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DESCRIPCION
Procedimientos de uso en anticuerpos monoclonales que se adaptan al ser humano

Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a procedimientos para seleccionar marcos de region variable humana para su uso
en la adaptacion al ser humano de anticuerpos monoclonales no humanos, tales como anticuerpos de roedores. Los
marcos pueden ser de origen en linea germinal o somatico.

Antecedentes de lainvencion

La adaptacion al ser humano de anticuerpos es una expresién genérica que describe la modificacion mediante
ingenieria genética de anticuerpos monoclonales (mAb) xenogénicos frente a dianas terapéuticas humanas para
sustituir al maximo las secuencias xenogénicas con secuencias de anticuerpo humano mientras que se conservan
sus especificidades de union a antigeno. El fin es reducir la inmunogenia de estos anticuerpos para mejorar sus
propiedades terapéuticas. Los anticuerpos modificados mediante ingenieria genética generados también se conocen
en la técnica como anticuerpos humanizados o con injerto de CDR.

Actualmente, la técnica usada mas ampliamente para la adaptacion al ser humano de anticuerpos se conoce como
"injerto de CDR". La base cientifica de esta tecnologia es que la especificidad de unién de un anticuerpo reside
principalmente dentro de los tres bucles hipervariables conocidos como las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de sus regiones variables (regiones V) de cadena ligera y pesada, mientras que las
regiones marco mas conservadas (marco, FW; region marco, FR) proporcionan funcién de soporte estructural.
Injertando las CDR en un FW seleccionado apropiadamente se puede transferir algo o toda la actividad de unién a
anticuerpo al anticuerpo recombinante resultante. La primera demostracién de la transferencia de especificidad
mediante injerto de CDR fue para el hapteno nitrofenol (Jones y col., Nature 321: 522-525 (1986)).

Ya que la metodologia para definir las CDR se ha establecido bien, la clave para el injerto de CDR es la seleccion
del aceptor de anticuerpo humano mas apropiado para el injerto. Se han desarrollado diversas estrategias para
seleccionar aceptores de anticuerpo humano con las mayores similitudes con las secuencias de aminoacidos de
CDR donadoras o FW donador o con las estructuras donadoras. Todas estas estrategias de "mejor ajuste"”, aunque
parecen muy racionales, de hecho estdn basadas en una suposicion, es decir, un anticuerpo recombinante
resultante que es lo mas similar posible (en secuencia de aminoacidos o en estructura) al anticuerpo original
conservara del mejor modo la actividad de unién a antigeno original. Aunque estas estrategias se han aplicado todas
exitosamente para generar anticuerpos terapéuticos (por ejemplo, documento WO 2005/112564, Tempest y col.,
Biotechnology 9: 266-71 (1991), Gorman y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 4181-4185 (1991), Co y col., J.
Immunol. 152: 2968-76 (1994)), la hipétesis subyacente nunca se ha ensayado seriamente.

Un problema potencial de las estrategias de mejor ajuste es que los criterios de los mejores ajustes son
matematicos, pero no necesariamente bioldgicos. La adecuacion medida por el grado de homologia, por ejemplo, es
la suma de valores numéricos asignados a restos de aminodcidos o secuencias de &cido nucleico idénticas,
homdlogas y distintas. Aunque estos valores asignados se han validado en gran medida en muchos otros sistemas
de evaluacion de homologia, las diferencias finas que pueden ser no significativas para otros sistemas podrian ser
importantes para calcular los mejores ajustes en la adaptacion al ser humano de anticuerpos.

Un problema relacionado es, dados dos aceptores con un grado idéntico o muy proximo de adecuacion total del
donador, que su adecuacion local en diferentes FR puede ser diferente. Brevemente, un modelo matematico todavia
no se ha validado para satisfacer el requisito de calculo de los mejores ajustes en la relacion de donador-aceptor en
la modificacion por ingenieria genética de anticuerpos.

Una complicacién adicional se refiere a las interacciones entre las dos cadenas de un anticuerpo: un aceptor de
cadena pesada de mejor ajuste y un aceptor de cadena ligera de mejor ajuste pueden no ajustarse entre si para
conservar del mejor modo la actividad de union del donador. No existe ninguna herramienta disponible para evaluar
la adecuacion intercadena. Los investigadores han emparejado cadenas pesadas y ligeras de varios anticuerpos
frente al mismo epitopo para intentar encontrar un mejor emparejamiento. Sin embargo, esto no se ha intentado en
la adaptacion al ser humano de anticuerpos.

En teoria, todas las secuencias de linea germinal humana se han secuenciado y estan disponibles para la basqueda
de FW de anticuerpo. Sin embargo, en la practica, la mayoria de las regiones V humanas que se han usado hasta
ahora en la humanizacién de anticuerpos son de genes de anticuerpos maduros, con frecuencia los de proteinas de
mieloma. Probablemente contienen mutaciones sométicas. Estas mutaciones son Unicas para el individuo de los que
se han obtenido los genes reordenados y, por tanto, seran vistos como extrafias por otros individuos. Las
secuencias de bases de datos de linea germinal generalmente son mas adecuadas para la humanizaciéon de
anticuerpos desde esta perspectiva. Sin embargo, hay solamente unas pocas docenas de genes V y menos genes J
disponibles. Por tanto, en algunos casos, puede ser dificil encontrar un marco de linea germinal que sea altamente
compatible con la secuencia no humana. Por el contrario, el nimero de secuencias de genes de anticuerpos
humanos maduros disponibles es unos pocos 6rdenes de magnitud mayor que las secuencias de linea germinal
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humana. Por tanto, es altamente probable que se pueda obtener una secuencia compatible en este mayor conjunto
de datos.

Un problema del uso de genes de anticuerpos maduros para FW aceptor es que no estan representadas todas las
potenciales combinaciones de V-J para la cadena ligera o combinaciones de V-D-J para la cadena pesada en los
genes maduros. Por tanto, pueden surgir situaciones en las que un gen V que coincide estrechamente esté ligado a
un segmento J que coincide mal. La humanizacion del anticuerpo monoclonal de raton anti-Tac descrita por Queen y
col. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 10029-10033 (1989)) es un ejemplo. La comparacioén de la region Vy de anti-Tac
con la base de datos NBRF-PIR (http://www.psc.edu/general/software/packages/nbrf-pir/nbrf.html) indicé que la
region Vy de la proteina de mieloma humano Eu tenia el mayor grado de homologia (57% de identidad frente a
VDJy). Sin embargo, el marco 4 de la regiéon Vy de Eu tiene varios aminoacidos, probablemente codificados por el
segmento Jy de Eu, que son atipicos de segmentos Jy humanos. Esto dio como resultado una peor coincidencia
entre el marco 4 de Eu y el de anti-Tac. La comparacion separada de la region Jy de anti-Tac (el marco 4 y el
extremo proximal al marco 4 de CDR3) con las secuencias de aminoacidos de los segmentos Jy humanos
funcionales conocidos (de los que hay 6) indica que Ju4 humano es una coincidencia mucho mejor que Jy de Eu.
Este ejemplo sugiere que las comparaciones separadas de los elementos V y J son mas ventajosas que la
comparacion de todas las regiones variables entre secuencias de anticuerpo de roedor y de ser humano.
Actualmente no est4 facilmente disponible una herramienta para este tipo de comparacion separada.

No todos los aminoacidos en las CDR estan implicados en la unién a antigeno. Por tanto, se ha propuesto que el
injerto de solamente los restos que sean criticos en la interaccion antigeno-anticuerpo -el denominado injerto de
restos determinantes de especificidad (injerto de SDR)- aumentara adicionalmente el contenido de secuencias de
anticuerpos humanos en el anticuerpo recombinante resultante (Kashmiri y col., Methods 36: 25-34 (2005); Gonzales
y col., Mol Immunol. 40: 337-49 (2004)). La aplicacion de esta estrategia requiere informacién acerca de la estructura
del anticuerpo asi como de restos de contacto de anticuerpo-antigeno que con bastante frecuencia no estan
disponibles. Incluso cuando estd disponible tal informacién, no existe ningun procedimiento sistematico para
identificar de forma fiable las SDR y el injerto de SDR permanece hasta ahora en su mayor parte en el nivel de
investigacion bésico.

Recientemente se ha desarrollado una estrategia novedosa denominada "barajado de marco humano" (Dall'Acqua y
col., Methods 36: 43-60 (2005)). Esta técnica trabaja ligando fragmentos de ADN que codifican CDR con fragmentos
de ADN que codifican FR1, FR2, FR3 y FR4 humanas, generando de este modo una biblioteca de todas las
combinaciones entre CDR donadoras y FR humanas. Aunque esta estrategia se ha aplicado exitosamente, existen
dos potenciales problemas. En primer lugar, las FR del anticuerpo resultante, aunque todas son de fuentes
humanas, probablemente seran de FW no contiguos y, por tanto, no naturales. Todavia esta por ver si estos FW no
naturales seran inmundgenos en seres humanos. En segundo lugar, la biblioteca, en teoria, puede ser
prohibitivamente grande y establece una alta demanda de fuentes de exploracion y ensayo.

Por tanto, existe una necesidad de procedimientos mejorados para preparar anticuerpos adaptados al ser humano.

Breve descripcién de los dibujos

La Fig. 1 muestra un diagrama de flujo para la adaptacion al ser humano de una cadena pesada de anticuerpo
de ratdn usando una base de datos de cadenas pesadas de linea germinal humana.

La Fig. 2 muestra un diagrama de flujo para la adaptacién al ser humano de una cadena ligera de anticuerpo de
raton usando una base de datos de cadenas ligeras de linea germinal humana.

La Fig. 3 ilustra la recombinacion de gen de anticuerpo para regiones variables de cadena pesada y ligera.

La Fig. 4 muestra un diagrama de flujo de algoritmo de modelado de anticuerpo. Si no esté disponible ningin
molde estructural comun, las cadenas se modelan individualmente y se combinan. pdb indica la base de datos
Protein Data Bank (www.pdb.org).

La Fig. 5 muestra una comparacion de regiones VH entre C7 adaptado al ser humano e infliximab quimérico (VH
de raton). Las lineas discontinuas indican restos idénticos.

La Fig. 6 muestra una comparacion de regiones VL entre C7 adaptado al ser humano e infliximab quimérico (VL
de raton). Las lineas discontinuas indican restos idénticos.

La Fig. 7 muestra curvas de titulacién de union de ELISA para C7 adaptado al ser humano de longitud completa,
infliximab sintetizado en la empresa (C3) y la marca comercial REMICADE® de infliximab.

La Fig. 8 muestra una comparacion de regiones VH entre el anticuerpo B21M adaptado al ser humano y de
raton anti-RSV F101. Las lineas discontinuas indican restos idénticos.

La Fig. 9 muestra una comparacion de regiones VL entre el anticuerpo B21M adaptado al ser humano y de ratén
anti-RSV F101. Las lineas discontinuas indican restos idénticos.

La Fig. 10 muestra el ELISA de unién de proteina F para anticuerpo quimérico anti-RSV F101, la marca
SYNAGIS® de pavilizumab y B21M adaptado al ser humano.

La Fig. 11 muestra la comparacion de ELISA de unién de proteina F de las cinco moléculas adaptadas a ser
humano B26A, B26, B28A, B28B y B12M.
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Sumario de lainvencién

Un aspecto de la invencién es un procedimiento para seleccionar secuencias de anticuerpo de linea germinal
humana para su uso en la preparacion de moléculas de anticuerpo adaptadas al ser humano que comprende las
etapas de:

a. obtener una secuencia peptidica para una regién variable de anticuerpo no humano;

b. delinear las regiones determinantes de complementariedad (CDR) y regiones marco (FR) de la secuencia
peptidica de regién variable de anticuerpo no humano;

c. proporcionar una biblioteca de secuencias peptidicas de gen de anticuerpo de linea germinal humana que
comprende sub-bibliotecas de genes VH, VK, Vi, JH, JKy J\;

d. seleccionar un subconjunto de secuencias peptidicas de la biblioteca de gen de linea germinal humana que
tengan maximas similitudes de secuencia de CDR y FR con el anticuerpo no humano;

e. seleccionar un subconjunto de las secuencias de cadena pesada de anticuerpo de linea germinal humana
seleccionadas en la etapa d basandose en:

el. comparacion de compatibilidades de longitud de los bucles de CDR1 y CDR2 con el anticuerpo no
humano; y
e2. similitudes de secuencia de los bucles de CDR1 y CDR2 con el anticuerpo no humano;

f. seleccionar un subconjunto de las secuencias de cadena ligera de anticuerpo de linea germinal humana
seleccionadas en la etapa d basandose en:

f1. comparacion de compatibilidades de longitud de los bucles de CDR1, CDR2 y una parte de CDR3 con el
anticuerpo no humano; y

f2. similitudes de secuencia de los bucles de CDR1, CDR2 y una parte de CDR3 con el anticuerpo no
humano;

g. seleccionar un subconjunto de secuencias peptidicas del gen J de cadena pesada de la sub-biblioteca del
gen JH de linea germinal humana basandose en las similitudes de secuencia entre el marco 4 del anticuerpo no
humano y las regiones del gen JH;

h. seleccionar un subconjunto de secuencias peptidicas del gen J para la cadena ligera de las sub-bibliotecas
del gen JK y J\ de linea germinal humana basandose en similitudes de secuencia entre el marco 4 del
anticuerpo no humano vy las regiones del gen JK y JA;

i. combinar una seleccion de FR 1, 2 y 3 de la etapa e y una seleccion de FR4 de la etapa g para cadenas
pesadas humanas para seleccionar secuencias de cadena pesada de anticuerpo humano para su uso en la
preparacién de anticuerpos adaptados al ser humano; y

j. combinar una seleccién de FR 1, 2 y 3 de la etapa f y una seleccion de FR4 de la etapa h para cadenas
ligeras humanas para seleccionar secuencias de cadena ligera de anticuerpo humano para su uso en la
preparacion de anticuerpos adaptados al ser humano.

Otro aspecto de la invencion es un procedimiento para seleccionar secuencias de anticuerpo humano que
contengan mutacién somatica para su uso en la preparacién de moléculas de anticuerpo adaptados al ser humano
gque comprende las etapas de:

a. obtener una secuencia peptidica para una regién variable de anticuerpo no humano;

b. delinear las regiones determinantes de complementariedad (CDR) y regiones marco (FR) de la secuencia
peptidica de regidn variable de anticuerpo no humano;

c. proporcionar una biblioteca de secuencias peptidicas de gen de anticuerpo somatico humano;

d. seleccionar un subconjunto de secuencias peptidicas de la biblioteca de gen somético humano que tengan
las maximas similitudes de secuencia de CDR y FR con las cadenas pesada y ligera del anticuerpo no humano;
e. seleccionar un subconjunto de las secuencias de cadena pesada de anticuerpo somatico humano
seleccionadas en la etapa d para su uso en la preparacion de anticuerpos adaptados al ser humano basandose
en:

el. comparacién de compatibilidades de longitud de bucles de CDR1, CDR2 y CDR3 con el anticuerpo no
humano; y
e2. similitudes de secuencia de bucles de CDR1, CDR2 y CDR3 con el anticuerpo no humano; y

f. seleccionar un subconjunto de las secuencias de cadena ligera de anticuerpo somatico humano
seleccionadas en la etapa d para su uso en la preparacion de anticuerpos adaptados al ser humano basandose
en:

f1. comparacion de compatibilidades de longitud de bucles de CDR1, CDR2 y CDR3 con el anticuerpo no
humano; y
f2. similitudes de secuencia de bucles de CDR1, CDR2 y CDR3 con el anticuerpo no humano.
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Descripciéon detallada de la invencién

Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones, las formas singulares "un", "una", "el" y "la
incluyen referencias al plural a menos que el contexto lo indique claramente de otro modo. Por tanto, por ejemplo la
referencia a "un anticuerpo adaptado al ser humano" es una referencia a uno o mas anticuerpos adaptados al ser
humano.

A menos que se defina de otro modo, todas las expresiones técnicas y cientificas usadas en el presente documento
tienen el mismo significado que el entendido cominmente por el experto habitual en la materia a la que pertenece la
presente invencion. Aunque se pueden usar procedimientos similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento en la practica o el ensayo de la invencion, en el presente documento se describen procedimientos
ilustrativos.

El término "anticuerpo” se refiere a inmunoglobulina o moléculas de anticuerpo y fragmentos de anticuerpo. En
general, los anticuerpos son proteinas o polipéptidos que muestran especificidad de unién por un antigeno
especifico. Los anticuerpos intactos son glucoproteinas heterotetraméricas, compuestas por dos cadenas ligeras
idénticas y dos cadenas pesadas idénticas. Tipicamente, cada cadena ligera esta ligada a una cadena pesada
mediante un enlace disulfuro covalente, mientras que el nimero de enlaces disulfuro varia entre las cadenas
pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulina. Cada cadena pesada y ligera tiene también puentes disulfuro
intracadena separados regularmente. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (VH) seguido
por varios dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo (VL) y un dominio
constante en su otro extremo; el dominio constante de la cadena ligera esta alineado con el primer dominio
constante de la cadena pesada y el dominio variable de cadena ligera esta alineado con el dominio variable de la
cadena pesada. Las cadenas ligeras de anticuerpo de cualquier especie de vertebrado se pueden asignar a uno o
dos tipos claramente distintos, concretamente kappa (k) y lambda (1), basandose en las secuencias de aminoacidos
de sus dominios constantes.

Las inmunoglobulinas se pueden asignar a cinco clases principales, concretamente IgA, IgD, IgE, IgG e IgM,
dependiendo de la secuencia de aminoéacido del dominio constante de cadena pesada. La IgA y la IgG se sub-
clasifican adicionalmente como los isotipos 1gA1, 1gA;, 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gGa.

Los anticuerpos son proteinas secretadas expresadas constitutivamente y secretadas por células plasmaticas. Los
anticuerpos pueden producirse también usando células plasmaticas inmortalizadas mediante procedimientos
convencionales, tales como generacién de hibridoma o mediante transfeccion de genes de cadena pesada y/o ligera
de anticuerpo en un linfocito B inmortalizado, tal como una célula de mieloma u otros tipos celulares, tales como
células de ovario de hamster chino (CHO), células vegetales y células de insecto.

La expresion "fragmentos de anticuerpo” se refiere a una porcion de un anticuerpo intacto, generalmente la region de
unién a antigeno o variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos
Fab, Fab', F(ab"), y Fv, diacuerpos, moléculas de anticuerpo de cadena sencilla, tales como moléculas de scFv
donde las cadenas pesada variable y ligera variable estan conectadas como una Unica cadena polipeptidica
mediante un engarce y anticuerpos multiespecificos formados por al menos dos anticuerpos intactos.

Los anticuerpos humanizados, adaptados al ser humano e injertados con CDR son anticuerpos monoclonales
quiméricos que contienen CDR de una especie no humana y regiones marco de regién variable y regiones
constantes de un anticuerpo humano.

La presente invencién proporciona un procedimiento novedoso de adaptacion al ser humano basada en estructura
basado en estructuras moleculares, modelado y secuencias para la modificacion mediante ingenieria genética para
el ser humano de moléculas de anticuerpo. El procedimiento da como resultado moléculas de anticuerpo humano,
cuyas secuencias son altamente similares a las secuencias humanas (para reducir la potencial inmunogenia) y
cuyas afinidades por el antigeno son comparables al anticuerpo parental no humano, tipicamente de raton. Las
etapas en el procedimiento comprenden comparar una secuencia de ratdn con una base de datos de secuencias
humanas para homologia global de toda la secuencia y para diferentes regiones locales y aplicar varios filtros para
identificar secuencias humanas candidatas. Los criterios de seleccion para tales filtros incluyen la conservacion de
las longitudes de bucle de CDR de raton en secuencias humanas, homologias de secuencia en bucles y
opcionalmente la aplicacion de varios rasgos de reconocimiento explicitos y derivables determinados mediante
construccion de modelos moleculares de anticuerpos.

Se conoce de forma comun que la transferencia de CDR de un anticuerpo no humano a un marco humano da como
resultado una reduccién de la unién al antigeno. La afinidad reducida se debe a la pérdida en el reconocimiento
molecular entre el antigeno y el anticuerpo adaptado al ser humano. La causa subyacente para la pérdida de
energia libre son los cambios estructurales en la superficie del anticuerpo en la interfaz alterada de anticuerpo-
antigeno. Esta interfaz implica las 6 CDR, 3 en cada VL y VH y también cambios estructurales inducidos en la region
debido a empaqguetamiento alterado de las nuevas VL y VH. Para ganar algo de la afinidad perdida, varios grupos
tienen restos mutados en los marcos humanos a restos de ratén, denominadas en la bibliografia retromutaciones. El
procedimiento de adaptacion al ser humano descrito en la presente solicitud no requiere introduccion de
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retromutaciones. La retencion de afinidad de los anticuerpos adaptados al ser humano se debe a la l6gica usada en
la seleccién de los marcos. Los marcos se eligen basandose no sélo en las identidades de secuencia globales a lo
largo de toda la molécula, sino también en la longitud de bucle y las identidades de secuencia de los 6 bucles de
CDR, 3 en cada VL y VH. Tal légica garantiza las minimas alteraciones en la superficie de reconocimiento del
anticuerpo y, como consecuencia, la afinidad del anticuerpo por el antigeno cuando se pasa de un anticuerpo no
humano a uno adaptado al ser humano.

Una combinacién de criterios de secuencia y basados en estructura se usa en los procedimientos de la invencion.
Los procedimientos de la invencidn incluyen procedimientos de extraccién y andlisis de secuencias y estructuras en
bases de datos, tales como la base de datos de inmunoglobulina humana en NCBI (http:// ncbi.nim.nih.gov/) y la
base de datos de inmunoglobulina de linea germinal humana (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) y la base de datos
estructural de proteinas (http://www.rcsb.org).

Las secuencias de gen V y J de linea germinal se descargaron de la base de datos VBase (http:// vbase.mrc-
cpe.cam.ac.uk/). VBase es un directorio extenso de todas las secuencias de region variable de linea germinal
humana recopilado de méas de mil secuencias publicadas, incluyendo aquellas en las publicaciones actuales de las
bibliotecas de datos de Genbank y EMBL. La base de datos se ha desarrollado a lo largo de varios afios en el MRC
Centre for Protein Engineering como una extension del trabajo de la secuenciacion y mapeo de genes de
anticuerpos humanos. La base de datos contiene secuencias de genes V y J de cadena pesada y ligera. Un marco
consiste en cuatro regiones marco (FR) cortas. Como se ve en la Fig. 3, FR1, FR2 y FR3 junto con CDR1, CDR2 y
una parte de CDR3 estan codificadas por el fragmento del gen V de linea germinal, mientras que FR4 esta
codificada por el fragmento del gen J de linea germinal. Para la busqueda de secuencias no humanas frente a
secuencias de anticuerpos humanos que contienen mutaciones somaticas se puede usar la base de datos de
inmunologia humana de NCBI (ncbi.nlm.nih.gov).

Existen dos sistemas de asignaciones de CDR para anticuerpos que se usan ampliamente para la delineacion de
secuencia. La definicion de CDR de Kabat esta basada en la variabilidad de secuencia de anticuerpos. La definicion
de CDR de Chothia esta basada en las estructuras tridimensionales de anticuerpos y topologias de los bucles de
CDR. En el procedimiento de la invencion se usa un consenso de los dos procedimientos para definir las CDR. En el
caso de las CDR de cadena ligera se usa la definicion de Kabat. En el caso de la CDR3 de cadena pesada, ambas
definiciones de Kabat y Chothia son idénticas y se puede usar cualquiera. En el caso de la CDR1 de cadena pesada,
la definicion de Kabat comienza ocho restos detras de la primera cisteina, mientras que la definicion de Chothia
comienza tres restos después de esta cisteina. En este caso se uso la definicion de Chothia. La definicion usa un
patrén finito para CDR1 que es una W seguida de un aminoacido hidréfobo, tal como V, | o A. La definicion de
Chothia termina 4 restos antes para esta CDR. En este caso se uso el patron de Kabat para la definicion de extremo
de CDR2. En el caso de VH-CDR2 se us0 la definicion de Kabat. Sin embargo, en la mayoria de las estructuras de
anticuerpo esta definicion basada en secuencia asigna una porcién de FR3 como perteneciente a CDR2. Por tanto,
se podria usar también una version mas corta de esta CDR, que termina 7 restos antes en la region C-terminal de
esta CDR. En algunos casos se construye un modelo molecular de la region variable de ratén. El modelo se usa
como una guia para las asignaciones de bucle de CDR. La Tabla 1 muestra asignaciones de CDR ilustrativas que se
pueden usar en el procedimiento de la invencion.

Tabla 1

Bucles de CDR | Definicion de inicio | Definicion de extremo
VL-CDR1 Kabat Kabat

VL-CDR2 Kabat/Chothia Kabat

VL-CDR3 Kabat Kabat

VH-CDR1 Chothia Kabat

VH-CDR2 Kabat Kabat, Kabat-7
VH-CDR3 Kabat/Chothia Kabat/Chothia

Las anteriores definiciones de CDR se usan para identificar secuencias humanas que tienen la mejor similitud global
y también las méaximas compatibilidades de longitud y similitudes de secuencia en los bucles de CDR con la
secuencia no humana.

En las Figs. 1 y 2 se muestran diagramas de flujo del procedimiento de la invencion para la seleccion de cadenas
pesada y ligera de linea germinal humana.
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El procedimiento de la invencién asegura la seleccion de secuencias humanas que satisfacen los siguientes
criterios:

1. Las secuencias humanas tienen identidad significativa con la secuencia de ratén a lo largo de toda la longitud
de la molécula, abarcando los 4 marcos y 3 CDR.

2. Las secuencias humanas tienen la maxima conservacion de longitudes de CDR 1, 2, y 3, es decir, un
alineamiento de secuencias humanas y de raton tiene el menor nimero de deleciones e inserciones en las 3
CDR.

3. Entre las secuencias en la base de datos humana, las secuencias seleccionadas tienen homologia
significativa con la secuencia de ratén en las CDR 1, 2y 3.

En una realizaciéon del procedimiento para seleccionar secuencias de anticuerpo humano para su uso en la
preparacién de moléculas de anticuerpo adaptadas al ser humano, las etapas comprenden lo siguiente:

a. Obtener una secuencia peptidica de una region variable de anticuerpo no humano —tipicamente, el anticuerpo
no humano es de un roedor, tal como un ratén o una rata. La informacion de secuencia peptidica puede
deducirse de las secuencias de nucledtidos de los genes de region variable de anticuerpo no humano. Estos
genes se pueden aislar, clonar y secuencias mediante técnicas bien conocidas por los expertos en la materia.

b. Delinear las CDR y FR de la secuencia peptidica de regioén variable de anticuerpo no humano.

c¢. Proporcionar una biblioteca de secuencias peptidicas de gen de anticuerpo de linea germinal humana que
comprende sub-bibliotecas de gen VH, VK, VA, JH, JKy J\.

d. Seleccionar un subconjunto de secuencias peptidicas de la biblioteca de gen de linea germinal humana que
tengan maximas similitudes de CDR y FR con el anticuerpo no humano -- las secuencias no humanas se
buscan para similitud frente a la base de datos de gen de linea germinal a lo largo de toda la longitud usando el
programa BLAST (Altschul y col., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)) y se seleccionan los mejores candidatos con
las mejores puntuaciones de BLAST. Esta etapa se lleva a cabo para las cadenas pesada y ligera. Se busca
una cadena pesada no humana frente a genes VH de linea germinal humana; se busca la cadena ligera no
humana frente a sub-bibliotecas de gen VK y VA de linea germinal humana.

e. Seleccionar un subconjunto de las secuencias de cadena pesada de anticuerpo humano seleccionadas en la
etapa d basandose en la comparacion de las compatibilidades de longitudes de los bucles de CDR1 y CDR2
con el anticuerpo no humano y similitudes de secuencia de los bucles de CDR1 y CDR2 con el anticuerpo no
humano -- se usa una puntuacién compuesta para evaluar los anteriores dos criterios. Se usa una matriz de
mutacién convencional, tal como la matriz de sustitucion BLOSUM 62 (Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89: 10915-10919 (1992)) para puntuar los alineamientos de las regiones CDR de secuencias no humanas
y humanas y se aplica una gran penalizacion si existe una insercion y/o delecion en los bucles de CDR. El
procedimiento se ha automatizado usando protocolos Pipeline Pilot ™ (un entorno de desarrollo de software
modular disponible en Accelrys, Inc., San Diego, CA). Opcionalmente, un usuario puede revisar las
puntuaciones y los alineamientos de secuencia y elegir un conjunto de genes de linea germinal humana para su
usoparaFR1,2y3.

f. Seleccionar un subconjunto de las secuencias de cadena ligera de anticuerpo humano seleccionadas en la
etapa d basandose en la comparacién de compatibilidades de longitud de bucles de CDR1, CDR2 y una parte
de CDR3 con el anticuerpo no humano y similitudes de secuencia de los bucles de CDR1, CDR2 y una parte de
CDR3 con el anticuerpo no humano -- se usa una puntuacion compuesta para evaluar los anteriores dos
criterios como se ha analizado anteriormente en la etapa e.

g. Seleccionar un subconjunto de secuencias peptidicas del gen J de cadena pesada de la sub-biblioteca de gen
JH de linea germinal humana basandose en las similitudes de secuencia entre el marco 4 del anticuerpo no
humano y las regiones del gen JH.

h. Seleccionar un subconjunto de secuencias peptidicas del gen J para la cadena ligera de las sub-bibliotecas
de gen JK y JA de linea germinal humana basandose en las similitudes de secuencia entre el marco 4 del
anticuerpo no humano y las regiones de gen JK y JA.

i. Combinar una seleccién de FR 1, 2 y 3 de la etapa e y una seleccion de FR4 de la etapa g para cadenas
pesadas humanas para seleccionar secuencias de cadena pesada de anticuerpo humano para su uso en la
preparacion de anticuerpos adaptados al ser humano.

j- Combinar una seleccion de FR 1, 2 y 3 de la etapa f y una seleccion de FR4 de la etapa h para cadenas
ligeras humanas para seleccionar secuencias de cadena ligera de anticuerpo humano para su uso en la
preparacion de anticuerpos adaptados al ser humano.

Todo el procedimiento se ha automatizado usando protocolos Pipeline Pilot™ en un entorno de flujo de trabajo visual.
El usuario puede aplicar ciertos criterios definidos por el usuario al procedimiento, tales como la presentacion de
puntuaciones, alineamientos correspondientes y nombres de genes de linea germinal o ajustar el nimero de
secuencias de salida.

El procedimiento de la invencion se puede usar con bases de datos gen de linea germinal de anticuerpo humano o
bases de datos de gen de anticuerpo humano que contiene mutaciones somaticas. En el caso del uso de una base
de datos de gen de anticuerpo humano con mutaciones somaticas, las etapas e) y f) implican compatibilidades de
longitud y similitudes de secuencia de las tres CDR y no existe necesidad de las etapas g) y h). Las secuencias de
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cadena ligera y pesada variable obtenidas se pueden usar para generar un Fab o varios Fab. Combinando estos
Fab con regiones constantes apropiadas se pueden obtener secuencias de anticuerpo monoclonal de longitud
completa.

Ademas de los procedimientos basados en secuencia se pueden usar también los enfoques basados en
estructura/modelo. Los modelos moleculares de las regiones V de anticuerpo no humano son altamente Utiles para
obtener rasgos estructurales de la molécula y, por tanto, para modificar mediante ingenieria genética para mejorar
las propiedades de interés. La calidad del modelo es muy importante y en el caso de modelos basados en un molde
estructural homologo, el alineamiento fiable de la secuencias diana y molde es muy critico. Véase, por ejemplo, Sali
y Blundell, J. Mol. Biol. 234: 779 (1993). El diagrama de flujo mostrado en la Fig. 4 se usa para seleccionar un molde
estructural para el modelado. La figura demuestra que se elige un molde basandose en la homologia global de toda
la secuencia de VL o VH incluyendo los 4 marcos y las 3 CDR vy clasificando después las mejores coincidencias
basandose en la longitud de bucle y también la similitud de secuencia de las 3 CDR.

El uso de modelos moleculares en combinacion con comparaciones de secuencia es una opcién util ya que los
procedimientos basados en secuencia por si mismos pueden no capturar las propiedades funcionales que con
mayor frecuencia se deben a rasgos tridimensionales que implican restos adyacentes espacialmente que estan
separados en la secuencia. La clasificacion de Kabat basada en secuencia asigna parte del marco en la estructura
del anticuerpo como perteneciente a la CDR. Los modelos moleculares se usan para delinear correctamente
regiones marco y CDR vy, por tanto, corregir las asignaciones basadas en secuencia. Una combinacion de modelado
estructural y procedimientos de analisis de secuencia usados en el presente documento es Util para la seleccion de
marcos humanos y también para maduracion por afinidad de un anticuerpo adaptado al ser humano.

La presente invencion proporciona un procedimiento novedoso de adaptacion al ser humano de anticuerpos. El
procedimiento usa genes V y J de linea germinal humana como una fuente de secuencias de FW aceptoras, clasifica
todas las moléculas aceptoras basandose en las similitudes de FW y otros criterios entre secuencias de anticuerpo
no humano y de linea germinal humana y genera una biblioteca de anticuerpos adaptados al ser humano
representativos.

El algoritmo definido anteriormente se puede modificar para cambiar el tamafio de la biblioteca de FW a fin de
coincidir con la capacidad de exploracion de laboratorio de quimica. Para las cadenas pesada y ligera de anticuerpo
de roedor se generaran respectivamente las correspondientes bibliotecas de FW y todas las cadenas pesadas y
ligeras adaptadas al ser humano se combinardn para la exploracién. Por tanto, el algoritmo de estrategia de
biblioteca de FW global de la invencion aumenta la probabilidad de encontrar parejas favorables de cadenas
pesadas y ligeras humanas con interacciones intercadena éptimas que probablemente son importantes para la
conservacion de la afinidad.

Después de la seleccion de parejas favorables de marcos de cadenas pesadas y ligeras humanas mediante los
procedimientos de la invencién se puede construir una molécula adaptada al ser humano que incluye cada una de
las regiones CDR de la region variable no humana y las regiones marco de al menos un miembro de los marcos
representativos de cadena pesada y ligera humana seleccionados, donde la nueva molécula es un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo adaptado al ser humano que se une al mismo antigeno que el unido por el anticuerpo no
humano. Se pueden usar técnicas de ADN recombinante bien conocidas por los expertos en la materia para
construir las moléculas adaptadas al ser humano. Las nuevas moléculas se pueden seleccionar después explorando
cada molécula para afinidad de unién a antigeno y seleccionando el anticuerpo o fragmento de anticuerpo adaptado
al ser humano 6ptimo.

El procedimiento de la invencidon proporciona varias ventajas frente a técnicas actuales de adaptacion al ser
humano. Por ejemplo, a diferencia de todas las demas estrategias basadas en estructura, tales como injerto de
SDR, el procedimiento de la invencidn no requiere informacién estructural detallada de anticuerpo o complejo de
antigeno-anticuerpo. Otra ventaja del procedimiento de la invencion es que puede proporcionar varios anticuerpos
comparables, aunque humanizados de forma distinta para el mismo donador de CDR. Esto es especialmente Uutil
para el desarrollo de anticuerpos terapéuticos, permitiendo a los investigadores seleccionar un candidato lider y
tener uno o mas candidatos de seguimiento o de reserva.

Otra ventaja relacionada del procedimiento de la invencion es que estos candidatos comparables, con sus distintas
secuencias, pueden tener diferentes propiedades quimicas, fisiologicas y farmacéuticas. Esto se puede usar en
otros aspectos de la mejora de anticuerpo terapéutico. Por ejemplo, las CDR de anticuerpo con baja solubilidad se
pueden ajustar a una biblioteca de marco humano y se puede seleccionar un buen enlazador con solubilidad
mejorada de los anticuerpos resultantes.

La presente invencion se describir4 ahora con referencia a los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1
Adaptacion al ser humano de un anticuerpo monoclonal quimérico

El infliximab es un anticuerpo monoclonal IgGk quimérico con un peso aproximado de 140 kDa. El infliximab se une
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especificamente al factor de necrosis tumoral alfa (TNF,) humano y estd compuesto de regiones constantes
humanas y variables murinas (Véase la Figura 16A y 16B de la Patente de Estados Unidos N° 5.656.272 para
secuencias de aminoéacidos de infliximab (cA2)) y se comercializa con el nombre comercial REMICADE®. El
infliximab tiene una regién variable de cadena pesada de 119 aminoacidos (SEC ID N°: 1) y una regién variable de
cadena ligera de 107 aminoacidos (SEC ID N°: 2).

El procedimiento de la invencion se aplic6 a las secuencias de regién variable de cadena pesada y ligera de
infliximab para seleccionar VH y VL de linea germinal humana. La region VH seleccionada es idéntica a la secuencia
de linea germinal humana VH3 3-72 y JH4. Se compara con regiones marco de infliximab en la Fig. 5. La parte de
marco de la region VL seleccionada, mostrada en la Fig. 6, es idéntica a la secuencia de linea germinal humana VK1
A10 y JK3. La secuencia de regién VH seleccionada se combind con una cadena constante humana IgGk H,
CAA75030 (con sustitucion A236V). La secuencia de la region VL seleccionada se combind con una cadena
constante humana lgGk, CAA0981.

Los anticuerpos se evaluaron para la union a TNF, humano usando un formato de ELISA. En resumen, el TNF,
humano se aplicd como revestimiento en los pocillos de una placa de 96 pocillos y se incubaron los mAb candidatos
a diversas concentraciones (de 20 a 0,2 ng/ml) y se detect6 el anticuerpo unido con anti-lgG de cadena ligera kappa
humana marcado con HRP (Jackson, ImmunoResearch, West Grove, PA). La curva de titulacién de ELISA para el
clon de longitud completa (denominado C7) se muestra en la Fig. 7 e indic6 comparabilidad con el infliximab sintético
de longitud completa (C3) y REMICADE®.

Las mediciones de la unidon de TNF, a C7 y REMICADE por BIACOR (3 pares de experimentos) se muestran en la
Tabla 2 y también demuestran la comparabilidad de los dos anticuerpos.

Tabla 2
Anticuerpo Kas (1/Ms) Kgis (1/S) Kp calc. (pM)
REMICADE® 5,47 +1,37x10° | 9,68 + 5,64x10™ | 170

C7 adaptado al ser humano basado en estructura | 8,03 + 0,93x10° | 5,63 + 0,94x10° | 70

Ejemplo 2
Adaptacién al ser humano de un anticuerpo monoclonal murino

El procedimiento de la invencién se aplic6 a un anticuerpo de proteina F de Virus Sincitial Respiratorio (RSV)
neutralizante murino denominado 101F anti-RSV para seleccionar VH y VL de linea germinal humana para construir
el anticuerpo adaptado al ser humano anti-RSV B21M. El anticuerpo 101F tiene una regién variable de cadena
pesada de 120 aminoacidos (SEC ID N°: 3) y una region variable de cadena ligera de 112 aminoacidos (SEC ID N°:
4).

El marco de la region VH seleccionada es idéntico a la secuencia de linea germinal humana VB_2-05 y JH4. Se
compara con las regiones marco de F101 anti-RSV de ratén en la Fig. 8. La secuencia de la regién VH seleccionada
se combind con una cadena constante humana P01857- IgG 1 (con sustitucion V234A). El marco de la region VL
seleccionada es idéntico a la secuencia de linea germinal humana VB_B3 y JK1. Se compara con las regiones
marco de F101 anti-RSV de ratdén en la Fig. 9. La secuencia de VL seleccionada se combindé con una cadena
constante humana P01834- IgG k (con sustitucion S227L).

Los anticuerpos se evaluaron para la union al dominio extracelular de la proteina F de RSV expresada
recombinantemente usando un formato de ELISA. En resumen, la proteina F de RSV humana se aplic6 como
revestimiento en los pocillos de una placa de 96 pocillos y se incubaron los mAb candidatos a diversas
concentraciones (de 10 a 0,2 ng/ml) y se detectd el anticuerpo unido con anticuerpo anti-cadena ligera kappa
humana marcado con HRP (Jackson, ImmunoResearch, West Grove, PA). La curva de titulacion de ELISA para el
clon B21M de longitud completa adaptado al ser humano se muestra junto con la del anticuerpo 101F y la marca de
producto comercial SYNAGIS® de pavilizumab en la Fig. 10. El B21M adaptado al ser humano indic6 la
comparabilidad con el anticuerpo 101F de ratén y SYNAGIS®. Las mediciones de unién medidas mediante BIACOR
para la unién de proteina F de RSV se muestran en la Tabla 3 y demuestran también la comparabilidad de los dos
anticuerpos. B21M también muestra neutralizacién de virus comparable al anticuerpo quimérico anti-101F y
SYNAGIS® (véase la Tabla 3).
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Tabla 3: Datos de resonancia de plasmon superficial y datos de neutralizacion de virus para B21M, Synagis y Numax

Synagis® Numax B21M
KD (nM) (Biacore) 0,40 (+/- 0,007) | 0,24 (+/-0,09) | 1,7 (+/-0,1)
Kon 8,7 x 10° 5,2 x 10° 9,2 x10°
Koff 3,5x10" 1,2 x 10" 16 x 10"

Clsp para neutralizacion de virus 104,0 + 0,01 20,5+ 0,01 13,9+0,01
(ng/ml) (n =103) (N=3) (n=103)

Para ensayar la validez del procedimiento se usaron cuatro cadenas ligeras adicionales que se seleccionaron como
mejores coincidencias en el procedimiento de adaptacién al ser humano para construir anticuerpos anti-RSV
adaptados al ser humano. Los cuatro marcos son idénticos a las secuencias humanas VB_Al7, VB_A10,
0i:20150128 y VB_AS3. Las primeras dos secuencias y la cuarta secuencia son de la base de datos de linea germinal
humana y la tercera es una secuencia Hulg. Estas cuatro VL en combinacion con las anteriores VH se denominan
B21M, B26A, B26B, B28A y B28B. Estas cuatro moléculas tienen perfiles de unién similares a B21M (véase la Fig.
11).

10
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para seleccionar secuencias de anticuerpo humano para su uso en la preparacion de moléculas
de anticuerpo adaptadas al ser humano que comprende las etapas de:

a. obtener una secuencia peptidica para una regién variable de anticuerpo no humano;

b. delinear las regiones determinantes de complementariedad (CDR) y regiones marco (FR) de la secuencia
peptidica de regién variable de anticuerpo no humano;

c. proporcionar una biblioteca de secuencias peptidicas de gen de anticuerpo de linea germinal humana que
comprende sub-bibliotecas de genes VH, VK, Vi, JH, JKy J\;

d. seleccionar un subconjunto de secuencias peptidicas de la biblioteca de gen de linea germinal humana que
tengan méximas similitudes de secuencia de CDR y FR con las cadenas pesada y ligera del anticuerpo no
humano;

e. seleccionar un subconjunto de las secuencias de cadena pesada de anticuerpo de linea germinal humana
seleccionadas en la etapa d basandose en:

el. comparacion de compatibilidades de longitud de los bucles de CDR1 y CDR2 con el anticuerpo no
humano; y
e2. similitudes de secuencia de los bucles de CDR1 y CDR2 con el anticuerpo no humano;

f. seleccionar un subconjunto de las secuencias de cadena ligera de anticuerpo de linea germinal humana
seleccionadas en la etapa d basandose en:

f1. comparacion de compatibilidades de longitud de los bucles de CDR1, CDR2 y una parte de CDR3 con el
anticuerpo no humano; y

f2. similitudes de secuencia de los bucles de CDR1, CDR2 y una parte de CDR3 con el anticuerpo no
humano;

g. seleccionar un subconjunto de secuencias peptidicas del gen J de cadena pesada de la sub-biblioteca del
gen JH de linea germinal humana basandose en las similitudes de secuencia entre el marco 4 del anticuerpo no
humano y las regiones del gen JH;

h. seleccionar un subconjunto de secuencias peptidicas del gen J para la cadena ligera de las sub-bibliotecas
del gen JK y JA de linea germinal humana basandose en similitudes de secuencia entre el marco 4 del
anticuerpo no humano y las regiones de gen JK y JA;

i. combinar una selecciéon de FR 1, 2 y 3 de la etapa e y una seleccion de FR4 de la etapa g para cadenas
pesadas humanas para seleccionar secuencias de cadena pesada de anticuerpo humano para su uso en la
preparacion de anticuerpos adaptados al ser humano; y

j. combinar una selecciéon de FR 1, 2 y 3 de la etapa f y una seleccion de FR4 de la etapa h para cadenas
ligeras humanas para seleccionar secuencias de cadena ligera de anticuerpo humano para su uso en la
preparacion de anticuerpos adaptados al ser humano.

2. Un procedimiento para seleccionar secuencias de anticuerpos humanos que contienen mutaciones somaticas
para su uso en la preparacion de moléculas de anticuerpo adaptadas al ser humano que comprende las etapas de:

a. obtener una secuencia peptidica para una regién variable de anticuerpo no humano;

b. delinear las regiones determinantes de complementariedad (CDR) y regiones marco (FR) de la secuencia
peptidica de regidn variable de anticuerpo no humano;

c. proporcionar una biblioteca de secuencias peptidicas de gen de anticuerpo somatico humano;

d. seleccionar un subconjunto de secuencias peptidicas de la biblioteca de gen somatico humano que tengan
las méaximas similitudes de secuencia de CDR y FR con las cadenas pesada y ligera del anticuerpo no humano;
e. seleccionar un subconjunto de las secuencias de cadena pesada de anticuerpo somatico humano
seleccionadas en la etapa d para su uso en la preparacion de anticuerpos adaptados al ser humano basandose
en:

el. comparacién de compatibilidades de longitud de bucles de CDR1, CDR2 y CDR3 con el anticuerpo no
humano; y
e2. similitudes de secuencia de bucles de CDR1, CDR2 y CDRS3 con el anticuerpo no humano; y

f. seleccionar un subconjunto de las secuencias de cadena ligera de anticuerpo somatico humano
seleccionadas en la etapa d para su uso en la preparacion de anticuerpos adaptados al ser humano basandose
en:

f1. comparacion de compatibilidades de longitud de bucles de CDR1, CDR2 y CDR3 con el anticuerpo no
humano; y
f2. similitudes de secuencia de bucles de CDR1, CDR2 y CDR3 con el anticuerpo no humano.

3. El procedimiento de la reivindicacién 1 o 2 que comprende ademds la etapa de construccion de una nueva
molécula adaptada al ser humano que incluye cada una de las regiones CDR de la regién variable y regiones marco
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no humanas de al menos un miembro de los marcos representativos de cadena pesada y ligera humanos
seleccionados, en el que la nueva molécula es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo adaptado al ser humano
gue se une al mismo antigeno que el unido por el anticuerpo no humano.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que el anticuerpo adaptado al ser humano es un anticuerpo
monoclonal de longitud completa.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que el anticuerpo monoclonal de longitud completa es del tipo IgG1,
19G2, 1gG3, 1gG4, IgM, IgD, IgE o IgA.
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 10
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