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DESCRIPCION
Anticuerpos 1gG4 humanos estabilizados.
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un mutante IgG4 que tiene propiedades fisicas mejoradas, que se obtiene
introduciendo la mutacion en una region constante de IgG4 humana.

Antecedentes de la técnica

Las inmunoglobulinas son glucoproteinas que existen en el suero y el tejido/fluido corporal de todos los mamiferos.
Las inmunoglobulinas tienen una funcién de reconocimiento de antigenos extrafios. Las inmunoglobulinas estan
implicadas en la defensa biolégica mediante la activacion de sus funciones efectoras. Las funciones efectoras
implican la activacion del sistema del complemento, que es inducida por el enlace antigeno-anticuerpo, y los efectos
de activacion de la fagocitosis celular, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, la liberacion de mediadores,
y receptores de Fc (FCR) para la presentacién de antigenos que existen en la superficie celular.

Existen 5 clases diferentes de inmunoglobulinas humanas, a saber, IgG, IgA, IgM, IgD e IgE. La IgG se puede
clasificar en las 4 subclases de 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. Ademas, IgA se puede clasificar en los 2 subclases de
IgAl y IgA2. La estructura basica de la inmunoglobulina se compone de 2 cadenas L homologas (cadenas ligeras) y
2 cadenas H homologas (cadenas pesadas). La clase y la subclase de inmunoglobulina estan determinadas por las
cadenas H.

Diferentes inmunoglobulinas se sabe que tienen diferentes funciones. Por ejemplo, el nivel de capacidad de unién al
complemento se clasifica en el orden siguiente: IgM> 1gG3> IgG1> IgG2. Ademas, el nivel de afinidad a FcyRI
(receptor Fc ) se clasifica en el siguiente orden: IgG3> IgG1> IgG4> IgG2. Ademas, IgG1, 1gG2 e 1gG4 pueden
unirse a la proteina A.

Los anticuerpos humanos que se han recogido y purificado a partir de sangre se utilizan como agentes
farmacéuticos. En los Ultimos afios, muchos anticuerpos monoclonales han sido sometidos a pruebas clinicas.
Ademas, muchos de dichos anticuerpos se han colocado en el mercado. Sin embargo, la mayoria de los anticuerpos
monoclonales utilizados como agentes farmacéuticos que se han colocado en el mercado o desarrollado
clinicamente proceden de la IgG1. Muy pocos de dichos anticuerpos proceden de la IgG4. Se ha sabido que la IgG4
se caracteriza por tener niveles de activacion del complemento mas bajos y de citotoxicidad celular dependiente del
anticuerpo que IgG1l. Por lo tanto, se considera que los productos derivados de IgG4 son apropiados para su
utilizacién como agentes farmacéuticos que tienen dichas caracteristicas. En la activacion de la funcion efectora de
un anticuerpo que se une a un antigeno, una célula que expresa el antigeno se dafia por medio de un sistema de
complemento u otra célula. En un caso en el que dicho antigeno es un antigeno especifico del cancer o similar, la
funcién de dafio celular es muy importante en términos de propiedades medicinales. Sin embargo, en los casos de
algunos antigenos, dicha funcion podria causar efectos desfavorables. Un ejemplo de dicho antigeno es CD40. El
gen CD40 desempefia una funcién importante en el control inmunolégico. Los anticuerpos anti-CD40 que inhiben la
unioén entre un ligando CD40 y CD40 se considera que tienen un alto potencial como agentes farmacéuticos. Sin
embargo, la expresion de CD40 se encuentra en varios otros tipos de células, ademas de inmunaocitos. Por lo tanto,
si la funcién efectora de dicho anticuerpo causa dafio a una célula que expresa CD40, hay una posibilidad de que
podrian producirse graves efectos desfavorables. Por lo tanto, se considera que IgG4 es un anticuerpo preferente
contra dichos antigenos mencionados.

Mientras tanto, a fin de producir IgG4 que actla como agente farmacéutico, deben considerarse ciertos problemas.
Dichos problemas implican la existencia de un medio anticuerpo IgG4 que no tiene enlace SS entre sus cadenas H
in vivo. (Un anticuerpo comprende generalmente 2 cadenas L y 2 cadenas; sin embargo, una mitad de anticuerpo
comprende una sola cadena L y una sola cadena H.) Ademas, es problematica la produccion de un una mitad de
anticuerpo en un caso en el que IgG4 se expresa en células animales tales como CHO para la produccion de un
agente farmacéutico. Dicha formacién de medio anticuerpo es un problema serio que es una causa para asuntos en
relaciéon con la produccién de agentes farmacéuticos. Sin embargo, se ha publicado que la formacién de la mitad de
anticuerpo puede inhibirse introduciendo una sustitucion de un solo aminoacido en una regién constante (véase el
documento 1 no de patente). Aalberse et al., Immunology, 2002, 105(1):9-19 informan de que la base estructural para
la monovalencia funcional de IgG4 se debe en gran medida a un cambio de un solo aminoacido con respecto a la
IgG1 humana en la bhisagra del ndcleo. Ademas, aunque se sabe que IgG4 tiene un menor nivel de citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos en comparacion con IgG1, IgG4 tiene capacidad de unién de FcR, aunque a un
nivel débil. Sin embargo, dicha capacidad de unién de FcR puede atenuarse mas introduciendo una mutacién en una
region de la bisagra de 1gG4 para mejorar la IgG4 (véase los documentos de patente 1 a 3).

De acuerdo con los procedimientos descritos anteriormente, se hace posible producir IgG4 casi ideal. Sin embargo,

por lo que se refiere a la produccién de un agente farmacéutico que comprende 1gG4, existen todavia problemas que
deben superarse. Dichos problemas implican la inestabilidad de los anticuerpos 1gG4 a pH bajo. En general, se
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utiliza un procedimiento de purificaciéon por afinidad con la utilizacion de proteina A para producir anticuerpos como
agentes farmacéuticos. En tal caso, un tampon de pH bajo se utiliza a menudo para la eluciéon de anticuerpos que
unen cada uno a la proteina A. Ademas, para eliminar los virus, se desea que los anticuerpos se traten a pH bajo
durante un cierto periodo. Sin embargo, como se muestra en la presente invencién, se ha conocido que anticuerpos
IgG4 son propensos a formar un conglomerado, ya que tienen una mala estabilidad a pH bajo en comparacion con
los anticuerpos IgG 1. Se ha publicado que la incorporacion de un conglomerado en un agente farmacéutico produce
la activacion de reacciones de infusion, la activacién del complemento o citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos. Por lo tanto, es facil suponer que dichas reacciones y similares dan lugar a efectos desfavorables. Por
consiguiente, es muy importante reducir la cantidad de conglomerados lo menos posible.

[Documento 1 de patente] Patente JP n® 3101690

[Documento 2 de patente] US n° 5.648.260

[Documento 3 de patente] US n° 5.624.821

[Documento 1 no de patente] S. Angal et al., Molecular Immunology, 1993, 30, 105-108

Descripcion de la invencién
Un objetivo de la presente invencion consiste en producir un mutante muy estabilizado de anticuerpo IgG4 humano.

Como resultado de estudios exhaustivos, se ha conseguido producir un mutante de 1IgG4 humana en el que se
mantiene la actividad de anticuerpos y las propiedades fisicas se mejoran en comparacién con la conocida IgG4
humana. Esto ha conducido a la realizacion de la presente invencion. La idea béasica de la modificacion de la IgG4
humana en la presente invencion se describira a continuacion con detalle.

En la region constante de la cadena pesada de IgG4 humana, al menos un dominio CH3 esta sustituido por un
dominio CH3 de la regién constante de la cadena pesada de IgG1 humana. Alternativamente, en la region constante
de la cadena pesada de IgG4 humana, al menos los dominios CH2 y CH3 estan sustituidos por dominios CH2 y CH3
de la IgG1 humana, respectivamente. Por lo tanto, la estabilidad del anticuerpo puede mejorarse. Ademas, la
arginina (R) en la posicion 409 de la IgG4 humana esta sustituida por lisina (K), treonina (T), metionina (M), o leucina
(L) (por ejemplo, la sustituciéon de arginina (R) en la posicion 409 con lisina (K), en adelante denominada "R409K" en
algunos casos) de tal manera que puede mejorarse la estabilidad del anticuerpo. (Cada letra del alfabeto representa
un aminoacido correspondiente y cada nimero es un ndmero segun el indice de EU propuesto por Kabat et al.
(Kabat et al., Sequences of proteins of Immunological Interest, 1991 quinta edicion)).

Ademas, si es posible sustituir D270, K322, P329 o P331 con A o convertir P331 en S o G, la actividad de CDC
puede reducirse.

Asimismo, si es posible sustituir L235 por E 'y G237 con A, la actividad de ADCC puede reducirse.

Ademas, la presente invencién comprende una proteina de fusidon que comprende una parte que contiene al menos
un dominio CH3 que existe en una region constante de la cadena pesada de IgG4 humana en la que al menos
arginina (R) en la posicion 409, que se indica en el indice EU como en Kabat et al., esta sustituido con lisina (K),
treonina (T), metionina (M), o leucina (L). Preferentemente, dicha parte comprende ademas una regién bisagra y un
dominio CH2.

Especificamente, la presente invencion se describe a continuacion.

[1] Un anticuerpo IgG4 humano, en el que la serina en la posiciéon 228 y la leucina en la posicién 235 en la
region constante de la cadena pesada de IgG4, que se indican en el indice EU como en Kabat et al., estan
sustituidos por prolina y acido glutamico, respectivamente, y arginina en la posicién 409 en una regién
constante de la cadena pesada de IgG4 humana, que se indica en el indice EU como en Kabat et al., esta
sustituido con lisina, treonina, metionina o leucina.

[2] Anticuerpo segun el apartado [1], en el que el anticuerpo tiene regiones variables de la cadena pesada y
ligera de un anticuerpo producido por el hibridoma 4D11 (n° de registro: FERM BP-7758).

[3] Anticuerpo segun el apartado [1], en el que el anticuerpo tiene una region variable de la cadena pesada
mostrada por la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada representada por la SEC ID n° 2 y una
region variable de la cadena ligera mostrada por la secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID
ne 4.

[4] Anticuerpo segun el apartado [1], en el que el anticuerpo tiene una regién variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de acido nucleico de la cadena pesada representada por la SEC ID n® 1y una
region variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de acido nucleico de la cadena ligera
representada por la SEC ID n° 3.
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Anticuerpo segun el apartado [1], en el que la cadena pesada de IgG4 humana tiene la secuencia de
aminoacidos representada por la SEC ID n° 44, y la cadena ligera tiene la secuencia de aminoéacidos
representada por la SEC ID n° 46.

Anticuerpo segun el apartado [1], en el que la cadena pesada de IgG4 humana es una cadena pesada
codificada por la secuencia de acido nucleico de la cadena pesada representada por la SEC ID n® 43, y la
cadena ligera es una cadena ligera codificada por la secuencia de acido nucleico de la cadena ligera
representada por la SEC ID n° 45.

Anticuerpo segun el apartado [1] 6 [2], que es un anticuerpo anti-CD40.

Procedimiento in vitro para producir un anticuerpo IgG4 humano, que comprende las etapas siguientes:
sustitucién de serina en la posicion 228 y leucina en la posiciéon 235 en la region constante de la cadena
pesada de IgG4, que estan indicadas en el indice EU como en Kabat et al., por prolina y acido glutamico,
respectivamente, y sustitucién de arginina en la posicién 409 en una regién constante de la cadena pesada
de 1I9G4 humana, que esta indicada en el indice EU como en Kabat et al., por lisina, treonina, metionina o
leucina.

Procedimiento in vitro para inhibir el conglomerado de anticuerpos de un anticuerpo IgG4 humano, en el
que la serina en la posicion 228 y la leucina en la posicion 235 en la region constante de la cadena pesada
de 1gG4, que estan indicadas en el indice EU como en Kabat et al., estan sustituidas por prolina y acido
glutamico, respectivamente, y la arginina en la posicion 409 en una region constante de la cadena pesada
de 1gG4 humana, que esta indicada en el indice EU como en Kabat et al., esta sustituida por lisina,
treonina, metionina o leucina.

Procedimiento in vitro para producir un anticuerpo IlgG4 humano, que comprende las etapas siguientes:

produccion de un vector de expresion que tiene genes que codifican la cadena pesada y la cadena ligera de
un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7;

introduccion del vector de expresion en un hospedador;

cultivo del hospedador; y

obtencién del anticuerpo del producto de cultivo.

Procedimiento in vitro para producir un anticuerpo IgG4 humano, que comprende las etapas siguientes:

produccion de un vector de expresion que tiene una secuencia de acido nucleico de la cadena pesada
representada por la SEC ID n°® 47 y una secuencia de acido nucleico representa por la SEC ID n° 45;

introduccion del vector de expresion en un hospedador;
cultivo del hospedador; y
obtencién el anticuerpo del producto de cultivo.

Composicion farmacéutica que comprende, como principio activo, el anticuerpo segun cualquiera de los
apartados [3] a [7].

Agente terapéutico para el tratamiento del rechazo del trasplante, enfermedades autoinmunitarias, cancer,
arteriosclerosis, nefritis, enfermedad de Alzheimer, o amiloidosis, que comprende, como principio activo, el
anticuerpo segun cualquiera de los apartados [2] a [7].

Especificamente, en la presente memoria se da a conocer:

(1]

(2]

Un anticuerpo, en el que por lo menos la arginina en la posicion 409 en una regién constante de la cadena
pesada de IgG4 humana, que esté indicada en el indice EU como en Kabat et al., esta sustituida por lisina,
treonina, metionina o leucina, y ademas varios aminoacidos se eliminan de, se someten a sustitucion en, se
insertan en o se afiaden a dicha regién constante de la cadena pesada.

Anticuerpo segin el apartado [1], en el que la serina en la posiciéon 228 y la leucina en la posicion 235 en la
region constante de la cadena pesada, que estan indicadas en el indice EU como en Kabat et al., estan
sustituidas por prolina y acido glutamico, respectivamente.
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Anticuerpo segun el apartado [1], en el que el anticuerpo tiene regiones variables de la cadena pesada y
ligera de un anticuerpo producido por el hibridoma 4D11 (n° de registro: FERM BP-7758), la zona variable
de la cadena pesada y la zona variable de la cadena ligera estan unidas a la zona constante de la cadena
pesada y a la zona constante de la cadena ligera de la IlgG4 humana, respectivamente, de manera que se
forman una cadena pesada y una cadena ligera del anticuerpo y la serina en la posiciéon 228 y la leucina en
la posicion 235 en la region constante de la cadena pesada, que estan indicadas en el indice EU como en
Kabat et al., estan sustituidas por prolina y acido glutamico, respectivamente.

Anticuerpo segun el apartado [1], en el que una regién variable mostrada por la secuencia de aminoacidos
de la cadena pesada representada por la SEC ID n° 2 y una regién variable mostrada por la secuencia de
aminoacidos de la cadena ligera representada por la SEC ID n° 4 estan unidas a la zona constante de la
cadena pesada de la IgG4 humana y a la zona constante de la cadena ligera de la IgG4 humana,
respectivamente, de tal manera que se forman una cadena pesada y una cadena ligera del anticuerpo y la
serina en la posicién 228 y la leucina en la posicion 235 en la region constante de la cadena pesada, que
estan indicadas en el indice EU como en Kabat et al., estan sustituidas por prolina y acido glutamico,
respectivamente.

Anticuerpo segun el apartado [1], en el que una regién variable de la cadena pesada codificada por una
secuencia de &cido nucleico de la cadena pesada representada por la SEC ID n° 1 y una region variable de
la cadena ligera codificada por una secuencia de acido nucleico de la cadena ligera representada por la
SEC ID n° 3 estan unidas a la zona constante de la cadena pesada de la IgG4 humana y a la zona
constante de la cadena ligera de la 1IgG4 humana, respectivamente, de tal manera que se forman una
cadena pesada y una cadena ligera del anticuerpo y la serina en la posicion 228 y la leucina en la posicion
235 en la region constante de la cadena pesada, que estan indicadas en el indice EU como en Kabat et al.,
estan sustituidas por prolina y acido glutamico, respectivamente.

Anticuerpo segun el apartado [1], en el que el anticuerpo tiene una cadena pesada mostrada por la
secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada representada por la SEC ID n° 44, en la que la serina en la
posicion 228, la leucina en la posicion 235 y la arginina en la posicion 409 en una region constante de la
cadena pesada, que estan indicadas en el indice EU como en Kabat et al., estan sustituidas por prolina,
acido glutamico, y lisina, treonina, metionina o leucina, respectivamente, y la cadena ligera mostrada por la
secuencia de aminodacidos de la cadena ligera representada por la SEC ID n° 46.

[7] Anticuerpo segun el apartado [1], en el que el anticuerpo tiene una cadena pesada codificada por una

(8]
El

(10]

(11]

(12]

secuencia de acido nucleico representada por la SEC ID n° 43, en la que la serina en la posiciéon 228, la
leucina en la posicion 235 y la arginina en la posicién 409 en una regién constante de la cadena pesada,
gue estan indicadas en el indice EU como en Kabat et al., estan sustituidas por prolina, acido glutamico, y
lisina, treonina, metionina o leucina, respectivamente, y la cadena ligera codificada por una secuencia de
acido nucleico representada por la SEC ID n° 45.

Anticuerpo segun el apartado [1] 6 [2], que es un anticuerpo anti-CD40.

Procedimiento para producir un anticuerpo, que comprende las etapas de sustitucién de arginina en la
posicion 409 en una region constante de la cadena pesada de IgG4 humana, que esta indicadas en el
indice EU como en Kabat et al., por lisina, treonina, metionina o leucina.

Procedimiento para inhibir el conglomerado de anticuerpos, en el que la arginina en la posicién 409 en una
region constante de la cadena pesada de IgG4 humana, que esta indicada en el indice EU como en Kabat
et al., esta sustituida por lisina, treonina, metionina o leucina.

Procedimiento para producir un anticuerpo, que comprende las etapas siguientes:

produccion de un vector de expresion que tiene genes que codifican la cadena pesada y la cadena ligera de
un anticuerpo segun cualquiera de los apartados [1] a [7];

introduccion del vector de expresiéon en un hospedador;

cultivo del hospedador; y

obtencion del anticuerpo del producto de cultivo.

Procedimiento para producir un anticuerpo, que comprende las etapas siguientes:

produccion de un vector de expresion que tiene una region variable de la secuencia de acido nucleico de la

cadena pesada representada por la SEC ID n° 1 y una region variable de la secuencia de acido nucleico de
la cadena ligera representada por la SEC ID n° 3;

5
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introduccion del vector de expresion en un hospedador;
cultivo del hospedador; y
obtencién el anticuerpo del producto de cultivo.
[13] Procedimiento para producir un anticuerpo, que comprende las etapas siguientes:

produccion de un vector de expresion que tiene una secuencia de acido nucleico de la cadena pesada
representada por la SEC ID n° 47 y una secuencia de acido nucleico de la cadena ligera representada por
la SEC ID n° 45;

introduccion del vector de expresiéon en un hospedador;
cultivo del hospedador; y
obtencion el anticuerpo del producto de cultivo.

[14] Composicion farmacéutica que comprende, como principio activo, el anticuerpo segun cualquiera de los
apartados [3] a [7].

[15] Agente terapéutico para el tratamiento del rechazo del trasplante, enfermedades autoinmunitarias, cancer,
arteriosclerosis, nefritis, enfermedad de Alzheimer, o amiloidosis, que comprende, como principio activo, el
anticuerpo segun cualquiera de los apartados [3] a [7].

Esta descripcion incluye parte o la totalidad de los contenidos, como se da a conocer en la descripcidn de la solicitud
de patente japonesa n°® 2004-275908, que es un documento prioritario de la presente solicitud.

Efectos de la Invencion

El anticuerpo de la presente invencién, en el que la arginina (R) en la posicion 409 de la 1IgG4 humana esta
sustituida por lisina (K), treonina (T), metionina (M), o leucina (L), se caracteriza porque se mantiene la capacidad de
union al antigeno y se inhibe la formacion de conglomerados, particularmente la formacion de conglomerados a pH
bajo. Asi, es posible producir de manera estable el anticuerpo de la presente invenciébn como un agente
farmacéutico. Ademas, cuando dicho anticuerpo se administra a un paciente de la prueba, se hace posible evitar
facilmente los efectos desfavorables que se producen por la incorporacion de un conglomerado de anticuerpos. De
este modo, es posible utilizar con seguridad dichos anticuerpos.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1A muestra resultados referidos a la actividad de unidn, lo que indica que los cambios en una estructura
primaria de la region constante no producen ningun cambio en la capacidad de unién al anticuerpo.

La figura 1B muestra resultados referidos a la actividad de unién, lo que indica que los cambios en una estructura
primaria de la region constante no producen ningiin cambio en la capacidad de unién al anticuerpo.

La figura 1C muestra resultados referidos a la actividad de union, lo que indica que los cambios en una estructura
primaria de la region constante no producen ningin cambio en la capacidad de unién a anticuerpo.

La figura 2A muestra resultados referidos a la actividad antagonista (ensayo celular de Ramos), lo que indica que los
cambios en una estructura primaria de la regiéon constante no producen ningin cambio en la actividad antagonista
del anticuerpo anti-CD40.

La figura 2B muestra resultados referidos a la actividad antagonista (ensayo celular de Ramos), lo que indica que los
cambios en una estructura primaria de la regiéon constante no producen ningin cambio en la actividad antagonista
del anticuerpo anti-CD40.

La figura 2C muestra resultados referidos a la actividad antagonista (ensayo celular de Ramos), lo que indica que los
cambios en una estructura primaria de la regién constante no producen ningiin cambio en la actividad antagonista de
anticuerpo anti-CDA40.

La figura 2D muestra resultados referidos a la actividad antagonista (ensayo celular de Ramos), lo que indica que los
cambios en una estructura primaria de la regién constante no producen ningiin cambio en la actividad antagonista de
anticuerpo anti-CDA40.
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Mejor modo de poner en practica la invencion

1. Una cadena H comprende dos regiones, que son una region variable implicada en la determinacion de la
especificidad de unién del antigeno y una region constante implicada en la expresién de las funciones efectoras de
un anticuerpo. En una region variable, la estructura de la secuencia de un punto de union al antigeno varia como
resultado de la recombinacion génica que tiene lugar en la region y la introduccion de la mutacion de células
somaticas. Dicha variacion contribuye a la obtenciéon de una propiedad por la que numerosos antigenos extrafios
pueden reconocerse.

Ademas, los anticuerpos son esencialmente moléculas que funcionan para proteger los cuerpos vivos contra el
cancer y las células extrafias de microorganismos y virus, y por lo tanto tienen una funcion de destruccion y
eliminacion de dichas células unidas a los mismos. Dicha funcién se conoce como "funcion efectora”. Dicha funcién
letal se compone de dos actividades diferentes, denominadas citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (en
adelante abreviada como ADCC) y citotoxicidad dependiente del complemento (en adelante abreviada como
CDC).ADCC indica un tipo de citotoxicidad inducida por la activacion de los macréfagos, células NK, neutréfilos y
similares, que se han unido a la region constante de un anticuerpo mediante FCR que se ha expresado en su
superficie. Mientras tanto, CDC indica un tipo de citotoxicidad provocada por la activacién de un sistema de
complemento, que se produce mediante el enlace antigeno-anticuerpo. Estas actividades se conoce que varian
dependiendo de la subclase de anticuerpo (Charles A. Janeway et al., Immunology, 1997, Current Biology
Ltd./Garland Publishing Inc.).

Si bien la especificidad de unién al antigeno se mantiene, la estabilidad del anticuerpo 1gG4 puede mejorarse.
Especificamente, dicha mejora puede conseguirse sustituyendo la arginina (R) en la posicion 409 de IgG4 por acido
glutamico (E), fenilalanina (F), isoleucina (I), asparagina (N), glutamina (Q), serina (S), valina (V), triptéfano (W),
tirosina (), lisina (K), treonina (T), metionina (M), o leucina (L). Preferentemente, se lleva a cabo la sustitucion por
lisina (K), treonina (T), metionina (M), o leucina (L). AUn mas preferentemente, se lleva a cabo la sustitucion por
lisina (K).

Ademas, especificamente, dicha mejora puede conseguirse sustituyendo un dominio CH3 de IgG4 por un dominio
CH3 de IgG1 o sustituyendo los dominios CH2 y CH3 de IgG4 por los dominios CH2 y CH3 de IgG1.

La expresién "anticuerpo con estabilidad mejorada" haciendo referencia a la presente invencion indica un anticuerpo
que es menos probable que forme un conglomerado en condiciones &cidas o de bajo pH. Por ejemplo, en el
tratamiento a pH 3,5 durante 10 minutos o 60 minutos, el contenido de conglomerado formado con dicho anticuerpo
no es mas del 10%, preferentemente no mas del 5%, y mas preferentemente no mas del 1%. El contenido de
conglomerado puede medirse por cromatografia de liquidos o similares.

Ademas, la expresion "anticuerpo con propiedades fisicas mejoradas” haciendo referencia a la presente invencion
indica un anticuerpo estabilizado en el que ADCC y/o CDC se controlan para conseguir los niveles deseados y un
anticuerpo estabilizado en el que se controla la capacidad de unién a FcR para conseguir un nivel deseado de los
mismos. El control de ADCC y/o CDC y el control de la capacidad de uniéon a FcR a puede llevarse a cabo
introduciendo una mutacioén en un anticuerpo de una manera descrita a continuacion.

ADCC y/o CDC pueden atenuarse o potenciarse introduciendo mas mutaciones adecuadas en un anticuerpo con
estabilidad mejorada.

Por ejemplo, se cree que L235, D265, D270, K322, P331 y P329 desempefian una funcién importante en lo que se
refiere a la capacidad de activar un complemento de la IgG humana. (Cada letra del alfabeto representa un
aminoacido correspondiente y cada nimero es un namero segun el indice de EU propuesto por Kabat et al. (Kabat
et al., Sequences of proteins of Immunological Interest, 1991 quinta edicion), y lo mismo se aplica en adelante).
Sustituyendo dicha region por otro aminoacido, puede atenuarse la actividad CDC (Esohe E. Idusogie et al. J.
Immunol. 2000, 164: 4178-4184; Yuanyuan Xu et al. J. Biol.. Chem.. 1994, 269: 3469-3474; Brekke, O.H. et al. Eur.
J. Immunol. 1994, 24: 2542; Morgan, A., et al., Immunology 1995, 86: 319.; Lund, J., et al., J. Immunol., 1996, 157:
4963, y Tao, M.H., et al., J. Exp.. Med. 1993, 178: 661). Especificamente, dicha atenuacion puede llevarse a cabo
sustituyendo D270, K322, P329 o P331 por A o sustituyendo P331 por S o G.

Ademas, se cree que Glu233-Ser239, Gly316-Lys338, Lys274-Arg301, Tyr407-Arg416, Asn297, Glu318, Leu234-
Ser239, Asp265-Glu269, Asn297-Thr299 y Ala327-11e332 estan involucrados en la unién entre IgG y FcR (Duncan,
A. R., Woof, J. M., Partridge, L. J., Burton, D. R., y Winter, G. (1988) Nature 332, 563-564; Gessner, J. E., Heiken,
H., Tamm, A., y Schmidt, R. E. (1998) Ann. Hematol. 76, 231-248; Gavin, A., Hulett, M., y Hogarth, P. M. (1998) en
The Immunoglobulin Receptors and Their Phyisiological and Pathological Roles in Immunity (van der Winkel, J. G. J.,
y Hogarth, P. M., editores), pags. 11-35; Kluwer Academic Publishers Group, Dordrecht, Paises Bajos, Sautes, C.
(1997) en la Cell-mediated Effects of Immunoglobulins (Fridman, W. H., y Sautes, C., editores), pags. 29-66; R. G.
Landes Co., Austin, TX, Da'ron, M. (1997) Annu. Rev. Immunol. 15, 203-234; Canfield, S. M., y Morrison, S. L. (1991)
J. Exp. Med. 173, 1483-1491; Chappel, M. S., Isenman, D. E., Everett, M., Xu, Y.-Y., Dorrington, K. J., y Klein, M. H.
(1991) Proc. Natl. Acad. Science U.S.A. 88, 9036-9040; Wolf, J. M., Partridge, L. J., Jefferis, R., y Burton, D. R.
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(1986) Mol. Immunol. 23, 319-330, y Wines, B. D., Powell, M. S., Parren, P.W.H.l., Barnes, N., y Hogarth, A.M.
(2000) J. Immunol. 164, 5313-5318). Al introducir una mutacion en dichas regiones, se puede reducir la actividad de
ADCC. Especificamente, la capacidad de unién de FcR puede reducirse al sustituir L235 y G237 por E y A,
respectivamente.

Ademas, ADCC y/o CDC de un anticuerpo con estabilidad mejorada puede potenciarse introduciendo la mutacion
descrita anteriormente de manera invertida. Especificamente, al convertir S en la posicién 331 de IgG4 en P, la
actividad CDC puede mejorarse (Yuanyuan Xu et al. J. Biol. Chem. 1994, 269, 3469-3474).

Un anticuerpo con estabilidad mejorada en la que la arginina (R) en la posicion 409 de IgG4 esta sustituida por lisina
(K), treonina (T), metionina (M), o leucina (L) no esta particularmente limitado. Sin embargo, los ejemplos del mismo
incluyen anticuerpos anti-CD40. Mas especificamente, sus ejemplos incluyen 4D11, KM281-1-10, y F4-465 descritos
en el documento WO 03/88186.

Ademas, se ha descrito la mutacion de R409 de IgG4 en K con una frecuencia de 1/45 en los seres humanos, sin
embargo, dicha mutacién y estabilidad de dicha IgG4 de tales no se describen en el articulo (Molecular
characterization of immunoglobulin G4 isoallotype A. Brusco, S. Saviozzi, F. Clinque, M. DeMarchi, C. Boccazzi, G.
de Lange, AM van Leeuwen, A. O. Carbonara European J. Immunogenetics, 1998, 25, 349-355).

2. Definicion
Los términos utilizados en la presente memoria se definen de la manera siguiente.

El término "CD40" utilizado en la presente memoria indica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos descrita
en E. A. Clark et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83: 4494, 1986, o |. Stamenkovic et al., EMBO J. 8: 1403, 1989, y
en particular, un polipéptido antigénico expresado en las superficies de los linfocitos B, DC, macréfagos, células
endoteliales, células epiteliales o células tumorales procedente de dichas células.

La expresion "anticuerpo anti-CD40Q" utilizada en la presente memoria indica cualquier anticuerpo monoclonal o
policlonal contra un CD40 expresado en la célula, un CD40 completa o un CD40 parcial. Preferentemente, dicho
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

El término "anticuerpo” de la invencién indica anticuerpos que proceden de genes (denominados en conjunto genes
de anticuerpos) que codifican una region variable de la cadena pesada, una region constante de la cadena pesada,
una region variable de la cadena ligera y una region constante de la cadena ligera, que juntos constituyen una
inmunoglobulina. El anticuerpo de la presente invencion incluye un anticuerpo de cualquier clase de inmunoglobulina
y un anticuerpo con cualquier isotipo.

Las expresiones "dominio CH1", "regién bisagra", "dominio CH2," y "dominio CH3" se utiliza aqui cada indicar una
parte de la region constante de la cadena pesada de un anticuerpo, y se basan en el indice EU como en Kabat et al.
(Kabat et al., Sequences of proteins of immunological Interest, 1991 quinta edicién). Por definicion, los intervalos del
dominio CH1 de 118 a 215 segun el indice de la EU, la region bisagra comprende desde 216 hasta 237 segun el
indice de la EU, el dominio CH2 comprende desde 238 hasta 340 segun el indice de la EU, y los intervalos del
dominio CH3 desde 341 hasta 446 segun el indice de la EU.

La expresion "anticuerpo humano” con referencia a la presente invencién indica un anticuerpo que es un producto de
expresion de un gen del anticuerpo procedente de un ser humano. La cadena ligera de un anticuerpo humano
comprende K 0 A. La cadena pesada de un anticuerpo humano comprende las 5 clases diferentes de IgG, IgA, IgM,
IgD e IgE. Ademas, IgG comprende las 4 subclases de IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4.

La expresion "anticuerpo mutante" utilizada en la presente memoria hace referencia a un mutante derivado de un
anticuerpo que produce un hibridoma, dicho anticuerpo que tiene una secuencia de aminoacidos esta sometido a
eliminacion, sustitucién, insercién o adicion de al menos un aminoacido. El mutante de anticuerpo de la presente
invencion puede ser producido de manera adecuada con la utilizaciéon de los procedimientos siguientes o similares
que son conocidos por los experto en la materia: un procedimiento para aislar un gen del anticuerpo a partir de un
hibridoma; informacion de la secuencia de la region constante del anticuerpo humano y un procedimiento de
mutagenia dirigida al sitio en genes.

El anticuerpo de la presente invencion incluye un anticuerpo sometido a eliminacion, sustitucion, insercion o adicion
de "varios" aminoéacidos. En tal caso, el término "varios" indica especificamente 1 a 10, preferentemente 1 a 8, mas
preferentemente 1 a 5, y ain mas preferentemente 1 6 2. Ademas, la eliminacion, sustitucién, inserciéon o adicion
mencionada tiene lugar preferentemente en una region constante de la cadena pesada de un anticuerpo. Ejemplos
especificos de dichos anticuerpos incluyen: (1) un anticuerpo en el que la serina en la posicién 228 en una region
constante de la cadena pesada de IgG4 humana, que se indica en el indice EU como en Kabat et al., esta sustituido
por prolina; (2) un anticuerpo en el que leucina en la posicion 235 en una regién constante de la cadena pesada de
IgG4 humana, que se indica en el indice EU como en Kabat et al., esta sustituido por acido glutamico; y (3) un
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anticuerpo en el que la serina en la posicion 228 y la leucina en la posicion 235 en una region constante de la
cadena pesada de IgG4 humana, que se indican en el indice EU como en Kabat et al., estan sustituidos por acido
glutamico y prolina, respectivamente.

Ademas, el anticuerpo de la presente invencion incluye un anticuerpo hibrido y un anticuerpo humanizado. Dicho
anticuerpo hibrido comprende partes de anticuerpos procedentes de dos 0 mas especies (por ejemplo, una regién
variable de anticuerpo murino y una region constante de anticuerpo humano) (por ejemplo, solicitudes de patente EP
n® 120694 y 125023). Un anticuerpo humanizado se produce a partir de la RDC murina, un marco humano region
variable, y una region constante humana con utilizacion de técnicas de injerto de RDC o similares (por ejemplo,
Riechmann et al., Nature (1988), 332, 323-327).

El anticuerpo de la presente invencion puede obtenerse incorporando el gen del anticuerpo en un vector de
expresion, introduciendo el vector en una célula hospedadora adecuada, recolectando el anticuerpo de las células
cultivadas o el sobrenadante y purificando el mismo.

Dicho vector utilizado puede ser un fago o un plasmido que puede multiplicarse de manera auténoma en la célula
hospedadora o puede integrarse en los cromosomas de la célula hospedadora. Dicho ADN plasmidico puede
proceder de Escherichia coli, Bacillus subtilis o una levadura. Dicho ADN del fago puede ser un fago A o similar.

La célula hospedadora utilizada para la transformacion no esta particularmente restringida siempre que pueda
expresar el gen diana. Los ejemplos de dicha célula hospedadora incluyen bacterias (por ejemplo, Escherichia coli y
Bacillus subtilis), levaduras, células animales (por ejemplo, células COS y células CHO) y células de insecto.

Pueden utilizarse algunos procedimientos conocidos para introducir un gen en un hospedador (por ejemplo, un
procedimiento de iones calcio, electroporacion, un procedimiento con esferoplastos, un procedimiento de acetato de
litio, un procedimiento de fosfato de calcio y lipofeccion). Ejemplos de un procedimiento para introducir un gen en un
animal descrito a continuacion incluyen microinyeccién, un procedimiento para introducir un gen en una célula ES
utilizando electroporacion o lipofeccién y el trasplante nuclear.

La expresion "producto de cultivo" de la presente invencion indica (a) sobrenadante de cultivo, (b) células cultivadas,
células bacterianas cultivadas o células destruidas, o (c) secrecion de un transformante. Para cultivar un
transformante, puede emplearse cultivo estatico, cultivo en botella en rodillos, o similares con utilizacion de un medio
adecuado para el hospedador utilizado.

Tras el cultivo, si se produce una proteina de interés de anticuerpo en las células bacterianas en otras células, el
anticuerpo se recoge al destruir las células bacterianas o las células. Si el anticuerpo de interés se produce en el
medio externo de las células bacterianas o de las células, la solucién de cultivo se utiliza tal cual o después de
separarse de las células bacterianas o de las células por centrifugacion u otros medios. Después de esto, se emplea
un proceso bioquimico solo u opcionalmente en combinacion con cualquier forma de cromatografia utilizada para el
aislamiento/purificacién de proteinas de tal manera que el anticuerpo de interés puede ser aislado y purificado del
producto de cultivo.

Ademas, un animal hospedador que tiene un gen endégeno en el cual se ha incorporado el gen de un anticuerpo de
interés, tal como, por ejemplo, uno bovino transgénico, uno de cabra transgénico, uno de oveja transgénica o uno de
cerdo transgénico, puede producirse por un técnica para crear un animal transgénico. En tal caso, es posible
entonces producir en masa un anticuerpo monoclonal derivado del gen del anticuerpo mediante la utilizacién de
leche que ha sido segregada de dicho animal transgénico (Wright, G., et al., (1991) Bio/Technology 9, 830-834). Es
posible llevar a cabo el cultivo in vitro de un hibridoma, permitiendo que prolifere un hibridoma, manteniendo y
conservando el hibridoma, y aplicando un medio nutriente conocido utilizado para la produccion de anticuerpos
monoclonales o cualquier medio nutriente que se derive y prepare a partir de un medio basico conocido para el
sobrenadante de cultivo basado en las propiedades de una especie de células que debe cultivarse, con fines
experimentales y de estudio, y varias condiciones para el cultivo y similares.

3. Composicién farmacéutica

Una composicion farmacéutica que contiene una formulacion del anticuerpo purificado de la presente invencion es
también dentro del alcance de la presente invencion. Tal composicion farmacéutica contiene preferentemente un
diluyente o vehiculo fisioldgicamente aceptable, ademas de los anticuerpos, y puede estar en la forma de una
mezcla con un anticuerpo diferente o un medicamento diferente tal como un agente antibiético. Ejemplos de un
vehiculo adecuado comprenden de manera no limitativa solucién salina fisiol6gica, solucion salina fisiolégica
tamponada con fosfato, una solucion salina fisioldgica con glucosa tamponada con fosfato y una solucién salina
fisiolégica tamponada. Alternativamente, el anticuerpo puede estar liofilizado y puede redisolverse cuando sea
necesario mediante la adicion de una solucidon acuosa tamponada antes de su utilizacion como se ha descrito
anteriormente. La composicion farmacéutica puede administrarse por via oral o via parenteral, tales como por
inyeccion o dosificacién intravenosa, intramuscular, subcutanea o intraperitoneal.
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En el caso anterior, una sola dosis eficaz, que es una combinacién del anticuerpo de la presente invencion con un
diluyente adecuado y un vehiculo fisiol6gicamente aceptable, es de 0,0001 mg a 100 mg por kg de peso corporal,
administrada de una vez cada dos dias a una vez cada 8 semanas.

El anticuerpo anti-CD40 de la presente invencion puede utilizarse para terapias destinadas al rechazo del trasplante
(provocado tras el trasplante renal, el trasplante de corazon, el trasplantes higado, el trasplante de pancreas, el
trasplante de intestino, xenoinjerto y similares), enfermedades autoinmunitarias (por ejemplo, enfermedades
intestinales inflamatorias (por ejemplo, la enfermedad de Chron y la colitis ulcerosa), lupus eritematoso diseminado
(LED), purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), esclerosis multiple, psoriasis y reumatismo), cancer (por ejemplo,
cancer pulmonar, cancer de intestino grueso, cancer de colon, cancer rectal, el cancer de pancreas, cancer de
higado, cancer de prostata, cancer de vejiga urinaria, cancer de mama, y cancer gastrico), arteriosclerosis, nefritis,
enfermedad de Alzheimer y amiloidosis.

Ejemplo

La presente invencion se describe a continuaciéon con mayor detalle haciendo referencia a los siguientes ejemplos,
aunque el alcance técnico de la presente invencién no se limitada a éstos.

Ejemplo 1: Produccion de anticuerpos anti-CD40 y productos de fusion de la regidn constante de IgG1/IgG4

Se produjeron anticuerpos utilizando regiones de la cadena pesada y ligera variables de 4D11 y KM281-1-10 y F4-
465, que son anticuerpos anti-CD40 descritos en el documento W002/088186. Estos 3 anticuerpos se sabe que
actian como antagonistas. 4D11, KM281-1-10 y F4-465 son anticuerpos producidos por los hibridomas 4D11,
KM281-1-10 y 465-F4, respectivamente. Los hibridomas 4D11 y KM281-1-10 se han depositado en el Organismo
Depositario Internacional de Patentes, el Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada, en el AIST
(Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, lbaraki, Japén) con los nimeros de registro FERM BP-7758 y FERM
BP-7579 el 27 de septiembre de 2001 y 9 de mayo de 2001, respectivamente. Ademas, F4-465 se ha depositado en
la American Type Culture Collection (ATCC), (10.801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209, EE.UU.)
con el n° de registro. PTA-3338 de la ATCC el 24 de abril de 2001.

Se presentan a continuacion los ADN que codifican las regiones variables de la cadena pesada y ligera de 4D11 y
las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera de 4D11.

El punto de inicio de la traduccién de la secuencia de acido nucleico de la cadena pesada es un codon ATG que
comienza en adenina (A) en la posicion 16 del extremo 5' de la SEC ID n° 1.

En la secuencia de acido nucleico de la cadena pesada (SEC ID n° 1) de 4D11, el limite entre la secuencia sefial y la
region variable estaba previsto que estaba situado entre citosina (C) en la posicién 93 y citosina (C) en la posicion
94, y el limite entre la regidn variable y la region constante estaba previsto que estaba situado entre adenina (A) en
la posicién 456 y guanina (G) en la posicién 457 (mediante la utilizacién del programa informatico (Signal P ver. 2)
de prediccion de la secuencia génica).

En la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada (SEC ID n° 2) de 4D11, el limite entre la secuencia sefial y la
region variable estaba previsto que estaba situado entre serina (S) en la posicién 26 y glutamina (Q) en la posicién
27, y el limite entre la regién variable y la regién constante estaba previsto que estaba situado entre serina (S) en la
posicion 147 y alanina (A) en la posicion 148.

Por consiguiente, la region variable de la cadena pesada de 4D11 tiene una secuencia de acido nucleico que
comprende desde citosina (C) en la posicién 94 a la adenina (A) en la posiciéon 456 en la SEC ID n° 1. Ademas, la
regién variable de la cadena pesada de 4D11 tiene una secuencia de aminoacidos que va desde la glutamina (Q) en
la posicion 27 a la serina (S) en la posicién 147 en la SEC ID n° 2.

El punto de inicio de la traduccion de la secuencia de acido nucleico de la cadena ligera es un codéon ATG que
empieza en adenina (A) en la posicion 59 del extremo 5' de la SEC ID n° 3.

En la secuencia de acido nucleico de la cadena ligera (SEC ID n° 3) de 4D11, el limite entre la secuencia sefial y la
regién variable estaba previsto que estaba situado entre timina (T) en la posicion 124 y guanina (G) en la posicion
125, y el limite entre la region variable y la regién constante estaba previsto que estaba situado entre adenina (A) en
la posicion 442 y citosina (C) en la posicion 443 (utilizando el programa informatico (Signal P ver. 2) de predicciéon de
la secuencia génica).

En la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera (SEC ID n° 4) de 4D11, el limite entre la secuencia sefial y la
region variable estaba previsto que estaba situado entre la cisteina (C) en la posicion 22 y alanina (A) en la posicion
23, y el limite entre la region variable y la regién constante estaba previsto que estuviera situado entre la lisina (K) en
la posicion 128 y arginina (R) en la posicion 129.
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Por consiguiente, la region variable de la cadena ligera de 4D11 tiene una secuencia de acido nucleico que va desde
guanina (G) en la posicién 125 a adenina (A) en la posicién 442 de la SEC ID n° 3. Ademas, la region variable de la
cadena ligera de 4D11 tiene una secuencia de aminoacidos que va desde la alanina (A) en la posicion 23 a la lisina
(K) en la posicién 128 de la SEC ID n° 4. La secuencia de la cadena pesada del acido nucleico (SEC ID n° 1) de
4D11

La secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada (SEC ID n° 2) de 4D11

La secuencia de la cadena ligera del acido nucleico (SEC ID n° 3) de 4D11

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera (SEC ID n° 4) de 4D11

Las secuencias de la cadena pesada y ligera del acido nucleico de un anticuerpo (en adelante se denominara
4D11G4) creadas por sustitucion de la region constante de la cadena pesada de 4D11 con IgG4 se presentan a
continuacion.

La secuencia de la cadena pesada del acido nucleico (SEC ID n° 43) de 4D11G4

11
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La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada (SEC ID n° 44) de 4D11G4
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La secuencia de la cadena ligera de acido nucleico (SEC ID n° 45) de 4D11G4

La secuencia de aminodacidos de la cadena ligera (SEC ID n° 46) de 4D11G4

La secuencia de la cadena pesada del acido nucleico de 4D11 creada por sustitucién de la regidon constante de la
cadena pesada, serina en la posicién 228, leucina en la posicion 235, y arginina en la posicién 409 con IgG4, prolina,
acido glutamico y lisina, respectivamente, se presenta a continuacién (dicha secuencia se denominara en lo

sucesivo 4D11G4PEK).
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La secuencia de la cadena pesada del acido nucleico (SEC ID n° 47) de 4D11G4PEK

La secuencia de la cadena pesada de aminoacidos (SEC ID n° 48) de 4D11G4PEK
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Se presentan a continuacion los ADN que codifican las regiones variables de la cadena pesada y ligera de KM281-1-
10 y las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera de KM281-1-10. El punto de inicio de la
traduccion de la secuencia de acido nucleico de la cadena pesada es un codén ATG que empieza en la adenina (A)
en la posicion 52 del extremo 5' de la SEC ID n° 5. En la secuencia de acido nucleico de la cadena pesada (SEC ID
n® 5) de KM281-1-10, el limite entre la secuencia sefial y la region variable estaba previsto que estuviera situado
entre citosina (C) en la posicién 108 y citosina (C) a la posicion 109, y el limite entre la region variable y la region
constante estaba previsto que estuviera situado entre la adenina (A) en la posicién 468 y la guanina (G) en la
posicion 469 (utilizando el programa informatico de prediccién de secuencia génica (Signal P ver. 2)).

En la secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada (SEC ID n° 6) de KM281-1-10, el limite entre la secuencia
sefial y la region variable estaba previsto que estuviera situado entre la serina (S) en la posicién 19 y la glutamina
(Q) en la posicién 20, y el limite entre la region variable y la regidn constante estaba previsto que estuviera situado
entre la serina (S) en la posicién 139 y la alanina (A) en la posicion 140.

Por consiguiente, la region variable de la cadena pesada (parte madura) de KM281-1-10 tiene una secuencia de
acido nucleico que va desde la citosina (C) en la posicion 109 a la adenina (A) en la posicion 468 en la SEC ID n° 5.
Ademas, la region variable de la cadena pesada (parte madura) de KM281-1-10 tiene una secuencia de aminoacidos
que va desde la glutamina (Q) en la posicion 20 a la serina (S) en 139 posicién en la SEC ID n° 6.

El punto de inicio de la traduccion de la secuencia de acido nucleico de la cadena ligera es un codén ATG que
empieza en la adenina (A) en la posicién 41 del extremo 5' de la SEC ID n° 7.

En la secuencia de acido nucleico de la cadena ligera (SEC ID n° 7) de KM281-1-10, el limite entre la secuencia
sefial y la region variable estaba previsto que estuviera situado entre adenina (A) en la posicion 100 y la guanina (G)
en la posicion 101, y el limite entre la regién variable y la regidon constante estaba previsto que estuviera situado
entre adenina (A) en la posicion 424 y citosina (C) en la posicion 425 (utilizando el programa informatico de
prediccidn de la secuencia génica (Signal P ver. 2)).

En la secuencia de aminoécidos de la cadena ligera (SEC ID n° 8) de KM281-1-10, el limite entre la secuencia sefial
y la region variable estaba previsto que estuviera situado entre la glicina (G) en la posicion 20 y el acido glutamico
(E) en la posicion 21, y el limite entre la regién variable y la region constante estaba previsto que estuviera situado
entre la lisina (K) en la posicion 128 y la arginina (R) en la posicién 129.

Por consiguiente, la region variable de la cadena ligera (parte madura) de KM281-1-10 tiene una secuencia de acido
nucleico que va desde la guanina (G) en la posicién 101 a la adenina (A) en la posicion 424 de la SEC ID n° 7.
Ademas, la region variable de la cadena ligera (parte madura) de KM281-1-10 tiene una secuencia de aminoacidos
gue va desde el acido glutamico (E) en la posicion 21 a la lisina (K) en la posicién 128 de la SEC ID n° 8.

La presente invencion se refiere a un anticuerpo que tiene la parte madura mencionada anteriormente. La presente
invencion comprende un anticuerpo estabilizado mediante la mutacién mencionada anteriormente.

Secuencia de la cadena pesada de acido nucleico (SEC ID n° 5) de KM281-1-10
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Secuencia de la cadena pesada de aminoacidos (SEC ID n° 6) de KM281-1-10

Secuencia de la cadena ligera de acido nucleico (SEC ID n° 7 ) de KM281-1-10

Secuencia de la cadena ligera de aminoacidos (SEC ID n° 8) de KM281-1-10

Se presentan a continuacion los ADN que codifican las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de F4-465
y las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera de F4-465, respectivamente.

El punto de inicio de la traduccién de la secuencia de acido nucleico de la cadena pesada es un codén ATG que
empieza en la adenina (A) en la posicién 47 del extremo 5' de la SEC ID n° 9.

En la secuencia de la cadena pesada de acido nucleico (SEC ID n° 9) de F4-465, el limite entre la secuencia sefial y
la regién variable estaba previsto que estuviera situado entre la citosina (C) en la posicién 103 y citosina (C) en la
posicion 104, y el limite entre la region variable y la region constante estaba previsto que estuviera situado entre la
adenina (A) en la posicién 484 y la guanina (G) en la posicion 485 (utilizando el programa informatico de prediccion
de la secuencia génica (Signal P ver. 2)) .

En la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada (SEC ID n° 10) de F4-465, el limite entre la secuencia sefial y
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la regién variable estaba previsto que estuviera situado entre la serina (S) en la posicion 19 y la glutamina (Q) en la
posicion 20, y el limite entre la regién variable y la regién constante estaba previsto que estuviera situado entre la
serina (S) en la posicidn 146 y la alanina (A) en la posicion 147.

Por consiguiente, la region variable de la cadena pesada de F4-465 tiene una secuencia de acido nucleico que va
desde la citosina (C) en la posicién 104 a la adenina (A) en la posicion 484 en la SEC ID n° 9. Ademas, la region
variable de la cadena pesada de F4-465 tiene una secuencia de aminoacidos que va desde la glutamina (Q) en la
posicion 20 a la serina (S) en la posicién 146 en la SEC ID n° 10.

El punto de inicio de la traduccion de la secuencia de la cadena ligera de acido nucleico es un codén ATG que
empieza en la adenina (A) en la posicién 81 del extremo 5' de la SEC ID n° 11.

En la secuencia de acido nucleico de la cadena ligera (SEC ID n° 11) de F4-465, el limite entre la secuencia sefial y
la regién variable estaba previsto que estuviera situado entre la citosina (C) en la posiciéon 137 y la timina (T) en la
posicion 138, y el limite entre la region variable y la region constante estaba previsto que estuviera situado entre la
timina (T) en la posicion 458 y la citosina (C) en la posicion 459 (utilizando el programa informatico de prediccion de
la secuencia génica (Signal P ver. 2)) .

En la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera (SEC ID n° 12) de F4-465, el limite entre la secuencia sefial y la
region variable estaba previsto que estuviera situado entre la alanina (A) en la posiciéon 19 y la serina (S) en la
posicion 20, y el limite entre la region variable y la regién constante estaba previsto que estuviera situado entre la
glicina (G) en la posicién 126 y la glutamina (Q) en la posicion 127.

Por consiguiente, la regién variable de la cadena ligera de F4-465 tiene una secuencia de acido nucleico que va
desde la timina (T) en la posicién 138 a la timina (T) en la posicién 458 de la SEC ID n°® 11. Ademas, la region
variable de la cadena ligera de F4-465 tiene una secuencia de aminoacidos que va desde la serina (S) en la posicion
20 a la glicina (G) en la posicion 126 de la SEC ID n° 12.

Secuencia de acido nucleico de la cadena pesada (SEC ID n° 9) de F4-465

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada (SEC ID n° 10) de F4-465

Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera (SEC ID n° 11) de F4-465
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Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera (SEC ID n° 12) de F4-465

Los presentes inventores digirieron un fragmento de ADN que comprende las cadenas pesada y ligera de 4D11 (con
1gG4) que es un anticuerpo anti-CD40 o 4D11PE (gen del anticuerpo 4D11) que es un mutante del mismo con Bgl Il
y Nhe |, seguido de purificacion. El producto resultante se integr6 en un vector de N5SKG4PE (IDEC
Pharmaceuticals). NSKG4PE presenta las mutaciones puntuales S228P y L235E en la regién constante de IgG4. El
sobrenadante del cultivo de la misma se transfirié a una columna de Proteina A (Amersham Biosciences) y se eluyd
con un tampon de &cido citrico 0,1 M (pH 2,7), seguido de neutralizacién. A continuacion, se ajust6 el pH a 3,5,
seguido de incubacién a 37 durante 1 minuto y de nuevo durante 10 minutos. En tal caso, el producto resultante
contiene aproximadamente 10% del conglomerado. Sin embargo, los presentes inventores han encontrado que no
se produce sustancialmente conglomerado en el caso de 4D114D11G1 creado por sustitucion de la regién constante
de 4D11 con IgG1 (Solicitud de patente n°® JP 2003-431408). A fin de especificar la regién IgG1 involucrada en la
inhibicion de la formacién de conglomerados a pH bajo, se produjeron anticuerpos hibridos 1gG[1/1/4/4], 1gG[4/4/1/1],
19G[4/4/1/4] e 1gG[4/4/4/1] de la manera descrita a continuacion. ([1/1/4/4] indica el dominio CH1 derivado de IgG1,
la region bisagra derivada de IgG1, el dominio CH2 derivado de 1gG4, y el dominio CH3 derivado de IgG4, y el
mismo significado se aplica en las siguientes descripciones similares).

El IgG[4/4/1/1] se someti6é a una reaccion con cebadores linkH: gggtacgtcctcacattcagtgatcag (SEC ID n° 13) y 24ch4:
AGGGGTCCGGGAGATCATGAGAGTGTCCTT (SEC ID n° 14) a 98T durante 1 segundo, 60C durante 30
segundos y 72T durante 30 segundos durante 15 ciclos utilizando N5KG4PE (IDEC Pharmaceuticals) como
plantila. Mientras tanto, 1gG[4/4/1/1] se someti® a una reaccibn con cebadores 24ch3:
AAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCT (SEC ID n° 15) y linkH2: tgatcatacgtagatatcacggc (SEC ID n° 16) a
98T durante 1 segundo, 60C durante 30 segundos, y 72T durante 30 segundos durante 15 ciclos utiliza ndo un
vector de expresion de anticuerpos N5KG1-Val Lark (en adelante se abreviara como N5KG1; IDEC
Pharmaceuticals) como plantilla. Los fragmentos de ADN ampliados se purificaron utilizando kits de purificacion por
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RCP. Se mezclaron entre si cantidades iguales de los dos tipos de fragmentos de ADN purificados, seguido de una
reaccion a 98T durante 1 segundo, a 60C durante 3 0 segundos y a 72 durante 30 segundos durante 5 ciclos. A
continuacion, se afadieron los cebadores linkH y linkH2, seguido de una reaccion durante 15 ciclos. El fragmento
resultante de ADN ampliado se escindié con Nhel y BamHI. Posteriormente, la region constante de IgG1l de un
vector de N5KG1 se sustituyd con el fragmento escindido. El vector de expresion obtenido de este modo se
denominé N5KG4411.

IgG[1/1/4/4] se sometid a una reaccién con cebadores linkH: gggtacgtcctcacattcagtgatcag (SEC ID n° 13) y 24ch4:
AGGGGTCCGGGAGATCATGAGAGTGTCCTT (SEC ID n° 14) a 98T durante 1 segundo, a 60C durante 30
segundos y a 72T durante 30 segundos durante 15 ciclos utilizando N5KG1 como plantilla. Mientras tanto,
IgG[1/1/4/4] se sometié a una reaccion con cebadores 24ch3: AAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCT (SEC
ID n° 15) y linkH2: tgatcatacgtagatatcacggc (SEC ID n° 16) a 98 durante 1 segundo, a 60C durante 30 s egundos
y a 72T durante 30 segundos durante 15 ciclos utilizando N5KG4PE como plantilla. Los fragmentos de ADN
ampliados se purificaron utilizando kits de purificacion por RCP. Se mezclaron entre si cantidades iguales de los dos
tipos de fragmentos de ADN purificados, seguido de una reaccién a 98T durante 1 segundo, a 60C durant e 30
segundos y a 72T durante 30 segundos durante 5 ciclos. A continuacion, se afiadieron los cebadores linkH y
linkH2, seguido de una reaccién en las mismas condiciones durante 15 ciclos. El fragmento resultante de ADN
ampliado se escindié con Nhel y BamHI . Posteriormente, la regiéon constante de IgG1 de un vector NSKG1 se
sustituy6 por el fragmento escindido. El vector de expresion obtenido de este modo se denomindé N5KG1144.

El 1gG[4/4/1/4] se sometid a una reaccion con cebadores linkH: gggtacgtcctcacattcagtgatcag (SEC ID n° 13) y
CH3consR: GGTGTACACCTGTGGCTCTCGGGGCTGCCC (SEC ID n° 17) a 98T durante 1 segundo, a 60C
durante 30 segundos y a 72T durante 30 segundos durante 15 ciclos utilizando como plantilla el N5SKG4411
producido como se describié anteriormente. Mientras tanto, la 1IgG[4/4/1/4] se someti6 a una reaccién con cebadores
CH3cons: GGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACC (SEC ID n° 18) y linkH2: tgatcatacgtagatatcacggc (SEC
ID n° 16) a 98<C durante 1 segundo, a 60C durante 30 segundos y a 72T durante 30 segundos durante 15 ciclos
utilizando N5KG4PE como plantilla. Los fragmentos de ADN ampliados se purificaron utilizando kits de purificacion
por RCP. Se mezclaron entre si cantidades iguales de los dos tipos de fragmentos de ADN purificados, seguido de
una reaccion a 98T durante 1 segundo, a 60T duran te 30 segundos y a 72T durante 30 segundos durante 5
ciclos. A continuacion, se afiadieron los cebadores linkH y linkH2, seguido de una reaccién en las mismas
condiciones durante 15 ciclos. El fragmento resultante de ADN ampliado se escindi6 con Nhel y BamHI.
Posteriormente, la regidon constante de IgG1l de un vector de N5KG1 se sustituyd por el fragmento escindido. El
vector de expresién obtenido de este modo se denominé N5KG4414.

El 1gG[4/4/4/1] se sometié a una reaccién con cebadores linkH: gggtacgtcctcacattcagtgatcag (SEC ID n°® 13) y
CH3consR: GGTGTACACCTGTGGCTCTCGGGGCTGCCC (SEC ID n° 17) a 98T durante 1 segundo, a 60C
durante 30 segundos y a 72 durante 30 segundos du rante 15 ciclos utilizando NSKG4PE como plantilla. Mientras
tanto, la 1gG[4/4/1/4] se sometio a una reaccion con cebadores CH3cons:
GGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACC (SEC ID n° 18) y linkH2: tgatcatacgtagatatcacggc (SEC ID n° 16) a
98T durante 1 segundo, a 60T durante 30 segundos y a 72T durante 30 segundos durante 15 ciclos utilizando
N5KG1 como plantilla. Los fragmentos de ADN ampliados se purificaron utilizando kits de purificacion por RCP. Se
mezclaron cantidades iguales de los dos tipos de fragmentos de ADN purificados entre si, seguido de una reaccién a
98T durante 1 segundo, a 60T durante 30 segundos y a 72T durante 30 segundos durante 5 ciclos. A
continuacion, se afiadieron los cebadores linkH y linkH2, seguido de una reaccién en las mismas condiciones
durante 15 ciclos. El fragmento resultante de ADN ampliado se escindid6 con Nhel y BamHI. Posteriormente, la
region constante de IgG1 de un vector de N5KG1 se sustituyé por el fragmento escindido. El vector de expresion
obtenido de este modo se denominé N5KG4441.

Cada vector de expresion se escindié con Bglll y Nhel. Las regiones variables de la cadena ligera y pesada de 4D11
se insertaron en su interior, dando lugar a la terminacién de los vectores de expresion.

Ejemplo 2: Expresion y purificacion de anticuerpos anti-CD40 hibridos

Los ADN del vector de expresion producidos en el ejemplo 1 se ajustaron con kits EndoFree Plasmid (Qiagen) a fin
de ser introducidos en células 293 en suspension (Invitrogen Life Technology) utilizando un Sistema de Expresion
293 FreeStyle (marca registrada) (Invitrogen Life Technology). Por consiguiente, se obtuvieron sobrenadantes de
cultivo que contienen cada uno un anticuerpo diferente como resultado de la expresion temporal. Cada uno de los
sobrenadantes de cultivo (aproximadamente 500 ug en cuanto a IgG) se filtré6 con un filtro de membrana (tamafio de
poro: 0,22 micras; Millipore) y se cargaron en una columna de afinidad HiTrap rProtein A FF (volumen de la columna:
1 ml; Amersham Biosciences) utilizada para purificacion de anticuerpos, seguido de un lavado con PBS (-). Cada
producto resultante se eluy6 con un tampon de acido citrico 20 mM (pH 3,4) y se recogié en un tubo que contenia un
tampon fosfato 200 mM (pH 7,0). El contenido total de cada muestra después de la purificacion de anticuerpos fue
de 0% a 0,7%.
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Ejemplo 3: Medicién de los contenidos de conglomerado en soluciones de anticuerpos

Se analizaron los contenidos de conglomerado en las soluciones de anticuerpos utilizando un cromatégrafo de
liquidos de alta resolucion (Shimadzu Corporation), una columna TSK-G3000 SW (Tosoh Corporation), y fosfato de
sodio 20 mM y NaCl 500 mM (pH 7,0) como disolventes. Se identificaron picos de monémeros de proteinas de
anticuerpos y los de los conglomerados que comprenden un gran namero de dichos monémeros comparando las
posiciones de elucién de las soluciones de anticuerpo y la posicion de elucién de un marcador de peso molecular
(Cat. n40403701; Oriental Yeast Co., Ltd.) utilizados para HPLC de filtracién en gel. Se midieron los contenidos de
conglomerado basandose en las areas de los picos correspondientes.

Ejemplo 4: Evaluacién de estabilidades de anticuerpos anti-CD40 hibridos

Un tampodn (60 ul, pH 2,7) que comprende citrato sédico 200 mM y NaCl 50 mM se afiadio a 300 ul de cada solucion
de anticuerpo purificado en la forma descrita en el ejemplo 2 de tal manera que el pH se ajusté a 3,5, seguido de
incubacién a 37T durante 10 minutos o 60 minutos. Cada solucion (150 ul) sometida al tratamiento de reduccion de
pH se neutralizé afiadiendo 37,5 ul de un tampén de fosfato de sodio 500 mM (pH 8,0). Se midieron los contenidos
de conglomerados de las soluciones de anticuerpos sometidas al tratamiento de reduccién del pH de la manera
descrita en el ejemplo 3.

Como resultado, se puso de manifiesto que, cuando por lo menos un dominio CH3 procede de IgG1 (IgG[4/4/1/1] o
IgG[4/4/4/1]), el anticuerpo tiene una estabilidad a pH bajo, que es comparable a la obtenida cuando la estabilidad
de la regién constante completa es IgG1 (tabla 1). La Tabla 1 muestra las estabilidades de anticuerpos hibridos
IgG4/1gG1 a bajo pH.

[Tabla 1]
Anticuerpo purificado | Conglomerado (%)
10 minutos * | 60 minutos *
4D11-G1 0,0 0,0
4D 11-G4PE 10,9 13,3
4D11-G [1/1/4/4] 11,0 14,4
4D11-G [4/4/1/1] 0,0 0,0
4D11-G [4/4/1/4] 7,5 10,4
4D11-G [4/4/4/1] 1,0 0,8

* Tiempo de incubacion a pH bajo

Ejemplo 5: Produccién de mutantes (anticuerpos mutantes) con mutaciones en la region constante del
anticuerpo anti-CD40 y evaluacion de la inhibicion de formacion de conglomerados

A fin de reducir alin mas las regiones que contribuyen a la inhibicién de la formacion de conglomerados, 6 restos de
aminoacidos (en las posiciones 355, 356, 358, 409, 419 y 445 indicadas en el indice EU como en Kabat et al.) con
las diferencias que implican IgG1 e IgG4 se centraron en en el dominio CH3. Uno de los restos de aminoéacidos de
IgG4 se sustituyo por el resto de aminoacido correspondiente de IgG1 de tal manera que se produjeron los mutantes
(Q355R (creado por sustitucion de un resto GIn en la posicién 355 por Arg), E356D, M358L, R409K, E419Q, y
L445P (creado de la misma manera que Q355R)). Los mutantes se produjeron utilizando los siguientes: Q355R:
CCTGCCCCCA TCCCGGGAGG AGATGACCAA G (SEC ID n° 19), E356D: CCATCCCA GGACGAGATG
ACCAAGAAC (SEC ID n° 20), M358L: ATCCCAGGAG GAGCTGACCA AGAACCAG (SEC ID n° 21), R409K:
CTTCTTCCTC TACAGCAAGC TAACCGTGGA CAAG (SEC ID n° 22), E419Q: GAGCAGGTGG CAGCAGGGGA
ATGTCTTCTC (SEC ID n° 23) y L445P: CCTCTCCCTG TCTCCGGGTA AATGAGGATC C (SEC ID n° 24). Se
prepararon diferentes tipos de ADN mutantes que codifican cada uno de los mutantes con sustitucion de
aminoacidos en una region constante por el procedimiento de mutagenia dirigida utilizando un GeneEditor (marca
registrada) in vitro Site-Directed Mutagenesis System (Promega) y una plantilla de ADN del vector de expresion
anticuerpo anti-CD40 (descrito en los documentos WO 02/088186 y WO 05/063981 (Solicitud de patente JP 2003-
431408) que se habia producido insertando un fragmento de ADN que comprende las cadenas pesada y ligera del
gen del anticuerpo anti-CD40 en un vector NSKG4PE (IDEC Pharmaceuticals). Se sintetizaron cadenas mutagenas
hibridando oligonucleétidos mutagenos de interés y un oligonucleétido de seleccion proporcionado en el kit anterior
con los ADN de plantilla. Posteriormente, se seleccionaron mutantes basandose en el hecho de que los mutantes
proliferan solos en presencia de una mezcla para seleccidon de antibiéticos GeneEditor (marca registrada). Mas
especificamente, se incubaron plantillas de los DNA bicatenarios en condiciones alcalinas (NaOH 0,2 My EDTA 0,2
mM (concentracion final)) a temperatura ambiente durante 5 minutos, seguido de neutralizacién con adicién de
acetato aménico 2M (pH 4,6) de tal manera que el volumen de acetato de amonio se convirtié6 en 1/10 del de la
solucién resultante. La solucion resultante se recuperd por precipitacion con etanol. A los ADN de plantilla
recuperados desnaturalizados en medio alcalino, se afadieron los oligonucledtidos mutagenos de interés (las
secuencias de oligonucleétidos fosforilados en el extremo 5' se muestran en la tabla 1), un oligonucleétido de
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seleccién (Top Select Oligo fosforilado en el extremo5') utilizado en relacion con la nueva evolucién de la resistencia
a los antibidticos y un tampén de hibridacion incluido en el kit. El producto resultante se incubé a 75C durante 5
minutos y se enfrié lentamente hasta 37<C durante |a hibridacién. Para la sintesis y la ligadura de las cadenas
mutantes, se afiadieron tampon 10X de sintesis, T4 ADN polimerasa, y T4 ADN ligasa que se proporcionan en el kit,
seguido de una reaccion a 37 durante 90 minutos. Se prepararon los ADN plasmidico utilizando Escherichia coli
transformada que se habia transformado en células BMH 71-18 mutS competentes y se cultivaron en presencia de
una mezcla para seleccion de antibiéticos GeneEditor (marca registrada). Ademas, utilizando dichos ADN, se
transformaron células JM109 competentes. Los productos resultantes se sembraron en una placa LB que contenia
una mezcla para seleccion de antibidticos GeneEditor (marca registrada). Se cultivaron los transformantes que se
habian generado en la placa, seguido de la purificacion de los ADN plasmidicos. A continuacion, se analizaron las
secuencias de nuclettidos del ADN. Por lo tanto, se obtuvieron los vectores de expresion (NS KG4PE-4D11-Q355R,
NSKG4PE-4D11-E356D, N5KG4PE-4D11-M358L, N5KG4PE-4D11-R409K, N5KG4PE-4D11-E419Q y N5KG4PE-
4D11-L445P) de los mutantes de anticuerpo anti-CD40 en cada uno de los cuales se ha introducido una mutacion
deseada de aminoéacidos. Los anticuerpos obtenidos se expresaron y purificaron segin el ejemplo 2. A continuacion,
las estabilidades a bajo pH se midieron segin el ejemplo 3.

Como resultado, entre los 6 mutantes anteriores que se habian producido, R409K solo (en el que Arg en la posicién
409 se ha sustituido por Lys) se encontré que se habia inhibido en lo que se refiere a la produccién de aglomerados
a pH bajo (tablas 2 y 3). La Tabla 2 muestra las estabilidades a bajo pH en los casos en los que los aminoacidos de
IgG1 se introdujeron por separado en el dominio CH3 de 1gG4. La tabla 3 demuestra que las estabilidades a pH bajo
de mutantes R409K son comparables con la estabilidad de la IgG1.

[Tabla 2]
Anticuerpo purificado | Conglomerado (%)
10 minutos * | 60 minutos *
4D11-G4PE[Q355R] 9,0 12,2
4D11-G4PE[E356D] 9,9 12,6
4D11-G4PE[M358L] 8,5 11,5
4D11-G4PE[R409K] 0,7 0,5
4D11-G4PE[E419Q)] 9,1 13,9
4D11-G4PE[L445P] 10,6 11,8
* Tiempo de incubacion a pH bajo
[Tabla 3]
Anticuerpo purificado | Conglomerado (%)
10 minutos * | 60 minutos *
4D11-G1 0,0 0,0
4D11-G4PE 52 7,0
4D11-G[4/4/4/1] 3,9 54
4D11-G[4/4/1/4] 04 0,2
4D11-G4PE[R409K] 0,0 0,0

* Tiempo de incubacién a pH bajo

Ejemplo 6: Verificacion de la inhibicién de la formacion de conglomerados a pH bajo en los casos de
anticuerpos anti-CD40 tales como KM281-1-10 y F4-465

Se llevo a cabo el examen sobre la posibilidad de inhibicion de la formacion de conglomerados en condiciones de pH
bajo en los casos en los que los anticuerpos F4-465 y KM281-1-10, que, como 4D11, son anticuerpos anti-CD40
tienen regiones constantes de 1gG4 con mutaciones de R409K. Las regiones variables de las cadenas ligera y
pesada de N5KG4PE-4D11-R409K se digerieron con Bglll y Nhel para escindirse. Las regiones escindidas se
sustituyeron por las regiones variables de las cadenas ligera y pesada de KM281-1-10 o las de F4-465. Los
anticuerpos obtenidos se expresaron y se purificaron segin el ejemplo 2. A continuaciéon, se midieron las
estabilidades a bajo pH segun el ejemplo 3.

Como resultado, incluso en los casos de F4-465 y KM281-1-10, cada uno de los cuales tiene la secuencia de
aminoacidos de la regién variable que difiere de la de 4D11, se confirmd un efecto similar de sustitucion de
aminoacidos de R409K (tabla 4) . La tabla 4 demuestra que otros anticuerpos ademas de 4D11 han mejorado la
estabilidad a pH bajo como resultado de la mutacion de R409K.
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[Tabla 4]

Anticuerpo purificado Aglomerado
10 minutos * | 60 minutos *

F4-465-G1 0,0 0,0
F4-465-G4PE 7,4 10,4
F4-465-G4PE[R409K] 0,0 0,0
KM281-1-10-G1 0,0 0,0
KM281-1-10-G4PE 9,0 12,5
KM281-1-10-G4PE [R409K] | 0,0 0,0
* Tiempo de incubacion a pH bajo

Ejemplo 7: Actividad de union del anticuerpo anti-CD40 a células Ramos

A fin de examinar si los anticuerpos hibridos producidos en el ejemplo 2 y los anticuerpos mutantes obtenidos en el
ejemplo 5 ejercen actividades de union a niveles que son comparables al nivel del anticuerpo original, se midié la
actividad de union con respecto a las células Ramos [ATCC] que son expresadas por CD40.

Se puso en suspension una estirpe celular Ramos en un tampén de tincién (TC) de PBS que contenia 0,1% de NaN3
y 2% de FCS a una concentracion de 2 x 10°ml. La suspension celular (100 I/pocillo) se distribuy6 en los pocillos de
una placa de 96 pocillos de fondo redondo (fabricada por Becton, Dickinson and Company). Se afiadié a la misma
cada sobrenadante del cultivo de hibridoma (50 ul), seguido de incubaciéon a una temperatura inferior a la de
congelacion durante 30 minutos. Un anticuerpo IgG1l humano contra albumina de suero humano como referencia
negativa se ajustd a una concentracion de 2 mg/ml en un medio de cultivo de hibridoma. Se afiadi6 el medio (50 pl)
a la placa, seguido de incubacion a una temperatura por debajo de cero durante 15 minutos. Después de lavar la
placa con SB, se afiadieron a la placa 50 pl de un anticuerpo anti-humano marcado con fluorescencia con R-PE
diluido 250 veces (Southern Biotechnology Associates, Inc.), seguido de incubacién a una temperatura inferior a la
de congelacion durante 15 minutos. Después de lavar dos veces con SB, la placa se puso en suspension en 300 a
500 pl de un tampén FACS, y se midi6 la intensidad de la fluorescencia de cada célula usando FACS (FACSort,
FACScan, fabricado por Becton, Dickinson and Company).

En los casos de los anticuerpos hibridos y los anticuerpos mutantes, no se observaron cambios en los resultados en
cuanto a la actividad de unién (figs. 1A, 1By 1C).

Ejemplo 8: Inhibicién de la expresion de CD95 por anticuerpo anti-CD40 antagonista en células Ramos

Los 4D11, F4-465, y KM281-1-10 son conocidos como anticuerpos antagonistas. Se examinaron las influencias de
los cambios estructurales en la regién constante sobre las actividades antagonistas de dichos anticuerpos. Cuando
un ligando CD40 se afiade a las células Ramos, se observa un aumento del nivel de expresiéon de CD95. Se evalué
la actividad antagonista del anticuerpo basandose en un indice que indica la posibilidad de inhibicién del aumento en
la expresion de CD95 cuando el anticuerpo se afiade en dicho caso.

Se sembraron 1,0 x 10° células/ml de una suspension de células Ramos en una placa de 96 pocillos a razén de
50 pl/pocillo. El sobrenadante del cultivo o el anticuerpo purificado se ajusté a 2 pyg/ml en un medio, y el medio se
afiadio a la placa de 96 pocillos a razén de 100 ul/pocillo. Se afiadieron 4 ug/ml de un ligando CD40 soluble (Alexis
Corporation) y 4 ug/ml de un anticuerpo anti-FLAG (M2, Sigma) a otro medio, y el medio se afiadi6 a la placa de 96
pocillos a razén de 50 pl/pocillo. Después del cultivo durante la noche, se recogieron las células y se utilizd un
anticuerpo anti-CD95 marcado con R-PE (Pharmingen NJ) para las células. El analisis se llevé a cabo utilizando
FACS.

Los resultados demostraron que los cambios estructurales en la regidon constante no habia causado cambios en las
actividades antagonistas de los anticuerpos (figs. 2A, 2B, 2Cy 2D).

Ejemplo 9: Produccion de un mutante IgG4PE con sustitucion de 1 resto de aminoacido en la posiciéon 409
en la regién constante CH3

Desde que se puso de manifiesto que la produccién de un aglomerado de anticuerpos 19G4 a pH bajo se inhibe
sustituyendo el aminoacido mediante el cual un resto Arg en la posicion 409 en el dominio CH3 se sustituye por Lys,
se produjeron cada uno de los anticuerpos IgG4 que habia tenido sustituido el aminoacido en dicha posicién por uno
diferente de los 18 restos de aminoacidos siguientes (4D11-G4PE [R409A], 4D11-G4PE [R409D], 4D11-G4PE
[R409E], 4D11-G4PE [R409F], 4D11-G4PE [R409G], 4D11-G4PE [R409H], 4D11-G4PE [R409I], 4D11-G4PE
[R409L], 4D11-G4APE [R409M], 4D11-G4PE [R409N], 4D11-G4PE [R409P], 4D11-G4PE [R409Q], 4D11-G4PE [
R409S], 4D11-G4PE [R409T], 4D11-G4PE [R409V], 4D11-G4PE [R409W], 4D11-G4PE [R409Y] y 4D11-G4PE
[R409C]), seguido de un examen de la estabilidad bajo a pH. Un vector de expresion de cada mutante se produjo
por mutagenia dirigida utilizando un sistema de mutagenia dirigida in vitro (Promega) GeneEditor (marca registrada) ,
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como se describe en el ejemplo 5. Se utilizé6 como plantilla ADN de un vector de expresion del anticuerpo anti-CD40
(descrito en el documento WO 02/088186 y la solicitud de patente JP 2003-431408) para la mutagenia dirigida.
Ademas, los 18 oligonucledtidos presentados a continuacion se utilizaron como oligonucleétidos para la mutagenia
(todos los ADN sintéticos siguientes estaban fosforilados en el extremo 5'; cada base subrayada indica una posicion
en la que se introdujo una mutacion de aminoacidos):

Produccion de R409A: CTTCTTCCTCTACAGCGCGCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 25);
produccion de R409D: CTTCTTCCTCTACAGCGACCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 26);
produccion de R409E: CTTCTTCCTCTACAGCGAGCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 27);
produccion de R409F: CTTCTTCCTCTACAGCTITCCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 28);
produccion de R409G: CTTCTTCCTCTACAGCGGGCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 29);
produccion de R409H: CTTCTTCCTCTACAGCCACCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 30);
produccion de R4091: CTTCTTCCTCTACAGCATCCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 31),
produccion de R409L: CTTCTTCCTCTACAGCCTGCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 32);
produccion de R409M: CTTCTTCCTCTACAGCATGCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 33);
produccion de R409N: CTTCTTCCTCTACAGCAACCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 34);
produccion de R409P: CTTCTTCCTCTACAGCCCGCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 35);
produccion de R409Q: CTTCTTCCTCTACAGCCAGCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 36);
produccion de R409S: CTTCTTCCTCTACAGCAGCCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 37);
produccion de R409T: CTTCTTCCTCTACAGCACGCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 38);
produccion de R409V: CTTCTTCCTCTACAGCGTGCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 39);
produccion de R409W: CTTCTTCCTCTACAGCTGGCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 40);
produccion de R409Y: CTTCTTCCTCTACAGCTACCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n°41),y
produccion de R409C: CTTCTTCCTCTACAGCTGCCTAACCGTGGACAAG (SEC ID n° 42).

El analisis de la secuencia de nuclettidos del ADN se llevd a cabo a fin de seleccionar los ADN plasmidicos
experimentales de los vectores que expresan anticuerpos mutantes obtenidos por mutagenia dirigida y para
confirmar todas las secuencias de los nucleétidos totales de las regiones de codificacion de anticuerpos. Por lo
tanto, los 18 tipos de vector de expresién de los mutantes en cada uno de los cuales se habia introducido la
mutacion deseada de aminoacidos.

Ejemplo 10: Evaluacion de la inhibicién de la formacién de conglomerados en los casos de mutantes con
una mutacién del resto de aminoacido en la posicion 409 de un anticuerpo anti-CD40 4D11 G4PE

Respecto a los 20 tipos de anticuerpos, incluyendo 18 tipos de mutantes con una mutacion del resto de aminoéacido
en posicion 409, 4D11-G4PE y 4D11-G4PE [R409K], un ADN vector de expresion de cada anticuerpo se transfectd
en un cultivo celular para la proteina de expresion segun el ejemplo 2. A continuacion, se purificd una proteina de
anticuerpo de cada sobrenadante de cultivo. Los anticuerpos purificados se sometieron a medicion de la estabilidad
a pH bajo (37C) segun el ejemplo 3. La tabla 5 mue stra los contenidos de los conglomerados que se generaron
cuando las muestras de anticuerpos se trataron a un pH bajo durante 60 minutos. Como se muestra en la tabla 5,
ningln anticuerpo sometido a la sustitucién de aminoacidos experimentd inhibicion de la formacion de
conglomerados a un nivel comparable a los casos de 4D11-G4PE [R409K]. Sin embargo, en los casos de 4D11-
G4PE[R409M], 4D11-G4PE[R409T] y 4D11-G4PE[R409L], los contenidos de aglomerados no fueron mas de 5%.
Por lo tanto, ademas del caso en que se sustituye un resto de Arg en la posicion 409 en el anticuerpo 1gG4 por Lys,
se confirmé que la estabilidad a pH bajo se puede obtener en los casos en que esta sustituido dicho resto de
aminoécido con Met, Thr o Leu.

[Tabla 5]

Anticuerpo purificado | Conglomerado (%)

4D11-G4PE 12,0
4D11-G4PE[R409K] 0,8
4D11-G4PE[R409A] 13,7
4D11-GAPE[R409D] 10,6
4D11-GAPE[R409E] 5,6
4D11-G4PE[R409F] 7,9
4D11-G4PE[R409G] 15,0
4D11-G4PE[R409H] 11,4
4D 11-G4PE[R4091] 9,5
4D11-GAPE[R409L] 4,1
4D11-G4PE[R409M] 2,9
4D11-G4PE[R409N] 7,1
4D11-G4PE[R409P] 16,0
4D11-GAPE[R409Q] 6,6
4D11-GAPE[R409S] 9,8
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Anticuerpo purificado

Conglomerado (%)

4D11-G4PE[R409T] 3,0
4D11-G4PE[R409V] 54
4D11-G4PE[R409W] 6,8
4D11-G4PE[R409Y] 7.7
4D11-G4PE[R409C] 10,4

Listado de secuencias

<110> KIRIN BEER KABUSHIKI KAISHA
<120> Anticuerpos 1lgG4 humanos estabilizados
<130> PH-2582-PCT

<140>
<141>

<150> JP 2004/275908
<151> 2004-09-22

<160> 48

<170> Patentin Ver. 2.1
<210>1

<211> 462

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

<210>2

<211> 149

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
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<210> 3
<211> 448

25



<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 3

<210> 4
<211>130
<212> PRT
10 <213> Homo sapiens

<400> 4

ES 2387312713
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<210>5

<211> 481

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 5

<210>6

<211> 143

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
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<210>7

<211> 430

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

<210>8

<211>130

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
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<210>9

<211> 495

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9
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<210>10

<211> 149

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
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<210> 11

<211> 830

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

<210> 12

<211> 231

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12
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<210> 13

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 13
gggtacgtcc tcacattcag tgatcag 27

<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 14
aggggtccgg gagatcatga gagtgtcctt 30

<210> 15

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 15
aaggacactc tcatgatctc ccggacccct 30
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<210> 16

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 16
tgatcatacg tagatatcac ggc 23

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 17
ggtgtacacc tgtggctctc ggggctgecc 30

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 18
gggcagcecce gagagecaca ggtgtacacc 30

<210> 19

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 19
cctgecceca tceccgggagg agatgaccaa g 31

<210> 20

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 20
ccatcccagg acgagatgac caagaac 27

<210>21

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 21
atcccaggag gagctgacca agaaccag 28

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2387312713

<210> 22

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 22
cttcttcete tacagcaagce taaccgtgga caag 34

<210> 23

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 23
gagcaggtgg cagcagggga atgtcttctc 30

<210> 24

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 24
cctctecctg tetcegggta aatgaggate ¢ 31

<210> 25

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 25
cttcttcete tacagcgege taaccgtgga caag 34

<210> 26

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 26
cttcttecte tacagcgacc taaccgtgga caag 34

<210> 27

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 27
cttcttcete tacagcgagce taaccgtgga caag 34
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<210> 28

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 28
cttcttcete tacagcttce taaccgtgga caag 34

<210> 29

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 29
cttcttectc tacagcgggc taaccgtgga caag 34

<210> 30

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 30
cttcttcete tacagccacce taaccgtgga caag 34

<210> 31

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 31
cttcttcete tacagcatce taaccgtgga caag 34

<210> 32

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 32
cttcttccte tacagcctgce taaccgtgga caag 34

<210> 33

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 33
cttcttcete tacagcatgc taaccgtgga caag 34

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2387312713

<210> 34

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 34
cttcttcete tacagcaacc taaccgtgga caag 34

<210> 35

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 35
cttcttecte tacageccgc taaccgtgga caag 34

<210> 36

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 36
cttcttcete tacagccage taaccgtgga caag 34

<210> 37

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 37
cttcttcete tacagcagcec taaccgtgga caag 34

<210> 38

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 38
cttcttecte tacagcacgc taaccgtgga caag 34

<210> 39

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 39
cttcttcete tacagegtge taaccgtgga caag 34
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<210> 40

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 40
cttcttccte tacagctggce taaccgtgga caag 34

<210>41

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 41
cttcttcete tacagctace taaccgtgga caag 34

<210> 42

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sintético

<400> 42
cttcttccte tacagctgec taaccgtgga caag 34

<210> 43

<211> 1425

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 43
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<211> 474

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44
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<210> 45

<211> 708

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45
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<210> 46

<211> 235

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46
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<210> 47
5 <211> 1425
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 47

<210> 48

<211> 474

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

ES 2387312713

46



ES 2387312713

a7



ES 2387312713

48



ES 2387312713

49



ES 2387312713

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2387312713

REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo IgG4 humano, en el que la serina en la posicion 228 y la leucina en la posicion 235 en la region
constante de la cadena pesada de IgG4, que estan indicadas en el indice EU como en Kabat et al., estan sustituidas
por prolina y acido glutamico, respectivamente, y la arginina en la posicion 409 en una regién constante de la cadena
pesada de IgG4 humana, que esta indicada en el indice EU como en Kabat et al., esta sustituida por lisina, treonina,
metionina o leucina.

2. Anticuerpo segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo tiene las regiones variables de la cadena pesada y
ligera de un anticuerpo producido por el hibridoma 4D11, n° de registro: FERM BP-7758.

3. Anticuerpo segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo tiene una regién variable de la cadena pesada
mostrada por la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada representada por la SEC ID n°® 2 y una region
variable de la cadena ligera mostrada por la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera representada por la SEC
ID n° 4.

4. Anticuerpo segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo tiene una region variable de la cadena pesada
codificada por una secuencia de acido nucleico de la cadena pesada representada por la SEC ID n® 1 y una regién
variable de la cadena ligera codificada por una secuencia de acido nucleico de la cadena ligera representada por la
SEC ID n° 3.
5. Anticuerpo segun la reivindicacion 1, en el que la cadena pesada de IgG4 humana tiene la secuencia de
aminoacidos representada por la SEC ID n° 44, y la cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos representada
por la SEC ID n° 46.
6. Anticuerpo segun la reivindicacién 1, en el que la cadena pesada de IgG4 humana es una cadena pesada
codificada por la secuencia de acido nucleico de la cadena pesada representada por la SEC ID n° 43, y la cadena
ligera es una cadena ligera codificada por la secuencia de acido nucleico de la cadena ligera representada por la
SEC ID n° 45.
7. Anticuerpo segun la reivindicacion 1 6 2, que es un anticuerpo anti-CD40.
8. Procedimiento in vitro para producir un anticuerpo lgG4 humano, que comprende las etapas siguientes:
sustituir la serina en la posiciéon 228 y la leucina en la posiciéon 235 en la regién constante de la cadena pesada
de 1gG4, que estan indicadas en el indice EU como en Kabat et al.,, por prolina y &cido glutamico,
respectivamente, y

sustituir la arginina en la posicion 409 en una region constante de la cadena pesada de IgG4 humana, que esta
indicada en el indice EU como en Kabat et al., por lisina, treonina, metionina o leucina.

9. Procedimiento in vitro para inhibir el agregado de anticuerpos de un anticuerpo de IgG4 humano, en el que la
serina en la posicién 228 y la leucina en la posiciéon 235 en la region constante de la cadena pesada de IgG4, que
estan indicadas en el indice EU como en Kabat et al.,, estan sustituidas por la prolina y el acido glutamico,
respectivamente, y la arginina en la posicion 409 en una regién constante de la cadena pesada de IgG4 humana,
gue esta indicada en el indice EU como en Kabat et al., esta sustituida por lisina, treonina, metionina o leucina.

10. Procedimiento in vitro para producir un anticuerpo IgG4 humano, que comprende las etapas siguientes:

producir un vector de expresion que tiene genes que codifican la cadena pesada y la cadena ligera de un
anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7;

introducir el vector de expresién en un hospedador;
cultivar el hospedador; y
obtener el anticuerpo del producto de cultivo.
11. Procedimiento in vitro para producir un anticuerpo IlgG4 humano, que comprende las etapas siguientes:

producir un vector de expresion que tiene una secuencia de acido nucleico de la cadena pesada representada
por la SEC ID n° 47 y una secuencia de acido nucleico de cadena ligera representada por la SEC ID n° 45;

introducir el vector de expresién en un hospedador;

cultivar el hospedador; y
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obtener el anticuerpo del producto de cultivo.

12. Composicion farmacéutica que comprende, como principio activo, el anticuerpo segun cualquiera de las
reivindicaciones 3a 7.

13. Agente terapéutico para el tratamiento del rechazo al trasplante, enfermedades autoinmunitarias, cancer,

arteriosclerosis, nefritis, enfermedad de Alzheimer, o amiloidosis, que comprende, como principio activo, el
anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7.
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