

Lya Ala Ser Gly Phe Thr Ile Thr Aap Tyr
25 30

Gla Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
40 a5

Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe
55 . (']

Thr Ala Asp Lye Ser Thr Ser Thr Ala TyT
75 a0

Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
§5

Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
105 _ 110

Ser Sar
120

<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-HHD-4)

<400> 131

Gln Val Gln
1
Ser Val Lya

Lys Ile Hia
as

Gly Tyr PFhe
50

Leu Val Gln

5

Val Ser Cys

20

Trp Val Arg

Asn Pro AsSnD

Gln Gly Arg Val Thr Ile

65

70

Met Glu Leu Ser Ser Leu

Ala Arg Leu Ser Pro Gly

100

Ser Gly Ala Glu Val Lys Lya Pro Gly Ser
1o 15

Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Glu Tyr
25 an

Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Mec
40 45

Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe
55 (1]

Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
75 80

Arg Sar Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
90 95

Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Oly GIn
105 110

133
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15

20

25

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

<210> 132
<211>120

<212> PRT

115

<213> Secuencia artificial

<220>

120

ES 2 424 388 T3

<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-HHD-5)

<400> 132

Gln val
1

Ser val

Lys Ile

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

aly Thr

<210> 133
<211>120
<212> PRT

Gln

Lys

Hie

is

Phe

hrg

Leu

Leu

115

Leu

Val
20

Val

Ser

Ser

100

Val

Val

Ser

Yal

Fro

Thr

Ser
B5

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Asn

Ile

70

Gly

wal

Ser Qly

Lys Ala

Gln Ala
40

Ser Oly

55

Thr Ala

Arg Ser

Gly Tyr

Ser Ser

120

Ala

Ser
25

Pro

Glu

105

Glu Val
o

Gly Phe

Gly Gln

Sar Thr

Lys Ser
75

Aap Thr
S0

val Met

<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-HHD-6)

<400> 133

Gln ¥val Gln Leu Val Gln
-1

1

Ser Val Lys Val Ser Cya
Lys Ile His Trp Val Arg
3is

Gly Tyr Phe Asn Ala Asn

50

Gln Gly Arg val Thr Ile

65

20

70

40

25

75

Lys

Thx

aly

60

Ala

Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro
10 -

Lys RAla Ser Gly Phe "I"I'l.r Phe Thr

Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu

45

Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr hla Gln
55

Thr Ala Rep Lys Ser Thr Ser Thr

134

Lys Pro

Phe Thr

Leu Glu

a5

Ala Gln

Ser Thr

Val Tyr

110

15

30

Gly Ser
15

Asp Tyr

Trp Met

Lya Fhe

Ala Tyx
B0

TyTr Cye
95

Gly Gln

Gly Ser

Aap Tyx

Trp Met

Lya Pha

Ala Tyr

B0
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Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
as 90 25

Ala Arg Leu Ser: Pro Gly Gly Tyr Tyr ¥al Met Asp Ala Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Sar
115 120

<210> 134
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-HHD-7)

<400> 134

Gln val ©ln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lya Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cye Lys Ala Ser Gly Pha Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Lys Ile His Trp Val Arg Glo Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
as 40 45

Gly Tyr Phe Asn Pro Ile Ser Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Glo Lys Fhe
50 55 &80

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyrx
65 T0 75 a0

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Aasp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 135
<211> 120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> .Secuencia quimérica rata-humano (I-HHD-8)

<400> 135

gln Val Gln Leu Val Cln Ser Gly Ala Qlu Val Lye Lys Pro Oly Ser
1 5 10 15

Sar Val Lys Val Sar Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 3o

Lye Ile Hie Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
is 40 a5

135
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Gly Tyr Phe Asn Pro Asn Ser Gly Thr Ser Thr Tyr Ala Gln Lya Phe
50 55 G0

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 Bo

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
as S0 a5

Ala.Arg Leu Ser Pro Gly Gly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
100 108 110

Gly Thr Thr Wal Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 136
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-HHD-9)

<400> 136

Gln val Gln Leu Val Glmn Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 . 25 io

Lys Ile His Trp val Arg Glm Ala Pro Gly Gln 4Gly Leu Glu Trp Met
as 40 a5

Gly Tyr Phe Aan Pro Asn Ser Gly Tyr Ala Thr Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 &0

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Sar Thr Ser Thr Ala Tyr
65 .70 75 ao

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
as 90 95

Ala Arg Leu Ser Pro Gly G@ly Tyr Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 137
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-HHD-10)

<400> 137

136



10

15

Val

"B

Ser Val

Lys Ile

Gly Tyr

Gln Gly

65

Met Glu

Gly Thr

<210> 138
<211>120

<212> PRT

Gla

Lys

Hia
15

hrg

Lau

118

Leu Val

Val

Trp

han

Val

Sar

Sar

100

Val

Ser

Vval

Fro

Sex
BS

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Ser

Cys Lys

Arg

Abn

Ile

70

Leu

Gly

Val

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Gly

Sar

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

YT

Sar
120

ES 2 424 388 T3

Ala

Ser

Asp

Glu

108

Glu

10

Gly

Gly

Sar

Lys

ABp

20

Gly

<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-HHD-11)

<400> 138

Gln val Gln
1

Ser ‘H'a]._

Lys Ile

Gly Tyr
50

Gln Gly
55

Met Glu

Ala Arg

Gly Thr

<210> 139
<211> 108

Lya

Hisa

Phe

Leu

Lau

115

Leu

Val
20

Trp

wal
Ser
Ser
100

Val

val

Sexr

Val

Thr

Ser

8s

Fro

Gln

Cya

ABn

Ile

70

Leu

Gly

Val

Ser

Lysa

Gln

Ser

55

Thr

Gly

Ser

Gly Ala Glu

10

Ala Ser Gly

25

Ala Pro Gly

40

Gly Tyr Ser

Ala Asp Lya

Ser Glu Asp

Tyr Tyr Val

Ser
120

105

Vval

Gln

Ser

75

Met

Lys

Gly

Ala

Aap

val Lys

Phe Thr

Gln

Thr

Gly

Tyx
&0

Sar Thr

75

Thr

Met

137

Aap

Lys

Phe

Lau

45

Ser

val

Ala

Lysa

Fhe

Sar

Val

Val

30

Glu

Gln

TyT

Txp
110

Thx
10

Glu

Gln

110

Gly
15

Lya

Ala

aly

Gly
15

ABp

T=p

Lysa

a5

aly

Ser

TyxT

Mat

Fhe

Gln

Ser

Tyx

Met

Phe

80

Gln
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<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-KC1)

<400> 139

Aap Ile
1

nep Arg

Leu Asn

Tyr ABn
50

Sar Gly
a5

Glu hsp

dla Met Thr Gln

Yal Thr Ile Thr

20

Trp Tyr Gln Gln

as

‘Thr Asn Asn Leu

Ser Gly Thr Glu

Fha Ala Thr Tyr

=1

55

T0

Ber PFro Ser

Cys Arg Ala

25

Lya Pro Gly

Gln Thr Gly

Fhe Thr Leu

Tyr Cys Leu

Ser Leu

Ser Gln

Lys Ala

val Pro

The Ile

75

Gln His

30

Ser

Gly

Pro

Sar

&0

Sar

ABn

Ala

Ile

Lya
45

Ser

Pha Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr

<210> 140
<211>108
<212> PRT

100

<213> Secuencia artificial

<220>

105

<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-KC2)

<400> 140

Asp Ile
1

hap Arg

Lau Asn

Tyr Asan
50

Sar Gly
&5 .

Glu Asp

Phe Gly

Gln Met

val Thr
20

Trp TYT

a5

Thr Asn

Ser Gly

Phe Ala

Gln Gly
100

Thr
5

Ile

Gln

Thr

Thr

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Leu Gln

55

Glu Phe
70

Tyr Tyr

Lys Lau

Pro Ser

25

Pro Gly
40

Thr Gly

Cya Leu

Glu Ila
108

Ser

Ser

Lya

val

Gln
50

Lys

Lieu Ser

Gln Gly

Ala Pro

Pro Ser

60

Ila Sar

75

Hia Asn

Arg Thr

138

io

Ser Val Gly
15

o

Asn Tyr

Leu Ile

Fhe Ser Gly

Leu Gln Pro

B0

Phe Pro Thr

Ala Ser Val
Ile Ran Asn
Lys Arg Leu
45

Arg Fhe Ser
Ser Leu Gln

Ser Phe Pro

95

a5

Gly

Trp

Ila

Gly
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<210> 141
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-KC3)

<400> 141

Asp Ile Gln Mat
1

Aep Arg Val Thr
-20

Leu Gly Trp Tyx
as

Tyr Asn Thr Asn
S0

Ser Gly Ser Gly
&5

Glu Asp Phe Ala

Pha Gly Gln Gly
100

<210> 142
<211> 108
<212> PRT

Thr
5
Ile

aln

Ran

Thr

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

aln Ser
Thr Cye
Gln Lys
Leu Gln
-1

Glu Phe
70

Lyms Leu

Pro Ser

Arg Ala
25

Pro Qly

40

Thr Gly

Cys Leu

Glu Ile
108

. Thr Ile

Ser Leu Sar

10

Ser Gln Gly

Lys Ala

Sar
&0

val Fro

Ser
75

Gl His
20

Asn

Lys Arg

<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-KC4)

<400> 142

Asp Ile Gln
1

Met

Thr
20

Asp Arg Val

Lau Asan Trp
as

Tyr Thr Thr
50

ABn

Ser Gly Ser
65

Gly

Glu Asp Phe Ala

Thr

Ila

Gln

ABn

Thr

Gln Ser

@ln Lys

Leu Gln
55

Glu Phe
70

TYyr Ty¥yT

85

Pro Ser

Arg Ala
25

Pro Gly
40
Thr Gly

Thr Leu

Cys Leu

Ser
10

Leu Ser

Ser Gln Gly

Lya Ala Pro

Val Pro Ser

Ile Ser

Gln Him Asn

20

139

Ala Ser Val Gly
15

Ile Agn hen Tyr
30

Lys Arg Leu Ile
45

Arg Phe Ser Gly

Sar Leu Gln Pro
- v]

Ser Phe Pro Thr
95

Ala Ser Val Gly
15

Ilz Asn Asn TyT
io

Lya Arg Leu Ila
a5

Arg Phe Sar Gly

Ser Leu Gln Fro
a0

Ser Fhe pPro Thr

85
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Phe Bly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr
105

100

<210> 143
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-KC5)

<400> 143

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
1 5 10

Aep Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
20 25

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
as 40

Tyr Asn Ala Asn Asn Leu Gln Thr Gly Val
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu The
55 ! TO0

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cyw Leu Gln

B85 a0
FPhe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 144
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-KC6)

<400> 144

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
1 5 io

hap Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg .;.;-t Sar
20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lya Pro Gly Lye
as 40

Tyr Asn Thr Ser Asn Leu Gln Thr Gly Val
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr
65 70

Glu Aep Phe Ala Thr Tyr Tyr Cya Leu Gln
BS

Leu Ser Ala

gln Gly Ile

Ala Pro Lya
45

PFro Ser Arg
Ile Ser Ser

75

His Asn Ser

Axrg Thr

Leu Ser Ala

Gln Gly Ile

Ala Pro Lya
45

Pro Sar Arg
Ile Ser Ser

75 ]

Hia ABsn Ser

140

Ser

Asn
o

Arg

Fhe

Leu

Fhe

Asn

Axg

Fha

Leu

Phe

Val aly

15

Lew Ile

Ser Gly

@ln Pro

val aly

15

Aan Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

Pro Thr
a5
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Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lym Arg Thr
100

<210> 145
<211> 108

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-KC7)

<400> 145

Asp Ila
1

ABp Arg
Leu Asn
50

Ser Gly

Glu Asp

Gln

Val

Trp

35

The

Ser

Phe

Met Thr Gln

Thr Ile Thr

20

Tyr Gln Gln

Asn Sar Leu

Oly Thr olu

70

Ala Thr Tyr

B85

Ser

Lys

Gln
55

Phe

ES 2 424 388 T3

105

Pro Ser

Arg Ala
25

PBro Gly

40

Thr Gly

Thr Leu

Cya Leu

Ser Leu

ig

Ser Gln

val Pro

Thr Ile

Gln His

20

Ser Rhla

aGly Ile

Pro Lys

Ser Arg

50

Ser Ser

Aan Ser

45

Phe Gly Gln Gly .Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr
105

<210> 146
<211> 108

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-KC8)

<400> 146

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala

1

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile
25
Leu Asn Trp Tyr Gln Gla Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys

Tyr Asn Thr Asn Asn Leu 8ln Ser Gly Val Pro Ser Arg

50

a5

20

100

5

53

40

10

141

60

a5

Ser Val Gly
is

Asn Asn Tyt
el

Arg Leu Ile
Pha Ser Oly
Len Gln Pro
Phe Prﬂ.‘ Thr

85

Ser Val GQly
15

Asn Asn Tyr
1o

Arg Leu Ile

Phe Ser 4ly
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S5ar Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75

ano

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Asn Ser FPhe Pro Thr

BS 20

Fhe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr
100 105
<210> 147
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia quimérica rata-humano (I-KC9)

<400> 147

s

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cya Arg Ala Ser Gln

20 25

Gly Ile Asn
30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg

35 40

Tyr Asn Thr Asn Asn Leu Gln Thr Gly Val Pro

S0 55

Ser Gly Sex Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg

100 105

142

45

Ser Arg Phe
60

Ser Ser Leu

Asn Ser Tyxr

15

Asn Tyr

Leu Ile

Ser QGly

Gln Pro

80

Pro Thr
95
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-EGFR humanizado que se une especificamente a EGFR humano, en el que dicho anticuerpo
comprende una region variable de la cadena pesada seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:
128, Id. de Sec. N°:129, Id. de Sec. N°:131, Id. de Sec. N°:133, Id. de Sec. N°:134, Id. de Sec. N°:136, e |d. de Sec.
N°:138; y una region variable de cadena ligera seleccionada de entre el grupo que consiste en Id. de Sec. N°:139, Id.
de Sec. N°:140, Id. de Sec. N°:143, Id. de Sec. N°:144, Id. de Sec. N°:145, Id. de Sec. N°:146, e Id. de Sec. N°:147,
en el que dicho anticuerpo comprende una region Fc y en el que dicho anticuerpo ha sido glicomodificado:

(a) para tener un aumento del porcentaje de oligosacaridos bisectados en la regién Fc en comparacién con el
correspondiente anticuerpo no glicomodificado,

(b) para tener un numero reducido de residuos de fucosa en la regiébn Fc en comparacion con el
correspondiente anticuerpo no glicomodificado,

(c) para tener un aumento de la afinidad de unién al receptor Fc en comparaciéon con el correspondiente
anticuerpo no glicomodificado, y/o

(d) para tener un aumento de la funcion efectora en comparacién con el correspondiente anticuerpo no
glicomodificado, en el que los puntos (a) a (d) resultan de un aumento de actividad ((1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnT IlI) en una célula huésped que expresa un polipéptido que posee dicha
actividad.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en el que el aumento en la funcién efectora se selecciona del grupo que
consiste en: aumento de la citotoxicidad celular mediada por Fc, aumento de la unién a células NK, aumento de la
union a macréfagos, aumento de la unién a monocitos, aumento de la union a células polimorfonucleares, aumento
de la apoptosis inducida por sefalizacion directa, aumento de la maduracion de células dendriticas, y aumento de la
primacion de células T.

3. Una célula huésped que comprende un polinucleétido que codifica una region variable de la cadena pesada como
se ha definido en reivindicacion 1 y un polinucleétido que codifica una regién variable de cadena ligera como se ha
definido en la reivindicaciéon 1, o un vector que comprende dichos polinucleétidos y en el que dicha célula huésped
estd modificada para expresar un acido nucleico que codifica un polipéptido que posee actividad B(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnT ).

4. La célula huésped de la reivindicacion 3, en el que dicha célula huésped esta modificada ademas para expresar al
menos un acido nucleico que codifica un polipéptido que posee actividad manosidasa |l

5. La célula huésped de la reivindicacion 3, en el que dicho polipéptido es un polipéptido de fusién que comprende
ademas el dominio de localizacién Golgi de un polipéptido residente en Golgi.

6. La célula huésped de la reivindicacién 5, en el que dicho dominio de localizacion Golgi se selecciona del dominio
de localizacién de manosidasa Il, B(1,2)-N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnT |), manosidasa I, B(1,2)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnT 1l), y a1-6 fucosiltransferasa central.

7. Un método para producir un anticuerpo que es capaz de competir con el anticuerpo monoclonal ICR62 de rata
para unirse al EGFR humano, en el que dicho anticuerpo monoclonal ICR62 de rata comprende una region variable
de la cadena pesada de Id. de Sec. N°:1 y una regién variable de cadena ligera de Id. de Sec. N°:43, dicho método
comprende:

(a) cultivar la célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 en un medio bajo condiciones que
permiten la expresion de dicho polinucleétido que codifica dicho polipéptido; y
(b) recuperar dicho anticuerpo en el que dicho anticuerpo comprende una regiéon Fc y en el que dicho
anticuerpo ha sido glicomodificado
(i) para tener un aumento del porcentaje de oligosacaridos bisectados en la regiéon Fc en comparacién con
el correspondiente anticuerpo no glicomodificado,
(i) para tener un numero reducido de residuos de fucosa en la regién Fc en comparacién con el
correspondiente anticuerpo no glicomodificado,
(iii) para tener un aumento de la afinidad de union al receptor Fc en comparacion con el correspondiente
anticuerpo no glicomodificado, y/o
(iv) para tener un aumento de la funcion efectora en comparacién con el correspondiente anticuerpo no
glicomodificado,
en el que los puntos (i) a (iv) resultan de un aumento de la actividad ($(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Ill
(GnT 1lI) en una célula huésped que expresa un polipéptido que posee dicha actividad.

8. Un anticuerpo anti-EGFR humanizado que se une especificamente a EGFR humano, en el que dicho anticuerpo
esta producido mediante el método de la reivindicacion 7.

9. Una composicion que comprende el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 u 8 y un transportador

143
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farmacéuticamente aceptable.
10. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 u 8 para utilizar en el tratamiento del cancer.

11. El uso de un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 u 8 en la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento del cancer.

12. El anticuerpo de la reivindicacion 10 o la utilizacién de la reivindicacion 11, en el que dicho cancer se selecciona
de entre el grupo que consiste en cancer de mama, cancer de vejiga, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel,
cancer de pancreas, cancer de pulmoén, cancer de ovario, cancer de colon, cancer de préstata, cancer de rifién, y

cancer de cerebro.
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Figura 8
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Figura 16

PERFIL DE PRECISION ANTI-EGFR
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Figura 17

CURVA DE CALIBRACION REPRESENTATIVA ANTI-EGFR
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Figura 18

Concentraciones en suero de anti-EGFR el dia 1 de la administracién
intravenosa semanal de anti-EGFR en monos cynomolgus macho
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Figura 19

Concentraciones en suero de anti-EGFR el dia 1 de la administracion
intravenosa semanal de anti-EGFR en monos cynomolgus hembra
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Figura 20

Relacién entre las areas bajo la curva (AUC168) de tiempo-concentracion
de anti-EGFR en suero y nivel de dosis el dial de la administracion
intravenosa semanal de anti-EGFR en monos cynomolgus
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180007
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2000}
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Figura 21

Concentracién en suero de anti-EGFR durante la administracion
intravenosa semanal de anti-EGFR en monos cynomolgus macho
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Figura 22

Concentraciones en suero de anti-EGFR durante la ad ministracién
intravenosa semanal de anti-EGFR en monos cynomolgus hembra
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Figura 23
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