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DESCRIPCION

Alternacién de las afinidades de union por FCRN o de las semividas en suero de los anticuerpos mediante
mutagénesis

Campo de lainvencion

La presente invencion se refiere a los campos de la inmunologia y de la ingenieria proteica. En particular, se refiere
a anticuerpos modificados de clase IgG que tienen alteradas las afinidades de unién por FcRn o alteradas las
semividas en suero como consecuencia de una o mas modificaciones de aminoacidos en la region Fc de los
mismos.

Antecedentes de lainvencién

Los anticuerpos son proteinas que exhiben especificidad de unién por un antigeno concreto. Los anticuerpos
nativos (es decir, de aparicion natural o de tipo salvaje) normalmente son glicoproteinas heterotetraméricas de
aproximadamente 150.000 dalton, compuestas por dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H)
idénticas. Como se muestra en la Figura 1, cada cadena ligera est4 unida a una cadena pesada mediante un
enlace covalente disulfuro, aunque el numero de enlaces disulfuro entre las cadenas pesadas de diferentes isotipos
de inmunoglobulina varia. Cada cadena pesada tiene, en un extremo, un dominio variable (Vy) seguido por una
serie de dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable (VL) en un extremo y un dominio
constante en el otro extremo. El dominio constante de la cadena ligera estd alineado con el primer dominio
constante de la cadena pesada.

Ciertas porciones de los dominios variables difieren extensamente en secuencia entre |os anticuerpos y son
responsables de la especificidad de unién de cada anticuerpo concreto a su antigeno concreto. Los dominios
constantes no estan implicados directamente en la uniéon de un anticuerpo a un antigeno, pero exhiben varias
funciones efectoras. En funcion de la secuencia de aminoéacidos de la region constante de las cadenas pesadas, los
anticuerpos o inmunoglobulinas se pueden asignar a diferentes clases. Hay cinco clases principales (isotipos) de
inmunoglobulinas en seres humanos: IgA, IgD, IgE, 1gG, e IgM, y varias de éstas pueden ademas dividirse en
subclases (subtipos), tales como IgG1, I1gG2, IgG3 e 1gG4, asi como IgAl e IgA2.

Una representacion esquematica de la estructura de 1gG nativa se muestra en la Figura 1, en la que estan indicadas
las diversas porciones de la molécula de anticuerpo nativo. La regidn constante de la cadena pesada incluye Cyl, la
region bisagra, Cu2, y Cu3. La digestion con papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos, Fab y Fc. El
fragmento Fc consiste en Cu2, Cu3, y parte de la region bisagra. Se ha determinado la estructura cristalina del
fragmento Fc de la 1IgG1 humana (Deisenhofer, Biochemistry 20:2361-2370 (1981)). En las moléculas de IgG
humanas, el fragmento Fc se genera mediante escisién con papaina de la regidn bisagra N-terminal a Cys 226. Por
tanto, la regién Fc de la cadena pesada de la IgG humana normalmente se define como la extension desde el
residuo de aminoacido en la posicion 226 al extremo C (humerado de acuerdo con el indice de la UE de Kabat, y
col., "Sequences of Proteins of Immunological Interest", 52 ed., National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991);
en lo sucesivo en el presente documento se usa el esquema de numeracion de la UE).

La region Fc es esencial para las funciones efectoras de los anticuerpos. Las funciones efectoras incluyen iniciar la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), iniciar la fagocitosis y la citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos (AD-CC) y transferir los anticuerpos a través de las barreras celulares mediante
transcitosis. Ademas, la regién Fc es crucial para mantener la semivida en suero de un anticuerpo de clase IgG
(Ward y Ghetie, Ther. Immunol. 2:77-94 (1995)).

En los estudios se ha descubierto que la semivida sérica de un anticuerpo 1gG esta mediada por la union de Fc al
receptor de Fc neonatal (FcRn). El FcRn es un heterodimero que consiste en una cadena o transmembrana y una
cadena B soluble (B2-microglobulina). EI FcRn comparte un 22-29% de identidad de secuencia con las moléculas
de MHC de clase | y tiene una version no funcional de la ranura de unién péptido-MHC (Simister y Mostov, Nature
337:184-187 (1989)). Los dominios ol y a2 de FcRn interaccionan con los dominios Cx2 y Cn3 de la region Fc
(Raghavan y col., Immunity 1:303-315 (1994)).

Se ha propuesto un modelo de cédmo FcRn podria regular la semivida sérica de un anticuerpo. Como se muestra en
la Figura 2, las IgG son captadas por las células endoteliales a través de pinocitosis no especifica y, después,
entran en los endosomas acidos. FcRn se une a IgG a un pH éacido (<6,5) en los endosomas y liberan IgG a un pH
béasico (> 7,4) en la corriente sanguinea. De acuerdo con esto, la FcRn salva a la IgG de una via de degradacion
lisosomal. Cuando los niveles de IgG en suero disminuyen, se dispone de mas moléculas de FcRn para la union a
IgG de modo que se salva un incremento de la cantidad de IgG. Por el contrario, si los niveles de IgG en suero
aumentan, el FcRn se satura y, de este modo, se incrementa la proporcién de IgG pinocitosada que se degrada
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(Ghetie y Ward, Annu. Rev. Immunol. 18:739-766 (2000)).

Consistente con el modelo anterior, los resultados de numerosos estudios avalan una correlacion entre la afinidad
de la unién de FcRn y la semivida en suero de un anticuerpo (Ghetie y Ward, ibid.). Es significativo el hecho de que
dicha correlaciéon se ha extendido a anticuerpos sometidos a ingenieria con mayor afinidad por FCRn que sus
moléculas parentales de tipo salvaje.

Ghetie et al. realizaron una mutagénesis aleatoria en la posicion 252, la posicion 254 y la posiciéon 256 en un
fragmento de bisagra de Fc de IgG1 de ratén. Un mutante mostré una afinidad tres veces y media superior para la
FcRn de ratén y una semivida de aproximadamente 23% o 65% mayor en dos cepas de raton, respectivamente, en
comparacion con las del tipo salvaje (Ghetie y col., Nat. Biotechnol. 15:637-640 (1997)).

Shields y col. usaron mutagénesis de barrido con Alanina para alterar los residuos en la region Fc de un anticuerpo
IgG1 humano y, después, evaluaron la uniéon a FcRn humano. Encontraron varios mutantes con una afinidad de
unién mayor por FCRn humano que el tipo salvaje, pero no identificaron mutaciones en las posiciones 250, 314 o
428 (Shields y col., J. Biol. Chem. 276: 6591-6604 (2001)).

Martin y col. propusieron la mutagénesis en una serie de posiciones en la Fc de la IgG humana para incrementar la
unién a FcRn, incluidas, entre muchas otras, las posiciones 250, 314 y 428. No obstante, ninguno de los mutantes
propuestos por Martin y col. se construyd o analiz6 segun su uniéon a FcRn (Martin y col., Mol. Cell 7:867-877
(2001)).

Dall'Acqua et al. han descrito la mutagénesis aleatoria y deteccion selectiva de bibliotecas de expresién en fagos
del fragmento Fc-bisagra de IgGl humana frente al FcRn de ratén. Divulgaron la mutagénesis aleatoria de las
posiciones 428-436, pero no identificaron que la mutagénesis en la posicion 428 tuviera ningun efecto sobre la
afinidad de unién a FcRn de ratdn e indicaron que el amino&cido salvaje, metionina, en esta posicion es favorable a
una union eficaz (Dall'Acqua y col., J. Immunol. 169:5171-5180 (2002)).

Kim y col. realizaron mutagénesis en la IgG1 humana mediante sustituciones de aminoécidos en la posicion 253, la
posiciéon 310 o la posicion 435 de la regidon Fc. Encontraron que los fragmentos mutantes de Fc-bisagra tienen
semividas reducidas en ratones en comparacion con el fragmento Fc-bisagra de IgG1 salvaje y concluyeron que
lle253, His310 y His435 desempefian un papel fundamental en la regulacion de la semivida en suero de IgG (Kim'y
col., Eur. J. Immunol. 29:2819-2825 (1999)).

Hornick y col. mostraron que una sustitucién de un Unico aminoacido en la posicion 253 en la region Fc de un
anticuerpo IgG1 humano quimérico acelera el aclaramiento en ratones y mejora la inmunocentelleo de los tumores
sélidos (Hornick y col., J. Nucl. Med. 41: 355-362 (2000)).

La patente de EE.UU. n°® 6.165.745 divulga un procedimiento de producir un anticuerpo con una menor semivida
bioldgica mediante la introduccion de una mutacién en el segmento de ADN que codifica el anticuerpo. La mutacion
incluye una sustitucion de aminoacido en las posiciones 253, 310, 311, 433 6 434 del dominio Fc-bisagra.

Las patentes de EE.UU. nimeros 5.530.101; 5.585.89; 5.693.761; 5.693.762; y 6.180.370 divulgan la humanizacion
de inmunoglobulinas..

La patente de EE.UU. n°® 6.277.357 B1 divulga una composicién que comprende una molécula de IgG mutante que
tiene una mayor semivida en suero con respecto a la IgG salvaje, en la que la molécula de IgG mutante comprende
las sustituciones de aminoacidos: treonina a leucina en la posicion 252, treonina a serina en la posicién 254 o
treonina a fenilalanina en la posiciéon 256. También se divulga una IgG mutante con una sustitucién de aminoacido
en la posicion 433, 435 o 436.

La publicacién de solicitud de patente de EE.UU. US 20020098193 Al y la publicacién PCT N° WO 97/34621
divulgan moléculas de IgG mutantes que tienen mayores semividas en suero respecto a la IgG en la que la
molécula IgG mutante tiene al menos una sustitucion de aminoacido en la region Fc-bisagra. No obstante, no se
proporciona ningun respaldo experimental para las mutaciones en las posiciones 250, 314 o 428.

La patente de EE.UU. N° 6,528,624 divulga una variante de un anticuerpo que comprende una region Fc de IgG, en
la que la variante comprende una sustituciéon de aminoacido en uno o mas de las posiciones de aminoacido 270,
322, 326, 327, 329, 331, 333, y 334 de la region Fc de IgG humana.

La publicacion PCT n°® WO 98/05787 divulga la delecién o sustitucion de aminoacidos en las posiciones 310-331 del
anticuerpo BR96 con el fin de reducir su toxicidad inducida, pero no divulga modificaciones de aminoacidos que den
lugar a alteracién de la union a FcRn.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2394 088 T3

La publicacion PCT N° WO 00/42072 divulga un polipéptido que comprenden una region Fc variante con alteracion
de la afinidad de uniéon a FcRn, en el que el polipéptido comprende una modificacion de aminoacido en una
cualquiera o mas de las posiciones de aminoacido 238, 252, 253, 254, 255, 256, 265, 272, 286, 288, 303, 305, 307,
309, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 386, 388, 400, 413, 415, 424, 433, 434, 435, 436, 439, y 447
de la region Fc, en el que la numeracién de los residuos de la region Fc es la del indice de la UE (Kabat y col., op.
cit.)

La publicacion PCT n°® WO 02/060919 A2 divulga una IgG modificada que comprende un dominio constante de IgG
que comprende una o mas modificaciones de aminoacidos respecto a un dominio constante de IgG salvaje, en el
gue la IgG modificada tiene una mayor semivida en comparacion con la semivida de una IgG que tiene el dominio
constante de IgG salvaje, y en el que la una o mas modificaciones de aminoacidos estan en una o mas de las
posiciones 251, 253, 255, 285-290, 308-314, 385-389 y 428-435. No obstante, no se divulgan ejemplos de
mutaciones en las posiciones 314 o0 428 con alteracion de la union a FcRn.

Martin, W.L. (Doctoral dissertation entitled, "Protein-Protein Recognition: The Neonatal Fc Receptor and
Immunoglobulin G," California Institute of Technology (2001)) propone mutaciones tedricas en varias posiciones de
Fc de la region constante de gamma-2a de rata, incluidas las posiciones 250 a 428, que pueden incrementar la
afinidad de union por fcRn. Martin sugiere la posibilidad de sustituir entre otros, isoleucina por valina en la posicion
250 o sustituir fenilalanina por leucina en la posicion 428. Martin no sugiere ninguna sustitucién para la posicion
314. Martin no demuestra un incremento de la afinidad de unién a FcRn para ninguna de estas mutaciones
propuestas.

Las publicaciones a las que se hace referencia en lo que antecede no han mostrado que la semivida en suero o la
afinidad de unién a FcRn de un anticuerpo de la clase IgG se pueda alterar mediante las modificaciones de
aminoacidos en la posicion 250, la posicion 314 o la posicion 428 de la region Fc. La presente invencion ha usado
modelacion molecular para seleccionar residuos de Fc cerca del sitio de contacto de FCRn que podrian tener un
efecto sobre la unién, pero no necesariamente tiene que ser union dependiente de pH. Las modificaciones de
aminoacidos se realizaron en las posiciones 250,314 6 428 de la region constante de una cadena pesada de
inmunoglobulina de clase IGG. Las semividas en suero o las afinidades de unién a FcRn de los anticuerpos que
comprenden dichas modificaciones se alteraron y, por tanto, eran diferentes de las de los anticuerpos no
modificados.

Sumario de lainvencién

La presente invencién proporciona un anticuerpo modificado de daclizumab que comprende &cido glutamico o
glutamina en el residuo de aminoéacido 250 y leucina o fenilalanina en el residuo de aminoacido 428 y en el que los
residuos de aminoacidos estan numerados por el sistema de numeracion de UE para usar en profilaxis o terapia, en
el que

(a) el residuo de amino&cido 250 de la region constante de la cadena pesada es acido glutdmico y el residuo
de aminoécido 428 de la regién constante de la cadena pesada es fenilalanina.

(b) el residuo de aminoéacido 250 de la regién constante de la cadena pesada es glutamina y el residuo de
aminoacido 428 de la region constante de la cadena pesada es fenilalanina; o

(c) el residuo de aminoacido 250 de la regién constante de la cadena pesada es glutamina y el residuo de
aminoacido 428 de la region constante de la cadena pesada es leucina

La presente invencion se basa en la identificacion por los inventores de varias mutaciones en el dominio constante
de una molécula de IgG humana que alteran (es decir, incrementan o disminuyen) la afinidad de la molécula de IgG
por FcRn. La presente invencion proporciona anticuerpos modificados que tienen alteradas la afinidad de unién a
FcRn y/o la semivida sérica respecto a la del correspondiente anticuerpo no modificado. La semivida in vivo (es
decir, la persistencia en suero u otros tejidos de un sujeto) de los anticuerpos, y otras moléculas bioactivas, es un
importante parametro clinico que determina la cantidad y la frecuencia de la administracion de anticuerpo (o de
cualquier otra molécula farmacéutica). De acuerdo con esto, dichas moléculas, incluidos los anticuerpos, con
semivida incrementada (o disminuida) tienen una importancia farmacéutica significativa.

La presente divulgacién se refiere a una molécula modificada (preferentemente un anticuerpo) que tiene una
semivida incrementada (o disminuida) in vivo en virtud de la presencia de un dominio constante de IgG modificada
(preferentemente de una IgG humana) o una porcién de unién a FcRn del mismo (preferentemente, la Fc o el
dominio Fc-bisagra), en la que el dominio constante de la IgG, o un fragmento del mismo, se modifica
(preferentemente por una sustitucion de aminoéacio) para aumentar (o reducir) la afinidad por FcRn.
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En concreto, la presente divulgacion se refiere a anticuerpos de clase IgG modificados, cuyas semividas in vivo se
han extendido (o reducido) mediante los cambios en los residuos de aminoacidos en las posiciones identificadas
por los estudios estructurales para implicar directa o indirectamente en la interaccion del dominio bisagra de Fc con
el receptor FcRn. Preferentemente, el anticuerpo de clase 1gG modificado se selecciona del grupo que consiste en
daclizumab, fontolizumab, visilizumab y M200.

En formas de realizacién preferidas, el dominio constante (o un fragmento del mismo) tiene una afinidad mayor por
FcRn a pH 6,0 que a pH 7,4. Es decir, la dependencia de pH de la afinidad de unién a FcRn imita a la dependencia
de pH del tipo salvaje. En formas de realizacién alternativas, los anticuerpos modificados de la presente invencién
pueden exhibir perfiles de dependencia de pH alterados con respecto a los del anticuerpo no modificado. Dichos
perfiles de dependencia de pH alterados pueden ser Utiles en algunas aplicaciones terapéuticas o diagndsticas.

En algunas formas de realizacion, las modificaciones del anticuerpo de la presente invencion alteraran la uniéon a
FcRn y/o la semivida en suero sin alterar otras funciones efectoras del anticuerpo, como la ADCC o la CDC. En
formas de realizacion particularmente preferidas, los anticuerpos modificados de la invencion no exhiben cambios
en la union a los receptores Fc-gamma o Clg. en formas de realizacion alternativas, las modificaciones de
anticuerpo de la presente invencion pueden tener como resultado un incremento (o disminucion) de las funciones
efectoras, asi como un incremento de la semivida en suero. En formas de realizacion particularmente preferidas, los
anticuerpos modificados de la invencién pueden tener actividades incrementadas (o disminuidas) ADCC, asi como
un incremento de la semivida incrementada en suero.

Cabe indicar que las modificaciones de la presente invencion también pueden alterar (es decir, incrementar o
disminuir) la biodisponibilidad (p. ej., el transporte a las superficies mucosas u otros tejidos diana) de los
anticuerpos modificados (u otras moléculas).

La presente divulgacion proporciona un anticuerpo modificado de clase 1gG, en el que al menos un aminoacido de
la regién constante de la cadena pesada seleccionado del grupo que consiste en los residuos de aminoacidos 250,
314 y 428 esta sustituido por un residuo de aminoacido diferente del presente en el anticuerpo no modificado.
Preferentemente, esta sustitucion altera la afinidad de union por FcRn y/o la semivida en suero de dicho anticuerpo
modificado con respecto al anticuerpo salvaje no modificado. La presente invencion ademdas proporciona un
anticuerpo modificado que tiene una mayor afinidad de unién por FcRn y un incremento de la semivida en suero en
comparacion con el anticuerpo no modificado, en el que el residuo de aminoacido 250 de la regién constante de la
cadena pesada esta sustituido con &cido glutdmico o glutamina; y el residuo de aminoacido 428 de la region
constante de la cadena pesada esté sustituido con fenilalanina o leucina.

La presente invencién ademas proporciona un anticuerpo modificado que tiene una mayor afinidad de union por
FcRn y/o mayor semivida en suero en comparacion con el anticuerpo no modificado, en el que (a) el residuo de
aminoacido 250 de la regiéon constante de la cadena pesada esta sustituido con acido glutdmico y el residuo de
aminoacido 428 de la region constante de la cadena pesada estad sustituido con fenilalanina; (b) el residuo de
aminoacido 250 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con glutamina y el residuo de
aminoacido 428 de la regién constante de la cadena pesada esta sustituido con fenilalanina; o (c) el residuo de
aminoacido 250 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con glutamina y el residuo de
aminoacido 428 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con leucina.

La presente divulgacion proporciona ademas un anticuerpo modificado que tiene una menor afinidad de unién por
fcRn y/o menor semivida en suero en comparacion con el anticuerpo no modificado, en el que el residuo de
aminoacido 314 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con otro aminoacido que es diferente
del presente en un anticuerpo no modificado.

La presente divulgaciéon proporciona ademas un anticuerpo modificado que tiene una menor afinidad de unién por
FcRn y/o menor semivida en suero en comparacién con el anticuerpo no modificado, en el que el residuo de
aminoacido 250 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con arginina, asparagina, acido
aspartico, lisina, fenilalanina, prolina, tripté6fano o tirosina, o el residuo de aminoacido 428 de la regién constante de
la cadena pesada esta sustituido con alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, lisina, prolina, serina, treonina, tirosina o valina.

La presente divulgacion también proporciona un anticuerpo que tiene una region constante sustancialmente idéntica
a una regidn constante de anticuerpo de clase IgG natural, en la que al menos un residuo de aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en los residuos 250,314 y 428 es diferente del presente en el anticuerpo de
clase IgG natural, de modo que altera la afinidad de unién por FcRn y/o la semivida en suero de dicho anticuerpo
respecto al anticuerpo natural. En formas de realizacion preferidas, el anticuerpo de clase 1gG natural comprende
una region constante de la cadena pesada de una molécula de IgG1, IgG2, IgG2M3, 1gG3 o IgG4 humana.
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Asimismo, en formas de realizacion preferidas, el residuo de aminoacido 250 de la regién constante de la cadena
pesada del anticuerpo que tiene una regioén constante sustancialmente idéntica al anticuerpo de clase IgG natural
es acido glutdmico o glutamina; o el residuo de aminoacido 428 de la regién constante de la cadena pesada es
fenilalanina o leucina. En otras formas de realizacion preferidas, el anticuerpo que tiene una regién constante
sustancialmente idéntica al anticuerpo de clase 1gG natural tiene un residuo de acido glutamico en la posiciéon 250 y
el residuo de fenilalanina en la posicion 428; o el residuo de aminoacido 250 es glutamina y el residuo de
aminoacido 428 es fenilalanina; o el residuo de aminoacido 250 es glutamina y residuo de aminoacido 428 es
leucina.

En algunos aspectos de la divulgacion, el anticuerpo que tiene una regién constante sustancialmente idéntica a una
regién constante de anticuerpo de clase IgG natural incluye un residuo de aminoacido en la posicion 314 diferente
del presente en el anticuerpo natural, de modo que se reduce la afinidad de unién a FcRn y/o se reduce la semivida
en suero respecto al anticuerpo natural. Las formas de realizacién incluyen anticuerpos en los que el residuo de
aminoacido 314 es alanina, arginina, &cido aspartico, asparagina, cisteina, acido glutdmico, glutamina, glicina,
histidina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina. En una forma de
realizacion preferida, el residuo de aminoacido 314 es arginina.

En otros aspectos de la divulgacion, el anticuerpo que tiene una regién constante sustancialmente idéntica a una
regiébn constante de anticuerpo de clase IgG natural incluye un residuo de aminoacido en la posicion 250
seleccionado del grupo que consiste en arginina, asparagina, acido aspartico, lisina fenilalanina, prolina, triptéfano o
tirosina, de modo que se reduce la afinidad de uniébn a FcRn y/o se reduce la semivida en suero respecto al
anticuerpo natural. De forma similar, el residuo de aminoacido en la posicion 428 puede estar sustituido con un
residuo de aminoé&cido seleccionado del grupo que consiste en alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
cisteina, &cido glutamico, glutamina, glicina, histidina, lisina, prolina, serina, treonina, tirosina o valina, de modo que
se reduce la afinidad de union a FcRn y/o se reduce la semivida en suero respecto al anticuerpo natural.

La presente divulgacion proporciona ademas un procedimiento de modificar un anticuerpo de clase IgG en el que
dicho procedimiento comprende sustituir al menos un aminoacido de la region constante de la cadena pesada
seleccionada del grupo que consiste en los residuos de aminoacidos 250, 314 y 428 con un aminoacido que es
diferente del presente en un anticuerpo no modificado, de modo que causa alteracion de la afinidad de unién por
FcRn y/o la semivida en suero de dicho anticuerpo no modificado.

La presente invencion proporciona ademas moléculas polinucleotidicas que codifican las cadenas pesada y ligera
del anticuerpo de la reivindicacion 1.

Preferentemente, el vector de expresion es un vector de expresion replicable.

Opcionalmente, dicho procedimiento comprende ademas: preparar un segundo vector de expresion
(preferentemente un vector de expresion replicable), que comprende un promotor ligado operablemente a ADN que
codifica una cadena ligera de inmunoglobulina complementaria y transformar ademas dicha linea celular con dicho
segundo vector.

La presente invencion también incluye composiciones farmacéuticas y procedimientos de profilaxis y terapia usando
inmunoglobulinas modificadas (incluidas las inmunoglobulinas conjugadas con toxinas y radionudclidos), proteinas y
otras moléculas bioactivas de la invencién que tienen semividas alteradas. También se incluyen procedimientos de
diagnostico usando inmunoglobulinas, proteinas y otras moléculas bioactivas de la invencion modificadas que
tienen alteradas las semividas. En formas de realizacion preferidas, las modificaciones de aminoacidos de la
presente invencion se pueden usar para extender la semivida en suero de un anticuerpo terapéutico o diagnéstico.
Por ejemplo, la presente invencion proporciona un anticuerpo terapéutico o diagndstico modificado de clase IgG
con una semivida de eliminacién in vivo de al menos aproximadamente 1,3 veces mas prolongada que la del
correspondiente anticuerpo sin modificar. El anticuerpo terapéutico o diagnéstico modificado de la divulgacion, en el
gue al menos un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en los residuos 250, 314 o 428 es
diferente del presente en el anticuerpo no modificado. En formas de realizacion preferidas, el anticuerpo terapéutico
o diagndstico modificado tiene una semivida de eliminacién in vivo de al menos aproximadamente 1,3, 1,5, 1,8, 1,9
o0 superior a 2,0 veces mas prolongada que la del correspondiente anticuerpo no maodificado.

La presente divulgacién también proporciona un anticuerpo terapéutico o diagnéstico modificado de clase IgG con
un aclaramiento in vivo de al menos aproximadamente 1,3 veces menor que el del correspondiente anticuerpo sin
modificar. El anticuerpo terapéutico o diagnéstico modificado de la divulgacion, en el que al menos un residuo de
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en los residuos 250, 314 y 428 es diferente del presente en el
anticuerpo no modificado. En formas de realizacion preferidas, el anticuerpo terapéutico o diagndstico modificado
tiene un aclaramiento in vivo de al menos aproximadamente 1,3, 1,5, 1,8, 2,0, 2,3, 2,5, 2,8 veces o superior a 3,0
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veces menor que el del correspondiente anticuerpo no modificado. Preferentemente, el anticuerpo terapéutico se
selecciona del grupo que consiste en daclizumab, fontolizumab, visilizumab y M200.

La presente divulgacion proporciona ademas un anticuerpo terapéutico o diagnéstico modificado de clase IgG con
un area bajo la curva concentracion-tiempo in vivo de al menos aproximadamente 1,3 veces mayor que la del
correspondiente anticuerpo sin modificar. El anticuerpo terapéutico o diagnostico modificado de la divulgacion, en el
gue al menos un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en los residuos 250, 314 y 428 es
diferente del presente en el anticuerpo no modificado. En formas de realizacion preferidas, el anticuerpo terapéutico
o diagndstico modificado tiene una semivida de eliminacién in vivo de al menos aproximadamente 1,3, 1,5, 1,8, 2,0,
2,3, 2,6, 2,8 veces o superior a 3,0 veces mayor que la del correspondiente anticuerpo no modificado.

En formas de realizacién alternativas, las modificaciones de aminoacidos de la presente invencién también se
pueden usar para reducir la semivida en suero de un anticuerpo terapéutico o diagnoéstico. Dichos anticuerpos
terapéuticos o diagndsticos son bien conocidos en la técnica y se enumeran en la siguiente descripcion de la
invencion.

La invencion también proporciona un anticuerpo terapéutico modificado que comprende una secuencia de
aminoacidos de la cadena ligera de la SEC ID N° 118 y una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada
seleccionada de las SEC ID N° 122, 123, 127 y 128. La invencion también proporciona un vector que comprende un
polinucleétido que codifica una 0 mas de estas secuencias de aminoacido de las cadenas ligerra o pesada. La
presente invencion proporciona ademas una célula huésped que comprende este vector.

Ademas, la divulgacion proporciona: un anticuerpo terapéutico modificado que comprende una secuencia de
aminoacidos de la cadena ligera de la SEC ID N° 129 y una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada
seleccionada de las SEC ID N° 130-134; un anticuerpo terapéutico modificado que comprende una secuencia de
aminoacidos de la cadena ligera de la SEC ID N° 135 y una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada
seleccionada de las SEC ID N° 136-140; y un anticuerpo terapéutico modificado que comprende una secuencia de
aminoacidos de la cadena ligera de la SEC ID N° 141 y una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada
seleccionada de las SEC ID N° 142-146. La divulgacion también proporciona vectores, que comprenden una o0 mas
de las secuencias de aminoacidos de la cadena pesada y/o ligera de los anticuerpos terapéuticos modificados
indicados anteriormente; y la invencién proporciona una célula huésped que comprende cualquiera de los vectores
indicados anteriormente.

Breve descripciéon de las figuras

Figura 1. llustracion de la estructura de una molécula IgG
Figura 2. Via de rescate de moléculas de 1gG.

Figura 3A. Secuencias de aminoacidos de OST577-IgG2M3 y OST577-IgGl con las posiciones 250, 314 y 428 de la
cadena pesada resaltadas "OST577-VH" (SEC ID N° 1) representa la secuencia de aminoacidos de la region
variable de la cadena pesada de OST577-lgG2M3 o OST577-lgG1. "IgG2M3-CH" (SEC ID N° 2) representa la
secuencia de aminodcidos de la region constante de la cadena pesada de OST577-lgG2M3. "lgG1-CH" (SEC ID N°
3) representa la secuencia de aminoacidos de la regiéon constante de la cadena pesada de OST577-gG1. "OST577-
VL" (SEC ID N° 4) representa la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera de OST577-
IgG2M3 o OST577-lgGl.. "LAMBDA2-CL" (SEC ID ° 5) representa la secuencia de aminoacidos de la region
constante de la cadena ligera de OST577-lgG2M3 o0 OST577-1gG1.

Figura 3B. Secuencias de aminoacidos de las regiones constantes del OST577-lgG2M3 modificado en comparacion
con OST577-lgG2M3 no modificado (véase la Tabla 1 para la SEC ID N° de cada secuencia de aminoacidos
divulgada).

Figura 3C. Secuencias de aminoacidos de las regiones constantes de OST577-lgGl modificado en comparacion con
OST577-1gGl sin modificar.

Figura 3D. Secuencias de aminoacidos de Hul D10-lgG2M3 and Hul D10-lgG1 con las posiciones 250, 314 y 428
de la cadena pesada resaltadas "Hul D10-VH" (SEC ID N° 6) representa la secuencia de aminoacidos de la region
variable de la cadena pesada de Hul D10-lgG2M3 o Hul D10-lgG1. "IlgG2M3-CH" (SEC ID N° 2) representa la
secuencia de aminoacidos de la regién constante de la cadena pesada de Hul D10-lgG2M3. "IgG1-CH" (SEC ID N°
7) representa la secuencia de aminoacidos de la regién constante de la cadena pesada de Hul D10-lgG1. "Hul
D10-VL" (SEC ID N° 8) representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera de Hul
D10-lgG2M3 o Hul D10-lgGl. "KAPPA-CL" (SEC ID N° 9) representa la secuencia de aminoacidos de la regién
constante de la cadena ligera de Hul D10-lgG2M3 o Hul D10-lgG1.
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Figura 3E. Secuencias de aminoéacidos de las regiones constantes de Hul D10-lgG2M3 modificado en comparacion
con Hul D10-IlgG2M3 sin modificar.

Figura 3F. Secuencias de aminoacidos de las regiones constantes de Hul D10-lgG1 modificado en comparacion
con Hul D10-lgG1 sin modificar.

Figura 3F. Secuencias de aminoacidos de las regiones constantes de HulD 10-IgG1 modificado en comparacion
con HulD10-IgG1 sin modificar.

Figura 3G. Secuencias de aminoacidos de Hu1lD10-lgG3 y HulD10-1gG4 con las posiciones 250 y 428 de la cadena
pesada resaltadas. "HulD10-VH" (SEC ID N° 6) representa la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la
cadena pesada de HulD10-lgG3 o HulD10-lgG4. "IgG3-CH" (SEC ID N° 113) representa la secuencia de
aminoacidos de la regién constante de la cadena pesada de HulD10-IgG3. "IgG4-CH" (SEC ID N° 114) representa
la secuencia de aminoacidos de la region constante de la cadena pesada de HulD10-1gG4. "HulD10-VL" (SEC ID
N° 8) representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera de Hu1D10-lgG3 o HulD10-
IgG4. "KAPPA-CL" (SEC ID N° 9) representa la secuencia de aminoacidos de la region constante de la cadena
ligera de Hu1D10-lgG3 o HulD10-1gG4.

Figura 3H. Secuencias de amino4cidos de las regiones constantes del mutante M428L HulD10-lgG3 (SEC ID N°
115) en comparacion con HulD10-IgG3 sin modificar.

Figura 3l. Secuencias de aminoé&cidos de las regiones constantes de los mutantes M428L HulD10-IgG4 (SEC ID N°
116) y T250Q/M428L HulD10-IgG4 (SEC ID N° 117) en comparacion con HulD10-IgG4 sin modificar.

Figura 4. llustracion del procedimiento de PCR con extension por solapamiento

Figura 5A. Mapa de restriccion del vector de la cadena pesada pVAg2M3-OST577
Figura 5B. Mapa de restriccion del vector de la cadena pesada pVAg1l.N-OST577
Figura 6. Mapa de restriccion del vector de la cadena ligera pVA2-OST577

Figura 7A. Mapa de restriccion del vector de la cadena pesada pVAg2M3-Hul D10
Figura 7B. Mapa de restriccion del vector de la cadena pesada pVAg1.N-Hul 010
Figura 7C. Mapa de restriccion del vector de la cadena pesada pHUHCg3.Tt.D-Hu1D10
Figura 7D. Mapa de restriccion del vector de la cadena pesada pHuHCg4.Tt.D-HulD10
Figura 8. Mapa de restriccion del vector de la cadena ligera pvVk-HulD10.

Figura 9A. Mapa de restriccion del vector de FcRN humano pDL208

Figura 9B. Mapa de restriccion del vector de FcRN de Rhesus pDL410

Figura 10A. Analisis SDS-PAGE de anticuerpos de tipo salvaje y mutantes OST577-lgG2M3 Los anticuerpos de
tipo salvaje y mutantes OST577-lgG2M3 purificados se analizaron mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras,
como se describe en el Ejemplo 5.

Figura 10B. Andlisis SDS-PAGE de anticuerpos de tipo salvaje y mutantes OST577-IgG1. Los anticuerpos de tipo
salvaje y mutantes OST577-IgG1 purificados se analizaron mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras, como
se describe en el Ejemplo 5.

Figura 11A. Ensayo de union competitiva de un solo punto de los diversos mutantes de la posicion 250 de OST577-
IgG2M3 a FcRn humano. La union del anticuerpo OST577-lgG2M3 biotinilado al FcRn humano en células NSO
transfeccionadas en presencia de anticuerpos OST577-lgG2M3 competidores de tipo salvaje o mutantes en la
posicion 250 en FBB, a Ph 6,0, se detecté con RPE conjugado con estreptavidina y se analiz6 mediante citometria
de flujo, tal como se describe en el Ejemplo 6.

Figura 11B. Ensayo de unién competitiva de un solo punto de los diversos mutantes de la posicion 314 de OST577-
IgG2M3 a FcRn humano La unién del anticuerpo OST577-lgG2M3 biotinilado al FcRn humano en células NSO
transfeccionadas en presencia de anticuerpos OST577-lgG2M3 competidores de tipo salvaje o mutantes en la
posiciéon 314 en FBB, a Ph 6,0, se detectdé con RPE conjugado con estreptavidina y se analizd6 mediante citometria
de flujo, tal como se describe en el Ejemplo 6.
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Figura 11C. Ensayo de unidon competitiva de un solo punto de los diversos mutantes de la posicion 428 de OST577-
IgG2M3 a FcRn humano La uniéon del anticuerpo OST577-IgG2M3 biotinilado al FcRn humano en células NSO
transfeccionadas en presencia de anticuerpos OST577-lgG2M3 competidores de tipo salvaje o mutantes en la
posicion 428 en FBB, a Ph 6,0, se detecté con RPE conjugado con estreptavidina y se analizé6 mediante citometria
de flujo, tal como se describe en el Ejemplo 6.

Figura 12A. Ensayo de unién competitiva de anticuerpos OST577-IgG2M3 de tipo salvaje y mutantes a FcRn
humano La unién del anticuerpo HUEP5C7-IgG2M3 biotinilado al FcRn humano en células NSO transfeccionadas en
presencia de concentraciones crecientes de los anticuerpos OST577-IgG2M3 competidores de tipo salvaje en FBB,
a pH 6,0, se detect6 con RPE conjugado con estreptavidina y se analizd6 mediante citometria de flujo, tal como se
describe en el Ejemplo 6.

Figura 12B. Ensayo de unién competitiva de anticuerpos OST577-lgG2M3 de tipo salvaje y mutantes a FcRn
humano La unién del anticuerpo OST577-IgG2M3 biotinilado al FcRn humano en células NSO transfeccionadas en
presencia de concentraciones crecientes de los anticuerpos OST577-lgG2M3 competidores de tipo salvaje en FBB,
a pH 6,0, se detect6 con RPE conjugado con estreptavidina y se analiz6 mediante citometria de flujo, tal como se
describe en el Ejemplo 6.

Figura 13. Unién del anticuerpo a células transfeccionadas con FcRn humano frente a células no transfeccionadas
La unién de los anticuerpos OST577-IgG2M3 de tipo salvaje o mutantes al FcRn humano en células NSO
transfeccionadas o a células NSO no transfeccionadas en FBB, a Ph 6,0, se analiz6 mediante citometria de flujo, tal
como se describe en el Ejemplo 7.

Figura 14. Ensayo de unién competitiva de anticuerpos OST577-lgG2M3 de tipo salvaje y mutantes a FcRn humano
a 37°C. La union del anticuerpo OST577-lgG2M3 biotinilado al FcRn humano en células NSO transfeccionadas en
presencia de concentraciones crecientes de los anticuerpos OST577-lgG2M3 competidores de tipo salvaje en FBB,
a pH 6,0, se detect6 con RPE conjugado con estreptavidina y se analiz6 mediante citometria de flujo, tal como se
describe en el Ejemplo 7. Todas las incubaciones se realizaron a 37°C.

Figura 15A. Unién dependiente de pH vy liberacion de anticuerpos OST577-lgG2M3 de tipo salvaje y mutantes al
FcRn humano. La unién y liberacion de los anticuerpos OST577-lgG2M3 de tipo salvaje o mutantes al FcRn
humano en células NSO transfeccionadas en FBB, a pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 0 8, 0,se analiz6 mediante citometria de
flujo, tal como se describe en el Ejemplo 7.

Figura 15B. Uni6n dependiente de pH y liberacion de anticuerpos OST577-IgG1 de tipo salvaje y mutantes al FcRn
humano. La union y liberacién de los anticuerpos OST577-lgG1de tipo salvaje o mutantes al FcRn humano en
células NSO transfeccionadas en FBB, a pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 0 8, 0,se analiz6 mediante citometria de flujo, tal como
se describe en el Ejemplo 7.

Figura 15C. Unién dependiente de pH y liberacion de anticuerpos OST577-IgG1 de tipo salvaje y mutantes al FcRn
humano. La unién y liberaciéon de los anticuerpos OST577-IgG1 de tipo salvaje o mutantes al FcRn humano en
células NSO transfeccionadas en FBB, a pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 o0 8, 0,se analiz6 mediante citometria de flujo, tal como
se describe en el Ejemplo 7.

Figura 15D. Unién dependiente de pH vy liberacion de anticuerpos OST577-lgG2M3 de tipo salvaje y mutantes al
FcRn de rhesus. La union y liberacion de los anticuerpos OST577-1gG2M3 de tipo salvaje o mutantes al FcRn de
rhesus en células NSO transfeccionadas en FBB, a pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 0 8, 0,se analiz6 mediante citometria de
flujo, tal como se describe en el Ejemplo 7.

Figura 15E. Uni6n dependiente de pH y liberacion de anticuerpos OST577-IgG1 de tipo salvaje y mutantes al FcRn
de rhesus. La union y liberacion de los anticuerpos OST577-IgG1 de tipo salvaje o mutantes al FcRn de rhesus en
células NSO transfeccionadas en FBB, a pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 o0 8, 0,se analiz6 mediante citometria de flujo, tal como
se describe en el Ejemplo 7.

Figura 16A. Ensayo de unién competitiva de anticuerpos OST577-IgG2M3 de tipo salvaje y mutantes a HBsAg. La
uniéon de los anticuerpos OST577-IgG2M3 de tipo salvaje o mutantes a HBsAg se analizé en una competicion
ELISA, tal como se ha descrito el Ejemplo 8.

Figura 16B. Ensayo de union competitiva de anticuerpos OST577-IgG 1 de tipo salvaje y mutantes a HBsAg La
union de los anticuerpos OST577-lgG1 de tipo salvaje o mutantes a HBsAg se analizé en una competicion ELISA,
tal como se ha descrito el Ejemplo 8.

Figura 17A. Ensayo de unién de anticuerpos HulD10-lgG2M3 de tipo salvaje y mutantes al alelo de la cadena 3 de
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HLA-DR. La unién de los anticuerpos HulD10-lgG2M3 de tipo salvaje o mutantes a células Raji se analizé en un
ensayo de unién FACS, tal como se ha descrito el Ejemplo 8.

Figura 17B. Ensayo de unién de anticuerpos HulD10-lgG1 de tipo salvaje y mutantes al alelo de la cadena 3 de
HLA-DR. La unién de los anticuerpos HulD10-lgG1l de tipo salvaje o mutantes a células Raji se analizé en un
ensayo de union FACS, tal como se ha descrito el Ejemplo 8.

Figura 18A. Ensayo ADCC de anticuerpos HulD10-IgG1l y HulD10-IgG2M3 de tipo salvaje y mutantes usando
PBMC de un donante 158V/V. La actividad ADCC de los anticuerpos HulD10-lgG1l y HulD10-lgG2M3 de tipo
salvaje y mutantes en células Raji se determiné usando PBMC aislados de un donante portador de alelos de FcyRIll
158V/V, como se describe en el Ejemplo 8

Figura 18B. Ensayo ADCC de anticuerpos HulD10-lgG1l y HulD10-IgG2M3 de tipo salvaje y mutantes usando
PBMC de un donante 158F/F. La actividad ADCC de los anticuerpos HulD10-IlgG1l y HulD10-IlgG2M3 de tipo
salvaje y mutantes en células Raji se determind usando PBMC aislados de un donante portador de alelos de FcyRIlI
158F/F, como se describe en el Ejemplo 8

Figura 19. Farmacocinética de los anticuerpos OST577-lgG2M3 de tipo salvaje y variantes en macaco rhesus. Las
concentraciones medias en suero observadas y modeladas (ug/ml) y las desviaciones estandar de los anticuerpos
OST577-lgG2M3 de tipo salvaje y variantes administrados mediante infusion a una dosis de 1 mg/kg a grupos de
cuatro macacos rhesus se representaron en forma de una funcioén del tiempo (dias después de la infusién), como se
ha descrito en el Ejemplo 9.

Figura 20. Farmacocinética de los anticuerpos OST577-IgG1 de tipo salvaje y variantes en macaco rhesus. Las
concentraciones medias en suero observadas y modeladas (ug/ml) y las desviaciones estandar de los anticuerpos
OST577-lgG1 de tipo salvaje y variantes administrados mediante infusiébn a una dosis de 1 mg/kg a grupos de
cuatro macacos rhesus se representaron en forma de una funcion del tiempo (dias después de la infusién), como se
ha descrito en el Ejemplo 10.

Figura 21A. Union dependiente de pH y liberacion de anticuerpos of HulD10-IgG3 de tipo salvaje y mutantes al
FcRn. La union y liberacién de los anticuerpos Hu1D10-1gG3 de tipo salvaje o mutantes al FcRn humano en células
NSO transfeccionadas en FBB, a pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 o 8, 0,se analizé mediante citometria de flujo, tal como se
describe en el Ejemplo 11.

Figura 21B. Union dependiente de pH y liberacion de anticuerpos of HulD10-lgG4 de tipo salvaje y mutantes al
FcRn. La union y liberacién de los anticuerpos HulD10-lgG4 de tipo salvaje o mutantes al FcRn humano en células
NSO transfeccionadas en FBB, a pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 0 8, 0,se analizé mediante citometria de flujo, tal como se
describe en el Ejemplo 11.

Figura 21C. Unién dependiente de pH y liberacion de anticuerpos HulD10-IgG3 de tipo salvaje y mutantes al FcRn
de rhesus. La unién y liberacion de los anticuerpos HulD10-1gG3 de tipo salvaje o mutantes al FcRn de rhesus en
células NSO transfeccionadas en FEB, a pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 o0 8, 0,se analiz6 mediante citometria de flujo, tal como
se describe en el Ejemplo 11.

Figura 21D. Unién dependiente de pH y liberacion de anticuerpos HulD10-IgG4 de tipo salvaje y mutantes al FcRn
de rhesus. La union y liberacion de los anticuerpos HulD10-1gG4 de tipo salvaje o mutantes al FcRn de rhesus en
células NSO transfeccionadas en FBB, a pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 o0 8, 0,se analiz6 mediante citometria de flujo, tal como
se describe en el Ejemplo 11.

Figura 22. Secuencias de aminoacidos de Daclizumab con varias mutaciones de unién a FcRn.
Figura 23. Secuencias de aminoacidos de Fontolizumab con varias mutaciones de unién a FcRn.
Figura 24. Secuencias de aminoacidos de Visilizumab con varias mutaciones de unién a FcRn.
Figura 25. Secuencias de aminoacidos de M200 con varias mutaciones de uniéon a FcRn.

Descripcion detallada de las formas de realizacién preferidas

I. Anticuerpos modificados con alteracion de la afinidad de unidn a FcRn y/o de las semividas en suero
Con el fin de que la invencion se entienda mas completamente, se exponen varias definiciones.

Como se usa en el presente documento, los términos “inmunoglobulina” y “anticuerpo” se refieren a proteinas
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compuestas por uno o mas polipéptidos codificados sustancialmente por genes de inmunoglobulina. Los genes de
inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de region constante kappa, lambda, alfa, gamma (v1, v2, v3, v4),
delta, epsilon y mu, asi como la miriada de genes de la region variable de las inmunoglobulinas. Las “cadenas
ligeras” de inmunoglobulina de longitud completa (aproximadamente 25 Kd o 214 aminoacidos) estan codificadas
por un gen de la region variable kappa o lambda en el extremo NH2 (aproximadamente 110 aminoacidos) y un gen
de la regién constante kappa o lamdba en el extremo COOH. Las “cadenas pesadas” de inmunoglobulinas de
longitud completa (aproximadamente 50 Kd o 446 aminoacidos) estan codificadas, de forma similar, por el gen de la
region variable de la cadena pesada (aproximadamente 116 aminoacidos) y uno de los otros genes de la region
constante mencionadas en lo que antecede, por ejemplo gamma (que codifica aproximadamente 330 aminoacidos).

Una forma de inmunoglobulina constituye la unidad estructural basica de un anticuerpo. Esta forma es un tetramero
y consta de dos pares idénticos de cadenas de inmunoglobulina, en la que cada par tiene una cadena ligera y una
cadena pesada. En cada par, las regiones variables de las cadenas ligera y pesada son, juntas, responsables de la
unién a un antigeno, y las regiones constantes son responsables de las funciones efectoras de anticuerpo. Ademas
de los anticuerpos tetraméricos, las inmunoglobulinas pueden existir en diversas otras formas, incluidos, por
ejemplo Fv, Fab y (Fab'"),, asi como anticuerpos hibridos bifuncionales (p. ej., Lanzavecchia y Scheidegger, Eur. J.
Immunol. 17: 105-111 (1987)) y en cadenas sencillas (p. ej., Huston y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:5879-
5883 (1988), y Bird y col., Science, 242:423-426 (1988). (véase, en general, Hood y col., "Immunology", 2nd ed.,
Benjamin, New York (1984), and Hunkapiller and Hood, Nature, 323:15-16 (1986)).

La expresién “anticuerpos genéticamente alterados” se refiere a anticuerpos en los que la secuencia de residuos de
aminoacidos ha cambiado con respecto a la de un anticuerpo nativo o salvaje. Dada la relevancia de las técnicas de
ADN recombinante, la presente invencion no esta limitada a la modificacion de secuencias de aminoacidos que se
encuentran en los anticuerpos de aparicion natural. Como se describe méas adelante, los anticuerpos sometidos a
ingenieria previamente se pueden redisefiar de acuerdo con la presente invencion con el fin de obtener las
caracteristicas deseadas de alteracion de la afinidad de union a FcRn y/o de la semivida en suero. Las posibles
variantes de los anticuerpos modificados Utiles en la presente invencion son muchas y varian desde el cambio de
solo uno o unos pocos aminoacidos al redisefio completo de, por ejemplo, la region variable o constante. Los
cambios en la regidn constante se realizaran, en general, con el fin de mejorar o alterar las caracteristicas, tales
como fijacién del complemento, interaccidon con varios receptores Fc-gamma y otras funciones efectoras. Los
cambios en la region variable se realizaran con el fin de mejorar las caracteristicas de union al antigeno.

Un anticuerpo que tiene una region constante sustancialmente idéntica a la region constante del anticuerpo de
clase 1gG natural se refiere a un anticuerpo en el que cualquier regiéon constante presente es sustancialmente
idéntica, es decir al menos aproximadamente un 85-90% vy, preferentemente, al menos un 95% idéntica, a la
secuencia de aminoacidos de la region constante del anticuerpo de clase IgG natural.

En muchos usos preferidos de la presente invencion, incluido el uso in vivo de los anticuerpos modificados en seres
humanos y en ensayos de deteccion in vitro, puede ser preferible usar anticuerpos humanos o humanizados
quiméricos, privatizados que se han modificado (es decir, mutado) de acuerdo con la presente invencion.

La expresion “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo en el que la regién constante procede de un
anticuerpo de una especie (normalmente humano) y la region variable procede de un anticuerpo de otra especie
(normalmente de un roedor). Los procedimientos para producir anticuerpos quiméricos se conocen en la técnica.
Véase, por ejemplo, Morrison, Science 229: 1202-1207 (1985); Oi y col., BioTechniques 4:214-221 (1986); Gillies y
col., J. Immunol. Methods 125:191-202 (1989); las patentes de EE.UU. N° 5.807.715; 4.816.567; y 4.816.397.

La expresion “anticuerpo primatizado” se refiere a un anticuerpo que comprende regiones variables de mono y
regiones constantes de humano. En la técnica se conocen procedimientos para producir anticuerpos primatizados
Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 5.658.570; 5.681.722; y 5.693.780.

La expresion “anticuerpo humanizado” o “inmunoglobulina humanizada” se refiere a una inmunoglobulina que
comprende una estructura humana, al menos una, y preferentemente todas, las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de un anticuerpo no humano y en el que cualquier regiéon constante presente sea
sustancialmente idéntica a una region constante de inmunoglobulina humana, es decir al menos aproximadamente
un 85-90% vy, preferentemente, al menos un 95% idéntica. Por tanto, todas las partes de una inmunoglobulina
humanizada, excepto posiblemente las CRD, son sustancialmente idénticas a las partes correspondientes de una o
mas secuencias de inmunoglobulina nativa. A menudo, los residuos de la estructura en las regiones de estructura
humanas estaran sustituidos con el correspondiente residuo del anticuerpo donante de la CDR para alterar,
preferentemente mejorar, la unién al antigeno. Estas sustituciones en la estructura se identifican mediante
procedimientos bien conocidos en la técnica mediante, por ejemplo, modelizaciéon de las interacciones de los
residuos de la CDR y la estructura para identificar los residuos de la estructura importantes para la unién al
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antigeno y comparacion de secuencias para identificar residuos de las estructura inusuales den posiciones
concretas. Véanse, por ejemplo, Queen y col., las patentes de EE.UU. N° 5530.101; 5.585.089; 5.693.761;
5.693.762; 6.180.370. Los anticuerpos se pueden humanizar usando una variedad de técnicas conocidas en la
materia, incluidos, por ejemplo, injerto de CDR (documento EP 239.400; publicacion de PCT WO 91/09967;
patentes de EE.UU. n® 5.225.539; 5.530.101 y 5.585.089), veneering o resurfacing (cubrir la superficie) (documento
EP 592,106; documento EP 519,596; Padlan, Mol. Immunol., 28:489-498 (1991); Studnicka y col., Prot. Eng. 7:805-
814 (1994); Roguska y col., Proc. Natl. Acad. Sci. 91 :969-973 (1994), y transposicion de cadenas (patente de
EE.UU. n° 5.565.332).

Pueden ser deseables los anticuerpos completamente humanos para tratamiento terapéutico de pacientes
humanos. Los anticuerpos humanos se pueden fabricar mediante diversos procedimientos conocidos en la técnica,
incluidos procedimientos de expresién en fagos descritos en lo que antecede usando bibliotecas de anticuerpos
derivadas de secuencias de inmunoglobulina humana. Véanse las patentes de EE.UU. numeros 4.444.887 y
4.716.111; y las publicaciones PCT WO 98/46645; WO 98/50433; WO 98/24893; WO 98/16654; WO 96/34096;
WO 96/33735; y WO 91/10741.

También se pueden producir anticuerpos humanos usando ratones transgénicos que son incapaces de expresar
inmunoglobulinas end6genas funcionales, pero que pueden expresar genes de inmunoglobulina humana. Para una
revision de esta tecnologia para producir anticuerpos humanos, véase Lonberg y Huszar, Int Rev. Immunol. 13:65-
93 (1995). Para una discusion detallada de esta tecnologia para producir anticuerpos humanos y anticuerpos
monoclonales humanos y protocolos para producir dichos anticuerpos véase, por ejemplo, las publicaciones PCT
WO 98/24893; WO 92/01047; WO 96/34096; WO 96/33735; la patente europea n° 0 598 877; las patentes de
EE.UU. N° 5.413.923; 5.625.126; 5.633.425; 5.569.825; 5.661.016; 5.545.806; 5.814.318; 5.885.793; 5.916.771; y
5.939.598.

Ademas, empresas tales como Abgenix, Inc. (Fremont, CA) y Medarex (Princeton, NJ) se pueden comprometer para
proporcionar anticuerpos humanos dirigidos contra un antigeno seleccionado usando tecnologia similar a la descrita
en lo que antecede.

Se pueden generar anticuerpos completamente humanos que reconocen un epitopo seleccionado usando una
técnica denominada “seleccion guiada”. En este enfoque se usa un anticuerpos monoclonal no humano
seleccionado, por ejemplo un anticuerpo de raton, para guiar la seleccidn de un anticuerpo completamente humano
gue reconozca el mismo epitopo (Jespers y col., Biotechnology 12: 899-903 (1988).

Como se usa en el presente documento, el término “alterar” puede hacer referencia a “aumentar” o a “reducir”.

La presente divulgacion proporciona un anticuerpo modificado de clase IgG, en el que al menos un aminoéacido de
la region constante de la cadena pesada seleccionado del grupo que consiste en los residuos de aminoacidos 250,
314 y 428 esta sustituido por un residuo de aminoacido diferente del presente en el anticuerpo no modificado.

Los anticuerpos de clase IgG incluyen anticuerpos de of IgG1, 19G2, IgG3 y IgG4. La regidon constante de la cadena
pasada de una molécula de IgG esta indicada en la Figura 1. La numeracion de los residuos en la cadena pesada
es la del indice de UE (Kabat y col., op. cit.). La sustitucién se puede realizar en la posicion 250, 314 o 428 solo, o
en cualquier combinaciones de los mismos, tales como en las posiciones 250 y 428, o en las posiciones 250 y 314
0 en las posiciones 314 y 428, o en las posiciones 250, 314 y 428, con las posiciones 250 y 428 como combinacién
preferida.

Para cada posicion, el aminoacido sustituto puede ser cualquier residuo de aminoacido diferente del presente en
dicha posicién del anticuerpo no modificado.

Para la posicion 250, el residuo de aminoacido sustituto puede ser cualquier residuo de aminoéacido distinto a
treonina, incluidos, entre otros, alanina, cisteina, acido aspartico, acido glutamico, fenilalanina, glicina, histidina,
isoleucina, lisina, leucina, metionina, asparagina, prolina, glutamina, arginina, serina, valina, triptéfano o tirosina.

Para la posicién 314, el residuo de aminoacido sustituto puede ser cualquier residuo de aminoacido distinto a
leucina, incluidos, entre otros, alanina, cisteina, acido aspartico, acido glutamico, fenilalanina, glicina, histidina,
isoleucina, lisina, metionina, asparagina, prolina, glutamina, arginina, serina, treonina valina, triptéfano o tirosina.

Para la posicidn 428, los residuos de aminoacido sustitutos puede ser cualquier residuo de aminoéacido distinto a
metionina, incluidos, entre otros, alanina, cisteina, acido aspartico, acido glutamico, fenilalanina, glicina, histidina,
isoleucina, lisina, leucina, asparagina, prolina, glutamina, arginina, serina, treonina valina, triptéfano o tirosina. La
presente divulgacion proporciona anticuerpos de clase IgG que comprenden al menos una de las sustituciones de
aminoacidos descritas en lo que antecede. Por ejemplo, la presente invencidn proporciona regiones constantes
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mutadas de IgG2M3, que comprenden dos de las sustituciones mencionadas en lo que antecede en la posicion
250, 314 ylo 428. Las secuencias de aminoacidos se algunas sustituciones especificas (es decir, mutaciones) de la
region constante proporcionadas por la presente invencién se divulgan en la Tabla 1 (SEC ID N° 10-66) y la Figura
3B.

Tabla 1

Aminoacido sustituto

250

314

428

Alanina (A)

T250A; SEC ID N° 10

L314A; SEC ID N° 29

M428A; SEC ID N° 48

Cisteina (C)

T250C; SEC ID N° 11

L314C; SEC ID N° 30

M428C; SEC ID N° 49

Acido aspartico (D)

T250D; SEC ID N° 12

L314D; SEC ID N° 31

M428D; SEC ID N° 50

Acido glutamico (E)

T250E; SEC ID N° 13

L314E; SEC ID N° 32

M428E; SEC ID N° 51

Fenilalanina (F)

T250F; SEC ID N° 14

L314F; SEC ID N° 33

M428F; SEC ID N° 52

Glicina (G)

T250G; SEC ID N° 15

L314G; SEC ID N° 34

M428G; SEC ID N° 53

Histidina (H)

T250H; SEC ID N° 16

L314H; SEC ID N° 35

M428H; SEC ID N° 54

Isoleucina (1)

T250I; SEC ID N° 17

L3141; SEC ID N° 36

M428I; SEC ID N° 55

Lisina (K)

T250K; SEC ID N° 18

L314K; SEC ID N° 37

M428K; SEC ID N° 56

Leucina (L)

T250L; SEC ID N° 19

Salvaje

M428L; SEC ID N° 57

Metionina (M)

T250M; SEC ID N° 20

L314M; SEC ID N° 38

Salvaje

Asparagina (N)

T250N; SEC ID N° 21

L314N; SEC ID N° 39

M428N; SEC ID N° 58

Prolina (P)

T250P; SEC ID N° 22

L314P; SEC ID N° 40

M428P; SEC ID N° 59

Glutamina (Q)

T250Q; SEC ID N° 23

L314Q; SEC ID N° 41

M428Q; SEC ID N° 60

Arginina (R)

T250R; SEC ID N° 24

L314R; SEC ID N° 42

M428R; SEC ID N° 61

Serina (S)

T250S; SEC ID N° 25

L314S; SEC ID N° 43

M428S; SEC ID N° 62

Treonina (T)

Salvaje

L314T; SEC ID N° 44

M428T; SEC ID N° 63

Valina (V)

T250V; SEC ID N° 26

L314V; SEC ID N° 45

M428V; SEC ID N° 64

Triptoéfano (W)

T250W; SEC ID N° 27

L314W; SEC ID N° 46

M428W; SEC ID N° 65

Tirosina (Y)

T250Y; SEC ID N° 28

L314Y; SEC ID N° 47

M428Y; SEC ID N° 66

En un caso preferido, la presente invencidn proporciona un anticuerpo modificado que tiene alterada la semivida
sérica o la afinidad de unién a FcRn respecto al anticuerpo no modificado. La presente divulgacion proporciona
ademas un anticuerpo modificado de clase IgG, en el que al menos un aminoacido de la region constante de la
cadena pesada, seleccionado del grupo que consiste en los residuos de aminoacidos 250, 314 y 428, esta
sustituido con otro aminoacido que es diferente del presente en el anticuerpo no modificado, de modo que altera la
afinidad de unién por FcRn y/o la semivida sérica del anticuerpo modificado en comparacion con la afinidad de
unioén y/o la semivida en suero de dicho anticuerpo sin modificar.

Los anticuerpos no modificados de la presente invencién incluyen anticuerpos de aparicion natural de todas las
especies. La expresion “anticuerpos de aparicion natural” se refiere a todos los anticuerpos producidos por un
animal huésped. Ejemplos no limitantes de anticuerpos de aparicién natural de la presente invencién incluyen
anticuerpos derivados de seres humanos, pollo, cabra y roedores (p. €j., ratas, ratones, hamster y conejos),
incluidos roedores transgénicos sometidos a ingenieria genética para producir anticuerpos humanos (véase, por
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ejemplo, Lonberg y col., documento W0O93/12227; la patente de EE.UU. N° 5.545.806; y Kucherlapati, y col., el
documento WO 91/10741; la patente de EE.UU. N° 6.150.584). ).

Los anticuerpos no modificados de la presente invencién también incluyen anticuerpos recombinantes que tienen
las mismas secuencias de aminoacidos como anticuerpo natural o anticuerpos alterados genéticamente que tienen
secuencias de aminoacidos modificadas en comparacion con los anticuerpos de aparicién natural. Pueden
fabricarse en cualquier sistema de expresion, incluidos los sistemas de expresién procariotas y eucariotas, 0
usando procedimientos de expresion en fagos (véase, p. ej., Dower y col., el documento WO 91/17271 y McCafferty
y col., el documento WP92/01 047; la patente de EE.UU. N° 5.969.108.

Los anticuerpos no modificados de la presente invenciéon también incluyen anticuerpos quiméricos, primatizados,
humanizados y humanos (véase la discusién anterior). En consecuencia, se puede producir un anticuerpo
modificado de la presente invencion sustituyendo un residuo de aminoacido en la posicién 250, 314 o 428 en un
anticuerpo humanizado, primatizado o quimérico, en el que en anticuerpo humanizado, primatizado o quimérico se
ha derivado previamente a partir de un anticuerpo nativo.

Preferentemente, los anticuerpos quiméricos comprenden regiones variables derivadas de roedores y regiones
constantes derivadas de seres humanos, de modo que los anticuerpos quiméricos tienen semividas mas
prolongadas y son menos inmunogénicos cuando se administran a un sujeto humano. Normalmente, los
anticuerpos humanizados comprenden al menos una CDR de los anticuerpos donantes (por ejemplo, anticuerpos
murinos o de pollo) y estructuras humanas de la cadena pesada y/o ligera. En ocasiones, algunos residuos de
aminoacidos en las estructuras humanas estaran sustituidos por los residuos en las posiciones equivalentes de los
anticuerpos donantes para asegurar la unién adecuada de los anticuerpos humanizados a sus antigenos. Las guias
detalladas de la humanizacién de anticuerpos se divulgan en las patentes de EE.UU. N° 5.530.101; 5.585.089;
5.693.761; 5.693.762; y 6.180.370.

Los anticuerpos no modificados de la presente invencién pueden incluir anticuerpos alterados genéticamente que
son funcionalmente equivalentes a los correspondientes anticuerpos de apariciéon natural. Se prefieren los
anticuerpos no modificados que estan alterados genéticamente para proporcionar mejor estabilidad y/o eficacia
terapéutica. Ejemplos de anticuerpos alterados incluyen aquéllos con sustituciones conservadoras de residuos de
aminoacidos y una o mas deleciones o adiciones de aminoacidos que no alteran significativamente la utilidad de la
unién a antigeno. Las sustituciones pueden variar desde cambiar o modificar uno o més residuos de aminoéacidos
para completar el redisefio de una regién con la condiciéon de que se mantenga la unién o utilidad funcional. Los
anticuerpos de la presente invencidon pueden alterarse postraduccionalmente (p. €j., acetilacion y fosforilacion) o
pueden alterarse sintéticamente (p. €j., la fijacién de un grupo marcador).

Los anticuerpos no modificados de la presente invencion pueden incluir anticuerpos que tienen afinidades de union
potenciadas por sus antigenos a través de alteraciones genéticas de las regiones variables (véase, por ejemplo, la
patente de EE.UU. n°® 6.350.861). ).

En una forma de realizacién alternativa, las IgG modificadas de la presente invencién que tienen semividas méas
largas que las IgG de tipo salvaje (o no modificadas) también pueden incluir IgG cuyos sitios bioactivos, tales como
los sitios de unién a antigeno, los sitios de union a Fc-receptor o sitios de unién al complemento, se modifican
mediante ingenieria genética para incrementar o reducir dichas actividades en comparacién con los anticuerpos de
tipo salvaje,

Los anticuerpos modificados de la presente invencion pueden ser de cualquiera de los isotipos reconocidos, pero se
prefieren los cuatro isotipos de 1gG, siendo especialmente preferidas las IgG1 y la IgG2. Se incluyen los anticuerpos
con regiones constantes mutadas para que tengan funciones efectoras reducidas, por ejemplo el IgG2M3 y otros
mutantes de IgG2 descritos en la patente de EE.UU. n° 5.834.597. En un aspecto preferido, los anticuerpos no
modificados y modificadas en la presente invencion comprenden regiones constantes de la cadena pesada de IgG
humanas.

La presente invencion se puede aplicar a cualquier anticuerpo que comprendan regiones constantes de la cadena
pesada de la clase IgG, preferentemente IgG1, 19G2, 1IgG2M3, 1gG3 y IgG4. Las regiones variables de la cadena
pesada de dichos anticuerpos pueden derivar de cualquier anticuerpo seleccionado. Ejemplos de anticuerpos
divulgados en el presente documento incluyen OST577-IgGl y OST577-lgG2M3, que comprende las regiones
variables de la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo anti virus de la hepatitis B humano OST577 (Ehrlich
y col., Hum. Antibodies Hybridomas 3:2-7 (1992)), la region constante de la cadena ligera del lambda-2 humano y la
region constante de la cadena pesada de IgG1l y IgG2M3 humanas, respectivamente. En el presente documento
también se divulgan HulD10-lgG1 y HulD10-lgG2M3, que comprenden las regiones variables de la cadena pesada
y ligera del anticuerpo HulD10 anti alelo de la cadena B de HLA-DR humanizado (Kostelny y col., Int. J. Cancer
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93:556-565 (2001)), la region constante de la cadena ligera de kappa humano y las regiones constante de la
cadena pesada mencionados en lo que antecede de IgG1 e IgG2M3 humanas, respectivamente.

Otros ejemplos de la presente invencion divulgados en el presente documento incluyen mutantes de los anticuerpos
humanos IgG1, 1IgG2M3 (una variante genéticamente alterada de 1gG2), IgG3 e IgG4 humanas, que ilustran la
alteraciéon de la semivida en suero de un anticuerpo de clase IgG. La region constante de la cadena pesada de
IgG2M3 deriva de la de 1gG2 sustituyendo los residuos 234 y 237 de la regién constante de la cadena pesada de
IgG2 con alanina. La generacion de la region constante de la cadena pesada de IlgG2M3 se divulga en la patente de
EE.UU. N° 5.834.597.

Generalmente, los anticuerpos modificados de la presente invencion incluyen cualquier molécula de
inmunoglobulina que se une (preferentemente de forma inmunoespecifica, es decir compite unién inespecifica,
determinado mediante inmunoensayos bien conocidos en la técnica para analizar la union especifica anticuerpo-
antigeno) a un antigeno y contiene un fragmento de unién a FcRn. Dichos anticuerpos incluyen, entre otros,
anticuerpos policlonales, monoclonales, biespecificos, multiespecificos, humanos, humanizados, quiméricos,
anticuerpos de cadena sencilla, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’);, Fv unidas por disulfuro y fragmentos que
contienen un dominio V. 0 Vy, 0 incluso una region determinante de la complementariedad (CDR) que se une
especificamente a un antigeno, en ciertos casos, sometido a ingenieria para contener o condensarse a un dominio
de unién a FcRn.

Las moléculas 1gG modificadas de la invencion pueden incluir las subclases de IgG de cualquier animal dado. Por
ejemplo, en seres humanos, la clase IgG incluye 1gG1, 1gG2, 1gG3, e 1gG4; y la clase 1gG de ratdn incluye 1gG1,
IgG2a, 1gG2b, e IgG3; y la clase IgG de rata incluye 1gG1, IgG2a, 1gG2b, IgG2c, e IgG3. Se sabe que ciertas
subclases de 1gG, por ejemplo, IgG2b e IgG2c de rata, tienen mayores tasas de aclaramiento que, por ejemplo, la
IgG1 (Medesan y col., Eur. J. Immunol., 28:2092-2100 (1998)). Por tanto, cuando se usan otras subclases de IgG1
distintas a 1gG1, puede ser ventajoso sustituir uno o mas de los residuos, particularmente en los dominios Cx2 y
Cu3, que difieren de la secuencia de IgG1 con las de IgG1, de modo que se aumenta la semivida in vivo de los
otros tipos de IgG.

Las inmunoglobulinas de la presente invencion pueden ser de cualquier origen animal, incluidos aves y mamiferos.
Preferentemente, los anticuerpos son humanos, de roedor, de burro, de oveja, de conejo, de cabra, de cobaya, de
camello, de caballo o de pollo. Como se usa en el presente documento, anticuerpos “humanos” incluyen
anticuerpos que tienen la secuencia de aminoacidos de una inmunoglobulina humana e incluyen anticuerpos
aislados de bibliotecas de inmunoglobulinas humanas o de animales transgénicos para una O mas
inmunoglobulinas humanas, como se describe mas adelante y, por ejemplo, en la patente de EE.UU. N° 5.939.598
de Kucherlapati y col.

Ademas, los anticuerpos modificados de la presente invencion pueden ser anticuerpos monoespecificos,
biespecificos, triespecificos 0 de mayor multiespecificidad. Los anticuerpos multiespecificos pueden ser especificos
para diferentes epitopos de un polipéptido o pueden ser especificos para epitopos heterdlogos, tales como un
polipéptidos heterélogos o material de soporte sélido. Véase, por ejemplo, las publicaciones PCT WO 93/17715;
WO 92/08802; WO 91/00360; WO 92/05793; Tutt y col., J. Immunol. 147:60-69 (1991); las patentes de EE.UU. N°
4.474.893; 4.714.681; 4.925.648; 5.573.920; 5.601.819; Kostelny y col., J. Immunol. 148:1547-1553 (1992).

Los anticuerpos modificados de la invencion incluyen derivados que, de otro modo, se modifican, es decir, mediante
la unién covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo de modo que la unién covalente no impide la unién
del anticuerpo al antigeno y/o generar una respuesta anti-idiotipica. Por ejemplo, aunque no como limitacion, los
derivados de anticuerpo incluyen anticuerpos que se han modificado mediante, por ejemplo, glucosilacion,
acetilacioén, pegilacion, fosforilacién, amidacion, derivacion con grupos protectores/bloqueantes conocidos, escision
proteolitica, unién a un ligando u otra proteina celular, etc. Cualquiera de las numerosas modificaciones quimicas
se puede realizar mediante técnicas conocidas, incluidas, entre otras, escisién quimica especifica, acetilacion,
formilacion, sintesis metabdlica de tunicamicina, etc. Adicionalmente, el derivado puede contener uno o mas
aminoacidos no clésicos.

Los anticuerpos monoclonales Utiles con le presente invencion se pueden preparar usando una amplia variedad de
técnicas conocidas en la materia, incluido el uso de tecnologias de expresion en fagos, hibridoma y recombinante, o
una combinacion de las mismas. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden producir usando técnicas
de hibridoma, incluidas las conocidas y ensefiadas en la técnica, por ejemplo en Harlow y Lane, "Antibodies: A
Laboratory Manual," Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (1988); Hammerling et al., in: "Monoclonal
Antibodies and T-Cell Hybridomas," Elsevier, New Yolk (1981), pp. 563-681.

La expresién "anticuerpo monoclonal” como se usa en el presente documento, no esta limitada a los anticuerpos
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producidos mediante la tecnologia de hibridoma. La expresién "anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo
que deriva de un clon sencillo, incluido un clon eucariota, procariota o de fago, y no el procedimiento por el cual se
produce.

Los procedimientos para producir y seleccionar anticuerpos especificos usando la tecnologia del hibridoma son
rutinarios y bien conocidos en la técnica. en un ejemplo no limitante, los ratones pueden ser inmunizados con un
antigeno de interés o una célula que expresa dicho antigeno. Una vez que se detecta una respuesta, por ejemplo
se detectan anticuerpos especificos por el antigeno en el suero de raton, se extrae el bazo del ratén y se aislan los
esplenocitos. Los esplenocitos se condensan después mediante técnicas bien conocidas con células de mieloma
adecuadas. Los hibridomas se seleccionan y clonan mediante dilucién limite, Después, los clones de hibridoma se
analizan mediante procedimientos conocidos en la técnica para células capaces de secretar anticuerpos capaces
de unirse al antigeno. Se puede generar fluido ascitico, que generalmente contiene niveles elevados de
anticuerpos, inoculando en los ratones por via intraperitoneal clones de hibridoma positivos.

Los fragmentos de anticuerpos que reconocen epitopos especificos también pueden ser Utiles con la presente
invencion y se pueden generar mediante técnicas bien conocidas. Por ejemplo, se pueden producir fragmentos Fab
y F(ab’)2, mediante escision proteolitica de las moléculas de inmunoglobulina usando enzimas tales como papaina
(para producir fragmentos Fab) o pepsina (para producir fragmentos F(ab’).). Los fragmentos F(ab’), contienen la
cadena ligera completa, y la region variable, la region CH1 y la region bisagra de la cadena pesada.

Por ejemplo, también se pueden generar anticuerpos usando varios procedimientos de expresion conocidos en la
técnica, incluida la expresion en fagos. En los procedimientos de expresién en fagos, los dominios de anticuerpo
funcional se expresan sobre la superficie de las particulas del fago que portan las secuencias polinucleotidicas que
los codifican. En una forma de realizacién concreta, dicho fago se puede utilizar para expresar dominios de uniéon a
antigeno, tal como Fab y Fv o Fv estabilizado unido por disulfuro, expresados a partir de un repertorio o biblioteca
combinatoria de anticuerpos (p. ej., humanos o murinos). Los fagos que expresan un dominio de unién a antigeno
gue se une al antigeno de interés se pueden seleccionar o identificar con el antigeno, por ejemplo usando antigeno
marcado o antigeno unido o capturado por una superficie sélida o esfera. Los fagos usados en estos
procedimientos normalmente son fagos filamentosos, incluidos los fagos fd y M13. Los dominios de union a
antigeno se expresan en forma de una proteina condensada de forma recombinante a la proteina del gen Il o del
gen VIII del fago. Como alternativa, la porcion modificada de unién a FcRn de las inmunoglobulinas de la presente
invencion también se puede expresar en un sistema de expresiéon en fagos. Ejemplos de procedimientos de
expresion en fagos que se pueden usar para fabricar inmunoglobulinas, o fragmentos de las mismas, de la presente
invencion incluyen los divulgados en Brinkman y col., J. Immunol. Methods 182:41-50 (1995); Ames y col., J.
Immunol. Methods 184:177-186 (1995); Kettieborough y col., Eur. J. Immunol. 24:952-958 (1994); Persic y col.,
Gene 187:9-18 (1997); Burton y col.,, Advances in Immunology 57: 191-280 (1994); la publicacion PCT WO
92/01047; las publicaciones PCT WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO
95/15982; WO 95/20401; y las patentes de EE.UU. numeros 5.698.426; 5.223.409; 5.403. 484; 5.580.717;
5.427.908; 5.750.753; 5.821.047; 5.571.698; 5.427.908; 5.516.637; 5. 780.225; 5.658.727; 5.733.743 y 5.969.108.

Como se ha descrito en las referencias anteriores, tras la seleccion del fago se pueden aislar del fago las regiones
que codifican el anticuerpo y usar para generar anticuerpos enteros, incluidos anticuerpos humanos, o cualquier
otro fragmento deseado, y expresado en cualquier huésped deseado, incluidas células de mamifero, células de
insecto, células de plantas, levaduras y bacterias, por ejemplo como se describe con detalle mas adelante. Por
ejemplo, también se pueden emplear técnicas para producir de forma recombinante fragmentos Fab, Fab'y F(ab’).
usando procedimientos conocidos en la técnica tales como los descritos en la publicacion PCT WO 92/22324;
Mullinax y col., BioTechniques 12:864-869 (1992); Sawai y col., Amer. J. Reprod. Immunol. 34:26-34 (1995); y
Better y col., Science 240: 1041-1043 (1988). Ejemplos de técnicas que se pueden usar para producir Fv y
anticuerpos de cadena sencilla incluyen los descritos en las patentes de EE.UU. N° 4.946.778 y 5.258.498; Huston
y col., Methods in Enzymology 203:46-88 (1991); Shu y col., Proc. Natl. Acad. Sci. 90:7995-7999 (1993); y Skerra y
col., Science 240:1038-1040 (1988).

En formas de realizacion concretas, los anticuerpos modificados tienen usos terapéuticos y/o profilacticos in vivo.
Ejemplos de anticuerpos terapéuticos y profilacticos que se pueden modificar asi incluyen, entre otros, SYNAGIS®
(palivizumab Medimmune, MD) que es un anticuerpo monoclonal humanizado anti-virus respiratorio sincitial (VRS)
para el Tratamiento de pacientes con infeccién por el VRS; HERCEPTIN® (Trastuzumab) (Genentech, CA), que es
un anticuerpo monoclonal humanizado anti-HBR2 para el Tratamiento de pacientes con cancer de mama
metastasico; RBMICADE® (infliximab) (Centocor, PA), que es un anticuerpo monoclonal quimérico anti-TNF-o para
el tratamiento de pacientes con enfermedad de Crohn; REPRO® (abciximab) (Centocor) que es un receptor anti-
glicoproteina llb/llla sobre las plaquetas para la prevencion de la formacién de coagulos; ZBNAPAX® (daclizumab)
(Roche Pharmaceuticals, Suiza), que es un anticuerpo monoclonal humanizado inmunosupresor anti-CD25 para la
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prevencion de rechazo de aloinjerto renal agudo. Otros ejemplos son F(ab'); anti-CD18 humanizado (Genentech);
CDP860 que es un F(ab')2 anti-CD18 humanizado (Celltech, UK); PR0542 que es un anticuerpo anti gp120 del VIH
condensado con CD4 (Progenics/Genzyme Transgenics); OSTAVIR™, gue es un anticuerpo anti-virus de la
hepatitis B humano (Protein Design Labs/Novartis); PROTOVIR™, gue es un anticuerpo IgG1 anti-CMV humanizado
(Protein Design Labs/Novartis); IC14 que es un anticuerpo anti-CD14 (ICOS); AVASTIN™ (bevacizumab), que es un
anticuerpo IgG1 anti-VEGF humanizado (Genentech); ERBITUXtu (cetuximab) que es un anticuerpo IgG anti-EGFR
quimérico (ImClone Systems); VITAXIN™, gue es un anticuerpo anti-oVB3 integrina humanizado (Applied Molecular
Evolution/Medimmune); Campath-1H/LDP-03 (alemtuzumab), que es un anticuerpo IgG1l anti CD52 humanizado
(Leukosite); ZAMYL™, que es un anticuerpo IgG anti-CD33 humanizado (Protein Design Labs/Kanebo); RITUXAN™
(rituximab, que es un anticuerpo IgG1 anti-CD20 quimérico (IDEC Pharmaceuticals/Genentech, Roche/Zenyaku);
LYMPHOCIDE™, que es un anticuerpo IgG anti-CD22 humanizado (Immunomedics); REMITOGEN™, que es un
anticuerpo anti-HLA-DR humanizado (Protein Design Labs); ABX-IL8 que es un anticuerpo anti-IL8 humano
(Abgenix); RAPTIVA™ (efalizumab) que es un anticuerpo IgG1 humanizado (Genetech/Xoma); ICM3, que es un
anticuerpo anti-ICAM3 humanizado (ICOS); IDEC-114, que es un anticuerpo anti-CD80 primatizado (IDEC
Pharmaceuticals/Mitsubishi); IDEC-131, que es un anticuerpo anti-CD40L humanizado (IDEC/Eisai); IDEC-151, que
es un anticuerpo anti-CD4 primatizado (IDEC); IDEC-152, que es un anticuerpo anti-CD23 primatizado
(IDEC/Sseikagaku); NUIVON™ (visilizumab), que es una IgG anti-CD3 humanizada (Protein Design Labs); SG1.1,
gue es un anticuerpo anti-factor 5 (C5) del complemento humanizado (Alexion Pharmaceuticals); HUMIRA™
(adalimumab), que es un anticuerpo anti-TNF-o. humano (CAT/BASF); CDP870, que es un fragmento Fab anti-TNF-
o humanizado (Celltech); IDEC-151, que es un anticuerpo IgGl anti-CD4 primatizado (IDEC
Pharmaceuticals/Smith-Kline  Beecham); MDX-CD4, que es un anticuerpo IgG anti-CD4 humano
(Medarex/Eisai/Genmab); CDP571, que es un anticuerpo IgG4 anti-TNF-o. humanizado (Celltech); LDP-02, que es
un anticuerpo anti-a4p7 humanizado (LoukoSite/Genentech); OrthoClone OKT4A, que es un anticuerpo IgG anti-
CD4 humanizado (Ortho Biotech); ANTOVA™, que es un anticuerpo IgG anti-CD40L humanizado (Biogen);
ANTBGREN™ (natalizumab), que es un anticuerpo 1gG anti-VLA-4 humanizado (Elan); MDX-33, que es un
anticuerpo anti-CD64 humano (FcyR) (MedarexiCenteon); SCH55700, que es un anticuerpo IgG4 anti-IL-5
humanizado (Celltech/Schering); SB-240563 y SB-240683 que son anticuerpos anti-IL-5 y IL-4 humanizados,
respectivamente (SmithKline Beecham); rhuMab-E25, que es un anticuerpo IgGl anti-lgE humanizado
(Genentech/Novards/Tanox Biosystems); IDEC-152, que es un anticuerpo anti-CD23 primatizado (IDEC
Phatmaceuticals); SIMULEC™ (basiliximab), que es un anticuerpo 1gGl anti-CD25 gimérico (Novartis
Pharmaceuticals); LDP-D1, que es un anticuerpo IgG anti-B2-integrina humanizado (Leukosite); CAT-152, que es un
anticuerpo anti-TGF-B2 humano (Cambridge Antibody Technology); y Corsevin M, que es un anticuerpo anti-Factor
VII quimérico (Centocor).

La presente divulgacion permite la modificacion de estos y otros anticuerpos terapéuticos para incrementar la
semivida in vivo, permitiendo la administracion de dosificaciones menos eficaces y/o dosificacibn menos frecuente
del anticuerpo terapéutico. Dicha modificacidon para incrementar la semivida in vivo también puede ser (til para
mejorar las inmunoglobulinas diagnésticas. Por ejemplo, el incremento de la semivida en suero de un anticuerpo
diagndstico puede permitir la administracion de dosis menores para alcanzar suficiente sensibilidad diagndstica.
Como alternativa, la disminucion de la semivida en suero puede ser ventajosa en aplicaciones en las que se desea
un rapido aclaramiento de un anticuerpo diagnéstico.

En el presente documento se divulga la secuencia de aminoécidos de OST577-lgG2M3, incluida la secuencia de
aminoacidos de su region variable de la cadena pesada (SEC ID N° 1) (OST577-VH) y la regién constante (SEC ID
N° 2) (IgG2M3-CH) con las posiciones 250, 314 y 428 resaltadas, y la secuencia de amino&cidos de la region
variable de su cadena ligera (SEC ID N° 4) (OST577-VL) y la regién constante (SEC ID N° 5) (LAMBDA2-CL)
(Figura 3A).

En el presente documento se divulga la secuencia de aminoacidos de la region constante de la cadena pesada de
OST577-lgG1 (SE ID N° 3), con las posiciones 250, 314 y 428 resaltadas (Figura 3C).

El presente documento ademas proporciona un anticuerpo modificado que tiene una mayor afinidad de unién por
FcRn y/o un incremento de la semivida en suero en comparacion con el anticuerpo no modificado, en el que los
residuos aminoacidicos 250 y 428 de la region constante de la cadena pesada humana estan sustituidos, a saber,
el residuo de aminoacido 250 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con acido glutamico o
glutamina y el residuo de aminoacido 428 de la regi6on constante de la cadena pesada esta sustituido con
fenilalanina o leucina.

En un ejemplo, dicho anticuerpo no modificado comprende la regién constante de la cadena pesada de una
molécula de 1gG1, o 1gG2, o IgG2M3, incluidos, entre otros, OST577-IgG2M3 0 OST577-IgG1. IgG1, IgG2 e IgG2M3
tienen un residuo de treonina en la posicion 250 y un residuo de metionina en la posicién 428. El residuo de
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treonina en la posicion 250 esta sustituido con acido glutdmico (T250E) o glutamina (T250Q) y el residuo de
metionina en la posicién 428 esta sustituido con fenilalanina (M428F) o leucina (M428L). La figura 3B divulga la
secuencia de aminoacidos de la regiéon constante de la cadena pesada de 1gG2M3 modificado que tiene la
sustitucién de aminoacido de T250E (SEC ID N° 13), T250Q (SEC ID N° 23), M428F; SEC ID N° 52), o M428L (SEC
ID N° 57). La figura 3C divulga la secuencia de aminoacidos de la regién constante de la cadena pesada de la IgG1
modificado que tiene la sustitucion de aminoacido de T250D (SEC ID N° 67) T250E; SEC ID N° 68), T250Q (SEC ID
N° 69), M428F; SEC ID N° 70), o M428L (SEC ID N° 71).

La presente invencion proporciona un anticuerpo modificado daclizumab que tiene una mayor afinidad de unién por
FcRn y/o una mayor semivida en suero en comparaciéon con el anticuerpo no modificado. La modificacion del
aminoacido puede ser una cualquiera de las sustituciones siguientes:

1) el residuo de aminoacido 250 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con
acido glutdmico y el residuo de aminoacido 428 de la region constante de la cadena pesada esta
sustituido con fenilalanina.

2) el residuo de aminoacido 250 de la regién constante de la cadena pesada esta sustituido con
glutamina y el residuo de aminoacido 428 de la region constante de la cadena pesada esté sustituido
con fenilalanina.

3) el residuo de aminoacido 250 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con
glutamina y el residuo de aminoacido 428 de la region constante de la cadena pesada esté sustituido
con leucina.

La secuencia de aminoacidos de la regidn constante de la cadena pesada de 1IgG2M3 modificado que tiene la doble
sustitucién de aminoacido de T250E/M428F (SEC ID N° 72), T250Q/M428F (SEC ID N° 73), o T250Q/M428L (SEC
ID N° 74) se divulga en la Figura 3B.

La secuencia de aminoacidos de la regién constante de la cadena pesada de IgG1 modificado que tiene la doble
sustitucién de aminoacido de T250E/M428F (SEC ID N° 75), o T250Q/M428L (SEC ID N° 76) se divulga en la Figura
3C.

Los anticuerpos modificados con las sustituciones de aminoacidos dobles descritas en las posiciones 250 y 428
muestran extremadamente altas afinidades de unién por FcRn en comparacién con las de los anticuerpos no
modificados.

En una forma de realizacién preferida de la presente invencion, la afinidad de unién por FcRn y/o la semivida en
suero del anticuerpo modificado estan incrementadas en al menos aproximadamente 30%, 50%, 80%, 2 veces, 3
veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70
veces, 80 veces, 90 veces, o0 100 veces.

La presente divulgacion proporciona un anticuerpo modificado que tiene una menor afinidad de unién por FcRn y/o
menor semivida en suero en comparacion con el anticuerpo no modificado, en el que el residuo de aminoéacido 314
de la region constante de la cadena pesada esté sustituido con otro aminoéacido que es diferente del presente en un
anticuerpo no modificado. Se ha demostrado que los anticuerpos modificados que tienen una sustitucion de
aminoacido en la posicion 314 muestran una afinidad de unién reducida, lo que sugiere que la posicion 314 debe
modificarse si se desea una reduccién de la semivida en suero de un anticuerpo. Preferentemente, el residuo de
aminoacido 314 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con alanina, arginina, acido aspartico,
asparagina, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, triptéfano, tirosina o valina. Mas preferentemente, la sustitucién de aminoacido es de leucina a alanina o
arginina en la posicion 314. Como se muestra en los Ejemplos, la afinidad de unién por FcRn del OST577-IgG2M3
modificado que comprende una sustitucion de leucina a arginina se reduce en un 11% con respecto al OST577-
IlgG2M3 no modificado.

Como se muestra en la Figura 3B, L314A representa la secuencia de aminoacidos de la region constante de la
cadena pesada del IgG2M3 modificado, que tiene la sustitucion de aminoacido de leucina a Alanina en la posicién
314 (SEC ID N° 29). L314A representa la secuencia de aminoacidos de la region constante de la cadena pesada
del IgG2M3 modificado, que tiene la sustitucion de aminoacido de leucina a arginina en la posicion 314 (SEC ID N°
42).

La presente divulgacion proporciona un anticuerpo modificado que tiene una menor afinidad de unién por FcRn y/o
menor semivida en suero en comparacién con el anticuerpo no modificado, en el que (1) el residuo de aminoacido
250 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con arginina, asparagina, acido aspartico, lisina,
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fenilalanina, prolina, triptéfano o tirosina, o (2) el residuo de aminoacido 428 de la region constante de la cadena
pesada esta sustituido con alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina,
glicina, histidina, lisina, prolina, serina, treonina, tirosina o valina. Preferentemente, el residuo de aminoacido 250 de
la regién constante de la cadena pesada esta sustituido con acido aspartico o el residuo de aminoacido 428 de la
region constante de la cadena pesada esta sustituido con glicina. Dicha sustitucion de aminoacido puede reducir
espectacularmente la semivida en suero de un anticuerpo. Como se muestra en los Ejemplos, la afinidad de unién
por FcRn de OST577-I9gG2M3 modificado que tiene dichas sustituciones de aminoacido se reduce en
aproximadamente 5—7% con respecto a OST577-lgG2M3 no modificado.

Como se muestra en la Figura 3B, T250D representa la secuencia de aminoacidos de la region constante de la
cadena pesada del IgG2M3 modificado, que tiene la sustitucion de aminoéacido de treonina a acido aspartico en la
posicion 250 (SEC ID N° 12). M428 representa la secuencia de aminoéacidos de la region constante de la cadena
pesada del IgG2M3 modificado, que tiene la sustitucion de aminoacido de metionina a glicina en la posicion 428
(SEC ID N° 53).

En un aspecto concreto de la presente divulgacion, la afinidad de union por FcRn y/o la semivida en suero de dicho
anticuerpo modificado se reduce en al menos aproximadamente 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98% 0 99%.

La presente divulgacion incluye las regiones constantes de la cadena pesada, las regiones Fc, o las regiones C 2-
C,;3 de los anticuerpos IgG modificados descritos en el presente documento, preferentemente, de los anticuerpos
1gG1, IgG2 o IgG2M3 modificados que tienen las sustituciones de aminoécidos descritas en el presente documento.

La presente divulgacion también incluye un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de una
cualquiera de las SEC ID N° 10-76. En una forma de realizacion preferida, estos polipéptidos son regiones
constantes mutadas de IgG1, 1gG2 o IgG2M3. Las regiones constantes de la cadena pesada de los anticuerpos
modificados de la presente invencién pueden unirse a la region variable de la cadena pesada de cualquier
anticuerpo seleccionado para generar la cadena pesada hibrida deseada. Ejemplos de los anticuerpos
seleccionados incluyen, entre otros, anticuerpos contra IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, HSV, CD3, CD33, CMV e IFN-y.
Ademas, las regiones variables pueden ser las de los anticuerpos de aparicion natural de cualquier especie tal
como un ser humano, un primate o un roedor. Como alternativa, pueden ser las de los anticuerpos alterados
genéticamente, incluidos, entre otros, anticuerpos humanizados, anticuerpos que tienen mayores afinidades de
unién a su antigeno a través de modificacién genética o anticuerpos completamente humanos. Tal cadena pesada
hibrida puede estar unida a una variedad de cadenas ligeras para producir el anticuerpo deseado. Las cadenas
ligeras pueden ser cadenas ligeras lambda o kappa- Dado que la semivida en suero de un anticuerpo se determina
principalmente en la region constante de la cadena pesada, se puede conseguir una semivida en suero deseada de
un anticuerpo producido a través de las sustituciones de aminoacido en la region constante de la cadena pesada
descrita en el presente documento.

Il. Produccién de anticuerpos modificados con alteracion de la afinidad de unién a FcRn y/o de las
semividas en suero

La presente invencion proporciona procedimientos de producir anticuerpos con alteraciéon de la afinidad de unién
por FcRn y/o las semividas en suero. Preferentemente, la presente invencidon proporciona procedimientos para
modificar un anticuerpo dado de clase IgG en una 0 méas posiciones divulgadas en el presente documento. Esto se
puede conseguir quimicamente o mediante mutagénesis dirigida a sitio y produccidon recombinante usando
cualquier procedimiento de produccién conocido.

La presente divulgaciéon proporciona un procedimiento de modificar un anticuerpo de clase IgG que comprende
sustituir al menos un aminoacido de la region constante de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste
en los residuos de aminoacidos 250, 314 y 428 con un aminoacido que es diferente del presente en un anticuerpo
no modificado, de modo que causa alteracion de la afinidad de unién por FcRn y/o la semivida en suero de dicho
anticuerpo no modificado.

La sustitucidon se puede realizar en la posicién 250, 314 o 428 solo o en cualquier combinacién de los mismos, tal
como en las posiciones 250 y 428.

Para incrementar la afinidad de unién por FcRn y/o incrementar la semivida en suero de un anticuerpo, el residuo
de aminoé&cido 250 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con acido glutdmico o glutamina, y el
residuo de aminoéacido 428 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con fenilalanina o leucina.
Como alternativa, el residuo de aminoacido 250 de la regidn constante de la cadena pesada esta sustituido con
acido glutamico y el residuo de aminoacido 428 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con
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fenilalanina; o el residuo de aminoacido 250 de la regién constante de la cadena pesada esta sustituido con
glutamina y el residuo de aminoacido 428 de la regién constante de la cadena pesada esta sustituido con
fenilalanina; o el residuo de aminoacido 250 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con
glutamina y el residuo de aminoéacido 428 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con leucina.
Estos anticuerpos que tienen estas mutaciones dobles muestran afinidades de unién por FcRn excepcionalmente
altas.

Para producir un anticuerpo modificado que tiene una menor afinidad de unién por fcRn y/o menor semivida en
suero en comparacion con el anticuerpo no modificado, en el que el residuo de aminoacido 314 de la region
constante de la cadena pesada esta sustituido con otro aminoacido que es diferente del presente en un anticuerpo
no modificado. Preferentemente, el residuo de aminoacido 314 de la region constante de la cadena pesada esta
sustituido con alanina, arginina, acido aspartico, asparagina, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina,
lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina. Mas preferentemente, el residuo
de aminoécido 314 de la regidn constante de la cadena pesada esté sustituido con alanina o arginina.

Para producir un anticuerpo modificado que tiene una menor afinidad de unién por FcRn y menor semivida en suero
en comparacion con el anticuerpo no modificado, el residuo de aminoécido 250 de la region constante de la cadena
pesada esta sustituido con arginina, asparagina, acido aspartico, lisina, fenilalanina, prolina, triptéfano o tirosina, o
el residuo de amino&cido 428 de la region constante de la cadena pesada esta sustituido con alanina, arginina,
asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, lisina, prolina, serina, treonina,
tirosina o valina. Mas preferentemente, el residuo de aminoacido 250 esti sustituido con &cido aspartico o el
aminoacido 428 esté sustituido con glicina.

Las sustituciones de amino4cidos descritas en el presente documento se consiguen mediante tecnologia de ADN
recombinante. En una forma de realizacion se puede usar mutagénesis dirigida a sitio para introducir las
sustituciones de aminoacidos en el ADN que codifica un anticuerpo no modificado. Los ADN resultantes de
anticuerpos modificados se liberan en las células huésped y los anticuerpos modificados se producen de esta
manera. La alteracion deseada de la afinidad de uniéon por FcRn de los anticuerpos modificados se puede
seleccionar usando la tecnologia de expresiéon en fagos o cualquier otro procedimiento adecuado conocido en la
técnica y confirmado mediante la medicion de la afinidad de union.

Preferentemente, un procedimiento de producir anticuerpo modificado de clase IgG con alteracién de la afinidad de
unién por FcRN y alteracién de la semivida en suero en comparacién con un anticuerpo no modificado comprende:

(@) preparar un vector de expresion replicable que comprende un promotor adecuado
operablemente unido a un ADN que codifica al menos una regién constante de una cadena pesada
de inmunoglobulina y en el que al menos un aminoacido de la region constante de la cadena
pesada seleccionado del grupo que consiste en los residuos de aminoacidos 250, 314 y 428 esta
sustituido con un aminoacido que es diferente del presente en un anticuerpo no modificado, de
modo que produce una alteracion en la semivida en suero;

(b) transformar las células huésped con dicho vector; y
(c) cultivar dichas células huésped transformadas para producir dicho anticuerpo modificado.

Dicho procedimiento comprende de manera adicional y opcionalmente, tras la etapa (a) preparar un segundo vector
de expresion replicable que comprende un promotor operablemente unido a un ADN que codifica una cadena ligera
de la inmunoglobulina complementaria y en el que dicha linea celular esta transformada adicionalmente con dicho
vector.

Para generar el ADN en la etapa (a), las sustituciones de aminoacidos se pueden introducir mediante mutagénesis,
incluidas, entre otras, mutagénesis dirigida a sitio (Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492 (1985)),
mutagénesis por PCR (Higuchi, en "PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications”, Academic Press, San
Diego (1990) pp. 177-183), y mutagénesis por casete (Wells y col., Gene 34:315-323 (1985)). Preferentemente, la
mutagénesis dirigida a sitio se realiza mediante el procedimiento de PCR de solapamiento-extension, que se
divulga en los Ejemplos (Higuchi, en "PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification", Stockton
Press, New York (1989), pp. 61-70).

La técnica de PCR con solapamiento-extensién (Higuchi, ibid.) se puede usar para introducir cualquier
mutacién(ciones) deseadas en una secuencia diana (el AND de partida). Por ejemplo, como se muestra en la Figura
4, el primer ciclo de PCR en el procedimiento de solapamiento-extension implica amplificar la secuencia diana con
un cebador externo (Cebador 1) y un cebador interno para mutagénesis (cebador 3) y, por separado, con un
segundo cebador externo (Cebador 4) y un cebador interno (cebador 2), lo que da dos segmentos de PCR
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(segmentos A y B). El cebador interno de mutagénesis (cebador 3) estad disefiado para contener faltas de
correspondencia con la secuencia diana especificando la(s) mutacién(ciones) deseada(s). En el segundo ciclo de
PCR, los productos del primer ciclo de PCR (segmentos A y B) se amplifican mediante PCR usando los dos
cebadores externos (cebadores 1 y 4). El segmento de PCR de longitud completa resultante (segmento C) se
digiero con enzimas de restriccién y el fragmento de restriccion resultante se clona en un vector adecuado.

Como primera etapa de la mutagénesis, el ADN de partida se clona operablemente en un vector para mutagénesis.
Los cebadores estan disefiados para reflejar la sustitucién de aminoacido deseada (véanse mas detalles en los
Ejemplos). En un ejemplo, los vectores usados para la mutagénesis in vitro se pueden usar para dirigir la expresion
de proteinas. Por tanto, el ADN resultante de la PCR de solapamiento-extension se puede volver a clonar en el
vector para mutagénesis de modo que se crea un vector de expresion que comprende el ADN con la mutacion
deseada. Un ejemplo del vector para mutagénesis que comprende el ADN de partida incluye, entre otros,
pVAg2M3-OST577.

Por ejemplo, las mutaciones en la posicion 250 se realizaron mediante amplificacion de la region que rodea al
fragmento PinAl-BamHI de pVAg2M3-OST577 (véase el mapa de restriccion de la Figura 5A) en un procedimiento
de dos etapas usando el procedimiento de solapamiento-extensiéon descrito en lo que antecede, digiriendo después
el segmento de PCR resultante con PinAl y BamHI y clonando el fragmento de restriccién resultante en pVAg2M3-
OST577. De forma similar, las mutaciones en la posicion 314 o 428 se realizaron mediante amplificacion de la
region que rodea al fragmento Pmll-BamHI mediante PCR de solapamiento-extension, digiriendo después el
segmento de PCR resultante con Pmll- y BamHI y clonando los fragmentos de restriccion resultantes en pVAg2M3-
OST577.

El ADN de partida puede ser un ADN que codifica un anticuerpo entero no modificado, una cadena pesada entera
de inmunoglobulina de un anticuerpo no modificado, la region constante de una cadena pesada o parte de la region
constante de la cadena pesada de un anticuerpo no modificado, siempre que incluya el residuo de aminoé&cido que
se va a modificar.

Si el ADN que codifica el anticuerpo no modificado completo se usa como ADN de partida para la mutagénesis,
todo el anticuerpo modificado se puede producir realizando las etapas (a), (b) y (c) del procedimiento descrito en el
presente documento. La etapa entre la etapa (a) y la etapa (b) de dicho procedimiento para generar la cadena ligera
complementaria no seria necesaria.

Si el ADN de partida para la mutagénesis en ADN que codifica la cadena pesada entera de un anticuerpo no
modificado, la mutagénesis dard lugar a un vector que comprende el ADN que codifica la cadena pesada
modificada entera. Con el fin de producir un anticuerpo modificado entero, se realiza la etapa entre las etapas (a) y
(b) del procedimiento divulgado en el presente documento. Es decir, otro vector de expresion replicable que
comprende un promotor unido operablemente a un ADN que codifica la cadena ligera de la inmunoglobulina
complementaria se co-transfecciona en las mismas células huésped. Como resultado, tanto la cadena ligera
complementaria como la cadena pesada modificada se expresan en las mismas células huésped y se ensamblan
adecuadamente para dar lugar al anticuerpo modificado entero. Un ejemplo de dicho vector de expresion que
comprende un ADN que codifica una cadena ligera de la inmunoglobulina incluye, entre otros, pVAA2-0ST577.

Si el ADN de partida para mutagénesis es un ADN que codifica parte de la region constante de la cadena pesada,
tal como el segmento Cn2-Cnw3 o un dominio Fc, el ADN resultante que codifica tal cadena pesada parcial
modificada se conecta primero en el marco con el resto de la cadena pesada no modificada, de modo que se
genera el ADN que codifica una cadena pesada entera con la modificacién descrita en el presente documento en la
Etapa (a). Se produce un anticuerpo modificado entero mediante co-transfeccién de las células huésped con el
vector que comprende el ADN que codifica la cadena ligera complementaria y el vector que comprende el ADN que
codifica dicha cadena pesada modificada. La conexion del ADN que codifica la cadena pesada parcial modificada y
la cadena pesada no modificada restante se puede conseguir usando las técnicas de clonacién molecular estandar
conocidas en la técnica de la biologia molecular, tal como digestiones y uniones de restriccion (Sambrook y Russell,
"Molecular Cloning: A Laboratory, Manual", 3rd edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (2001)).

Las cadenas ligera y pesada se pueden clonar en los mismos o diferentes vectores de expresion. Los segmentos
de ADN que codifican cadenas de inmunoglobulinas estan operablemente unidos a secuencias control en el(los)
vector(es) de expresion que garantizan la expresion de los polipéptidos de inmunoglobulina. Dichas secuencias
control incluyen una secuencia sefial, un promotor, un potenciador y una secuencia de terminacion de la
transcripcion (véase, Queen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989); el documento
W0090/07861; Co y col., J. Immunol. 148:1149-1154 (1992); "Antibody Engineering: A Practical Guide",
Borrebaeck, Ed., Freeman, New York (1997)).
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Las células huésped se transforman usando las técnicas conocidas en la materia, tales como liposomas, fosfato
célcico, electroporacion etc. (Sambrook y Russell, op. cit.). Preferentemente, las células huésped se transfeccionan
de forma transitoria usando el procedimiento del liposoma.

Las células huésped usadas para producir el anticuerpo modificado de la presente invencién se pueden cultivar en
diversos medios conocidos en las técnicas.

Los anticuerpos modificados descritos en el presente documento se pueden producir intracelularmente, en el
espacio periplasmico o secretados directamente en el medio. Preferentemente, los anticuerpos modificados en la
presente invencion se secretan al medio de cultivo. Los medios del cultivo de células huésped que producen
anticuerpos modificados se recogen y los residuos celulares se precipitan mediante centrifugacion. Se recogen los
sobrenadantes y se someten a los ensayos de expresion de proteinas (véanse mas detalles en los Ejemplos).

La expresion de un anticuerpo modificado se confirma mediante electroforesis en Gel usando andlisis proteico en
SDS-PAGE en condiciones reductoras o no reductoras o cualquier otra técnica conocida en la materia. También se
pueden usar ELIS para detectar la expresion de un anticuerpo modificado y la cantidad de dicho anticuerpo.

Los anticuerpos modificados deberan retener la unién adecuada a antigenos en comparacion con los anticuerpos
no modificados. De acuerdo con esto, la unibn adecuada anticuerpo-antigeno se analiza mediante los
procedimientos conocidos en la técnica de la inmunologia, tal como ELISA. Se pueden realizar experimentos
adicionales para confirmar que los anticuerpos modificados tienen propiedades estructurales similares a las de los
anticuerpos no modificados. Estos experimentos incluyen, ente otros, SDS-PAGE, SEC, ELISA y ensayos de union
a proteina A. Se prefiere el ensayo de unién a proteina A, ya que la proteina A se une a la misma region de la unién
Cn2-Cy3 que el FcRn, aunque la union implica diferentes residuos.

Los anticuerpos modificados preparados a partir de las células huésped se pueden purificar usando las técnicas
conocidas en la materia, incluidas, entre otras, filtracion en gel y cromatografia en columna (p. €j., cromatografia de
afinidad mediante proteina A, cromatografia de intercambio catiénico, cromatografia de intercambio aniénico y
filtracién en gel). La pureza minima aceptable del anticuerpo para usar en formulacién farmacéutica sera 90%,
siendo preferida el 95%, mas preferida el 98% y la mas preferida del 99% o superior.

Las afinidades de union de los anticuerpos producidos para FcRn se pueden detectar realizando un ensayo de
unién competitivo a pH 6,0, la condicién éptima para la unién al FcRn. Las afinidades de union se pueden analizar
inmovilizando FcRn sobre un sustrato sdlido tal como perlas de Sepharose®. Como alternativa, las afinidades de
uniéon se pueden evaluar usando un ELISA. Preferentemente, la presente invencién investiga las afinidades de
unioén realizando un ensayo de unién competitivo en un sistema basado en células. Una serie de diluciones de un
anticuerpo modificado producido y del anticuerpo no modificado se comparan segun la unién al FcRn expresado en
una linea celular, preferentemente una linea celular NSO. Los procedimientos experimentales para llevar a cabo un
ensayo de unidon competitiva se describen con detalle en los Ejemplos.

Los experimentos en la presente invencién muestran que se pueden conseguir resultados de afinidad de union
similares con anticuerpos purificados o sobrenadantes de cultivos de las células productoras de anticuerpos. De
acuerdo con esto, los sobrenadantes se pueden usar directamente para analizar las afinidades de unién por FcRn
de los anticuerpos producidos con el fin de confirmar que se ha conseguido la alteracion deseada de las afinidades
de unioén. Después de tal confirmacién, el anticuerpo producir se somete a procedimientos de purificacion mas
complejos.

También deberan realizarse ensayos de union directa para confirmar que los anticuerpos modificados se unen al
FcRn de un modo dependiente de pH. En particular, la afinidad de unién de los anticuerpos modificados por FcRn
se analiza a un pH 6,0 y a un pH 8,0 (véanse mas detalles en los Ejemplos). En general, la afinidad de unién a pH
6,0 deberé ser superior a la obtenida al pH 8,0.

La estabilidad biolégica (o semivida en suero) se puede medir mediante diversos medios in vitro o in vivo, mediante,
por ejemplo, el uso de una proteina radiomarcada y midiendo los niveles de radiactividad en suero como una
funcion del tiempo, o mediante analisis de los niveles de anticuerpo intacto (de especificidad conocida) presente en
el suero usando ELISA como una funcion del tiempo, en la que una medida particularmente preferida del
incremento de la estabilidad biolégica se pone de manifiesto por un incremento de la semivida en suero y
disminucion de las tasas de aclaramiento.

La presente invencion proporciona las moléculas polinucleotidicas que codifican los anticuerpos modificados de la
invencion con las mutaciones descritas en el presente documento,

La presente invencion proporciona los vectores que comprenden las moléculas polinucleotidicas que codifican los
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anticuerpos modificados con las mutaciones (sustituciones) descritas en el presente documento.

La presente invencion incluye una célula huésped que contiene dichos vectores que comprenden dichas moléculas
de acido nucleico, tal como se describe en el presente documento. Células huésped adecuadas para la expresion
de los anticuerpos modificados descritos en el presente documento derivan de organismos procariotas, tales como
Escherichia coli, o de organismos multicelulares eucariotas, incluidos levaduras, plantas, insectos y mamiferos.

E. coli es un huésped procariota particularmente Util para la clonacion y/o expresion de las secuencias de AND de la
presente invencion. Otros huéspedes microbianos adecuados para usar incluyen bacilos, tales como Bacillus
subtilis, y otras enterobacteriaceae, tales como Salmonella, Serratia, y varias especies de Pseudomonas. En estos
huéspedes procariotas, también se pueden fabricar vectores de expresion que contengan, normalmente,
secuencias de control de la expresién compatibles con la célula huésped (p. €j., un origen de replicacién). Ademas,
puede haber cualquier numero de diversos promotores bien conocidos, tales como el sistema promotor de la
lactosa, u sistema promotor de triptéfano (trp), un sistema promotor de beta-lactamasa o un sistema promotor del
fago lambda. Normalmente, los promotores controlan la expresion, opcionalmente con una secuencia operador, y
tienen secuencias del sitio de union al ribosoma y similares, para iniciar y completar la trascripcion y la traduccion.

Otros microbios, como levaduras, también se pueden usar para expresion. Saccharomyces es un huésped
preferido, y los vectores tienen secuencias de control de la expresion tal como promotores, incluida 3-fosfoglicerato
quinasa u otras enzimas glicoliticas, y un origen de replicacion, secuencias de terminacion y similares tal como se
desee.

Se pueden usar plantas y cultivos de células vegetales para la expresion de la secuencia de ADN de la invencion
(Larrick y Fry, Hum. Antibodies Hybridomas 2: 172-189 (1991); Benvenuto y col., Plant Mol. Biol. 17:865-874 (1991);
During y col., Plant Mol. Biol. 15:281-293 (1990); Hiatt y coll., Nature 342:76-78 (1989)). Huéspedes vegetales
preferibles incluyen, por ejemplo: Arabidopsis, Nicotiana tabacum, Nicotiana rustica y Solanum tuberosum. Un
casete de expresion preferido para expresar secuencias polinucleotidicas que codifican los anticuerpos modificados
de la invencion es el plasmido pMOG18, en el que la secuencia de polinucleétidos insertada que codifica el
anticuerpo modificado esta unida operablemente al promotor CaMV 35S con un potenciador duplicado; pMOG18 se
usa de acuerdo con el método de Sijmons y col., BiolTechnology 8:217-221 (1990). Como alternativa, una forma de
realizacién preferida para la expresion de anticuerpos modificados en plantas sigue los métodos de Hiatt y col., ant.,
con la sustitucion de las secuencias polinucleotidicas que codifican los anticuerpos modificados de la invencion par
alas secuencias de inmunoglobulina usadas por Hiatt y col., ant. También se pueden usar vectores basados en T-
ADN de Agrobacterium tumifaciens para expresar las secuencias de ADN de la invencion; preferentemente, dichos
vectores incluyen un gen marcador que codifica resistencia a espectinomicina u otro marcador seleccionable.

También se pueden usar cultivos de células de insecto para producir los anticuerpos modificados de la invencion,
usando normalmente un sistema de expresion basado en baculovirus. Los anticuerpos modificados se pueden
producir mediante expresién de las secuencias de polinucledtidos que codifican los anticuerpos modificados de
acuerdo con los métodos de Putlitz et al., Bio/Technology 8:651-654 (1990)

Ademas de los microorganismos y las plantas, también se pueden usar cultivos de células de mamifero para
expresar y producir los polipéptidos de la presente invencion (véase, Winnacker, "From Genes to Clones", VCH
Publishers, New York (1987)). En realidad se prefieren las células de mamifero, ya que en la técnica se han
desarrollado numerosas lineas de células huésped adecuadas capaces de secretar inmunoglobulinas intactas en
incluyen las lineas de células CHO, varias lineas celulares COS, células Hela, preferentemente lineas celulares de
mieloma etc,, o células B transformadas o hibridomas. Los vectores de expresion para estas células pueden incluir
secuencias de control de la expresion, tales como un origen de replicacién, un promotor, un potenciador (Queen y
col., Immunol. Rev. 89:49-68 (1986)) y sitios necesarios para procesar la informacion, tales como sitios de unién al
ribosoma, sitios de corte y empalme en ARN, sitios de poliadenilacion y secuencias de terminacion de la
transcripcion. Las secuencias de control de la expresion preferidas son los promotores derivados de los genes de
inmunoglobulina, SV40, adenovirus, virus del papiloma bovino, citomegalovirus y similares. En general, en el vector
de expresion se incluye un marcador seleccionable, tal como un casete de expresion neo.

La presente divulgacién proporciona un procedimiento para fabricar un agente con alteracion de la afinidad de union
a FcRn y/o de la semivida en suero mediante conjugaciéon o, de otro modo, union de dicho agente a un resto
identificado que tiene un incremento o reduccion de la semivida en suero a través de su interaccién con FcRn.
Dicho resto incluye, entre otros, una IgG modificada o una cadena pesada parcial o completa modificada que
comprende las sustituciones de aminoacidos descritas en el presente documento. Dichos agentes incluirian, entre
otros, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, hormonas, ligandos de receptores, inmunotoxinas, farmacos
terapéuticos de cualquier tipo, antigenos de unién al receptor de las células T y cualquier otro agente que pueda
unirse a los restos con mayor semivida en suero de la presente invencion. Para crear una proteina de fusiéon con
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alteracién de la estabilidad in vivo, los fragmentos de ADN que codifican dichas proteinas pueden incorporarse de
forma operativa en un vector recombinante, en el marco con la regién constante de un anticuerpo modificado, en
direccion anterior o posterior, en una posiciéon de modo que haga que el vector sea capaz de expresar una proteina
de fusién que comprende dicha proteina unida de forma operable a la regiéon constante. Las técnicas para la
manipulacién de los segmentos de ADN de este modo mediante, por ejemplo, ingenieria genética usando
endonucleasas de restriccion, seran conocidas para los expertos en la técnica a la luz de la presente divulgacion y
de referencias tales como Sambrook y Russell, ant.

El procedimiento anterior se ha propuesto para usar en la generacién de una serie de compuestos terapéuticos con
mejor estabilidad biolégica. Dichos compuestos incluyen, por ejemplo, interleuquina 2. insulina, interleuquina 4 e
interferobn gamma, o incluso receptores de células T. También se contempla el uso de los dominios Fc
recombinantes de la presente invencién también en la estabilizacion de una amplia gama de farmacos, que
probablemente aliviarian la necesidad de repetir la administracion. No obstante, los presentes procedimientos no
estan limitados Unicamente a la produccidon de proteinas para administracion humana y pueden emplearse para
producir grandes cantidades de cualquier proteina con mayor estabilidad, de modo que se pueden usar en, por
ejemplo, protocolos de inmunizacidn, en tratamiento de animales por los veterinarios o en modelos de terapia de
roedores in vivo.

Ill. Usos de anticuerpos modificados con alteracion de la afinidad de unién a FcRn y/o las semividas en
suero

La presente divulgacion proporciona una composicion que comprende los anticuerpos modificados descritos en el
presente documento y un transportador farmacéuticamente aceptable. Las composiciones para administracion
parenteral normalmente comprenden una solucion del anticuerpo o un céctel del mismo disuelto en un
transportador aceptable, preferentemente un transportador acuoso. Se pueden usar varios transportadores
acuosos, por ejemplo, agua, agua tamponada, 0,4% de solucion salina, 0,3% de glicina y similares. Estas
soluciones son estériles y generalmente libres de material particulada. Las composiciones pueden contener
sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables tal como se requiere para aproximarse a las condiciones
fisiologicas tales como agentes de ajuste de pH y de tamponamiento, agentes de ajuste de la toxicidad y similares,
por ejemplo acetato sédico, cloruro saédico, cloruro potésico, cloruro calcico, lactato sédico. La concentracion de los
anticuerpos en estas formulaciones puede variar ampliamente, es decir desde menos de aproximadamente 0,01%,
normalmente al menos aproximadamente 0,1%, hasta un 5% en peso, y principalmente se seleccionan sobre la
base de volumenes de fluido y viscosidades de acuerdo con el modo concreto de administracion seleccionado.

Se puede preparar una composicion tipica para infusién intravenosa de modo que contenga 250 ml de solucién de
Ringer estéril y de 10 mg a 100 mg del anticuerpo (véase, "Remington's Pharmaceutical Science", 15th ed., Mack
Publishing Company, Easton, PA (1980)).

Los anticuerpos modificados en la presente invencidn se pueden usar para varios fines no terapéuticos. Se pueden
usar como agente de purificacion por afinidad. También pueden ser (tiles en ensayos diagnosticos, tales como la
deteccion de la expresion de un antigeno de interés en células, tejidos o suero especificos. Para aplicaciones
diagndsticas, normalmente los anticuerpos se marcaran con un resto detectable, incluidos radiois6topos,
marcadores fluorescentes y varios marcadores de sustrato enzimatico. Los anticuerpos también se pueden emplear
en cualquier procedimiento de ensayo conocido, tal como ensayos de uniéon competitiva, ensayos de tipo sandwich
directos e indirectos y ensayos de inmunoprecipitacion. Los anticuerpos también se pueden usar para ensayos
diagnésticos in vivo. En general, los anticuerpos se marcan con un radiontclido de modo que el antigeno o la célula
que lo expresa se puedan localizar usando inmunocentelleo.

Asimismo se pueden suministrar kits para usar con los anticuerpos modificados en la proteccion contra, o la
deteccion de, una actividad celular o la presencia de un receptor de superficie celular seleccionado o el diagnoéstico
de enfermedad. Por tanto, la composicion sujeto de la presente invencion se puede proporcionar, normalmente en
forma liofilizada en un envase, bien sola o junto con anticuerpos adicionales especificos del tipo celular deseado.
Los anticuerpos modificados, que pueden estar conjugados a un marcador o toxina, 0 sin conjugar, se incluyen el
los kit con tampones tales como Tris, fosfato, carbonato etc., estabilizantes, biocidas, proteinas inertes, por ejemplo
seroalbumina, o similares, y un grupo de instrucciones de uso. En general, estos materiales estaran presentes en
menos de aproximadamente 5% en peso sobre la base de la cantidad de anticuerpo activo y, normalmente, estaran
presentes en una cantidad total de al menos aproximadamente 0,001% en peso sobre la base, de nuevo, de la
concentracion del anticuerpo. Con frecuencia, sera deseable incluir un expansor o excipiente inerte para diluir los
ingredientes activos, en el que el excipiente puede estar presente en de aproximadamente 1 a 99% en peso de la
composicion total. Cuando en un ensayo se emplea un segundo anticuerpo capaz de unirse al anticuerpo
modificado, éste normalmente estara presente en un vial aparte. Normalmente, el segundo anticuerpo esta
conjugado con un marcador y se formula de forma andloga a las comulaciones de anticuerpo descritas en lo que
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antecede.

Los anticuerpos modificados tienen varias aplicaciones terapéuticas. Los anticuerpos modificados pueden usarse
para tratar a un paciente que sufra, o esté predispuesto a sufrir, una enfermedad o trastorno, que podria
beneficiarse de la administracion de los anticuerpos modificados. Las afecciones que se pueden tratar con los
anticuerpos incluyen céancer, afecciones inflamatorias, tales como asma, enfermedades autoinmunitarias, e
infecciones virales etc.

Los tipos de cancer que se pueden tratar con los anticuerpos descritos en el presente documento incluyen, entre
otros, cancer de mama, cancer de células escamosas, cancer de pulmén de células pequefias, cancer de pulmén
de células no pequefas, cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, glioblastoma, cancer cervical, cancer de
ovarios, cancer de vejiga urinaria, hepatoma, cancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma endometrial,
carcinoma de glandulas salivares, cancer renal, cancer de higado, cancer de préstata, cancer vulvar, cancer de
tiroides, carcinoma hepatico y varios tipos de cancer de cabezay cuello.

Las enfermedades autoinmunitarias incluyen, entre otras, enfermedad de Addison, enfermedades autoinmunitarias
de la oreja, enfermedades autoinmunitarias del ojo, tales como uveitis, hepatitis autoinmunitaria, enfermedad de
Crohn, diabetes (de tipo ), epididimitos, glomerulonefritis, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barre,
enfermedad de Hashimoto, anemia hemolitica, lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple, miastenia gravis,
pénfigo vulgar, psoriasis, artritis reumatoide, sarcoidosis, esclerodermia, sindrome de Sjogren, espondiloartropatias,
tiroiditis, colitis ulcerosa y vasculitis.

Los anticuerpos modificados con menores semividas en suero de la presente invencion se pueden usar en el
tratamiento de enfermedades o trastornos en los que se desea la destruccion o eliminacién de tejido o de
microorganismos extrafios. Por ejemplo, el anticuerpo se puede usar para tratar cancer, enfermedades
inflamatorias, infecciones y otras afecciones en las que se desea la eliminacion de tejido. Generalmente, el
anticuerpo seria Gtil en cuanto a que los tiempos de aclaramiento biolégico mas rapidos tendrian como resultado
una reduccién de la inmunogenicidad de cualquier anticuerpo administrado. Otras aplicaciones incluirian regimenes
de imagen basados en anticuerpos, eliminaciéon de farmaco basado en anticuerpos o creacién de inmunotoxinas
con una vida mas corta.

Los anticuerpos modificados con mayores semividas en suero pueden ser un anticuerpo anti-factor tisular (TF),
anticuerpo anti-IgE y un anticuerpo anti-integrina. El mecanismo de accién deseado puede ser bloquear los pares
de unién ligando-receptor. Los anticuerpos modificados con mayores semividas en suero pueden ser también
anticuerpos agonistas. Los anticuerpos también se pueden usar como agentes terapéuticos tales como vacunas. La
dosificacion y frecuencia de inmunizacion de dichas vacunas se reducird debido a la extension de las semividas
séricas de los anticuerpos.

Las composiciones que comprenden los presentes anticuerpos se administran por cualquier medio adecuado,
incluida la administracion parenteral, subcutanea, intraperitoneal, intrapulmonar e intranasal y, si se desea, para
tratamiento inmunosupresor, administracion intralesional. Las infusiones parenterales incluyen administracion
intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o subcutanea. Ademas, los anticuerpos se administran de
forma adecuada mediante infusién por pulsos, particularmente con dosis decrecientes de anticuerpos.

Las composiciones que contienen los presentes anticuerpos o un céctel de las mismas se pueden administrar para
tratamientos profilacticos y/o terapéuticos. En aplicacién terapéutica, las composiciones se administran a un
paciente ya afectado por la enfermedad concreta, en una cantidad suficiente para curar, o al menos detener
parcialmente, la afeccion y sus complicaciones. Una cantidad adecuada para conseguir esto se define como una
“dosis terapéuticamente eficaz’. Las cantidades eficaces para este uso dependeran de la gravedad de la afeccion y
del estado general del propio sistema inmunoldgico del paciente pero, en general, varian de aproximadamente 0,01
a aproximadamente 100 mg de anticuerpo modificado por dosis, siendo las dosis de 1 a 10 mg por paciente mas
usadas.

En aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen los anticuerpos modificados o un coctel de los
mismos se administran a un paciente que todavia no sufre la enfermedad para potenciar la resistencia del paciente.
Dicha cantidad se define como una “dosis profilacticamente eficaz”. En este uso, las cantidades precisas dependen,
de nuevo, del estado de salid del paciente y del nivel general de inmunidad, pero en general varian de 0,1 a 100 mg
por dosis, especialmente dosis de 1 a 10 mg por paciente.

Se pueden llevar a cabo administraciones sencillas o mdltiples de las composiciones, de las que los niveles y el
patrén de dosis son seleccionados por el médico encargado del tratamiento. En cualquier caso, las formulaciones
farmacéuticas proporcionaran una cantidad de los anticuerpos mutantes de la presente invencién suficientes para
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tratar al paciente con eficacia.

Los ejemplos siguientes se ofrecen a modo de ilustracion y no como limitacion.

Ejemplos

Ejemplo 1

Este ejemplo describe los vectores de expresion de anticuerpos usados en la presente invencion.

Los componentes del plasmido de expresion de la cadena pesada pVAg2M3-OST577, un derivado de la variante
M3 de pVg2.D.Tt (Cole y col., J. Immunol. 159:3613-3621 (1997)) son los siguientes. Como se muestra en la Figura
5A, comenzando en sentido de las agujas del reloj desde el sitio EcoRl, la unidad de la cadena pesada comienza
con el promotor temprano inmediato (IE) principal del citomegalovirus humano (hCMV) y el potenciador Boshart y
col., Cell 41 :521-530 (1985)) como fragmento EcoRI-Xbal. Tras la region hCMV esta la region OST577 Vy como

fragmento Xbal, incluida la secuencia sefial, el segmento J y la secuencia de corte y empalme del donante. L@
region VH es seguida por un fragmento de ADN gendmico modificado que contiene la region constante de la
cadena pesada gamma-2M3 humana (Cole et al., op. cit.)como fragmento Xbal-BamHl, incluidos los exones C 1,

bisagra (H), C 2, y C,3 con los intrones intermedios, precediendo parte del intron a C_ 1, y una sefial de

poliadenilacion (polyA) para el procesamiento de ARNm tras Cn3, seguido por el terminador de la transcripcion del
gen del complemento humano C2 (Ashfield y col., EM BO J. 10:4197-4207 (1991)) como fragmento BamHI-EcoRI.
A la unidad de la cadena pesada le sigue un ge que codifica una forma mutante de la dihidrofolato reductasa (dhfr),
junto con elementos reguladores (potenciador, promotor, sefiales de corte y empalme y sefial de POIyA) del virus
de simio 40 (SV40) necesarios para la transcripcion. Esta region, que se tom6 como fragmento BamHI-EcoRI del
plasmido pVgl (Co y col., op. cit.), se modificé convirtiendo el sitio BamHI en un sitio EcoRI. En direccion en contra
de las agujas del reloj dentro de esta unidad desde el sitio EcoRI original, primero hay parte del plasmido pBR322
(Sutcliffe, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 43:77-90 (1979)) que comprende el origen de replicacién
bacteriano y el gen de resistencia a ampicilina para la selecciéon en E.coli, excepto porque el origen de replicacion
bacteriano se sustituyd por el correspondiente segmento de pUC 18 (Yanisch-Perron y col. Gene 33: 103-119
(1985)) para incrementar el nimero de copias del vector en los huéspedes bacterianos. A continuacion hay un
segmento de SV40 (Reddy y col., Science 200:494-502 (1978)) que contiene el potenciador y el promotor temprano
de SV40 para asegurar el fuerte inicio de la transcripcion. A este segmento le sigue la secuencia de dosificacion del
gen de dhfr de E.coli (Simonsen y Levinson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2495-2499 (1983)). Después del gen de
la dhfr, hay un segmento de SV40 que contiene el intrén pequefio del antigeno t, que se cree que incrementa los
niveles de ARNm y, después, el plasmido contiene otro segmento de SV40 que contiene una sefial de poliA para
terminar la transcripcion del ARNm.

Los componentes del plasmido de expresion de la cadena pesada pVAg1l.N-OST577, un derivado de pVgl (Coy
col., op. cit.), son los siguientes. Como se muestra en la Figura 5B, en sentido de las agujas del reloj desde el sitio
de EcoRlI, la unidad de la cadena pesada comienza con el mismo fragmento EcoRI-Xbal que contiene el promotor
IE de hCMV y el que se uso en el vector pVAg2M3-OST577, seguido por la region V, de OST577 como fragmento

Xbal. A la region V,, |e sigue el fragmento de ADN gendmico que contiene la region constante de la cadena pesada
gamma-1 humana (Ellison y col., Nucleic Acids Res 10: 4071-4079 (1982)) como fragmento Xbal-BamHI incluidos
los exones Cul, bisagra (H), Cu2 y Cu3 con los intrones intermedios, precediendo parte del intron a Chl y una sefial
poliA para el procesamiento de ARNm tras Cn3. Para facilitar las posteriores manipulaciones de las regiones no
codificadoras se us6 mutagénesis por PCR de solapamiento-extension (Higuchi, op. Cit) para crear un sitio Nhel en
el intrén entre los exones bisagra y Cu2. A la unidad de la cadena pesada le sigue el mismo fragmento de
restriccion BamHI-EcoRI que codifica la dhfr, junto con elementos reguladores y una porcion del plasmido pBR22,

gue se uso en el vector pVAg2M3-OST577-

Los componentes del plasmido de expresion de la cadena ligera pVAA2-OST577, un derivado de pVk (Co y col., op.
cit.), son los siguientes. Como se muestra en la Figura 6, comenzando en sentido de las agujas del reloj desde el
sitio EcoRl, la unidad de la cadena ligera comienza con el mismo fragmento EcoRI-Xbal que contiene el promotor IE
de hCMV y el potenciador que se usaron en los vectores de cadenas pesadas, seguidos por la region V de OST577
como fragmento Xbal, incluida una secuencia sefal, segmento J y una secuencia de corte y empalme del donante.
A la region V, le sigue un fragmento de ADN genomico que contiene la region constante de la cadena ligera del
lambda-1 humano (Hieter y col., Nature 294:536-540 (1981)) como fragmento Xbal-Sau3Al que se modifico
mediante PCR para codificar la region constante de la cadena ligera del lambda-2 humano (Hieter y col., ibid.),
incluido el intrén de la cadena ligera de lambda 1 humano, el exén de la region constante de la cadena ligera del
lambda-2 humano (CA2) y una porcion de la region 3’ no traducida de la cadena ligera del lambda-2 humano y una
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sefal polyA para el procesamiento de ARNm de la cadena ligera del lambda-1 humano. Tras el gen de la cadena
ligera esta un gen que codifica la xantina guanina fosforibosil transferasa (gpt), junto con elementos reguladores de
SV40 necesarios para la transcripcion. La funcion de esta region, que se tomé como un fragmento BamHI-EcoRI del
plasmido pSV2-gpt (Mulligan y Berg, op. cit.), es proporcionar un marcador de resistencia a farmacos seleccionable
tras la transfeccion del plasmido en células de mamifero. En direccién en contra de las agujas del reloj dentro de
esta unidad desde el sitio EcoRlI original, primero hay parte del plasmido pBR322 (Sutcliffe, op. cit.) que comprende
el origen de replicacién bacteriano y el gen de resistencia a ampicilina para la seleccion en E.coli, excepto porque el
origen de replicacion bacteriano se sustituyé por el correspondiente segmento de pUC 18 (Yanisch-Perron op. cit.)
para incrementar el nimero de copias del vector en huéspedes bacterianos. A continuacién hay un segmento de
SV40 (Reddy y col., op. cit.) que contiene el potenciador y el promotor temprano de SV40 para asegurar el fuerte
inicio de la transcripcion. A este segmento le sigue la secuencia codificadora del gen gpt de E.coli (Richardson y
col., Nucleic Acids Res. 11 :8809-8816 (1983)). Después del gen de la gpt, hay un segmento de SV40 que contiene
el intrén pequefio del antigeno t, que se cree que incrementa los niveles de ARNm y, después, el plasmido contiene
otro segmento de SV40 que contiene una sefial de poliA para terminar la transcripcion del ARNm.

Los componentes del plasmido de expresién de la cadena pesada pVAg2M3-HulD10 (véase la Figura 7A) son
idénticos a los de pVAg2M3-OST577 del que derivo, excepto porque la region V,, de OST577 se sustituyd con la

region V,, de HulD10 del plasmido pHu1D10.lgG1.rgpt.dE (Kostelny y col. (2001), op. cit.). Los componentes del

plasmido de expresion de la cadena pesada pVAg1l.N-HulD10 (véase la Figura 7B) son idénticos a los de pVAgI.N-
OST577 del que derivd, excepto porque la region V , de OST577 se sustituyo con la region V , de HulD10 del

plasmido pHulD10.lgG1.rgpt.dE (Kostelny y col. ibid).

Los componentes del plasmido de expresién de la cadena pesada pHuUHCg3.Tt.D-HulD10 (véase la Figura 7C) son
idénticos a los de pVg2.D.Tt (Cole et al., op. cit.), a excepcion de que el fragmento de Xbal-BamHI que contiene la
regién constante de la cadena pesada gamma-2M3 humana estaba sustituida por la region V4 de HulD10 del
plasmido pHulD10.lgG1l.rgpt.dE (Kostelny et al. (2001), op. cit.) como fragmento Xbal, seguido de un fragmento de
ADN gendmico que contiene la regién constante de la cadena pesada gamma-3 humana (Huck et al., Nucleic Acids
Res. 14:1779-1789 (1986)) como fragmento Xbal-BamH], incluidos los exones Cy1, bisagra (H), Cu2, y Cn3 con los
intrones intermedios, precediendo parte del intron a Cul, y una sefial polyA para el procesamiento de ARNm tras
Cu3. Los componentes del plasmido de expresion de la cadena pesada pHuHCg4.Tt.D-HulD10 (véase la Figura
7D) son idénticos a los de pHUHCg3.Tt.D-HulD10, a excepcién de que la regiéon constante de la cadena pesada de
gamma-3 humana estaba sustituida por un fragmento de ADN gendmico que contiene la regién constante de la
cadena pesada de gamma-4 humana Ellison et al., op. cit.) como fragmento Xbal-BamHlI, incluidos los exones Cyl,
bisagra (H), Cn2, y Cn3 con los intrones intermedios, precediendo parte del intrén a Cnl, y una sefial polyA para el
procesamiento de ARNm tras Cx3.

Los componentes del plasmido de expresién de la cadena ligera pVk-HulD10, un derivado de pVk (Co y col., op.
cit.), son los siguientes. Como se muestra en la Figura 8, en sentido de las agujas del reloj desde el sitio de EcoRl,
la unidad de la cadena ligera comienza con el mismo fragmento EcoRI-Xbal que contiene el promotor IE de hCMV y
el potenciador que se uso en los vectores de la cadena pesada, seguido por la region V de HulD10 (Kostelny y col.

(2001), op. cit.) como fragmento Xbal, incluidas la secuencia sefial, el segmento J y la secuencia de corte y
empalme del donante. A la region V, le sigue un fragmento de ADN gen6mico que contiene la region constante de
la cadena ligera del kappa humano (Hieter et al., Cell 22:197-207 (1980)) como fragmento Xbal-BamH], incluido el
exon de la region constante de la cadena ligera de kappa humano (C,), precediendo parte del intrén a C,, y una
sefial polyA para el procesamiento de ARNm tras C,. A la unidad de la cadena ligera le sigue el mismo fragmento

BamHI-EcoRI que codifica gpt, junto con elementos reguladores necesarios para la transcripcion y una porcion del
plasmido pBR322, que se us6 en el vector pVk.

Ejemplo 2
Este ejemplo describe los plasmidos usados en la presente invencion.

Los ADNc de las cadenas ligera y pesada de OST577 se clonaron en su totalidad mediante PCR en una linea
celular de trioma que expresa el anticuerpo OST577 anti-HBV monoclonal humano (Ehrlich y col., op. cit.). Las
regiones variables de las cadenas pesada y ligera se convirtieron mediante PCR en miniexones, flaqueados por
sitios Xbal en ambos extremos, que comprenden las secuencias sefial, V, (D), y segmentos J, secuencias de corte
y empalme del donante y una porcidn de los correspondientes intrones, como se indica en Co y col., supra. El
vector de expresion pVAg2M3-OST577 (véase en la Figura 5A), se construy6é un derivado de la variante M3 de
pVg2.D.Tt (Cole y col., op. cit.), sustituyendo el fragmento Xbal que contiene el miniexon OKT3-V , con el miniexon
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OST577-V,, Después, el fragmento Pcil-Fspl que contiene el origen de replicacion bacteriano se sustituy6 con el

correspondiente fragmento Pcil-Fspl de pUC18 (Yanisch-Perron y col., op. cit.) para incrementar el niumero de
copias del vector en los huéspedes bacterianos. El vector de expresion pVAgLl.N-OST577 (véase la Figura 5B), se
construy6 un derivado de pVgl (Co et al., op. cit.), insertando un fragmento Xbal que contiene el miniexdn
OST577-V,, en el sitio Xbal anico de pVgl, modificando el intron bisagra-CH2 mediante PCR de solapamiento-

extensién (Higuchi, op. cit.) para crear un sitio Nhel Unico, y sustituyendo el fragmento Hindlll-Xhol que contiene el
origen de replicacion bacteriano con el correspondiente fragmento de Hindlll-Xhol de pVAg2M3-OST577 para
incrementar el namero de copias del vector en los huéspedes bacterianos.

El vector de expresion pVA2-0ST577, un derivado de pVk (Co et al., op. cit.), se construyé sustituyendo primero el
fragmento Xbal-BamHI de pVk que contiene la region constante genémica de kappa humano con un producto Xbal-
Bglll de la PCR que contiene la region constante genémica del lambda-1 humano. La region codificadora y una
porcién 3’ no traducida se sustituyeron con el correspondiente fragmento del ADNc de la cadena ligera de OST577
mediante PCR, que esencialmente da un exdn de la region constante genémica de lambda-2 humano. Por ultimo, el
miniexén OST577-V, se inserto en el sitio XBal del vector. El vector de expresion pVA2-0ST577 (vease la Figura 6),

un derivado de pVA2-0ST577 se construyo sustituyendo primero el fragmento Sapl-Fspl que contiene el origen de
replicacién bacteriano con el correspondiente fragmento Sapl-Fspl de pVAg2M3-OST577 para incrementar el
namero de copias del vector en los huéspedes bacterianos.

El vector de expresién pVAg2M3-HulD10 (véase la Figura 7A) se construy6 sustituyendo el fragmento Xhol-Xbal
del plasmido pVAg2M3-OST577, que contiene el promotor y el potenciador de hCMV (Boshart et al., op. cit.) y la
region Vv, de OST577 con el correspondiente fragmento de Xhol-Xbal del plasmido pHu1D10.gG1.rgpt.dE (Kostelny

y col. (2001), op. cit.) que contiene el promotor y el potenciador de hCMV y la region Hu1D10 V,, . El vector de

expresion pVAg1l.N-HulD10 (véase la Figura 7B) se construy6 sustituyendo el fragmento Xhol-Xbal del plasmido
pvAgl.N-OST577, que contiene el promotor y el potenciador de hCMV (Boshart y col., op. cit.) y la region V,, de

OST577 con el correspondiente fragmento de Xhol-Xbal del plasmido pHulD10.lgG1l.rgpt.dE (Kostelny y col.
(2001), op. cit.) que contiene el promotor y el potenciador de hCMV y la region HulD10 V,, .

El vector de expresion pHuUHC.g3.Tt.D-HulD10 (véase la Figura 7C) se construyd sustituyendo el fragmento Xhol-
Xbal de la variante M3 pVg2.D.Tt (Cole y col., op. cit.), que contiene el promotor y el potenciador de hCMV y la
regibn constante de la cadena pesada de gamma-2M3 con un fragmento de Xhol-Xbal del plasmido
pHulD10.lgG1.rgpt.dE (Kostelny y col. (2001), op. cit.) que contiene promotor y el potenciador de hCMV y la regién
VH de HulD10 VH y un fragmento XbalBamHI que contiene la regién constante de la cadena pesada de gamma-
2M3 (Huck et al., op. cit.), respectivamente. El vector de expresion pHuHC.g4.Tt.D-Hul1D10 (véase la Figura 7D) se
construyd sustituyendo el fragmento Xhol-Xbal de la variante M3 pVg2.D.Tt (Cole y col., op. cit.), que contiene el
promotor y el potenciador de hCMV vy la regién constante de la cadena pesada de gamma-2M3 con un fragmento de
Xhol-Xbal del plasmido pHulD10.lgG1.rgpt.dE (Kostelny y col. (2001), op. cit.) que contiene promotor y el
potenciador de hCMV y la region VH de HulD10 VH y un fragmento XbalBamHI que contiene la regién constante de
la cadena pesada de gamma-4 (Ellison et al., op. cit.), respectivamente.

El vector de expresion pVk-HulD10 (véase la Figura 8) se construyd sustituyendo el fragmento Xhol-Xbal del
pladsmido pVk (Co y col., op. cit.), que contiene el promotor y el potenciador de hCMV (Boshart y col., op. cit.) con el
fragmento de Xhol-Xbal del plasmido pHulD10.lgG1.rgpt.dE (Kostelny y col. (2001), op. cit.) que contiene el
promotor y el potenciador de hCMV y la regién V. de HulD10.

El vector de expresion base pDL172, un derivado de pVkrg (Cole y col., op. cit.), se construyd sustituyendo el
fragmento Xbal-Sphl que contiene la region constante gendémica de kappa humano con un fragmento Xbal-Sphl
compuesto por un fragmento Xbal-Nhel que contiene la porcion N-terminal de la secuencia sefal de la cadena
pesada de M195 (Co et al., op. cit.), un fragmento Nhel-Agel de 0,7 kb, un fragmento Agel-Eagl sintético que
codifica un decapéptido c-myc humano, flanqueado por péptidos ligadores, que es reconocido por el anticuerpo
monoclonal de ratén 9E10 (Evan y col., Mol. Cell. Biol. 5:3610-3616 (1985)), seguido por la sefial de union GPI del
factor de aceleracion humano (Caras y col., Nature 325:545-549 (1987)), y un fragmento Eagl-Sphl que contiene la
sefal polyA del gen de la inmunoglobulina gamma 1 humana (Ellison y col., op. cit.).

Los dominios de microglobulina beta-2 humana (32m) y extracelular del gen de la cadena alfa del receptor Fc
neonatal humano FcRn) se clonaron mediante PCR a partir de una biblioteca de ADNc preparada con células
mononucleares de sangre periférica. El gen de la cadena alfa de FcRn humano se modific6 mediante PCR para
afiadir un sitio Nehel flanqueante y la porcion C-terminal de la secuencia sefial de la cadena pesada de M195 (Co et
al., op. cit.) en el extremo 5' y un sitio Agel flanqueante en el extremo 3'y se us6 para sustituir el fragmento Nhel-
Agelf de pDL172, lo que da como resultado el vector de expresién pDL172 +HuFcRn. El gen de 2m humana se
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modificé mediante PCR para afadir sitios Xbal y Sall flanqueantes en los extremos 5’ y 3’, respectivamente, y para
eliminar un sitio EcoRlI interno. El fragmento Xbal-Sall resultante se subcloné en un vector intermedio, flanqueado
en su extreme 5’ por un fragmento EcoRI-Xbal que contiene el promotor IE y el potenciador de hCMV (Boshart y
col., op. cit.), y, en su extremo 3, por el fragmento Sall-BamHI que contiene la sefial de poliadenilacion del gen de la
inmunoglobulina gamma-2a murina (Kostelny y col. (1992), op. cit.), seguido por un fragmento BamHI-EcoRI que
contiene el terminador de la transcripcién del gen C2 del complemento humano (Ashfield y col., op. cit.). El
fragmento EcoRI-EcoRI resultante que contiene una unidad transcripcional humana funcional se cloné en el sitio
EcoRI Unico de pDL172 + HuFcRn, lo que tiene como resultado el vector de expresion pDL172 + HuFcRn + Hup2m,
en lo sucesivo denominado pDL208 (véase la Figura 9A).

Los dominios 2m de rhesus y extracelular de la cadena alfa de FcRn de rhesus se clonaron mediante PCR a partir
de una biblioteca de ADNc preparada a partir de células mononucleares de sangre periférica de rhesus. El gen f2m
de rhesus se modific6 mediante PCR para afadir sitios Xbal y Sall flanqueantes en los extremos 5 y 3,
respectivamente, y para eliminar un sitio EcoRI interno. El fragmento Xbal-Sall resultante se subcloné en un vector
intermedio, flanqueado en su extreme 5’ por un fragmento EcoRI-Xbal que contiene el promotor IE y el potenciador
de hCMV (Boshart y col., op. cit.), y, en su extremo 3', por el fragmento Sall-BamHI que contiene la sefial de
poliadenilacion del gen de la inmunoglobulina gamma-2a murina (Kostelny y col. (1992), op. cit.), seguido por un
fragmento BamHI-EcoRI que contiene el terminador de la transcripcién del gen C2 del complemento humano
(Ashfield y col., op. cit.). El fragmento EcoRI-EcoRI resultante que contiene una unidad transcripcional funcional de
B2m de rhesus se usé para sustituir el fragmento EcoRI-EcoRI (que contiene la unidad transcripcional de 2m
humana) de pDL172 + HuFcRn + Huf2m, lo que tiene como resultado pDL172 + HuFcRn + RhB2m. El gen de la
cadena alfa de FcRn de rhesus se modific6 mediante PCR para afadir un sitio Nhel flanqueante y la porcién C-
terminal de la secuencia sefial de la cadena pesada de M195 (Co et al., op. cit.) en el extremo 5' y un sitio agel
flanqueante en el extremo 3'y se usO para sustituir el fragmento Nhel-Agel (que contiene el gen de la cadena alfa
de FcRn humano) de pDL172 + HuFcRn + Rhf32m, lo que tiene como resultado el vector de expresion pDL172 +
RhFcRn + RhB2m, en lo sucesivo denominado PdI410 (véase la figura 9B).

Ejemplo 3
Este ejemplo describe la mutagénesis de la regién Fc del gen de la cadena pesada y2M3 humana
Modelizacion molecular:

Se generd un modelo inicial del complejo Fc/FcRn humano sobre la base de una estructura de cristal de baja
resolucion del complejo Fc/FcRn de rata (Burmeister y col., Nature 372:379-383 (1994); RCSB protein databank
code 1FRT). En primer lugar, la 2m de rata del complejo se sustituyé mediante superposiciéon de la f2m humana
tomada de una estructura de cristal de alta resolucion del antigeno HLA-A1 de histocompatibilidad humano (Saper y
col. J. Mol. Biol. 219:277-319 (1991); RCSB code 3HLA) en la misma orientaciéon que la de la rata en el complejo. A
continuacion, la cadena alfa del FcRn de rata se sustituy6 con superposicion de la cadena alfa humana tomada de
una estructura de cristal de alta resolucién del FcRn humano West and Bjorkman, Biochemistry 29:9698-9708
(2000); RCSB code 1EXU) en la misma orientacion que la cadena alfa de la rata en el complejo. Después, los
residuos de rata en el Fc del complejo se sustituyeron con los correspondientes residuos del Fc de la IgG1 humana
(Kabat et al., op. cit.) y se realizaron calculos de minimizacion de energia usando los programas SEGMOD vy
ENCAD (Levitt, J. Mol. Biol. 226:507-533 (1992); Levitt, J. Mol. Biol. 168:595-620 (1983)) para producir un modelo
de complejo Fc/FcRn de IgG1 humana. Por Ultimo, los residuos de Fc de la IgG1 del modelo se sustituyeron con los
correspondientes residuos de la Fc de IgG2M3 Cole et al., op. cit.) y se repitieron los calculos de minimizacion de
energia para producir un modelo de complejo Fc/FcRn de IgG2M3 humana, en lo sucesivo denominado modelo 1.

Se generd un segundo modelo del complejo Fc/FcRn de IgG2M3 humana tal como se ha descrito en lo que
antecede, sobre la base de un modelo del complejo Fc/FcRn de rata (Weng et al., J. Mol. Biol. 282:217-225 (1998);
RCSB code 2FRT), en lo sucesivo denominado modelo 2.

Se gener6 un tercer modelo tal como se ha descrito en lo que antecede, sobre la base de una estructura de cristal
de alta resolucion de un complejo fc/FcRn heterodimérico de rata (Martin y col., Mol. Cell 7:867-877 (2001); RCSB
code 1/1 A), en lo sucesivo denominado modelo 3.

Mutagénesis:

Se uso el procedimiento de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con solapamiento-extension (Higuchi, op.
Cit.) para generar sustituciones aleatorias de aminoacidos en las posiciones 250, 314 y 428 de la cadena pesada de
OST577-lgG2M3 (numerado de acuerdo con el indice de UE de Kabat y col., op. cit.). Para generar mutantes
aleatorios en la posicién 250, se usaron los cebadores de mutagénesis JY24 (5' GAC CTC AGG GGT CCG GGA
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GAT CAT GAG MNN GTC GG -3') (SEC ID N° 77) y JY25 (5' -CTC ATG ATC TCC CGG ACC CCT GAG GTC -3)
(SECID N°78),enlosque M=Ao0C,yN=A,C,GoT.El primer ciclo de PCR de solapamiento-extensién usé el
cebador externo msc g2-1 (5' -CCA GCT CTG TCC CAC ACC G -3') (SEC ID N° 79) Y JY24 para el fragmento
izquierdo y el cebador externo kco8 (5'-GCC AGG ATC CGA CCC ACT -3') (SEC ID N° 80) y JY25 para el fragmento
derecho. La reaccion de PCR se realizé usando el sistema de PCR Expand™ High Fidelity PCR System (Roche
Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN), siguiendo las recomendaciones del fabricante, mediante incubacion a
94°C durante 5 minutos, seguido por 25 ciclos de 94°C durante 5 segundos, 55°C durante 5 segundos y 72°C
durante 60 segundos, seguido por incubacion a 72°C durante 7 minutos en un GeneAmp® PCR System 9600
(Applied BiosystemS®, Foster City, CA). Los productos de la PCR se pasaron por un gel de agarosa de bajo punto
de fusion, se escindieron del gel y se fundieron a 70°C. El segundo ciclo de PCR para combinar los fragmentos
izquierdo y derecho se realizé6 como se ha descrito en lo que antecede, usando los cebadores externos msc g2-1y
kco8 durante 35 ciclos. Los productos finales de la PCR se pasaron por un gel de agarosa de bajo punto de fusion y
se escindieron los fragmentos de ADN del tamafio esperado y se purificaron usando el kit de extracciéon QIAEX™ I
Gel Extraction Kit (QIAGEN®, Valencia, CA). Los fragmentos purificados se digirieron con PinAl y BamHI, se
purificaron en gel como se ha descrito en lo que antecede y se clonaron entre los sitios correspondientes en
pVAg2M3-OST577.

Para generar los mutantes T2501 and T250L, se usaron los cebadores de mutagénesis KH4 (5'-GAC CTC AGG
GGT CCG GGA GAT CAT GAG AAK GTC GG -3') (SEC ID N° 81) y KH3 (5' -CTC ATG ATC TCC CGG ACC CCT
GAG GTC -3') (SEC ID N° 82), en los que K = G o T. Para generar los mutantes T250C y T250G, se usaron los
cebadores de mutagénesis KH5 (5'-GAC CTC AGG GGT CCG GGA GAT CAT GAG GCM GTC GG -3') (SEC ID N°
83) y KH3, en los que M = A o C. Para generar los mutantes T250N y T250Q, se usaron los cebadores de
mutagénesis KH6 (5'-GAC CTC AGG GGT CCG GGA GAT CAT GAG NTK GTC GG -3') (SEC ID N° 84) y KH3, en
losque K=GoT,yN=A,C, GoT.El primer ciclo de PCR usoé el cebador externo msc g2-1 y KH4, KH5 o KH6
para el fragmento izquierdo y el cebador externo MGD-1 (5'-GCC AGG ATC CGA CCC ACT -3') (SEC ID N° 85) y
KH3 para el fragmento derecho. Las reacciones de PCR se realizaron usando el sistema Expand™ High Fidelity
PCR System (Roche Diagnostics Corporation) mediante incubacion a 94°C durante 5 minutos, seguidos por 25
ciclos de 94°C durante 5 segundos, 60°C durante 5 segundos y 72°C durante 60 segundos, seguido por incubacion
a 72°C durante 7 minutos. Los productos de la PCR se pasaron por un gel de agarosa de bajo punto de fusién, se
escindieron del gel y se fundieron a 70°C. El segundo ciclo de PCR para combinar los fragmentos izquierdo y
derecho se realiz6 como se ha descrito en lo que antecede, usando los cebadores externos msc g2-1 y MGD-1,
mediante incubacién a 94°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C durante 5 segundos, 60°C durante 5
segundos y 72°C durante 60 segundos, seguido por incubacion a 72°C durante 7 minutos. Los productos finales de
la PCR se pasaron por un gel de agarosa de bajo punto de fusién y se escindieron los fragmentos de ADN del
tamafio esperado y se purificaron usando el kit de extraccion QIAquick™ Gel Extraction Kit (QIAGEN®). Los
fragmentos purificados se digirieron con PinAl y BamHI, se purificaron en gel como se ha descrito en lo que
antecede y se clonaron entre los sitios correspondientes en pVAg2M3-OST577.

Para generar mutantes aleatorios en la posicion 314, se usaron los cebadores de mutagénesis kc078 (5' -ACC GTG
CAC CAG GAC TGG NNK AAC GGC AAG GAG -3') (SEC ID N° 86) y kc079 (5-CCA GTC CTG GTG CAC AAC GG
-3) (SECID N°87),enlosque K=GoT,yN=A C, GoT. El primer ciclo de PCR usé el cebador externo ks g2-5
(5" -CTC CCG GAC CCC TGA GGT C -3') (SEC ID N° 88) y kc079 para el fragmento izquierdo y el cebador externo
kco8 y kc078 para el fragmento derecho. Todas las etapas posteriores se realizaron como se ha descrito en lo que
antecede para la mutagénesis aleatoria en la posicion 250, excepto porque el segundo ciclo de PCR us6 cebadores
externos ks g2-5 y kco8, y los fragmentos finales de la PCR se digirieron con Pmll y BamHI y se clonaron entre los
sitios correspondientes en pVAg2M3-OST577.

Para generar el mutante L3141, se usaron los cebadores de mutagénesis MGD-10 (5'-ACC GTG CAC CAG GAC
TGG ATC AAC GGC AAG GA -3) (SEC ID N° 89) y kc079. Para generar el mutante L314Y, se usaron los
cebadores de mutagénesis MGD-11 (5'-ACC GTG CAC CAG GAC TGG TAT AAC GGC AAG GA -3') (SEC ID N° 90)
y kc079. Para generar el mutante L314H, se usaron los cebadores de mutagénesis MGD-12 (5-ACC GTG CAC
CAG GAC TGG CAC AAC GGC AAG GA -3') (SEC ID N° 91) y kc079. Para generar el mutante L314M, se usaron
los cebadores de mutagénesis MGD-13 (5'-ACC GTG CAC CAG GAC TGG ATG AAC GGC AAG GA -3') (SEC ID N°
92) y kc079. Para generar el mutante L314N, se usaron los cebadores de mutagénesis MGD-14 (5'-ACC GTG CAC
CAG GAC TGG AAT AAC GGC AAG GA -3") (SEC ID N° 93) y kc079. El primer ciclo de PCR us6 el cebador externo
jt240 (5'-GGA CAC CTC TCC TCC C -3) (SEC ID N° 94) y kc079 para el fragmento izquierdo y el cebador externo
kc041 (5'-CTA GTG GnTGT CC -3") (SEC ID N° 95) y MGD-10, MGD-11, MGD-12, MGD-13 o MGD14 para el
fragmento derecho. Las reacciones de PCR se realizaron usando el sistema Expand™ High Fidelity PCR System
(Roche Diagnostics Corporation) mediante incubacion a 94°C durante 5 minutos, seguidos por 25 ciclos de 94°C
durante 5 segundos, 60°C durante 5 segundos y 72°C durante 60 segundos, seguido por incubacién a 72°C durante
7 minutos. Los productos de la PCR se pasaron por un gel de agarosa de bajo punto de fusién, se escindieron del
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gel y se fundieron a 70°C. El segundo ciclo de PCR para combinar los fragmentos izquierdo y derecho se realiz6
como se ha descrito en lo que antecede, usando los cebadores externos jt240 y kc041 , mediante incubacién a
94°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C durante 5 segundos, 60°C durante 5 segundos y 72°C
durante 60 segundos, seguido por incubacion a 72°C durante 7 minutos. Los productos finales de la PCR se
pasaron por un gel de agarosa de bajo punto de fusiéon y se escindieron los fragmentos de ADN del tamafio
esperado y se purificaron usando el kit de extraccion QIAquick™ Gel Extraction Kit (QIAGEN®). Los fragmentos
purificados se subclonaron en pCR®4Blunt-TOPO® (Invitrogen™, Carlsbad, CA), después se digirieron con Pmll y
BamHlI, se purificaron en gel como se ha descrito en lo que antecede y se clonaron entre los sitios correspondientes
en pVAg2M3-0OST577.

Para generar mutantes aleatorios en la posicion 428, se usaron los cebadores de mutagénesis JY22 (5'-GAA CGT
CTC ATG CTC CGT GNN KCA TGA GGC TCT G -3') (SEC ID N° 96) y JY23 (5' -CAC GGA GCA TGA GM GAC C-
3) (SECIDN°97),enlosque K=GoT,yN=A,C,GoT.El primer ciclo de PCR uso el cebador externo ks g2-5y
JY23 para el fragmento izquierdo y el cebador externo kco8 y JY22 para el fragmento derecho. Todas las etapas
posteriores se realizaron como se ha descrito en lo que antecede para la mutagénesis aleatoria en la posicion 314.

Para generar mutantes aleatorios en la posicion 428, posteriormente se usaron los cebadores de mutagénesis
MGD-2 (5-GTG TAG TGG TGC AGA GCC TCA TGM NNC ACG GAG CAT GAG AAG -3') (SEC ID N° 98) y KH1 (5'-
CAT GAG GCT CTG CAC AAC CAC TAC AC -3") (SECID N°99),enlosqueM=A0C,yN=A,C,GoT.El primer
ciclo de PCR uso el cebador externo msc g2-1 y MGD-2 para el fragmento izquierdo y el cebador externo MGD-1 y
KH1 para el fragmento derecho. La reaccién de PCR se realizaron usando el sistema Expand™ High Fidelity PCR
System (Roche Diagnostics Corporation) mediante incubacion a 94°C durante 5 minutos, seguidos por 25 ciclos de
94°C durante 5 segundos, 60°C durante 5 segundos y 72°C durante 90 segundos, seguido por incubacién a 72°C
durante 7 minutos. Los productos de la PCR se pasaron por un gel de agarosa de bajo punto de fusion, se
escindieron del gel y se fundieron a 70°C. El segundo ciclo de PCR para combinar los fragmentos izquierdo y
derecho se realiz6 como se ha descrito en lo que antecede, usando los cebadores externos msc g2-1 y MGD-1,
mediante incubacién a 94°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C durante 5 segundos, 60°C durante 5
segundos y 72°C durante 75 segundos, seguido por incubacion a 72°C durante 7 minutos. Los productos finales de
la PCR se pasaron por un gel de agarosa de bajo punto de fusién y se escindieron los fragmentos de ADN del
tamafio esperado y se purificaron usando el kit de extraccion QIAquick™ Gel Extraction Kit (QIAGEN®). Los
fragmentos purificados se digirieron con PinAl y BamHI, se purificaron en gel como se ha descrito en lo que
antecede y se clonaron entre los sitios correspondientes en pVAg2M3-OST577.

Para generar el mutante M428E se usaron los cebadores de mutagénesis MGD-8 (5-GTG TAG TGG TGC AGA
GCC TCA TGT TCC ACG GAG CAT GAG AAG -3') (SEC ID N° 100) y KH1. El primer ciclo de PCR uso el cebador
externo msc g2-1 y MGD-8 para el fragmento izquierdo y el cebador externo MGD-1 y KH1 para el fragmento
derecho. Todas las etapas posteriores se realizaron como se ha descrito en lo que antecede para la mutagénesis
aleatoria en la posicion 428.

El mutante doble T250E/M428F se genero sustituyendo el fragmento Pmll-BamH]I en el plasmido pVAg2M3-OST577
gue contiene la mutacion T250E con el correspondiente fragmento Pmll-BamHI del pldsmido pVAg2M3-OST577
gue contiene la mutaciéon M428F. Los mutantes dobles T250Q/M428F y T250Q/M428L se generaron sustituyendo el
fragmento Pmll-BamHI en el plasmido pVAg2M3-OST577 que contiene la mutacién T250Q con el correspondiente
fragmento Pmll-BamHI de los plasmidos pVAg2M3-OST577 que contienen las mutaciones M428F y M428L,
respectivamente.

También se crearon varias sustituciones de aminoacidos en las posiciones 250 y 428 de la cadena pesada
HulD10-lgG2M3. Para generar el mutante M428L, el fragmento Xhol-Xbal del plasmido pVAg2M3-OST577 (M428L),
que contiene el promotor y el potenciador de hCMV (Boshart et al., op. cit.) y la region V,, de OST577 se sustituyd
con el correspondiente fragmento de Xhol-Xbal del plasmido pHulD10.lgG1.rgpt.dE (Kostelny y col. (2001), op. cit.)
que contiene el promotor y el potenciador de hCMV y la region HulD10 V. Para generar el mutante T250Q/M428L
, el fragmento Xhol-Xbal del plasmido pVAg2M3-OST577 (T250Q/M428L), que contiene el promotor y el potenciador
de hCMV (Boshart et al., op. cit.) y la region V,, de OST577 se sustituyé con el correspondiente fragmento de Xhol-
Xbal del plasmido pHu1D10.lgG1.rgpt.dE (Kostelny y col. (2001), op. cit.) que contiene el promotor y el potenciador
de hCMV y la region Hu1D10 V,,.

El ADN plasmidico se preparé usando el kit QlAprep™ Spin Miniprep Kit (QIAGEN®) y las sustituciones de
nucleétidos se identificaron mediante secuenciacién. Las preparaciones de ADN plasmidico a gran escala se
realizaron usando el EndoFree® Plasmid Maxi Kit (QIAGEN®). Las regiones codificadoras de los plasmidos de
expresion OST577-IlgG2M3 se verificaron mediante secuenciacion de nucleoétidos.
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Resultados:

Con el fin de aislar mutantes de IgG humanas con mayor o menor afinidad por el receptor Fc neonatal (FcRn), que
cabria esperar que tuvieran alteradas las semividas en suero, se generaron sustituciones aleatorias de aminoacidos
en las posiciones 250, 314 y 428 de la cadena pesada de y2M3 (numerados de acuerdo con el indice UE de Kabat
y col., op. cit.). Estas tres posiciones se escogieron sobre la base de modelacién por ordenacién de un complejo de
la Fc de 1gG2M3 humano y del FcRn humano (véanse los modelos 1, 2 y 3, que se han descrito antes en el
Ejemplo), que se dedujo a partir de la estructura de cristal por rayos X del complejo Fc/FcRn de rata (Burmeister y
col., op. cit.). Aunque los aminoacidos de tipo salvaje en las posiciones 250, 314 y 428 se localizan cerca de la
interfaz Fc/FcRn, estos residuos no parecen contribuir directamente a la interaccion dependiente de pH entre Fc y
FcRn. Por tanto, las sustituciones de aminoacidos en estas posiciones pueden incrementar (o disminuir) la afinidad
de Fc por FcRn manteniendo la unién dependiente de pH. Entre los mutantes sencillos generados mediante
mutagénesis por PCR se observaron 19 mutantes que convirtieron la T salvaje en la posicion 250 en A C, 0, E, F,
G, H LK L MN,P,Q R, S, V, W, 0Y; 19 mutantes que convirtieron la L salvaje en la posicién 314 en A, C, 0, E,
F,.G,H ILK,M,N,P,Q,R, S, T,V, W, 0Y; 19 mutantes que convirtieron la M salvaje en la posicion 428 en A, C, 0,
E,F,G,H, I,K,L,N,P,Q,R, S, T,V, W, 0Y (véase la Tabla 1). Algunos de los mutantes sencillos con mayor unién
a FcRn se combinaron para generar varios mutantes dobles, incluidos T250E/M428F, T250Q/M428F, y
T250Q/M428L.

Ejemplo 4
Este ejemplo describe la mutagénesis de la regién Fc del gen de la cadena pesada y1 humana
Mutagénesis:

Se usO el procedimiento de PCR con solapamiento-extensién (Higuchi, op. cit.) para generar sustituciones
aleatorias de aminoécidos en las posiciones 250, 314 y 428 de la cadena pesada de OST577-IgG1 (numerado de
acuerdo con el indice de UE de Kabat y col., op. cit.). Para generar el mutante T250E, se usaron los cebadores
para mutagénesis JX076 (5' -AAC CCA AGG ACG AAC TCA TGA TCT CCC G -3') (SEC ID N° 101) y JX077 (5' -
GGA GAT CAT GAG TTC GTC CTT GGG TG -3') (SEC ID N° 102). El primer ciclo de PCR de solapamiento—
extension uso el cebador externo JX080 (5' -CCT CAG CTC GGA CAC cn CTC -3") (SEC ID N° 103) y JX077 para el
fragmento izquierdo y el cebador externo NT244 (5' -GCC TCC CTC ATG CCA CTC A-3') (SEC ID N° 104) y JX076
para el fragmento derecho. La reaccion de PCR se realizd usando el sistema de PCR Expand™ High Fidelity PCR
System (Roche Diagnostics Corporation), siguiendo las recomendaciones del fabricante, mediante incubacion a
94°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C durante 20 segundos, 55°C durante 20 segundos y 72°C
durante 90 segundos, seguido por incubacion a 72°C durante 7 minutos en un GeneAmp® PCR System 9600
(Applied BiosystemS®). Los productos de la PCR se pasaron por un gel de agarosa de bajo punto de fusion, se
escindieron del gel y se fundieron a 70°C. El segundo ciclo de PCR para combinar los fragmentos izquierdo y
derecho se realiz6 como se ha descrito en lo que antecede, usando los cebadores externos JX080 y NT244 durante
35 ciclos. Los productos finales de la PCR se pasaron por un gel de agarosa de bajo punto de fusiéon y se
escindieron los fragmentos de ADN del tamario esperado y se purificaron usando el kit de extraccién QIAquick™ I
Gel Extraction Kit (QIAGEN®). Los fragmentos purificados se digirieron con Nhel and Eagl, se purificaron en gel
como se ha descrito en lo que antecede y se clonaron entre los sitios correspondientes en pVAg1.N-OST577.

Para generar el mutante T250D, se usaron los cebadores para mutagénesis JX087 (5' -AAC CCA AGG ACG ACC
TCA TGA TCT CCC G -3') (SEC ID N° 105) y JX088 (5' -GGA GAT CAT GAG GTC GTC cn GGG TG -3') (SEC ID N°
106). El primer ciclo de PCR usé el cebador externo JX080 y JX088 para el fragmento izquierdo y el cebador
externo NT244 y JX087 para el fragmento derecho. Todas las etapas siguientes se realizaron como se ha descrito
en lo que antecede.

Para generar el mutante M428F, se usaron los cebadores para mutagénesis JX078 (5'-CTC ATG CTC CGT
GnNCCATGAGGC TCT GC -3) (SEC ID N° 107) y JX079 (5' -AGA GCC TCA TGG AAC ACG GAG CAT GAG -3)
(SEC ID N° 108). El primer ciclo de PCR us6 el cebador externo JX080 y JX079 para el fragmento izquierdo y el
cebador externo NT244 y JX078 para el fragmento derecho. Todas las etapas siguientes se realizaron como se ha
descrito en lo que antecede.

Para generar el mutante M428L, se usaron los cebadores para mutagénesis JXM428L1 (5' -CTCATG CTC
CGTGnGCATGA GGC TCT GC -3’) (SEC ID N° 109) y JXM428L2 (5' -AGA GCC TCA TGC AAC ACG GAG CAT
GAG -3') (SEC ID N° 110). EIl primer ciclo de PCR uso6 el cebador externo JX080 y JXM428L2 para el fragmento
izquierdo y el cebador externo NT244 y JXM428L1 para el fragmento derecho. Todas las etapas siguientes se
realizaron como se ha descrito en lo que antecede.
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Para generar el mutante T250Q, se usaron los cebadores para mutagénesis JXT250Q1 (5' -AAC CCA AGG ACC
AAC TCA TGA TCT CCC G -3") (SEC ID N° 111) y JXT250Q2 (5' -GGA GAT CAT GAG TTG GTC CTT GGG TTT
TG -3') (SEC ID N° 112). El primer ciclo de PCR usé el cebador externo JX080 y JXT250Q2 para el fragmento
izquierdo y el cebador externo NT244 y JXT250Q1 para el fragmento derecho. Todas las etapas siguientes se
realizaron como se ha descrito en lo que antecede.

Para generar el mutante doble T250E/M428F se usaron los cebadores para mutagénesis JX076 y JX077 para crear
la mutacién T250E en un molde que contiene la mutacion M428F. El primer ciclo de PCR us6 el cebador externo
JX080 y JX077 para el fragmento izquierdo y el cebador externo NT244 y JX076 para el fragmento derecho. Todas
las etapas siguientes se realizaron como se ha descrito en lo que antecede.

Para generar el mutante doble T250Q/M428L se usaron los cebadores para mutagénesis JXT250Q1 y JXT250Q2
para crear la mutacién T250Q y los cebadores para mutagénesis JXM428L1 y JXM428L2 para crear la mutacion
M428L. El primer ciclo de PCR us6 el cebador externo JX080 y JXT250Q2 para crear el fragmento izquierdo,
JXT250Q1 y JXM428L2 para crear el fragmento medio y el cebador externo NT244 y JXM428L1 para crear el
fragmento derecho. Todas las etapas siguientes se realizaron como se ha descrito en lo que antecede.

También se crearon varias sustituciones de aminoacidos en las posiciones 250 y 428 de la cadena pesada
HulD10-IgG1. Para generar el mutante M428L, el fragmento Xhol-Xbal del plasmido pVAg1l.N-OST577 (M428L),
que contiene el promotor y el potenciador de hCMV (Boshart y col., op. cit.) y la region V,, de OST577 se sustituyd

con el correspondiente fragmento de Xhol-Xbal del pldsmido pHu1D10.lgG1.rgpt.dE (Kostelny y col. (2001), op. cit.)
que contiene el promotor y el potenciador de hCMV y la region HulD10 V. Para generar el mutante T250Q/M428L
, el fragmento Xhol-Xbal del plasmido pVAg1.N-OST577 (T250Q/M428L), que contiene el promotor y el potenciador
de hCMV (Boshart y col., op. cit.) y la region V,, de OST577 se sustituy6 con el correspondiente fragmento de Xhol-

Xbal del plasmido pHu1D10.lgG1.rgpt.dE (Kostelny y col. (2001), op. cit.) que contiene el promotor y el potenciador
de hCMVy la region Hu1D10 V.

El ADN plasmidico se preparé usando el kit QIAprepTM Spin Miniprep Kit (QIAGEN®) y las sustituciones de
nucledtidos se confirmaron mediante secuenciacién. Las preparaciones de ADN plasmidico a gran escala se
realizaron usando el EndoFree™ Plasmid Maxi Kit (QIAGEN®). Las regiones codificadoras de los plasmidos de
expresion OST577-IgG1 se verificaron mediante secuenciaciéon de nucledétidos.

Resultados:

Con el fin de identificar mutantes de IgG humanas con alteracion de la afinidad por el receptor Fc neonatal (FcRn),
gue cabria esperar que tuvieran alteradas las semividas en suero, se generaron varias sustituciones de
aminoacidos en las posiciones 250 y 428 de la cadena pesada de y1 (numerados de acuerdo con el indice UE de
Kabat y col., op. cit.). Estas dos posiciones se escogieron sobre la base de la identificacion de mutaciones en estas
posiciones en la cadena pesada y2M3 que tuvo como resultado un aumento o disminucién de la uniéon a FcRn.
Aunque los aminoacidos de tipo salvaje en las posiciones 250 y 428 se localizan cerca de la interfaz Fc/FcRn, estos
residuos no parecen contribuir directamente a la interaccién dependiente de pH entre Fc y FcRn. Por tanto, las
sustituciones de aminoéacidos en estas posiciones pueden incrementar (o disminuir) la afinidad de Fc por FcRn
manteniendo la unién dependiente de pH. Tanto los mutantes sencillos como los dobles que exhibieron incremento
de la unién en el contexto de la cadena pesada y2M3 humana se evaluaron en la cadena pesada y1 humana,
incluidos los mutantes sencillos T250E, T250Q, M428F, y M428L, y los mutantes dobles T250E/M428F y
T250Q/M428L Un mutante sencillo que exhibié disminucion de la unién en el contexto de la cadena pesada y2M3
humana (T250D) también se evalu6 en la cadena pesada y1 humana.

Ejemplo 5
Este ejemplo describe la caracterizacién de anticuerpos mutantes IgG2M3 e IgG1
Cultivo celular:

La linea de células de rifidbn humano 293H (Life TechnologieS®, Rockville, MD) se mantuvo en DMEM
(BioWhittaker™, Walkersville, MD) que contiene 10% de suero bovino fetal (FBS) (HyClone®, Logan, UT), 0,1 Mm
de MEM aminoécidos no esenciales (Invitrogen™) y L-glutamina 2 mM (Invitrogen™), en lo sucesivo denominado
medio 293, a 37°C en incubador a 7,5% de CO.,. Para la expresién y purificaciéon de anticuerpos monoclonales tras
transfeccion transitoria, las células 293-H se incubaron en DMEM que contenia 10% de FBS con bajos niveles de
IgG (HyClone®), 0,1 mM de MEME aminoéacidos no esenciales y L-glutamina 2 Mm, en lo sucesivo denominado
medio 293 pobre en IgG. La linea celular de mieloma de ratén Sp2/0 (Coleccion Americana de Cultivos Tipo,
Manassus, VA) se mantuvo en DMEM con 10% de FBS y L-glutamina 2 mM. Para la purificacién de los anticuerpos
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monoclonales tras transfeccion estable, las células Sp2/0 se adaptaron a crecer en Hibridoma-SFM (Life
Technologies®).

Transfecciones transitorias:

Las células 293-H se co-transfeccionaron de forma transitoria con el adecuado plasmido de cadena ligera y el
adecuado plasmido salvaje o uno de los diversos plasmidos de cadena pesada mutada, que contienen una Unica o
doble sustituciéon en la posicion 250, 314 o 428. Para las transfecciones transitorias a pequefia escala,

aproximadamente 1 x 106 células por transfeccion se sembraron en una placa de 6 pocillos en 3 ml de medio 293 y
se cultivaron durante la noche hasta la confluencia. Al dia siguiente, 2 ug del plasmido de cadena ligera 'y 2 ug del
plasmido salvaje o de cadena pesada mutada se combinaron con 0,25 ml de HSFM. En un tubo aparte, 10 ul de
reactivo Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen™) y 0,25 ml de HSFM se combinaron e incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente. La mezcla de 0,25 ml de Lipofectamine™ 2000-HSFM se mezcl6 suavemente con la mezcla
de 0,25 ml de ADn-HSFM y se incubé a temperatura ambiente durante 20 minutos. El medio que cubria las células
293-H se aspird y se sustituyd con medio 293 pobre en IgG, después, gota a gota se afiadieron a las células los
complejos lipofectamina-ADN, se mezclaron suavemente mediante movimientos giratorios y las células se
incubaron durante 5-7 dias a 37°C en un incubador con 7,5% de CO; antes de recoger los sobrenadantes.

Para las transfecciones transitorias a gran escala, aproximadamente 7 x 10°células por transfeccion se sembraron
en un matraz T-75 en 25 ml de medio 293 y se cultivaron durante la noche hasta la confluencia. Al dia siguiente, 12
ug del pldsmido de cadena ligera y 12 ug del pladsmido salvaje o de cadena pesada mutada se combinaron con 1,5
ml de HSFM. En un tubo aparte, 60 pl de reactivo Lipofectamine™ 2000 y 1,5 ml de HSFM se combinaron e
incubaron durante 5 minutos a temperature ambiente. La mezcla de 1,5 ml de Lipofectamine™ 2000-HSFM se
mezclé suavemente con la mezcla de 1,5 ml de ADN-HSFM y se incubdé a temperatura ambiente durante 20
minutos. El medio que cubria las células 293-H se aspird y se sustituyd con medio 293 pobre en IgG, después, gota
a gota se afiadieron a las células los complejos lipofectamina-ADN, se mezclaron suavemente mediante
movimientos giratorios y las células se incubaron durante 5-7 dias a 37°C en un incubador con 7,5% de CO; antes
de recoger los sobrenadantes.

Concentracion de anticuerpos:

Los sobrenadantes de las transfecciones a pequefia escala se recogieron mediante centrifugacion a ~ 1.200 rpm
durante 5 minutos y se filtraron en esterilidad usando microfiltros de 0,22 um MilleX®-GV (Millipore® Corporation,
Bedford, MA). Las muestras se concentraron aproximadamente 6 veces hasta 0,5 ml usando concentradores de 6
ml Vivaspin® (50.000 MWCO) (Vivascience® AG, Hannover, Alemania) mediante centrifugacion a 3.000 rpm. Las
muestras proteicas concentradas se resuspendieron en 5 ml de PBS, Ph 6,0 y se concentraron hasta un volumen
de 0,5 ml como se ha descrito en lo que antecede. Se usé el procedimiento de ELISA que se describe méas adelante
para medir la concentracion de anticuerpo en cada muestra.

Transfecciones estables:

Las células Sp2/0 se transfeccionaron de forma estable con el adecuado plasmido de cadena ligera y el adecuado
plasmido salvaje o uno de los diversos plasmidos de cadena pesada mutada, que contienen una Unica o doble

sustitucién en la posicion 250 o 428. Aproximadamente 1 x 107 células se lavaron con 10 ml de PBS y se
resuspendieron en 1 ml de PBS. Aproximadamente 25-30 pg del plasmido de cadena ligera y 50-60 pg del plasmido
de cadena pesada se linealizaron con Fspl y se afadieron a las células. Las células y el ADN se mezclaron
suavemente y se transfirieron a un Gene Pulser Cuvette (Bio-Rad® Laboratories, Hercules, CA) en hielo. Las
células se sometieron a electroporaclén usando un Gene Pulser Il (Bio-Rad® Laboratories) fijado a 0,360 kV. 25 uF,
y se devolvieron al hielo durante 10-20 minutos. Las células se diluyeron en 40 ml de DMEM, 10% de FBS, L-
glutamina 2 mM y se sembraron en cuatro placas de 96 pocillos a 100 pl/pocillo. Después de 48 horas, se
afadieron 100 pl/pocillo de 2 x medio de seleccién con acido micofendlico (MPA) (DMEM, 10% FBS, 1X HT Media
Supplement Hybri-MaX® (Sigma®, St. Louis, MO), 300 ug/ml de xantina Sigma®), 2 ug/ml de acido micofendlico
(Life Technologies®) y L-glutamina 2 mM) Los sobrenadantes de los pocillos que aparentemente contenian colonias
sencillas se sometieron a ELISA tras 10-14 dias. Los clones productores de m4s anticuerpos se escogieron para
expansion y adaptacion a HSFM (Life Technologies®). Los clones adaptados se expandieron a frascos rotatorios en
450 ml de HSFM, se gasificaron con 5% de CO; en aire, se suplementaron tras 2 dias con 50 ml de medio de
alimentacion 2 sin proteinas (PFFM-2) (Sauer et al., Biotechnol. Bioeng. 67:585-597 (2000)), y se cultivaron hasta
agotamiento.

Algunos de los clones mas productores de anticuerpos también se adaptaron al medio 1 basal sin proteinas (PFBM-
1) (Protein Design Labs™, Inc.), se expandieron a matraces giratorios de 10 |, se suplementaron tras 2 dias con un
volumen de 1/10 de PFFM-2 y se cultivaron hasta agotamiento.
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ELISA:

Para cuantificar la cantidad de anticuerpo OST577 o HulD10 presente en los sobrenadantes de los cultivos se
realizé un ELISA. 4 placas Immulon™ (DYNEX®Technologies, Inc., Chantilly, VA) se revistieron durante la noche a
4°C con 1,0 ug/ml de anticuerpo de cadena gamma de IgG anti-humano de F(ab’)2 de cabra (BioSource
International, Camarillo, CA) o anticuerpo especifico del fragmento Fcy de 1gG anti-humano de cabra o AffiniPure™
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA) en 100 pl/pocillo de tampdén carbonato-bicarbonato
0,2M, pH 9,4. Al dia siguiente, las placas se lavaron con tampoén de lavado de ELISA (EWB) (PBS, 0,1% DE Tween
20) y se bloquearon con 300 pl/pocillo de tampoén de bloqueo SuperBlocik® en TBS (Pierce Chemical Company,
Rockford, IL) durante 20-30 minutos a temperature ambiente. Las placas se lavaron con EWB y muestras de
ensayo diluidas adecuadamente se afiadieron a cada pocillo. Los anticuerpos OST577 o HulD10 purificados, segun
lo adecuado, se diluyeron en serie dos veces en 100 pl/pocillo de tampén de ELISA (EB) (PBS, 1% de seroalbimina
bovina, 0,1% de Tween 20) comenzando a 0,2 ug/ml de EB y se usaron como patrones. Los sobrenadantes del
cultivo se diluyeron inicialmente a 1:10 en 100 ul/pocillo de EB, después se diluyeron en serie dos veces en 100
ul/pocillo de EB. Las placas se incubaron durante 1-2 horas a temperatura ambiente, después se lavaron con EWB
y se afiadieron 100 ul/pocillo del anticuerpo conjugado con HRP de la cadena ligera de lambda anti-humano de
cabra ((BioSource International, o Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, AL) o del anticuerpo
conjugado con HRP de la cadena ligera de kappa anti-humano de cabra (Southern Biotechnology Associates, Inc.),
segun sea adecuado, a 1,0 ug/ml en EB. Tras incubar durante 1 hora a temperatura ambiente, las placas se lavaron
con EWB, seguido por la adicion de 100 ul/pocillo de ABTS sustrato peroxidasa/solucion B de peroxidasa (
Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, MD). La reaccion se detuvo con 100 pl/pocillo de 2% de acido
oxalico y se midio la absorbancia a 415 nm usando un lector de placas de microtitulacion VERSAmax™ (Molecular
Devices Corporation®, Sunnyvale, CA).

Purificacién de anticuerpos:

Los sobrenadantes de los cultivos de transfecciones transitorias se recogieron mediante centrifugacion y se filtraron
en esterilidad. El pH de los sobrenadantes filtrados se ajustdé mediante la adicion de un volumen 1/50 de citrato
sédico 1M, Ph 7,0. Los sobrenadantes se pasaron por una columna de HP de proteina A de 1 ml HiTrap®
(Amersham Biosciences™ Corporation, Piscataway, NJ) que se pre-equilibré con citrato sédico 20 mM, NaCl 150
mM, pH 7,0. La columna se lav6 con el mismo tampoén y el anticuerpo unido eluy6 con citrato soédico 20 mM, pH 3,5.
Tras neutralizar mediante la adicién de un volumen de 1/50 de citrato sédico 1,5M, pH 6,5, las fracciones
combinadas de anticuerpos se pasaron por una columna de 5 ml HiTrap® Desalting (Amersham Biosciences™
Corporation) que se pre-equilibré con citrato sédico 20 mM, NaCl 120 mM, pH 6,0. El caudal se recogi6 y las
fracciones se con DO280 > 0,1 se combinaron y concentraron hasta ~ 0,5-1,0 mg/ml usando concentradores de 2
ml Vivaspin® (50.000 dalton MWCO) (Vivascience® AG). Después, las muestras se filtraron en esterilidad usando
microfiltros de 0,2 um Millex®-GV (Millipore®Corporation) Las concentraciones de los anticuerpos purificados se
determinaron mediante espectroscopia UV midiendo la absorbancia a 280 nm (1 mg/ml= 1,4 Azso).

Para la purificacion a pequefia escala de los anticuerpos de transfecciones estables, se recogieron los
sobrenadantes de los cultivos mediante centrifugacion y se filtraron en esterilidad. Los sobrenadantes se pasaron
por una columna de proteina A de 5 ml POROS® 50A (Applied Biosystems®) pre-equilibrada con PBS, pH 7,4- La
columna se lavé con el mismo tampdn y el anticuerpo unido eluyé con glicina 0,1 mM, NaCl 0,1M pH 3,0. Tras
neutralizar mediante la adicion de un volumen de 1/20 de base Tris 1M, las fracciones combinadas se
intercambiaron con tampdén en PBS, Ph, 7,4, usando una columna de desalacién PD-10 (Amersham Biosciences™
Corporation) o mediante didlisis. Después, las muestras se filtraron en esterilidad usando microfiltros de 0,2 pum
Millex®-GV (Millipore®Corporation) Las concentraciones de los anticuerpos purificados se determinaron mediante
espectroscopia UV midiendo la absorbancia a 280 nm (1 mg/ml= 1,4 Agp).

Para la purificacion a gran escala de los anticuerpos de transfecciones estables, los recogido de los cultivos
celulares se aclar6 mediante filtracion terminal usando cépsulas de filtracion Sartorius® (Sartorius® AG,
Goettingen, Alemania). La recoleccion aclarada se concentré desde aproximadamente 10 | a 750 ml usando un
casete Pellicon® 2(30,000 dalton MWCO) (Millipore® Corporation), después se purificé mediante cromatografica de
afinidad de proteina A en una columna rProtein A Sepharose FF (Amersham Biosciences™ Corporation) usando el
sistema de tampon citrato descrito en lo que antecede. El eluato de la proteina A se concentré en un aparato de
agitacion celular Amicon® usando una membrana YM30 (Millipore® Corporation), después, la muestra se
intercambié con tampoén en citrato sédico 20 mN, NaCl 120 mM, pH 6,0, usando una columna Superdex™ 200
(Amersham Biosciences™ Corporation). Se midieron el pH y la osmolalidad y las concentraciones de los
anticuerpos purificados se determinaron mediante espectroscopia UV midiendo la absorbancia a 280 nm (1 mg/ml=
1,4 Azgo).

SDS-PAGE:
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Muestras de cinco ug de anticuerpos purificados se pasaron en condiciones reductoras i no reductoras en geles
NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris (Invitrogen™) y se tifieron usando el kit SimplyBlue™ SafeStain Kit (Invitrogen™)
siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Resultados:

Los mutantes de Fc 1IgG2M3 y Fc de IgG1 se expresaron como anticuerpos anti-HBV, que comprenden las regiones
variables de la cadenea ligera y pesada de OST577 (Ehrlich et al., op. cit.), la region constante de la cadena ligera
del lambda-2 humano (Hieter et al. (1981), op. cit.), y las regiones constantes de la cadena pesada del mutante 3 de
gamma.2 humano (IgG2M3) (Cole et aL, op. cit.) e IgG1 (Ellison et al., op. cit.), respectivamente. La variante
IgG2M3 contiene dos sustituciones de aminoacidos en la region Cp2 (V234A y G237A), y muestra una union
residual a los receptores de Fcy humanos extremadamente baja (Cole et al., op. cit.). Los mutantes de Fc de
IgG2M3 y de Fc de IgG1 también se expresaron en forma de anticuerpos anti-alelo de la cadena 8 del HLA-DR, que
comprenden las regiones variables de la cadena ligera y pesada de HulD10 (Kostelny et al. (2001), op. cit.), la
regién constante de la cadena ligera del kappa humano (Hieter et al. (1980), op. cit.), y las regiones constantes de
la cadena pesada del mutante IgG2M3 humano (IgG2M3) (Cole et ai, op. cit.) e IgG1l (Ellison et al., op. cit.),
respectivamente. Como se ha descrito en lo que antecede, el vector de expresion adecuado salvaje o de cadena
pesada mutante se co-transfeccioné de forma transitoria con el vector de expresiéon adecuado de cadena ligera en
células 293-H para la expresion de los anticuerpos monoclonales OST577 o HulD10. El andlisis ELIS de los
sobrenadantes de los cultivos recogidos 5-7 dias después de la transfeccion transitoria mostré niveles de expresion
de anticuerpos que normalmente eran de 5-50 ug/ml en 25 ml del sobrenadante. Los anticuerpos de OST577 o
HulD10 se purificaron mediante cromatografia de afinidad con proteina a para un rendimiento final de
aproximadamente 100-1000 pg. La expresion estable de anticuerpos OST577 o HulD10 en células Sp2/0
tipicamente dio como resultado niveles de expresion de 5-50 pg/ml determinado mediante ELISA. Se obtuvieron
rendimientos de aproximadamente 50-80% del anticuerpo presente en los sobrenadantes de los cultivos mediante
cromatografia de afinidad con proteina A a pequefia escala.

Los anticuerpos purificados se caracterizaron mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) en
condiciones reductoras y no reductoras. El analisis SDS-PAGE en condiciones no reductoras indico que los
anticuerpos purificados tenian un peso molecular de aproximadamente 150-160 kD (datos no mostrados); el andlisis
en condiciones reductoras indicoé que los anticuerpos purificados estaban compuestos por una cadena pesada con
un peso molecular de aproximadamente 50 kD y una cadena ligera con un peso molecular de aproximadamente 25
kD (véanse las Figuras 10A y 10B). El andlisis SDS-PAGE de los anticuerpos purificados de transfectantes estable
con Sp2/0 dio resultados similares a los observados con los anticuerpos purificados de transfecciones transitorias
con 293-H.

Ejemplo 6
Este ejemplo describe el analisis de union competitiva de los anticuerpo mutantes IgG2M3 e IgG1
Cultivo celular:

La linea celular de mieloma de ratén NSO (Coleccién europea de cultivos celulares animales, Salisbury, Wiltshire,
UK) se mantuvo en DMEM con 10% de FBS. Los transfectantes NSO que expresan FcRn recombinante, nido a GPI
humano o de rhesus en la superficie se mantuvieron en medio de seleccién con acido micofendlico (MPA) (DMEM,
10% FBS, 1X HT Media Supplement Hybri-MaX® (Sigma®), 250 ug/ml de xantina Sigma®), 1 ug/ml de acido
micofendlico (Life Technologies®) y L-glutamina 2 mM o medio de seleccién x 2MPA.

Linea celular de FcRn humano:

Las células NSO se transfeccionaron de forma estable con pDLI208. Aproximadamente 1x10° células se lavaron
una vez y se resuspendieron en 1 ml de MDEM normal, se transfirieron a un Gene Pulser™ Cuvette (Bio-Rad®
Laboratories) y se incubaron en hielo durante 10 minutos. 40 pug del plasmido pDL208 se linealizaron con Fspl y se
mezclaron suavemente con las células en hielo, después las células se sometieron a electroporacién pulsando dos
veces usando un Gene Pulser™ || (Bio-Rad® Laboratories) fijado a 1,5 kV, 3 uF y se devolvieron al hielo durante 10
minutos. Las células se diluyeron en 20 ml de DMEM, 10% de FBS, y se sembraron en dos placas de 96 pocillos a
100 ul/pocillo. Tras 48 horas se reemplazdé el medio por medio de seleccion MPA. Los transfectantes NSO
resistentes a acido micofendlico de los pocillos que aparentemente contenian colonias sencillas se expandieron en
medio de seleccion MPA y se seleccionaron tras aproximadamente 3 semanas mediante FACS™.

5
Aproximadamente 1,5x 10 células/ensayo se incubaron en 100 pl de tampén de tincion para FACS (FSB) (PBS, 1%
de FBS, 0,1 NaNs3) que contiene 10 pug/ml de anticuerpo anti-B2-microglobulina anti-humano de ratén biotinilado
(Chromaprobe, Inc., Aptos, CA) durante 1 hora en hielo. Las células se lavaron una vez con 4 ml de FSB, después
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se incubaron en 25 ul de FSB que contiene 20 pg/ml de conjugado estreptavidina-FITC (Southern Biotechnology
Associates, Inc.) durante 30 minutos en hielo en oscuridad. Las células se lavaron una vez con 4 ml de FSB y se
resuspendieron en 1% de formaldehido. Las muestras se analizaron para determinar la unién del anticuerpo a 2m
humana usando un citometro de flujo FACScan (BD® Biosciences, San Jose, CA). Varios clones con la mayor
tincion aparente se subclonaron usando un clasificador celular FACStar (BD® Biosciences), se expandieron en
DMEM, 10% de FBS, L-glutamina 2 mM y se volvieron a analizar mediante el FACS™ tal como se ha descrito en lo
gue antecede. Un subclon, denominado NSO HuFcRn (memb), clon 7-3, se usé en los ensayos de union
posteriores.

Linea celular de FcRn de rhesus:

Las células NSO se transfeccionaron de forma estable con pDL410. Aproximadamente 6x107 células se
transfeccionaron mediante electroporacién como se ha descrito en lo que antecede. Los transfectantes se
identificaron mediante FACS™ tal como se ha descrito en lo que antecede con tincion con 100 ng/ensayo de un
anticuerpo anti-cadena alfa de FcRn anti-humano de ratén (Protein Design Labs™, Inc.) que sufre reaccién cruzada
con la cadena alfa de FcRn de rhesus y se detecta con anticuerpo conjugado con FITC anti-kappa de ratén de
cabra (Southern Biotechnology Associates, Inc.). Una linea celular designada NSO RhFcRn, clon R-3, se usé en los
ensayos de union posteriores.

Ensayo de unién competitiva de un solo punto:

Los sobrenadantes de OST577-lgG2M3 concentrados se analizaron en un ensayo de unién competitiva de un solo

punto para la union al FcRn humano en la linea celular NSO HuFcRn (memb), clon 7-3. Aproximadamente 2 x 105
células/ensayo se lavaron una vez en tampoén de unién de FACS (FBB) (PBS que contiene 0,5% de FSB, 0,1 % de
NaNs), pH 8,0, una vez en FBB, Ph 6,0 y se resuspendieron en 120 ul de anticuerpo OST577-lgG2M3 biotinilado
pre-mezclado (8,3 pg/ml) y el sobrenadante se concentrd (que contiene 8,3 pg/ml del anticuerpo competidor) en
FBB, Ph 6,0. Las células se incubaron durante 1 hora en hielo, se lavaron dos veces en FBB, Ph 6,0, y se
resuspendieron en 25 pl de conjugado estreptavidina-RPE ((BioSource International) diluido a 2,5ug/ml en FBB, pH
6,0. Tras incubacién durante 30 minutos en hielo en oscuridad, las células se lavaron dos veces en FBB, Ph 6,0, y
se resuspendieron en 1% de formaldehido. Las muestras se analizaron para determinar la union del anticuerpo al
FcRn mediante FACS™ usando un citémetro de flujo FACSCalibur (BD® Biosciences). La fluorescencia media en el
canal (MCF) de cada mutante se compard con la del anticuerpo salvaje y se representd con Excel (Microsoft®
Corporation, Redmond, WA).

Ensayos de unidon competitiva:

Una serie de diluciones de cada anticuerpo OST577-lgG2M3 purificado se presentaron contra el anticuerpo
HUEP5C7-1gG2M3 biotinilado (He et al., J. Immunol. 160:1029-1035 (1998)) para determinar la unién al FcRn en la
linea celular NSO HuFcRn (memb,) clon 7-3. Para los experimentos de deteccion iniciales, aproximadamente 2 x 10°
células/ensayo se lavaron una vez en FSB, pH 6,0, y se resuspendieron en 100 pl del anticuerpo HUEP5C7-IgG2M3
biotinilado premezclado (10 pg/ml) y el anticuerpo competidor OST577-lgG2M3 (diluciones en serie por dos de 208
pug/ml a 0,102 ug/ml) en FSB, pH 6,0. Las células se incubaron con la mezcla de anticuerpos durante 1 hora en
hielo, se lavaron dos veces en FSB, pH 6,0, y se resuspendieron en 25 ul de conjugado estreptavidina-RPE
((BioSource International) diluido a 2,5 ug/ml en FSB, pH 6,0. Tras incubacién durante 30 minutos en hielo en
oscuridad, las células se lavaron dos veces en FSB, pH 6,0, y se resuspendieron en 1% de formaldehido. Las
muestras se analizaron para determinar la union del anticuerpo al FcRn mediante FACSTM usando un citmetro de
flujo FACSCalibur (BD® Biosciences). La fluorescencia media en el canal (MCF) se representd contra la
concentracion del competidor y se calcularon los valores de CI50 usando GraphPad Prism® (GraphPad™ Software,
Inc., San Diego, GA). Para la consistencia, los valores de CI50 que se muestran en las Tablas se basan en las
concentraciones finales del competidor.

Los siguientes experimentos de unién competitiva se realizaron como se ha descrito en lo que antecede, excepto
porque las células se lavaron una vez en FBB, pH 8,0, y una vez en FBB, pH 6,0, después se resuspendieron en
100 ul de anticuerpo HUEP5G7-lgG2M3 biotinilado pre-mezclado (10 100 pg/ml) y el anticuerpo competidor
OST577-gG2M3 (diluciones en serie por dos de 208 pg/ml a 0,102 ug/ml) en FBB, pH 6,0. Todas las incubaciones
y lavados posteriores se realizaron usando FBB, Ph 6,0, como se ha descrito en lo que antecede. Un grupo de
experimentos se realizd en 120 ul de anticuerpo OST577-IgG2M3 biotinilado pre-mezclado (8,3 ug/ml) y el
anticuerpo competidor OST577-lgG2M3 (diluciones en serie por dos de 208 ug/ml a 0,102 ug/ml) en FBB, pH 6,0,
como se ha descrito en lo que antecede. Otro grupo de experimentos se realizé en 200 ul de anticuerpo OST577-
IgG1 biotinilado pre-mezclado (5,0 pg/ml) y el anticuerpo competidor OST577-IgG1 (diluciones en serie por dos
comenzando desde 125 pg/ml o diluciones en serie por tres comenzando desde 250 pg/ml) en FBB, pH 6,0, como
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se ha descrito en lo que antecede. Un grupo més de experimentos se realizd en 200 pul de anticuerpo OST577-lgG1
biotinilado pre-mezclado (5,0 ug/ml del anticuerpo competidor OST577-IgG1 (diluciones en serie por tres
comenzando desde 750 pug/ml) en FBB, pH 6,0, como se ha descrito en lo que antecede.

Una serie de diluciones de cada anticuerpo OST577-lgG2M3 purificado se presentaron contra el anticuerpo
OST577-IgG2M3 biotinilado para determinar la union al FcRn de rhesus en la linea celular NSO RhFcRn, clon R-3.
En un grupo de experimentos, aproximadamente 2 x 10° células/ensayo se lavaron una vez en FBB, Ph 8,0, y una
vez en FBB, Ph 6,0, después se resuspendieron en 120 ul de anticuerpo OST577-lgG2M3 biotinilado pre-mezclado
(8,3 ng/ml del anticuerpo competidor OST577-IgG2M3 (diluciones en serie por dos comenzando desde 208 ug/ml a
0,102 pg/ml ) en FBB, pH 6,0. Las células se incubaron con la mezcla de anticuerpos durante 1 hora en hielo, se
lavaron dos veces en FBB, pH 6,0, y se resuspendieron en 25 pul de conjugado estreptavidina-RPE ((BioSource
International) diluido a 2,5 pg/ml en FBB, pH 6,0. Tras incubacién durante 30 minutos en hielo en oscuridad, las
células se lavaron dos veces en FBB, Ph 6,0, y se resuspendieron en 1% de formaldehido. Las muestras se
analizaron para determinar la unién del anticuerpo al FcRn mediante FACSTM usando un citbmetro de flujo
FACSCalibur (BD® Biosciences). Un grupo mas de experimentos se realiz6 en 200 pl de anticuerpo OST577-lgG1
biotinilado pre-mezclado (5,0 ug/ml del anticuerpo competidor OST577-IgG1 (diluciones en serie por tres
comenzando desde 500 ug/ml) en FBB, pH 6,0, como se ha descrito en lo que antecede

Resultados:

La unidn relativa de los anticuerpos OST577-IgG2M3 o OST577-IgG1 de tipo salvaje y sus diversos mutantes a
CRN se determindé usando una linea celular NSO transfeccionada que expresa de forma estable FcRn humano en
su superficie. Como se ha descrito en lo que antecede, los sobrenadantes concentrados se analizaron para
determinar la unién a FcRn humano de acuerdo con un ensayo de unién competitiva de un solo punto y los
anticuerpos purificados se analizaron para determinar la unién a FcRn en los ensayos de unidon competitiva.
Crecientes concentraciones de los anticuerpos competidores sin marcar se incubaron con células en presencia de
una concentracion subsaturante de anticuerpo IgG2M3 o IgG1 marcado en FSB o FBB, pH 6,0.

Los resultados de experimentos tipicos con sobrenadantes concentrados de OST577-IlgG2M3 se muestran en las
figuras 11A, 11B, y 11C. Como se muestra el la figura 11A, algunos de los mutantes en la posicion 250 (p. e;.
T250E, T250Q) eran competidores mas fuertes que los de tipo salvaje, lo que sugiere que estos mutantes tienen
mayor unién al FcRn humano en comparacion con el anticuerpo salvaje. Otros mutantes en esta posicion (p. €j,.
T250D, T250F, T250K, T250N, T250P, T250R, T250W, T250Y) eran competidores mas débiles que el salvaje, lo
gue sugiere que estos mutantes tienen menor union al FcRn humano en comparacion con el anticuerpo salvaje.
Como se muestra en la Figura 11B, ninguno de los mutantes en la posicion 314 fue un competidor mas fuerte que
el salvaje, lo que sugiere que ninguno de estos mutantes tiene mayor union a FCRn comparacion con el anticuerpo
salvaje. La mayoria de los mutantes en esta posicion (p. ej. L314A, L314G, L314D, L314E, L314F, L314G, L314H,
L314K, L314M, L314N, L314P, L314Q, L314R, L314S, L314T, L314V, L314W, L314Y) eran competidores mas
débiles que el salvaje, lo que sugiere que estos mutantes tienen menor unién al FcRn humano en comparacién con
el anticuerpo salvaje. Como se muestra en la Figura 11C, algunos de los mutantes en la posicion 428 (p. ej. M428F,
M428L) fueron competidores més fuertes que el salvaje, lo que sugiere que estos mutantes tiene mayor uniéon a
FcRn comparacién con el anticuerpo salvaje. Otros mutantes en esta posiciéon (p. ej,. M428A, M428G, M428D,
M428E, M428G, M428H, M428K, M428N, M428P, M428Q, M428R, M428S, M428T, M428V, M428Y) eran
competidores mas débiles que el salvaje, lo que sugiere que estos mutantes tienen menor unién al FcRn humano
en comparacién con el anticuerpo salvaje

La Tabla 2 resume los valores de CI50 (la cantidad de anticuerpo competidor necesaria para inhibir la unién del
anticuerpo marcado al FcRn en un 50%) del anticuerpo OST577-lgG2M3 salvaje purificado y algunos de sus
mutantes para la unién al FcRn humano. Los valores de unidn relativa se calcularon en forma de la proporcion entre
el valor CI50 del anticuerpo OST577-lgG2M3 salvaje y el de cada uno de los mutantes. En la posicion de
aminoacido 314, ninguno de los mutantes purificados mostré un incremento de la unién al FcRn humano respecto al
anticuerpo salvaje. De hecho, los cuatro mutantes purificados en la posicion 314 mostraron menor unién respecto al
anticuerpo salvaje. No obstante, en la posicion de aminoacido 250, uno de los mutantes (T250E) mostré una union
aproximadamente 3 veces mejor al FcRn que el anticuerpo salvaje, Varios mutantes en la posicién 250 mostré una
unién ligeramente menor respecto al anticuerpo salvaje y un mutante (T250D) mostré una unién sustancialmente
reducida al FcRn humano respecto al anticuerpo salvaje. En la posicién de aminoacido 428, uno de los mutantes
(M428F) también mostré una unién aproximadamente 3 veces mejor al FcRn humano que el anticuerpo salvaje,
mientras que otro mutante (M428G) mostré una unidn sustancialmente reducida al FcRn humano respecto al
anticuerpo salvaje.

Dado que se identificaron dos sustituciones de aminoacidos en dos posiciones distintas, a saber T250E, T250Q,
M428F y M428L, cada uno con un incremento en la uniéon al FcRn humano, se construyeron los mutantes dobles
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T250E/M428F, T250Q/M428F, y T250Q/M428L, se transfeccionaron de forma transitoria en células 293-H, se
purificaron y se analizé la unién al FcRn humano. Como se ha descrito en lo que antecede, crecientes
concentraciones de los anticuerpos competidores sin marcar se incubaron con células que expresan el FcRn en
presencia de una concentraciéon subsaturante de anticuerpo HUEP5C7-IgG2M3 o OST577-19gG2M3 marcado en
FBB, pH 6,0.

Como se muestra en la Figura 12A, el mutante doble (T250E/M428F) mostré mejor unién al FcRn humano que
cualquiera de los mutantes sencillos (T250E o M428F) y mostré una uniéon aproximadamente 15 veces mejor al
FcRn humano que el anticuerpo salvaje. Como se muestra en la Figura 12B, el mutante doble (T250Q/M428L)
mostré mejor unién al FcRn humano que cualquiera de los mutantes sencillos (T250Q o M428L) o el mutante doble
(T250Q/M428F) y mostré una unién aproximadamente 28 veces mejor al FcRn humano que el anticuerpo salvaje.
Como se resume en la Tabla 3, en un gripo de experimentos, la CI50 para el anticuerpo OST577-lgG2M3 salvaje es
~9 ug/ml, mientras que la CI50 para cada uno de los mutantes sencillos (T250E y M428F) es ~ 3 ug/ml y la CI50
para el mutante doble (T250E/M428F) es inferior a 1 ug/ml. Como se resume en la Tabla 4, en otro grupo de
experimentos, la CI50 para el anticuerpo OST577-lgG2M3 salvaje es ~ 12 pg/ml, mientras que la CI50 para cada
uno de los mutantes sencillos (T250Q and M428L) y para el mutante doble (T250Q/M428F) es ~ 2,4 ug/ml y la CI50
para el mutante doble (T250Q/M428L) es inferior a 1 pg/ml.

También se crearon el OST577-IgG1 salvaje, los mutantes sencillos T250E, T250Q, M428F, M428L y los mutantes
dobles T250E/M428F y T250Q/M428L. Como se resume en la Tabla 5, en un grupo de experimentos, la CI50 para
el anticuerpo OST577-IgG1 salvaje es ~14 pg/ml, mientras que la CI50 para cada uno de los mutantes sencillos
(T250E y M428F) es ~ 3-5 ug/ml y la CI50 para el mutante doble (T250E/M428F) es inferior a 1 pg/ml. Como se
resume en la Tabla 6, en otro grupo de experimentos, la CI50 para el anticuerpo OST577-IgG1 salvaje es ~ 10
pug/ml, mientras que la CI50 para el mutante sencillo (T250Q) es ~ 3 pg/ml y la CI50 para el mutante sencillo
(M428L) y el mutante doble (T250Q/M428L) es inferior a 1 pg/ml.

La unién de OST577-lgG2M3 y algunos de sus mutantes al FcRn de rhesus se analizé en experimentos de union
competitiva. Como se resume en la Tabla 7, la CI50 para el anticuerpo OST577-lgG2M3 salvaje es ~ 15 pg/ml,
mientras que la CI50 para cada uno de los mutantes sencillos (T250Q y M428L) y para el mutante doble
(T250Q/M428F) es ~ 2-4 ug/ml, y la CI50 para el mutante doble T250Q/M428L) es inferior a ~ 1 pug/ml. La unién de
OST577-lgG1l y algunos de sus mutantes al FcRn de rhesus también se analizd6 en experimentos de union
competitiva. Como se resume en la Tabla 8, la CI50 para el anticuerpo OST577-IgG1 es ~ 9ug/ml, mientras que la
Cl para el mutante sencillo (T250Q) ES ~ 3 pg/ml y la CI50 para el mutante sencillo (M428L) y para el mutante doble
(T250Q/M428L) es inferior a 1 ug/ml.

TABLA 2
a b [ d
Nombre (IgG2M3) n CI50(pg/m 1) Union relativa
Salvaje 6 10,7+ 4,6 1,0
L314W 2 20,242 0 0,53
L314Q 2 320+23 0,33
L314A 2 68,7+2,1 0,16
L314R 2 102 + 4 0,11
T250E 1 3,82 2,8
T250S 2 12,0+0,9 0,89
T250A 2 13,3+0,5 0,80
T250V 3 190+1,8 0,56
T250D 1 >210 <0,050
M428F 2 3,40+ 0,53 3,1
M428G 1 147 0,072

*Para cada mutante, la primera letra indica el aminoacido salvaje, el nimero indica la
posicidn de acuerdo con el indice UE (Kabat et al., op. cit.) y la segunda letra indica el
aminoacido mutante.

® h indica el nimero de ensayos independientes.

“Valores de CI50 ((= S.D.) se expresan en ug/ml (sobre la base de las concentraciones
finales del competidor) y se calcularon en ensayos de union competitiva frente al
HUEP5C7-1gG2M3 biotinilado en FSB, pH 6,0, como se describe en el Ejemplo 6.

¢ La union relativa al FcRn humano se calcul6 en forma de la proporcion entre el valor
CI50 del anticuerpo OST577-IlgG2M3 salvaje y el de cada uno de los mutantes.
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TABLA 3
2 b CI50(ug/m 1)¢ . al
Nombre (IgG2M3) n Mg Unién relativa
Salvaje 3 9,40 + 2,87 1,0
T250E 3 2,71 £1,16 3,5
M428F 3 2,97 £0,30 3,2
T250E/M428F 2 0,639 + 0,094 15

®Para cada mutante, la primera letra indica el aminoéacido salvaje, el nimero indica la posicion de
acuerdo con el indice UE (Kabat et al., op. cit.) y la segunda letra indica el aminoacido mutante.

® hindica el nimero de ensayos independientes.

“Valores de CI50 ((= S.D.) se expresan en ug/ml (sobre la base de las concentraciones finales del
competidor) y se calcularon en ensayos de union competitiva frente al HUEP5C7-lgG2M3
biotinilado en FBB, pH 6,0, como se describe en el Ejemplo 6.

9 La union relativa al FcRn humano se calculé en forma de la proporcion entre el valor CI50 del
anticuerpo OST577-lgG2M3 salvaje y el de cada uno de los mutantes.

TABLA 4

a b CI150(pg/m 1)© iy val
Nombre (IgG2M3) n H9 Unién relativa
Salvaje 3 119 +£25 1.0
T250Q 3 4.20 £1.02 2.8
M428L 3 1.79 +£0.69 6.7
T250Q/M428F 3 1.50 £0.31 8.0
T250Q/M428L 3 0.430 +0.084 28

®Para cada mutante, la primera letra indica el aminoacido salvaje, el nimero indica la posicion de
acuerdo con el indice UE (Kabat et al., op. cit.) y la segunda letra indica el aminoacido mutante.

® nindica el nimero de ensayos independientes.

“Valores de CI50 ((+ S.D.) se expresan en ug/ml (sobre la base de las concentraciones finales del
competidor) y se calcularon en ensayos de union competitiva frente al OST577-lgG2M3 biotinilado
en FBB, pH 6,0, como se describe en el Ejemplo 6.

9 La unién relativa al FcRn humano se calculé en forma de la proporcion entre el valor CI50 del
anticuerpo OST577-lgG2M3 salvaje y el de cada uno de los mutantes.

TABLAS
Nombre (IgG1) n CI50(ug/m 1)° Union relativa
Salvaje 6 13,9+4,2 1,0
T250E 3 5,26 £ 0,87 2,6
M428F 5 3,44 £ 1,22 4,0
T250E/M428F 4 0,990 £ 0,786 14

®Para cada mutante, la primera letra indica el amino4cido salvaje, el nimero indica la posicion de
acuerdo con el indice UE (Kabat et al., op. cit.) y la segunda letra indica el aminoacido mutante.

® hindica el nimero de ensayos independientes.

“Valores de CI50 ((+ S.D.) se expresan en ug/ml (sobre la base de las concentraciones finales del
competidor) y se calcularon en ensayos de union competitiva frente al OST577-IgG1 biotinilado en
FBB, pH 6,0, como se describe en el Ejemplo 6.

9 La unién relativa al FcRn humano se calculé en forma de la proporcion entre el valor CI50 del
anticuerpo OST577-lgG1 salvaje y el de cada uno de los mutantes.
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TABLA 6
2 ° CI50(ug/m 1)© 4 ol
Nombre (IgG1) n (ug/m 1) Unién relativa
Salvaje 5 10,3+2,8 1,0
T250Q 5 3,14+ 0,86 3,3
M428L 5 0,896 + 0,304 11
T250Q/M428L 5 0,351 £ 0,144 29

®Para cada mutante, la primera letra indica el aminoéacido salvaje, el nimero indica la posicion de
acuerdo con el indice UE (Kabat et al., op. cit.) y la segunda letra indica el aminoacido mutante.

® hindica el nimero de ensayos independientes.

“Valores de CI50 ((= S.D.) se expresan en ug/ml (sobre la base de las concentraciones finales del
competidor) y se calcularon en ensayos de unién competitiva frente al OST577-IgG1 biotinilado en
FBB, pH 6,0, como se describe en el Ejemplo 6.

9 La unién relativa al FcRn humano se calculé en forma de la proporcion entre el valor CI50 del
anticuerpo OST577-lgG1 salvaje y el de cada uno de los mutantes.

TABLA 7

2 ° 150(ug/m 1) 4 v
Nombre (IgG2M3) n CI50(ug/m 1) Unién relativa
Salvaje 3 14,8 +2,7 1,0
T250Q 3 4,05+0,24 3,6
M428L 3 1,92 +0,46 7,7
1750Q/M428F 3 1,77 £0,60 8,4
T250Q/M428L 3 0,554 * 0,052 27

®Para cada mutante, la primera letra indica el aminoacido salvaje, el nimero indica la posicién de
acuerdo con el indice UE (Kabat et al., op. cit.) y la segunda letra indica el aminoacido mutante.

® hindica el nimero de ensayos independientes.

“Valores de CI50 ((= S.D.) se expresan en ug/ml (sobre la base de las concentraciones finales del
competidor) y se calcularon en ensayos de union competitiva frente al OST577-lgG2M3 biotinilado
en FBB, pH 6,0, como se describe en el Ejemplo 6.

9 La union relativa al FcRn rhesus se calculé en forma de la proporcion entre el valor CI50 del
anticuerpo OST577-lgG2M3 salvaje y el de cada uno de los mutantes.

TABLA 8
b C d
Nombre~ (IlgG1) n CI50(ug/m 1) Unién relativa
Salvaje 3 8,86 +0,52 1,0
T250Q 3 2,97 +0,59 3,0
M428L 3 0,629 + 0,060 14
T250Q/M428L 3 0,236 +0,013 37

®Para cada mutante, la primera letra indica el amino4cido salvaje, el nimero indica la posicién de
acuerdo con el indice UE (Kabat et al., op. cit.) y la segunda letra indica el aminoacido mutante.

® hindica el nimero de ensayos independientes.

“Valores de CI50 ((= S.D.) se expresan en ug/ml (sobre la base de las concentraciones finales del
competidor) y se calcularon en ensayos de union competitiva frente al OST577-IgG1 biotinilado en
FBB, pH 6,0, como se describe en el Ejemplo 6.

9 La union relativa al FcRn de rhesus se calculé en forma de la proporcion entre el valor CI50 del
anticuerpo OST577-I§_3G1 salvaje y el de cada uno de los mutantes.

Ejemplo 7
Este ejemplo describe la confirmacién de las propiedades de los mutantes IgG2M3 e IgG1 en la unién a FcRn
Ensayo de unién directa:

Los anticuerpos OST577-IgG2M3 purificados se analizaron para determinar la uniéon al FcRn humano en la linea
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celular NSO HuFcRn (memb), clon 7-3, o a células NSO no transfeccionadas en FBB a pH 6,0. Aproximadamente 2

X 105 células/ensayo se lavaron una vez en FBB, pH 8,0, y una vez en FBB, pH 6,0, después se resuspendieron en
100 pl de anticuerpo a una concentracion de 11 ug/ml en FBB, a pH 6,0. Las células se incubaron con el anticuerpo
durante 1 hora en hielo, se lavaron dos veces en FBB, Ph 6,0, y se resuspendieron en 25 pul de anticuerpo
conjugado con RPE de IgG antihumana de cabra (Southern Biotechnology Associates, Inc.) diluido a 5ug/ml en
FBB, pH 6,0. Tras incubacién durante 30 minutos en hielo en oscuridad, las células se lavaron dos veces en FBB,
Ph 6,0, y se resuspendieron en 1% de formaldehido. Las muestras se analizaron para determinar la unién del
anticuerpo al FcRn mediante FACS™ usando un citémetro de flujo FACScan (BD® Biosciences). La fluorescencia
media en el canal (MCF) se represent6 usando Excel (Microsoft® Corporation).

Ensayo de unién competitiva a 37° C

Una serie de diluciones de cada anticuerpo OST577-lgG2M3 purificado se presentaron contra el anticuerpo
OST577-lgG2M3 biotinilado para determinar la union al FcRn humano en la linea celular NSO HuFcRn (meb), clon

7-3. Aproximadamente 2 x 105 células/ensayo se lavaron una vez en FBB, pH 8,0, y una vez en FBB, pH 6,0,
después se resuspendieron en 100 pl de anticuerpo OST577-lgG2M3 biotinilado pre-mezclado (10 ug/ml del
anticuerpo competidor OST577-lgG2M3 (diluciones en serie por dos comenzando desde 208 ug/ml a 0,102 ug/ml)
en FBB, pH 6,0. Las células se incubaron con la mezcla de anticuerpos durante 1 hora a 37°C, se lavaron dos
veces en FBB, pH 6,0, y se resuspendieron en 25 ul de conjugado estreptavidina-RPE ((BioSource International)
diluido a 2,5 ug/ml en FBB, pH 6,0. Tras incubacién durante 30 minutos en oscuridad, las células se lavaron dos
veces en FBB, Ph 6,0, y se resuspendieron en 1% de formaldehido. Las muestras se analizaron para determinar la
unién del anticuerpo al FcRn mediante FACS™ usando un citémetro de flujo FACScan (BD® Biosciences). La
fluorescencia media en el canal (MCF) se representd contra la concentracién del competidor y se calcularon los
valores de CI50 usando GraphPad Prism® (GraphPad™ Software).

Ensayo de liberacion y union dependiente de pH:

Los anticuerpos OST577-IgG2M3 and OST577-lgGl mutantes purificados se compararon con los respectivos
anticuerpos de tipo salvaje segun la unién a FcRn humano y, después, se liberaron a varios valores de pH en
ensayos de liberacion y de union de un solo punto usando la linea celular NSO HuFcRn (meb), clon 7-3.

Aproximadamente 2 x 105 células/ensayo se lavaron una vez en FBB, pH 8,0, y una vez en FBB, pHh 6,0, después
se resuspendieron en 100 ul de anticuerpo purificado (10 pg/ml) en FBB, pH 6,0-. Las células se incubaron con el
anticuerpo durante 1 hora en hielo, se lavaron dos veces en FBB, Ph 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, u 8,0,y se resuspendieron en
25 ul de anticuerpo conjugado con FITC de IgG antihumana de cabra (Southern Biotechnology Associates, Inc.)
diluido a 1,25 en FBB al pH adecuado. Tras incubacion durante 30 minutos en hielo en oscuridad, las células se
lavaron dos veces en FBB al pH adecuado, y se resuspendieron en 1% de formaldehido. Las muestras se
analizaron para determinar la union del anticuerpo al FcRn mediante FACS™ usando un citémetro de flujo
FACSCalibur (BD® Biosciences). La fluorescencia media en el canal (MCF) se representé usando Excel (Microsoft®
Corporation).

Los anticuerpos OST577-IgG2M3 and OST577-IgGl mutantes purificados se compararon con los respectivos
anticuerpos de tipo salvaje segun la union a FcRn de rhesus y, después, se liberaron a varios valores de pH en
ensayos de liberacién y de unién de un solo punto usando la linea celular NSO RhFcRn, clon R-3, como se ha
descrito en lo que antecede

Resultados:

Las propiedades de union de los anticuerpos OST577-IgG2M3 o OST577-IlgG1l de tipo salvaje y sus diversos
mutantes a FcRn humano se confirm6 usando una linea celular NSO transfeccionada que expresa de forma estable
FcRn humano en su superficie. Para confirmar que la unién de los anticuerpos mutantes era especifica del FcRn
humano sobre la linea celular NSO transfeccionado, en lugar de producirse a través de algun otro receptor 0 por un
mecanismo desconocido, los anticuerpos se analizaron para determinar la unién a célula NSO no transfeccionadas
frente a una linea celular NSO transfeccionada que expresa de forma estable del FcRn. Como se ha descrito en lo
gue antecede, las células se incubaron con una concentracion subsaturante del anticuerpo en FBB, pH 6,0, y la
union se analizé6 mediante FACS™ Como se muestra en la Figura 13, los resultados indicaron que no habia unién
aparente con la linea celular NsO parental, lo que sugiere que los anticuerpos se unen especificamente a las células
transfeccionadas mediante un FcRn humano.

Para confirmar que cada uno de los mutantes generados en la presente invencién se han comportado de una forma
fisioldgicamente relevante se investigaron mas estrechamente los efectos de la temperatura y el pH sobre la union
al FcRn humano. Dado que los ensayos de unién competitiva iniciales se realizaron a 4°C, los experimentos se
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repitieron a la temperatura mas fisioldgicamente relevantes de 37°C para mostrar que los mutantes todavia eran
activos a esta temperatura. Como se ha descrito en lo que antecede, crecientes concentraciones de los anticuerpos
competidores sin marcar se incubaron con células que expresan el FcRn humano en presencia de una
concentracion subsaturante de anticuerpo OST577-l9G2M3 marcado a 37°C en FBB, pH 6,0. Como se muestra en
la figura 14, los resultados indicaron que los anticuerpos mantenian su patrén relativo de uniéon a FcRn humano a
37°C.

Se sabe que la union de IgG a FcRn depende del pH. La IgG se une fuertemente al FcRn a pH 6,0, pero débilmente
a Ph 8,0. Con el fin de someter a ingenieria a los anticuerpos mutantes con mayores semividas en suero, es
deseable incrementar la unién a FcRn a pH 6,0, manteniendo la liberacién dependiente de pH de FcRn a pH 8,0.
Para confirmar que la union dependia del pH, los anticuerpos se analizaron para determinar la unién a una linea
celular NSO transfeccionada que expresa de forma estable el FcRn humano y, después, se libera a valores de pH
variables desde pH 6,0 a H 8,0. Como se ha descrito en lo que antecede, las células se incubaron con una
concentracion subsaturante del anticuerpo en FBB, pH 6.0, 6,5, 7,0, 7,5, 0 8,0, y la union se analizé mediante
FACS™ Como se muestra en la Figura 15A, los resultados indicaron que los anticuerpos OST577-lgG2M3
modificados que tienen las mutaciones T250E, T250Q, M428F, M428L, T250E/M428F, T250Q/M428F, o
T250Q/M428L mostraron todos una union fuerte al FcRn humano a pH 6,0, con disminucién de la unién a medida
que los valores de pH aumentaban a 8,0. Como se muestra en la Figura 15B, los resultados indicaron que los
anticuerpos OST577-IgG1 modificados que tienen las mutaciones T250E, M428F, o T250E/M428F mostraron todos
una unién fuerte al FcRn humano a pH 6,0, con disminuciéon de la unién a medida que los valores de pH
aumentaban a 8,0. El anticuerpo OST577-IlgG1l que tiene la mutacion T250D mostré una union mas débil (en
comparacion con el salvaje) al FcRn humano a pH 6,0, con disminucion de la unién a medida que los valores de pH
aumentaban a 8,0. Como se muestra en la Figura 15C, los resultados indicaron que los anticuerpos OST577-lgG1
modificados que tienen las mutaciones T250Q, M428L, o T250Q/M428L mostraron todos una unién fuerte al FcRn
humano a pH 6,0, con disminucién de la unién a medida que los valores de pH aumentaban a 8,0. Estos resultados
indicaron que la unién de los anticuerpos al FcRn humano era, de hecho, dependiente del pH

De forma similar, los anticuerpos se analizaron para determinar la union a una linea celular NSO transfeccionada
que expresa de forma estable FCRn de rhesus y, después, se libera a valores de pH que varian desde pH 6,0 a pH
8,0. Como se muestra en la Figura 15D, los resultados indicaron que los anticuerpos OST577-IlgG2M3 modificados
que tienen las mutaciones T250E, T250Q, M428F, M428L, T250E/M428F, T250Q/M428F, o T250Q/M428L
mostraron todos una union fuerte al FcRn de rhesus a pH 6,0, con disminucion de la union a medida que los valores
de pH aumentaban a 8,0. Como se muestra en la Figura 15E, los resultados indicaron que los anticuerpos
OST577-lgG1 modificados que tienen las mutaciones T250Q, M428L, o T250Q/M428L mostraron todos una union
fuerte al FcRn de rhesus a pH 6,0, con disminucion de la unién a medida que los valores de pH aumentaban a 8,0.
Estos resultados indicaron que la union de los anticuerpos al FcRn de rhesus era, también, dependiente del pH.

Ejemplo 8
Este ejemplo describe confirmacion de propiedades adicionales de los mutantes IgG2M3 e IgG1.
Cultivo celular:

La linea celular Raji de linfoma de Burkitt humano (Coleccion Americana de Cultivos Tipo) se mantuvo en medio
RPMI 1640 con L-glutamina (BioWhittaker™) que contiene 10% de FBS (HyClone®) y 1% de penicilina-
estreptomicina (Life TechnologieS®).

Ensayos de union a antigeno:

La actividad de union al antigeno de los anticuerpos OST577 mutantes y salvaje se confirméd mediante un ELISA de
unién competitiva. 2 placas Immulon™ (DYNEX®Technologies) se revistieron durante la noche a 4°C con 1,0 ug/ml
de anticuerpo recombinante del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) (Advanced ImmunoChemical, Inc.,
Long Beach, CA). Al dia siguiente, las placas se lavaron con EWB vy se bloquearon con 300 pl/pocillo de tampdn de
bloqueo SuperBlocik® en TBS (Pierce Chemical Company) durante 30 minutos a temperature ambiente. Las placas
se lavaron con EWB y a cada pocillo se afiadieron anticuerpo OST577-lgG2M3 biotinilado premezclado (0,25 pg/ml)
y el anticuerpo OST577-lgG2M3 competidor (diluciones en serie por dos de 33 pg/ml a 0,033 pg/ml) o el anticuerpo
OST577-IgG1 biotinilado premezclado (0,25 pug/ml) y el anticuerpo OST577-IgG1 competidor (diluciones en serie
por dos de 67 pg/ml a 0,067 ug/ml) en 100 ul de EB. Las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente, después se lavaron con EWB y se afadieron 100 ul/pocillo de conjugado estreptavidina-HRP (Pierce
Chemical Company) a 1 pg/ml en EB. Tras incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente, las placas se
lavaron con EWB, seguido por la adicién de 100 ul/pocillo de ABTS sustrato peroxidasa/solucion B de peroxidasa (
Kirkegaard & Perry Laboratories). La reaccion se detuvo con 100 pl/pocillo de 2% de acido oxalico y se midio la
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absorbancia a 415 nm usando un lector de placas de microtitulacion VERSAmax™ (Molecular Devices
Corporation™).

La actividad de unién al antigeno de los anticuerpos HulD10-lgG2M3 salvaje y mutantes se confirmd en un ensayo
de unién en FACS™ usando células Raji, que expresan un alelo de la cadena 3 de HLA-DR que es reconocida por

HulD10 (Kostelny y col. (2001), op. cit.). Aproximadamente 2.5 x 105 células/ensayo se lavaron una vez con FBB,
pH 7,4, y se resuspendieron en 140 pl del anticuerpo HulD10-lgG2M3 (diluciones en serie por tres de 60 ug/ml a
0,027 pg/ml) en FBB, pH 7,4. Las células se incubaron con el anticuerpo durante 1 hora en hielo, se lavaron dos
veces en FBB, pH 7,4, y se resuspendieron en 25 ul del anticuerpo conjugado con RPE de F(ab’), kappa
antihumano de cabra (Southern Biotechnology Associates, Inc.) diluido hasta 10 ug/ml en FBB, pH 7,4. Tras
incubacion durante 30 minutos en hielo en oscuridad, las células se lavaron dos veces en FBB, Ph 704, y se
resuspendieron en 1% de formaldehido. Las muestras se analizaron para determinar la union del anticuerpo al alelo
de la cadena B de HLA-DR mediante FACS™ usando un citémetro de flujo FACSCalibur (BD® Biosciences).

De forma similar, la actividad de unién al antigeno de los anticuerpos HulD10-lgG1 salvaje y mutantes se confirmé

mediante ensayo de unién en FACS™ usando células Raji. Aproximadamente 2,0 x 105 células/ensayo se lavaron
una vez con FBB, pH 7,4, y se resuspendieron en 100 ul del anticuerpo HulD10-lgG1 (diluciones en serie por dos
de 25 pg/ml a 12,5 ug/ml, después diluciones en serie por tres de 12,5 pg/ml a 0,0020 pg/ml) en FBB, pH 7,4. Una
dilucién en serie del anticuerpo HuFd79-lgG1 (Co et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 88:2869-2873 (1991)) se prepard
como se ha descrito en lo que antecede y se us6 como control negativo. Las células se incubaron con el anticuerpo
durante 1 hora en hielo, se lavaron dos veces en FBB, pH 7,4, y se resuspendieron en 25 ul del anticuerpo
conjugado con FITC anti F(ab’), de IgG humana de cabra (Southern Biotechnology Associates, Inc.) diluido hasta
20 pg/ml en FBB, pH 7,4. Tras incubacion durante 30 minutos en hielo en oscuridad, las células se lavaron dos
veces en FBB, pH 7,4, y se resuspendieron en 1% de formaldehido. Las muestras se analizaron para determinar la
uniéon del anticuerpo al alelo de la cadena B de HLA-DR mediante FACS™ usando un citémetro de flujo
FACSCalibur (BD® Biosciences).

Ensayo de ADCC:

La actividad de citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) de los anticuerpos HulD10
salvaje y mutantes se confirmé midiendo la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) usando células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) como efectores y células Rajo como dianas siguiendo un
procedimiento publicado (Shields et al., op. cit.). Las PBMC se prepararon a partir de sangre entera usando un
gradiente de Ficoll-Paque® Plus (Amersham Biosciences™ Corporation) y se resuspendieron en una densidad

de8x 106 células/ml en medio de ensayo (RPMI1640, 1% BSA). Las células Raji se lavaron tres veces en medio de
ensayo y se resuspendieron a una densidad de 0,4 x 10° células/ml en medio de ensayo. Los anticuerpos HulD10
salvaje y mutantes se diluyeron hasta 4 pg/ml, 0,25 pg/mly 0,016 ug/ml en medio de ensayo. Las células Raji (50
ul/pocillo) y el anticuerpo HulD10 (50 ul/pocillo), es decir 200 ng/ensayo, 12,5 ng/ensayo o 0,8 ng/ensayo) se
combinaron en los pocillos de una placa de ensayo de fondo en U de 96 pocillos de tipo Falcon BD® Biosciences) y
se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las PBMC (100 pl/pocillo, es decir 40:1 proporcion
efectoras/diana) se afiadieron a las células opsonizadas y se incubaron durante 4 horas a 37°C en un incubador
con CO2. La citotoxicidad mediada por células independiente de anticuerpos (AICC) se midié incubando células
efectoras y diana en ausencia de anticuerpo. La liberacion espontdnea se midio incubando las células diana
(SRdianay 0 las células efectoras (SRefectoras) €N ausencia de anticuerpo. La liberacion maxima (MR) se midi6
afadiendo 2% de Triton X-100 a las células diana. Las placas se centrifugaron suavemente y los sobrenadantes
(100 wl/pacillo) se transfirieron a una placa de fondo plano de 96 pocillos de tipo Falcon. La actividad LDH se midi6
incubando los sobrenadantes con 100 pl/pocillo de la mezcla de reaccion de LDH del kit de deteccion Cytotoxicity
Detection Kit (Roche Diagnostics Corporation) durante 30 minutos a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo
con 50 pl/pocillo de HCI 1IN y se midi6 la absorbancia a 490 nm usando un lector de placas de microtitulacion
VERSAmax™ (Molecular Devices Corporation®). El porcentaje de citotoxicidad se calculd como (liberacion
LDHmuestra' SRefectora - SRdiana)/MR diana~ SRdiana) x 100.

Resultados:

Las propiedades de unién a antigeno de los anticuerpos OST577 and HulD10 salvaje y mutantes a sus respectivos
antigenos se confirmd usando los ensayos de union adecuados. Como se ha descrito en lo que antecede, la union
de los anticuerpos OST577 a HBsAg se determiné en un ELISA competitivo. Como se muestra en la Figura 16A, la
union de los anticuerpos OST577-1gG2M3 salvaje y mutantes a HBsAg fue esencialmente idéntica. De forma
similar, como se muestra en la Figura 16B, la unién de los anticuerpos OST577-1gG1 salvaje y mutantes a HBsAg
fue esencialmente idéntica.
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Como se ha descrito en lo que antecede, la unién de los anticuerpos HulD10 a una cadena 3 de HLA-DR se
determind en un ensayo de unién FACS. Como se muestra en la Figura 17A, la unién de los anticuerpos HulD10-
IgG2M3 salvaje y mutantes al alelo de la cadena B de HLA-DR fue esencialmente idéntica. De forma similar, como
se muestra en la Figura 17B, la unién de los anticuerpos HulD10-lgG1 salvaje y mutantes al alelo de la cadena
de HLA-DR fue esencialmente idéntica. Estos resultados indican que, como cabria esperar, las mutaciones
descritas en las posiciones 250 y 428 no afectan a la unién al antigeno.

La actividad ADCC de los anticuerpos HulD10 salvaje y mutantes se confirmé en un ensayo de liberacién de LDH
usando PBMC como efectores y células Raji como dianas. Como se muestra en la Figura 18A, usando un donante
portador de los alelos homocigotos V/V de Fcylll, la actividad ADCC del mutante doble (T250Q/M428L) del
anticuerpo Hul D10-lgG1 fue muy similar a la del anticuerpo salvaje, mientras que la actividad ADCC del mutante
sencillo (M428L) del anticuerpo HulD10-lgG1 disminuyd ligeramente en comparacion con el anticuerpo salvaje,
Como cabria esperar, los anticuerpos HulD10-lgG2M3 salvaje y mutantes carecian de actividad ADCC. De forma
similar, como se muestra en la Figura 18B, usando un donante portador de los alelos homocigotos F/F de Fcylll, la
actividad ADCC del mutante doble (T250Q/M428L) del anticuerpo Hul D10-lgG1 fue muy similar a la del anticuerpo
salvaje, mientras que la actividad ADCC del mutante sencillo (M428L) del anticuerpo HulD10-lgG1 disminuy6 algo
en comparacion con el anticuerpo salvaje, Los anticuerpos HulD10-lgG2M3 salvaje y mutantes carecian de
actividad ADCC. Estos resultados indican que la mutacion T250Q/M428L descrita en la presente invencion no
afecta a la actividad ADCC de la forma IgG1 del anticuerpo, mientras que la mutacion M428| reduce ligeramente la
actividad ADCC de la forma 1Ggl. Las mutaciones descritas en las posiciones 250 y 428 no afectan a la actividad
ADCC de la forma IgG2M3 del anticuerpo.

Ejemplo 9
Este ejemplo describe los ensayos in vitro e in vivo de la semivida en suero.

Cabe esperar que los anticuerpos IgG humanos con mayor (0 menor) afinidad por FcRn in vitro tengan una
semivida en suero mas prolongada (o més corta) in vivo, respectivamente. La afinidad de los mutantes de 1gG
humana por FcRn puede medirse in vitro mediante varios procedimientos, tales como resonancia de plasmoén
superficial (SPR) usando FcRn soluble conjugado con un chip biosensor adecuado o realizaron un experimento de
unién competitiva usando FcRn expresado sobre la superficie de las células transfeccionadas. El FcRn usado en los
experimentos de afinidad in vitro puede ser de origen murino, de rhesus o humano. La semivida en suero de
mutantes de IgG humana con las propiedades deseadas puede medirse in vivo mediante la inyeccion en animales
experimentales adecuados (p. €j., ratones 0 monos) o seres humanos de una dosis de anticuerpo en el intervalo de
0,1-10 mg de anticuerpo por kg de peso corporal, después, extrayendo muestras de suero a varios intervalos de
tiempo para abarcar la semivida en suero prevista del anticuerpo y analizando las muestras para determinar la
presencia de IgG intacta mediante una técnica adecuada tal como un ELISA.

Estudio de farmacocinética en rhesus:

En el California National Primate Research Center (CNPRC) at the University of California, Davis se realizé un
estudio de farmacocinética no GLP titulado “Comparacién Farmacocinética de tres variantes de OST577". Doce
macacos rhesus macho se aleatorizaron por peso y fueron asignados a uno de tres grupos de estudio. Los cuatro
animales que comprenden cada grupo de estudio recibieron, cada uno, una dosis intravenosa de OST577 salvaje o
de una de las dos variantes a 1 mg/kg administrados durante quince minutos. Los anticuerpos OST577 fueron
OST577-lgG2M3 salvaje, una variante de OST577-lgG2M3 que contiene la mutacién sencilla M428L y una variante
de OST577-IgG2M3 que contiene la mutacion doble T250Q/M428L. Los tres anticuerpos se expresaron mediante
transfeccion de las células Sp2/0 y se purificaron tal como se describe en el Ejemplo 5.

Se extrajeron muestras de sangre antes de la dosis el dia Oy a 1 y 4 horas después de la dosis, y a los , 7, 14, 21,
28, 42 y 56 dias. En cada punto de tiempo se extrajeron 4 ml de sangre de la vena safena, se prepar6 el sueroy 2
alicuotas se congelaron y mantuvieron a -20°C hasta su uso. Para las determinaciones de quimica y hematologia
en suero se extrajeron muestras de sangre 16 dias antes del estudio, antes de la dosis el dia 0 y al final del estudio
el dia 56.

ELISA:

Las concentraciones de los anticuerpos OST577-lgG2M3 en muestras de suero de rhesus se determinaron
mediante ELISA usando un ensayo cualificado. El suero de rhesus normal combinado (PNRS) se obtuvo del
CNPRC. El mismo lote de PNRS se us6 para preparar los calibradores, controles de suero positivos y para pre-
dilucién de muestras de suero de rhesus. Los calibradores se prepararon mediante dilucion estandar de OST577-
IlgG2M3 en PNRS a 3000, 1500, 750, 375, 187,5, 93,75, 46,88, 23,44, y 0 ng/ml, se equilibraron durante 2 horas a
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temperatura ambiente y se congelaron en alicuotas a -20°C. Los controles de suero positivos se prepararon
contaminando los PNRS con OST577-I9G2M3 a 0,2 ug/ml para el control de suero positivo bajo, 0,4ug/ml para el
control de suero positivo medio y 0,8 pg/ml para el control de suero positivo alto, se equilibraron durante 2 horas a
temperatura ambiente y se congelaron en alicuotas a -20°C. Las muestras de suero pre-dosis para cada animal se
usaron como controles negativos.

2 placas Immulon™ (DYNEX® Technologies, Inc.) se revistieron durante la noche a 2-8°C con 100 pl/pocillo de un
anticuerpo monoclonal de idiotipo anti-OST577-IgG1 de raton (OST577-'y1) anti-id, , Protein Design Labs™, Inc.) a
1,0 ug/ml en PBS. Al dia siguiente, las placas se lavaron tres veces con 300 pl/pocillo de PBST/Tween (solucion
salina tamponada con fosfato, 0,1% de Tween 20), se secaron dando golpecitos sobre una toalla de papel y se
bloquearon con 300 pl/pocillo de tampon de bloqueo SuperBlock® en PBS (Pierce Chemical Company) durante 60
+ 5 minutos a temperatura ambiente. Los calibradores, controles de suero positivos y negativos, y las muestras de
suero se descongelaron y llevaron hasta la temperatura ambiente antes de usar. Los calibradores, controles de
suero positivos y negativos, y las muestras de suero se diluyeron a 1: 10 en de tampén de bloqueo SuperBlock® en
PBS. Las muestras de suero se pre-diluyeron de forma adecuada (1:10 a 1:80) en PNRS, después se diluyeron a
1:10 en tampon de bloqueo SuperBlock® en PBS. Las placas se lavaron tres veces con 300 ul/pocillo de
PBS/TWEEN y se secaron con golpecitos sobre una toalla de papel. Los calibradores diluidos, controles séricos
positivos y negativos, y las muestras de suero se afiadieron a 100 pl/pocillo en pocillos por duplicado y se incubaron
durante 60 + 5 minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres veces con 300 pl/pocillo de
PBS/TWEEN y se secaron con golpecitos sobre una toalla de papel. El anticuerpo conjugado con HRP anti-cadena
ligera de lambda humano de cabra (Southern Biotechnology Associates, Inc.) se preparé mediante dilucién de
1:1000 en PBSBSA/Tween (solucién salina tamponada con fosfato, 0,5% de seroalbdmina bovina, 0,1% de Tween
20), se afiadieron a 100 pl/pocillo y se incubaron durante 60 + 5 minutos a temperatura ambiente, Las placas se
lavaron tres veces con 300 pl/pocillo de PBS/TWEEN y se secaron con golpecitos sobre una toalla de papel. Se
afadi6 ABTS Peroxidasa Sustrato/Peroxidasa Solucion B (Kirkegaard & Perry Laboratories) a 100 pl/pocillo y se
incubaron durante 7 + 1 minuto. El desarrollo se detuvo mediante la adicion de solucién de detencion de sustrato
(2% de &cido oxalico) a 100 pl/pocillo . La absorbancia a 415 nm se midi6 en los 30 minutos posteriores a la adicién
de la solucion de detencion de sustrato usando un lector de placa de microtitulacion VERSAmax™ (Molecular
Devices Corporation®).

Se preparé una curva de calibracion usando los valores medios de la absorbancia obtenidos de los calibradores y el
ajuste de los datos a una curva de regresion logistica de cuatro parametros usando SOFTmaX® PRO, versién 4.0
(Molecular Devices Corporation®). El valor de la absorbancia media para el control de suero negativo (es decor,
media de la muestra pre-dosis para cada animal) se rest6 de cada valor de la absorbancia obtenido para los
calibradores. Las concentraciones del control de suero positivo se determinaron después de restar el valor medio
de la absorbancia obtenido para el control de suero negativo a partir de cada valor de la absorbancia obtenido para
los controles de suero positivos. Las concentraciones correspondientes a los valores medios de la absorbancia
resultantes se obtuvieron mediante interpolacién a partir de la curva de calibracion. Las concentraciones de las
muestras de suero se determinaron restando el valor medio de la absorbancia del control de suero negativo del
valor de la absorbancia de cada muestra, realizando el promedio de los valores de la absorbancia resultantes,
derivando la concentracion correspondientes a los valores medios de la absorbancia mediante interpolacion a partir
de la curva de calibraciéon y multiplicando la concentracion resultante por el factor de pre-dilucion, si existe, para
llegar a la concentracion final de cada muestra.

El intervalo cuantitativo estimado del ensayo fue de 0,10-0,90 pg/ml. El ensayo se consideré adecuado cuando se
cumplieron las dos condiciones siguientes: (1) la concentracion retrocalculada media de los tres calibradores en el
intervalo cuantitativo estaba dentro del 20% de su valor nominal; y (2) los resultados medios calculados de cuatro
de seis controles de suero positivos estaban dentro del 30% de su valor nominal, y al menos un resultado medio de
cada nivel de concentracion estaba dentro del 30% de su valor nominal. Los datos de las placas que no cumplian
los criterios anteriores se rechazaron. Los datos de las muestras de suero individuales se rechazaron cuando se
cumplié cualquiera de las siguientes tres condiciones: (1) los valores de absorbancia en los pocillos por duplicado
diferian entre si en méas del 40%; (2) la concentracion media calculada estaba por debajo del limite inferior de
cualtificacion (LLOQ) del ensayo (0,10 ug/ml); (3) la concentracion media calculada estaba por encima del limite
superior de cuantificaciéon (ULOQ) den elnsayo (0,90ug/ml)

Resultados:

Los datos de la concentracion del anticuerpo en suero se ajustaron con un modelo de dos compartimentos usando
WinNonlin® Enterprise Edition, version 3.2 (Pharsight® Corporation, Mountain View, CA). El modelo supone una
distribucion de primer orden y una tasa de eliminacién de primer orden y ajusta bien los datos. Los datos del modelo
(simulados sobre la base de cada media geométrica de cada grupo de los parametros farmacocinéticos primarios),
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asi como la concentracion (ug/ml) media de los anticuerpos en suero observada y la desviacién estandar para cada
grupo de cuatro animales se representaron como una funcién del tiempo (dias después de la infusién) usando
GraphPad Prism®, version 3.02 (GraphPad™ Software, Inc.). Como se muestra en la figura 19, los datos indican
que las concentraciones medias de anticuerpo en suero de las variantes M428L y T250Q/M428L de OST577-
IlgG2M3 se mantuvieron a niveles mayores que con OST577-lgG2M3 salvaje en todos los puntos de tiempo.

Se calcularon varios parametros farmacocinéticos a partir de los datos usando WinNonlin® Enterprise Edition,
version 3.2 (Pharsight® Corporation). El andlisis estadistico de los parametros farmacocinéticos se calculdé usando
GraphPad Prism®, version 3.02 (GraphPad™ Software, Inc.) Como se muestra en la Tabla 9, la concentracion
media maxima en suero del anticuerpo (Cmax) fue muy similar entre los tres grupos de ensayo, lo que indica que
los anticuerpos administrados estaban distribuidos en la circulaciéon de un modo similar. Por tanto, las
concentraciones mayores de anticuerpo de los anticuerpos mutantes de IgG2M3 siguiendo la fase de distribucion
son atribuibles a su mayor persistencia en el suero. El analisis del aclaramiento medio (CL) indic6 que éste era el
caso. El VI medio, el volumen de anticuerpo en suero eliminado por unidad de tiempo fue aproximadamente 1,8
veces menor para la variante M428L (0,0811 + 0,0384 ml/h/kg; p = 0,057), y aproximadamente 2,8-veces menor
para la variante T250Q/M428L (0,0514 + 0,0075 ml/h/kg; p = 0,029) en comparacion con el OST577-IgG2M3
salvaje (0,144 + 0,047 ml/h/kg) (Tabla 9), lo que indica una disminucion significativa del aclaramiento de OST577-
IgG2M3 M428L y las variantes T250Q/M428L de la circulacion de monos rhesus en comparacién con los
anticuerpos de tipo salvaje.

Los perfiles FC de las variantes de OST577-lgG2M3 se analizaron adicionalmente calculando otros parametros
(Tabla 9) Dado que la AUC (area bajo la curva) es inversamente proporcional al CL, se deduce que la AUC media,
el area bajo la curva concentracion-tiempo extrapolada desde el tiempo cero hasta infinito fue aproximadamente 2
veces mayor que la variante M428L (15,200 + 8.700 hr*ug/ml; p=0,057) y aproximadamente 2,6 veces mayor para
la variante T250Q/M428L (19,800 + 2,900 hr*ug/ml;p = 0.029) en comparacién con OST577-lgG2M3 salvaje (7,710
+ 3,110 hr*, ug/ml) (Tabla 9), lo que indica un incremento significativo de la exposicion total de las variantes M428L
y T250Q/M428L de OST577-lgG2M3 en comparacion con el anticuerpo salvaje.

Por ultimo, la semivida media de eliminacion (3-fase) fue aproximadamente 1,8 veces mayor para la variante M428L
(642 + 205 h), y aproximadamente 1.9 veces mayor para la variante T250Q/M428L (652 + 28 hr, p = 0.029) en
comparacion con OST577-IgG2M3 salvaje (351 + 121 hr) (Tabla 9). La semivida de eliminacion para OST577-
IlgG2M3 salvaje en este estudio es similar a la de OST577-IgG 1 (324 + 85 h) en un estudio FC previo con monos
rhesus (Ehrlich et al., op. cit.).

TABLA 9
Nombre? Cmax® CL® AUC? Z?rrn“i'r‘]’gi?é‘iﬁ
(lgG2M3) (ng/ml) (ml/h/kg) (h*,pug/ml) )
Salvaje 36,7+12,8 0,144 +0,047 7710 £ 3110 351 +121
M428L 36,5+20,1 0,0811* +0,0384 15200* + 8700 642 + 205
T250Q/M428L 39,9+6,8 0,0514* + 0,0075 19800* + 2900 652* +28

®Para cada mutante, la primera letra indica el aminoacido salvaje, el nimero indica la posicion de
acuerdo con el indice UE (Kabat et al., op. cit.) y la segunda letra indica el aminoacido mutante.

® Los valores de Cmax (+ S.D. ) se expresan y se calcularon a partir de los datos FC usando
WinNonlin como se ha descrito en el Ejemplo 9.

¢ Los valores de CL (+ S.D. ) se expresan en ml/h/kg y se calcularon a partir de los datos FC
usando WinNonlin como se ha descrito en el Ejemplo 9.

¢ Los valores de AUC (x S.D. ) se expresan en h*ug/ml y se calcularon a partir de los datos FC
usando WinNonlin como se ha descrito en el Ejemplo 9.

® Los valores de la semivida de eliminacion (SD) se expresan en h y se calcularon a partir de los
datos FC usando WinNonlin como se ha descrito en el Ejemplo 9.

*Indica una diferencia significativa (p < 0.060) entre el grupo salvaje y cada grupo mutante. Se
realizaron pruebas de Mann-Whitney usando GraphPad Prism como se ha descrito en el Ejemplo
9.
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Ejemplo 10

Este ejemplo describe la aplicacion de los ensayos de semivida en suero in Vitro e n vivo descritos en el Ejemplo 9
a los mutantes de los anticuerpos IgG1

Estudio de farmacocinética en rhesus:

En el California National Primate Research Center (CNPRC) at the University of California, Davis se realizd un
estudio de farmacocinética no GLP titulado “Comparacién Farmacocinética de tres variantes de OST577". Doce
macacos rhesus macho se aleatorizaron por peso y fueron asignados a uno de tres grupos de estudio. Los cuatro
animales que comprenden cada grupo de estudio recibieron, cada uno, una dosis intravenosa de OST577 salvaje o
de una de las dos variantes a 1 mg/kg administrados durante quince minutos. Los anticuerpos OST577 fueron
OST577-lgG2M3 salvaje, una variante de OST577-lgG2M3 que contiene la mutacién sencilla M428L y una variante
de OST577-lgG2M3 que contiene la mutacion doble T250Q/M428L. Los tres anticuerpos se expresaron mediante
transfeccion de las células Sp2/0 y se purificaron tal como se describe en el Ejemplo 5.

Se extrajeron muestras de sangre antes de la dosis el dia 0y a 1y 4 horas después de la dosis, y a los , 7, 14, 21,
28, 42 y 56 dias. En cada punto de tiempo se extrajeron 4 ml de sangre de la vena safena, se prepar6 el suero y 2
alicuotas se congelaron y mantuvieron a -20°C hasta su uso. Para las determinaciones de quimica y hematologia
en suero se extrajeron muestras de sangre antes de la dosis el dia O y al final del estudio el dia 56:

ELISA:

Las concentraciones de los anticuerpos OST577-lgG1 en muestras de suero de rhesus se determinaron mediante
ELISA usando un ensayo cualificado. El suero de rhesus normal combinado (PNRS) se obtuvo del CNPRC. El
mismo lote de PNRS se uso para preparar los calibradores, controles de suero positivos y para pre-dilucion de
muestras de suero de rhesus. Los calibradores se prepararon mediante dilucion estandar de OST577-lgG1 en
PNRS a 3000, 1500, 750, 375, 187,5, 93,75, 46,88, 23,44, y 0 ng/ml, se equilibraron durante 2 horas a temperatura
ambiente y se congelaron en alicuotas a -20°C. Los controles de suero positivos se prepararon contaminando los
PNRS con OST577-lgG1 a 0,2 pg/ml para el control de suero positivo bajo, 0,4 pg/ml para el control de suero
positivo medio y 0,8 pg/ml para el control de suero positivo alto, se equilibraron durante 2 horas a temperatura
ambiente y se congelaron en alicuotas a -80°C. Las muestras de suero pre-dosis para cada animal se usaron como
controles negativos.

2 placas Immulon™ (DYNEX® Technologies, Inc.) se revistieron durante la noche a 2-8°C con 100 pl/pocillo de un
anticuerpo monoclonal de idiotipo anti-OST577-IgG1 de ratdén (OST577-'y1) anti-id, , Protein Design Labs™, Inc.) a
1,0 ug/ml en PBS. Al dia siguiente, las placas se lavaron tres veces con 300 pl/pocillo de PBST/Tween (solucion
salina tamponada con fosfato, 0,1% de Tween 20), se secaron dando golpecitos sobre una toalla de papel y se
bloquearon con 300 pl/pocillo de tampén de bloqueo SuperBlock® en PBS (Pierce Chemical Company) durante 60
+ 5 minutos a temperatura ambiente. Los calibradores, controles de suero positivos y negativos, y las muestras de
suero se descongelaron y llevaron hasta la temperatura ambiente antes de usar. Los calibradores, controles de
suero positivos y negativos, y las muestras de suero se diluyeron a 1: 10 en de tampo6n de bloqueo SuperBlock® en
PBS. Las muestras de suero se pre-diluyeron de forma adecuada (1:10 a 1:80) en PNRS, después se diluyeron a
1:10 en tampon de bloqueo SuperBlock® en PBS. Las placas se lavaron tres veces con 300 pl/pocillo de
PBS/TWEEN y se secaron con golpecitos sobre una toalla de papel. Los calibradores diluidos, controles séricos
positivos y negativos, y las muestras de suero se afiadieron a 100 pl/pocillo en pocillos por duplicado y se incubaron
durante 60 + 5 minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres veces con 300 ul/pocillo de
PBS/TWEEN y se secaron con golpecitos sobre una toalla de papel. El anticuerpo conjugado con HRP anti-cadena
ligera de lambda humano de cabra (Southern Biotechnology Associates, Inc.) se prepar6 mediante dilucion de
1:1000 en PBSBSA/Tween (solucién salina tamponada con fosfato, 0,5% de seroalbdmina bovina, 0,1% de Tween
20), se afadieron a 100 pl/pocillo y se incubaron durante 60 + 5 minutos a temperatura ambiente, Las placas se
lavaron tres veces con 300 pl/pocillo de PBS/TWEEN y se secaron con golpecitos sobre una toalla de papel. Se
afadi6 ABTS Peroxidasa Sustrato/Peroxidasa Solucion B (Kirkegaard & Perry Laboratories) a 100 pl/pocillo y se
incubaron durante 7 £ 1 minuto. El desarrollo se detuvo mediante la adicion de solucién de detencion de sustrato
(2% de acido oxalico) a 100 pl/pocillo . La absorbancia a 415 nm se midi6 en los 30 minutos posteriores a la adicién
de la solucion de detencion de sustrato usando un lector de placa de microtitulacion VERSAmax™ (Molecular
Devices Corporation®).

Se preparé una curva de calibracidon usando los valores medios de la absorbancia obtenidos de los calibradores y el
ajuste de los datos a una curva de regresion logistica de cuatro pardmetros usando SOFTmaX® PRO, versién 4.0
(Molecular Devices Corporation®). El valor de la absorbancia media para el calibradod 0,0 ng/ml se resté de cada
valor de la absorbancia obtenido para los calibradores. Las concentraciones del control de suero positivo se
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determinaron después de restar el valor medio de la absorbancia obtenido para el control de suero negativo a partir
de cada valor de la absorbancia obtenido para los controles de suero positivos. Las concentraciones
correspondientes a los valores medios de la absorbancia resultantes se obtuvieron mediante interpolacion a partir
de la curva de calibracién. Las concentraciones de las muestras de suero se determinaron restando el valor medio
de la absorbancia del control de suero negativo del valor de la absorbancia de cada muestra, realizando el
promedio de los valores de la absorbancia resultantes, derivando la concentracion correspondientes a los valores
medios de la absorbancia mediante interpolacion a partir de la curva de calibracion y multiplicando la concentracion
resultante por el factor de pre-dilucién, si existe, para llegar a la concentracion final de cada muestra.

El intervalo cuantitativo estimado del ensayo fue de 0,10-0,90. El ensayo se consider6 adecuado cuando se
cumplieron las dos condiciones siguientes: (1) la concentracion retrocalculada media de los tres calibradores en el
intervalo cuantitativo estaba dentro del 20% de su valor nominal; y (2) los resultados medios calculados de cuatro
de seis controles de suero positivos estaban dentro del 30% de su valor nominal, y al menos un resultado medio de
cada nivel de concentracion estaba dentro del 30% de su valor nominal. Los datos de las placas que no cumplian
los criterios anteriores se rechazaron. Los datos de las muestras de suero individuales se rechazaron cuando se
cumplié cualquiera de las siguientes tres condiciones: (1) los valores de absorbancia en los pocillos por duplicado
diferian entre si en méas del 40%; (2) la concentracion media calculada estaba por debajo del limite inferior de
cualtificacion (LLOQ) del ensayo (0,10 ug/ml); (3) la concentracion media calculada estaba por encima del limite
superior de cuantificacion (ULOQ) del ensayo (0,90ug/ml). Si el resultado calculado de las muestras por duplicado
diferia en mas del 40 % entre si, la muestra se volvié a analizar en un segundo ensayo independiente. Si el
resultado calculado medio del segundo ensayo estaba dentro del 15 % del resultado medio calculado del primer
ensayo para la muestra en cuestion, se usé el resultado medio calculado del primer ensayo. Por otro lado, la
muestra se reanaliz6 en un tercer ensayo independiente y se realiz6 el promedio de los resultados de los tres
ensayos, a menos que se pudiera eliminar un valor mediante prueba de desviacion. En este caso, se indicé la
media de los dos valores restantes

Resultados:

Los datos de la concentracion del anticuerpo en suero se ajustaron con un modelo de dos compartimentos usando
WinNonlin® Enterprise Edition, version 3.2 (Pharsight® Corporation, Mountain View, CA). El modelo supone una
distribucion de primer orden y una tasa de eliminacion de primer orden y ajusta bien los datos. Los datos del modelo
(simulados sobre la base del valor medio geométrico de cada grupo de los parametros farmacocinéticos primarios),
asi como la concentracion media (ug/ml) de los anticuerpos en suero observada y la desviacion estandar para cada
grupo de cuatro animales se representaron como una funcién del tiempo (dias después de la infusion) usando
GraphPad Prism®, version 3.02 (GraphPad™ Software, Inc.). Como se muestra en la figura 20, los datos indican
que las concentraciones medias de anticuerpo en suero de las variantes M428L y T250Q/M428L de OST577-lgG1
se mantuvieron a niveles mayores que con OST577-IlgG2M3 salvaje en todos los puntos de tiempo.

Se calcularon varios parametros farmacocinéticos a partir de los datos usando WinNonlin® Enterprise Edition,
version 3.2 (Pharsight® Corporation). El analisis estadistico de los parametros farmacocinéticos se calculé usando
GraphPad Prism®, version 3.02 (GraphPad™ Software, Inc.) Como se muestra en la Tabla 10, la Cmax fue muy
similar entre los tres grupos de ensayo, lo que indica que los anticuerpos administrados estaban distribuidos en la
circulacién de un modo similar. Por tanto, las concentraciones mayores de anticuerpo de los anticuerpos mutantes
de IgG1 siguiendo la fase de distribucién son atribuibles a su mayor persistencia en el suero. El analisis del
aclaramiento medio (CL) indicé que éste era el caso. El VI medio, el volumen de anticuerpo en suero eliminado por
unidad de tiempo fue aproximadamente 2,3 veces menor para la variante T250Q/M428L (0,0811 * 0,0191 ml/h/kg;
p = 0,029) en comparacion con el OST577-IgG1 salvaje (0,190 + 0,022 ml/h/kg) (Tabla 10), lo que indica una
disminucidn significativa del aclaramiento de OST577-lgG1l M428L y las variantes T250Q/M428L de la circulacion
de monos rhesus en comparacion con los anticuerpos de tipo salvaje.

Los perfiles FC de las variantes de OST577-IgG1 se analizaron adicionalmente calculando otros parametros (Tabla
10). La AUC media fue aproximadamente 2,4 veces mayor que la variante T250Q/M428L (12,900 + 3,000
hr*ug/ml;p = 0.029) en comparacién con OST577-IgG1 salvaje (5,320 + 590 hr*f, ug/ml) (Tabla 10), lo que indica un
incremento significativo de la exposicién total de la variante OST577-IgG1 T250Q/M428L en comparacion con el
anticuerpo salvaje.

Por ultimo, la semivida media de eliminacion (3-fase) fue aproximadamente 2,5 veces mayor para la variante
T250Q/M428L (838 + 187 hr, p = 0.029) en comparacion con OST577-IgG1 salvaje (336 + 34 hr) (Tabla 10). La
semivida de eliminacién para OST577-IgG1 salvaje en este estudio es similar a la de OST577-IgG1 (324 +85 h) en
un estudio FC previo con monos rhesus (Ehrlich et al., op. cit.).
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TABLA 10
Nombre® Cmax” CL® AUC® Sl?milr\wnadc?éiee
(lgG1) (ng/ml) (ml/h/kg) (h*,pg/ml) ()
Salvaje 26,0+4,1 0,190 + 0,022 5320 + 590 336+ 34
T250Q/M428L 29,1+ 3.7 0,0811* + 0,0191 12900* + 3000 838* + 187

®Para cada mutante, la primera letra indica el aminoacido salvaje, el nimero indica la posicion de
acuerdo con el indice UE (Kabat et al., op. cit.) y la segunda letra indica el amino&cido mutante.

P Los valores de Cmax (+ S.D. ) se expresan y se calcularon a partir de los datos FC usando
WinNonlin como se ha descrito en el Ejemplo 10.

¢ Los valores de CL (+ S.D. ) se expresan en ml/h/kg y se calcularon a partir de los datos FC
usando WinNonlin como se ha descrito en el Ejemplo 10.

¢ Los valores de AUC (+ S.D. ) se expresan en h*ug/ml y se calcularon a partir de los datos FC
usando WinNonlin como se ha descrito en el Ejemplo 10.

¢ Los valores de la semivida de eliminacion (SD) se expresan en h y se calcularon a partir de los
datos FC usando WinNonlin como se ha descrito en el Ejemplo 10.

*Indica una diferencia significativa (p < 0,060) entre el grupo salvaje y cada grupo mutante. Se
realizaron pruebas de Mann-Whitney usando GraphPad Prism como se ha descrito en el Ejemplo
10.

Ejemplo 11

Este ejemplo describe la aplicacion de varios analisis de unién descritos en los Ejemplos 6 y 7 a los mutantes de los
anticuerpos 1gG3 y 1gG4.

Mutagénesis:

Se us6 el procedimiento de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con solapamiento-extension (Higuchi, op.
cit.) para generar sustituciones dirigidas a sitio en la posicion 428 de la cadena pesada HulD10-IlgG3 o en las
posiciones 250 y 428 de la cadena pesada de HulD10-IgG3 (numerado de acuerdo con el indice de UE de Kabat y
col., op. cit.). Se gener6 un mutante M428L en la cadena pesada de HulD10-lgG3, Los mutantes M428L y
T250QM428L se generaron en la cadena pesada de Hu1D10-1gG4.

Transfecciones:

Los vectores de expresion de la cadena pesada de HulD10-IgG3 or HulD10-lgG4 mutante o salvaje, descritos con
detalle en los Ejemplos 1y 2, se transfeccionaron de forma conjunta con el vector de expresion de la cadena ligera
pVk-HulD10 en la linea de células de rifibn humano 293-H (Life Technologies®). Los vectores de expresion
HulD10-IgG3 or HulD10-lgG4 también se cotransfeccionaron de forma estable con el vector de expresion pVk-
HulD10 en células Sp2/0, como se describe en el ejemplo 5. Para las transfecciones estables en Sp2/0, Los
vectores de expresion IgG3 se linealizaron con Fspl; no obstante, los vectores de expresion IgG4 se linealizaron
con Bstz171, ya que en pHuHC.g4.Tt.D-Hu1D10 hay dos sitios FOPI.

Purificacién de anticuerpos:

Los sobrenadantes de los cultivos que contienen anticuerpos IgG4 se cuantificaron mediante ELISA, se recogieron
mediante centrifugacion, se filtraron en esterilidad y se purificaron mediante cromatografia de afinidad de proteina
A, como se describe en el Ejemplo 5.

Los sobrenadantes de los cultivos que contienen anticuerpos 1gG3 se cuantificaron mediante ELISA, se recogieron
mediante centrifugacion, como se describe en el Ejemplo 5. El pH de los sobrenadantes filtrados se ajusté mediante
la adicion de un volumen 1/75 de Tris-HCI 1M, Ph 8,0. Los sobrenadantes se pasaron por una columna de HP de
proteina A de 1 ml HiTrap® (Amersham Biosciences™ Corporation, Piscataway, NJ) que se pre-equilibré con
fosfato sédico 20 mM, pH 7,0. La columna se lavé con el mismo tampén y el anticuerpo unido eluyé con glicina-HCI
100 mM, pH 2,7. Tras neutralizar mediante la adiciéon de un volumen de ~ 1/50 Tris-HCI 1M, pH 8,0, las fracciones
combinadas de proteinas se dializaron durante la noche en citrato sodico, NaCl 120 mM, a Ph 6,0 o se pasaron por

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2394 088 T3

una columna de desalacion de 5 ml HiTrap® (Amersham Biosciences™ Corporation) que se pre-equilibré6 con
citrato sodico 20 mM, NaCl 120 mM, pH 6,0. El caudal de la columna de desalacién se recogio y las fracciones se
con DOgzgo > 0,1 se combinaron y concentraron hasta ~ 0,5-1,0 mg/ml usando concentradores de 2 ml Vivaspin®
(50.000 dalton MWCO) (Vivascience® AG). El material dializado se concentr6 del mismo modo. Después, las
muestras se filtraron en esterilidad usando microfiltros de 0,2 pum Millex®-GV (Millipore®Corporation). Las
concentraciones de los anticuerpos purificados se determinaron mediante espectroscopia UV midiendo la
absorbancia a 280 nm (1 mg/ml= 1,4 Azso).

SDS-PAGE:

Muestras de cinco pg de anticuerpos purificados se pasaron en condiciones reductoras y no reductoras como se
describe en el Ejemplo 5.

Ensayos de union competitiva:

Como se ha descrito en el ejemplo 6, transfectantes NSO que expresan FcRn humano o de rhesus unidos a GPI
recombinante sobre la superfcie se mantuvieron en medio de seleccion con 4cido micofendlico (MPA) (DMEM, 10 %
de FBS, medio con suplemento 1xHT Hybri-Max® (Sigma®), 250 pug/ml de xantina (Sigma®), 1 pg/ml de acido
micofendlico (Life Techonologies®) y L-glutamina 2 mM) o medio de seleccion 2x MPA.

Se realizé una serie de diluciones de cada anticuerpo HulD10-IgG3 purificado contra IgG humana (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) que se ha marcado con biotina (Pierce Biotechnologu, Inc., Rocford, IL). Se analizé la union de los
anticuerpos al FcRn humano en la linea celular NSO HuFcRn (memb), clon 7-3 y al FcRn de rhesus en la linea

celular NSO RhFcRn, clon R-3. Aproximadamente 2 x 105 células/ensayo se lavaron una vez en FBB, pH 8,0, y una
vez en FBB, pH 6,0, después se resuspendieron en 120 ul de anticuerpo IgG humano biotinilad pre-mezclado (8,3
ug/ml del anticuerpo competidor Hu1D10-1gG3(diluciones en serie por dos comenzando desde 625 pg/ml a 0,305
ug/ml ) en FBB, pH 6,0. Las células se incubaron con la mezcla de anticuerpos durante 1 hora en hielo, se lavaron
dos veces en FBB, pH 6,0, y se resuspendieron en 25 ul de conjugado estreptavidina-RPE ((BioSource
International) diluido a 2,5 pg/ml en FBB, pH 6,0. Tras incubacion durante 30 minutos en hielo en oscuridad, las
células se lavaron dos veces en FBB, Ph 6,0, y se resuspendieron en 1% de formaldehido. Las muestras se
analizaron para determinar la union del anticuerpo al FcRn mediante FACS™ usando un citdmetro de flujo
FACSCalibur (BD® Biosciences).

Una serie de dilucién de cada anticuerpo HulD10-1gG4 purificado se enfrentd a la IgG humana (Sigma-Aldrich) que
se habia marcado con biotina (Pierce Biotechnology, Inc.). Los anticuerpos 1gG4 se analizaron para determinar la
uniéon a FcRn humano en la linea celular NSO HuFcRn. (memb), clon 7-3 y al FcRn de rhesus en la linea celular
NSO RhFcRn, clon R-3, como se ha descrito anteriormente para los anticuerpos IgG3.

Ensayo de liberacion y union dependiente de pH:

Los anticuerpos HulD10-lgG3 y Hul1D10-lgG4 mutantes purificados se compararon con los respectivos anticuerpos
de tipo salvaje segun la uniéon a FcRn humano o de rhesus y, después, se liberaron a varios valores de pH en
ensayos de liberacion y de union de un solo punto usando la linea celular NSO HuFcRn (meb), clon 7-3 y NSO
RhFcRn, clon R-3, respectivamente, como se describe en el Ejemplo 7. Para asegurar que ambos subtipos, 1gG3
and 1gG4, se habian marcado de forma equivalente se usaron 25 pl de anticuerpo kappa anti-humano F(ab’)2 de
cabra conjugado con FITC (Southern Biotechnology Associates, Inc.) diluido a 1,25 ug/ml en FBB del pah adecuado
como reactivo de deteccion.

Resultados:

Se generaron sustituciones de aminoacidos en la posicion 428 de la cadena pesada y3 humana y en las posiciones
250 y 428 de la cadena pesada y4 humana (numerados de acuerdo con el indice de la UE de Kabat et al., op. cit.).
Estas dos posiciones se escogieron sobre la base de la identificacion de mutaciones en estas posiciones en la
cadena pesada y2M32M3 que tuvo como resultado un aumento o disminucién de la unién a FcRn. El mutante
M428L se evalud en la cadena pesada y3 humana. El mutante M428L y el mutante T250Q/M428L se evaluaron en
la cadena pesada y4 humana.

Los mutantes de Fc de IgG3 e 1gG4 se expresaron en forma de anticuerpos anti-alelo de la cadena 3 del HLA-DR,
gue comprenden las regiones variables de la cadena ligera y pesada de HulD10 (Kostelny et al. (2001), op. cit.), la
region constante de la cadena ligera del kappa humano (Hieter et al. (1980), op. cit.), y las regiones constantes de
la cadena pesada del mutante IgG3 humano (Huck et al., op. cit.) e IgG4 (Ellison et al., op. cit.), respectivamente.
Como se ha descrito en lo que antecede, el vector de expresion adecuado salvaje o de cadena pesada mutante se
co-transfecciond de forma transitoria con el vector de expresion adecuado de cadena ligera en células 293-H para
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la expresion de los anticuerpos monoclonales HulD10. El analisis ELISA de los sobrenadantes de los cultivos
recogidos 5-7 dias después de la transfeccion transitoria mostré niveles de expresion de anticuerpos que
normalmente eran de 5-25 pg/ml en 25 ml del sobrenadante. Los anticuerpos HulD10-lgG3 and HulD10-1gG4 se
purificaron mediante cromatografia de afinidad usando la proteina G y la proteina A, respectivamente, para un
rendimiento final de aproximadamente 100-500 pug. La expresion estable de los anticuerpos HulD10 en las células
Sp2/0 normalmente dieron como resultado niveles de expresién de 30-100 ug/ml, determinado mediante ELISA. Se
obtuvieron rendimientos de aproximadamente 50-80% del anticuerpo presente en los sobrenadantes de los cultivos
mediante cromatografia de afinidad con proteina G o proteina A a pequefia escala.

Los anticuerpos purificados se caracterizaron mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) en
condiciones reductoras y no reductoras. El analisis SDS-PAGE en condiciones no reductoras indicé que los
anticuerpos purificados tenian un peso molecular de aproximadamente 150-170 kD (datos no mostrados); el andlisis
en condiciones reductoras indic6é que los anticuerpos purificados estaban compuestos por una cadena pesada con
un peso molecular de aproximadamente 50-60 kD y una cadena ligera con un peso molecular de aproximadamente
25 kD (datos no mostrados). El andlisis SDS-PAGE de los anticuerpos purificados de transfectantes estable con
Sp2/0 dio resultados similares a los observados con los anticuerpos purificados de transfecciones transitorias con
293-H.

La unidn relativa de los anticuerpos HulD10-1gG3 y HulD10-IgG4 de tipo salvaje y sus diversos mutantes a cRn se
determiné usando una linea celular NSO transfeccionada que expresa de forma estable FcRn humano en su
superficie. Como se ha descrito anteriormente, se analizd la unién de los anticuerpos purificados a FcRn en
ensayos de unidon competitiva. Crecientes concentraciones de los anticuerpos competidores sin marcar se
incubaron con células en presencia de una concentracion subsaturante de anticuerpo IgG humano biotinilado
(Sigma-Aldrich) en FBB, pH 6,0.

La union de HulD10-lgG3 salvaje y del mutante N428L al FcRn humano se analizén en experimentos de union
competitiva. Como se resume en la Tabla 11, la CI50 para el anticuerpo HulD10-IgG3 salvaje es ~15 [Ig/ml,
mientrs que la CI50 para el mutante sencillo M428L es de ~2 pg/ml. La unién de HulD10-IgG4 y de sus mutantes
al FcRn humano se analizé en experimentos de union competitiva. Como se resume en la Tabla 12, la CI50 para el
anticuerpo HulD10-lgG4 salvaje es ~76 ug/ml, mientras que la CI50 para el mutante sencillo M428L es de ~5
png/mly la CI50 para el mutante doble T250Q/M428L es~1 ug/ml.

La union de HulD10-IgG3 salvaje y del mutante N428L al FcRn de rhesus se analiz6 en experimentos de union
competitiva. Como se resume en la Tabla 13, la CI50 para el anticuerpo HulD10-1gG3 salvaje es ~14 ug/ml, mientrs
que la CI50 para el mutante sencillo M428L es de ~3 ug/ml. La uniéon de HulD10-lgG4 y de sus mutantes al FcRn
de rhesus se analizé en experimentos de unién competitiva. Como se resume en la Tabla 14, la CI50 para el
anticuerpo HulD10-lgG4 salvaje es ~98 ug/ml, mientras que la CI50 para el mutante sencillo M428L es de ~7
png/mly la CI50 para el mutante doble T250Q/M428L es~1 ug/ml.

Se sabe que la union de IgG a FcRn depende del pH. La IgG se une fuertemente al FcRn a pH 6,0, pero débilmente
a pH 8,0. Con el fin de someteer a ingeniera’ra a los anticuerpos mutantes con mayores semividas en suero, es
deseable incrementar la unién a FcRn a pH 6,0, manteniendo la liberacion dependiente de pH de FcRn a pH 8,0.
Para confirmar que la union dependia del pH, los anticuerpos se analizaron para determinar la uniéon a una linea
celular NSO transfeccionada que expresa de forma estable el FcRn humano y, después, se libera a valores de pH
variables desde pH 6,0 a H 8,0. Como se ha descrito en lo que anecede, las células se incubaron con una
concentracion subsaturante del anticuerpo en FBB, pH 6.0, 6,5, 7,0, 7,5, 0 8,0, y la unién se analiz6 mediante
FACSTM. Como se muestra en la Figura 21A, los resultados indicaron que los anticuerpos HulD10-1gG3
modificados con la mutacion M428L mostraron una union fuerte al FcRn humano a pH 6,0, con disminucion de la
unién a medida que los valores de pH aumentaban a 8,0. Como se muestra en la Figura 21B, los resultados
indicaron que los anticuerpos HulD10-lgG4 modificados con la mutacién M428L o las mutaciones T250Q/M428L
mostraron una unién fuerte al FcRn humano a pH 6,0, con disminucién de la unién a medida que los valores de pH
aumentaban a 8,0. Estos resultados indicaron que la unidn de los anticuerpos IgG3 e IgG4 al FcRn humano era, de
hecho, dependiente del Ph.

De forma similar, los anticuerpos se analizaron para determinar la unién a una linea celular NSO transfeccionada
gue expresa de forma estable FcRn de rhesus y, después, se libera a valores de pH que varian desde pH 6,0 a pH
8,0. Como se muestra en la Figura 21C, los resultados indicaron que los anticuerpos HulD10-lgG3 modificados con
la mutacion M428L mostraron una union fuerte al FcRn de rhesus a pH 6,0, con disminucion de la unién a medida
que los valores de pH aumentaban a 8,0. Como se muestra en la Figura 21D, los resultados indicaron que los
anticuerpos HulD10-lgG4 modificados con la mutacion M428L o las mutaciones T250Q/M428L mostraron una
union fuerte al FcRn de rhesus a pH 6,0, con disminucién de la unién a medida que los valores de pH aumentaban
a 8,0. Estos resultados indicaron que la unién de los anticuerpos al FcRn de rhesus era, también, dependiente del
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TABLA 11
b C d
Nombre (IgG3) n CI50(ug/m 1) Unién relativa
Salvaje 3 145 +3,6 1,0
M428L 3 2,29 +0,39 6,3

®Para cada mutante, la primera letra indica el aminoéacido salvaje, el nimero indica la posicién de
acuerdo con el indice UE (Kabat et al., op. cit.) y la segunda letra indica el aminoacido mutante.

® hindica el nimero de ensayos independientes.

“Valores de CI50 ((= S.D.) se expresan en ug/ml (sobre la base de las concentraciones finales del
competidor) y se calcularon en ensayos de union competitiva frente a la IgG (Sigma-Aldrich)
humana en FBB, a pH 6,0, como se describe en el Ejemplo 11.

9 La union relativa al FcRn de rhesus se calculé en forma de la proporcion entre el valor CI50 del
anticuerpo OST577-lgG1 salvaje y el de cada uno de los mutantes.

TABLA 12
a b C d
Nombre (IgG4) n CI50(ug/m 1) Union relativa
Salvaje 3 76,1 +12,7 1,0
M428L 3 5,03 £0,45 15
T250Q/M428L 3 1,07 £0,14 71

®Para cada mutante, la primera letra indica el aminoacido salvaje, el nimero indica la posicion de
acuerdo con el indice UE (Kabat et al., op. cit.) y la segunda letra indica el aminoacido mutante.

® nindica el nimero de ensayos independientes.

“Valores de CI50 ((+ S.D.) se expresan en ug/ml (sobre la base de las concentraciones finales del
competidor) y se calcularon en ensayos de unidon competitiva frente la IgG (Sigma-Aldrich) humana
en FBB, pH 6,0, como se describe en el Ejemplo 11.

9 La unién relativa al FcRn humano se calculé en forma de la proporcion entre el valor CI50 del
anticuerpo HulD10-lgG4 salvaje y el de cada uno de los mutantes.

TABLA 13
2 P CI50(ug/m 1)¢ s val
Nombre (IgG3) n Hg Unién relativa
Salvaje 3 13,8 £1,0 1,0
M428L 3 3,03 £0,44 4.6

®Para cada mutante, la primera letra indica el aminoacido salvaje, el nimero indica la posicién de
acuerdo con el indice UE (Kabat et al., op. cit.) y la segunda letra indica el aminoacido mutante.

® nindica el nimero de ensayos independientes.

“Valores de CI50 ((+ S.D.) se expresan en ug/ml (sobre la base de las concentraciones finales del
competidor) y se calcularon en ensayos de unidon competitiva frente la IgG (Sigma-Aldrich) humana
en FBB, pH 6,0, como se describe en el Ejemplo 11.

9 La unién relativa al FcRn humano se calculé en forma de la proporcion entre el valor CI50 del
anticuerpo HulD10-lgG3 salvaje y el de cada uno de los mutantes.

TABLA 14
b (03 d
Nombre~ (IgG4) n Clso(ug/m 1) Unién relativa
Salvaje 3 98,4 +5,8 1,0
M428L 3 6,64 +1,05 15
T250Q/M428L 3 1,27 +0,13 77

®Para cada mutante, la primera letra indica el aminoacido salvaje, el nimero indica la posicién de
acuerdo con el indice UE (Kabat et al., op. cit.) y la segunda letra indica el aminoacido mutante.

® hindica el nimero de ensayos independientes.

“Valores de CI50 ((= S.D.) se expresan en ug/ml (sobre la base de las concentraciones finales del
competidor) y se calcularon en ensayos de uniéon competitiva frente la IgG (Sigma-Aldrich) humana
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en FBB, pH 6,0, como se describe en el Ejemplo 11.
9 La unién relativa al FcRn humano se calculé en forma de la proporcioén entre el valor CI50 del
anticuerpo HulD10-lgG4 salvaje y el de cada uno de los mutantes.

Ejemplo 12

Este ejemplo describe la aplicacion de los ensayos de semivida en suero in vivo e in vitro descritos en los Ejemplos
9y 10 a los mutantes de los anticuerpos 19gG3 e IgG4.

Los protocolos del “Estudio de Farmacocinética en Rhesus” como se describe en los Ejemplos 9 y 10 se llevan a
cabo en mutantes de 1gG3 and 1gG4 para confirmar el efecto de las mutaciones en la semivida en suero in vivo y los
diversos parametros farmacocinéticos.

Ejemplo 13

Este ejemplo describe el disefio y produccidn de los mutantes de unién a FcRn de los anticuerpos terapéuticos bien
conocidos de modo que extienden (o disminuyen) la semivida en suero de cada uno para permitir mejores
regimenes terapéuticos para os pacientes.

Daclizumab:

Daclizumab es un anticuerpo monoclonal anti-CD25 humanizado que esta en desarrollo clinico para una serie de
indicaciones de enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias, incluidas asma diabetes, uveitis, esclerosis
multiple, artritis reumatoide y colitis ulcerosa. Daclizumab esté actualmente comercializado con la marca Zenapax®
solo para indicaciones en transplantes.

Las secuencias de amino&cidos de las regiones variables de las cadenas ligera y pesada para daclizumab se han
divulgado en la patente de EE.UU. n° 5,530,101.

Daclizumab en su realizacién clinica actual es un anticuerpo del isotipo IgG1, no obstante, se puede producir una
version de isotipo IgG2M3 que exhibe similares caracteristicas terapéuticas.

Con el fin de incrementar la semivida en suero de daclizumab se puede modificar su secuencia de aminoacidos de
la region constante con cualquiera de las mutaciones de union a FcRn descritas anteriormente. Por ejemplo, la
mutacion T250Q/M428L se puede producir en daclizumab usando los procedimientos para el disefio del vector y la
mutagénesis descritos en los Ejemplos 1-4 anteriores. La secuencia de daclizumab T250Q/M428L se representa en
la Figura 22 (SEC ID N° 122).

La mayor semivida en suero de daclizumab T250Q/M428L se puede determinar usando los procedimientos de
ensayo de union in vitro descritos en los Ejemplos 5-7 o usando los procedimientos de ensayo in vivo descritos en
los Ejemplos 9-10.

Cabe esperar que daclizumab T250Q/M428L proporcione los beneficios terapéuticos del daclizumab no alterado
con las ventajas de menor frecuencia y cantidad de dosis,

Las otras mutaciones de unién a RcRn en las secuencias de las regiones constantes de daclizumab (isotipo 1gG1
isotype), como se representa en la Figura 22 (SEC ID N° 119-123), también se pueden producir de acuerdo con los
procedimientos de los Ejemplos 1-3 anteriores. Cabe esperar que estos mutantes afecten también a la semivida en
suero de daclizumab como se indica en base a los efectos de estas mutaciones en los ejemplos de los anticuerpos
OST577 y Hu1D10 anteriores.

De un modo similar, la mutacién de unién a FcRn en una versién de IgG2M3 de las secuencias de las regiones
constantes de daclizumab, como se representa en la Figura 22 (SEC ID N° 124-128), también se pueden producir
de acuerdo con los procedimientos de los Ejemplos 14 anteriores.

Fontolizumab:

Fontolizumab es un anticuerpo monoclonal anti-interferon gamma (IFN-y) humanizado del isotipo IgG1 también
conocido como HUZAF™. Fontolizumab esta actualmente en desarrollo clinico como tratamiento terapéutico para la
enfermedad de Crohn. Las secuencias de la region variable de fontolizumab se divulgan en la patente de EE.UU. n°
6,329,511.
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Como se ha descrito anteriormente para daclizumab, la semivida de fontolizumab también s epuede alterar
mutando sus secuencias de la regién constante como se muestra en la Figura 23 (SEC ID N° 130-134) usando los
procedimientos descritos anteriormente en los Ejemplos 1-4.

(Racémico)

Visilizumab es un anticuerpo monoclonal anti-CD3 humanizado del isotipo IgG2 también conocido como Nuvion®.
Visilizumab esté dirigido a las moléculas de CD3, que forman el complejo antigeno-receptor de todas las células T
manduras. Visilizumab estd actualmente en desarrollo clinico como tratamiento de la colitis ulcerosa refractaria a
esteroides. Como se ha descrito anteriormente para daclizumab y fontolizumab, la semivida de visilizumab también
se puede alterar mutando sus secuencias de la region constante como se muestra en la Figura 24 (SEC ID N° 136-
140) usando los procedimientos descritos anteriormente en los Ejemplos 14.

M200:

M200 es un anticuerpo IgG4 quimérico dirigido a la a5B31 integrina, que actualmente esta en desarrollo como terapia
de inhibicion de la angiogénesis dirigida a varios trastornos proliferativos. Como se ha descrito anteriormente para
daclizumab, fontolizumab y visilizumab, la semivida de M200 también se puede alterar mutando sus secuencias de
la region constante como se muestra en la Figura 25 (SEC ID N° 142-146) usando los procedimientos descritos
anteriormente en los Ejemplos 1-3
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que es modificado a partir de de daclizumab que comprende &cido glutamico o glutamina en el
residuo de aminoacido 250 y leucina o fenilalanina en el residuo de aminoacido 428, y en el que los residuos de
aminoacidos estan numerados por el sistema de numeracion de UE para su uso en profilaxis o terapia, en el que

a) el residuo de aminoacido 250 de la regién constante de la cadena pesada es acido
gluta’'mico y el residuo de aminoacido 428 de la region constante de la cadena pesada es
fenilalanina.

b) el residuo de aminoacido 250 de la regién constante de la cadena pesada es glutamina y el
residuo de aminoacido 428 de la region constante de la cadena pesada es fenilalanina; o

c) el residuo de aminoacido 250 de la region constante de la cadena pesada es glutamina y el
residuo de aminoé&cido 428 de la region constante de la cadena pesada es leucina.

2. Moléculas polinucleotidicas que codifican las cadenas pesada y ligera del anticuerpo de la reivindicacion 1.
3. Un vector que comprende las moléculas polinucleotidicas de la reivindicacién 2.
4. Una célula huésped que comprende el vector de acuerdo con la reivindicacion 3,

5. Un procedimiento de produccion de un anticuerpo modificado de daclizumab de clase IgG con una afinidad de
unién por FcRn alterada y/o una semivida en suero alterada en comparacion con un anticuerpo de daclizumab sin
modificar, en el que el procedimiento comprende

a) preparar un vector de expresion, que comprende un promotor adecuado unido de forma
operable a ADN que codifica al menos una cadena pesda de la inmunoglobulina del anticuerpo
modificado, en la que el residuo de aminoacido 250 de daclizumab esta sustituido con acido
glutdmico o glutamina y el residuo de amino&cido 428 de daclizumab estéa sustituido con leucina o
fenilalanina, en el que los aminoacidos se numeran mediante el sistema de numeracion de la UE,
de modo que se produce una alteracion en la afinidad de unién a FcRn y/o una semivida en suero
respecto al daclizumab sin modificar;

b) transformar las células huésped con dicho vector; y

c) cultivar dichas células huésped transformadas para producir dicho anticuerpo
modificado, en el que

(i) el residuo de aminoacido 250 de la tregion constante de la cadena pesada es
acido glutdmico y el residuo de aminoacido 428 de la regién constante de la cadena
pesada es fenilalanina;

(ii) el residuo de aminoacido 250 de la region constante de la cadena pesada es
glutamina y el residuo aminoéacido 428 de la regién constante de la cadena pesada
es fenilalanina; o

(iii) el residuo de aminoacido 250 de la region constante de la cadena pesada es
glutamina y el residuo aminoéacido 428 de la region constante de la cadena pesada
es leucina.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, que ademas comprende preparar un segundo vector de
expresion que comprende un promotor ligado operablemente a ADN que codifica una cadena ligera de
inmunoglobulina complementaria del anticuerpo modificado y transformar adicionalmente dicha linea celular con
dicho segundo vector.
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Daclizumab
Cadena ligera kappa madura (SEC ID N° 118)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCSASSSISYMHWYQQRKPCKAPKLLIYTTSNLASGVPARFSCSCSCTEFTLTISSLOP
DDFATYYCHQRSTYPLTFGQGTKVEVKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Cadena pesada gamma-1 madura con T250D (SEC ID N° 119)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYRMHWVRQAPGOGCLEWIGY INPSTGYTEYNQKFKDKATITADESTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGGGVFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALCCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRKVEPKSCDKTHT CPPCFAPELLGGP
SVFLFPPKPKDDLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS PGK

Cadena pesada gamma-1 madura con T250Q (SECIDN° 120)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYRMHWVRQAPGQGLEWIGY INPSTGYTEYNQKFKDKATITADESTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGGGVFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

‘Cadena pesada gamma-1 madura con M428L (SEC ID N°121)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYRMHWVRQAPGQGLEWIGY INPSTGYTEYNQKFKDKATITADESTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGGGVFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada gamma-1 madura con T250Q/M428L (SECIDN°122)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYRMHWVRQAPGQGLEWIGYINPSTGYTEYNQKFKDKATITADESTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGGGVFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHNHY TQKSLSLSPGK

1Cadena pesada gamma-1 madura con T250Q/M428F (SECIDN°123)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYRMHWVRQAPGQGLEWIGY INPSTGYTEYNQKFKDKATITADESTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGGGVFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVFHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Fig. 22
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Daclizumab (continuacién)
Cadena pesada gamma-2M3 madura con 250D (SEC ID N° 124)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYRMHWVRQAPGQCLEWIGY INPSTCYTEYNQKFKDKATITADESTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARCGGVFDIWGQCTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTARLGCLVKDYFPEPVTVSWI
SGALTSGVHTFPAVLQSSCLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPAAAPSVFL
FPPKPKDDLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKC
KVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada gamma-2M3 madura con T250Q (SEC ID N°125)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASCYTFTSYRMHWVRQAPGQGLEWICYINPSTGYTEYNQKFKDKATITADESTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGCGVFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPAAAPSVFL
FPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKC
KVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada gamma72M3 madura con M428L (SEC ID N°126)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYRMHWVRQAPGQGLEWIGYINPSTGYTEYNQKFKDKATITADESTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGGGVFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPAAAPSVFL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKC
KVSNKGLPAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada gamma-2M3 madura con T250Q/M428L (SEC ID N°127)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYRMHWVRQAPGQGLEWIGYINPSTGYTEYNQKFKDKATITADESTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGGGVFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPAAAPSVFL
FPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKC
KVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada gamma-2M3 madura con T250Q/M428F (SEC ID N°128)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYRMHWVRQAPGQGLEWIGYINPSTGYTEYNQKFKDKATITADESTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGGGVFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTY TCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPAAAPSVFL
FPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKC
KVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVFHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Fig. 22 (cont.)
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Cadena pesada gamma-1 madura con T250D (SEC ID N°
Fontolizumab (HuZAF®)

Cadena ligera kappa madura (SEC ID N° 129)

DIQMTQSPSTLSASVCDRVTITCKASENVDTYVSWYQQKPCGKAPKLLIYGASNRYTGVPSRFSGSGSCTDFTLTISSLQ
PDDFATYYCGQSYNYPFTFCQGTKVEVRKRTVAAPSVFIFFPSDEQLKSCTASVVCLLMNNFY PREAKVQWKVDNALOSGN
SQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Cadena pesada gamma-1 madura con T250D (SEC ID N°130)

QVQLVQSGAELKKPGSSVKVSCKASGYIFTSSWINWVKQAPGQGLEWIGRIDPSDGEVHYNQDFKDKATLTVDKSTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGFLPWFADWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGCTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSCALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLCTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDDLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada gamma-1 madura con T250Q (SECIDN° 131)

QVQLVQSGAELKKPGSSVKVSCKASGYIFTSSWINWVKQAPGQGLEWIGRIDPSDGEVHYNQDFKDKATLTVDKSTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGFLPWFADWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada gamma-1 madura con M428L (SECIDN°132)

QVQLVQSGAELKKPGSSVKVSCKASGYIFTSSWINWVKQAPGQGLEWIGRIDPSDGEVHYNQDFKDKATLTVDKSTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGFLPWFADWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTIVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada gamma-1 madura con T250Q/M428L (SECIDN°133)

QVQLVQSGAELKKPGSSVKVSCKASGYIFTSSWINWVKQAPGQGLEWIGRIDPSDGEVHYNQDFKDKATLTVDKSTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGFLPWFADWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSH
NSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDQLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada gamma-1 madura con T250Q/M428F (SEC ID N° 134)

QVQLVQSGAELKKPGSSVKVSCKASGYIFTSSWINWVKQAPGQGLEWIGRIDPSDGEVHYNQDFKDKATLTVDKSTNTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGFLPWFADWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVFHEALHNHY TQKSLSLSPGK

Fig. 23
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Visilizumab (Nuvion®)
Cadena ligera kappa madura (SEC ID N° 135)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMNWYQQKPGKAPKRLIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQWSSNPPTFGGGTKVEIRRTVAAPSYVFIFPPSDEQLKSCGTASVVCLLMNFY PREAKVQWRKVDNALQSCMNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Cadena pesada gamma-2M3 madura con T250D (SEC ID N° 136)

QVQLVQSCGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFISYTMHWVRQAPGQGLEWMGY INPRSGYTHYNQKLKDKATLTADKSASTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARSAYYDYDGFAYWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPAARP
SVFLFPPKPKDDLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNCGK
EYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
MLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPSK

Cadena pesada gamma-2M3 madura con T250Q (SECIDN°137)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFISYTMHWVRQAPGQGLEWMGY INPRSGYTHYNQKLKDKATLTADKSASTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARSAYYDYDGFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPAAAP
SVFLFPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGK
EYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
MLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQRKSLSLSPSK

Cadena pesada gamma-2M3 madura con M428L (SECIDN° 138)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFISYTMHWVRQAPGQGLEWMGY INPRSGYTHYNQKLKDKATLTADKSASTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARSAYYDYDGFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPAAAP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGK
EYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
MLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSPSK

Cadena pesada gamma-2M3 madura con T250Q/M428L (SECIDN° 139)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFISYTMHWVRQAPGQGLEWMGY INPRSGYTHYNQKLKDKATLTADKSASTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARSAYYDYDGFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPAAAP
SVFLFPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVENAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGK
EYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
MLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSPSK

Cadena pesada gamma-2M3 madura con T250Q/M428F (SEC IDN° 140)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFISYTMHWVRQAPGQGLEWMGY INPRSGYTHYNQKLKDKATLTADKSASTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARSAYYDYDGFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPAAAP
SVFLFPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGK
EYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
MLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVFHEALHNHYTQKSLSLSPSK

Fig. 24
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M200
Cadena ligera kappa madura (SEC ID N° 141)

QIVLTQSPAIMSASLGERVTMTCTASSSVSSNYLHWYQQKPCSAPNLWIYSTSNLASGVPARFSGSGSCTSYSLTISSM
EAEDAATYYCHQYLRSPPTFGGCTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDIMALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Cadena pesada gamma-4 madura con T250D (SEC ID N°142)

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTISGFSLTDYGVHWVRQPPGKGLEWLVVIWSDGSSTYNSALKSRMTIRKDNSKSQVF
LIMNSLQTDDSAMYYCARHGTYYGMTTTGDALDYWGQCTSVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSCVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLETKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPE
FLGGPSVFLFPPKPKDDLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Cadena pesada gamma-4 maduracon T250Q (SEC ID N°143)

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTISGFSLTDYGVHWVRQPPGKGLEWLVVIWSDGSSTYNSALKSRMTIRKDNSKSQVF
LIMNSLQTDDSAMYYCARHGTYYGMTTTGDALDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPE
FLGGPSVFLFPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGK

Cadena pesada gamma-4 madura con M428L (SEC ID N° 144)

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTISGFSLTDYGVRWVRQPPGKGLEWLVVIWSDGSSTYNSALKSRMTIRKDNSKSQVF
LIMNSLQTDDSAMYYCARHGTYYGMTTTGDALDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPE
FLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHOD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Cadena pesada gamma-4 madura con T250Q/M428L (SEC ID N° 145)

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTISGFSLTDYGVHWVRQPPGKGLEWLVVIWSDGSSTYNSALKSRMTIRKDNSKSQVF
LIMNSLQTDDSAMYYCARHGTYYGMTTTGDALDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPE
FLGGPSVFLFPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVENAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Cadena pesada gamma-4 madura con T250Q/M428F (SEC ID N° 146)

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTISGFSLTDYGVHWVRQPPGKGLEWLVVIWSDGSSTYNSALKSRMTIRKDNSKSQVF
LIMNSLOTDDSAMYYCARHGTYYGMTTTGDALDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPE
FLGGPSVFLFPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVFHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Fig. 25
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