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DESCRIPCION

REGIONES Fc VARIANTES

Campo de la invencion

La presente descripcion se refiere a polipéptidos que comprenden una region Fc
variante, novedosa. Especificamente, una region Fc variante, novedosa de la pre-
sente invencion comprende al menos una sustitucion de aminoacido descrita en el
presente documento que confiere una funcién efectora alterada o semivida sérica
alterada a una inmunoglobulina que comprende la region Fc variante en compara-
cién con la inmunoglobulina original que carece de esa sustitucion de aminoacido.
Ademas, la descripcion proporciona un método para alterar una funcion efectora
de un anticuerpo monoclonal o extender la semivida sérica de un polipéptido al
que se le une operativamente una region Fc variante de la invencién. Se dan a
conocer usos terapéuticos de polipéptidos, proteinas, particularmente anticuerpos

monoclonales, que comprenden una region Fc variante de la invencion.

Antecedentes de la invencion

Hay al menos diecisiete anticuerpos monoclonales aprobados actualmente en los
Estados Unidos para su uso como productos terapéuticos en seres humanos.
Adicionalmente, hay varios cientos de anticuerpos monoclonales en ensayos cli-
nicos y miles en pruebas preclinicas para el tratamiento de diversas enfermeda-
des o trastornos incluyendo, por ejemplo, rechazo de trasplantes, cancer, enfer-
medades inflamatorias, septicemia, nefritis, enfermedad de Alzheimer, alergias,
diabetes, enfermedades autoinmunitarias, artritis, esclerosis multiple y enferme-
dades infecciosas. El campo terapéutico de los anticuerpos monoclonales esta
posicionado para un rapido crecimiento en los préoximos arnos. Tras las vacunas,
los anticuerpos (o inmunoglobulinas, “Ig”) constituyen el segundo tipo mas comun
de agente biofarmacéutico que esta sometiéndose a prueba clinicamente (Stock-
win, L.H. et al. Biochemical Society Transactions, 31:433-436, 2003).
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La ingenieria genética ha contribuido sustancialmente al crecimiento del campo
de anticuerpos monoclonales terapéuticos. La eficacia de un posible anticuerpo
monoclonal terapéutico variara a menudo con cambios modestos en la secuencia
de proteina del anticuerpo. Un cambio de un tnico aminoacido en la region varia-
ble de un anticuerpo monoclonal tiene el potencial de alterar la afinidad con la que
el anticuerpo se une al epitopo antigénico, asi como propiedades del anticuerpo
tales como la velocidad K,, o la velocidad K. Tales cambios de aminoacidos
pueden determinar el éxito o el fracaso de un anticuerpo monoclonal como agente
terapéutico. De manera similar, cambios modestos en la secuencia de aminoaci-
dos de la regiéon Fc de un anticuerpo monoclonal pueden producir cambios pro-
fundos en las propiedades de funcion efectora del anticuerpo o la semivida de una

proteina a la que esta unida operativamente la regién Fc.

La regién Fc de un anticuerpo (es decir, los extremos carboxilo terminales de las
cadenas pesadas de un anticuerpo que abarcan los dominios CH2, CH3 y una
parte de la regién bisagra (véase la figura 1)), tiene una variabilidad limitada y par-
ticipa en efectuar los papeles fisiolégicos desempefiados por el anticuerpo. Las
funciones efectoras atribuibles a la region Fc de un anticuerpo varian con la clase
y subclase de anticuerpo e incluyen (i) unién del anticuerpo mediante la region Fc
a un receptor de Fc especifico (“FCR”) sobre una célula que desencadena diver-
sas respuestas biolégicas incluyendo, por ejemplo, fagocitosis y destrucciéon de
particulas recubiertas con anticuerpos, aclaramiento de complejos inmunitarios,
liberacion de mediadores inflamatorios, transferencia placentaria del anticuerpo y
control de la produccién de inmunoglobulinas, (ii) citotoxicidad dependiente del
complemento (“CDC”) en la que la regién Fc se une al componente C1q del com-
plemento e inicia de ese modo la ruta clasica de activacion del complemento que
conduce a la lisis de la diana, (iii) citotoxicidad mediada por células dependiente
de anticuerpos (“ADCC”) en la que determinadas células del sistema inmunitario
humano, por ejemplo fagocitos y células NK, mediante un receptor Fcy, se unen a
la region Fc de un anticuerpo mediante receptores de union a anticuerpos especi-
ficos sobre las células inmunitarias y posteriormente sefializan la destruccion de la
entidad a la que el anticuerpo esta unido y (iv) unién a mastocitos, baséfilos y eo-
sindfilos. La afinidad con la que una regién Fc puede unirse a un FcR particular

(por ejemplo, FcRn), o el nivel con el que una regién Fc puede mediar en la activi-
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dad de CDC o ADCC son factores importantes para determinar la eficacia y semi-

vida de proteinas terapéuticas, particularmente anticuerpos monoclonales.

La modificacién particularizada de aminoacidos en la regién Fc de IgG humana es
un area activa de estudio que produce informacién sobre la relacién estructura-
funcién relevante para el desarrollo de proteinas terapéuticas, particularmente an-
ticuerpos monoclonales (véanse, por ejemplo, la patente estadounidense
6.165.745 y la publicacion PCT n.° WO2004/035752 referentes a la alteracion de
la semivida sérica de un polipéptido operativamente unido a una regién Fc y la pa-
tente estadounidense 6.737.056 y la publicacién PCT n.° W02004/029207 refe-
rentes a la alteracion de una funcién efectora de un anticuerpo monoclonal que

comprende una regién Fc modificada).

El desarrollo de proteinas terapéuticas novedosas, particularmente anticuerpos
monoclonales, se beneficiaria de la capacidad para disefiar racionalmente una re-
gion Fc con modificaciones de aminoacidos particulares que confieren una pro-
piedad beneficiosa deseada al anticuerpo de interés. No se esperaria que todos
los anticuerpos monoclonales mejorasen como agente terapéutico debido a la
misma modificacién de aminoacido particular en la regién Fc. Un anticuerpo mo-
noclonal terapéutico que se une a un antigeno diana puede beneficiarse de un
aumento en una funcién efectora particular mientras que un anticuerpo monoclo-
nal terapéutico diferente que se une a un antigeno diana diferente puede benefi-
ciarse de un aumento en una funcién efectora diferente, o incluso una disminu-
cién. Un anticuerpo monoclonal terapéutico puede beneficiarse de la capacidad
para unirse a un receptor de Fc particular con mayor afinidad mientras que otro
anticuerpo puede mejorar como agente terapéutico uniéndose a ese receptor de
Fc a una afinidad inferior y por tanto aclarandose del cuerpo a una velocidad mas
rapida. Ademas, una sustitucion o modificacién de aminoacido en una regién Fc
particular y que da como resultado un efecto que beneficiaria a un anticuerpo te-
rapeutico puede depender de la diana antigénica a la que se une el anticuerpo y/o

la enfermedad o el trastorno que va a mejorarse por el anticuerpo.

Son necesarios métodos y composiciones que alteran funciones efectoras particu-

lares asociadas con la region Fc de un anticuerpo para mejorar las propiedades
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de anticuerpos terapéuticos existentes asi como para generar anticuerpos tera-
péuticos novedosos con propiedades deseadas. Pueden usarse anticuerpos mo-
noclonales con regiones Fc variantes para tratar diversas enfermedades o trastor-
nos incluyendo, por ejemplo, trastornos inflamatorios, cancer, trastornos autoin-
munitarios, trastornos de sefializacion celular y enfermedades infecciosas. Adicio-
nalmente, métodos y composiciones que alteran la semivida sérica de una protei-
na terapéutica, o bien aumentando la semivida y de ese modo permitiendo menos
dosis o bien disminuyendo la semivida y de ese modo permitiendo un aclaramien-
to mas rapido del cuerpo, beneficiarian la generaciéon de anticuerpos terapéuticos

asi como otras proteinas terapéuticas.
Lo que se necesita con el fin de mejorar la eficacia de una proteina terapéutica,
particularmente un anticuerpo monoclonal, son regiones Fc variantes con propie-

dades mejoradas.

Sumario de la invencion

El alcance de la invencioén esta limitado por las reivindicaciones.

La presente descripcién proporciona regiones Fc variantes, es decir, regiones Fc
que comprenden una sustitucion de aminoacido descrita en el presente documen-
to (por ejemplo, véase la tabla 1), que confieren propiedades beneficiosas a los

polipéptidos que comprenden dichas regiones Fc variantes.

Las posiciones de Fc de una regién Fc original en las que puede hacerse cual-
quier sustitucion de aminoacido para generar una regién Fc variante incluyen las
posiciones 279, 341, 343 y 373 de la region Fc; en la que la numeracién de los re-
siduos, es decir, su niumero de posicion, en la regién Fc es la del indice de EU
como en Kabat (véase la figura 2 en el presente documento). La presente des-
cripcion proporciona regiones Fc variantes que comprenden una sustitucién de
aminoacido en la posicion 279, 341, 343 6 373 de una region Fc original, o cual-
quier combinacion de las mismas. La region Fc original puede tener opcionalmen-
te residuos de aminodacido no nativos en posiciones distintas de 279, 341, 343 y
373. Los residuos de aminoacido nativos en estas posiciones para IgG humana
son valina (279), glicina (341), prolina (343) y tirosina (373).
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En realizaciones preferidas a lo largo de la presente descripcion, el residuo de
aminoacido que sustituye al presente en la region Fc original es un residuo de
aminoacido que se produce de manera natural. A menos que se indique lo contra-
rio, la region Fc original puede ser una regiéon Fc nativa o no nativa, preferible-
mente de origen humano o sustancialmente de origen humano. La secuencia de
aminoacidos de la region Fc original es preferiblemente la mostrada en SEQ ID
NO: 1, 2, 3 6 4. Preferiblemente, la region Fc original tiene un residuo de aminoa-
cido nativo presente en la posicién que va a sustituirse para generar una region
Fc variante. Ademas, en todas partes, se entiende que una regiéon Fc variante es
una regién Fc original modificada para que comprenda al menos una sustitucion
de aminoacido tal como se describe en el presente documento. Adicionalmente,
se entiende que una regién Fc original puede ser una Fc de longitud completa o
una parte de la misma que comprende el residuo de aminoacido que va a susti-

tuirse para generar la regién Fc variante.

La presente descripciéon proporciona ademas polipéptidos, preferiblemente anti-
cuerpos monoclonales, que comprenden una regién Fc variante (o un fragmento
funcional de la misma) que comprende al menos una sustitucién de aminoacido
en la posicion 279, 341, 343 6 373 en comparacion con la region Fc original. La
region Fc variante que comprende al menos una sustitucién de aminoacido en la
posicion de Fc 279, 341, 343 6 373 puede comprender ademas al menos una sus-
titucion de aminoacido adicional en la regién Fc en comparacién con el residuo de
aminoacido presente en la region Fc nativa del mismo tipo que la regiéon Fc va-

riante.

En una realizacion, una regién Fc variante (es decir, una variante de una region
Fc original) comprende al menos 1, 2, 3 0 mas sustituciones de aminoacidos se-
leccionadas de las siguientes: 235G, 235R, 236F, 236R, 236Y, 237K, 237N,
237R, 238E, 238G, 238H, 238l, 238L, 238V, 238W, 238Y, 244L, 245R, 247A,
247D, 247E, 247F, 247M, 247N, 247Q, 247R, 247S, 247T, 247W, 247Y, 248F,
248P, 248Q, 248W, 2491, 249M, 249N, 249P, 249Y, 251H, 2511, 251W, 254D,
254E, 254F, 254G, 254H, 2541, 254K, 254L, 254M, 254N, 254P, 254Q, 254R,
254V, 254W, 254Y, 255K, 255N, 256H, 2561, 256K, 256L, 256V, 256W, 256Y,
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257A, 2571, 257M, 257N, 257S, 258D, 260S, 262L, 264S, 265K, 265S, 267H,
2671, 267K, 268K, 269N, 269Q, 271T, 272H, 272K, 272L, 272R, 279A, 279D,
279F, 279G, 279H, 279l, 279K, 279L, 279M, 279N, 279Q, 279R, 279S, 279T,
279W, 279Y, 280T, 283F, 283G, 283H, 283l, 283K, 283L, 283M, 283P, 283R,
283T, 283W, 283Y, 285N, 286F, 288N, 288P, 292E, 292F, 292G, 292l, 292L,
293S, 293V, 301W, 304E, 307E, 307M, 312P, 315F, 315K, 315L, 315P, 315R,
316F, 316K, 317P, 317T, 318N, 318P, 318T, 332F, 332G, 332L, 332M, 332S,
332V, 332W, 339D, 339E, 339F, 339G, 339H, 339l, 339K, 339L, 339M, 339N,
339Q, 339R, 339S, 339W, 339Y, 341D, 341E, 341F, 341H, 3411, 341K, 341L,
341M, 341N, 341P, 341Q, 341R, 341S, 341T, 341V, 341W, 341Y, 343A, 343D,
343E, 343F, 343G, 343H, 343l, 343K, 343L, 343M, 343N, 343Q, 343R, 343S,
343T, 343V, 343W, 343Y, 373D, 373E, 373F, 373G, 373H, 373l, 373K, 373L,
373M, 373N, 373Q, 373R, 373S, 373T, 373V, 373W, 375R, 376E, 376F, 376G,
376H, 3761, 376L, 376M, 376N, 376P, 376Q, 376R, 376S, 376T, 376V, 376W,
376Y, 377G, 377K, 377P, 378N, 379N, 379Q, 379S, 379T, 380D, 380N, 380S,
380T, 382D, 382F, 382H, 382l, 382K, 382L, 382M, 382N, 382P, 382Q, 382R,
3828, 382T, 382V, 382W, 382Y, 385E, 385P, 386K, 423N, 424H, 424M, 424V,
426D, 4261, 427N, 429A, 429F, 429M, 430A, 430D, 430F, 430G, 430H, 4301,
430K, 430L, 430M, 430N, 430P, 430Q, 430R, 430S, 430T, 430V, 430W, 430Y,
431H, 431K, 431P, 432R, 432S, 438G, 438K, 438L, 438T, 438W, 439E, 439H,
439Q, 440D, 440E, 440F, 440G, 440H, 4401, 440K, 440L, 440M, 440Q, 440T,
440V o 442K.

En una realizacion preferida, una region Fc variante comprende al menos 1, 2, 3 0
mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas de las siguientes: 235G, 236F,
236R, 236Y, 237K, 237N, 237R, 238E, 238G, 238H, 238l, 238L, 238V, 238W,
238Y, 245R, 247A, 247D, 247E, 247F, 247M, 247N, 247Q, 247R, 247T, 247W,
247Y, 248F, 248P, 248Q, 248W, 2491, 249M, 249N, 249P, 249Y, 251H, 251l,
251W, 254D, 254E, 254F, 254G, 254H, 2541, 254K, 2541, 254M, 254N, 254P,
254Q, 254R, 254V, 254W, 254Y, 255K, 255N, 256H, 2561, 256K, 256L, 256W,
257A, 2571, 257M, 257N, 257S, 258D, 260S, 262L, 264S, 265K, 265S, 267H,
2671, 267K, 268K, 269N, 269Q, 271T, 272H, 272K, 272R, 279A, 279D, 279G,
279H, 279N, 279Q, 279S, 279T, 279W, 279Y, 280T, 283F, 283H, 283K, 283M,
283R, 283W, 285N, 286F, 288N, 288P, 292E, 292G, 292l, 301W, 304E, 307E,
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307M, 312P, 315F, 315L, 315P, 316F, 317P, 317T, 318N, 318P, 318T, 332L,
332M, 332R, 332S, 332W, 339D, 339F, 339l, 339K, 339M, 339N, 339Q, 339R,
339S, 339W, 339Y, 341D, 341E, 341F, 341H, 3411, 341K, 341L, 341M, 341N,
341P, 341Q, 341R, 341S, 341T, 341V, 341W, 341Y, 343D, 343E, 343G, 343H,
343K, 343N, 343Q, 343R, 343S, 343T, 343W, 343Y, 373D, 373E, 373G, 373H,
3731, 373K, 373L, 373M, 373Q, 373R, 373S, 373T, 373W, 375R, 376G, 376N,
376P, 376Q, 376R, 376S, 376T, 376V, 376W, 376Y, 377G, 377K, 377P, 378D,
378N, 379N, 379Q, 379T, 380N, 380S, 380T, 382D, 382F, 382l, 382K, 382L,
382Q, 382R, 382S, 382T, 382V, 382W, 382Y, 385E, 386K, 423N, 424H, 424M,
424V, 426D, 4261, 427N, 429A, 429F, 429M, 430A, 430D, 430F, 430G, 430H,
4301, 430K, 430L, 430M, 430N, 430P, 430Q, 430R, 430S, 430T, 430V, 430W,
430Y, 431H, 431K, 431P, 432R, 432S, 438K, 438L, 438T, 438W, 439E, 440D,
4401 0 440L.

Las regiones Fc variantes se caracterizan preferiblemente usando uno o mas de
los métodos experimentales descritos en el presente documento. Tales regiones
Fc variantes confieren una funcién efectora alterada o una semivida sérica altera-
da a un anticuerpo monoclonal que comprende la region Fc variante o una semi-
vida sérica alterada a un polipéptido al que la region Fc variante esta operativa-

mente unida.

Preferiblemente, Ia region Fc original de una region Fc variante de la invencion es
una region Fc nativa o codificada por la linea germinal de origen humano selec-
cionada del grupo que consiste en 1gG, IgA, IgE, IgM e IgD o una variante poli-
moérfica de la misma, o un fragmento funcional de la misma. Preferiblemente, la
regioén Fc original es una region Fc de IgG, y mas preferiblemente, una regién Fc
de IgG1, IgG3 o IgG4. La region Fc original puede comprender opcionalmente una
o mas sustituciones de aminoacidos adicionales en comparacion con la region Fc
nativa, distintas de las ya descritas en el presente documento (es decir, las susti-
tuciones enumeradas en la tabla 1), particularmente una o mas sustituciones de
aminoacidos conocidas en la técnica o descritas en las patentes estadounidenses
6.165.745 o 6.737.056; o las publicaciones PCT n.”* WO02004/035752 o
WO02004/029207; tal(es) sustitucion/sustituciones de aminoacidos, si esta(n) pre-

sente(s) en la regién Fc original, entonces estarian también presentes en la region

8
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Fc variante y en un polipéptido que comprende una regién Fc variante, a menos
que esté en una posiciéon posteriormente sustituida para generar la regién Fc va-

riante.

En una realizaciéon preferida, un anticuerpo monoclonal que comprende una re-
gion Fc variante es un anticuerpo quimérico. En una realizacion mas preferida, un
anticuerpo monoclonal que comprende una regién Fc variante es un anticuerpo
humanizado o un anticuerpo humano en el que la secuencia de entramado y la
secuencia de regidon constante presentes en el anticuerpo son sustancialmente de
origen humano. El anticuerpo quimérico, humanizado o humano es preferiblemen-
te un anticuerpo de longitud completa o un anticuerpo de cadena sencilla. Cuando
un anticuerpo monoclonal que comprende una regién Fc variante va a usarse co-
mo agente terapéutico en seres humanos, preferiblemente la region Fc es sustan-

cialmente de origen humano.

Preferiblemente, un polipéptido que comprende, o esta operativamente unido a,
una region Fc variante (es decir, “polipéptido variante”) tiene al menos una susti-
tucion de aminoacido en la regién Fc variante en comparacion con la region Fc
original, y presenta una funcion efectora alterada o semivida sérica alterada en
comparaciéon con la del polipéptido que comprende la region Fc original de dicha
region Fc variante, en el que la “al menos una sustitucion de aminoacido en la re-
gién Fc variante” es (i) cualquier sustitucion de aminoacido en la posicion 279,
341, 343 6 373 de la region Fc o (ii) al menos una de las siguientes sustituciones
de aminoacidos en la regiéon Fc: 235G, 235R, 236F, 236R, 236Y, 237K, 237N,
237R, 238E, 238G, 238H, 238I, 238L, 238V, 238W, 238Y, 244L, 245R, 247A,
247D, 247E, 247F, 247M, 247N, 247Q, 247R, 247S, 247T, 247W, 247Y, 248F,
248P, 248Q, 248W, 249L, 249M, 249N, 249P, 249Y, 251H, 2511, 251W, 254D,
254E, 254F, 254G, 254H, 2541, 254K, 254L, 254M, 254N, 254P, 254Q, 254R,
254V, 254W, 254Y, 255K, 255N, 256H, 2561, 256K, 256L, 256V, 256W, 256Y,
257A, 2571, 257M, 257N, 257S, 258D, 260S, 262L, 264S, 265K, 265S, 267H,
2671, 267K, 268K, 269N, 269Q, 271T, 272H, 272K, 272L, 272R, 279A, 279D,
279F, 279G, 279H, 279l, 279K, 279L, 279M, 279N, 279Q, 279R, 279S, 279T,
279W, 279Y, 280T, 283F, 283G, 283H, 283l, 283K, 283L, 283M, 283P, 283R,
283T, 283W, 283Y, 285N, 286F, 288N, 288P, 292E, 292F, 292G, 292I, 292L,
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293S, 293V, 301W, 304E, 307E, 307M, 312P, 315F, 315K, 315L, 315P, 315R,
316F, 316K, 317P, 317T, 318N, 318P, 318T, 332F, 332G, 332L, 332M, 332S,
332V, 332W, 339D, 339E, 339F, 339G, 339H, 339I, 339K, 339L, 339M, 339N,
339Q, 339R, 339S, 339W, 339Y, 341D, 341E, 341F, 341H, 341l, 341K, 341L,
341M, 341N, 341P, 341Q, 341R, 341S, 341T, 341V, 341W, 341Y, 343A, 343D,
343E, 343F, 343G, 343H, 343l, 343K, 343L, 343M, 343N, 343Q, 343R, 343S,
343T, 343V, 343W, 343Y, 373D, 373E, 373F, 373G, 373H, 373l, 373K, 373L,
373M, 373N, 373Q, 373R, 373S, 373T, 373V, 373W, 375R, 376E, 376F, 376G,
376H, 3761, 376L, 376M, 376N, 376P, 376Q, 376R, 376S, 376T, 376V, 376W,
376Y, 377G, 377K, 377P, 378N, 379N, 379Q, 379S, 379T, 380D, 380N, 380S,
380T, 382D, 382F, 382H, 382l, 382K, 382L, 382M, 382N, 382P, 382Q, 382R,
3825, 382T, 382V, 382W, 382Y, 385E, 385P, 386K, 423N, 424H, 424M, 424V,
426D, 426L, 427N, 429A, 429F, 429M, 430A, 430D, 430F, 430G, 430H, 430I,
430K, 430L, 430M, 430N, 430P, 430Q, 430R, 430S, 430T, 430V, 430W, 430Y,
431H, 431K, 431P, 432R, 432S, 438G, 438K, 438L, 438T, 438W, 439E, 439H,
439Q, 440D, 440E, 440F, 440G, 440H, 4401, 440K, 440L, 440M, 440Q, 440T,
440V o 442K, o (iii) al menos dos sustituciones de aminoacidos enumeradas en (i)
o (ii) anteriormente, o (iv) al menos 1, 2 6 3 sustituciones de aminoacidos enume-
radas en (i) o (ii) anteriormente ademas de al menos una sustituciéon de aminodaci-
do en la region Fc no enumerada en (i) o (ii) anteriormente. Preferiblemente, la
funcion efectora alterada es un aumento en ADCC, una disminuciéon en ADCC, un
aumento en CDC, una disminucién en CDC, un aumento en la afinidad de unién a
C1q, una disminucion en la afinidad de unién a C1q, un aumento en la afinidad de
unién a FcR (preferiblemente FcRn) o una disminucién en la afinidad de unién a
FcR (preferiblemente FcRn) en comparacion con dicho polipéptido que carece de

la sustitucién de aminoacido en la region Fc (es decir, region Fc original).

La descripcién proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende una regién
Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de ami-
noacidos en la region Fc: 247A, 247F, 247M, 247T, 247V, 247Y, 249E, 249Y,
254F, 254M, 254Y, 256A, 258D, 279A, 283A, 283I, 283K, 283M, 283R, 288N,
292A, 311A, 311D, 311N, 311T, 311V, 311Y, 315L, 318N, 318P, 318T, 318V,
332T, 332V, 339D, 339F, 339G, 339, 339K, 339M, 339N, 339Q, 339R, 339S,
339T, 376A, 376V, 377G, 377K, 379N, 380N, 380S, 382A, 382l, 385E, 427N,
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429M, 434W, 4361, 440G, 440H, 4401 o 440L, [preferiblemente 247A, 247F, 247M,
247T, 247V, 247Y, 254F, 254Y, 258D, 279A, 283M, 288N, 292A, 311D, 311N,
311T, 315L, 318N, 318P, 318T, 318V, 339D, 339I, 339K, 339M, 339N, 339Q,
339R, 3398, 376A, 376V, 377K, 379N, 380N, 382A, 440l o 440L], presentando el
anticuerpo monoclonal que comprende la region Fc variante ADCC potenciada en

comparacion con el anticuerpo monoclonal que comprende la region Fc original.

La descripciéon proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende una region
Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de ami-
nodacidos en la region Fc: 235Q, 235R, 235S, 236F, 236R, 236Y, 237E, 237K,
237N, 237R, 238E, 238G, 238H, 238I, 238L, 238V, 238W, 238Y, 247G, 247R,
2491, 249P, 250K, 250M, 250R, 251H, 2511, 251W, 252Y, 254L, 254P, 254Q,
254T, 254V, 256V, 257A, 2571, 257M, 257N, 257S, 257V, 260S, 262L, 264S,
265H, 265K, 265S, 267G, 267H, 2671, 267K, 269N, 269Q, 270A, 270G, 270K,
270M, 270N, 271T, 272H, 272K, 272L, 272N, 272R, 279D, 279F, 279K, 279L,
279W, 283D, 283F, 283G, 283H, 283L, 283W, 283Y, 285N, 288P, 292E, 292F,
292G, 2921, 293S, 293V, 301W, 304E, 307A, 307E, 307M, 311F, 3111, 311K,
311S, 312P, 314F, 3141, 314V, 314W, 315F, 315P, 316F, 317P, 327T, 328V,
329Y, 332G, 332K, 332L, 332R, 332W, 341D, 341E, 341F, 341H, 3411, 341K,
341L, 341M, 341N, 341P, 341Q, 341R, 341S, 341T, 341W, 341Y, 343A, 343D,
343E, 343F, 343G, 343H, 343L, 343M, 343N, 343Q, 343R, 343S, 343T, 343V,
343W, 343Y, 373A, 373D, 373E, 373F, 373G, 373l, 373K, 373L, 373M, 373N,
373Q, 373R, 373S, 373T, 373V, 373W, 375R, 376A, 376E, 376F, 376G, 376H,
376W, 376Y, 379Q, 382D, 382S, 430H, 430K, 430N, 430Q, 430R, 430W, 432R,
4328, 4341, 440D, 440T, 440V o 442K, [preferiblemente 235R, 236F, 236Y, 237E,
237K, 237N, 237R, 238E, 238G, 238H, 238l, 238L, 238V, 238W, 238Y, 247R,
250K, 251H, 254T, 2571, 257M, 257N, 257S, 257V, 265H, 265K, 265S, 267G,
267H, 2671, 267K, 269N, 269Q, 270A, 270G, 270K, 270M, 270N, 271T, 272N,
272R, 288P, 292E, 301W, 304E, 316F, 317P, 327T, 328V, 329Y, 332K, 332R,
341F, 3411, 341M, 341P, 341Q, 341R, 341T, 341W, 341Y, 343W, 373A, 373E,
373G, 373S, 376A, 376W, 432R o 432S], presentando el anticuerpo monoclonal
que comprende la region Fc variante actividad de ADCC disminuida en compara-

cién con el anticuerpo monoclonal que comprende la region Fc original.
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La descripcién proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende una region
Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de ami-
noacidos en la regiéon Fc: 238L, 244L, 245R, 249P, 252Y, 256P, 257A, 257,
257M, 257N, 257S, 257V, 258D, 260S, 262L, 270K, 272L, 272R, 279A, 279D,
279G, 279H, 279M, 279N, 279Q, 279R, 279S, 279T, 279W, 279Y, 283A, 283D,
283F, 283G, 283H, 283l, 283K, 283L, 283N, 283P, 283Q, 283R, 283S, 283T,
283W, 283Y, 285N, 286F, 288N, 288P, 293V, 307E, 307M, 311A, 3111, 311K,
311L, 311M, 311V, 311W, 312P, 316K, 317P, 318N, 318T, 332F, 332H, 332K,
332L, 332M, 332R, 332S, 332W, 339N, 339T, 339W, 341P, 343E, 343H, 343K,
343Q, 343R, 343T, 343Y, 375R, 376G, 376l, 376M, 376P, 376T, 376V, 377K,
378D, 378N, 380N, 380S, 380T, 382F, 382H, 3821, 382K, 382L, 382M, 382N,
382Q, 382R, 382S, 382T, 382V, 382W, 382Y, 423N, 427N, 430A, 430F, 430G,
430H, 4301, 430K, 430L, 430M, 430N, 430Q, 430R, 430S, 430T, 430V, 430Y,
431H, 431K, 434F, 434G, 434H, 434W, 434Y, 4361, 436L, 436T, 438K, 438L,
438T, 438W, 440K o 442K, [preferiblemente 245R, 252Y, 256P, 257A, 257I,
257M, 257N, 257S, 257V, 258D, 260S, 262L, 279A, 279D, 279G, 279H, 279N,
279Q, 279S, 279T, 279W, 279Y, 283F, 283H, 283K, 283R, 285N, 286F, 307E,
307M, 3111, 311K, 311L, 311M, 312P, 318N, 318T, 332S, 339W, 343E, 343H,
343K, 343Q, 343R, 375R, 377K, 378D, 378N, 380S, 380T, 382F, 382K, 382Q,
382R, 382S, 382T, 382V, 382W, 382Y, 423N, 427N, 430A, 430F, 430H, 430I,
430L, 430M, 430N, 430Q, 430R, 430S, 430V, 430Y, 431H, 431K, 434F. 434G,
434H, 434W, 434Y, 436I, 436L, 438K, 438L o 438W] presentando el anticuerpo
monoclonal que comprende la regién Fc variante afinidad de unién a FcRn poten-
ciada en comparacién con el anticuerpo monoclonal que comprende la region Fc
original.

La descripcién proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende una regién
Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de ami-
noacidos en la regién Fc: 235Q, 236Y, 237K, 237R, 238E, 238G, 238H, 238W,
247A, 247D, 247E, 247F, 247G, 247H, 2471, 247L, 247M, 247N, 247Q, 247R,
247S, 247TW, 247Y, 248A, 248F, 248P, 248Q, 248W, 249E, 249L, 249M, 249Y,
251F, 251H, 2511, 251W, 254D, 254E, 254F, 254G, 254H, 2541, 254K, 254L,
254M, 254N, 254P, 254Q, 254R, 254T, 254V, 254W, 254Y, 255K, 255N, 256F,
256H, 2561, 256K, 256M, 256R, 256W, 256Y, 264S, 265S, 265Y, 267G, 267,
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268D, 268K, 270A, 270M, 279I, 279K, 279L, 280T, 292E, 292F, 292G, 292, 292L,
311D, 311E, 311F, 311G, 311N, 311R, 311Y, 315F, 315K, 315P, 316F, 317T,
326W, 327T, 339E, 339G, 339L, 339R, 341D, 341E, 341F, 341l, 341K, 341L,
341M, 341N, 341Q, 341R, 341S, 341T, 341V, 341W, 341Y, 343M, 343V, 343W,
373A, 373D, 373G, 373K, 373L, 373M, 373N, 373Q, 373S, 373T, 373V, 373W,
376H, 376L, 376W, 376Y, 424M, 424V, 426D, 429A, 429F, 429M, 430D, 430W,
431P, 432R, 432S, 439Q, 440A, 440D, 440E, 440F o 440M, [preferiblemente
237R, 247D, 247E, 247F, 247H, 2471, 247L, 247M, 247N, 247Q, 247W, 247Y,
248A, 248F, 248P, 248Q, 248W, 249L, 249M, 249Y, 251H, 2511, 251W, 254D,
254E, 254F, 254G, 254H, 2541, 254K, 254M, 254N, 254P, 254Q, 254R, 254T,
254V, 254W, 254Y, 255K, 255N, 256F, 256H, 256K, 256M, 256R, 256W, 265Y,
280T, 292G, 2921, 311D, 311E, 311G, 311N, 315F, 315P, 316T, 317T, 327T,
341D, 341E, 341F, 3411, 341L, 341Y, 343W, 373A, 373G, 373M, 373Q, 376W,
376Y, 424M, 424V, 430D, 430W, 431P o 432S], presentando el anticuerpo mono-
clonal que comprende la regiéon Fc variante afinidad de unién a FcRn disminuida
en comparaciéon con el anticuerpo monoclonal que comprende la regién Fc origi-

nal.

La descripcién proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende una regién
Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de ami-
noacidos en la region Fc: 236Y, 244L, 247A, 247D, 247E, 247G, 247N, 247Q,
247R, 247S, 247W, 248F, 248P, 248Q, 248W, 249E, 249L, 249M, 249N, 249P,
249Y, 251F, 251H, 2511, 251W, 254A, 254F, 254K, 254L, 254M, 254R, 254Y,
255K, 256A, 256G, 2561, 256L, 256M, 256P, 256Q, 256W, 256Y, 260S, 268D,
279Q, 279S, 279W, 279Y, 280K, 280T, 283F, 283G, 283H, 283l, 283K, 283L,
283M, 283N, 283P, 283R, 283S, 283W, 292L, 307A, 307M, 311F, 3111, 311K,
311L, 311M, 311T, 3111V, 311W, 311Y, 312P, 314F, 314l, 314V, 314W, 314Y,
315F, 315K, 315L, 315P, 315R, 316K, 317P, 317T, 318N, 318T, 332A, 332D,
332E, 332F, 332G, 332L, 332M, 332Q, 332S, 332T, 332V, 332W, 332Y, 339D,
339F, 339G, 339H, 339l, 339K, 339N, 339Q, 339R, 339S, 339T, 339W, 339Y,
341D, 341E, 341F, 341H, 341l, 341K, 341L, 341M, 341N, 341P, 341Q, 341R,
341S, 341T, 341V, 341W, 341Y, 343A, 343D, 343E, 343G, 343H, 343K, 343L,
343M, 343N, 343Q, 343R, 343S, 343T, 343W, 343Y, 373D, 373E, 373F, 373H,
3731, 373K, 373L, 373M, 373N, 373Q, 373R, 373T, 373V, 373W, 375R, 376A,
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376F, 376G, 376H, 376L, 376N, 376P, 376Q, 376R, 376S, 376T, 376V, 377P,
379N, 379Q, 379S, 379T, 380A, 380N, 380S, 380T, 382l, 382L, 382Q, 382V,
386K, 426D, 426L, 429A, 429F, 429M, 430A, 430D, 430F, 430G, 430H, 430I,
430K, 430L, 430M, 430N, 430P, 430R, 430S, 430T, 430V, 430W, 430Y, 431H,
431P, 432R, 432S, 434W, 434Y, 438L, 438W, 440Q o 440Y, [preferiblemente
236Y, 248F, 248P, 248Q, 248W, 249E, 249L, 249M, 249N, 249Y, 251H, 251l,
251W, 254F, 254K, 254L, 254M, 254R, 254Y, 255K, 256A, 256G, 2561, 256L,
256M, 256P, 256Q, 256W, 260S, 280K, 283W, 307M, 311F, 311l, 311K, 311L,
311M, 311T, 311V, 311W, 311Y, 314l, 314V, 314W, 314Y, 315P, 317P, 332D,
332L, 332M, 332S, 332w, 339D, 339F, 339I, 339K, 339N, 339S, 339W, 339Y,
341D, 341E, 341F, 341H, 3411, 341K, 341L, 341M, 341N, 341P, 341Q, 341R,
3418, 341T, 341V, 341W, 341Y, 343D, 343E, 343G, 343H, 343K, 343N, 343Q,
343R, 343S, 343T, 343W, 343Y, 373E, 373F, 373H, 373l, 373K, 373L, 373Q,
373R, 373T, 373W, 376A, 376G, 376N, 376P, 376Q, 376R, 376S, 376T, 376V,
377P, 379N, 379Q, 379T, 382l, 382L, 386K, 426D, 426L, 429F, 429M, 430A,
430D, 430F, 430G, 430H, 430l, 430K, 430L, 430M, 430N, 430P, 430R, 430S,
430T, 430V, 430W, 430Y, 431H, 431P, 434Y, 438L o 440Y] presentando el anti-
cuerpo monoclonal que comprende la regién Fc variante actividad de CDC poten-
ciada en comparaciéon con el anticuerpo monoclonal que comprende la regién Fc

original.

La descripcién proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende una region
Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de ami-
noacidos en la regiéon Fc: 235G, 2358, 236R, 237E, 237K, 237N, 237R, 238A,
238E, 238G, 238H, 238, 238L, 238V, 238W, 238Y, 245R, 247H, 247|, 247L,
247T, 247Y, 250M, 252Y, 254D, 254E, 2541, 254P, 254Q, 254T, 254V, 255N,
257A, 2571, 257M, 257N, 257S, 257V, 262L, 264S, 265H, 265Y, 267G, 267H,
2671, 267K, 268K, 269N, 269Q, 270G, 270M, 270N, 271T, 272H, 272L, 272N,
292A, 293S, 301W, 307E, 311E, 311S, 316F, 318P, 327T, 328V, 329Y, 330K,
330R, 332E, 332M, 343l, 373S, 378D, 380D, 382D, 382F, 382N, 382P, 382R,
3828, 382w, 382Y, 385E, 385P, 423N, 424H, 424M o 427N [preferiblemente
235G, 2358, 236R, 237E, 237K, 237N, 237R, 238A, 238E, 238G, 238H, 238l,
238L, 238V, 238W, 238Y, 245R, 247\, 2471, 247T, 250M, 257A, 2571, 257M,
262L, 264S, 267G, 267H, 2671, 267K, 268K, 269N, 269Q, 270G, 270M, 270N,
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271T, 272H, 301W, 311S, 327T, 329Y, 330K, 378D, 385E, 423N o 424H] presen-
tando el anticuerpo monoclonal que comprende la regién Fc variante actividad de
CDC disminuida en comparacion con el anticuerpo monoclonal que comprende la

region Fc original.

La descripcion caracteriza ademas un anticuerpo monoclonal que comprende una
region Fc variante de la invencién, uniéndose dicho anticuerpo especificamente a
un antigeno diana humano. Preferiblemente, el antigeno diana se selecciona del
grupo que consiste en CD3, CD20, CD25, TNFa, Her2/neu, CD33, CD52, EGFR,
EpCAM, MUC1, GD3, CEA, CA125, HLA-DR, TGFB, VEGF, GDF8, GDF 11, greli-

na o cualquier precursor o fragmento funcional de los mismos.

La descripcion proporciona un polipéptido variante que comprende una regién Fc
variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de aminoa-
cidos en la region Fc: 238L, 244L, 245R, 249P, 252Y, 256P, 257A, 2571, 257M,
257N, 2578, 257V, 258D, 260S, 262L, 270K, 272L, 272R, 279A, 279D, 279G,
279H, 279M, 279N, 279Q, 279R, 279S, 279T, 279W, 279Y, 283A, 283D, 283F,
283G, 283H, 283l, 283K, 283L, 283N, 283P, 283Q, 283R, 283S, 283T, 283W,
283Y, 285N, 286F, 288N, 288P, 293V, 307E, 307M, 311A, 3111, 311K, 311L,
311M, 311V, 311W, 312P, 316K, 317P, 318N, 318T, 332F, 332H, 332K, 332L,
332M, 332R, 3328, 332W, 339N, 339T, 339W, 341P, 343E, 343H, 343K, 343Q,
343R, 343T, 343Y, 375R, 376G, 376l, 376M, 376P, 376T, 376V, 377K, 378D,
378N, 380N, 380S, 380T, 382F, 382H, 382l, 382K, 382L, 382M, 382N, 382Q,
382R, 382S, 382T, 382V, 382W, 382Y, 423N, 427N, 430A, 430F, 430G, 430H,
430l, 430K, 430L, 430M, 430N, 430Q, 430R, 430S, 430T, 430V, 430Y, 431H,
431K, 434F, 434G, 434H, 434W, 434Y, 4361, 436L, 436T, 438K, 438L, 438T,
438W, 440K o 442K, [preferiblemente 245R, 252Y, 256P, 257A, 2571, 257M,
257N, 2578, 257V, 258D, 260S, 262L, 279A, 279D, 279G, 279H, 279N, 279Q,
2798, 279T, 279W, 279Y, 283F, 283H, 283K, 283R, 285N, 286F, 307E, 307M,
3111, 311K, 311L, 311M, 312P, 318N, 318T, 332S, 339W, 343E, 343H, 343K,
343Q, 343R, 375R, 377K, 378D, 378N, 380S, 380T, 382F, 382K, 382Q, 382R,
3828, 382T, 382V, 382W, 382Y, 423N, 427N, 430A, 430F, 430H, 430Il, 430L,
430M, 430N, 430Q, 430R, 430S, 430V, 430Y, 431H, 431K, 434F, 434G, 434H,
434W, 434Y, 4361, 436L, 438K, 438L o 438W)], presentando el polipéptido variante
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semivida sérica potenciada en comparacién con el polipéptido original (es decir,
un polipéptido idéntico al polipéptido variante pero que carece de la sustituciéon de

aminoacido enumerada anteriormente en el presente documento).

La descripcidon proporciona un polipéptido variante que comprende una regién Fc
variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de aminoa-
cidos en la region Fc: 235Q, 236Y, 237K, 237R, 238E, 238G, 238H, 238W, 247A,
247D, 24TE, 247F, 247G, 247H, 2471, 2471, 247M, 247N, 247Q, 247R, 247S,
247TW, 247Y, 248A, 248F, 248P, 248Q, 248W, 249E, 2491, 249M, 249Y, 251F,
251H, 2511, 251W, 254D, 254E, 254F, 254G, 254H, 254|, 254K, 254L, 254M,
254N, 254P, 254Q, 254R, 254T, 254V, 254W, 254Y, 255K, 255N, 256F, 256H,
2561, 256K, 256M, 256R, 256W, 256Y, 264S, 265S, 265Y, 267G, 267I, 268D,
268K, 270A, 270M, 279, 279K, 279L, 280T, 292E, 292F, 292G, 292I, 292L, 311D,
311E, 311F, 311G, 311N 311R, 311Y, 315F, 315K, 315P, 316F, 317T, 326W,
327T, 339E, 339G, 339L, 339R, 341D, 341E, 341F, 3411, 341K, 341L, 341M,
341N, 341Q, 341R, 341S, 341T, 341V, 341W, 341Y, 343M, 343V, 343W, 373A,
373D, 373G, 373K, 373L, 373M, 373N, 373Q, 373S, 373T, 373V, 373W, 376H,
376L, 376W, 376Y, 424M, 424V, 426D, 429A, 429F, 429M, 430D, 430W, 431P,
432R, 432S, 439Q, 440D, 440E, 440F o 440M |[preferiblemente 237R, 247D,
247E, 247F, 247H, 247L, 247M, 247N, 247Q, 247W, 247Y, 248A, 248F, 248P,
248Q, 248W, 249L, 249M, 249Y, 251H, 2511, 251W, 254D, 254E, 254F, 254G,
254H, 2541, 254K, 254M, 254N, 254P, 254Q, 254R, 254T, 254V, 254W, 254Y,
255K, 255N, 256F, 256H, 256K, 256M, 256R, 256W, 265Y, 280T, 292G, 292,
311D, 311E, 311G, 311N, 315F, 3156P, 316T, 317T, 327T, 341D, 341E, 341F,
3411, 341L, 341Y, 343W, 373A, 373G, 373M, 373Q, 376W, 376Y, 424M, 424V,
430D, 430W, 431P o 432S], presentando el polipéptido variante semivida sérica
disminuida en comparacién con el polipéptido original (es decir, un polipéptido
idéntico al polipéptido variante pero que carece de la sustitucion de aminoacido

enumerada anteriormente en el presente documento).

En una realizacién la descripcion proporciona un método para aumentar la activi-
dad de ADCC de un anticuerpo monoclonal, preferiblemente un anticuerpo mono-
clonal terapéutico (o fragmento funcional del mismo), que comprende modificar

por ingenieria genética un acido nucleico que comprende un acido nucleico que
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codifica para una regién Fc variante que comprende al menos una de las siguien-
tes sustituciones de aminoacidos: 247A, 247F, 247H, 2471, 2471, 247M, 247T,
247V, 247Y, 249E, 249Y, 251F, 254F, 254M, 254Y, 256A, 256M, 258D, 268D,
268E, 279A, 280A, 280K, 283A, 283, 283K, 283M, 283R, 288N, 292A, 311A,
311D, 311N, 311T, 311V, 311Y, 315L, 318N, 318P, 318T, 318V, 330K, 332T,
332V, 339D, 339F, 339G, 339l, 339K, 339M, 339N, 339Q, 339R, 339S, 339T,
376A, 376V, 377G, 377K, 379N, 380N, 380S, 382A, 382I, 385E, 427N, 429M,
434W, 4361, 440G, 440H, 4401 o 440L [preferiblemente 247A, 247F, 247M, 247T,
247V, 247Y, 254F, 254Y, 258D, 279A, 283M, 288N, 292A, 311D, 311N, 311T,
315L, 318N, 318P, 318T, 318V, 339D, 339l, 339K, 339M, 339N, 339Q, 339R,
339S, 376A, 376V, 377K, 379N, 380N, 382A, 440! o 440L). La molécula de acido
nucleico que codifica para la region Fc variante puede modificarse por ingenieria
genética (por ejemplo, a partir de una molécula de acido nucleico que codifica pa-
ra una region Fc original o una regién Fc nativa) para que comprenda al menos
una sustitucion de aminoacido enumerada anteriormente o bien mientras que la
molécula de acido nucleico esta operativamente unida a un acido nucleico que
codifica para un anticuerpo adicional, (por ejemplo, la secuencia de acido nucleico
que codifica para el resto de la cadena pesada de Ig), o bien el método puede
comprender ademas posteriormente unir operativamente el acido nucleico que
codifica para la region Fc variante (es decir, tras la introduccién de al menos una
sustitucion de aminoacido enumerada anteriormente) a un acido nucleico que co-
difica para un anticuerpo adicional. El método puede comprender ademas la ex-
presion y purificacion del anticuerpo monoclonal que comprende la region Fc va-
riante. El método puede comprender ademas la expresion y purificacion del anti-
cuerpo monoclonal que comprende la regiéon Fc original. El método puede com-
prender ademas medir la actividad de ADCC del anticuerpo monoclonal que com-
prende la region Fc variante y del anticuerpo monoclonal que comprende la region
Fc original mediante cualquier método disponible en la técnica o tal como se des-
cribe en el presente documento. El método puede comprender ademas seleccio-
nar un anticuerpo monoclonal que comprende una region Fc variante con activi-
dad de ADCC mayor que la del anticuerpo monoclonal que comprende la region
Fc original (es decir, potenciada, preferiblemente en al menos el 5%, el 10%, el

12%, el 14%, el 16%, el 18%, el 20% o mas). La descripcion caracteriza ademas
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un anticuerpo monoclonal, o fragmento funcional del mismo, que comprende una

regién Fc variante producida mediante el método.

En una realizacién la descripciéon proporciona un método para disminuir la activi-
dad de ADCC de un anticuerpo monoclonal, preferiblemente un anticuerpo mono-
clonal terapéutico (o fragmento funcional del mismo), que comprende modificar
por ingenieria genética un acido nucleico que comprende un acido nucleico que
codifica para una regién Fc variante que comprende al menos una de las siguien-
tes sustituciones de aminoacidos: 235Q, 235R, 235S, 236F, 236R, 236Y, 237E,
237K, 237N, 237R, 238E, 238G, 238H, 238I, 238L, 238V, 238W, 238Y, 247G,
247R, 249L, 249P, 250K, 250M, 250R, 251H, 2511, 251W, 252Y, 254L, 254P,
S$254Q, 254T, 254V, 256V, 257A, 2571, 257M, 257N, 257S, 257V, 260S, 262L,
264S, 265H, 265K, 265S, 267G, S267H, 2671, 267K, 269N, 269Q, 270A, 270G,
270K, 270M, 270N, 271T, 272H, 272K, 272L, 272N, 272R, 279D, 279F, 279K,
279L, 279W, 283D, 283F, 283G, 283H, 283L, 283T, 283W, 283Y, 285N, 288P,
292E, 292F, 292G, 292I, 293S, 293V, 301W, 304E, 307A, 307E, 307M, 311F,
3111, 311K, 311S, 312P, 314F, 314l, 314V, 314W, 315F, 315P, 316F, 317P, 327T,
328V, 329Y, 332G, 332K, 332L, 332R, 332W, 341D, 341E, 341F, 341H, 341|,
341K, 341L, 341M, 341N, 341P, 341Q, 341R, 341S, 341T, 341W, 341Y, 343A,
343D, 343E, 343F, 343G, 343H, 343L, 343M, 343N, 343Q, 343R, 343S, 343T,
343V, 343W, 343Y, 373A, 373D, 373E, 373F, 373G, 373l, 373K, 373L, 373M,
373N, 373Q, 373R, 373S, 373T, 373V, 373W, 375R, 376A, 376E, 376F, 376G,
376H, 376W, 376Y, 379Q, 382D, 382S, 429A, 429F, 430H, 430K, 430N, 430Q,
430R, 430W, 432R, 4328, 4341, 440D, 440T, 440V o0 442K [preferiblemente 235R,
236F, 236R, 236Y, 237E, 237K, 237N, 237R, 238E, 238G, 238H, 238I, 238L,
238V, 238W, 238Y, 247R, 249P, 250K, 251H, 254T, 257I, 257M, 257N, 257S,
257V, 265H, 265K, 265S, 267G, 267H, 2671, 267K, 269N, 269Q, 270A, 270G,
270K, 270M, 270N, 271T, 272R, 288P, 292E, 301W, 304E, 316F, 317P, 327T,
329Y, 332K, 332R, 341F, 3411, 341M, 341P, 341Q, 341R, 341T, 341W, 341Y,
343W, 373A, 373E, 373G, 373S, 376W, 429A, 432R 0 432S]. La molécula de aci-
do nucleico que codifica para la region Fc variante puede modificarse por ingenie-
ria genética (por ejemplo, a partir de una molécula de acido nucleico que codifica
para una regioén Fc original o una regién Fc nativa) para que comprenda al menos

una sustitucién de aminoacido enumerada anteriormente o bien mientras que la
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molécula de acido nucleico esta operativamente unida a un acido nucleico que
codifica para un anticuerpo adicional, (por ejemplo, la secuencia de acido nucleico
que codifica para el resto de la cadena pesada de Ig), o bien el método puede
comprender ademas posteriormente unir operativamente el acido nucleico que
codifica para la region Fc variante (es decir, tras la introduccion de al menos una
sustitucion de aminoacido enumerada anteriormente) a un acido nucleico que co-
difica para un anticuerpo adicional. El método puede comprender ademas la ex-
presion y purificacion del anticuerpo monoclonal que comprende la region Fc va-
riante. El método puede comprender ademas la expresion y purificacion del anti-
cuerpo monoclonal que comprende la region Fc original. El método puede com-
prender ademas medir la actividad de ADCC del anticuerpo monoclonal que com-
prende la region Fc variante y del anticuerpo monoclonal que comprende la region
Fc original mediante cualquier método disponible en la técnica o tal como se des-
cribe en el presente documento. El método puede comprender ademas seleccio-
nar un anticuerpo monoclonal que comprende una region Fc variante con activi-
dad de ADCC menor que la del anticuerpo monoclonal que comprende la region
Fc original (es decir, disminuida, preferiblemente en al menos el 5%, el 10%, el
12%, el 14%, el 16%, el 18%, el 20% o mas). La invencion caracteriza ademas un
anticuerpo monoclonal, o fragmento funcional del mismo, que comprende una re-

gion Fc variante producida mediante el método.

En una realizacion la descripciéon proporciona un método para aumentar la afini-
dad de unién a FcRn de un anticuerpo monoclonal, preferiblemente un anticuerpo
monoclonal terapéutico (o fragmento funcional del mismo), que comprende modi-
ficar por ingenieria genética un acido nucleico que comprende un acido nucleico
que codifica para una region Fc variante que comprende al menos una de las si-
guientes sustituciones de aminoacidos: 238L, 244L, 245R, 249P, 252Y, 256P,
257A, 2571, 257M, 257N, 257S, 257V, 258D, 260S, 262L, 270K, 272L, 272R,
279A, 279D, 279G, 279H, 279M, 279N, 279Q, 279R, 279S, 279T, 279W, 279Y,
283A, 283D, 283F, 283G, 283H, 283, 283K, 283L, 283N, 283P, 283Q, 283R,
283S, 283T, 283W, 283Y, 285N, 286F, 288N, 288P, 293V, 307A, 307E, 307M,
311A, 3111, 311K, 311L, 311M, 311V, 311W, 312P, 316K, 317P, 318N, 318T,
332F, 332H, 332K, 332L, 332M, 332R, 332S, 332W, 339N, 339T, 339W, 341P,
343E, 343H, 343K, 343Q, 343R, 343T, 343Y, 375R, 376G, 376l, 376M, 376P,
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376T, 376V, 377K, 378D, 378N, 380N, 380S, 380T, 382F, 382H, 382I, 382K,
382L, 382M, 382N, 382Q, 382R, 382S, 382T, 382V, 382W, 382Y, 423N, 427N,
430A, 430F, 430G, 430H, 430I, 430K, 430L, 430M, 430N, 430Q, 430R, 430S,
430T, 430V, 430Y, 431H, 431K, 434F, 434G, 434H, 434W, 434Y, 436l, 436L,
436T, 438K, 438L, 438T, 438W, 440K o0 442K [preferiblemente 245R, 252Y, 256P,
257A, 2571, 257M, 257N, 257S, 257V, 258D, 262L, 279A, 279D, 279G, 279H,
279N, 279Q, 279S, 279T, 279W, 279Y, 283F, 283H, 283K, 283R, 285N, 286F,
307A, 307E, 307M, 3111, 311K, 311L, 311M, 312P, 318N, 318T, 332S, 339W,
343E, 343H, 343K, 343Q, 343R, 375R, 377K, 378D, 378N, 380S, 380T, 382F,
382K, 382Q, 382R, 382S, 382T, 382V, 382W, 382Y, 423N, 427N, 430A, 430F,
430H, 4301, 430L, 430M, 430N, 430Q, 430R, 430S, 430V, 430Y, 431H, 431K,
434F, 434G, 434H, 434W, 434Y, 4361, 436L, 438K, 438L o0 438W]. La molécula de
acido nucleico que codifica para la region Fc variante puede modificarse por inge-
nieria genética (por ejemplo, a partir de una molécula de acido nucleico que codi-
fica para una regién Fc original o una regiéon Fc nativa) para que comprenda al
menos un sustitucién de aminoacido enumerada anteriormente o bien mientras
que la molécula de acido nucleico esta operativamente unida a un acido nucleico
que codifica para un anticuerpo adicional, (por ejemplo, la secuencia de acido nu-
cleico que codifica para el resto de la cadena pesada de Ig), o bien el método
puede comprender ademas posteriormente unir operativamente el acido nucleico
que codifica para la region Fc variante (es decir, tras la introducciéon de al menos
una sustitucion de aminoacido enumerada anteriormente) a un acido nucleico que
codifica para un anticuerpo adicional. EI método puede comprender ademas la
expresion y purificacion del anticuerpo monoclonal que comprende la regiéon Fc
variante. El método puede comprender ademas la expresion y purificacion del an-
ticuerpo monoclonal que comprende la region Fc original. EI método puede com-
prender ademas medir la afinidad de union a FcRn del anticuerpo monoclonal que
comprende la regiéon Fc variante y del anticuerpo monoclonal que comprende la
regién Fc original mediante cualquier método disponible en la técnica o tal como
se describe en el presente documento. El método puede comprender ademas se-
leccionar un anticuerpo monoclonal que comprende una regién Fc variante con
afinidad de uniéon a FcRn mayor que la afinidad de union a FcRn del anticuerpo
monoclonal que comprende la region Fc original (es decir, potenciada, preferible-

mente en al menos el 5%, el 10%, el 12%, el 14%, el 16%, el 18%, el 20% o mas).
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La invencién caracteriza ademas un anticuerpo monoclonal, o fragmento funcional

del mismo, que comprende una region Fc variante producida mediante el método.

En una realizacién la descripciéon proporciona un método para aumentar la semi-
vida sérica in vivo de un polipéptido, preferiblemente un polipéptido terapéutico,
que comprende modificar por ingenieria genética un acido nucleico que compren-
de un acido nucleico que codifica para una regién Fc variante que comprende al
menos una de las siguientes sustituciones de aminoacidos: 238L, 244L, 245R,
249P, 252Y, 256P, 257A, 2571, 257M, 257N, 257S, 257V, 258D, 260S, 262L,
270K, 272L, 272R, 279A, 279D, 279G, 279H, 279M, 279N, 279Q, 279R, 279S,
279T, 279W, 279Y, 283A, 283D, 283F, 283G, 283H, 283I, 283K, 283L, 283N,
283P, 283Q, 283R, 283S, 283T, 283W, 283Y, 285N, 286F, 288N, 288P, 293V,
307A, 307E, 307M, 311A, 3111, 311K, 311L, 311M, 311V, 311W, 312P, 316K,
317P, 318N, 318T, 332F, 332H, 332K, 332L, 332M, 332R, 332S, 332W, 339N,
339T, 339W, 341P, 343E, 343H, 343K, 343Q, 343R, 343T, 343Y, 375R, 376G,
3761, 376M, 376P, 376T, 376V, 377K, 378D, 378N, 380N, 380S, 380T, 382F,
382H, 382l, 382K, 382L, 382M, 382N, 382Q, 382R, 382S, 382T, 382V, 382W,
382Y, 423N, 427N, 430A, 430F, 430G, 430H, 4301, 430K, 430L, 430M, 430N,
430Q, 430R, 430S, 430T, 430V, 430Y, 431H, 431K, 434F, 434G, 434H, 434W,
434Y, 4361, 436L, 436T, 438K, 438L, 438T, 438W, 440K o0 442K, [preferiblemente
245R, 252Y, 256P, 257A, 2571, 257M, 257N, 257S, 257V, 258D, 262L, 279A,
279D, 279G, 279H, 279N, 279Q, 279S, 279T, 279W, 279Y, 283F, 283H, 283K,
283R, 285N, 286F, 307A, 307E, 307M, 3111, 311K, 311L, 311M, 312P, 318N,
318T, 332S, 339W, 343E, 343H, 343K, 343Q, 343R, 375R, 377K, 378D, 378N,
380S, 380T, 382F, 382K, 382Q, 382R, 382S, 382T, 382V, 382W, 382Y, 423N,
427N, 430A, 430F, 430H, 4301, 430L, 430M, 430N, 430Q, 430R, 430S, 430V,
430Y, 431H, 431K, 434F, 434G, 434H, 434W, 434Y, 436, 436L, 438K, 438L o
438W]. La molécula de acido nucleico que codifica para la region Fc variante pue-
de estar operativamente unida a una molécula de acido nucleico que codifica para
una proteina terapéutica. La molécula de acido nucleico que codifica para una re-
gion Fc variante puede modificarse por ingenieria genética (por ejemplo, a partir
de una molécula de acido nucleico que codifica para una regién Fc original o una
region Fc nativa) para que comprenda al menos una sustituciéon de aminoacido

enumerada anteriormente mientras que la molécula de acido nucleico esta opera-
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tivamente unida a un acido nucleico que codifica para un polipéptido adicional,
(por ejemplo, la secuencia de acido nucleico que codifica para la regién distinta de
Fc de la proteina de fusién), o el método puede comprender ademas posterior-
mente unir operativamente el acido nucleico que codifica para la region Fc varian-
te tras la introduccién de la al menos una sustitucion de aminoacido enumerada
anteriormente a un acido nucleico que codifica para una pareja de fusion distinta
de Fc. El método puede comprender ademas la expresion y purificacion del poli-
péptido que comprende la region Fc variante. El método puede comprender ade-
mas la expresion y purificacion del polipéptido que comprende la region Fc origi-
nal. El método puede comprender ademas medir la semivida sérica in vivo del po-
lipéptido que comprende la region Fc variante y del polipéptido que comprende la
region Fc original mediante cualquier método disponible en la técnica o tal como
se describe en el presente documento. El método puede comprender ademas se-
leccionar un polipéptido que comprende una region Fc variante en el que el poli-
péptido tiene semivida sérica in vivo potenciada en comparacion con la del poli-
péptido que comprende la regidon Fc original (es decir, potenciada, preferiblemente
en al menos el 5%, el 10%, el 12%, el 14%, el 16%, el 18%, el 20% o mas). La in-
vencion caracteriza ademas un polipéptido (es decir, un polipéptido de fusién) que

comprende una regién Fc variante producida mediante el método.

En una realizacién la descripcion proporciona un método para disminuir la afinidad
de unidn a FcRn de un anticuerpo monoclonal, preferiblemente un anticuerpo mo-
noclonal terapéutico (o fragmento funcional del mismo), que comprende modificar
por ingenieria genética un acido nucleico que codifica para una regién Fc variante
que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de aminoacidos:
235Q, 236Y, 237K, 237R, 238E, 238G, 238H, 238W, 247A, 247D, 247E, 247F,
247G, 247H, 2471, 2471, 247M, 247N, 247Q, 247R, 247S, 247W, 247Y, 248A,
248F, 248P, 248Q, 248W, 249E, 249L, 249M, 249Y, 251F, 251H, 2511, 251W,
254D, 254E, 254F, 254G, 254H, 2541, 254K, 254L, 254M, 254N, 254P, 254Q,
254R, 254T, 254V, 254W, 254Y, 255K, 255N, 256F, 256H, 2561, 256K, 256M,
256R, 256W, 256Y, 264S, 265S, 265Y, S267G, 2671, 268D, 268K, 270A, 270M,
2791, 279K, 279L, 280T, 292E, 292F, 292G, 292, 292L, 311D, 311E, 311F, 311G,
311N, 311R, 311Y, 315F, 315K, 315P, 316F, 317T, 326W, 327T, 339E, 339G,
339L, 339R, 341D, 341E, 341F, 341l, 341K, 341L, 341M, 341N, 341Q, 341R,
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3418, 341T, 341V, 341W, 341Y, 343M, 343V, 343W, 373A, 373D, 373G, 373K,
373L, 373M, 373N, 373Q, 373S, 373T, 373V, 373W, 376H, 376L, 376W, 376Y,
424M, 424V, 426D, 429A, 429F, 429M, 430D, 430W, 431P, 432R, 432S, 434,
439Q, 440A, 440D, 440E, 440F o 440M [preferiblemente 237R, 247D, 247E,
247F, 247H, 2471, 247M, 247N, 247Q, 247W, 247Y, 248A, 248F, 248P, 248Q,
248Q, 249L, 249M, 249Y, 251H, 2511, 251W, 254D, 254E, 254F, 254G, 254H,
254], 254K, 254M, 254N, 254P, 254R, 254T, 254V, 254W, 254Y, 255K, 255N,
256F, 256H, 256K, 256M, 256R, 256W, 265Y, 280T, 292G, 292I, 311D, 311E,
311G, 311N, 315F, 315P, 316T, 317T, 327T, 341D, 341E, 341F, 341L, 341Y,
343W, 373A, 373G, 373M, 373Q, 376W, 376Y, 424M, 424V, 430D, 430W, 431P o
432S]. La molécula de acido nucleico que codifica para una regiéon Fc variante
puede modificarse por ingenieria genética (por ejemplo, a partir de una molécula
de acido nucleico que codifica para una region Fc original o una region Fc nativa)
para que comprenda al menos una sustitucién de aminoacido enumerada ante-
riormente mientras que el acido nucleico que codifica para la region Fc variante
esta operativamente unido a un acido nucleico que codifica para una secuencia
de anticuerpo adicional, (por ejemplo, la secuencia de acido nucleico que codifica
para el resto de la cadena pesada de Ig), o el método puede comprender ademas
posteriormente unir operativamente el acido nucleico que codifica para la region
Fc variante tras la introduccion de la al menos una sustitucion de aminoacido
enumerada anteriormente a un acido nucleico que codifica para un anticuerpo
adicional. El método puede comprender ademas la expresion y purificacion del
anticuerpo monoclonal que comprende la regiéon Fc variante. EI método puede
comprender ademas la expresion y purificacién del anticuerpo monoclonal que
comprende la region Fc original. El método puede comprender ademas medir la
afinidad de unién a FcRn del anticuerpo monoclonal que comprende la regién Fc
variante y del anticuerpo monoclonal que comprende la regién Fc original median-
te cualquier método disponible en la técnica o tal como se describe en el presente
documento. El método puede comprender ademas seleccionar un anticuerpo mo-
noclonal que comprende una region Fc variante con afinidad de unién a FcRn
menor que la del anticuerpo monoclonal que comprende la regiéon Fc original (es
decir, disminuida, preferiblemente en al menos el 5%, el 10%, el 12%, el 14%, el

16%, el 18%, el 20% o mas). La descripciéon caracteriza ademas un anticuerpo
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monoclonal (que comprende una regién Fc variante) producido mediante el méto-
do.

En ofra realizacién la descripcién proporciona un método para disminuir la semivi-
da sérica in vivo de un polipéptido, preferiblemente un polipéptido terapéutico, que
comprende modificar por ingenieria genética un acido nucleico que codifica para
una region Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustitucio-
nes de aminoacidos: 235Q, 236Y, 237K, 237R, 238E, 238G, 238H, 238W, 247A,
247D, 247E, 247F, 247G, 247H, 2471, 2471, 247M, 247N, 247Q, 247R, 247S,
247W, 247Y, 248A, 248F, 248P, 248Q, 248W, 249E, 249L, 249M, 249Y, 251F,
251H, 2511, 251W, 254D, 254E, 254F, 254G, 254H, 2541, 254K, 254L, 254M,
254N, 254P, 254Q, 254R, 254T, 254V, 254W, 254Y, 255K, 255N, 256F, 256H,
2561, 256K, 256M, 256R, 256W, 256Y, 264S, 265S, 265Y, S267G, 2671, 268D,
268K, 270A, 270M, 279I, 279K, 279L, 280T, 292E, 292F, 292G, 292I, 292L, 311D,
311E, 311F, 311G, 311N, 311R, 311Y, 315F, 315K, 315P, 316F, 317T, 326W,
327T, 339E, 339G, 339L, 339R, 341D, 341E, 341F, 341l, 341K, 341L, 341M,
341N, 341Q, 341R, 341S, 341T, 341V, 341W, 341Y, 343M, 343V, 343W, 373A,
373D, 373G, 373K, 373L, 373M, 373N, 373Q, 373S, 373T, 373V, 373W, 376H,
376L, 376W, 376Y, 424M, 424V, 426D, 429A, 429F, 429M, 430D, 430W, 431P,
432R, 4328, 4341, 439Q, 440A, 440D, 440E, 440F o 440M [preferiblemente 237R,
247D, 247E, 247F, 247H, 2471, 247M, 247N, 247Q, 247W, 247Y, 248A, 248F,
248P, 248Q, 248Q, 249L, 249M, 249Y, 251H, 2511, 251W, 254D, 254E, 254F,
254G, 254H, 2541, 254K, 254M, 254N, 254P, 254R, 254T, 254V, 254W, 254Y,
255K, 255N, 256F, 256H, 256K, 256M, 256R, 256W, 265Y, 280T, 292G, 292I,
311D, 311E, 311G, 311N, 315F, 315P, 316T, 317T, 327T, 341D, 341E, 341F,
341L, 341Y, 343W, 373A, 373G, 373M, 373Q, 376W, 376Y, 424M, 424V, 430D,
430W, 431P o 432S]. El acido nucleico que codifica para la regién variante Fc
puede estar operativamente unido a un acido nucleico que codifica para una pro-
teina terapéutica. La molécula de acido nucleico que codifica para una region Fc
variante puede modificarse por ingenieria genética (por ejemplo, a partir de una
molécula de acido nucleico que codifica para una regiéon Fc original o una regién
Fc nativa) para que comprenda al menos una sustitucion de aminoacido enume-
rada anteriormente mientras que la molécula de acido nucleico esta operativa-

mente unida a un acido nucleico que codifica para un polipéptido adicional, (por
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ejemplo, la secuencia de acido nucleico que codifica para la regién distinta de Fc
de la proteina de fusion), o el método puede comprender ademas posteriormente
unir operativamente el acido nucleico que codifica para la region Fc variante tras
la introduccién de la al menos una sustitucion de aminoacido enumerada ante-
riormente a acido nucleico que codifica para una pareja de fusion distinta de Fc. El
método puede comprender ademas la expresion y purificaciéon del polipéptido que
comprende la regién Fc variante. El método puede comprender ademas la expre-
sién y purificacion del polipéptido que comprende la region Fc original. EI método
puede comprender ademas medir la semivida sérica in vivo del polipéptido que
comprende la regién Fc variante y del polipéptido que comprende la region Fc ori-
ginal mediante cualquier método disponible en la técnica o tal como se describe
en el presente documento. El método puede comprender ademas seleccionar un
polipéptido que comprende una region Fc variante en el que el polipéptido tiene
una semivida sérica in vivo disminuida en comparacién con la del polipéptido que
comprende la regién Fc original (es decir, disminuida, preferiblemente en al me-
nos el 5%, el 10%, el 12%, el 14%, el 16%, el 18%, el 20% o mas). La invencién
caracteriza ademas un polipéptido (es decir, un polipéptido de fusion) que com-

prende una region Fc variante producido mediante el método.

En otra realizacién la descripciéon proporciona un método para aumentar la activi-
dad de CDC de un anticuerpo monoclonal, preferiblemente un anticuerpo mono-
clonal terapéutico, que comprende construir la regién Fc del anticuerpo para que
comprenda al menos una de las siguientes sustituciones de aminoacidos: 236Y,
244L, 247A, 247D, 247E, 247G, 247N, 247Q, 247R, 247S, 247W, 248F, 248P,
248Q, 248W, 249E, 249L, 249M, 249N, 249P, 249Y, 250K, 250R, 251F, 251H,
2511, 251W, 254A, 254F, 254K, 254L, 254M, 254R, 254Y, 255K, 256A, 256G,
2561, 256L, 256M, 256P, 256Q, 256W, 256Y, 260S, 268D, 279Q, 279S, 279W,
279Y, 280K, 280T, 283F, 283G, 283H, 283l, 283K, 283L, 283M, 283N, 283P,
283R, 283S, 283W, 292L, 307A, 307M, 311F, 3111, 311K, 311L, 311M, 311T,
311V, 311W, 311Y, 312P, 314F, 314l, 314V, 314W, 314Y, 315F, 315K, 315L,
315P, 315R, 316K, 317P, 317T, 318N, 318T, 332A, 332D, 332E, 332F, 332G,
332H, 332L, 332M, 332N, 332Q, 332S, 332T, 332V, 332W, 332Y, 339D, 339F,
339G, 339H, 339l, 339K, 339N, 339Q, 339R, 339S, 339T, 339W, 339Y, 341D,
341E, 341F, 341H, 341l, 341K, 341L, 341M, 341N, 341P, 341Q, 341R, 341S,
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341T, 341V, 341W, 341Y, 343A, 343D, 343E, 343G, 343H, 343K, 343L, 343M,
343N, 343Q, 343R, 343S, 343T, 343W, 343Y, 373D, 373E, 373F, 373H, 373I,
373K, 373L, 373M, 373N, 373Q, 373R, 373T, 373V, 373W, 375R, 376A, 376F,
376G, 376H, 376L, 376N, 376P, 376Q, 376R, 376S, 376T, 376V, 377P, 379N,
379Q, 379S, 379T, 380A, 380N, 380S, 380T, 382l, 382L, 382Q, 382V, 386K,
426D, 426L, 429A, 429F, 429M, 430A, 430D, 430F, 430G, 430H, 430I, 430K,
430L, 430M, 430N, 430P, 430R, 430S, 430T, 430V, 430W, 430Y, 431H, 431P,
432R, 432S, 434W, 434Y, 438L, 438W, 440Q o 440Y [preferiblemente 236Y,
248F, 248P, 248Q, 248W, 249E, 249L, 249M, 249N, 249Y, 250K, 250R, 251H,
2511, 251W, 254A, 254F, 254K, 254L, 254M, 254R, 254Y, 255K, 256A, 256G,
2561, 256L, 256M, 256P, 256Q, 256W, 260S, 280K, 283w, 307M, 311F, 311l,
311K, 311L, 311M, 311T, 311V, 311W, 311Y, 314l, 314V, 314W, 314Y, 315P,
317P, 332D, 332L, 332M, 332S, 332w, 332Y, 339D, 339F, 339I, 339K, 339N,
339S, 339T, 339W, 339Y, 341D, 341E, 341F, 341H, 341l, 341K, 341L, 341M,
341N, 341P, 341Q, 341R, 341S, 341T, 341V, 341W, 341Y, 343D, 343E, 343G,
343H, 343K, 343N, 343Q, 343R, 343S, 343T, 343W, 343Y, 373D, 373E, 373H,
3731, 373K, 373L, 373Q, 373R, 373T, 373W, 376A, 376G, 376N, 376P, 376Q,
376R, 376S, 376T, 376V, 377P, 379N, 379Q, 379T, 382|, 382L, 386K, 426D,
4261, 429F, 429M, 430A, 430D, 430F, 430G, 430H, 430Il, 430K, 430L, 430M,
430N, 430P, 430R, 430S, 430T, 430V, 430W, 430Y, 431H, 431P, 432R, 434Y,
438L o 440Y]. La molécula de acido nucleico que codifica para una regiéon Fc va-
riante puede modificarse por ingenieria genética (por ejemplo, a partir de una mo-
lécula de acido nucleico que codifica para una regién Fc original o una region Fc
nativa) para que comprenda al menos una sustitucion de aminoacido enumerada
anteriormente mientras que la molécula de acido nucleico esta operativamente
unida a un acido nucleico que codifica para un anticuerpo adicional, (por ejemplo,
la secuencia de acido nucleico que codifica para el resto de la cadena pesada de
Ig), o el método puede comprender ademas posteriormente unir operativamente el
acido nucleico que codifica para la regiéon Fc variante tras la introduccion de la al
menos una sustitucion de aminoacido enumerada anteriormente a un acido nu-
cleico que codifica para un anticuerpo adicional. El método puede comprender
ademas la expresion y purificacion del anticuerpo monoclonal que comprende la
region Fc variante. El método puede comprender ademas la expresion y purifica-

cion del anticuerpo monoclonal que comprende la regiéon Fc original. El método
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puede comprender ademas medir la actividad de CDC del anticuerpo monoclonal
que comprende la regién Fc variante y del anticuerpo monoclonal que comprende
la region Fc original mediante cualquier método disponible en la técnica o tal co-
mo se describe en el presente documento. EI método puede comprender ademas
seleccionar un anticuerpo monoclonal que comprende una regiéon Fc variante con
actividad de CDC mayor que la del anticuerpo monoclonal que comprende la re-
gion Fc original (es decir, potenciada, preferiblemente en al menos el 5%, el 10%,
el 12%, el 14%, el 16%, el 18%, el 20% o mas). La descripcion caracteriza ade-
mas un anticuerpo monoclonal que comprende una region Fc variante producido

mediante el método.

En otra realizacion la descripcion proporciona un método para disminuir la res-
puesta de CDC de un anticuerpo monoclonal, preferiblemente un anticuerpo mo-
noclonal terapéutico, que comprende construir la region Fc del anticuerpo para
que comprenda al menos una de las siguientes sustituciones de aminoacidos:
235G, 235S, 236R, 237E, 237K, 237N, 237R, 238A, 238E, 238G, 238H, 238,
238L, 238V, 238W, 238Y, 245R, 247H, 2471, 2471, 247T, 247Y, 250M, 252Y,
254D, 254E, 2541, 254P, 254Q, 254T, 254V, 255N, 257A, 2571, 257M, 257N,
2578, 257V, 262L, 264S, 265H, 265Y, 267G, 267H, 267I, 267K, 268K, 269N,
269Q, 270G, 270M, 270N, 271T, 272H, 272L, 272N, 292A, 293S, 301W, 307E,
311E, 311S, 316F, 318P, 327T, 328V, 329Y, 330K, 330R, 332K, 339E, 339M,
343, 373S, 378D, 380D, 382D, 382F, 382N, 382P, 382R, 382S, 382W, 382Y,
385E, 385P, 423N, 424H, 424M o 427N [preferiblemente 235G, 235S, 236R,
237E, 237K, 237N, 237R, 238A, 238E, 238G, 238H, 238I, 238L, 238V, 238W,
238Y, 245R, 2471, 247L, 247T, 250M, 257A, 2571, 257M, 262L, 264S, 267G,
267H, 2671, 267K, 268K, 269N, 269Q, 270G, 270M, 270N, 271T, 272H, 301W,
311S, 327T, 329Y, 330K, 330R, 378D, 385E, 423N o0 424H]. La molécula de acido
nucleico que codifica para una region Fc variante puede modificarse por ingenie-
ria genética (por ejemplo, a partir de una molécula de acido nucleico que codifica
para una regién Fc original o una regiéon Fc nativa) para que comprenda al menos
una sustitucion de aminoacido enumerada anteriormente mientras que la molécu-
la de acido nucleico esta operativamente unida a un acido nucleico que codifica
para un anticuerpo adicional, (por ejemplo, la secuencia de acido nucleico que

codifica para el resto de la cadena pesada de Ig), o el método puede comprender
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ademas posteriormente unir operativamente el acido nucleico que codifica para la
region Fc variante tras la introduccién de la al menos una sustitucion de aminoa-
cido enumerada anteriormente a un acido nucleico que codifica para un anticuer-
po adicional. El método puede comprender ademas la expresion y purificaciéon del
anticuerpo monoclonal que comprende la regién Fc variante. El método puede
comprender ademas la expresion y purificacién del anticuerpo monoclonal que
comprende la regién Fc original. El método puede comprender ademas medir la
actividad de CDC del anticuerpo monoclonal que comprende la regién Fc variante
y del anticuerpo monoclonal que comprende la regién Fc original mediante cual-
quier método disponible en la técnica o tal como se describe en el presente do-
cumento. El método puede comprender ademas seleccionar un anticuerpo mono-
clonal que comprende una regién Fc variante con actividad de CDC menor que la
del anticuerpo monoclonal que comprende la regiéon Fc original (es decir, dismi-
nuida, preferiblemente en al menos el 5%, el 10%, el 12%, el 14%, el 16%, el
18%, el 20% o mas). La descripcion caracteriza ademas un anticuerpo monoclo-

nal que comprende una region Fc variante producida mediante el método.

En otra realizacién, la descripcién proporciona una molécula de acido nucleico
aislada que comprende una molécula de acido nucleico que codifica para una re-
gion Fc variante de la invencion o un fragmento funcional de la misma. Mas prefe-
riblemente, la molécula de acido nucleico aislada comprende un acido nucleico
que codifica para un polipéptido que comprende una regién Fc variante de la in-
vencién. Preferiblemente, el polipéptido de regién Fc variante codificado por dicho
acido nucleico tiene una sustitucion de aminoacido mostrada en la tabla 1 en
comparacion con la regién Fc original de la variante. Preferiblemente, el polipépti-
do es un anticuerpo monoclonal, e incluso mas preferiblemente, el anticuerpo mo-
noclonal es un anticuerpo de longitud completa o un anticuerpo de cadena senci-
lla. El anticuerpo monoclonal puede ser un anticuerpo monoclonal quimérico,

humanizado o humano.
En ofra realizacién, la descripcion proporciona un vector, preferiblemente (pero sin

limitarse a) un plasmido, un vector de expresién recombinante, un vector de ex-

presién de levaduras o un vector de expresion retroviral que comprende un poli-

28



10

15

20

25

30

ES 2426816 T3

nucle6tido que coditica para un polipéptido que comprende un polipéptido de re-

gion Fc variante de la invencion.

En otra realizacién, la descripcién proporciona una célula huésped que compren-
de una molécula de acido nucleico de la presente invencion. Preferiblemente, una
célula huésped comprende uno o mas vectores o0 constructos que comprenden
una molécula de acido nucleico de la presente invencién. La célula huésped es
una célula en la que se ha introducido un vector de la invencién (por ejemplo, me-
diante transformacion, transduccién, infeccion, transfeccién, electroporacioén y si-
milares), comprendiendo dicho vector un polinucleétido que codifica para un poli-
péptido que comprende un polipéptido de regién Fc variante. Opcionalmente, el
vector puede incorporarse de manera estable en el cromosoma de la célula hués-
ped. Los tipos de célula huésped incluyen células de mamiferos, bacterianas, ve-
getales y de levaduras. Preferiblemente, la célula huésped es una célula CHO,
una célula COS, una célula SP2/0, una célula NSO, una célula de levaduras o un

derivado o progenie de cualquier tipo de célula preferido.

En otra realizacion, la descripcidon proporciona una composicion farmacéutica que
comprende un polipéptido que comprende una regién Fc variante, o fragmento
funcional de la misma. Preferiblemente, el polipéptido es un anticuerpo monoclo-
nal, incluso mas preferiblemente, un anticuerpo monoclonal terapéutico. El anti-
cuerpo monoclonal puede ser un anticuerpo monoclonal quimérico, humanizado o
humano. Alternativamente, el polipéptido puede ser un polipéptido distinto de un
anticuerpo que se beneficia de una semivida sérica alterada conferida al polipép-
tido al unirse operativamente a, y expresarse conjuntamente con, una regién Fc
variante de la invencién. La composicién farmacéutica puede comprender ademas
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En dicha composiciéon farmacéutica, el
polipéptido que comprende la region Fc variante es el principio activo. Preferible-
mente, la composicién farmacéutica comprende una poblacién homogénea o sus-
tancialmente homogénea de anticuerpo monoclonal que comprende una region Fc
variante de la invencion. La composicion farmacéutica para uso terapéutico es

preferiblemente estéril y puede estar liofilizada.
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La descripcién proporciona un método de inhibicion de la actividad de una protei-
na en un mamifero, preferiblemente un ser humano, que lo necesita que com-
prende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz, o cantidad profilactica-
mente eficaz, de un polipéptido (preferiblemente un anticuerpo monoclonal) que
comprende una region Fc variante de la invencién a dicho mamifero. Preferible-
mente, el polipéptido que comprende la regién Fc variante es una pareja de unién
de la proteina que va a inhibirse. Se proporciona ademas un método de tratamien-
to o prevencion de una enfermedad o trastorno mejorado por la inhibicién de la
transduccion de sefales que resulta de la unién de un anticuerpo monoclonal que
comprende una regién Fc variante de la invencién a su epitopo antigénico que
comprende administrar a un paciente (por ejemplo, un ser humano) que necesita
tal tratamiento o prevencién una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de

un anticuerpo monocional.

La descripcién caracteriza un articulo de fabricacion que comprende un material
de envasado y un polipéptido que comprende un polipéptido de regiéon Fc variante
de la invencién contenido dentro de dicho material de envasado. La descripcién
caracteriza ademas composiciones que comprenden anticuerpos monoclonales y
polipéptidos heterélogos que comprenden una regién Fc variante descrita en el
presente documento, y un vehiculo o diluyente fisiolégica o farmacéuticamente

aceptable.

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona un polipéptido que
comprende: i) una regiéon de entramado humana no modificada (“FR”) (por ejem-
plo, no se ha hecho ninguna alteraciéon en un entramado humano que se produce
de manera natural), y ii) una regién Fc variante. En determinadas realizaciones, el
entramado humano no modificado es un entramado de linea germinal humana. En
otras realizaciones, la presente descripcién proporciona composiciones que com-
prenden un polipéptido, comprendiendo el polipéptido: i) al menos una secuencia
de CDR aleatorizada y ii) una regioén Fc variante de la invencién. En realizaciones
adicionales, la presente descripcion proporciona composiciones que comprenden
un polipéptido, comprendiendo el polipéptido: i) un entramado humano no modifi-
cado (por ejemplo, entramado de linea germinal humana), ii) al menos una se-

cuencia de CDR aleatorizada y iii) una regién Fc variante.
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La presente descripcién contempla usos terapéuticos y de diagnoéstico para poli-
péptidos heterélogos de anticuerpos monoclonales que comprenden una region

Fc variante dada a conocer en el presente documento.

Descripcién de las figuras

La figura 1 muestra una representacion esquematica de una molécula de IgG con

las diversas regiones y secciones marcadas.

La figura 2 muestra una alineacién de diversas secuencias de aminoacidos de Fc
originales, incluyendo igG1 humana ((SEQ ID NO: 1) con alotipos a y distinto de a
mostrados), IgG2 humana (SEQ ID NO: 2), IgG3 humana (SEQ ID NO: 3), igG4
humana (SEQ ID NO: 4), IgG1 murina (SEQ ID NO: 5), IgG2A murina (SEQ ID
NO: 6), IgG2B murina (SEQ ID NO: 7) e IgG3 murina (SEQ ID NO: 8).

La figura 3 muestra diversas secuencias de aminoacidos, incluyendo fa regién
CH2 (SEQ ID NO: 9) y la region CH3 (SEQ ID NO: 10) de IgG1 humana, asi como
secuencias de un alotipo f (SEQ ID NO: 11) y alotipo a, z (SEQ ID NO: 12) de
IgG1 humana que incluyen las regiones CH1, bisagra, CH2 y CH3.

La figura 4 muestra diversas secuencias de aminoacidos comprendidas dentro de:
(a) la regién variable de cadena ligera (LCVR) de anticuerpo anti-CD20 (1) (SEQ
ID NO: 13); (b) la regién variable de cadena pesada (HCVR) de anticuerpo anti-
CD20 (I) (SEQ ID NO: 14); (c) LCVR de anticuerpo anti-CD20 (ll) (SEQ ID NO:
15); y HCVR de anticuerpo anti-CD20 (Il) (SEQ ID NO: 16). La figura 4e muestra
secuencias de aminoacidos comprendidas dentro de la regién variable de un anti-
cuerpo anti-CD20. (Véanse la solicitud provisional estadounidense 60/471.958,
presentada el 20 de mayo de 2003 y la patente estadounidense 5.843.439).

La figura 5a muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera completa

para el anticuerpo anti-CD20 AME 133. La figura 5b muestra la secuencia de aci-

do nucleico de la cadena ligera completa para AME 133.
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La figura 6 muestra las secuencias de acido nucleico y aminoacidos para la cade-
na pesada completa de tres variantes preferidas del anticuerpo anti-CD20 AME
133. Especificamente, la figura 6a muestra la secuencia de aminoacidos de la ca-
dena pesada completa de la variante 2471/339Q. La figura 6b muestra la secuen-
cia de acido nucleico de la cadena pesada completa de la variante 2471/339Q. La
figura 6c muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada completa de
la variante 2471/339D. La figura 6d muestra la secuencia de acido nucleico de la
cadena pesada completa de la variante 2471/339D. La figura 6e muestra la se-
cuencia de aminoacidos de la cadena pesada completa de la variante 378D. La
figura 6f muestra la secuencia de acido nucleico de la cadena pesada completa
de la variante 378D.

Descripcion detallada

A lo largo de toda la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones, la nume-
racion de los residuos de aminoacido en una cadena pesada de inmunoglobulina
(region Fc) es la del indice de EU como en Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Betesda, MD (1991). El “indice de EU como en Kabat” se refiere a la numeracioén
de residuos del anticuerpo de IgG humana y se refleja en el presente documento
en la figura 2. Por ejemplo, en la posicion 438, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 humanas e
IgG3 murina tienen todas un aminoacido Q, mientras que IgG1 murina tiene un
aminoacido |, IgG2a murina tiene un aminoacido T e IgG2B murina tiene un ami-
noacido K. Ademas, se nombran sustituciones en el presente documento median-
te el nimero de posicion de aminoacido en el que se produce la sustitucion segui-
do por el aminoacido que sustituye al presente en la region Fc original en la mis-
ma posicién (por ejemplo, 249G indica un residuo de glicina que sustituye al pre-
sente en la posicion 249 de la region Fc original). El nimero se refiere a la posi-
cion en IgG1 humana independientemente de si la region Fc original es o no IgG1
humana; si la region Fc original no es IgG1 humana, el nimero se refiere a la po-
sicion homologa en la region Fc original si estuviese alineada con IgG1 humana

en esa posicion.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “sujeto” y “paciente” se

refieren a cualquier animal en el que puede usarse terapéuticamente un polipépti-
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do que comprende una region Fc variante de la invencion incluyendo un ser
humano asi como otros mamiferos (tales como por ejemplo animales domésticos
(por ejemplo, caninos, felinos), animales para deportes (por ejemplo, equinos) y
animales como fuente de alimentos (por ejemplo, bovinos, porcinos y ovinos)) que
pueden beneficiarse de tal terapia.

Tal como se usa en el presente documento, “tratamiento o prevencion” se refiere
a una enfermedad o trastorno asociado con niveles anémalos de una proteina o
que se ve beneficiado por la alteracién de una actividad o un nivel de una protei-

na.

El término “aislado” cuando se usa en relaciéon con un acido nucleico es un acido
nucleico que se identifica y se separa de al menos un acido nucleico contaminan-
te con el que esta habitualmente asociado en su fuente natural. Un acido nucleico
aislado esta en una forma o entorno diferente del que se encuentra en la natura-
leza. Por tanto, se distinguen moléculas de acido nucleico aislado de la molécula
de acido nucleico tal como existe en células naturales. Una molécula de acido nu-
cleico aislado incluye una molécula de acido nucleico contenida en células que
expresan habitualmente el polipéptido codificado en las mismas en las que, por
ejemplo, la molécula de acido nucleico esta en un plasmido o una ubicacion cro-
mosomica diferente de la de células naturales. El acido nucleico aislado puede es-
tar presente en forma monocatenaria o bicatenaria. Cuando va a utilizarse una
molécula de acido nucleico aislado para expresar una proteina, el oligonucleétido
o polinucleétido contendra como minimo la hebra sentido o codificante, pero pue-
de contener las hebras tanto sentido como antisentido (es decir, puede ser bica-

tenaria).

Una molécula de acido nucleico esta “operativamente unida” u “operativamente
acoplada” cuando esta colocada en una relaciéon funcional con otra molécula de
acido nucleico. Por ejemplo, un promotor o potenciador esta operativamente unido
a una secuencia codificante de acido nucleico si afecta a la transcripcion de la se-
cuencia; o un sitio de unién a ribosomas esta operativamente unido a una se-
cuencia codificante de acido nucleico si esta situado de modo que facilita la tra-

duccioén. Una molécula de acido nucleico que codifica para una regiéon Fc variante
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esta operativamente unida a una molécula de acido nucleico que codifica para
una proteina heteréloga (es decir, una proteina o fragmento funcional de la misma
que, tal como existe en la naturaleza, no comprende una regién Fc) si esta situa-
da de manera que la proteina de fusion expresada comprende la proteina hetero-
loga o fragmento funcional de la misma unida o bien en sentido de 5’ o bien en el
sentido de 3’ con respecto al polipéptido de region Fc variante; la proteina hetero-
loga puede estar inmediatamente adyacente al polipéptido de region Fc variante o
puede estar separado de la misma por una secuencia de ligador de cualquier lon-
gitud y composicién. Asimismo, una molécula de polipéptido (usado de manera
sinonima en el presente documento con “proteina) esta “operativamente” u “ope-
rativamente acoplada” cuando esta colocada en una relacién funcional con otro

polipéptido.

Tal como se usa en el presente documento, el término “fragmento funcional” en
referencia a un polipéptido o una proteina (por ejemplo, una region Fc variante, o
un anticuerpo monoclonal) se refiere a fragmentos de esa proteina que conservan
al menos una funcién del polipéptido de longitud completa. Los fragmentos pue-
den oscilar en tamario entre seis aminoacidos y la secuencia de aminoacidos en-
tera del polipéptido de longitud completa menos un aminoacido. Un fragmento
funcional de un polipéptido de regiéon Fc variante de la presente invencion conser-
va al menos una “sustitucion de aminoacido” tal como se define en el presente
documento. Un fragmento funcional de un polipéptido de region Fc variante con-
serva al menos una funcion que se sabe en la técnica que esta asociada con la
region Fc (por ejemplio, ADCC, CDC, unién a receptor de Fc, union a C1q, regula-
cion por disminucién de receptores de la superficie celular o puede, por ejemplo,
aumentar la semivida in vivo o in vitro de un polipéptido al que esta operativamen-

te unido).

El término “purificado” o “purificar” se refiere a la eliminacion sustancial de al me-
nos un contaminante de una muestra. Por ejemplo, un anticuerpo especifico de
antigeno puede purificarse mediante la eliminacion completa o sustancial (al me-
nos el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95% o mas, preferiblemente al
menos el 96%, el 97%, el 98% o el 99%) de al menos una proteina distinta de in-

munoglobulina contaminante; también puede purificarse mediante la eliminacién

34



10

15

20

25

30

ES 2426816 T3

de proteina de inmunoglobulina que no se une al mismo antigeno. La eliminacién
de proteinas distintas de inmunoglobulina y/o la eliminacién de inmunoglobulinas
que no se unen a un antigeno particular da como resultado un aumento en el por-
centaje de inmunoglobulinas especificas de antigeno en la muestra. En otro
ejemplo, un polipéptido (por ejemplo, una inmunoglobulina) expresado en células
huésped bacterianas se purifica mediante la eliminacién completa o sustancial de
proteinas de células huésped; el porcentaje del polipéptido aumenta de ese modo

en la muestra.

El término “nativo” cuando se refiere a un polipéptido (por ejemplo, regién Fc) se
usa en el presente documento para indicar que el polipéptido tiene una secuencia
de aminoacidos que consiste en la secuencia de aminoacidos del polipéptido tal
como se produce comunmente en la naturaleza o un polimorfismo del mismo que
se produce de manera natural. Puede producirse un polipéptido nativo (por ejem-
plo, regién Fc nativa) por medios recombinantes o puede aislarse de una fuente

que se produce de manera natural.

El término “vector de expresion” tal como se usa en el presente documento se re-
fiere a una molécula de ADN recombinante que contiene una secuencia codifican-
te deseada y secuencias de acido nucleico apropiadas necesarias para la expre-
sion de la secuencia codificante operativamente unida en un organismo huésped

particular.

Tal como se usa en el presente documento, el término “célula huésped” se refiere
a cualquier célula eucariota o procariota (por ejemplo, células bacterianas tales
como E. coli, células CHO, células de levaduras, células de mamifero, células de
aves, células de anfibios, células vegetales, células de peces y células de insec-
tos), ya estén ubicadas in vitro o in situ, o in vivo. Por ejemplo, las células hués-

ped pueden estar ubicadas en un animal transgénico.

Tal como se usa en el presente documento, un “polipéptido original” es un poli-
peptido que comprende una secuencia de aminoacidos que puede cambiarse o
alterarse (por ejemplo, una sustitucion de aminoacido) para producir una variante

(es decir, polipéptido variante). En realizaciones preferidas, el polipéptido original
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comprende al menos una parte de una region Fc nativa o no nativa, es decir, una
region Fc que se produce de manera natural o una region Fc con al menos una
modificacion en la secuencia de aminoacidos. En algunas realizaciones, se con-
templan especificamente variantes que son mas cortas o mas largas que el poli-
péptido original. En realizaciones particularmente preferidas, el polipéptido original
difiere en funcién (por ejemplo, funcién efectora potenciada o disminuida, unién a

receptor, semivida in vivo o in vitro, etc.) en comparacién con la variante.

Tal como se usa en el presente documento, el término “variante de un polipéptido
original” se refiere a un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que difiere de la del polipéptido original en al menos una sustitucién de aminoaci-
do. En determinadas realizaciones, la variante comprende al menos el 40%, el
45%, el 50%, el 55%, el 60%, el 65%, el 70%, el 75%, el 80%, el 85% o el 90% o
lo més preferiblemente al menos el 95%, el 97% o el 99% de una regién Fc (es
decir, una “parte” de la regioén Fc). En realizaciones preferidas, una region Fc va-
riante de un polipéptido original comprende al menos una sustitucién de aminoa-
cido con respecto al polipéptido original, siendo la sustitucion en la regién Fc. El

polipéptido original puede ser o no un polipéptido nativo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “region Fc” se refiere a una
region C-terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, tal
como se muestra en la figura 1). La “regién Fc” puede ser una region Fc de se-
cuencia nativa o una regién Fc variante. Aunque los limites generalmente acepta-
dos de la region Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina pueden variar, la
region Fc de cadena pesada de IgG humana se define habitualmente en un tramo
de desde un residuo de aminoacido en la posicion Cys226, o desde Pro230, hasta
el extremo carboxilo terminal de la misma. En algunas realizaciones, las variantes
comprenden s6lo porciones de la region Fc y pueden incluir o no el extremo car-
boxilo terminal. La regién Fc de una inmunoglobulina comprende generalmente
dos dominios constantes, CH2 y CH3, tal como se muestra, por ejemplo, en la fi-
gura 1. En algunas realizaciones, se contemplan variantes que tienen uno o mas
de los dominios constantes. En otras realizaciones, se contemplan variantes sin

tales dominios constantes (o s6lo con partes de tales dominios constantes).
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El “dominio CH2" de una regién Fc de IgG humana (también denominado dominio
“Cy2") se extiende habitualmente desde aproximadamente el aminoacido 231 has-
ta aproximadamente el aminoacido 340 (véase la figura 2). El dominio CH2 es
unico porque no esta estrechamente apareado con otro dominio. Se interponen
dos cadenas de hidrato de carbono ramificadas unidas a N entre los dominios

CH2 de una molécula de IgG nativa intacta.

El “dominio CH3” de una regién Fc de IgG humana (también denominado dominio
“Cy3”") es generalmente el tramo de residuos C-terminales con respecto a un do-
minio CH2 en una regién Fc que se extiende desde aproximadamente el residuo
de aminoacido 341 hasta aproximadamente el residuo de aminoacido 447 (véase

la figura 2).

Una “region Fc funcional” presenta una “funcion efectora” de una region Fc de se-
cuencia nativa. Al menos una funcion efectora de un polipéptido que comprende
una region Fc variante de la presente invencion puede potenciarse o disminuirse
con respecto a un polipéptido que comprende una region Fc nativa o la regién Fc
original de la variante. Los ejemplos de funciones efectoras incluyen, pero no se
limitan a: unién a C1q; citotoxicidad dependiente del complemento (CDC); unién a
receptor de Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
(ADCC); fagocitosis; regulaciéon por disminucién de receptores de la superficie ce-
lular (por ejemplo, receptor de células B; BCR), etc. Tales funciones efectoras
pueden requerir que la regién Fc esté operativamente unida a un dominio de
unién (por ejemplo, un dominio variable de anticuerpo) y pueden evaluarse usan-
do diversos ensayos (por ejemplo, ensayo de unién a Fc, ensayos de ADCC, en-
sayos de CDC, agotamiento de células diana a partir de muestras de sangre

completa o fraccionada, etc.).

Una “region Fc de secuencia nativa” o “region Fc de tipo natural’ se refiere a una
secuencia de aminoacidos que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de una
region Fc comunmente encontrada en la naturaleza. Se muestran regiones Fc
humanas de secuencia nativa a modo de ejemplo en la figura 2 e incluyen una re-
gion Fc de IgG 1 humana de secuencia nativa (alotipos f y a,z, es decir, alotipos A

y distintos de A); una regién Fc de IgG2 humana de secuencia nativa; una region
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Fc de IgG3 humana de secuencia nativa; y una regién Fc de IgG4 humana de se-
cuencia nativa asi como variantes de las mismas que se producen de manera na-
tural. También se muestran en la figura 2 regiones Fc murinas de secuencia nati-

va.

Una “region Fc variante” comprende una secuencia de aminoacidos que difiere de
la de una region Fc de secuencia nativa (o fragmento de la misma) en virtud de al
menos una “sustitucion de aminoacido” tal como se define en el presente docu-
mento. En realizaciones preferidas, la regiéon Fc variante tiene al menos una susti-
tucién de aminoacido en comparacion con una region Fc de secuencia nativa o en
la regién Fc de un polipéptido original, preferiblemente 1, 2, 3, 4 6 5 sustituciones
de aminoacidos en una region Fc de secuencia nativa o en la regién Fc del poli-
péptido original. En una realizacién alternativa, puede generarse una regiéon Fc
variante segun los métodos en el presente documento dados a conocer y esta re-
gion Fc variante puede fusionarse con un polipéptido heterélogo de eleccion, tal
como un dominio variable de anticuerpo o un polipéptido distinto de anticuerpo,

por ejemplo, un dominio de unién de un receptor o ligando.

Tal como se usa en el presente documento, el término “derivado” en el contexto
de polipeptidos se refiere a un polipéptido que comprende una secuencia de ami-
noacidos que se ha alterado mediante la introduccion de una sustitucion de resi-
duo de aminoacido. El término “derivado” tal como se usa en el presente docu-
mento también se refiere a un polipéptido que se ha modificado mediante la unién
covalente de cualquier tipo de molécula al polipéptido. Por ejemplo, pero no a
modo de limitacién, un anticuerpo puede modificarse, por ejemplo, mediante gli-
cosilacién, acetilacién, pegilacion, fosforilacion, amidacion, derivatizacion median-
te grupos bloqueantes/protectores conocidos, escision proteolitica, union a ligan-
do celular u otra proteina, etc. Puede producirse un polipéptido derivado mediante
modificaciones quimicas usando técnicas conocidas por los expertos en la técni-
ca, incluyendo, pero sin limitarse a escision quimica especifica, acetilacion, formi-
lacién, sintesis metabdlica de tunicamicina, etc. Ademas, un polipéptido derivado
presenta una funcion similar o idéntica al polipéptido del que se derivé. Se entien-

de que un polipéptido que comprende una region Fc variante de la presente in-
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vencion puede ser un derivado tal como se define en el presente documento, pre-

feriblemente la derivatizacion se produce dentro de la region Fc.

“Sustancialmente de origen humano” tal como se usa en el presente documento
en referencia a un polipéptido (por ejemplo, una regién Fc o un anticuerpo mono-
clonal), indica que el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos al menos el
80%, al menos el 85%, mas preferiblemente al menos el 90%, el 91%, el 92%, el
93%, el 94% o incluso mas preferiblemente al menos el 95%, el 95%, el 97%, el

98% o el 99% homoéloga a la de un polipéptido de amino humano nativo.

Los términos “receptor de Fc” o “FcR” se usan para describir un receptor que se
une a una regién Fc (por ejemplo, la regiéon Fc de un anticuerpo). El FcR preferido
es un FcR de secuencia nativa. Ademas, un FcR preferido es uno que se une a
un anticuerpo de IgG (un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases
FcyRI, FeyRIl, FeyRIll, incluyendo variantes alélicas y formas cortadas y empal-
madas de manera alternativa de estos receptores. Los receptores FcyRIl incluyen
FcyRIA (un “receptor activante”) y FcyRIIB (un “receptor inhibidor”), que tienen
secuencias de aminoacidos similares que difieren principalmente en los dominios
citoplasmaticos de los mismos. Se revisan FcR en Ravetch y Kinet, Annu. Rev.
Immunol. 9:457-92 (1991); Capel, et al., Inlmunomethods 4:25-34 (1994); y de
Haas et al., J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995). Otro FcR preferido incluye el re-
ceptor neonatal, FcRn, que es responsable de la transferencia de IgG maternas al
feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24:249
(1994)). Otros FcR, incluyendo los que van a identificarse en el futuro, se abarcan

por el término “FcR” en el presente documento.

La frase “citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos” y “ADCC”
se refieren a una reaccion mediada por células en la que células citotoxicas no
especificas (por ejemplo, no especificas) que expresan FcR (por ejemplo, células
citoliticas naturales (“Natural Killer’, “NK"), neutréfilos y macrofagos) reconocen
anticuerpo unido sobre una célula diana y posteriormente provocan la lisis de las
células diana. Las células primarias para mediar en la ADCC, las células NK, ex-

presan FcyRIll sélo, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y FcyRIIL.
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Tal como se usa en el presente documento, la frase “células efectoras” se refiere
a leucocitos (preferiblemente humanos) que expresan uno o mas FcR y realizan
funciones efectoras. Preferiblemente, las células expresan al menos FcyRIIl y rea-
lizan una funcion efectora de ADCC. Los ejemplos de leucocitos que median en la
ADCC incluyen PBMC, células NK, monocitos, células T citotéxicas y neutréfilos.
Las células efectoras pueden aislarse de una fuente nativa (por ejemplo, de san-
gre o PBMC).

Un polipéptido variante con afinidad de union a FcRn “alterada” es uno que tiene
afinidad de unién a FcRn o bien potenciada (es decir, aumentada, mayor o supe-
rior) o bien disminuida (es decir, reducida, disminuida o menor) en comparacién
con el polipéptido original variante o con un polipéptido que comprende una regién
Fc nativa cuando se mide a pH 6,0. Un polipéptido variante que presenta unién
aumentada o afinidad de unién aumentada a un FcRn se une a FcRn con mayor
afinidad que el polipéptido original. Un polipéptido variante que presenta union
disminuida o afinidad de unién disminuida a un FcRn se une a FcRn con afinidad
inferior que su polipéptido original. Tales variantes que presentan unién disminui-
da a un FcRn pueden presentar poca o ninguna unioén apreciable a un FcRn, por
ejemplo, el 0-20% de unién al FcRn en comparacion con un polipéptido original.
Un polipéptido variante que se une a un FcRn con “afinidad potenciada” en com-
paracion con su polipéptido original es uno que se une a FcRn con afinidad de
unién superior que el polipéptido original, cuando las cantidades de polipéptido
variante y polipéptido original en un ensayo de unién son esencialmente la mis-
mas, y todas las otras condiciones son idénticas. Por ejemplo, un polipéptido va-
riante con afinidad de unién a FcRn potenciada puede presentar un aumento de
desde aproximadamente 1,10 veces hasta aproximadamente 100 veces (mas
normalmente desde aproximadamente 1,2 veces hasta aproximadamente 50 ve-
ces) en la afinidad de unién a FcRn en comparacion con el polipéptido original, en
el que la afinidad de unién a FcRn se determina, por ejemplo, en un ensayo ELI-

SA u otro método disponible para un experto habitual en la técnica.

Tal como se usa en el presente documento, una “sustitucion aminoacido” se refie-

re al reemplazo de al menos un residuo de aminoacido existente en una secuen-
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cia de aminoacidos dada por otro residuo de aminoacido de “reemplazo” diferente.
El residuo o residuos de reemplazo pueden ser “residuos de aminoacido que se
producen de manera natural” (es decir, codificados por el codigo genético) y se-
leccionados de: alanina (Ala); arginina (Arg); asparagina (Asn); acido aspartico
(Asp); cisteina (Cys); glutamina (GIn); acido glutamico (Glu); glicina (Gly); histidina
(His); isoleucina (lle): leucina (Leu); lisina (Lys); metionina (Met); fenilalanina
(Phe); prolina (Pro); serina (Ser); treonina (Thr); triptéfano (Trp); tirosina (Tyr); y
valina (Val). La sustitucion por uno o mas residuos de aminoacido que no se pro-
ducen de manera natural también se abarca por la definicion de una sustitucion
de aminoacido en el presente documento. Un “residuo de aminoacido que no se
produce de manera natural’ se refiere a un residuo, distinto de los residuos de
aminoacido que se producen de manera natural enumerados anteriormente, que
puede unirse covalentemente a residuo(s) de aminoacido adyacente(s) en una
cadena de polipéptido. Los ejemplos de residuos de aminoacido que no se produ-
cen de manera natural incluyen norleucina, omitina, norvalina, homoserina y otros
analogos de residuos de aminoacido tales como los descritos en Ellman et al.
Met. Enzym. 202: 301-336 (1991).

El término “sefial de ensayo” se refiere a la salida de cualquier método de detec-
cion de interacciones proteina-proteina, incluyendo pero sin limitarse a, medicio-
nes de absorbancia a partir de ensayos colorimétricos, intensidad fluorescente o
desintegraciones por minuto. Los formatos de ensayo podrian incluir ELISA,
FACS u otros métodos. Un cambio en la “sefial de ensayo” puede reflejar un
cambio en la viabilidad celular y/o un cambio en la velocidad de disociacion cinéti-
ca, la velocidad de asociacion cinética o ambas. Una “sefial de ensayo superior”
se refiere a que el numero de salida medido es mas grande que otro nimero (por
ejemplo, una variante puede tener un niamero medido superior (mas grande) en
un ensayo ELISA en comparacion con el polipéptido original). Una sefial de ensa-
yo “inferior” se refiere a que el nimero de salida medido es mas pequefio que otro
numero (por ejemplo, una variante puede tener un nimero medido inferior (mas

pequefio) en un ensayo ELISA en comparacion con el polipéptido original).

El término “afinidad de unién” se refiere a la constante de disociacion en equilibrio

(expresada en unidades de concentracion) asociada con cada interaccion de
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unién Fc-receptor de Fc. La afinidad de union esta directamente relacionada con
la razén de la velocidad de disociacion cinética (notificada generalmente en uni-
dades de inversa del tiempo, por ejemplo, segundos™) dividida entre la velocidad
de asociacion cinética (notificada generalmente en unidades de concentracién por
unidad de tiempo, por ejemplo, molar/segundo). En general, no es posible esta-
blecer de manera inequivoca si los cambios en las constantes de disociacién en
equilibrio se deben a diferencias en las velocidades de asociacion, las velocida-
des de disociacién o ambas a menos que cada uno de estos parametros se de-
termine experimentalmente (por ejemplo, mediante mediciones de BIACORE o
SAPIDYNE).

Tal como se usa en el presente documento, el término “regién bisagra” se refiere
al tramo de aminoacidos en IgG1 humana que se extiende desde Glu216 hasta
Pro230 de IgG1 humana. Pueden alinearse regiones bisagra de otros isotipos de
IgG con la secuencia de IgG1 colocando los residuos de cisteina primero y tltimo

que forman los enlaces S-S entre cadenas pesadas en las mismas posiciones.

“C1q" es un polipéptido que incluye un sitio de unién para la regién Fc de una in-
munoglobulina. C1q junto con dos serina proteasas, C1r y C1s, forma el complejo

C1, el primer componente de la ruta de CDC.

Tal como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” se usa de ma-
nera intercambiable con “inmunoglobulina” o “Ig”, se usa en el sentido mas amplio
y cubre especificamente anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos mo-
noclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multies-
pecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo
siempre que presenten la actividad funcional o actividad biolégica deseada. Anti-
cuerpos de cadena sencilla, y anticuerpos quiméricos, humanos, humanizados o
primatizados (injertados con CDR), asi como anticuerpos de cadena sencilla qui-
meéricos o injertados con CDR, y similares, que comprenden partes derivadas de
diferentes especies, también se abarcan por la presente invencién y el término
“anticuerpo”. Las diversas partes de estos anticuerpos pueden unirse entre si
quimicamente mediante técnicas convencionales, de manera sintética o pueden

prepararse como una proteina contigua usando técnicas de ingenieria genética.
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Por ejemplo, pueden expresarse acidos nucleicos que codifican para una cadena
quimérica o humanizada para producir una proteina contigua. Véanse, por ejem-
plo, la patente estadounidense n.° 4.816.567; la patente europea n.° 0.125.023
B1; la patente estadounidense n.° 4.816.397; la patente europea n.° 0.120.694 B1;
el documento WO 86/01533; la patente europea n.° 0.194.276 B1; la patente es-
tadounidense n.° 5.225.539; la patente europea n.° 0.239.400 B1 y las patentes
estadounidenses n.°® 5.585.089 y 5.698.762. Véanse también Newman, R. et al.
BioTechnology, 10:1455-1460, 1993, con respecto a anticuerpo primatizado, y
Ladner et al., patente estadounidense n.° 4.946.778 y Bird, R.E. et al., Science,
242:423-426, 1988, con respecto a anticuerpos de cadena sencilla. Se entiende
que todas las formas de los anticuerpos que comprenden una region Fc (o parte
de la misma) se abarcan en el presente documento dentro del término “anticuer-
po’. Ademas, el anticuerpo puede marcarse con un marcador detectable, inmovili-
zarse sobre una fase solida y/o conjugarse con un compuesto heterélogo (por

ejemplo, una enzima o toxina) segiin métodos conocidos en la técnica.

Tal como se usa en el presente documento, el término “fragmentos de anticuerpo”
se refiere a una parte de un anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos lineales; moléculas de anti-
cuerpo de cadena sencilla; péptidos de Fc o Fc’, Fab y fragmentos de Fab, y anti-
cuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. Los
fragmentos de anticuerpo conservan preferiblemente al menos parte de la bisagra
y opcionalmente la region CH1 de una cadena pesada de IgG. En otras realiza-
ciones preferidas, los fragmentos de anticuerpo comprenden al menos una parte

de la region CH2 o toda la region CH2.

Tal como se usa en el presente documento, el término “fragmento funcional”,
cuando se usa en referencia a un anticuerpo monoclonal, pretende referirse a una
parte del anticuerpo monoclonal que todavia conserva una actividad funcional.
Una actividad funcional puede ser, por ejemplo, especificidad o actividad de unién
a antigeno, especificidad o actividad de union a receptor, actividad de funcion
efectora y similares. Los fragmentos funcionales de anticuerpos monoclonales in-
cluyen, por ejemplo, cadenas pesadas o ligeras individuales y fragmentos de las

mismas, tales como VL, VH y Fd; fragmentos monovalentes, tales como Fv, Fab,
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y Fab’; fragmentos bivalentes tales como F(ab’)2; Fv de cadena sencilla (scFv); y
fragmentos de Fc. Tales términos se describen en, por ejemplo, Harlowe y Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York
(1989); Molec. Biology and Biotechnology: A Comprehensive Desk Reference
(Myers, R.A. (ed.), Nueva York: VCH Publisher, Inc.); Huston et al., Cell
Biophysics, 22:189-224 (1993); Pluckthun y Skerra, Met. Enzymol., 178:497-515
(1989) y en Day, E.D., Advanced Immunochemistry, segunda ed., Wiley-Liss, Inc.,
Nueva York, NY (1990). El término fragmento funcional pretende incluir, por ejem-
plo, fragmentos producidos mediante digestion con proteasas o reduccion de un
anticuerpo monoclonal y mediante métodos de ADN recombinante conocidos por

los expertos en la técnica.

Tal como se usa en el presente documento, el término “fragmento” se refiere a un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 5, 15, 20,
25, 40, 50, 70, 90, 100 o mas residuos de aminoacido contiguos de la secuencia
de aminoacidos de otro polipéptido. En una realizacién preferida, un fragmento de
un polipéptido conserva al menos una funcion del polipéptido de longitud comple-

ta.

Tal como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo quimeérico” in-
cluye inmunoglobulinas monovalentes, divalentes o polivalentes. Un anticuerpo
quimérico monovalente es un dimero formado por una cadena pesada quimérica
asociada a través de puentes disulfuro con una cadena ligera quimérica. Un anti-
cuerpo quimérico divalente es un tetramero formado por dos dimeros de cadena
pesada-cadena ligera asociados a través de al menos un puente disulfuro. Una
cadena pesada quimérica de un anticuerpo para su uso en seres humanos com-
prende una regién de unién a antigeno derivada de la cadena pesada de un anti-
cuerpo no humano, que se une a al menos una parte de una region constante de
cadena pesada humana, tal como CH1 o CH2. Una cadena ligera quimérica de un
anticuerpo para su uso en seres humanos comprende una region de unioén a anti-
geno derivada de la cadena ligera de un anticuerpo no humano, unida a al menos
una parte de una regién constante de cadena ligera humana (CL). También pue-
den prepararse anticuerpos, fragmentos o derivados que tienen cadenas ligeras y

cadenas pesadas quiméricas de la misma especificidad de unioén de regién varia-
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ble o diferente mediante la asociacién apropiada de las cadenas polipeptidicas in-
dividuales, seguin etapas de método conocidas. Con este enfoque, se cultivan por
separado huéspedes que expresan cadenas pesadas quiméricas de huéspedes
que expresan cadenas ligeras quiméricas, y se recuperan por separado las cade-
nas de inmunoglobulina y entonces se asocian. Alternativamente, los huéspedes
pueden cultivarse conjuntamente y se deja que las cadenas se asocien esponta-
neamente en el medio de cultivo, seguido por la recuperacion del fragmento o in-
munoglobulina ensamblada o tanto las cadenas tanto pesadas como ligeras pue-
den expresarse en la misma célula huésped. Se conocen en la técnica métodos
para producir anticuerpos quiméricos (véanse, por ejemplo, las patentes estadou-
nidenses n.%: 6.284.471; 5.807.715; 4.816.567; y 4.816.397).

Tal como se usa en el presente documento, formas “humanizadas” de anticuerpos
no humanos (por ejemplo, murinos) (es decir, anticuerpos humanizados) son anti-
cuerpos que contienen una secuencia minima, o ninguna secuencia, derivada de
inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados
son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que se reemplazan
residuos de una regién hipervariable del receptor por residuos de una regién hi-
pervariable de una especie no humana (anticuerpo donador) tal como ratén, rata,
conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad de-
seadas. En algunos casos, se reemplazan residuos de la regiéon de entramado
(FR) de la inmunoglobulina humana por residuos no humanos correspondientes.
Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se
encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donador. Estas modifica-
ciones se hacen generalmente para refinar adicionalmente el rendimiento del anti-
cuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todo
de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en los que todos o sus-
tancialmente todos los bucles hipervariables (CDR) corresponden a los de una
inmunoglobulina no humana y todos o sustancialmente todos los residuos de FR
son los de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado
también puede comprender al menos una parte de una regién constante de inmu-
noglobulina (Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana. Se describe
un método a modo de ejemplo para generar anticuerpos humanizados en la pa-
tente estadounidense 5.225.539.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “inmunoadhesina” designa
moléculas similares a anticuerpos que combinan el dominio de unién de una pro-
teina “adhesina” heterdéloga (por ejemplo, un receptor, un ligando o una enzima)
con un dominio constante de inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmunoad-
hesinas comprenden una fusion de la secuencia de aminoacidos de la adhesina
con la especificidad de unién deseada que es distinta del sitio de unién a y reco-
nocimiento de antigeno (sitio de combinaciéon de antigeno) de un anticuerpo (es
decir, es “heteréloga”) con una secuencia de dominio constante de inmunoglobuli-

na.

Tal como se usa el presente documento, el término “dominio de unién a ligando”
se refiere a cualquier receptor nativo o cualquier regién o derivado de la misma
que conserva al menos una capacidad de union a ligando cualitativa de un recep-
tor nativo correspondiente. En determinadas realizaciones, el receptor es de un
polipéptido de la superficie celular que tiene un dominio extracelular que es homo-
logo a un miembro de la superfamilia génica de inmunoglobulinas. Otros recepto-
res, que no son miembros de la superfamilia génica de inmunoglobulinas pero que
no obstante se cubren especificamente por esta definicién son receptores para ci-
tocinas, y en particular receptores con actividad tirosina cinasa (tirosina cinasas
receptoras), miembros de las superfamilias de hematopoyetina y receptor de fac-
tor de crecimiento nervioso y moléculas de adhesion celular (por ejemplo, E-, L-y

P-selectinas).

Tal como se usa en el presente documento, el término “dominio de unién a recep-
tor” se refiere a cualquier ligando nativo para un receptor, incluyendo, por ejemplo,
moléculas de adhesién celular, o cualquier regién o derivado de tal ligando nativo
que conserva al menos una capacidad de unién a receptor cualitativa de un ligan-

do nativo correspondiente.

Tal como se usa en el presente documento, el término “quimera de anticuerpo-
inmunoadhesina” comprende una molécula que combina al menos un dominio de
unién de un anticuerpo con al menos una inmunoadhesina. Los ejemplos inclu-

yen, pero no se limitan a, las quimeras de CD4-IgG biespecificas descritas en
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Berg et al., PNAS (USA) 88:4723-4727 (1991) y Charnow et al., J. Imnmunol., 153:
4268 (1994).

Tal como se usa en el presente documento, un polipéptido “aislado” es uno que
se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su entorno
natural. Componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que in-
terferirian con usos terapéuticos o de diagnéstico para el polipéptido, y pueden in-
cluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinicos o no proteinicos. En determi-
nadas realizaciones, el polipéptido aislado se purifica (1) hasta mas del 95% en
peso de polipéptidos tal como se determina mediante el método de Lowry, y pre-
feriblemente, mas del 99% en peso, (2) hasta un grado suficiente para obtener al
menos 15 residuos de secuencia de aminoacidos N-terminal o interna mediante el
uso de un secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta la homogeneidad mediante
SDS-page en condiciones reductoras o no reductoras usando azul de Coomassie
o tincién de plata. El polipéptido aislado incluye el polipéptido in situ dentro de cé-
lulas recombinantes puesto que al menos un componente del entorno natural del
polipéptido no estara presente. Sin embargo, habitualmente, el polipéptido aislado

se preparara mediante al menos una etapa de purificacion.

Tal como se usa en el presente documento, el término “tratamiento” se refiere tan-
to a tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas. Los suje-
tos o pacientes que necesitan tratamiento incluyen los que ya tienen el trastorno

asi como aquellos en los que va a prevenirse el trastorno.

Tal como se usa en el presente documento, el término “trastorno” y “enfermedad”
se usan de manera intercambiable para referirse a cualquier estado que se bene-
ficiaria del tratamiento con un polipéptido variante (un polipéptido que comprende
una regidn Fc variante de la invencion), incluyendo enfermedades o trastornos
agudos y crénicos (por ejemplo, estados patolégicos que predisponen a un pa-
ciente a un trastorno particular). En determinadas realizaciones, el trastorno es
cancer. En determinadas realizaciones, el término “enfermedad autoinmunitaria”
se usa de manera intercambiable con el término “trastorno autoinmunitario” para
referirse a un estado en un sujeto caracterizado por lesion celular, tisular y/u or-

ganica provocada por una reacciéon inmunolégica del sujeto frente a sus propias
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células, tejidos y/u 6rganos. El término “enfermedad inflamatoria” se usa de mane-
ra intercambiable con el término “trastorno inflamatorio” para referirse a un estado
en un sujeto caracterizado por inflamacién. Los trastornos autoinmunitarios pue-
den estar asociados o0 no con inflamacién. Ademas, la inflamacién puede estar
provocada o no por un trastorno autoinmunitario. Determinados trastornos pueden

caracterizarse como trastornos tanto autoinmunitarios como inflamatorios.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “cancer” y “canceroso”
se refieren a, o describen el estado fisiolégico en mamiferos que se caracteriza
normalmente por crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer inclu-
yen, pero no se limitan a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia.
Ejemplos mas particulares de tales canceres incluyen cancer de células escamo-
sas, cancer de pulmén de células pequefias, cancer de pulmén de células no pe-
quenas, adenocarcinoma del pulmén, carcinoma escamoso del pulmén, cancer
del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico,
glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de higado, cancer
de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, carci-
noma endometrial o uterino, carcinoma de glandulas salivales, cancer de rifidn,
cancer de higado, cancer de préstata, cancer de vulva, cancer de tiroides, carci-
noma hepatico y diversos tipos de cancer de cabeza y cuello. Tal como se usa en
el presente documento, el término “marcador” se refiere a un compuesto o com-
posicion detectable que se conjuga directa o indirectamente con un polipéptido. El
marcador puede ser por si mismo detectable (por ejemplo, marcadores de radioi-
so6topos o marcadores fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzimatico,
puede catalizar la alteracion quimica de un compuesto o composicién sustrato

que es detectable.

Tal como se usa en el presente documento, el término “receptor” se refiere a un
polipéptido que puede unirse a al menos un ligando. El receptor preferido es un
receptor soluble o de la superficie celular que tiene un dominio de unién a ligando
extracelular y, opcionalmente, otros dominios (por ejemplo, dominio transmem-
brana, dominio intracelular y/o anclaje a membrana). Un receptor que va a eva-
luarse en un ensayo descrito en el presente documento puede ser un receptor in-

tacto o un fragmento o derivado del mismo (por ejemplo una proteina de fusién

48



10

15

20

25

30

ES 2426816 T3

que comprende el dominio de union del receptor fusionado a uno o mas polipépti-
dos heterélogos). Ademas, el receptor que va a evaluarse para determinar sus
propiedades de union puede estar presente en una célula o aislado y opcional-
mente recubierto sobre una placa de ensayo o alguna otra fase sélida o puede

marcarse directamente y usarse como sonda.

Tal como se usa en el presente documento, el término “enfermedad sensible a an-
ticuerpos” se refiere a cualquier enfermedad o estado médico que se muestra que
puede tratarse, al menos en parte, con terapia con anticuerpos. Los ejemplos de
tales enfermedades y estados médicos incluyen, pero no se limitan a, linfoma
(que se muestra que puede tratarse con RITUXAN), enfermedad infecciosa (virus
sincitial respiratorio que se muestra que puede tratarse con SYNAGIS), trasplante
de riidn (ZENAPAX ha mostrado ser Util), enfermedad de Crohn y artritis reuma-
toide (que se muestra que pueden tratarse con REMICADE), carcinoma de mama
(que se muestra que puede tratarse con HERCEPTIN) y cancer de colon (que se
muestra que puede tratarse con EDRECOLOMAB). Tal como se usa en el presen-
te documento, el término “enfermedad sensible a inmunoadhesinas” se refiere a
cualquier enfermedad o estado médico que se muestra que puede tratarse, al

menos en parte, con terapia con inmunoadhesinas.

Tal como se usa en el presente documento, un polipéptido variante que “media en
la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) en pre-
sencia de células efectoras humanas mas eficazmente” que un anticuerpo original
es uno que in vitro o in vivo es sustancialmente mas eficaz en la mediacion de la
ADCC, cuando las cantidades de polipéptido variante y anticuerpo original usadas
en el ensayo son esencialmente las mismas. Por ejemplo, una variante de este ti-
po provoca una cantidad superior de lisis de células diana en un ensayo de ADCC
dado que el polipéptido original en un ensayo de ADCC idéntico. Tales variantes
pueden identificarse, por ejemplo, usando un ensayo de ADCC, pero pueden em-
plearse también otros ensayos o métodos para determinar la actividad de ADCC
(por ejemplo, modelos animales). En realizaciones preferidas, el polipéptido va-
riante es desde aproximadamente 1,2, 1,3 6 1,4 veces, 1,5 veces, 50 veces, 100
veces, aproximadamente 500 veces o aproximadamente 1000 veces mas eficaz

en la mediacion de la ADCC el polipéptido original.
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El término “sintomas de una enfermedad sensible a anticuerpos o inmunoadhesi-
nas” se refiere a los sintomas generalmente asociados con una enfermedad parti-
cular. Por ejemplo, los sintomas normalmente asociados con la enfermedad de
Crohn incluyen: dolor abdominal, diarrea, hemorragia rectal, pérdida de peso, fie-
bre, pérdida de apetito, deshidratacion, anemia, distension, fibrosis, intestinos in-
flamados y malnutricion. La frase “en condiciones tales que los sintomas se redu-
cen” se refiere a cualquier grado de reduccién cualitativa o cuantitativa en sinto-
mas detectables de cualquier enfermedad sensible a anticuerpos o inmunoad-
hesinas, incluyendo pero sin limitarse a, un impacto detectable en la tasa de recu-
peracion de la enfermedad (por ejemplo, tasa de ganancia de peso), o la reduc-
ciéon de al menos uno de los sintomas normalmente asociados con la enfermedad
particular (por ejemplo, si la enfermedad sensible a anticuerpos o inmunoadhesi-
nas era enfermedad de Crohn, una reduccién en al menos uno de los siguientes
sintomas: dolor abdominal, diarrea, hemorragia rectal, pérdida de peso, fiebre,
pérdida de apetito, deshidratacion, anemia, distension, fibrosis, intestinos inflama-

dos y malnutricién).

Anticuerpos monoclonales y receptores

Un anticuerpo de longitud completa (“inmunoglobulina” o “Ig”) tal como existe de
manera natural es una molécula de inmunoglobulina compuesta por cuatro cade-
nas peptidicas, dos cadenas pesadas (H) (de aproximadamente 50-70 kDa cuan-
do son de longitud completa) y dos cadenas ligeras (L) (de aproximadamente 25
kDa cuando son de longitud completa) interconectadas por puentes disulfuro. La
parte amino-terminal de cada cadena incluye una regién variable de aproximada-
mente 100-110 o mas aminoacidos responsable principalmente del reconocimien-
to del antigeno. La parte carboxilo terminal de cada cadena define una regiéon

constante responsable principalmente de una funcién efectora.

Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o lambda y se caracterizan por una
regién constante particular. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu,
alfa, delta o épsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgG, igM, IgA, IgD e
IgE, respectivamente. Cada tipo de cadena pesada se caracteriza por una region

constante particular.
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Cada cadena pesada esta compuesta por una region variable de cadena pesada
(en el presente documento “HCVR”) y una region constante de cadena pesada. La
region constante de cadena pesada esta compuesta por tres dominios (CH1,
CH2, y CH3) para IgG, IgD e IgA; y 4 dominios (CH1, CH2, CH3 y CH4) para IgM
e IgE. Cada cadena ligera esta compuesta por una region variable de cadena lige-
ra (en el presente documento “LCVR”) y una region constante de cadena ligera.
La region constante de cadena ligera esta compuesta por un dominio, CL. Las re-
giones HCVR y LCVR pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hiper-
variabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR),
intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones de
entramado (FR). Cada HCVR y LCVR esta compuesta por tres CDR y cuatro FR,
dispuestas desde el extremo amino-terminal hasta el extremo carboxilo-terminal
en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. La asignacion
de aminoacidos a cada dominio es segln convenciones bien conocidas [por
ejemplo, Kabat, “Sequences of Proteins of Immunological Interest”, National Insti-
tutes of Health, Betesda, Md. (1991)]. La capacidad funcional de un anticuerpo pa-
ra unirse a un antigeno particular esta determinada colectivamente por las seis
CDR. Sin embargo, incluso un (nico dominio variable que comprende sélo tres
CDR especificas para un antigeno puede tener la capacidad para reconocer y

unirse al antigeno, aunque a una afinidad inferior que un Fab completo.

Pueden producirse anticuerpos monoclonales usando por ejemplo técnicas de
hibridoma bien conocidas en la técnica, asi como tecnologias recombinantes, tec-
nologias de presentacién en fago, tecnologias sintéticas o combinaciones de tales
tecnologias facilmente conocidas en la técnica. El término “anticuerpo monoclo-
nal” tal como se usa en el presente documento no se limita a anticuerpos produci-
dos a través de la tecnologia de hibridoma. “Anticuerpo monoclonal” se refiere a
un anticuerpo que se deriva de una Unica copia o clon, incluyendo por ejemplo,
cualquier clon eucariota, procariota o de fago, y no al método mediante el que se
produce. Un “anticuerpo monoclonal” puede ser un anticuerpo intacto (completo o
de longitud completa), un anticuerpo sustancialmente intacto, un fragmento fun-
cional de un anticuerpo o puede ser un anticuerpo quimérico, anticuerpo humano

o anticuerpo humanizado.

51



10

15

20

25

30

ES 2426816 T3

Una poblacién de “anticuerpos monoclonales” se refiere a una poblacién de anti-
cuerpos homogénea o sustancialmente homogénea (o pura) (es decir, al menos
aproximadamente el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, mas
preferiblemente al menos aproximadamente el 97% o el 98% o lo mas preferible-
mente al menos el 99% de los anticuerpos en la poblacion son idénticos y compe-

tirian en un ensayo ELISA por el mismo antigeno o epitopo).

El término “se une especificamente” o “se une preferentemente” tal como se usa
en el presente documento se refiere a la situacién en la que un miembro de un par
de unién especifica no se une significativamente a moléculas distintas de su(s)
pareja(s) de unién especifica. El término también puede aplicarse cuando, por
ejemplo, un dominio de unién a antigeno de un anticuerpo de la invencién es es-
pecifico para un epitopo particular que portan varios antigenos, en cuyo caso el
anticuerpo especifico que porta el dominio de unién a antigeno podra unirse a los

diversos antigenos que portan el epitopo.

La region Fc se refiere la parte de un anticuerpo intacto, por ejemplo, IgG, gene-
rada por digestiéon con la enzima papaina (véase la figura 1). La regién Fc es un
homodimero, estando compuesta cada cadena por una parte de la region bisagra
asi como los dominios CH2 y CH3. La regién Fc es un dimero debido a los puen-
tes disulfuro intercatenarios formados entre las regiones bisagra y muiltiples enla-
ces no covalentes entre los dominios CH3. IgG es la clase mas abundante de Ig
en el cuerpo, constituyendo aproximadamente el 75% de la inmunoglobulina total
y distribuida equitativamente dentro de los conjuntos intravascular y extravascular.
Se produce muy poca IgG durante las fases tempranas de la respuesta primaria a
un antigeno pero es la forma principal de anticuerpo producido durante la res-

puesta secundaria.

Tal como se describié anteriormente, los anticuerpos tienen regiones, principal-
mente las regiones CH2 y CH3, que patrticipan en funciones distintas de la unién
al antigeno. Conjuntamente, estas regiones y una parte de la secuencia de ligador
se conocen generalmente como la regién Fc, y tienen varias funciones efectoras

mediadas por la unién de moléculas efectoras.
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Las funciones efectoras mediadas por la regién Fc del anticuerpo pueden dividirse
en dos categorias: (1) funciones efectoras que funcionan tras la unién del anti-
cuerpo a un antigeno (estas funciones implican, por ejemplo, la participacion de la
cascada del complemento o células que llevan receptor de Fc (FcR)); y (2) funcio-
nes efectoras que funcionan independientemente de la unién al antigeno (estas
funciones confieren, por ejemplo, persistencia en la circulacion y la capacidad pa-
ra transferirse a través de barreras celulares mediante transcitosis). Por ejemplo,
la unién del componente C1q del complemento a anticuerpos activa el sistema del
complemento. Tras la opsonizacion, la activacion del complemento es importante
en la lisis de patogenos celulares. La activacion del complemento también estimu-
la la respuesta inflamatoria y también puede participar en la hipersensibilidad au-
toinmunitaria. Ademas, los anticuerpos se unen a células mediante la region Fc,
con un sitio de unién a receptor de Fc en la region Fc del anticuerpo que se une a
un FcR sobre una célula. Hay varios FcR que son especificos para diferentes cla-
ses de anticuerpo, incluyendo IgG, IgE, IgA e IgM. Aunque la presente invencion
no se limita a ningin mecanismo patrticular, la union del anticuerpo a FcR sobre
una superficie celular desencadena varias respuestas biolégicas importantes y di-
versas incluyendo absorcion y destruccion de particulas recubiertas con anticuer-
pos, aclaramiento de complejos inmunitarios, lisis de células diana recubiertas con
anticuerpos por células citoliticas (ADCC), liberacion de mediadores inflamatorios,

transferencia placentaria y control de la produccion de inmunoglobulinas.

Varias funciones efectoras de anticuerpos estan mediadas por FcR, que se unen
a la regién Fc de un anticuerpo. Los FcR se definen por su especificidad por isoti-
pos de inmunoglobulinas; los receptores de Fc para anticuerpos de IgG se deno-
minan FcyR, para IgE FceR, para IgA FcaR y asi sucesivamente. Se han identifi-
cado tres subclases de FcyR: FcyRI (CD64), FcyRIlI (CD32) y FcyRIII (CD16).

Debido a que cada subclase de FcyR se codifica por dos o tres genes, y el corte y
empalme alternativo del ARN conduce a mudltiples transcritos, existe una amplia
diversidad de isoformas de FcyR. Los tres genes que codifican para la subclase

FcyRI (FcyRIA, FcyRIB y FcyRIC) estan agrupados en la region | q21.1 del brazo
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largo del cromosoma 1; los genes que codifican para las isoformas de FcyRII
(FeyRIIA, FeyRIIB y FeyRIIC) y los dos genes que codifican para FcyRII (FeyRITIA
y FcyRIIIB) estan agrupados todos en la region 1g22. Estos diferentes subtipos de
FcR se expresan en diferentes tipos de células (por ejemplo, Ravetch y Kinet, An-
nu. Rev. Immunol. 9: 457-492 (1991)). Por ejemplo, en seres humanos, FcyRIIIB
se encuentra soélo en neutréfilos, mientras que FcyRIIIA se encuentra en macréfa-
gos, monocitos, células NK y una subpoblacion de células T. De manera notable,
FcyRIIIA esta presente en células NK, uno de los tipos de células implicadas en la
ADCC.

El receptor FcyRIIIA humano (CD16) tiene un polimorfismo comdn en la posicién
158 en su dominio extracelular que codifica para o bien una fenilalanina o bien
una valina en esta posicion. El alelo V de FcyRIIIA tiene afinidad superior por IgG1
humana que el alelo F. El alelo V158 también media en la ADCC mas eficazmen-
te. Datos clinicos han mostrado una correlacién entre el genotipo de receptor
FcyRIIIA en pacientes que se someten a tratamiento con Rituxan y la respuesta
terapéutica. Se mostré que tanto las respuestas clinicas y moleculares como el
tiempo hasta la progresion eran superiores en pacientes homocigotos para el ge-
notipo FcyRIIIA-158V (aproximadamente el 20% de la poblacién). En contraposi-
cion, pacientes heterocigotos u homocigotos para el genotipo FcyRIIIA-158F de
afinidad inferior (aproximadamente el 80% de la poblacion) responden peor. Estos
datos sugieren que mutaciones de Fc que potencian la actividad de ADCC de los
portadores de 158F podrian potenciar la eficacia clinica de la terapia del cancer a
base de anticuerpos. También esta presente un polimorfismo genético en el re-
ceptor FcyRIIA humano (CD32) en la posiciéon 131 en su dominio extracelular que
codifica para o bien una histidina (H) o bien una arginina (R) en esta posicion. Se
ha encontrado que el polimorfismo en la posicion 131 afecta a su capacidad para
unirse a IgG humana. Datos recientes también muestran una correlacion entre el
polimorfismo en la posicion 131 de FcyRIIA y la respuesta clinica a Rituxan. Pa-
cientes homocigotos para el alelo H131 tenian una tasa de respuesta significati-

vamente superior que los otros 2 grupos.
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FcyRI, FecyRIl y FeyRIll son receptores de la superfamilia de inmunoglobulinas
(IgSF); FcyRI tiene tres dominios IgSF en su dominio extracelular, mientras que
FcyRIl y FeyRIll tienen sélo dos dominios IgSF en sus dominios extracelulares.
Otro tipo de receptor de Fc es el receptor de Fc neonatal (FcRn). FcRn es estruc-
turalmente similar al complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y consiste en

una cadena o unida no covalentemente a 2-microglobulina.

Regiones Fc variantes

La presente invencion proporciona polipéptidos variantes, secuencias de acido
nucleico que codifican para los polipéptidos variantes y métodos para generar po-
lipéptidos variantes. Preferiblemente, los polipéptidos variantes de la presente in-
vencion difieren de un polipéptido original por al menos una modificacion de ami-
noacido, preferiblemente una sustitucion de aminoacido. Un polipéptido “original”,
“de tipo natural’, “de partida” o “no variante” comprende preferiblemente al menos
una parte de una region Fc de anticuerpo y la sustitucion de aminoacido en el po-
lipéptido variante se produce dentro de la region Fc. Un polipéptido original que
comprende una region Fc puede prepararse usando técnicas disponibles en la
técnica para generar polipéptidos que comprenden una region Fc o parte de la
misma. En realizaciones preferidas, el polipéptido original es un anticuerpo. Sin
embargo, el polipéptido original puede ser cualquier otro polipéptido que com-
prenda al menos una parte de una region Fc (por ejemplo, una inmunoadhesina).
La parte de la region Fc en el polipéptido original puede ser de una secuencia na-
tiva o no nativa, preferiblemente es una secuencia nativa de origen humano. En
determinadas realizaciones, puede generarse una region Fc variante (por ejem-
plo, segun los métodos dados a conocer en el presente documento) y puede fu-
sionarse a un polipéptido heterdlogo de eleccion, tal como un dominio variable de
anticuerpo o dominio de unién de un receptor o ligando, o cualquier polipéptido te-

rapéutico.

En realizaciones preferidas, el polipéptido original comprende una region Fc o par-
te funcional de la misma. Generalmente, la region Fc del polipéptido original com-
prendera una region Fc de secuencia nativa, y preferiblemente una region Fc de

secuencia nativa humana. Sin embargo, la region Fc del polipéptido original pue-
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de tener una o mas alteraciones o modificaciones en la secuencia de aminoacidos
preexistente (por ejemplo, una sustitucion de aminoacido) con respecto a una re-
gion Fc de secuencia nativa. Por ejemplo, la actividad de unién a C1q de la regién
Fc puede haberse alterado previamente o la afinidad de unién a FcyR de la region
Fc puede haberse alterado. La region Fc variante deseada o el acido nucleico que
codifica para la regién Fc variante de interés puede construirse mientras que no
esta operativamente unida a la pareja de fusion deseada de la region Fc variante,
(por ejemplo, una regién variable de anticuerpo, una proteina heteréloga) y luego
modificarse por ingenieria genética posteriormente para que esté operativamente
unida a la misma. En realizaciones adicionales, la regién Fc del polipéptido origi-
nal es conceptual (por ejemplo, ideada o una representacion visual en un ordena-
dor o en papel) y, aunque no existe fisicamente, el ingeniero de anticuerpos pue-
de decidir sobre una secuencia de aminoacidos de la regién Fc variante y generar
un polipéptido que comprende esa secuencia o un ADN que codifica para la se-
cuencia de aminoacidos de la regién Fc variante deseada. Sin embargo, en reali-
zaciones preferidas, esta disponible un acido nucleico que codifica para una re-
gion Fc de un polipéptido original y esta secuencia de acido nucleico se altera pa-
ra generar una secuencia de acido nucleico variante que codifica para la regién Fc

variante.

Puede prepararse acido nucleico que codifica para una variante del polipéptido
original (o simplemente una region Fc variante) mediante métodos conocidos en
la técnica usando la orientacion de la presente memoria descriptiva para secuen-
cias particulares. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a, la preparacion
mediante mutagénesis dirigida al sitio (o mediada por oligonucleétidos), mutagé-
nesis por PCR (por ejemplo, Vallette et al., Nuc. Acids Res. 17:723-733 (1989) y
mutagénesis de casete (por ejemplo, Wells et al., Gene 34:315-323 (1985) de un
acido nucleico preparado anteriormente que codifica para el polipéptido. La muta-
génesis dirigida al sitio es un método preferido para preparar variantes. Esta téc-
nica se conoce bien en la técnica (véase, por ejemplo, Carter et al. Nucleic Acids
Res. 13: 4431-4443 (1985) y Kunkel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 488
(1987)).
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Alternativamente, o adicionalmente, puede determinarse la secuencia de aminoa-
cidos deseada que codifica para un polipéptido variante, y puede generarse de
manera sintética una secuencia de acido nucleico que codifica para tal secuencia
de aminoacidos del polipéptido variante (es decir, polipéptido que comprende una
region Fc variante que comprende una sustitucion de aminoacido tal como se
describe en el presente documento). Esto se considera todavia que es una region
Fc variante de una region Fc original ain cuando la region Fc original no era el
precursor molecular de la region Fc variante sino en su lugar la secuencia de ami-
noacidos de la region Fc presente en el original en ausencia de la sustitucion de

aminoacido deseada.

La secuencia de aminoacidos del polipéptido original puede modificarse con el fin
de generar una region Fc variante con afinidad o actividad de union al receptor de
Fc in vitro ylo in vivo alteradas; y/o actividad de ADCC alterada in vitro y/o in vivo;
y/o actividad de CDC alterada in vitro y/o in vivo. La secuencia de aminoacidos del
polipéptido original también puede modificarse con el fin de generar una region Fc
variante con propiedades de union al complemento y/o semivida en circulacion al-

teradas.

Pueden lograrse modificaciones sustanciales en las propiedades biologicas de la
region Fc seleccionando sustituciones de aminoacidos que difieren significativa-
mente en su efecto sobre la alteracion de (a) la estructura de la cadena principal
del polipéptido en la zona de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacion
de lamina o hélice, (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o
el volumen de la cadena lateral, (d) la interacciéon con hidrato de carbono o (e) la
flexibilidad del movimiento de dominios. Los residuos que se producen de manera
natural se dividen en clases basandose en sus propiedades de cadena lateral

comunes:

(1) hidrofobos: norleucina, met, ala, val, leu, ile;

(2) hidrdfilos neutros: cys, ser, thr;

(3) acidos: asp, glu;
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(4) basicos: asn, gin, his, lys, arg;

(5) residuos que influyen en la orientacién de la cadena: gly, pro; y

(6) aromaticos: trp, tyr, phe.

Sustituciones no conservativas implicaran intercambiar un miembro de una de es-
tas clases por un miembro de otra clase. Sustituciones conservativas implicaran
intercambiar un miembro de una de estas clases por otro miembro de la misma

clase.

Tal como se demuestra en los ejemplos a continuacion, puede disefarse por in-
genieria genética una region Fc variante con actividad alterada (funcién/funciones
efectora(s) y/o farmacocinética). Por ejemplo, pueden modificarse uno o mas resi-
duos de aminoacido de la regién Fc con el fin de alterar (por ejemplo, aumentar o
disminuir) la actividad de ADCC o la actividad de CDC o la afinidad de unién a
FcRn. En realizaciones preferidas, una modificacion es una sustituciéon enumera-
da en la tabla 1 en el presente documento. Generalmente, se hara una sustitucion
de aminoacido en uno o mas de los residuos de la regién Fc que se identifica en
el presente documento que afectan a la actividad de ADCC con el fin de generar
una region Fc variante de este tipo. En realizaciones preferidas, se sustituiran no
mas de uno a aproximadamente diez residuos de la regiéon Fc. Las regiones Fc en
el presente documento que comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos
conservaran preferiblemente al menos aproximadamente el 80%, y preferiblemen-
te al menos aproximadamente el 90%, y lo mas preferiblemente al menos aproxi-
madamente el 95%, de la secuencia de regién Fc original o de una secuencia de

region Fc humana nativa.

Introduciendo la(s) modificacién/modificaciones en la secuencia de aminoacidos
apropiada(s) en una region Fc original, puede generarse una region Fc variante
que (en comparacion con la region Fc original) (a) media en la ADCC en presen-
cia de células efectoras humanas mas o menos eficazmente y/o (b) media en la

CDC en presencia de complemento humano mas o menos eficazmente y/o (c) se
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une a C1q con una afinidad deseada y/o (d) se une a un receptor de Fc gamma
(FcyR) o receptor de Fc neonatal (FcRn) con una afinidad deseada. Tales regio-
nes Fc variantes comprenderan generalmente al menos una modificacion de ami-
noacido en la region Fc. Preferiblemente, la modificacién es una sustitucion de
aminoacido, mas preferiblemente una sustitucion de aminoacido enumerada en

las tablas 1-9 en el presente documento.

En realizaciones preferidas, la regiéon Fc del polipéptido original es una regién Fc
humana o fragmento funcional de la misma, por ejemplo, una regién Fc humana
nativa de IgG1 (alotipos fy a,z), 1gG2, IgG3, IgG4 humanas, y todos los alotipos
conocidos o descubiertos de cualquier especie. Tales regiones tienen secuencias
nativas tales como, por ejemplo, las mostradas en la figura 2 (SEQ ID NO:1-8), y
la figura 3 (SEQ ID NO: 9-12) en el presente documento.

En determinadas realizaciones, con el fin de generar una regiéon Fc variante con
actividad de ADCC potenciada, el polipéptido original tiene preferiblemente activi-
dad de ADCC preexistente (por ejemplo, el polipéptido original comprende una
region Fc de IgG1 humana o IgG3 humana). En algunas realizaciones, una va-
riante tiene actividad de ADCC potenciada (por ejemplo, mayores niveles en com-
paracion con el original segtin un ensayo de ADCC descrito en el presente docu-
mento) en comparacién con el polipéptido original, es decir, un anticuerpo mono-
clonal que comprende la region Fc variante tiene actividad de ADCC potenciada
tal como se compara en circunstancias idénticas con un anticuerpo monoclonal
que comprende la regién Fc original o una secuencia de region Fc de IgG1 o IgG3
nativa pero por lo demas idéntica al anticuerpo monoclonal que comprende la re-

gién Fc variante.

En realizaciones preferidas, se introduce(n) sustitucion/sustituciones de aminoaci-
do(s) en los dominios CH2 y/o CH3 de una regién Fc. En realizaciones preferidas,
la regién Fc original usada como molde para generar tales variantes comprende

una region Fc de IgG humana.

En determinadas realizaciones, con el fin de generar una regiéon Fc variante con

actividad de CDC potenciada, el polipéptido original tiene preferiblemente activi-
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dad de CDC preexistente. En algunas realizaciones, una variante tiene actividad
de CDC potenciada (por ejemplo, mayores niveles en comparacién con el original
segln un ensayo de CDC descrito en el presente documento) en comparacion
con el polipéptido original, es decir, un anticuerpo monoclonal que comprende la
region Fc variante tiene actividad de CDC potenciada tal como se compara en cir-
cunstancias idénticas con un anticuerpo monocional que comprende la regién Fc
original o una secuencia de region Fc de IgG1 o IgG3 nativa pero por lo demas
idéntica al anticuerpo monoclonal que comprende la regién Fc variante.

Los polipéptidos variantes descritos en el presente documento pueden someterse
a modificaciones adicionales, dependiendo del uso deseado o previsto del poli-
péptido. Tales modificaciones pueden implicar, por ejemplo, una alteracién adicio-
nal de la secuencia de aminoacidos (sustitucion, insercion y/o delecién de resi-
duos de aminoacido), modificaciones con hidratos de carbono, fusién a polipépti-
do(s) heterdlogo(s) y/o modificaciones covalentes. Tales modificaciones adiciona-
les pueden hacerse antes de, simultaneamente con o después de la(s) modifica-
cién/modificaciones de aminoacido(s) dada(s) a conocer en el presente documen-
to que da(n) como resultado una alteraciéon de la unién al receptor de Fc y/o acti-
vidad de ADCC y/o actividad de CDC.

Alternativa o adicionalmente, puede ser util combinar modificaciones de aminoa-
cidos con una o mas modificaciones de aminoacidos adicionales que alteran la
unién a C1q y/o la funcién de CDC de la regién Fc. Por ejemplo, el polipéptido de
partida puede ser incapaz de unirse a C1q y/o mediar en la CDC y puede modifi-
carse segun las ensefianzas en el presente documento de manera que adquiere
estas funciones efectoras adicionales. Ademas, pueden modificarse polipéptidos
con actividad de unién a C1q preexistente, opcionalmente que tienen ademas la
capacidad para mediar en la CDC, de manera que una o ambas de estas activi-
dades se potencian (o alternativamente, se disminuyen). Se describen en el pre-
sente documento determinadas modificaciones de aminoacidos en la region Fc
que alteran la union a C1q y/o modifican la actividad de CDC (véanse las tablas 2,

7,8y 10) y, por ejemplo, en el documento W00042072.
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Tal como se dio a conocer anteriormente, puede disefarse una region Fc o parte
de la misma con funcién efectora alterada, por ejemplo, modificando la actividad
de CDC y/o la actividad de ADCC. Por ejemplo, puede generarse una region Fc
variante con actividad de CDC mejorada y actividad de ADCC mejorada. Alterna-
tivamente, cuando se desea que una funcion efectora se reduzca o se suprima,
puede disefarse por ingenieria genética una regioén Fc variante con actividad de
CDC reducida y/o actividad de ADCC reducida. En otras realizaciones, puede
aumentarse solo una de estas actividades, y opcionalmente también reducirse la
otra actividad, por ejemplo, para generar una region Fc variante con actividad de
ADCC mejorada, pero actividad de CDC reducida y viceversa. Adicionalmente,
puede disefarse por ingenieria genética una regiéon Fc variante con afinidad de

unién modificada a FcRn, proteina A y/u otras proteinas de unién a Fc.

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona composiciones que
comprenden una variante de un polipéptido original, en las que el original com-
prende una region Fc (o parte de la misma) y en las que la variante comprende al
menos una modificacion de aminoacido de residuos de superficie dentro de la re-
gion Fc (vease, por ejemplo, Deisenhofer, Biochemistry, 20:2361-70, abril de
1981, y documento W00042072). En otras realizaciones, la presente descripcion
proporciona composiciones que comprenden una variante de un polipéptido origi-
nal que tiene una regién Fc, en las que la variante comprende al menos una modi-
ficacién de aminoacido de residuos de superficie en la region Fc. En realizaciones
adicionales, la presente descripcion comprende una variante de un polipéptido
original que tiene una region Fc, comprendiendo la variante al menos una modifi-
cacién de aminoacido de superficie y al menos una modificacion de aminoacido

no de superficie, ambas en la regién Fc.

Variantes de combinacion

En algunas realizaciones, una region Fc variante comprende dos o mas modifica-
ciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones). Tales variantes de combina-
cién pueden producirse, por ejemplo, seleccionando dos o mas de las sustitucio-
nes de aminoacidos detalladas anteriormente (por ejemplo, véase la tabla 1), o
una o mas sustituciones de aminoacidos enumeradas en la tabla 1 ademas de

una sustitucion conocida en la técnica.
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Las variantes de combinacién mostradas en la tabla 10 y otras variantes de com-
binacién (tales como las sustituciones dadas conocer en el documento
WO00042072 usadas en combinacion con las dadas a conocer en el presente do-
cumento) pueden someterse a prueba para determinar una actividad dada (por
ejemplo, actividad de union a FcRn, actividad de ADCC y actividad de CDC) en
una variedad de ensayos (véanse los ejemplos a continuacion). En este sentido,

pueden identificarse variantes de combinacion utiles.

En determinadas realizaciones preferidas, las muiltiples sustituciones de aminoa-
cidos presentes en una region Fc variante tienen una sustitucion de aminoacido
que aumenta la actividad de ADCC, y una modificacion de aminoacido que au-
menta la afinidad de unién a receptor de Fc neonatal (FcRn) (por ejemplo, a pH
6,0) del polipéptido que comprende la region Fc variante. En otras realizaciones,
las variantes de combinacion tienen un aminoacido de superficie en una region Fc
variante de la presente invencién, y una modificacion de aminoacido de no super-
ficie. Pueden generarse variantes de combinacion adicionales en las regiones Fc
variantes de la presente invencion combinando dos o mas de las sustituciones de
aminoacidos descritas en el presente documento, o al menos una de las sustitu-
ciones de aminoacidos descritas en el presente documento con las descritas en,

por ejemplo, el documento W00042072.

Ensayos de polipéptidos variantes

La presente descripcién proporciona diversos ensayos para seleccionar regiones
Fc variantes o polipéptidos que comprende una region Fc variante. Pueden usar-
se ensayos de seleccion para encontrar o confirmar variantes utiles. Por ejemplo,
pueden seleccionarse variantes de combinacion (véase, por ejemplo, la tabla 10)
para encontrar variantes con union a FcR alterada, y/o actividad de ADCC altera-
da y/o de CDC alterada (por ejemplo, actividad de ADCC o CDC aumentada o
disminuida) y/o capacidad modificada para agotar células diana (células B, por
ejemplo) a partir de sangre completa. Ademas, tal como se describe a continua-
cién, los ensayos pueden emplearse para encontrar o confirmar variantes que tie-
nen actividad terapéutica beneficiosa en un sujeto (por ejemplo, tal como un ser

humano con sintomas de una enfermedad sensible a anticuerpos o inmunoad-
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hesinas). Puede emplearse una variedad de tipos de ensayo para evaluar cual-
quier cambio en una variante en comparacion con el polipéptido original (ensayos
de seleccidn proporcionados por ejemplo en el documento W00042072). Se des-

criben a continuaciéon ensayos a modo de ejemplo adicionales.

En realizaciones preferidas, un polipéptido variante (es decir, polipéptido que
comprende una regién Fc variante o parte funcional de la misma) es un anticuerpo
monoclonal que conserva esencialmente la capacidad para unirse especificamen-
te a un antigeno (mediante una regién de union a antigeno no modificada o regién
de unién a antigeno modificada) en comparacion con el polipéptido original (por
ejemplo, la capacidad de union es preferiblemente menos de 20 veces, 10 veces,
7 veces o menos de aproximadamente 5 veces diferente de la del polipéptido ori-
ginal). La capacidad de unién del polipéptido variante al antigeno puede determi-
narse usando técnicas tales como ELISA, analisis de clasificacion celular activada
por fluorescencia (FACS) o radicinmunoprecipitacion (RIA), por ejemplo pueden
emplearse ensayos de unién a FcR para evaluar las variantes de la presente in-
vencion. Por ejemplo, puede medirse la union a receptores de Fc tales como
FcyRI, FeyRlla, FeyRIib, FeyRIIl, FeRn, etc., titulando un polipéptido variante y mi-
diendo el polipéptido variante unido usando un anticuerpo que se une al polipépti-
do variante en un formato de ELISA (véanse los ejemplos a continuacién). Por
ejemplo, puede seleccionarse una variante que comprende un anticuerpo en un
ensayo ELISA convencional para determinar la uniéon aun FcRnapH 6,0y pH 7,0
o pH 7,4. Puede usarse una superficie sélida recubierta con estreptavidina o neu-
travidina para capturar FcRn marcado con biotina de cualquier especie, tal como
ratén o ser humano. Tras bloquear, el receptor de captura puede incubarse con
polipéptidos variantes (por ejemplo, anticuerpos) diluidos en tampones a pH 6,0 o
pH 7,0. En la siguiente etapa, se afiade una molécula especifica para anticuerpos
humanos (por ejemplo, (Fab’); de cabra anti-Fab humano conjugado con una en-
zima). Después de eso, puede anadirse un sustrato con el fin de determinar la
cantidad de union del polipéptido variante al FcRn inmovilizado a pH 6,0 o pH 7,0
o pH 7,4. Los resultados de este ensayo pueden compararse con la capacidad del
polipéptido original (no variante) para unirse al mismo FcR. En otras realizaciones

preferidas, los componentes para llevar a cabo un ELISA (por ejemplo, con FcRn)
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para seleccionar variantes estan envasados en un kit (por ejemplo, con instruc-

ciones para su uso).

También puede emplearse un ensayo de ADCC para seleccionar las variantes.
Los ensayos de ADCC pueden realizarse in vitro o in vivo. Para evaluar la activi-
dad de ADCC de un polipéptido variante, puede realizarse un ensayo de ADCC in
vitro usando razones de efector.diana variables. Un ensayo de ADCC a modo de
ejemplo podria usar una linea celular diana que expresa cualquiera de los siguien-
tes antigenos diana: CD20, CD22, CD33, CD40, CD63, receptor de EGF, receptor
her-2, antigeno de membrana especifico de la prostata, hidrato de carbono de
Lewis Y, gangliésidos GD2 y GD3, lamp-i, CO-029, L6 y ephA2. Pueden obtener-
se celulas efectoras de un donante sano (por ejemplo, el dia del experimento) y
PBMC purificadas usando Histopaque (Sigma). Entonces se incuban previamente
las células diana con una IgG que comprende una region Fc variante de la inven-
cion a, por ejemplo, 0,1 - 1.000 ng/ml durante aproximadamente 30 minutos antes
de mezclar con células efectoras a razones de efector:diana de, por ejemplo,
40:1, 20:1 y 10:1. Entonces puede medirse la actividad de ADCC colorimétrica-
mente usando un kit de deteccién de citotoxicidad (Roche Molecular Biochemi-
cals) para la cuantificacion de la lisis y muerte celular basandose en la medicién
de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) liberada del citosol de células dafa-
das al sobrenadante. La actividad de ADCC también puede medirse, para ensa-
yos de células diana cargadas con cromo, midiendo la liberacién de cromo 51 re-
sultante. Puede determinarse la citotoxicidad celular independiente de anticuerpos
midiendo la actividad LDH de células efectoras y diana en ausencia de anticuerpo.
Puede medirse la liberacion total tras la adicion de Triton X-100 al 1% a la mezcla
de células efectoras y diana. La incubacion de las células efectoras y diana puede
realizarse durante un periodo de tiempo optimizado (0,54-18 horas) a 37°C en un
5,0% de CO; y al que luego le sigue la centrifugacion de las placas de ensayo.
Los sobrenadantes pueden transferirse entonces a placas de 96 pocillos e incu-
barse con reactivo de deteccion de LDH durante 30 minutos a 25°C. Entonces
puede medirse la absorbancia de la muestra a 490 nm usando un lector de micro-
placas. Entonces puede calcularse el porcentaje de citotoxicidad usando la si-
guiente ecuacion: % de citotoxicidad = valor experimental - control bajo/control al-

to - control bajo X 100%. Entonces puede compararse el porcentaje de citotoxici-
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dad de anti-CD20 y variantes directamente con una cantidad igual de RITUXAN
para proporcionar una medicién de la eficacia relativa. Un ensayo de ADCC a
modo de ejemplo podria emplear células SKW6.4 que sobreexpresan el antigeno
CD20 (por ejemplo, adquiridas de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo) como
fuente de células diana. Se conocen en la técnica muchas variaciones de este en-
sayo (por ejemplo, Zuckerman et al., CRC Crit Rev Microbiol 1978; 7(1):1-26).

Las células efectoras utiles para tales ensayos incluyen, pero no se limitan a, cé-
lulas NK, macroéfagos y otras PBMC. Alternativamente, o adicionalmente, puede
evaluarse la actividad de ADCC de los polipéptidos variantes de la presente in-
vencion in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como el dado a conocer en
Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656 (1998)).

Las variantes también pueden seleccionarse para determinar la activacion del
complemento. Para evaluar la activacion del complemento, puede realizarse un
ensayo de CDC (véase, por ejemplo, Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Met-
hods, 202:163 (1996)). Por ejemplo, pueden diluirse con tampon diversas concen-
traciones del polipéptido variante y complemento humano. Pueden diluirse células
que expresan el antigeno al que se une el polipéptido variante hasta una densidad
de 1 x 10° células/ml. Pueden afadirse mezclas de polipéptido variante, comple-
mento humano diluido y células que expresan el antigeno a una placa de 96 poci-
llos de cultivo tisular de fondo plano y dejarse incubar durante 2 horas a 37°C y un
5% de CO; para facilitar la lisis celular mediada por complemento. Entonces pue-
den afadirse cincuenta microlitros de azul de alamar (Accumed International) a
cada pocillo e incubarse durante la noche a 37°C. Puede medirse la absorbancia
usando un fluorimetro de 96 pocillos con excitacion a 530 nm y emision a 590 nm.
Pueden expresarse los resultados en unidades relativas de fluorescencia (URF).
Pueden calcularse las concentraciones de la muestra a partir de una curva patréon
y puede notificarse el porcentaje de actividad en comparacion con polipéptido no

variante para el polipéptido variante de interés.

En determinadas realizaciones, los polipéptidos variantes no activan el comple-
mento o activan el complemento de manera escasa. Por ejemplo, un polipéptido

variante presenta una actividad de CDC de aproximadamente el 0-10% en este
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ensayo en comparacion con un anticuerpo control que tiene una regiéon Fc de
IgG1 no mutada. Preferiblemente, la variante no parece tener ninguna actividad
de CDC (por ejemplo, por encima del fondo) en el ensayo de CDC anterior. En
otras realizaciones, se encuentra que un polipéptido variante de la presente in-
vencion tiene CDC potenciada en comparacién con un polipéptido original (por
ejemplo, que presenta preferiblemente una potenciacion de aproximadamente 1,1,
1,5, 1,7 0 2 veces a aproximadamente 100 veces (o mas) en la actividad de CDC

in vitro o in vivo cuando se comparan los valores de Clsp).

También pueden seleccionarse polipéptidos variantes para determinar el agota-
miento de células diana en un ensayo de sangre completa. Por ejemplo, pueden
seleccionarse diversas concentraciones del polipéptido variante con especificidad
de diana de CD20 para determinar el agotamiento de células B en un ensayo de
sangre completa usando FACS (Vugmeyster et al., 2003 Cytometry 52A, 101-
109). Se incuba sangre recién extraida con concentraciones variables de polipép-
tido variante a 37°C y un 5% de CO, durante 4 horas (el tiempo puede variar).
Tras la incubacion, se lisan los gloébulos rojos segun las directrices del fabricante
con un reactivo de cloruro de amonio (Beckton-Dickinson, n.° de cat. 555899) y se
detectan células B mediante FACS usando un anticuerpo marcado fluorescente-
mente especifico para células B (anti-CD 19, por ejemplo). Los resultados pueden
expresarse como porcentaje del agotamiento de células B en relacion con o bien
una muestra no tratada o bien una muestra incubada con un anticuerpo irrelevan-

te (que no se agota).

En realizaciones preferidas, un polipéptido variante agota células B mas eficaz-
mente que el polipéptido original. Un polipéptido variante puede agotar células B,
por ejemplo, en un grado de aproximadamente dos veces o mas que el polipépti-
do original, y preferiblemente de manera aproximada cinco veces o mas. Ademas,
una variante puede presentar una mayor potencia en el agotamiento de células B.
Por ejemplo, una variante puede agotar el mismo porcentaje de células B en rela-
cion con el polipéptido original, pero utilizar aproximadamente cinco veces menos,
y preferiblemente de manera aproximada 10 veces menos de anticuerpo. El ago-
tamiento de células diana mediado por variantes puede estar de aproximadamen-

te 2 veces, 3 veces, 5 veces a aproximadamente 1000 veces o mas, y preferible-
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mente de desde aproximadamente 5 veces hasta aproximadamente 1000 veces

mejorado en comparacién con el polipéptido original.

Las variantes también pueden seleccionarse in vivo. Puede emplearse cualquier
tipo de ensayo in vivo. Se proporciona a continuacién un ejemplo particular de un
tipo de ensayo. Este ensayo a modo de ejemplo permite la evaluacién preclinica
de variantes de Fc in vivo. Una variante que va a someterse a prueba puede in-
corporarse en la region Fc de un anticuerpo particular que se sabe que tiene al-
guna actividad. Por ejemplo, una variante puede incorporarse en la region Fc de
una IgG anti-CD20 mediante mutagénesis. Esto permite que se comparen una
IgG original y una IgG de variante de Fc directamente con RITUXAN (que se sabe
que promueve regresion tumoral). La evaluacién preclinica puede realizarse en 2
fases (una fase farmacocinética y una fase farmacodinamica). El objetivo de los
estudios farmacocinéticos de fase | es determinar si hay diferencias en la veloci-
dad de aclaramiento entre una IgG de variante de Fc y el anticuerpo con actividad
in vivo conocida (por ejemplo, RITUXAN). Diferencias en la velocidad de aclara-
miento pueden provocar diferencias en el nivel en estado estacionario de IgG en
suero. Como tal, si se detectan diferencias en las concentraciones en estado es-
tacionario, éstas deben normalizarse para permitir que se hagan comparaciones
precisas. El objetivo de los estudios farmacodinamicos de fase Il es determinar el
efecto de las mutaciones de Fc sobre, en este caso, el crecimiento tumoral. Estu-
dios previos con RITUXAN usaron una (nica dosis que inhibié completamente el
crecimiento tumoral. Debido a que esto no permite que se midan diferencias cuan-

titativas, debe emplearse un intervalo de dosis.

Puede realizarse la comparacion farmacocinética de fase | de una variante de Fc,
la Fc original de tipo natural y RITUXAN, por ejemplo, de la siguiente manera. En
primer lugar, pueden inyectarse 40 ug (u otra dosis que va a someterse a prueba)
por animal por via intravenosa y cuantificarse el nivel en plasma de la IgG a las 0,
0,25, 0,5, 1, 24, 48, 72, 96, 120, 168 y 336 h. Los datos pueden ajustarse, por
ejemplo, usando un programa farmacocinético (WinNonLin) usando un modelo
farmacocinético de dos compartimentos de latencia cero para obtener la velocidad
de aclaramiento. La velocidad de aclaramiento puede usarse para definir el nivel

en plasma en estado estacionario con la siguiente ecuacion: C= dosis/(velocidad
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de aclaramiento X t), en la que T es el intervalo entre dosis y C es el nivel en
plasma en estado estacionario. Pueden realizarse experimentos farmacocinéticos
en ratones que no llevan tumor con, por ejemplo, un minimo de 5 ratones por pun-

to de tiempo.

Puede emplearse un modelo animal para la siguiente fase de la siguiente manera.
En el flanco derecho de ratones CB17-SCID pueden implantarse 10° células Raji
por via subcutanea. El bolo intravenoso del anticuerpo con Fc variante, el anti-
cuerpo con Fc de tipo natural y RITUXAN puede comenzar inmediatamente tras la
implantacién y continuar hasta que el tamario tumoral es mayor de 2 cm de dia-
metro. El diametro tumoral puede determinarse cada lunes, miércoles y viernes
midiendo la longitud, anchura y profundidad del tumor usando un calibre (volumen
tumoral = A x L x P). Un grafico del volumen tumoral frente al tiempo proporciona-
ra la velocidad de crecimiento tumoral para el calculo farmacodinamico. Debe

usare un minimo de aproximadamente 10 animales por grupo.

La comparacién farmacodinamica de fase>ll del anticuerpo con Fc variante, el an-
ticuerpo con Fc de tipo natural y RITUXAN puede realizarse de la siguiente mane-
ra. Basandose en datos publicados, RITUXAN a 10 pug/g semanalmente inhibié
completamente el crecimiento tumoral tumor in vivo (Clynes et al., Nat. Med.
6:443-6, 2000). Por tanto, puede someterse a prueba un intervalo de dosis sema-
nal de 10 pg/g, 5 ug/g, 1 ug/g, 0,5 ug/g y 0 pug/g. El nivel en plasma en estado es-
tacionario al que se inhibe la velocidad de crecimiento tumoral en un 50% puede
determinarse graficamente mediante la relaciéon entre el nivel en plasma en esta-
do estacionario y la eficacia. El nivel en plasma en estado estacionario puede cal-
cularse tal como se describi6é anteriormente. Si es necesario, puede ajustarse t en
consecuencia para cada anticuerpo con Fc variante y el anticuerpo con Fc de tipo
natural dependiendo de sus propiedades farmacocinéticas para lograr un nivel en
plasma en estado estacionario comparable a RITUXAN. Valores farmacodinami-
cos mejorados estadisticos del anticuerpo con Fc variante en comparacién con el
polipéptido original (por ejemplo, anticuerpo con Fc de tipo natural) y RITUXAN
indicaran generalmente que el anticuerpo con Fc variante confiere una actividad in

vivo mejorada.
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Puede realizarse una comparacion farmacodinamica adicional de anticuerpos con
Fc variante, anticuerpos con Fc de tipo natural y RITUXAN en monos cynomol-
gous tal como se describi6 previamente (Reff et al., Blood 83, 435-445, 1994).
Puede usarse una respuesta a la dosis para el agotamiento de células B periféri-
cas y células B de ganglios linfaticos para comparar las potencias relativas de las
variantes de Fc con Fc de tipo natural y RITUXAN administrados por via intrave-
nosa y/o por via subcutanea. Valores farmacodinamicos mejorados estadisticos
de la variante de Fc en comparacion con el polipéptido original (por ejemplo, Fc
de tipo natural) y RITUXAN indicaran generalmente que el anticuerpo con Fc va-

riante confiere una actividad in vivo mejorada.

En realizaciones adicionales, las variantes (es decir, polipéptido que comprende
una region Fc variante de la invencion, o parte funcional de la misma) se selec-
cionan de manera que se identifican variantes que son utiles para uso terapéutico
en al menos dos especies. Tales variantes se denominan en el presente docu-
mento “variantes mejoradas de doble especie”, y son particularmente utiles para
identificar variantes que son terapéuticas en seres humanos, y también demues-
tran (o es probable que demuestren) eficacia en un modelo animal. En este senti-
do, la presente invencion proporciona métodos para identificar variantes que tie-
nen una fuerte probabilidad de aprobarse para pruebas clinicas en seres huma-
nos puesto que es probable que los datos de modelos animales apoyen cualquier
solicitud de pruebas en seres humanos realizada a agencias reguladoras guber-

namentales (por ejemplo, la Food and Drug Administration estadounidense).

En determinadas realizaciones, se identifican variantes mejoradas de doble espe-
cie realizando en primer lugar un ensayo de ADCC usando células efectoras
humanas para encontrar variantes mejoradas, y realizando entonces un segundo
ensayo de ADCC usando células efectoras de raton, rata o primate no humano
para identificar un subconjunto de las variantes mejoradas que son variantes me-
joradas de doble especie. En algunas realizaciones, la presente descripcion pro-
porciona métodos para identificar variantes mejoradas de doble especie que com-
prenden: a) proporcionar: i) células diana, ii) una composicién que comprende una

variante candidata de un polipéptido original que tiene al menos una parte de una
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region Fc, en la que la variante candidata comprende al menos una sustitucion de
aminoacido en la region Fc, y en la que la variante candidata media en la citotoxi-
cidad de células diana en presencia de una primera especie (por ejemplo, ser
humano) de células efectoras mas eficazmente que el polipéptido original, y iii) cé-
lulas efectoras de una segunda especie (por ejemplo, raton, rata o primate no
humano), y b) incubar la composicioén con las células diana en condiciones tales
que la variante candidata se une a las células diana generando de ese modo célu-
las diana unidas a la variante candidata, c) mezclar las células efectoras de la se-
gunda especie con las células diana unidas a la variante candidata, y d) medir la

citotoxicidad de células diana mediada por la variante candidata.

En determinadas realizaciones, el método comprende ademas la etapa e) deter-
minar si la variante candidata media en la citotoxicidad de células diana en pre-
sencia de las células efectoras de la segunda especie mas eficazmente que el po-
lipéptido original. En algunas realizaciones, el método comprende ademas la eta-
pa f) identificar una variante candidata como una variante mejorada de doble es-
pecie que media en la citotoxicidad de células diana en presencia de las células
efectoras de la segunda especie mas eficazmente que el polipéptido original. En
realizaciones preferidas, las variantes de doble especie identificadas se seleccio-

nan entonces in vivo en uno o mas ensayos en animales.

En determinadas realizaciones, se identifican variantes mejoradas de doble espe-
cie realizando en primer lugar un ensayo en sangre completa usando sangre
humana para encontrar variantes mejoradas y luego realizando un segundo ensa-
yo en sangre completa usando sangre de ratén, rata o primate no humano para
identificar un subconjunto de las variantes mejoradas que son variantes mejora-
das de doble especie. En algunas realizaciones, la presente invencion proporcio-
na métodos para identificar variantes mejoradas de doble especie, que compren-
den: a) proporcionar: i) células diana, ii) una composicién que comprende una va-
riante candidata de un polipéptido original que tiene al menos una parte de una
region Fc, en la que la variante candidata comprende al menos una sustitucién de
aminoacido en la region Fc, y en la que la variante candidata media en el agota-
miento de células diana en presencia de sangre de una primera especie (por

ejemplo, ser humano) mas eficazmente que el polipéptido original, y iii) sangre de
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una segunda especie (por ejemplo, ratén, rata o primate no humano), y b) incubar
la composicién con las células diana en condiciones tales que la variante candida-
ta se une a las células diana generando de ese modo células diana unidas a la
variante candidata, c) mezclar la sangre de la segunda especie con las células di-
ana unidas a la variante candidata, y d) medir el agotamiento de células diana
mediado por la variante candidata. En determinadas realizaciones, el método
comprende ademas la etapa e) determinar si la variante candidata media en el
agotamiento de células diana en presencia de la sangre de la segunda especie
mas eficazmente que el polipéptido original. En algunas realizaciones, el método
comprende ademas la etapa f) identificar una variante candidata como una varian-
te mejorada de doble especie que media en el agotamiento de células diana en
presencia de la sangre de la segunda especie mas eficazmente que el polipéptido
original. En realizaciones preferidas, las variantes de doble especie identificadas

se seleccionan entonces in vivo en uno o mas ensayos en animales.

En determinadas realizaciones, se identifican variantes mejoradas de doble espe-
cie realizando cualquiera de los ensayos anteriores usando componentes huma-
nos (por ejemplo, células humanas, FcR humano, etc.) para identificar variantes
mejoradas, y luego realizando el mismo ensayo (o un ensayo diferente) con com-
ponentes de animales no humanos (por ejemplo, células de ratén, FcR de ratén,
etc.). En este sentido, puede identificarse un subconjunto de variantes que tienen
un buen rendimiento segtin criterios dados en tanto ensayos basados en seres

humanos como ensayos basados en una segunda especie.

Un procedimiento a modo de ejemplo para identificar variantes mejoradas de do-
ble especie es tal como sigue. En primer lugar, se muta una secuencia de acido
nucleico que codifica para al menos una parte de una regiéon Fc de IgG de manera
que la secuencia de aminoacidos expresada tiene al menos un cambio de ami-
noacido, generando de ese modo una variante. Esta variante de IgG expresada
se caracteriza entonces en un ensayo de ADCC usando PBMC humanas o un
subconjunto (células NK o macréfagos, por ejemplo). Si se encuentra actividad de
ADCC potenciada, entonces se selecciona la variante en un segundo ensayo de
ADCC usando PBMC de ratén o rata. Alternativamente, o ademas, puede reali-

zarse un ensayo con la variante para unirse a lineas celulares o receptores de
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roedores clonados. Finalmente, si se encuentra que la variante mejora en el se-
gundo ensayo, lo que la convierte en una variante mejorada doble, entonces la

variante se selecciona in vivo en ratones o ratas.

Moléculas que contienen regiones Fc variantes a modo de ejemplo

La regiones Fc variantes pueden ser parte de moléculas mas grandes. Las molé-
culas mas grandes pueden ser, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, anticuer-
pos policlonales, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos
biespecificos, inmunoadhesinas, etc. Adicionalmente, una region Fc variante pue-
de estar operativamente unida a un polipeptido distinto de anticuerpo al que le
puede conferir una semivida alterada (aumentada o disminuida). Como tal, es evi-

dente que existe una amplia gama de aplicaciones para las regiones Fc variantes.

Anticuerpos que contienen regiones Fc variantes

En realizaciones preferidas, la molécula que contiene regiones Fc variantes (por
ejemplo, polipéptido) es un anticuerpo. A continuacion se describen técnicas para

producir anticuerpos.

(i) Seleccion y preparacion del antigeno

Generalmente, cuando la molécula que contiene regiones Fc variantes es un anti-
cuerpo, el anticuerpo se dirige contra antigeno de interés. Preferiblemente, el an-
tigeno es un polipéptido y la administracion del anticuerpo a un mamifero que pa-
dece una enfermedad o trastorno que se beneficiaria de una disminucion en la
cantidad o la actividad de la molécula antigénica puede dar como resultado un
beneficio terapéutico en ese mamifero. Sin embargo, también pueden emplearse
anticuerpos dirigidos contra antigenos no polipeptidicos (tales como antigenos gli-

colipidicos asociados a tumor; véase la patente estadounidense 5.091.178).

Los antigenos a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, moléculas tales
como renina; una hormona de crecimiento, incluyendo hormona de crecimiento
humana y hormona de crecimiento bovina; factor liberador de hormona de creci-
miento; hormona paratiroidea; hormona estimulante del tiroides; lipoproteinas; al-
fa-i-antitripsina; cadena A de la insulina; cadena B de la insulina; proinsulina; hor-

mona foliculoestimulante; calcitonina; hormona luteinizante; glucagon; factores de
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coagulacion tales como factor VIIIC, factor IX, factor tisular (TF) y factor de von
Willebrand; factores anticoagulantes tales como proteina C; péptido natriurético
auricular; tensioactivo pulmonar; un activador del plasminégeno, tal como uroci-
nasa o activador del plasminégeno de tipo tisular (t-PA) o de orina humana; bom-
besina; trombina; factor de crecimiento hematopoyético; factor de necrosis tumo-
ral alfa y beta; encefalinasa; RANTES (regulador por activacion de células T ex-
presadas y secretadas normalmente); proteina inflamatoria de macréfagos huma-
nos (MIP-1-alfa); una albimina sérica tal como albimina sérica humana; sustan-
cia inhibidora mulleriana; cadena A de la relaxina; cadena B de la relaxina; prore-
laxina; péptido asociado a gonadotropina de ratén; una proteina microbiana, tal
como beta-lactamasa; ADNasa; IgE; un antigeno asociado a linfocitos T citotoxi-
cos (CTLA), tal como CTLA-4; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF); receptores para hormonas o factores de crecimiento; proteina A
o D; factores reumatoides; un factor neurotéfico tal como factor neurotéfico deri-
vado de hueso (BDNF), neurotrofina 3, 4, 5 6 6 (NT-3, NT-4, NT-5 o NT-6), o un
factor de crecimiento nervioso; factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF); factor de crecimiento de fibroblastos tal como un FGF y FGF; factor de
crecimiento epidérmico (EGF); factor de crecimiento transformante (TGF) tal como
TGF-alfa y TGF beta, incluyendo TGF-1, TGF-2, TGF-3, TGF-4 o TGF-5; factor de
crecimiento similar a la insulina | y Il (IGF-I e IGF-Il); des (1-3)-IGF-I (IGF-| cere-
bral), proteinas de union a factor de crecimiento similar a la insulina; proteinas CD
tales como CD3, CD4, CD8, CD19 y CD20; eritropoyetina; factores osteoinducto-
res, inmunotoxinas,; una proteina morfogenética 6sea (BMP); un factor de diferen-
ciacion del crecimiento (por ejemplo, GDF8); un interferén tal como interferén alfa,
beta y gamma; factores estimuladores de colonias (CSF), por ejemplo, M-CSF,
GM-CSF y G-CSF; interleucinas (IL), por ejemplo, de IL-I a IL-25; superéxido dis-
mutasa; receptores celulares T-25; proteinas de membrana de superficie; factor
de aceleraciéon de la descomposicion; antigeno viral tal como, por ejemplo, una
parte de la envuelta del SIDA; proteinas de transporte; receptores de direcciona-
miento; adresinas; proteinas reguladoras; integrinas tales como CD11a, CD11b,
CD11¢c, CD18, una ICAM, VLA4 y VCAM; un antigeno asociado a tumor tal como
receptor HER2, HER3 o HER4; grelina; un miembro de una ruta de apoptosis; y
fragmentos o precursores de cualquiera de los polipéptidos enumerados anterior-

mente.
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Los antigenos preferidos incluyen, pero no se limitan a, proteinas CD tales como
CD3, CD4, CD8, CD19, CD20 y CD34; miembros de la familia del receptor de
ErbB tal como el receptor de EGF, el receptor HER2, HER3 o HER4; moléculas
de adhesion celular tales como LFA-1, Macl, p 150.95, VLA4, ICAM-1, VCAM, in-
tegrina a4/p7 e integrina Xv/p3 que incluye o bien 5 o bien subunidades de la
misma (por ejemplo, anticuerpos anti-CDI | a, anti-CD 18 o anti-CDI 1b); factores
de crecimiento tales como VEGF; factor tisular (TF); interferén alfa (a-IFN); facto-
res de diferenciacion del crecimiento, por ejemplo, GDF-8; una interleucina, tal
como IL-8; IgE; antigenos del grupo sanguineo; receptor de flk2/flt3; receptor de
obesidad (OB); receptor de mpl; CTLA-4; proteina C y grelina.

Pueden usarse antigenos solubles o fragmentos de los mismos, opcionalmente
conjugados con otras moléculas, como inmunégenos para generar anticuerpos.
Para moléculas transmembrana, tales como receptores, pueden usarse fragmen-
tos de estos (por ejemplo, el dominio extracelular de un receptor) como inmuné-
geno. Alternativamente, pueden usarse células que expresan la molécula trans-
membrana como inmunogeno. Tales células pueden derivarse de una fuente na-
tural (por ejemplo, lineas de células cancerosas) o pueden ser células que se han
transformado mediante técnicas recombinantes para expresar la molécula trans-
membrana. Otros antigenos y formas de los mismos Utiles para preparar anticuer-

pos resultaran evidentes para el experto en la técnica.

(i) Anticuerpos policlonales

La presente descripciéon proporciona anticuerpos policlonales con regiones Fc va-
riantes. Por ejemplo, un repertorio de inmunoglobulina humana que contiene re-
giones constantes de IgG1 modificadas puede transplantarse a ratones con inmu-
noglobulinas inactivadas, dando como resultado ratones que expresan un reperto-
rio de IgG que contiene regiones Fc modificadas (véase, por ejemplo, Mendez, MJ
et al., Nature Genetics 15:146 (1997)). Se generan anticuerpos policlonales prefe-
riblemente en animales mediante inyecciones subcutaneas (sc) o intraperitonea-
les (ip) multiples del antigeno relevante y un adyuvante. Puede ser Gtil conjugar el

antigeno relevante con una proteina que es inmunogénica en la especie que va a
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inmunizarse (por ejemplo, hemocianina de lapa californiana, albimina sérica, tiro-
globulina bovina o inhibidor de tripsina de soja) usando un agente bifuncional o de
derivatizacion (por ejemplo, éster de maleimidobenzoilsulfosuccinimida para la
conjugacioén a través de residuos de cisteina, N-hidroxisuccinimida para la conju-
gacion a través de residuos de lisina, glutaraldehido, anhidrido succinico, SOC12,
0 R1IN=C=NR, en el que R y R1 son grupos alquilo diferentes.

Ejemplos de un protocolo de inmunizacién general para un conejo y un ratén son
tal como siguen. Se inmunizan los animales frente al antigeno, los conjugados
inmunogénicos o los derivados combinando, por ejemplo, 100 ug o 5 pg de la pro-
teina o el conjugado (por ejemplo, para un conejo o un ratén respectivamente)
con 3 volumenes de adyuvante completo de Freund e inyectando la disolucién por
via intradérmica en mudltiples sitios. Un mes mas tarde se refuerzan los animales
con 1/5 o 1/10 de la cantidad original de péptido o conjugado en adyuvante com-
pleto de Freund mediante inyeccién subcutanea en muiltiples sitios. De siete a ca-
torce dias mas tarde se extrae sangre de los animales y se somete a ensayo el
suero para determinar el titulo de anticuerpos. Se refuerzan los animales hasta la
meseta del titulo. Preferiblemente, se refuerza al animal con el conjugado del
mismo antigeno, pero conjugado con una proteina diferente y/o a través de un re-
activo de reticulacién diferente. También pueden preparase conjugados en cultivo
de células recombinantes como fusiones de proteinas. Ademas, se usan adecua-
damente agentes de agregacion tales como alumbre para potenciar la respuesta

inmunitaria.

(iii) Anticuerpos monoclonales

La presente descripcién proporciona anticuerpos monoclonales con regiones Fc
variantes. Pueden prepararse anticuerpos monoclonales de varia maneras, inclu-
yendo el uso del método del hibridoma (por ejemplo, tal como se describe por
Kohler et al., Nature, 256: 495, 1975), o mediante métodos de ADN recombinante
(por ejemplo, patente estadounidense No. 4.816.567).

En el método del hibridoma, se inmuniza un ratén u otro animal huésped apropia-
do, tal como un hamster o un macaco, para provocar linfocitos que producen o

pueden producir anticuerpos que se uniran especificamente a la proteina usada
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para la inmunizacion. Alternativamente, pueden inmunizarse linfocitos in vitro. En-
tonces se fusionan linfocitos con células de mieloma usando un agente de fusion
adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma. Las célu-
las de hibridoma asi preparadas se siembran y se hacen crecer en un medio de
cultivo adecuado que contiene preferiblemente una o mas sustancias que inhiben
el crecimiento o la supervivencia de las células de mieloma originales no fusiona-
das. Por ejempilo, si las células de mieloma originales carecen de la enzima hipo-
xantina guanina fosforibosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo pa-
ra los hibridomas incluira normalmente hipoxantina, aminopterina y timidina (me-
dio HAT), sustancias que impiden el crecimiento de células deficientes en
HGPRT.

Las células de mieloma preferidas son aquellas que se fusionan eficazmente, so-
portan la produccién de anticuerpo de alto nivel estable por las células producto-
ras de anticuerpo seleccionadas y son sensibles a un medio tal como medio HAT.
Entre ellas, las lineas de células de mieloma preferidas son lineas de mieloma
murinas, tales como las derivadas de tumores de ratén MOPC-21 y MPC-1 | dis-
ponibles del Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California EE.UU., y
las células SP-2 o X63-Ag8-653 disponibles de la Coleccién Americana de Culti-
vos Tipo, Rockville, Mariland EE.UU. También se han descrito lineas de células
de mieloma humanas y de heteromieloma de ratén-humanas para la produccién
de anticuerpos monoclonales humanos (por ejemplo, Kozbor, J. Immunol., 133:
3001 (1984)).

Se somete a prueba medio de cultivo en el que estan haciéndose crecer células
de hibridoma para determinar la produccién de anticuerpos monoclonales dirigi-
dos contra el antigeno. Preferiblemente, la especificidad de unién de anticuerpos
monoclonales producidos por células de hibridoma se determina mediante inmu-
noprecipitacion o mediante un ensayo de unioén in vitro, tal como RIA o ELISA.
Tras identificar las células de hibridoma que producen anticuerpos de la especifi-
cidad, afinidad y/o actividad deseadas, pueden subclonarse los clones mediante
procedimientos de dilucién limitante y hacerse crecer mediante métodos conven-
cionales. Los medios de cultivo adecuados para este fin incluyen, por ejemplo,

medio D-MEM o RPMI-1640. Ademas, las células de hibridoma pueden hacerse
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crecer in vivo como tumores asciticos en un animal. Los anticuerpos monoclona-
les secretados por los subclones se separan adecuadamente del medio de cultivo,
liquido ascitico o suero mediante procedimientos de purificacion de inmunoglobu-
linas convencionales tales como, por ejemplo, proteina A-Sepharose, cromatogra-

fia con hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis o cromatografia de afinidad.

E! ADN que codifica para los anticuerpos monoclonales se aisla facilmente y se
secuencia usando procedimientos convencional (por ejemplo, usando sondas oli-
gonucleotidicas que pueden unirse especificamente a genes que codifican para
las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos monoclonales). Las células de
hibridoma sirven como fuente preferida de tal ADN. Una vez aislado, puede colo-
carse el ADN en vectores de expresion, que entonces se transfectan en células
huésped tales como células de E. coli, células COS de simio, células de ovario de
hamster chino (CHO) o células de mieloma que no producen de otro modo protei-
na de inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en
las células huésped recombinantes. La produccion recombinante de anticuerpos

se describe con mas detalle a continuacion.

En algunas realizaciones, se aislan anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de bi-
bliotecas de fagos de anticuerpo generadas usando las técnicas descritas, por
ejemplo, en McCafferty ef al., Nature, 348: 552554 (1990). Clackson ef al., Nature,
352:624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) describen el
aislamiento de anticuerpos murinos y humanos, respectivamente, usando bibliote-
cas de fagos. Publicaciones posteriores describen la produccion de anticuerpos
humanos de alta afinidad (intervalo de nM) mediante intercambio de cadenas
(Marks et al., BioTechnology, 10: 779-783 (1992)), asi como infecciéon combinato-
ria y recombinacion in vivo como estrategia para construir bibliotecas de fagos
muy grandes (por ejemplo, Waterhouse et al., Nuc. Acids. Res., 21: 2265-2266
(1993)). Por tanto, estas técnicas y técnicas similares son alternativas viables a
las técnicas de hibridoma de anticuerpos monoclonales tradicionales bien conoci-
das en la técnica para el aislamiento de anticuerpos monoclonales. Ademas, pue-
de modificarse el ADN, por ejemplo, sustituyendo la secuencia codificante por
dominios constantes de cadena pesada y ligera humanos en lugar de las secuen-

cias murinas homologas (por ejemplo, patente estadounidense n.° 4.816.567, y
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Morrison, et al., Proc. Nat. Acad. Sci USA, 81: 6851 (1984), o uniendo covalente-
mente a la secuencia que codifica para inmunoglobulina la totalidad o parte de la

secuencia codificante para un polipéptido distinto de inmunoglobulina.

Normalmente tales polipéptidos distintos de inmunoglobulina se sustituyen por los
dominios constantes de un anticuerpo, o se sustituyen por los dominios variables
de un sitio de combinacién de antigeno de un anticuerpo para crear un anticuerpo
bivalente quimérico que comprende un sitio de combinacion de antigeno que tiene
especificidad por un antigeno y otro sitio de combinacién de antigeno que tiene

especificidad por un antigeno diferente.

(iv) Anticuerpos humanizados y humanos

La presente descripcidon proporciona anticuerpos humanizados y humanos con
regiones Fc variantes. En realizaciones preferidas, un anticuerpo humanizado
comprende secuencias de aminoacidos de anticuerpo humano junto con residuos
de aminoacido que no son de un anticuerpo humano. En algunas realizaciones,
las secuencias humanas en un anticuerpo humanizado comprenden las regiones
de entramado (“FR”) y las secuencias o residuos que no son de un anticuerpo
humano comprenden una o mas CDR. Merece la pena indicar que las FR y las
CDR pueden definirse basandose en la numeracién de residuos de aminoacido en
las regiones pesada y VL. Se pretende que el término CDR signifique los sitios de
combinacién de antigeno no contiguos encontrados dentro de la region variable
de polipéptidos de cadena tanto pesada como ligera. Estas regiones se han defi-
nido por Kabat et al. (J. Biol. Chem. 252: 6609-6616 (1977) y Kabat et al.
Sequences of Proteins of Immunological Interest (1991); “Kabat”, Chothia et al. (J.
Mol. Biol. 196:901-917 (1987); “Chothia” y MacCallum et al/ (J. Mol. Biol 262:732-
745 (1996); “MacCallum”, en los que las definiciones incluyen residuos de ami-
noacido solapantes o subconjuntos de residuos de aminoacido cuando se compa-
ran entre si. No obstante, se pretende que la aplicacién de cualquiera de estas
definiciones, solas (por ejemplo, la definicion de Kabat) o en combinacion (Gnica-
mente a modo de ejemplo, la definicion combinada de Kabat y Chothia) para refe-

rirse a una CDR de un anticuerpo (incluyendo un anticuerpo humanizado) esté
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dentro del alcance del término tal como se define y se usa en el presente docu-

mento.

Ademas, se pretende que el término “entramado”, cuando se usa en referencia a
una region variable de anticuerpo, signifique todos los residuos de aminoacido
fuera de las regiones CDR dentro de la region variable de un anticuerpo. Por tan-
to, un entramado de region variable tiene aproximadamente 100-120 aminoacidos
de longitud pero se pretende que haga referencia Unicamente a los aminoacidos
fuera de las CDR. Se pretende que el término “region de entramado” signifique
cada dominio del entramado que esta separado por las CDR. Por tanto, para el
ejemplo especifico de una region VH y para las CDR tal como se definen por Ka-
bat, region de entramado 1 (FR1) corresponde al dominio de la region variable
que abarca los aminoacidos 1-30; region de entramado 2 (FR2) corresponde al
dominio de la region variable que abarca los aminoacidos 36-49; region 3 (FR3)
corresponde al dominio de la region variable que abarca los aminoacidos 66-94, y
region 4 (FR4) corresponde al dominio de la regién variable desde el aminoacido
103 hasta el final de la region variable. Las FR para la cadena ligera estan sepa-
radas de manera similar por cada una de las CDR de region variable de cadena
ligera. De manera similar, usando la definicion de CDR de Chothia o MacCallum,
o cualquier combinacion de definiciones de CDR, los limites de entramado estan
separados por los extremos terminales de CDR respectivas tal como se describio
anteriormente. A pesar de las multiples definiciones de CDR, en algunas realiza-

ciones se prefiere usar la definicion de Kabat para definir las CDR.

Los residuos en un anticuerpo humanizado que no son de un anticuerpo humano
pueden ser residuos o secuencias importados de, o derivados de, otra especie
(incluyendo, pero sin limitarse a, ratén), o estas secuencias pueden ser secuen-
cias de aminoacidos al azar (por ejemplo, generadas a partir de secuencias de
acido nucleico aleatorizadas), que se insertan en la secuencia de anticuerpo
humanizado. Tal como se indico anteriormente, las secuencias de aminoacidos
humanas en un anticuerpo humanizado son preferiblemente las FR, mientras que
los residuos que no son de un anticuerpo humano (tanto si se derivan de otra es-
pecie como si son secuencias de aminoacidos al azar) corresponden preferible-

mente a las CDR. Sin embargo, en algunas realizaciones, una o mas FR pueden
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contener uno o mas residuos de aminoacido no humanos. En casos de alteracio-
nes o modificaciones (por ejemplo, mediante introducciéon de un residuo no huma-
no) en un entramado por lo demas humano, es posible que la FR alterada o modi-
ficada esté adyacente a una CDR modificada de otra especie o una secuencia de
CDR al azar, mientras que en otras realizaciones, una FR alterada no esta adya-
cente a una secuencia de CDR alterada de otra especie o una secuencia de CDR
al azar. En algunas realizaciones, las secuencias de entramado de un anticuerpo
humanizado son completamente humanas (es decir, no se realiza ningin cambio
de entramado en el entramado humano). En realizaciones preferidas, las secuen-
cias de entramado de un anticuerpo humanizado son completamente de linea
germinal humana (es decir, no se realiza ningin cambio de entramado en el en-

tramado de linea germinal humana).

Los residuos de aminoacido no humanos de otra especie, 0 una secuencia al
azar, se denominan con frecuencia residuos “importados”, que se toman normal-
mente de un dominio variable “importado”. La humanizacién puede realizarse
esencialmente siguiendo el método de Winter y colaboradores (por ejemplo, Jo-
nes et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332: 323-327
(1988); Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)), sustituyendo CDR de
roedor (u otro mamifero) o secuencias de CDR por las secuencias correspondien-
tes de un anticuerpo humano. Ademas, también pueden generarse anticuerpos en
los que sustancialmente menos que un dominio variable humano intacto se ha
sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana (por
ejemplo, patente estadounidense 4.816.567). En la practica, normalmente los an-
ticuerpos humanizados son anticuerpos humanos en los que algunos residuos de
CDR y posiblemente algunos residuos de FR se sustituyen por residuos de sitios
analogos en anticuerpos de roedor o, tal como se indic6 anteriormente, en los que
se han sustituido secuencias de CDR por secuencias al azar. Unicamente a modo
de ejemplo no limitativo, se describen métodos para conferir afinidad de unién a
CDR donadora a un entramado de region variable aceptora de anticuerpo en el
documento WO 01/27160 Al, y en las solicitudes de patente estadounidense con
numeros de serie 09/434.870 y 09/982.464.
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La eleccién de dominios variables humanos, tanto ligero como pesado, que van a
usarse en la preparacion de los anticuerpos humanizados es importante para re-
ducir la antigenicidad. Segun el denominado método de “ajuste 6ptimo”, se ex-
amina la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor que va a
humanizarse con respecto a la biblioteca completa de secuencias de dominio va-
riable humano conocidas. Entonces se acepta la secuencia humana que es mas
proxima a la del roedor como entramado humano (FR) para el anticuerpo humani-
zado (por ejemplo, Sims et al., J. Immnunol., 151: 2296 (1993), y Chothia et al., J.
Mol. Biol., 196: 901 (1987)). Otro método usa un entramado particular derivado de
la secuencia consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particu-
lar de cadenas ligera o pesada. Puede usarse el mismo entramado para varios
anticuerpos humanizados diferentes (por ejemplo, Carter et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 89: 4285 (1992); Presta et al., J. Immunol., 151: 2623 (1993)).

En otras realizaciones, no hay necesidad de “seleccionar previamente” un entra-
mado de anticuerpo humano particular (es decir, no hay necesidad de seleccionar
un entramado humano con la homologia o identidad de secuencia mas proxima a
un anticuerpo candidato dado que va a humanizarse). En estas realizaciones,
puede usarse un entramado humano comuin o universal para aceptar una o mas
CDR no humanas. En la realizacion preferida, se usa un Unico entramado univer-
sal, completamente humano, como entramado para todos los anticuerpos que van
a humanizarse, independientemente de su homologia con la(s) secuencia(s) de
entramado de los anticuerpos candidatos. Con respecto a esto, pueden generarse
anticuerpos humanizados sin realizar ningiin cambio en la regién de entramado.
Este entramado universal, completamente humano, puede aceptar entonces una
0 mas secuencias de CDR. En una realizacion, la una o mas secuencias de CDR
son secuencias de CDR de un anticuerpo de otra especie (por ejemplo, ratén o ra-
ta) que se han modificado en comparacion con la CDR correspondiente en el anti-
cuerpo intacto de la otra especie (es decir, hay una introduccion simultanea de la
CDR y modificacion de la CDR que esta introduciéndose en el entramado humano
universal). La modificacion corresponde a uno o mas cambios de aminoacidos (en
la CDR modificada) en comparacion con la CDR correspondiente en el anticuerpo
intacto de la otra especie. En una realizacion, se incluyen todos los residuos de

aminoacido en la CDR en una biblioteca, mientras que en otras realizaciones, no
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se incluyen todos los residuos de aminoacido de CDR en una biblioteca. En otra
realizacién, la una o mas secuencias de CDR son secuencias al azar, que sustitu-

yen a secuencias de CDR.

En realizaciones preferidas, se humanizan anticuerpos con retencion de alta afini-
dad por el antigeno y otras propiedades biologicas favorables. En algunas realiza-
ciones, la afinidad del anticuerpo humanizado por el antigeno es superior a la afi-
nidad del anticuerpo intacto, no humanizado, correspondiente o fragmento o parte
del mismo (por ejemplo, el anticuerpo de roedor candidato). Con respecto a esto,
en algunas realizaciones, se preparan anticuerpos humanizados mediante un pro-
cedimiento de andlisis de las secuencias originales y diversos productos humani-
zados conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias origina-
les y humanizadas. Hay modelos de inmunoglobulina tridimensionales comun-
mente disponibles y resultan familiares para los expertos en la técnica. Hay pro-
gramas informaticos disponibles que ilustran y presentan estructuras conforma-
cionales tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulina candidatas
seleccionadas. La inspeccion de estas presentaciones permite el analisis del pa-
pel probable de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de inmunoglo-
bulina candidata, es decir, el analisis de residuos que influyen en la capacidad de
la inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno. De esta manera, pueden
seleccionarse y combinarse residuos de FR del receptor y secuencias importadas
de modo que se logra la caracteristica de anticuerpo deseada, tal como afinidad
aumentada por el/los antigeno(s) diana. En general, los residuos de CDR estan
implicados directamente y muy sustancialmente en influir sobre la unién a antige-
no.

Puede emplearse una variedad de métodos especificos, bien conocidos por un
experto en la técnica, para introducir CDR de anticuerpo (o secuencias al azar
que sustituyen a CDR de anticuerpo) en entramados de anticuerpo (véanse, por
ejemplo, las solicitudes estadounidenses 09/434.879 y 09/982.464). En algunas
realizaciones, pueden usarse oligonucleétidos solapantes para sintetizar un gen
de anticuerpo, o parte del mismo (por ejemplo, un gen que codifica para un anti-
cuerpo humanizado). En otras realizaciones, puede llevarse a cabo la mutagéne-

sis de un molde de anticuerpo usando los métodos de Kunkel (citado a continua-
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cion), por ejemplo para introducir una CDR modificada o una secuencia al azar
para sustituir a una CDR. En algunas realizaciones, se humanizan por separado
regiones variables de cadena ligera y pesada, y después se coexpresan como
una region variable humanizada. En otras realizaciones, regiones variables
humanizadas constituyen la regién variable de un anticuerpo intacto. En algunas
realizaciones, la regiéon Fc del anticuerpo intacto que comprende una regién va-
riable humanizada se ha modificado (por ejemplo, se ha realizado al menos una
modificacién de aminoacido en la region Fc). Por ejemplo, un anticuerpo que se
ha humanizado con CDR aleatorizada y sin cambios de entramado puede com-

prender al menos una modificacién de aminoacido en la region Fc.

En otras realizaciones, se emplean animales transgénicos (por ejemplo, ratones)
que pueden, tras inmunizacién, producir un repertorio completo de anticuerpos
humanos en ausencia de produccién de inmunoglobulina endégena. Por ejemplo,
se ha descrito que la delecion homocigota del gen de la regién de unién (JH) de
cadena pesada de anticuerpo en ratones mutantes quiméricos y de linea germinal
da como resultado la completa inhibiciéon de la produccion de anticuerpo endége-
no. La transferencia de la matriz génica de inmunoglobulina de linea germinal
humana en ratones mutantes de linea germinal de este tipo dara como resultado
la produccién de anticuerpos humanos tras la exposicion a antigeno (véanse, por
ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551 (1993), y Jakobo-
vits et al., Nature, 362: 255-258 (1993)). También pueden derivarse anticuerpos
humanos de bibliotecas de presentacién en fago (por ejemplo, Hoogenboom et
al., J. Mol. Biol., 227: 381 (1991), y Vaughan et al., Nature Biotech 14: 309
(1996)).

La presente descripcién proporciona métodos para generar anticuerpos humani-
zados (y fragmentos de anticuerpo) que comprenden al menos una sustitucién de
aminoacido enumerada en la tabla 1 en el presente documento, en la regién Fc
(en comparacion con un polipéptido original que comprende una regién Fc sin la
sustitucion de aminoacido). A continuacion se comentan métodos adicionales pa-
ra generar tales anticuerpos humanizados. La presente descripcion también pro-
porciona composiciones que comprenden los anticuerpos y fragmentos de anti-

cuerpo generados mediante esos métodos. De manera importante, los métodos
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de humanizacién comentados a continuacion, y otros métodos de humanizacion
(por ejemplo, comentados anteriormente), pueden combinarse con las regiones
Fc variantes. Con respecto a esto, pueden construirse anticuerpos humanizados

con regiones Fc alteradas, Unicas.

En algunas realizaciones, se proporciona un método de construccion de una po-
blacién de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada, que compren-
de: a) proporcionar una representacion de secuencias de aminoacidos de referen-
cia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de referencia la se-
cuencia de una regién VH donadora, comprendiendo la regién variable donadora
i) FR yii) tres CDR tal como se define por las definiciones combinadas de Kabat y
Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la secuencia de una
region VH aceptora que comprende FR; b) sintetizar primeros oligonucleétidos
que codifican para partes de las FR de la region VH aceptora, en el que las partes
de las FR en comparacion con la segunda secuencia de referencia no estan modi-
ficadas; y una poblacién de segundos oligonucleétidos, que codifican cada uno
para i) al menos una parte de una primera CDR que se ha modificado, seleccio-
nandose la primera CDR del grupo que consiste en HCDR1, HCDR2 y HCDR3,
en el que la primera CDR modificada comprende un aminoacido diferente en una
0 mas posiciones en comparaciéon con las CDR donadoras correspondientes de la
primera secuencia de referencia y ii) una o mas partes de FR no modificadas que
pueden hibridarse con los primeros oligonucleétidos; c) mezclar los primeros oli-
gonucledtidos con la poblacién de segundos oligonucleétidos para crear oligonu-
cledtidos solapantes; y d) tratar los oligonucleétidos solapantes en condiciones ta-
les que se construye una poblacién de acidos nucleicos que codifican para region
VH alterada, en el que las FR codificadas por los acidos nucleicos que codifican
para region VH alterada no estan modificadas con respecto a la segunda secuen-

cia de referencia.

En otras realizaciones, se proporciona un método de construccion de una pobla-
cién de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada, que comprende:
a) proporcionar una representacion de secuencias de aminoacidos de referencia
primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de referencia la secuen-

cia de una region VL donadora, comprendiendo la region variable donadora i) FR
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y ii) tres CDR tal como se define por las definiciones combinadas de Kabat y
Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la secuencia de una
region VL aceptora que comprende FR; b) sintetizar primeros oligonucleétidos que
codifican para partes de las FR de la region VL aceptora, en el que las partes de
las FR en comparacion con la segunda secuencia de referencia no estan modifi-
cadas; y una poblacion de segundos oligonucleétidos, que codifican cada uno pa-
ra i) al menos una parte de una primera CDR que se ha modificado, seleccionan-
dose la primera CDR del grupo que consiste en LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en el
que la primera CDR modificada comprende un aminoacido diferente en una o mas
posiciones en comparacion con las CDR donadoras correspondientes de la prime-
ra secuencia de referencia y ii) una o mas partes de FR no modificadas que pue-
den hibridarse con los primeros oligonucleétidos; c) mezclar los primeros oligonu-
cledtidos con la poblacion de segundos oligonucleétidos para crear oligonucleéti-
dos solapantes; y d) tratar los oligonucleétidos solapantes en condiciones tales
que se construye una poblacién de acidos nucleicos que codifican para regiéon VL
alterada, en el que las FR codificadas por los acidos nucleicos que codifican para
region VL alterada no estan modificadas con respecto a la segunda secuencia de

referencia.

En algunas realizaciones, se contempla un método de construccién de una pobla-
cion de acidos nucleicos que codifican para regién VH alterada, que comprende:
A) proporcionar una representacion de secuencias de aminoacidos de referencia
primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de referencia la secuen-
cia de una region VH donadora, comprendiendo la region variable donadora i) FR
y ii) tres CDR tal como se define por las definiciones combinadas de Kabat y
Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la secuencia de una
region VH aceptora que comprende FR; B) sintetizar una poblacién de primeros
oligonucledtidos, codificando cada uno para al menos una parte de una primera
CDR seleccionada del grupo que consiste en HCDR1, HCDR2 y HCDR3, en el
que la primera CDR modificada comprende un aminoacido diferente en una o mas
posiciones en comparacion con las CDR donadoras correspondientes de la prime-
ra secuencia de referencia; y segundos oligonucleétidos que codifican para i) par-
tes de las FR de la region VH aceptora, en el que las partes de las FR en compa-

racion con la secuencia de referencia no estan modificadas y ii) una o mas partes
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de una CDR que pueden hibridarse con la poblacion de primeros oligonucleétidos;
C) mezclar la poblacion de primeros oligonucleétidos con los segundos oligonu-
cledtidos para crear oligonucleotidos solapantes; y D) tratar los oligonuclettidos
solapantes en condiciones tales que se construye una poblacién de acidos nuclei-
cos que codifican para region VH alterada, en el que las FR codificadas por los
acidos nucleicos que codifican para region VH alterada no estan modificados con

respecto a la segunda secuencia de referencia.

En otras realizaciones, se proporciona un método de construccion de una pobla-
cion de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada, que comprende:
A) proporcionar una representacion de secuencias de aminoacidos de referencia
primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de referencia la secuen-
cia de una region VL donadora, comprendiendo la region variable donadora i) FR
y ii) tres CDR tal como se define por las definiciones combinadas de Kabat y
Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la secuencia de una
region VL aceptora que comprende FR; B) sintetizar a) una poblacion de primeros
oligonucledtidos, codificando cada uno para al menos una parte de una primera
CDR seleccionada del grupo que consiste en LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en el que
la primera CDR modificada comprende un aminoacido diferente en una o mas po-
siciones en comparacion con las CDR donadoras correspondientes de la primera
secuencia de referencia; y b) segundos oligonucleétidos que codifican para i) par-
tes de las FR de la region VL aceptora, en el que las partes de las FR en compa-
racion con la secuencia de referencia no estan modificadas y ii) una o mas partes
de una CDR que pueden hibridarse con la poblacion de primeros oligonucleétidos;
C) mezclar la poblacion de primeros oligonucleétidos con los segundos oligonu-
cledtidos para crear oligonuclettidos solapantes; y D) tratar los oligonucleétidos
solapantes en condiciones tales que se construye una poblacién de acidos nuclei-
cos que codifican para region VL alterada, en el que las FR codificadas por los
acidos nucleicos que codifican para region VL alterada no estan modificadas con

respecto a la segunda secuencia de referencia.

En algunas realizaciones, la representacion de secuencias de referencia primera y
segunda es en forma electronica. En algunas realizaciones, el método comprende

ademas la etapa de (e) coexpresar la poblacién de acidos nucleicos que codifican
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para regiéon VH alterada con un acido nucleico que codifica para region variable
de cadena ligera para producir una poblacién diversa de regiones variables hete-
roméricas alteradas. En algunas realizaciones, la sintesis comprende sintesis
quimica. En algunas realizaciones, el aceptor es humano. En algunas realizacio-
nes, el tratamiento de la etapa (d) comprende la extension mediante una polime-

rasa.

En otras realizaciones, se contempla un método de construccién de una poblacion
de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada, que comprende: a)
proporcionar una representacion de secuencias de aminoacidos de referencia
primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de referencia la secuen-
cia de una region VH donadora, comprendiendo la regién variable donadora i) FR
y ii) tres CDR, comprendiendo la segunda secuencia de referencia una region VH;
b) sintetizar una poblacién de secuencias génicas de anticuerpo de regién VH al-
terada, en el que las FR de las regiones VH alteradas son idénticas a las FR de la
segunda secuencia de referencia y al menos una primera CDR de las regiones
variables de anticuerpo alteradas se ha modificado, en el que la primera CDR
modificada comprende un aminoacido diferente en una o mas posiciones en com-
paracién con la CDR donadora correspondiente de la primera secuencia de refe-

rencia.

En algunas realizaciones, se contempla un método de construccion de una pobla-
cién de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada, que comprende:
a) proporcionar una representacion de secuencias de aminoacidos de referencia
primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de referencia la secuen-
cia de una regién VL donadora, comprendiendo la region variable donadora i) FR
y ii) tres CDR; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la secuencia
de una regién VL aceptora que comprende FR; b) sintetizar una poblacion de se-
cuencias génicas de anticuerpo de region VL alterada, en el que las FR de las re-
giones VL alteradas son idénticas a las FR de la segunda secuencia de referencia
y al menos una primera CDR de la regién VL de anticuerpo alterada se ha modifi-
cado, en el que la primera CDR modificada comprende un aminoacido diferente
en una o mas posiciones en comparacién con la CDR donadora correspondiente

de la primera secuencia de referencia.
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En algunas realizaciones, la representacion de secuencias de referencia primera y
segunda es en forma electrénica. En algunas realizaciones, el método comprende
ademas la etapa de coexpresar la poblacion de acidos nucleicos que codifican pa-
ra regién VL alterada con un acido nucleico que codifica para regién VH para pro-
ducir una poblacién diversa de regiones variables heteroméricas alteradas. En al-
gunas realizaciones, el aceptor es humano. En algunas realizaciones, la sintesis

implica el uso de oligonucleétidos solapantes.

AUn en otras realizaciones, se contempla un método de construccién de una po-
blacion de acidos nucleicos que codifican para regiéon VH alterada, que compren-
de: a) proporcionar una representacion de una secuencia de aminoacidos de refe-
rencia, comprendiendo la secuencia de referencia la secuencia de una regién VH
aceptora que comprende FR; b) sintetizar una poblacién de secuencias génicas
de anticuerpo de regién VH alterada, en el que las FR de las regiones VH altera-
das son idénticas a las FR de la secuencia de referencia y al menos una primera
CDR de las regiones variables de anticuerpo alteradas comprende una secuencia

de aminoacidos al azar.

En otras realizaciones, se contempla un método de construcciéon de una poblacién
de acidos nucleicos que codifican para regiéon VL alterada, que comprende: a)
proporcionar una representacion de una secuencia de aminoacidos de referencia,
comprendiendo la secuencia de referencia la secuencia de una regién VL acepto-
ra que comprende FR; b) sintetizar una poblacién de secuencias génicas de anti-
cuerpo de region VL alterada, en el que las FR de las regiones VL alteradas son
idénticas a las FR de la secuencia de referencia y al menos una primera CDR de
las regiones VL de anticuerpo alteradas comprende una secuencia de aminoaci-

dos al azar.

Aln en otras realizaciones, se contempla un método de construccién de una po-
blacién de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada, que compren-
de: a) proporcionar una representacion de una secuencia de aminoacidos de refe-
rencia, comprendiendo la secuencia de referencia la secuencia de una regién VH

aceptora humana que comprende FR; b) sintetizar una poblacién de secuencias
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génicas de anticuerpo de regiéon VH alterada, en el que las FR de las regiones VH
alteradas son idénticas a las FR de la secuencia de referencia humana y al menos
una primera CDR de las regiones variables de anticuerpo alteradas comprende
una secuencia de aminoacidos al azar. En algunas realizaciones, la representa-

cién de la secuencia de referencia humana es en forma electrénica.

En otras realizaciones, se contempla un método de construcciéon de una poblaciéon
de acidos nucleicos que codifican para regién VL alterada, que comprende: a)
proporcionar una representacion de una secuencia de aminoacidos de referencia,
comprendiendo la secuencia de referencia la secuencia de una region VL acepto-
ra humana que comprende FR; b) sintetizar una poblacién de secuencias génicas
de anticuerpo de regiéon VL alterada, en el que las FR de las regiones VL altera-
das son idénticas a las FR de la secuencia de referencia humana y al menos una
primera CDR de las regiones VL de anticuerpo alteradas comprende una secuen-

cia de aminoacidos al azar.

En algunas realizaciones, la representacion de la secuencia de referencia es en
forma electronica. En algunas realizaciones, el método comprende ademas la
etapa de coexpresar la poblaciéon de acidos nucleicos que codifican para region
VL alterada con un acido nucleico que codifica para region VH para producir una
poblacién diversa de regiones variables heteroméricas alteradas. En algunas rea-
lizaciones, la sintesis implica el uso de oligonucleétidos solapantes. En algunas

realizaciones, las CDR se definen mediante la definicidon de Kabat.

En algunas realizaciones, se modifican una o mas FR simultaneamente con la in-
troduccion de una o mas CDR modificadas. En otras realizaciones, los entrama-

dos modificados estan adyacentes a las CDR modificadas.

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona métodos de cons-
truccion de una poblacion de acidos nucleicos que codifican para region VH alte-
rada, que comprenden: a) proporcionar una representacion de secuencias de
aminoacidos de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuen-
cia de aminoacidos de referencia la secuencia de una region VH donadora, com-

prendiendo la regién variable donadora i) FR y ii) tres CDR tal como se define por
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las definiciones combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda se-
cuencia de aminoacidos de referencia la secuencia de una regiéon VH aceptora
que comprende FR; b) sintetizar a) una primera poblaciéon de oligonucleétidos,
que comprende oligonucleétidos que codifican para una FR de regién VH modifi-
cada, o parte de la misma, en los que la FR de region VH, o parte de la misma,
contiene una pluralidad de aminoacidos cambiados en una o mas posiciones en
comparacion con la secuencia de referencia de region de entramado aceptora, en
los que las posiciones de entramado que se cambian se seleccionan de entre las
posiciones de entramado aceptoras de la segunda secuencia de referencia que se
diferencian en la posicion correspondiente en comparacion con las posiciones de
entramado donadoras de la primera secuencia de referencia; y b) una segunda
poblacién de oligonucledtidos, que codifican cada uno para i) al menos una CDR
modificada, o parte de la misma, en los que la CDR modificada, o parte de la
misma, comprende un aminodcido diferente en una o0 mas posiciones en compa-
racién con la secuencia de referencia de aminoacidos de CDR donadora corres-
pondiente y ii) una o mas partes de FR adyacentes que pueden hibridarse con la
primera poblacién de oligonucleétidos; y c¢) mezclar las poblaciones de oligonu-
cledtidos primera y segunda para crear oligonucleétidos solapantes; y d) tratar los
oligonucleétidos solapantes en condiciones tales que se construye una poblacion
de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada. En determinadas reali-
zaciones, la representacion de secuencias de referencia primera y segunda es en
forma electronica. En otras realizaciones, los métodos comprenden ademas la
etapa de (e) coexpresar la poblacion de acidos nucleicos que codifican para re-
gién VH alterada con un acido nucleico que codifica para regiéon VL para producir
una poblacién diversa de regiones variables heteroméricas alteradas. En realiza-
ciones adicionales, la sintesis comprende sintesis quimica. En algunas realizacio-
nes, el aceptor es humano. En realizaciones preferidas, la una o mas de la pobla-
cion diversa de regiones variables heteroméricas alteradas son parte de un anti-
cuerpo que comprende una region Fc, en el que la region Fc comprende al menos
una sustitucion de aminoacido en comparacion con un polipéptido original que tie-

ne una region Fc.

En otras realizaciones, la presente descripcion proporciona métodos de construc-

cién de una poblacion de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada,
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que comprenden: a) proporcionar una representacién de secuencias de aminoaci-
dos de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de
aminoacidos de referencia la secuencia de una regién VL donadora, compren-
diendo la regién variable donadora i) FR vy ii) tres CDR tal como se define por las
definiciones combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuen-
cia de aminoacidos de referencia la secuencia de una regién VL aceptora que
comprende FR; b) sintetizar a) una primera poblacién de oligonucleétidos, que
comprende oligonucledtidos que codifican para una FR de regién VL modificada,
o parte de la misma, en los que la region de entramado de regién VL, o parte de la
misma, contiene una pluralidad de aminoacidos cambiados en una o mas posicio-
nes en comparacién con la secuencia de referencia de regiéon de entramado acep-
tora, en los que las posiciones de entramado que se cambian se seleccionan de
entre las posiciones de entramado aceptoras de la segunda secuencia de refe-
rencia que se diferencian en la posicion correspondiente en comparacion con las
posiciones de entramado donadoras de la primera secuencia de referencia; y b)
una segunda poblacién de oligonucleétidos, que codifican cada uno para i) al me-
nos una CDR modificada, o parte de la misma, en los que la CDR modificada, o
parte de la misma, comprende un aminoacido diferente en una o mas posiciones
en comparacion con la secuencia de referencia de aminoacidos de CDR donadora
correspondiente y ii) una o mas partes de FR adyacentes que pueden hibridarse
con la primera poblacién de oligonucleétidos; y ¢) mezclar las poblaciones de oli-
gonucleétidos primera y segunda para crear oligonucleétidos solapantes; y d) tra-
tar los oligonucleétidos solapantes en condiciones tales que se construye una po-
blacién de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada. En otras reali-
zaciones, la representacion de secuencias de referencia primera y segunda es en
forma electrénica. En realizaciones adicionales, los métodos comprenden ademas
la etapa de (e) coexpresar la poblacion de acidos nucleicos que codifican para re-
gién VL alterada con un acido nucleico que codifica para region variable de cade-
na pesada para producir una poblacién diversa de regiones variables heteroméri-

cas alteradas.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden a) proporcionar una represen-
tacion de secuencias de aminoacidos de referencia primera y segunda, compren-

diendo la primera secuencia de aminoacidos de referencia la secuencia de una
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region VH donadora, comprendiendo la regién variable donadora i) FR vy ii) tres
CDR tal como se define por las definiciones combinadas de Kabat y Chothia;
comprendiendo la segunda secuencia de aminoacidos de referencia la secuencia
de una regién VH aceptora que comprende FR; b) sintetizar a) una primera pobla-
cion de oligonucledtidos, que comprende oligonucle6tidos que codifican para una
regién de entramado de regién VH modificada, o parte de la misma, en los que la
FR de regiéon VH, o parte de la misma, contiene una pluralidad de aminoacidos
cambiados en una 0 mas posiciones en comparaciéon con la secuencia de refe-
rencia de FR aceptora en los que las posiciones de entramado que se cambian se
seleccionan de entre las posiciones de entramado aceptoras de la segunda se-
cuencia de referencia que se diferencian en la posicién correspondiente en com-
paracion con las posiciones de entramado donadoras de la primera secuencia de
referencia; y b) una segunda poblacion de oligonucleétidos, que codifican cada
uno para i) al menos una CDR modificada, o parte de la misma, en los que la
CDR modificada, o parte de la misma, comprende un aminoacido diferente en una
0 mas posiciones en comparacion con la secuencia de referencia de aminoacidos
de CDR donadora correspondiente y ii) una o mas partes de FR adyacentes que
pueden hibridarse con la primera poblacion de oligonucleétidos; y c) mezclar las
poblaciones de oligonucleétidos primera y segunda para crear oligonucleétidos
solapantes; y d) extender los oligonucleétidos solapantes con una ADN polimera-
sa en condiciones tales que se construye una poblacion de acidos nucleicos que

codifican para regién VH alterada.

Todavia en otras realizaciones, la presente descripciéon proporciona métodos de
construccion de una poblacioén de acidos nucleicos que codifican para region VL
alterada, que comprenden: a) proporcionar una representacion de secuencias de
aminoacidos de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuen-
cia de aminoacidos de referencia la secuencia de una regién VL donadora, com-
prendiendo la region variable donadora i) FR vy ii) tres CDR tal como se define por
las definiciones combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda se-
cuencia de aminoacidos de referencia la secuencia de una regién VL aceptora
que comprende FR; b) sintetizar a) una primera poblacion de oligonucleétidos,
que comprende oligonucleétidos que codifican para una FR de regién VL modifi-

cada, o parte de la misma, en los que la FR de regién VL, o parte de la misma,
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contiene una pluralidad de aminoacidos cambiados en una o mas posiciones en
comparacién con la secuencia de referencia de FR aceptora, en los que las posi-
ciones de entramado que se cambian se seleccionan de entre las posiciones de
entramado aceptoras de la segunda secuencia de referencia que se diferencian
en la posiciéon correspondiente en comparaciéon con las posiciones de entramado
donadoras de la primera secuencia de referencia; y b) una segunda poblacion de
oligonucleoétidos, que codifican cada uno para i) al menos una CDR modificada, o
parte de la misma, en los que la CDR modificada, o parte de la misma, compren-
de un aminoacido diferente en una o mas posiciones en comparacién con la se-
cuencia de referencia de aminoacidos de CDR donadora correspondiente y ii) una
o mas partes de FR adyacentes que pueden hibridarse con la primera poblacién
de oligonucleétidos; y c) mezclar las poblaciones de oligonucleétidos primera y
segunda para crear oligonucleétidos solapantes; y d) extender los oligonucleéti-
dos solapantes con una ADN polimerasa en condiciones tales que se construye

una poblacién de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada.

En algunas realizaciones, se introducen una o mas modificaciones en el entrama-
do, simultdneamente con la introduccion de una o mas CDR modificadas. Las
CDR modificadas pueden comprender una o mas alteraciones de aminoacido en
comparacion con la CDR de una secuencia de referencia. En determinadas reali-
zaciones, los métodos de construccion de una poblacion de acidos nucleicos que
codifican para regiéon VH alterada, comprenden: a) proporcionar una representa-
cién de secuencias de aminoacidos de referencia primera y segunda, compren-
diendo la primera secuencia de aminoacidos de referencia la secuencia de una
region VH donadora, comprendiendo la regién variable donadora i) FR vy ii) tres
CDR tal como se define por las definiciones combinadas de Kabat y Chothia;
comprendiendo la segunda secuencia de aminoacidos de referencia la secuencia
de una regién VH aceptora que comprende FR; b) sintetizar i) una primera pobla-
cién de oligonucleétidos, que codifican cada uno para al menos una CDR modifi-
cada, en los que la CDR modificada comprende un aminoacido diferente en una o
mas posiciones en comparacion con la secuencia de referencia de aminoacidos
de CDR donadora correspondiente; y ii) una segunda poblacion de oligonucleoti-
dos, que comprende oligonucleétidos que codifican para partes modificadas de un

entramado de regiéon VH, conteniendo la parte modificada una pluralidad de ami-
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noacidos cambiados en una o mas posiciones en comparacién con la secuencia
de referencia de region de entramado aceptora, en los que las posiciones de en-
tramado que se cambian se seleccionan de entre las posiciones de entramado
aceptoras de la segunda secuencia de referencia que se diferencian en la posi-
cion correspondiente en comparacion con las posiciones de entramado donadoras
de la primera secuencia de referencia; c) mezclar las poblaciones de oligonucle6-
tidos primera y segunda en condiciones tales que al menos una parte de los oli-
gonucledtidos se hibridan para crear oligonucleétidos solapantes; y d) tratar los
oligonucleétidos solapantes en condiciones tales que se construye una poblacién
de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada. En determinadas reali-
zaciones, la representacion de secuencias de referencia primera y segunda es en
forma electronica. En realizaciones adicionales, los métodos comprenden ademas
la etapa de (e) coexpresar la poblaciéon de acidos nucleicos que codifican para re-
gién VH alterada con un acido nucleico que codifica para regién VL para producir
una poblacién diversa de regiones variables heteroméricas alteradas. En otras

realizaciones, el aceptor es humano.

En otras realizaciones, la presente descripcion proporciona métodos de construc-
cién de una poblacion de acidos nucleicos que codifican para regiéon VL alterada,
gue comprenden: a) proporcionar una representacion de secuencias de aminoaci-
dos de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de
aminoacidos de referencia la secuencia de una regiéon VL donadora, compren-
diendo la region variable donadora i) FR y ii) tres CDR tal como se define por las
definiciones combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuen-
cia de aminoacidos de referencia la secuencia de una regién VL aceptora que
comprende FR; b) sintetizar i) una primera poblacién de oligonucleétidos, que co-
difican cada uno para al menos una CDR modificada, en los que la CDR modifi-
cada comprende un aminoacido diferente en una o mas posiciones en compara-
cién con la secuencia de referencia de aminoacidos de CDR donadora correspon-
diente; y ii) una segunda poblaciéon de oligonucleétidos, que comprende oligonu-
cledtidos que codifican para partes modificadas de un entramado de region VL,
conteniendo la parte modificada una pluralidad de aminoacidos cambiados en una
0 mas posiciones en comparacion con la secuencia de referencia de FR aceptora,

en los que las posiciones de entramado que se cambian se seleccionan de entre
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las posiciones de entramado aceptoras de la segunda secuencia de referencia
que se diferencian en la posicion correspondiente en comparacion con las posi-
ciones de entramado donadoras de la primera secuencia de referencia; c) mezclar
las poblaciones de oligonucleétidos primera y segunda en condiciones tales que
al menos una parte de los oligonucleétidos se hibridan para crear oligonucleétidos
solapantes; y d) tratar los oligonucleétidos solapantes en condiciones tales que se
construye una poblaciéon de acidos nucleicos que codifican para region VL altera-
da.

En determinadas realizaciones, pueden generarse los anticuerpos o fragmentos
de anticuerpo que comprenden una variante de Fc y una region variante de cade-
na pesada alterada. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la presente descrip-
cién proporciona métodos de construccion de una poblacion de acidos nucleicos
que codifican para region VH alterada, que comprenden: a) proporcionar una re-
presentacion de secuencias de aminoacidos de referencia primera y segunda,
comprendiendo la primera secuencia de referencia la secuencia de una region VH
donadora, comprendiendo la regioén variable donadora i) FR vy ii) tres CDR tal co-
mo se define por las definiciones combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo
la segunda secuencia de referencia la secuencia de una region VH aceptora que
comprende FR; b) sintetizar A) primeros oligonucleétidos que codifican para par-
tes de las FR de la region VH aceptora, en los que las partes de las FR en compa-
racion con la segunda secuencia de referencia no estan modificadas; y B) una
poblacion de segundos oligonucleétidos, que codifican cada uno para i) al menos
una parte de una primera CDR que se ha modificado, seleccionandose la primera
CDR del grupo que consiste en HCDR1, HCDR2 y HCDR3, en los que la primera
CDR modificada comprende un aminoacido diferente en una o mas posiciones en
comparacion con las CDR donadoras correspondientes de la primera secuencia
de referencia y ii) una o mas partes de FR no modificadas que pueden hibridarse
con los primeros oligonucleétidos; c) mezclar los primeros oligonucleétidos con la
poblacion de segundos oligonucleétidos para crear oligonucleétidos solapantes; y
d) tratar los oligonucleétidos solapantes en condiciones tales que se construye
una poblacién de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada, en los
que las FR codificadas por los acidos nucleicos que codifican para region VH alte-

rada no estan modificados con respecto a la segunda secuencia de referencia. En
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algunas realizaciones, los métodos comprenden ademas la etapa de coexpresar
la poblacion de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada con un
acido nucleico que codifica para regién VL para producir una poblacién diversa de

regiones variables heteroméricas alteradas.

En otras realizaciones, la presente descripcidon proporciona métodos de construc-
ciéon de una poblacién de acidos nucleicos que codifican para regiéon VL alterada,
que comprenden: a) proporcionar una representacién de secuencias de aminoaci-
dos de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de re-
ferencia la secuencia de una regioén VL donadora, comprendiendo la regién varia-
ble donadora i) FR y ii) tres CDR tal como se define por las definiciones combina-
das de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la
secuencia de una regién VL aceptora que comprende FR b) sintetizar a) primeros
oligonucleétidos que codifican para partes de las FR de la regiéon VL aceptora, en
los que las partes de las FR en comparacion con la segunda secuencia de refe-
rencia no estan modificadas; y b) una poblacién de segundos oligonucleétidos,
que codifican cada uno para i) al menos una parte de una primera CDR que se ha
modificado, seleccionandose la primera CDR del grupo que consiste en LCDR1,
LCDR2 y LCDRS, en los que la primera CDR modificada comprende un aminoaci-
do diferente en una o mas posiciones en comparacién con las CDR donadoras co-
rrespondientes de la primera secuencia de referencia y ii) una o mas partes de FR
no modificadas que pueden hibridarse con los primeros oligonucleétidos; ¢c) mez-
clar los primeros oligonucleétidos con la poblacién de segundos oligonucleétidos
para crear oligonucleétidos solapantes; y d) tratar los oligonucleétidos solapantes
en condiciones tales que se construye una poblacién de acidos nucleicos que co-
difican para regién VL alterada, en los que las FR codificadas por los acidos nu-
cleicos que codifican para region VL alterada no estan modificadas con respecto a

la segunda secuencia de referencia.

En otras realizaciones, la presente descripcion proporciona métodos de construc-
cion de una poblacién de acidos nucleicos que codifican para regiéon VH alterada,
que comprenden: A) proporcionar una representacion de secuencias de aminoa-
cidos de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de

referencia la secuencia de una regién VH donadora, comprendiendo la regién va-
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riable donadora i) FR y ii) tres CDR tal como se define por las definiciones combi-
nadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la
secuencia de una region VH aceptora que comprende FR; B) sintetizar a) una po-
blacion de primeros oligonucleétidos, codificando cada uno para al menos una
parte de una primera CDR seleccionada del grupo que consiste en HCDR1,
HCDR2 y HCDRS, en los que la primera CDR modificada comprende un aminoa-
cido diferente en una o mas posiciones en comparacion con las CDR donadoras
correspondientes de la primera secuencia de referencia; y b) segundos oligonu-
cledtidos que codifican para i) partes de las FR de la region VH aceptora, en los
que las partes de las FR en comparacion con la secuencia de referencia no estan
modificadas vy ii) una o mas partes de una CDR que pueden hibridarse con la po-
blacion de primeros oligonucleétidos; C) mezclar la poblacion de primeros oligo-
nucledtidos con los segundos oligonucledtidos para crear oligonucleétidos sola-
pantes; y D) tratar los oligonucleétidos solapantes en condiciones tales que se
construye una poblacion de acidos nucleicos que codifican para regién VH altera-

da, en los que las FR codificadas por los acidos nucleicos que codifican para re-

gion VH alterada no estan modificadas con respecto a la segunda secuencia de

referencia.

En determinadas realizaciones, los métodos comprenden ademas la etapa de co-
expresar la poblacion de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada
con un acido nucleico que codifica para region VL para producir una poblacién di-

versa de regiones variables heteroméricas alteradas.

En otras realizaciones, la presente descripcion proporciona métodos de construc-
cion de una poblacion de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada,
que comprenden: A) proporcionar una representacion de secuencias de aminoa-
cidos de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de
referencia la secuencia de una region VL donadora, comprendiendo la region va-
riable donadora i) FR y ii) tres CDR tal como se define por las definiciones combi-
nadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la
secuencia de una region VL aceptora que comprende FR; B) sintetizar a) una po-
blacion de primeros oligonucleétidos, codificando cada uno para al menos una

parte de una primera CDR seleccionada del grupo que consiste en LCDR1,
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LCDR2 y LCDR@S, en los que la primera CDR modificada comprende un aminoaci-
do diferente en una o mas posiciones en comparacion con las CDR donadoras co-
rrespondientes de la primera secuencia de referencia; y b) segundos oligonucleo-
tidos que codifican para i) partes de las FR de la region VL aceptora, en los que
las partes de las FR en comparacion con la secuencia de referencia no estan mo-
dificadas vy ii) una o mas partes de una CDR que pueden hibridarse con la pobla-
cion de primeros oligonucledtidos; C) mezclar la poblacion de primeros oligonu-
cledtidos con los segundos oligonucleétidos para crear oligonucleétidos solapan-
tes; y D) tratar los oligonucleétidos solapantes en condiciones tales que se cons-
truye una poblacion de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada, en
los que las FR codificadas por los acidos nucleicos que codifican para region VL

alterada no estan modificadas con respecto a la segunda secuencia de referencia.

En otras realizaciones, la presente descripcion proporciona métodos de mejora de
la afinidad de unién de una regién variable de anticuerpo humanizado mutada,
que comprenden: a) proporcionar una secuencia de acido nucleico que codifica
para una primera region variable de anticuerpo humanizado mutada, compren-
diendo la region variable mutada (i) un entramado de anticuerpo humano de tipo
natural, (ii) tres CDR de cadena pesada no humanas, y (iii) tres CDR de cadena
ligera no humanas, en los que las CDR se definen mediante las definiciones com-
binadas de Kabat y Chothia, en los que al menos una de las CDR de cadena lige-
ra es una CDR de cadena ligera que contiene mutacion al menos con al menos un
aminoacido diferente en al menos una posicion en comparacién con la CDR no
humana de tipo natural correspondiente, y en los que la primera regién variable de
anticuerpo mutada tiene una afinidad de unién superior a la regién variable de an-
ticuerpo no mutada correspondiente; b) mutar la secuencia de acido nucleico que
codifica para la primera region variable de anticuerpo mutada en condiciones tales
que se codifica una segunda region variable de anticuerpo humanizado mutada,
comprendiendo la segunda region variable de anticuerpo humanizado mutada al
menos un aminoacido diferente adicional en al menos una posicién en la CDR de
cadena ligera que contiene mutacion, dando como resultado la mutacién adicional
en combinacién con la primera mutacion una afinidad de unién superior. En algu-
nas realizaciones, la CDR de cadena ligera que contiene mutacion de la primera

region variable de anticuerpo humanizado mutada es CDR3 (LCDR3).
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En otras realizaciones, al menos una de las CDR de cadena pesada no humanas
de la primera region variable de anticuerpo humanizado mutada comprende una
mutacion, de tal manera que se codifica un aminoacido diferente en al menos una
posicion en comparacion con la CDR no humana de tipo natural correspondiente.
En realizaciones adicionales, la mutacion de CDR de cadena pesada esta en
HCDRa.

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona métodos de modifi-
cacion simultanea de al menos una CDR y al menos una FR mientras se constru-
ye una poblacién de acidos nucleicos que codifican para regién VH alterada, que
comprenden: a) proporcionar una representacion de secuencias de aminoacidos
de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de ami-
noacidos de referencia la secuencia de una region VH donadora, comprendiendo
la region variable donadora i) cuatro FR vy ii) tres CDR tal como se define por las
definiciones combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuen-
cia de aminoacidos de referencia la secuencia de una region VH aceptora que
comprende cuatro FR, tal como se define por las definiciones combinadas de Ka-
bat y Chothia; b) sintetizar i) para cada FR que va a modificarse, una poblacién de
oligonucleétidos, codificando cada uno para una FR modificada, o parte de la
misma, conteniendo la FR modificada o parte de la misma una pluralidad de ami-
noacidos cambiados en una o mas posiciones en comparacion con la region de
entramado correspondiente en la secuencia de referencia de regién VH aceptora,
en los que las posiciones de FR que estan cambiadas se seleccionan de entre las
posiciones de entramado aceptoras de la segunda secuencia de referencia que se
diferencian en la posicion correspondiente en comparacion con las posiciones de
regiéon de entramado donadora de la primera secuencia de referencia; y ii) para
cada CDR que va a modificarse, una poblacién de oligonucleétidos, codificando
cada uno para una CDR modificada, o parte de la misma, en los que la CDR mo-
dificada comprende un aminoacido diferente en una o mas posiciones en compa-
racion con la secuencia de referencia de aminoacidos de CDR donadora corres-
pondiente; y iii) para cada una de cualquier FR restante y no modificada, oligonu-
cledtidos que codifican para la FR, o parte de la misma, que tienen la misma se-

cuencia que la FR correspondiente de la segunda secuencia aceptora de referen-
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cia; y iv) para cada una de cualquier CDR restante y no modificada, oligonucle6ti-
dos que codifican para la CDR, o parte de la misma, que tienen la misma secuen-
cia que la CDR correspondiente de la primera secuencia donadora de referencia,
en los que oligonucledtidos individuales de (i) a (iv) que codifican para partes ad-
yacentes de la region VH tienen secuencias solapantes en sus extremos termina-
les; y c) mezclar los oligonucledétidos y las poblaciones de oligonucleétidos sinteti-
zados en la etapa b) en condiciones tales que las secuencias solapantes de oli-
gonucledtidos individuales se hibridan para crear oligonucleétidos solapantes; y d)
tratar los oligonucleétidos solapantes en condiciones tales que se forma una po-
blaciéon de nucleétidos que codifican para region VH alterada. En determinadas
realizaciones, la representacion de secuencias de referencia primera y segunda
es en forma electronica. En realizaciones adicionales, la region de entramado que
va a modificarse se selecciona del grupo que consiste en HFR1, HFR2 y HFR3.
En otras realizaciones, la CDR que va a modificarse es HCDR3. En otras realiza-
ciones, el método comprende ademas la etapa de e) coexpresar la poblacion de
acidos nucleicos que codifican para region VH con un acido nucleico que codifica
para region VL para producir una poblacién diversa de regiones variables hetero-
méricas alteradas. En diferente realizaciones, el método comprende ademas la
etapa de e) coexpresar la poblacion de acidos nucleicos que codifican para region
VH con una poblacion de acidos nucleicos que codifican para region VL para pro-

ducir una poblacion diversa de regiones variables heteroméricas alteradas.

En otras realizaciones, se emplean los métodos de modificacion simultanea de al
menos una CDR y al menos una FR mientras se construye una poblacioén de aci-
dos nucleicos que codifican para region VL alterada, comprendiendo dicho méto-
do: a) proporcionar una representacion de secuencias de aminoacidos de referen-
cia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de aminoacidos de
referencia la secuencia de una regiéon VL donadora, comprendiendo la region va-
riable donadora i) cuatro FR vy ii) tres CDR tal como se define por las definiciones
combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de ami-
noacidos de referencia la secuencia de una region VL aceptora que comprende
cuatro FR, tal como se define por las definiciones combinadas de Kabat y Chot-
hia; b) sintetizar i) para cada FR que va a modificarse, una poblacién de oligonu-

cledtidos, codificando cada uno para una FR modificada, o parte de la misma,
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conteniendo la FR modificada, o parte de la misma, una pluralidad de aminoaci-
dos cambiados en una o mas posiciones en comparacién con la regién de entra-
mado correspondiente en la secuencia de referencia de region VL aceptora, en el
que las posiciones de FR que estan cambiadas se seleccionan de entre las posi-
ciones de FR aceptora de la segunda secuencia de referencia que se diferencian
en la posicién correspondiente en comparacion con las posiciones de FR donado-
ras de la primera secuencia de referencia; y ii) para cada CDR que va a modifi-
carse, una poblacién de oligonucleétidos, codificando cada uno para una CDR
modificada, o parte de la misma, en el que la CDR modificada comprende un ami-
noacido diferente en una o mas posiciones en comparacion con la secuencia de
referencia de aminoacidos de CDR donadora correspondiente; y iii) para cada una
de cualquier region FR restante y no modificada, oligonucleétidos que codifican
para la FR, o parte de la misma, que tiene la misma secuencia que la FR corres-
pondiente de la segunda secuencia aceptora de referencia; y iv) para cada una de
cualquier CDR restante y no modificadas, oligonucleétidos que codifican para la
CDR, o parte de la misma, que tiene la misma secuencia que la CDR correspon-
diente de la primera secuencia donadora de referencia, en el que, oligonucleéti-
dos individuales de (i) a (iv) que codifican para partes adyacentes de la regién VL
tienen secuencias solapantes en sus extremos terminales, y c) mezclar los oligo-
nucledtidos y las poblaciones de oligonucleétidos sintetizados en la etapa b) en
condiciones tales que las secuencias solapantes de oligonucleétidos individuales
se hibridan para crear oligonucleétidos solapantes; y d) tratar los oligonucleétidos
solapantes en condiciones tales que se forma una poblacién de nucleétidos que
codifican para region alterada. En determinadas realizaciones, los métodos com-
prenden ademas la etapa de coexpresar la poblacién de acidos nucleicos que co-
difican para regién VL con una poblacién de acidos nucleicos que codifican para
regién VH para producir una poblacién diversa de regiones variables heteroméri-

cas alteradas.

(v) Anticuerpos multiespecificos

La presente descripcion proporciona anticuerpos multiespecificos que compren-
den una regién Fc variante. Los anticuerpos multiespecificos tienen especificida-

des de unién para al menos dos antigenos diferentes. Aunque normalmente tales

101



10

15

20

25

30

ES 2426816 T3

moléculas sélo se uniran a dos antigenos (es decir, anticuerpos biespecificos,
BsAb), anticuerpos con especificidades adicionales tales como anticuerpos tries-
pecificos se abarcan por esta expresion cuando se usa en el presente documento.
Los ejemplos de BsAb incluyen, pero no se limitan a, aquellos con un brazo dirigi-
do contra un antigeno de célula tumoral y el otro brazo dirigido contra una molécu-
la desencadenante citotoxica tal como anti-FcyRlWanti-CD 15, anti-pl
85HER2/FcyRIIl (CD 16), anti-CD3/anti-célula B maligna (D1D0), anti-CD3/anti-pl
85HER2, anti-CD3/anti-p97, anti-CD3/anti-carcinoma de células renales, anti-
CD3/anti-OVCAR-3, anti-CD3/L-D | (anti-carcinoma de colon), anti-CD3/anti-
analogo de hormona estimulante de melanocitos, anti-receptor de EGF/anti-CD3,
anti-CD3/anti-CAMAI, anti-CD3/anti-CD19, anti-CD3/MoV18, anti-molécula de ad-
hesién a células neuronales (NCAM)/anti-CD3, anti-proteina de unién a folato
(FBP)/anti-CD3, anti-antigeno asociado con carcinoma de pancreas (AMOC-
31)/anti-CD3; BsAb con un brazo que se une especificamente a un antigeno tu-
moral y un brazo que se une a una toxina tal como anti-saporina/anti-id-1, anti-
CD22/anti-saporina, anti-CD7/anti-saporina, anti-CD38/anti-saporina,  anti-
CEA/anti-cadena A de ricina, anti-interferon o (IFN-a)/anti-idiotipo de hibridoma,
anti-CEA/anti-alcaloide de la vinca; BsAb para convertir profarmacos activados
por enzimas tales como anti-CD30/anti-fosfatasa alcalina (que cataliza la conver-
sién de profarmaco fosfato de mitomicina en alcohol de mitomicina); BsAb que
pueden usarse como agentes fibrinoliticos tales como anti-fibrina/anti-activador de
plasminégeno tisular (tPA), anti-fibrina/anti-activador de plasminégeno de tipo
urocinasa (uPA); BsAb para dirigir complejos inmunitarios a receptores de superfi-
cie celular tales como anti-lipoproteina de baja densidad (LDL)/anti-FcR (por
ejemplo, FcyRlI, FcyRIl o FcyRIll); BsAb para su uso en la terapia de enfermeda-
des infecciosas tales como anti-CD3/anti-virus del herpes simple (VHS), anti-
complejo receptor de células T:CD3/anti-influenza, anti-FcyR/anti-VIH; BsAb para
la deteccién de tumores in vitro o in vivo tales como anti-CEA/anti-EOTUBE, anti-
CEA/anti-DPTA, anti-pI85HER2/anti-hapteno; BsAb como adyuvantes de vacuna;
y BsAb como herramientas de diagnéstico tales como anti-lgG de conejo/anti-
ferritina, anti-peroxidasa del rabano (HRP)/anti-hormona, anti-somatostatina/anti-
sustancia P, anti-HRP/anti-FITC, anti-CEA/anti-p-galactosidasa.
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Los ejemplos de anticuerpos triespecificos incluyen, pero no se limitan a, anti-
CD3/anti-CD4/anti-CD37, anti-CD3/anti-CD5/anti-CD37 y anti-CD3/anti-CD8/anti-
CD37. Pueden prepararse anticuerpos biespecificos como anticuerpos de longitud
completa o como fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos biespecifi-
cos F(ab’);). En la técnica se conocen métodos para preparar anticuerpos biespe-
cificos. La produccion tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud comple-
ta se basa en la coexpresion de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de
inmunoglobulina, en la que las dos cadenas tienen especificidades diferentes (por
ejemplo, Milistein et al., Nature, 305: 537-539 (1983)). Debido al ordenamiento al
azar de cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadro-
mas) producen una posible mezcla de diez moléculas de anticuerpo diferentes, de
las cuales sélo una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacién de la
molécula correcta puede realizarse mediante etapas de cromatografia de afinidad.
Se dan a conocer procedimientos similares en el documento WO 93/08829 y en
Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655-3659 (1991).

En otro enfoque, se fusionan dominios variables de anticuerpo con las especifici-
dades de unién deseadas (sitios de combinacion anticuerpo-antigeno) con se-
cuencias de dominio constante de inmunoglobulina. La fusién se realiza preferi-
blemente con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que
comprende al menos parte de las regiones bisagra, CH2 y CH3. Se prefiere tener
la primera region constante de cadena pesada (CH1) que contiene el sitio necesa-
rio para la unién de la cadena ligera presente en al menos una de las fusiones. Se
insertan ADN que codifican para las fusiones de cadena pesada de inmunoglobu-
lina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, en vectores de expresién
separados, y se transfectan conjuntamente en un organismo huésped adecuado.
Esto proporciona una gran flexibilidad en el ajuste de las proporciones mutuas de
los tres fragmentos de polipéptido en realizaciones en las que proporciones distin-
tas de las tres cadenas polipeptidicas usadas en la construccién proporcionan los
rendimientos optimos. Sin embargo, es posible insertar las secuencias codifican-
tes para dos o para las tres cadenas polipeptidicas en un vector de expresion
cuando la expresion de al menos dos cadenas polipeptidicas en proporciones
iguales da como resultado altos rendimientos o cuando las proporciones no tienen

significacion particular. En una realizacion preferida de este enfoque, los anticuer-
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pos biespecificos estan compuestos por una cadena pesada de inmunoglobulina
hibrida con una primera especificidad de unién en un brazo, y un par cadena pe-
sada-cadena ligera de inmunoglobulina hibrida (que proporciona una segunda es-
pecificidad de unién) en el otro brazo (véase, por ejemplo, el documento WO .
94/04690). Segun otro enfoque descrito en el documento W096/27011 la superfi-
cie de contacto entre un par de moléculas de anticuerpo puede disefiarse por in-
genieria para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recubren a partir
de un cultivo de células recombinantes. Los anticuerpos especificos también in-
cluyen anticuerpos reticulados o “heteroconjugados”. Por ejemplo, uno de los an-
ticuerpos en el heteroconjugado puede acoplarse a avidina, el otro a biotina.

B. Moléculas de inmunoadhesina

La presente descripcién también proporciona moléculas de inmunoadhesina que
comprenden una region Fc variante. Un tipo de disefio de inmunoadhesina com-
bina el/los dominio(s) de unién de la adhesina (por ejemplo, el dominio extracelu-
lar (ECD) de un receptor) con la regién Fc de una cadena pesada de inmunoglo-
bulina (por ejemplo, una region Fc variante). De manera habitual, cuando se pre-
paran las inmunoadhesinas, se fusionara acido nucleico que codifica para el do-
minio de unién de la adhesina en el extremo C-terminal con acido nucleico que
codifica para el extremo N-terminal de una secuencia de dominio constante de

inmunoglobulina, sin embargo también son posibles fusiones N-terminales.

Normalmente, en tales fusiones el polipéptido quimérico codificado conservara al
menos dominios bisagra, CH2 y CH3 funcionalmente activos de la regiéon constan-
te de una cadena pesada de inmunoglobulina. También se realizan fusiones con
el extremo C-terminal de la parte Fc de un dominio constante, o inmediatamente
N-terminal a la CH1 de la cadena pesada o la regién correspondiente de la cade-
na ligera. El sitio preciso en el que se realiza la fusiéon no es critico; se conocen
bien sitios particulares y pueden seleccionarse con el fin de optimizar la actividad

biolégica, secrecién o caracteristicas de unién de la inmunoadhesina.

En algunas realizaciones, se fusiona la secuencia de adhesina con el extremo N-

terminal de la regiéon Fc variante de inmunoglobulina G1. Es posible fusionar la

104



10

15

20

25

30

ES 2426816 T3

region constante de cadena pesada completa con la secuencia de adhesina. Sin
embargo, en realizaciones preferidas, se usa en la fusién una secuencia que co-
mienza en la region bisagra justo en sentido de 5’ del sitio de escisién de papaina
que define Fc de IgG quimicamente (es decir, residuo 216, considerando que el
primer residuo de la regién constante de cadena pesada es 114), o sitios analo-
gos de otras inmunoglobulinas. En determinadas realizaciones preferidas, se fu-
siona la secuencia de aminoacidos de adhesina con (a) la regién bisagray CH2 y
CH3 o (b) los dominios CH1, bisagra, CH2 y CH3, de una cadena pesada de IgG.
En algunas realizaciones, las inmunoadhesinas son biespecificas. Alternativamen-
te, las secuencias de adhesina pueden insertarse entre secuencias de cadena
pesada y cadena ligera de inmunoglobulina, de manera que se obtiene una inmu-
noglobulina que comprende una cadena pesada quimérica. En tales realizaciones,
las secuencias de adhesina pueden fusionarse con el extremo 3' de una cadena
pesada de inmunoglobulina en cada brazo de una inmunoglobulina, o bien entre
el dominio bisagra y el CH2 o bien entre los dominios CH2 y CH3 (véase, por
ejemplo, Hoogenboom et al., Mol. Immunol. 28:1027-1037 (1991).

Aunque no se requiere la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina en
las inmunoadhesinas de la presente invencién, puede estar presente una cadena
ligera de inmunoglobulina o bien asociada covalentemente con un polipéptido de
fusion de adhesina-cadena pesada de inmunoglobulina o bien fusionada directa-
mente con la adhesina. En el primer caso, normalmente se expresa conjuntamen-
te ADN que codifica para una cadena ligera de inmunoglobulina con el ADN que
codifica para la proteina de fusién de adhesina-cadena pesada de inmunoglobuli-
na. Tras la secrecion, la cadena pesada y la cadena ligera hibridas estaran cova-
lentemente asociadas para proporcionar una estructura de tipo inmunoglobulina
que comprende dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina
unidos mediante enlace disulfuro. Se dan a conocer métodos adecuados para la
preparacion de tales estructuras, por ejemplo, en la patente estadounidense n.°
4.816.567.

En realizaciones preferidas, se construyen inmunoadhesinas fusionando la se-
cuencia de ADNc que codifica para la parte de adhesina en marco con una se-

cuencia de ADNc de inmunoglobulina. Sin embargo, también puede usarse la fu-
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sion con fragmentos de inmunoglobulina genémicos. Generalmente, este Ultimo
tipo de fusién requiere la presencia de secuencias reguladoras de Ig para la ex-
presion. Pueden aislarse ADN que codifican para regiones constantes de cadena
pesada de IgG basandose en secuencias publicadas de bibliotecas de ADNc deri-
vadas de linfocitos de sangre periférica o bazo, mediante hibridaciéon o mediante
técnicas de PCR. Los ADNc que codifican para las partes de “adhesina” y de in-
munoglobulina de la inmunoadhesina pueden insertarse en tandem en un vector

de plasmido que dirige la expresion eficaz en las células huésped elegidas.

Semivida alterada de polipéptidos variantes

El receptor de Fc nenonatal “FcRn” es un homélogo de complejo mayor de histo-
compatibilidad (CMH) que no sélo suministra IgG a través de la barrera materno-
fetal durante la gestacion, sino que también esta implicado en la regulacion de la
semivida sérica de IgG. Para una revision reciente sobre FcRn véase Ghetie, V'y
E.S. Ward, Annu. Rev. Immunol. 18:739-766, 2000. FcRn se une a IgG de una
manera dependiente del pH produciéndose la union a pH ligeramente acidos y
produciéndose poca unién o unién no detectable a pH 7,4. Se plantea que las IgG
se captan por células que expresan FcRn y entran en endosomas acidos en los
que se produce la interaccion FcRn-IgG. Entonces se transportan las IgG a la su-
perficie celular y se liberan a pH casi neutro. Las IgG que no se unen a FcRn tras
la captacion en células entran en compartimentos lisosémicos y se degradan.
Concuerda con este modelo la hipétesis de que polipéptidos que comprenden una
regioén Fc variante que se une a FcRn con afinidad aumentada tienen una semivi-

da sérica mas larga que aquéllos con una afinidad menor.

El papel de FcRn como transportador de IgG indica que regiones Fc variantes con
afinidad alterada por FcRn pueden tener utilidad terapéutica o bien en el contexto
de un anticuerpo monoclonal o bien cuando se unen operativamente a una protei-
na heteréloga, es decir, distinta de anticuerpo. Los polipéptidos terapéuticos que
se beneficiaran por aclararse rapidamente del sujeto o del paciente o por no
transportarse a través de la membrana placentaria, por ejemplo, polipéptidos ra-
diomarcados, se beneficiaran por unirse operativamente a una regién Fc que pre-
senta una afinidad de unién a FcRn disminuida. Alternativamente, polipéptidos

que se beneficiaran de tener una semivida sérica mas larga y por tanto necesitan
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administrarse pocas veces o por transportarse a través de la membrana placenta-
ria preferiblemente se uniran operativamente a una regién Fc que presenta afini-
dad de unién a FcRn potenciada (véanse las tablas 2, 5 y 6). Se contemplan nu-
merosas combinaciones de caracteristicas de Fc, por ejemplo, puede generarse
una region Fc con afinidad de unién a FcRn potenciada pero con poca o ninguna
actividad de CDC o ADCC incorporando una o mas sustituciones de aminoacidos
de Fc que potencian la afinidad de unién a FcRn tal como se indica en la tabla 2
en, por ejemplo, una regién Fc original de IgG4, o en una regién Fc original de
IgG1 en combinacién con sustitucion de aminoacido que disminuye la actividad de
CDC y ADCC.

Polipéptidos preferidos que se beneficiaran de una semivida sérica aumentada
por estar operativamente unidos a una region Fc variante de la invencion que pre-
senta una afinidad de union a FcRn potenciada en comparacién con el polipéptido
original son polipéptidos terapéuticos de mamifero incluyendo moléculas tales
como, por ejemplo, renina; una hormona de crecimiento; hormona de crecimiento
humana; hormona de crecimiento bovina; factor de liberacién de hormona de cre-
cimiento; grelina; hormona paratiroidea; hormona estimulante del tiroides; lipopro-
teina; cadena A de la insulina; cadena B de la insulina; a1-antitripsina; PAI-1;
proinsulina; trombopoyetina; hormona foliculoestimulante; calcitonina; hormona lu-
teinizante; glucagones; factores de coagulacion tales como factor VIIIC, factor IX,
factor tisular y factor de von Willdebrand; factores anticoagulantes tales como pro-
teina C; factor naturiético auricular; tensioactivo pulmonar; un activador de plas-
minégeno, tal como urocinasa o activador de plasminégeno de tipo tisular (t-PA) o
de orina humana; bombesina; trombina; factor de crecimiento hematopoyético; in-
terleucinas, por ejemplo, IL-1 a IL-10, IL-20; factor de necrosis tumoral alfa y beta;
encefalinasa; una albimina sérica tal como albimina sérica humana; sustancia
inhibidora mulleriana; cadena A de la relaxina; cadena B de la relaxina; prorelaxi-
na, péptido asociado a gonadotropina de raton; una proteina microbiana, tal como
beta-lactamasa; ADNasa; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial vas-
cular (VEGF); receptores para hormonas o factores de crecimiento; integrina; pro-
teina A o D; factores reumatoides; un factor neurotrofico tal como factor neurotro-
fico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina 3, 4, 5 6 6 (NT-3, NT-4, NT-5 o NT-

6), o un factor de crecimiento nervioso tal como NGF-beta, cardiotrofinas (factor
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de hipertrofia cardiaco) tal como cardiotrofina 1 (CT-1); factor de crecimiento deri-
vado de las plaquetas (PDGR); factor de crecimiento de fibroblastos tal como
aFGF y bFGF, factor de crecimiento epidérmico (EGF) o su receptor; factor de
crecimiento transformante (TGF) tal como TGF-alfa y TGF-beta, incluyendo TGF-
B1, EGF-p2, EGF-B3, EGF-B4 o TGF-5; factor de crecimiento similar a la insulina
I 'y II; des(1-3)-IGF-I (IGF-I cerebral), proteinas de unién a factor de crecimiento
similar a la insulina; proteinas CD tales como CD-3, CD-4, CD-8 y CD-19; eritro-
poyetina; factores osteoinductores; inmunotoxinas; una proteina morfogenética
Osea, un factor de diferenciacion del crecimiento (por ejemplo, GDF-8); un interfe-
ron tal como interferén alfa, beta y gamma; factores estimulantes de colonias
(CSF), por ejemplo, M-CSF; GM-CSF y G-CSF; un anticuerpo anti-HER-2 sin una
region Fc nativa de una IgG; un anticuerpo anti-VSR sin una region Fc nativa de
una IgG; superéxido dismutasa; receptores de células T; proteinas de membrana
de superficie; factor acelerador de la degradacion; antigeno viral tal como, por
ejemplo, una parte de la envuelta de VIH-1; proteina de transporte; receptores de
direccionamiento; adresinas; proteinas reguladoras; anticuerpos sin una regién Fc
nativa de una IgG; y fragmentos o precursores de cualquiera de los polipéptidos
indicados anteriormente.

La regién Fc variante que comprende una sustitucion de aminoacido que confiere
una semivida sérica alterada al polipéptido (es decir, afinidad de unién a FcRn po-
tenciada) al que esta operativamente unida estad de manera preferible operativa-
mente unida al extremo carboxilo o amino-terminal del polipéptido de interés ge-

nerando de ese modo una proteina de fusion.

Secuencias de acido nucleico que codifican para regiones Fc variantes

La presente descripciéon también proporciona secuencias de acido nucleico que

codifican para regiones Fc variantes, asi como composiciones, vectores y células
huésped que comprenden secuencias de acido nucleico que codifican para regio-
nes Fc variantes. La presente descripcion también proporciona métodos recombi-

nantes para producir una region Fc variante.

Generalmente, para la produccion recombinante de variantes, se aisla acido nu-

cleico que codifica para la variante y se inserta en un vector. Pueden transfectarse
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células huésped con el vector, permitiendo de ese modo amplificar la secuencia
de acido nucleico y/o producir el péptido variante. Pueden aislarse y secuenciarse
secuencias de acido nucleico que codifican para las variantes peptidicas de la
presente invencién usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando
sondas oligonucleotidicas que pueden unirse especificamente a acido nucleico
que codifica para la variante). Generalmente, la secuencia de acido nucleico que
codifica para la variante esta operativamente unida a otros elementos, tales como
una secuencia sefal (por ejemplo, secuencias sefial secretoras), un origen de re-
plicacién, al menos un gen marcador, un potenciador, un promotor o un termina-
dor de la transcripcién. En determinadas realizaciones, se transfectan de manera
estable células huésped con acido nucleico que codifica para una variante para
generar una linea celular que expresa una variante particular. En realizaciones
preferidas, las variantes se expresan en células CHO, NSO, Sp2/0, PER.C6 o

HEK293. En la técnica se conocen bien métodos recombinantes.

Pueden mutarse secuencias de acido nucleico de tal manera que pueden produ-
cirse regiones Fc variantes. Por ejemplo, puede mutarse una secuencia de acido
nucleico que codifica para una regién Fc original (por ejemplo, SEQ ID NO: 1-12)
de tal manera que se obtiene como resultado al menos un cambio de aminoacido
cuando se expresa la secuencia de acido nucleico. Ademas, pueden mutarse se-
cuencias de acido nucleico que codifican para al menos una parte de una regién
Fc original para producir secuencias de aminoacidos que comprenden al menos

una parte de una region Fc variante.

En determinadas realizaciones, se emplea sintesis basada en codones para ge-
nerar secuencias mutadas. Los ejemplos de sintesis basada en codones incluyen,
por ejemplo, las descritas en las patentes estadounidenses 5.264.563, 5.523.388
y 5.808.022. En resumen, puede realizarse sintesis basada en codones acoplan-
do secuencialmente monémeros sobre soportes separados para formar al menos
dos tupletes diferentes. El acoplamiento puede realizarse en recipientes de reac-
cion separados, después mezclando los soportes de los recipientes de reaccion y
dividiendo los soportes mezclados en dos o mas recipientes de reaccion separa-

dos, y repitiendo las etapas de acoplamiento, mezclado y division una o mas ve-
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ces en los recipientes de reaccion, terminando con una etapa de mezclado o divi-

sion. Adicionalmente, pueden escindirse los oligonucleétidos de los soportes.

Formulaciones y usos terapéuticos
En algunas realizaciones, la presente descripciéon proporciona formulaciones tera-

péuticas que comprenden las variantes descritas en el presente documento. Por
ejemplo, tales composiciones pueden incluir un polipéptido variante (o parte del
mismo), proporcionado junto con liquidos, geles, portadores soélidos, diluyentes,
adyuvantes y excipientes fisiologicamente tolerables, y combinaciones de los
mismos (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicion,
Osol, A. Ed. (1980)).

Ademas, pueden usarse variantes polipeptidicas junto con, antes o después de
otros agentes terapéuticos, incluyendo, pero sin limitarse a, salicilatos, esteroides,
inmunosupresores, anticuerpos o antibidticos. Los agentes terapéuticos particula-
res que pueden usarse con las variantes de la presente invencioén incluyen, pero
no se limitan a, los siguientes agentes, compuestos de azobenceno (patente es-
tadounidense n.° 4.312.806), derivados de rodamina sustituidos con bencilo (pa-
tente estadounidense n.° 5.216.002), sales de zinc de L-carnosina (patente esta-
dounidense n.° 5.238.931), 3-fenil-5-carboxipirazoles e isotiazoles (patente esta-
dounidense n.° 5.294.630), IL-10 (patente estadounidense n.° 5.368.854), inhibi-
dores de la sintesis de leucotrieno de quinolina (patente estadounidense n.°
5.391.555), 2'-halo-2’-desoxiadenosina (patente estadounidense n.° 5.506.213),
compuestos de fenol y benzamida (patente estadounidense n.° 5.552.439), tributi-
rina (patente estadounidense n.° 5.569.680), determinados péptidos (patente es-
tadounidense n.° 5.756.449), acidos omega-3 poliinsaturados (patente estadouni-
dense n.° 5.792.795), bloqueantes de VLA-4 (patente estadounidense n.°
5.932.214), metasulfobenzoato de prednisolona (patente estadounidense n.°
5.834.021), agentes limitadores de citocinas (patente estadounidense n.°
5.888.969) y nicotina (patente estadounidense n.° 5.889.028).

Pueden usarse polipéptidos variantes junto con agentes que reducen la viabilidad
o el potencial proliferativo de una célula. Los agentes que reducen la viabilidad o

el potencial proliferativo de una célula pueden funcionar de una variedad de ma-
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neras incluyendo, por ejemplo, inhibir la sintesis de ADN, inhibir la division celular,
inducir la apoptosis, o inducir la muerte celular no apoptética. Los ejemplos espe-
cificos de agentes citotdxicos y citostaticos incluyen, pero no se limitan a, proteina
antiviral de fitolaca, abrina, ricina y cada una de sus cadenas A, doxorubicina, cis-
platino, yodo 131, itrio 90, renio 188, bismuto 212, taxol, 5-fluorouracilo, VP-16,
bleomicina, metotrexato, vindesina, adriamicina, vincristina, vinblastina, BCNU,
mitomicina y ciclofosfamida y determinadas citocinas tales como TNF-a y TNF-B.
Por tanto, los agentes citotdxicos y citostaticos pueden incluir, por ejemplo, radio-

nuclidos, farmacos quimioterapicos, proteinas y lectinas.

Las composiciones terapéuticas pueden comprender, por ejemplo, aditivos nor-
malmente empleados tales como aglutinantes, cargas, portadores, conservantes,
agentes estabilizantes, emulsionantes, tampones y excipientes tales como, por
ejemplo, calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidon, estearato de mag-
nesio, sacarina sédica, celulosa, carbonato de magnesio, y similares. Estas com-
posiciones contienen normalmente el 1%-95% de principio activo, preferiblemente

el 2%-70% de principio activo.

Los polipéptidos variantes también pueden mezclarse con diluyentes o excipien-
tes que son compatibles y fisiol6gicamente tolerables. Son diluyentes y excipien-
tes adecuados, por ejemplo, agua, solucion salina, dextrosa, glicerol, o similares,
y combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, las composiciones pueden
contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares tales como agentes

humectantes o emulsionantes, agentes estabilizantes o de tamponamiento del pH.

En algunas realizaciones, las composiciones terapéuticas se preparan o bien co-
mo suspensiones o disoluciones liquidas, como pulverizaciones o bien en formas
sélidas. Las formulaciones orales incluyen habitualmente aditivos normalmente
empleados tales como aglutinantes, cargas, portadores, conservantes, agentes
estabilizantes, emulsionantes, tampones y excipientes tales como, por ejemplo,
calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sa-
carina sadica, celulosa, carbonato de magnesio, y similares. Estas composiciones
adoptan la forma de disoluciones, suspensiones, comprimidos, pastillas, capsulas,

formulaciones de liberacion sostenida o polvos, y contienen normalmente el 1%-
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95% de principio activo, preferiblemente el 2%-70%. Se describe un ejemplo de
una composicion oral util para administrar las composiciones terapéuticas de la

presente invencioén en la patente estadounidense n.° 5.643.602.

Las formulaciones adicionales que son adecuadas para otros modos de adminis-
tracion, tales como administracion topica, incluyen ungientos, tinturas, cremas,
lociones, parches transdérmicos y supositorios. Para los ungientos y las cremas,
los aglutinantes, portadores y excipientes tradicionales pueden incluir, por ejem-
plo, polialquilenglicoles o triglicéridos. Se describe un ejemplo de un método de
administracion topica en la patente estadounidense n.° 5.834.016. También pue-
den emplearse otros métodos de administracion liposémicos (véanse, por ejem-
plo, las patentes estadounidenses n.® 5.851.548 y 5.711.964).

Las formulaciones también pueden contener mas de un compuesto activo segun
sea necesario para la indicacion particular que esté tratandose, preferiblemente
aquellos con actividades complementarias que no se afectan adversamente unos
a otros. Tales moléculas estan presentes de manera adecuada en combinacién

en cantidades que son eficaces para el fin previsto.

También pueden prepararse preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos
adecuados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices semiper-
meables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el polipéptido variante,
matrices que estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o
microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen, pero
no se limitan a, poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(metacrilato de 2-
hidroxietilo) o poli(alcohol vinilico)), polilactidas, copolimeros de acido L-glutamico
y L-glutamato de y-etilo, etileno-acetato de vinilo no degradable, copolimeros de
acido lactico-acido glicolico degradables tales como el LUPRON DEPOT (mi-
croesferas inyectables compuestas por copolimero de acido lactico-acido glicélico
y acetato de leuprolida) y poli(acido D-(-)-3-hidroxibutirico). Mientras que polime-
ros tales como etileno-acetato de vinilo y acido lactico-acido glicélico permiten la
liberacién de moléculas durante mas de 100 dias, determinados hidrogeles liberan

proteinas durante periodos de tiempo mas cortos.
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Los polipéptidos variantes pueden usarse para tratar a un sujeto. Tal tratamiento
puede administrarse a un sujeto con una enfermedad, o puede administrarse de
manera profilactica a un sujeto (por ejemplo, a un sujeto predispuesto a padecer
una enfermedad). Los ejemplo de estados que pueden tratarse incluyen, pero no
se limitan a, cancer (por ejemplo, en el que el polipéptido variante se une al recep-
tor HER2, CD20 o factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)); estados
alérgicos tales como asma (con un anticuerpo anti-IgE); y trastornos mediados por
LFA-1 (por ejemplo, en los que el polipéptido variante es un anticuerpo anti-LFA-I
o anti-ICAM-I), etc.

En realizaciones preferidas, las variantes polipeptidicas usadas para tratar a suje-
tos comprenden anticuerpos o inmunoadhesinas. También en realizaciones prefe-
ridas, las enfermedades tratadas son enfermedades sensibles a anticuerpos o in-
munoadhesinas. Los ejemplos de enfermedades sensibles a anticuerpos incluyen
enfermedades y estados médicos tales como: linfoma (que se muestra que puede
tratarse con RITUXAN, un anticuerpo anti-CD20), enfermedad infecciosa (que se
muestra que puede tratarse con SYNAGIS, un anticuerpo dirigido a la proteina F
del virus sincitial respiratorio), trasplante de riién (ZENAPAX, un anticuerpo anti-
receptor de IL-2, ha mostrado ser util), enfermedad de Crohn y artritis reumatoide
(que se muestra que puede tratarse con REMICADE, un anticuerpo anti-TNFa),
carcinoma de mama (que se muestra que puede tratarse con HERCEPTIN, un an-
ticuerpo anti-20 HER2) y cancer de colon (que se muestra que puede tratarse con
EDRECOLOMAB, un anticuerpo anti-17-1A). Los polipéptidos variantes usados
para tratar cancer comprenderan preferiblemente una sustitucion de aminoacido
en la region Fc de la invencién que confiere actividad de ADCC potenciada y/o ac-
tividad de CDC potenciada al polipéptido.

En algunas realizaciones, se emplea un polipéptido variante con actividad de
ADCC mejorada en el tratamiento de enfermedades o trastornos en el que se
desea la destruccion o eliminacion de tejido o microorganismos foraneos. Por
ejemplo, puede usarse la variante para tratar cancer; trastornos inflamatorios; in-
fecciones (por ejemplo, infecciones bacterianas, virales, fungicas o por levaduras);
y otros estados (tales como bocio) en los que se desea la eliminacion de tejido.

En otras realizaciones, el polipéptido variante tiene actividad de ADCC disminui-
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da. Tales variantes pueden usarse para tratar enfermedades o trastornos en los
que se desea un polipéptido que contiene regidn Fc con una semivida larga, pero
preferiblemente el polipéptido no tiene funcionfunciones efectora(s) no desea-
da(s). Por ejemplo, el polipéptido que contiene regiéon Fc puede ser un anticuerpo
anti-factor tisular (TF); anticuerpo anti-IgE; y anticuerpo anti-integrina (por ejem-
plo, un anticuerpo anti-a 437). El mecanismo de accion deseado de tales polipép-
tidos que contienen regidon Fc puede ser bloquear pares de uniéon ligando-
receptor. Ademas, el polipéptido que contiene region Fc con actividad de ADCC

disminuida puede ser un anticuerpo agonista.

Los polipéptidos variantes usados para tratar cancer comprenderan preferible-
mente una sustitucion de aminoacido en la region Fc de la invencion (véase, por
ejemplo, la tabla 2 en el presente documento) que confiere actividad de ADCC po-
tenciada y/o actividad de CDC potenciada al polipéptido.

Los polipéptidos variantes pueden administrarse mediante cualquier medio ade-
cuado, incluyendo administracion parenteral, subcutanea, topica, intraperitoneal,
intrapulmonar e intranasal e intralesional (por ejemplo, para el tratamiento inmu-
nosupresor local). Las infusiones parenterales incluyen administracion intramus-
cular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o subcutanea. Ademas, la variante
polipeptidica se administra de manera adecuada mediante infusion por pulsos,
particularmente con dosis decrecientes del polipéptido variante. Preferiblemente,
la dosificacion se administra mediante inyecciones, lo mas preferiblemente inyec-
ciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracion

es breve o cronica.

Para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad, la dosificacion apropiada
de variante polipeptidica dependera del tipo de enfermedad que va a tratarse, la
gravedad y el transcurso de la enfermedad, si el polipéptido variante se administra
para fines preventivos o terapéuticos, la terapia previa, la historia clinica del pa-
ciente y la respuesta a la variante polipeptidica, y el criterio del médico encargado.
El polipéptido variante se administra de manera adecuada al paciente en una vez

o a lo largo de una serie de tratamientos.
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Por ejemplo, dependiendo del tipo y la gravedad de la enfermedad, aproximada-
mente de 0,1 pg/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, 0,120 mg/kg) de polipéptido variante
es una dosificacion candidata inicial para la administracion al paciente, ya sea, por
ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas, o mediante infusion
continua. Una dosificacion diaria tipica puede oscilar entre aproximadamente
1 png/kg y 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anterior-
mente. Para administraciones repetidas a lo largo de varios dias o mas, depen-
diendo del estado, el tratamiento se mantiene hasta que los sintomas se reducen
suficientemente o se eliminan. El progreso de esta terapia se monitoriza faciimen-
te mediante técnicas y ensayos convencionales, y puede usarse para ajustar la

dosificacién para alcanzar un efecto terapéutico.

Estas cantidades sugeridas de polipéptido variante estan sujetas a una gran can-
tidad de criterio terapéutico. El factor clave en la seleccion de una dosis y calen-
dario apropiados es el resultado obtenido. Los factores para su consideracion en
este contexto incluyen el trastorno particular que esta tratandose, el mamifero par-
ticular que esta tratandose, el estado clinico del paciente individual, la causa del
trastorno, el sitio de administracion del anticuerpo, el tipo particular de anticuerpo,
el método de administracion, el calendario de administracion y otros factores co-

nocidos por los profesionales médicos.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido variante que va a admi-
nistrarse es el nivel de dosificacién requerido para un paciente de tal manera que
se reducen los sintomas de la enfermedad que esta tratandose. Adicionalmente,
una cantidad terapéuticamente eficaz puede referirse a la cantidad de agente te-
rapeutico suficiente para retrasar o minimizar o prevenir la aparicion de la enfer-
medad, por ejemplo, retrasar o minimizar o prevenir la diseminacioén del cancer.
Una cantidad terapéuticamente eficaz puede referirse a la cantidad de agente te-
rapéutico (por ejemplo, polipéptido variante), también puede referirse a la cantidad
del agente terapéutico que proporciona un beneficio terapéutico en el tratamiento
o la gestion de una enfermedad en un sujeto. Ademas, una cantidad terapéutica-
mente eficaz con respecto a un agente terapéutico de la invencién se refiere a la
cantidad de agente terapéutico solo, o0 en combinacién con otras terapias, que

proporciona un beneficio terapéutico en el tratamiento o la gestién de una enfer-
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medad en un sujeto. No se necesita formular el polipéptido variante, pero opcio-
nalmente se hace, con uno o mas agentes usados actualmente para prevenir o
tratar el trastorno en cuestion. La cantidad eficaz de tales otros agentes depende
de la cantidad de polipéptido variante presente en la formulacion, el tipo de tras-
torno o tratamiento, y otros factores comentados anteriormente. Un primer agente
profilactico o terapéutico (por ejemplo, polipéptido variante o polipéptido que com-
prende una region Fc variante de la invencion o fragmento funcional de la misma)
puede administrarse antes de, concomitantemente con o después de la adminis-
tracion de un segundo agente profilactico o terapéutico a un sujeto con un trastor-

no.

Los agentes terapéuticos pueden congelarse o liofilizarse para su almacenamien-
to y reconstituirse en un portador estéril adecuado antes de su uso. La liofilizacion
y reconstitucion pueden conducir a diversos grados de pérdida de actividad de an-
ticuerpo. Pueden tener que ajustarse las dosificaciones para compensar. Gene-

ralmente, se prefiere un pH de entre 6 y 8.

En el presente documento se contempla el uso de un anticuerpo monoclonal que
comprende una region Fc variante de la presente invencion para tratar o prevenir
al menos uno de los trastornos mencionados anteriormente (por ejemplo, cancer)
en los que antigeno al que se une el anticuerpo monoclonal es perjudicial o que
se beneficia de niveles disminuidos del antigeno. Adicionalmente, se contempla el
uso de un anticuerpo que comprende una regién Fc variante de la presente inven-
cioén para su uso en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de al
menos uno de los trastornos mencionados anteriormente.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “tratamiento”, “tratar” y
similares se refieren a obtener un efecto farmacolégico y/o fisiolégico deseado. El
efecto puede ser profilactico en cuanto a prevenir parcial o completamente una
enfermedad o sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico en cuanto a una cu-
ra parcial o completa de una enfermedad y/o efecto adverso atribuible a la enfer-
medad. “Tratamiento”, tal como se usa en el presente documento, incluye la ad-
ministracion de un compuesto de la presente invencion para el tratamiento de una

enfermedad o un estado en un mamifero, particularmente en un ser humano, e in-
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cluye: (a) prevenir que se produzca la enfermedad en un sujeto que puede estar
predispuesto a la enfermedad pero al que ain no se le ha diagnosticado que la
tiene; (b) inhibir la enfermedad, es decir, detener su desarrollo; y (c) aliviar la en-
fermedad, es decir, provocar la regresion de la enfermedad o del trastorno o ali-
viar sintomas o complicaciones del mismo. Los regimenes de dosificacion pueden
ajustarse para proporcionar la respuesta deseada 6ptima (por ejemplo, una res-
puesta terapéutica o profilactica). Por ejemplo, puede administrarse un Gnico bolo,
pueden administrarse varias dosis divididas a lo largo del tiempo o puede reducir-
se o aumentarse proporcionalmente la dosis tal como se indica por las exigencias

de la situacién terapéutica.

Anticuerpos anti-CD20

Se da a conocer un anticuerpo anti-CD20 que comprende una region Fc variante
(véanse, por ejemplo, el ejemplo 4 y la figura 4 en el presente documento). Un an-
ticuerpo anti-CD20 comprende una regién Fc variante, o parte de la misma que
comprende la sustitucion de aminoacido, enumerada en las tablas 1-10 en el pre-
sente documento, el anticuerpo anti-CD20 puede comprender ademas un péptido
con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 13, 14, 15 6 16. En otra realizacion, un
anticuerpo anti-CD20 comprende una regién Fc variante o parte de la misma que
comprende la sustitucién de aminoacido, enumerada en las tablas 1-10 en el pre-
sente documento, y que comprende ademas péptidos con las secuencias mostra-

das en:

a) SEQ ID NO: 13y SEQ ID NO: 14;

b) SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16;

c) SEQ ID NO: 17, 18, 19, 20, 21y 22; 0

d) SEQ ID NO: 23, 24, 25, 26, 27 y 28.

El anticuerpo anti-CD20 de la invencién comprende una regién Fc variante, que

comprende sustitucién/sustituciones de aminoacido(s) seleccionada(s) del grupo

que consiste en:
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a) 2471y 339D; y

b) 2471y 339Q;

y comprende ademas una region variable que comprende polipéptidos con las
SEQ ID NO: 13y SEQ ID NO: 14.

Usos de regién Fc variante adicionales

Las variantes, y secuencias de acido nucleico que codifican para variantes, de la
presente descripcion pueden usarse de muchas maneras. Por ejemplo, pueden
usarse variantes en ensayos de seleccién de farmacos. Por ejemplo, pueden eva-
luarse compuestos candidatos para determinar su capacidad para alterar o inter-
ferir con funciones efectoras de Fc poniendo en contacto una variante con el
compuesto candidato y determinando la unién del compuesto candidato a la va-
riante. Puede inmovilizarse la variante usando métodos conocidos en la técnica
tales como unién de una proteina de fusion GST-variante a una perla polimérica
que contiene glutatién. Se construye un gen quimérico que codifica para una pro-
teina de fusion de GST fusionando ADN que codifica para la variante de interés al
ADN que codifica para el extremo carboxilo terminal de GST (véase, por ejemplo,
Smith et al., Gene 67:31 [1988]). Entonces se transforma el constructo de fusion
en un sistema de expresién adecuado (por ejemplo, E. coli XA90) en el que puede
inducirse la expresién de la proteina de fusién de GST con isopropil-f-D-
tiogalactopiranésido (IPTG). La induccién con IPTG debe proporcionar la proteina
de fusién como constituyente principal de proteinas celulares solubles. Las protei-
nas de fusién pueden purificarse mediante métodos conocidos por los expertos en
la técnica, incluyendo la purificacion mediante cromatografia de afinidad con glu-
tation. La unién del compuesto candidato a la variante esta correlacionada con la

capacidad del compuesto para alterar la una o mas funciones efectoras.

En otro método de seleccion, se inmoviliza o bien la variante o bien un FcR selec-
cionado usando métodos conocidos en la técnica, tal como adsorcion sobre una
placa de microtitulacion de plastico o union especifica de una proteina de fusion

de GST a una perla polimérica que contiene glutation. Por ejemplo, se une GST-
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variante a perlas de glutation-Sepharose. Entonces se pone en contacto la varian-
te inmovilizada con un FcR y un compuesto candidato. Entonces se retira el pép-
tido no unido y se solubiliza el complejo y se analiza para determinar la cantidad
de péptido marcado unido. Una disminucion en la union es una indicacion de que
el compuesto candidato inhibe la interaccion de la variante con el FcR. Este mé-
todo de seleccion es particularmente util con variantes de la presente invencién
que muestra un nivel aumentado de Una variacion de este método permite la se-
leccion de compuestos que pueden alterar un complejo variante/receptor de Fc
anteriormente formado. Por ejemplo, en algunas realizaciones se inmoviliza un
complejo que comprende una variante unida a un FcR tal como se describid ante-
riormente y se pone en contacto con un compuesto candidato. La disolucion del
complejo por el compuesto candidato se correlaciona con la capacidad del com-
puesto para alterar o inhibir la interaccion entre la variante que esta sometiéndose
a prueba y el FcR que esta. Con respecto a esto, pueden identificarse compues-
tos con el potencial terapéutico (por ejemplo, en seres humanos) (por ejemplo,
compuestos Utiles para tratar una enfermedad humana, tal como enfermedades

autoinmunitarias).

Otra técnica para la seleccion de farmacos proporciona una seleccion de alto ren-
dimiento para compuestos que tienen una afinidad de unién adecuada a péptidos
variantes y se describe en detalle en el documento WO 84/03564. En resumen, se
sintetizan grandes nimeros de compuestos de prueba peptidicos pequerios dife-
rentes sobre un sustrato soélido, tal como pasadores de plastico o alguna otra su-
perficie. Entonces se hacen reaccionar los compuestos de prueba peptidicos con
péptidos variantes y se lavan. Entonces se detectan los péptidos variantes unidos

mediante métodos bien conocidos en la técnica.

Otra técnica usa anticuerpos dirigidos a péptidos variantes. Tales anticuerpos que
pueden unirse especificamente a péptidos variantes compiten con un compuesto
de prueba por la unién a una variante dada. De esta manera, los anticuerpos pue-
den usarse para detectar la presencia de cualquier péptido que comparte uno o

mas determinantes antigénicos del péptido variante.

119



10

15

20

25

30

ES 2426816 T3

La presente descripcién contempla muchos otros medios de seleccion de com-
puestos. Los ejemplos proporcionados anteriormente se presentan simplemente
para ilustrar una gama de técnicas disponibles. Un experto habitual en la técnica

apreciara que pueden usarse muchos otros métodos de seleccion.

En particular, la presente descripcion contempla el uso de lineas celulares trans-
fectadas con acido nucleico que codifica para al menos una regién Fc variante pa-
ra seleccionar compuestos por su actividad, y en particular para la seleccion de
alto rendimiento de compuestos a partir de bibliotecas combinatorias (por ejemplo,
bibliotecas que contienen mas de 10* compuestos). Las lineas celulares de la

presente invenciéon pueden usarse en una variedad de métodos de seleccion.

Las variantes pueden usarse como agente de purificaciéon por afinidad. Por ejem-
plo, la variante puede inmovilizarse sobre una fase sélida tal como una resina
Sephadex o papel de filtro, usando métodos bien conocidos en la técnica. Enton-
ces se pone en contacto la variante inmovilizada con una muestra que contiene el
antigeno que va a purificarse, y posteriormente se lava el soporte con un disolven-
te adecuado que eliminara sustancialmente todo el material la muestra excepto el
antigeno que va a purificarse, que esta unido a la variante polipeptidica inmovili-
zada. Finalmente, se lava el soporte con otro disolvente adecuado, tal como tam-

pén de glicina, pH 5,0, que liberara el antigeno del polipéptido variante.

El polipéptido variante también puede ser util en ensayos de diagnéstico (por
ejemplo, para detectar la expresion de un antigeno de interés en células especifi-
cas, tejidos o suero). Para aplicaciones de diagnéstico, la variante se marcara
normalmente con un resto detectable (tales marcadores también son utiles en los
ensayos de la regién Fc descritos anteriormente). Hay numerosos marcadores
disponibles, incluyendo, pero sin limitarse a, radiois6topos (por ejemplo, **S, '“C,
128 3H y "3"]), marcadores fluorescentes (por ejemplo, quelatos de tierras raras
(quelatos de europio) o fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados,
dansilo, Lissamine, ficoeritrina y Texas Red), y diversos marcadores de enzima-
sustrato (véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 4.275.149), y lucifera-
sa, luciferina, 2,3-dihidroftalazindionas, malato deshidrogenasa, ureasa, peroxida-

sa tal como peroxidasa del rabano (HRPO), fosfatasa alcalina, 3-galactosidasa,
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glucoamilasa, lisozima, sacarido oxidasas (por ejemplo, glucosa oxidasa, galacto-
sa oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tal como
uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa, microperoxidasa y similares). Los
ejemplos de combinaciones enzima-sustrato incluyen, por ejemplo: (i) peroxidasa
del rabano (HRPO) con hidrégeno peroxidasa como sustrato, en las que la hidro-
geno peroxidasa oxida un precursor colorante (por ejemplo, ortofenilen-diamina
(OPD) o clorhidrato de 3,3,5,5-tetrametil-bencidina (TMB)); (ii) fosfatasa alcalina
(AP) con fosfato de para-nitrofenilo como sustrato cromogénico; y (iii) D-

galactosidasa (R-D-Gai) con un sustrato cromogénico o sustrato fluorogénico.

Las variantes también pueden usarse para ensayos de diagnéstico in vivo. Por
ejemplo, se marca el polipéptido variante con un radiontclido de modo que el an-
tigeno o las células que lo expresan pueden localizarse usando inmunoescintigra-

fia.

Tabla 1 Variantes de Fc

Posicién® Sustitucién de aminoacido’

235 G, R

236 F, R, Y

237 K. N, R

238 E, G, H, I, L, V, W, Y

244 L

245 R

247 A, D, E, F, M, N, Q, R, S, T, W, Y
248 F, P, Q, W

249 L, M, N, P, Y

251 H, I, W

254 D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, V, W, Y
255 K, N

256 H, I, K, L, V, W, Y

257 A, I, M, N, 8

258 D

260 [

262 L

264 s

265 K, S

267 H, I, K ) e .
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* Posicion de aminoacido de Fc segun la numeracion de EU
" Por ejemplo, en la posicion 249: 249L, 249M, 249N o 249Y

Tabla 2 Variantes de Fc: cambios de la funcién efectora

Varian- | ADCC | ADCC Uniébn a|Uniébn a|CDC po-|CDC

*

te poten- | disminui- | FcRn po- | FcRn tenciada | disminui-
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ciada

da

tenciada

disminui-
da

da

235G
235Q
235R
2358
236F
236R
236Y
237
237K
237N
237R
238A
23BE
238G
238H
2381
238L
238V
238W
238Y
244L
245R
247A
2470
247€
247F
247G
247H
2471
247L
247TM
247N
247Q
247R
2478
2477
247V
24TW
247Y
24BA
248F
248P
248Q
248W

x

X X X

KX XX XX XX KNI KX XXM KK

P4

> K X

x X

MM MK KM XKMX N XXX

M X XK XX

X X x

> o XK XX

M X X X

x MMM MM KX NN K XX x

x X X
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249E
249L
249M
248N
249P
249Y
250K
250M
250R
251F
251H
2511
251W
252Y
254A
254D
254E
254F
254G
254H
2541
254K
254L
254M
254N
254P
254Q
254R
254T
254V
254W
254Y
255K
255N
256A
256F

256H
2561

256K
256L

256P

256R
256V

X X X

o X X X

X X X

HKoX MM XK XK XN KKK XK N MK K KX XX X x

X XXX x

» X

XK X X X X X X

o XXX X

b x

»x X X

x

X X X x
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256W
256Y
257A
2571
257M
257N
2578
257v
258D
2608
28621
2648
265H
265K
2658
265Y
267G
267H
-2671
267K

268E
268K
269N
269Q
270A
270G
270K
270M
270N
2T
272H
272K
272L
272N
272R
279A
2790
279F
279G
279H
279

279K
2791
279M
279N

MH X XX XXX

KX XX KX MK X

Mo XXM X KX XX XX

x X

XX XX XXX XX

X X x

» X X

> x X

X X X X X M XXX X X X X X X X X x X X X X X X

> x
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279Q
279R
2798
2787
279W
279Y
280A
280K
2807
2B3A
283D
283F
283G
283H
2831
283K
283L
283M
283N
283P
283Q
283R
2838
283T
283W
283Y
285N
286F
288N
288P
292A
292
292F
292G
292|

293V
301w
304
397A
307E
307M
311A
311D
311E

» X X X

x X X X

X M X

XXMM MK X

KX M XXX X X X X X X X X

XXM XX KX XXX XX

x X X x

XXX XX

XXX XX XX XX x X

>xX X
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311F
311G
311
Nk
31
311M
311R
311N
3118
3117
311v
3w
311y
312P
314F
3141
314V
J1aw
-314Y
315F
315K
315L
NSP
315R
316F
316K
317P
T
318N
3J1epP
3187
3igv
326W

328v
329Y
330K
330R

3320
332E
332F
332G
332H
332K

x X X x

MM X K X

x

MK X X

X ¥ X

o XK X X

KX XXM XM MMMMX M X X XX X

X X X X

x

oK XX X X X

x

XX X XX
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332M
332N
332Q
332R
3328

33v

2y
339D
339E
339F
339G
33gH
3391

339K
339L
33sM
338N
3380Q
339R
3398
339T

339Y
341D
341E
341F
341H
3411
341K
341L
341
341N
341P
341Q
341R
3418
aNnT
341V
39w
341Y

343D
343E
343F

»

X M X X XK X

KX IIKXKMMXHXX XXX

XXX XXX

® XK x

X X X X X

XM XXX XX

x X X

XX X XX

X X X X X

b b I b O db 30 40 4 & 4 4

KA XXX I XXMM NX XXX
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343G
343H
3431
343K
343L
343M
343N

343R
3438
34371
343v
343w
343Y
373A
3730
373E
373F

373H
3731
373K
373L
373M
373N
373Q
373R
373s
3737
373v
373W
375R
376A
376E
376F
376G
376H
376l
376L
376M
376N
376P
376Q
376R
376S
3767

X X

KK XXMM XXKXXKXXXXX

XXX XXX XXXXX

XX XX

X X X XX

X X XX

o XX xX X X XXM XX xX X

X XXM XX

XX X X X

X X X

b

K K XK M X XK
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376V
376W
376Y
377G
377K
377p
3780
376N
379N
37eQ
379s
3797
380A
380D
380N

382A
382D
382F
382H
3821
382K
382L
382M
382N
as2p

382R
38258
382T
382V
3g2w
382y
385E
385P
386K
423N
424H
424M
4248V
426D
4261
427N
429A
429F

MHK XXX XXX > x x

HKXX XX XX

o K »

K XXX X

> X x

> x

>

X X X X » %

> X X
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429M
430A
4300
430F
430G
430H
430!

430K

430N
430P
430Q
430R
4308
4307
430V
A30W
430Y
431H
431K
431P
432R
4328
434G
434H
4341
434W
434Y
4361
436L
4367
438G
438K
438L
438T
438W
439€
438H
439Q
440A
4400
440E
440F

440H

M X X X X xX X X XX Ko XK K KX X MK XK KX b

X MK X X

x K X

b A I 4

X XK XK XXMM X XXX

M XXX XX

x X X

x X x

x

X X X X

> x
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4401 X

440K X

4401 X X

440M X

440N

440Q X
440R

4407 X

440V X

440W

440Y 4 X
442K X X

X X X X

" Variantes sometidas a prueba en anticuerpo anti-CD20, region Fc de IgG1

Tabla 3 ADCC potenciada

Posicion* Sustitucion de aminoacido’

247 F, H, I, L, M, T, V, ¥
249 Y

281
254
256
258
268
279
280
283
288
292
311
315
318
330
332
339
376
377
379
380
3B2
385
427
429
434
136
140 G, H, I, L

-

xx
L
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ZPPPUOYmMIN
alka

9
z
3
=
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T
e
<
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* Posicién de aminoacido de Fc segun la numeracién de EU
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" Por ejemplo, en la posicion 249: 249E o 249Y

Tabla 4 ADCC disminuida

Posicion” Sustitucién de aminoacido

»

23S Q, s

236 F, Y

237 E, N, R

238 E, H, I, L, V, W, ¥
247 G,
249 L,
250 K,
251 M,
252 Y
254 L,
256 v
257
260
262
264
265
267
269
270
271
272
279
283
28%
288
292
293
301
304
307
311
312
314
3185
316
317
327
328
3128
332
341
343
373
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375 R
a7é A, B, P, G, H, W, ¥

379 Q

382 D, S

429 A, F

430 H, K, N, Q, R, W

432 R, S

434 I

440 D, T, V

442 K

* Posicion de aminoacido de Fc segun la numeracion de EU

Tabla 5 Afinidad de uniéon a FcRn potenciada

Posicion’

Sustitucion de aminoacido

238
244
245
249
252
256
257
258
260
262
270
272
279
283
285
286
288
293
307
311
312
316
317
3l1e
332
339
341
343
375
376
377
378
380
382

LY

k ZyYPURCODYOULD DL

-

-

- - - -

ﬂ!ﬂt’%ﬁ)mtﬂ&:Z:UZ'U?ﬁmﬂ'><:Z'ﬂ

-

H,

H,

I,

S,

K,

M,

M,

-2

-

S,

N,

Q.

R, §, T,

VvV, W, Y
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423
427
430
431
434
436
438
440

442

-

. K

H, W, Y
L, T
, L, T, W

RRAHTE Y 22
@

Fl Gl H' II K' Ll Ml Nl Q'

R, §, T, V, ¥

* Posicién de aminoacido de Fc segun la numeracion de EU

Tabla 6 Afinidad de union a FcRn disminuida

Posicion” Sustitucién de aminoacido

235 Q

236 Y

237 K. R

238 E, G, H, W

247 A, D, E, F, G, H, I, L, M, N, Q, R, S, W, Y
248 A, F, P, Q, W

249 E, L, M, Y

251 F. H I, W

254 D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W, Y
255 K, N

256 F, H, I, K, M, R, W, Y

264 s

265 S, Y

267 G, 1

268 D, K

270 A, M

279 I, K, L

280 T

292 E, F, G, I, L

311 D, B, F, G, N, R, Y

318 F, K, P

316 F

317 T

326 W

327 T

339 E, G, L, R -

341 D, E, F, I, X, L, M, N, Q, R, §, T, V, W, ¥
343 M, V, W

373 A, D, G, K, L, M, N, Q, 8§, T, V, W
376 H, L, W, Y

424 M, V

426 D

429 A, F, M

430 D, W

431 P

432 R, S

434 I

439 Q

440 A. D. E. F. M

* Posicién de aminodcido de Fc segun la numeraciéon de EU

135




ES 2426816 T3

Tabla 7 CDC potenciada

Posicion® Sustitucién de aminoacido

236 Y

244 L

247 A, D, E, G, N, Q, R, §, W

248 F, P, Q, W

249 E, L, M, N, P, ¥

250 K, R

251 F, H, I, W

254 A, F, K, L, M, R, Y

255 K

256 A, G, I, L, M P Q W Y

260 S

268 D

279 Q, S, W, ¥

280 K, T

283 F, G, H, I, K, L, M, N, P, R, §, W

292 L

307 A, M

311 F, I, K, L, M, T, V, W, Y

312 P

314 F, I, Vv, W, Y

315 F, K, L, P, R

316 K

317 P, T

318 N, T

332 A, D, E, F, G, H, L, M, N, O, 5, T, V, W, Y
339 D, F, G, H, I, XK, N, Q, R, S, T, W, ¥
341 D, E, F, H, I, K, L, M, N, P, Q. R, S, T, V, W, Y
343 A, D, E, G, H K, L, M, N, Q, R, §, T, W, ¥
373 D, E, F, H, I, K, L, M, N, Q, R, T, V, W
375 R

376 A, F, G, H, L, N, P, Q, R, §, T, V

377 P

379 N, Q S8, T

380 A, N, S5, T

382 I, L, Q V

kY: T X

426 D, L

429 A, F, M

430 A, D, F, G, H I, K, L, M, N, P, R, S, T, V, W, ¥
431 H, P

432 R, S

434 W, Y

438 L, W

440 Q. Y S

* Posicion de aminoacido de Fc segun la numeracién de EU

Tabla 8 CDC disminuida
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Posicion® Sustitucion de aminoacido

235 G, S
236
237
238
245
247
250
252
254
255
257
262
264
265
267
268
269
270
271
272
292
293
301
307
311
316
318
327
328
329
330
332
343
373
378
380
382
385
423
424
427

* Posicion de aminoacido de Fc segun la numeracion de EU

K, N
E, G, H, I, L, V, W, ¥

-

-

I, L, T, ¥

-~

E, I, P, O, T, V

-

I, M, N, 8, V

]

20

~

e
z

/2]

T X

F, N, P, R, 8§, W, ¥
P

-

M

-

2L 2000 NHEOXRXSIUIINENPIAQZRAIMNEOYZ2U0LINOPMED

Ejemplos
Los siguientes ejemplos se proporcionan con el fin de demostrar e ilustrar adicio-
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nalmente determinadas realizaciones preferidas y aspectos de la presente inven-

cién y no deben interpretarse como limitativos del alcance de la misma.

EJEMPLO | — Seleccion de regiones Fc variantes en ensayos de ADCC

Este ejemplo describe coémo se seleccionan regiones Fc variantes, en el contexto

de un anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo anti-CD20) en un ensayo de ADCC.

i. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

Se obtienen aproximadamente 50 ml de sangre periférica a partir de un donante
sano y se diluyen 1:2 con solucién salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7,0.
Se mezclan las disoluciones agitando suavemente el tubo. Se recubren de mane-
ra cuidadosa aproximadamente 12 ml de Histopaque-1077 (n.° de cat. de Sigma
1077-1) bajo la muestra de sangre diluida seguido por centrifugaciéon en una cen-
trifuga Sorvall RT6000B con rotor flotante a 1000 rpm durante 10 min. con freno
desactivado. Se descarta la fase superior del gradiente mediante aspiracioén y se
recoge la interfase que contiene CMSP, de color blanco, y se lava 3 veces con so-
lucién salina equilibrada de Hank (n.° de cat. de Gibco 14025-092). Se suspende
el sedimento celular lavado en aproximadamente 20 ml de medios RPMI 1640
que contienen suero bovino fetal al 10% (FBS) (n.° de cat. de Omega Scientific
FB-01). Se dividen las CMSP resuspendidas en dos matraces de cultivo T-175 y
se afiaden 30 ml de RPMI que contiene FBS al 10% a cada uno, seguido por in-
cubacién durante la noche en un incubador a 37°C, CO; al 5%. Al dia siguiente se
recogen las CMSP no adherentes en tubos Falcon de 50 ml, se centrifugan como
anteriormente y se resuspenden en RPMI que contiene FBS al 1% que carece de
rojo de fenol. Se diluye 10 veces una pequeria parte de las células resuspendidas
y se cuentan usando un hemocitémetro. Se colocan las CMSP restantes en el in-

cubador hasta que se necesitan.

ii. Linea celular diana (especifica para ensayos de ADCC con anticuer-

po anti-CD20)
Pueden obtenerse lineas de células B que expresan CD20 Wil.2 y SKW6.4 de

ATCC y hacerse crecer segun se recomienda. Un dia antes de usarse, se dividen

2 veces las células. Al dia siguiente se ajusta el nimero de células hasta 4 X 10°
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células/ml y se anaden alicuotas de 50 pl (20.000 células/pocillo) a una placa de

cultivo tisular de 96 pocillos.

iii. Diluciones de 19G

Antes de la seleccion, se expresa IgG que comprende una variante de Fc de la
presente invencion, se purifica y se cuantifica usando un ELISA convencional. Pa-
ra la seleccién de ADCC de un Unico punto primaria, se diluyen variantes de IgG
hasta 40 ng/ml en medios RPMI que contienen FBS al 1% que carece de rojo de
fenol. Se diluye 4 veces la concentracion de IgG final en el ensayo (es decir, con-
centracion final de 10 ng/ml). Se afiaden alicuotas de cincuenta microlitros de IgG
a las células diana y se incuban durante aproximadamente 15 minutos a 37°C an-

tes de anadir las células efectoras a las células diana opsonizadas.

Cuando se realizan titulaciones de IgG, se varia la concentracién de IgG en el in-
tervalo de desde aproximadamente 0,0001 hasta 1 ug/ml. Se preparan diluciones
de IgG usando una placa de microtitulacién de 96 pocillos diluyendo las muestras
en RPMI que contiene FBS al 1% que carece de rojo de fenol. Entonces se afia-
den las muestras de IgG diluidas a la placa de ensayo que contiene las células di-

ana.

iv. Células efectoras

Se ajusta la concentracion de CMSP de modo que la razén de efector con respec-
to a diana esta en el intervalo de 10-20:1 (es decir, 2-4 X 10° células/ml). Se afia-
den cien microlitros de las CMSP resuspendidas a cada pocillo de las células di-
ana opsonizadas. Se incuban las placas a 37°C en presencia de CO, al 5% du-
rante 3-4 horas.

v. Deteccidn de liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH)

Se mide la lisis de células diana detectando la liberacion de enzima LDH a partir
del citoplasma de células dafiadas en el sobrenadante de cultivo. Tras la incuba-
cion de las células diana opsonizadas con las células efectoras, se centrifugan las

placas de ensayo a 2000 rpm durante 5 minutos. Cuidadosamente, se retiran
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aproximadamente 75 pl del sobrenadante de cultivo celular mientras que se evitan
los residuos y las células sedimentadas. Se afiade este sobrenadante directamen-
te a una placa de microtitulacion y a esto se le afiaden 75 pl de reactivo de detec-
cién de LDH (n.° de cat. de Roche 1 644 793). Entonces se incuba la placa duran-
te aproximadamente 15-30 min. y se lee la absorbancia a 490 nm usando un lec-

tor de microplacas Vmax Kinetic de Molecular Devices.

vi. Analisis de datos

Todos los ensayos de seleccién de ADCC se realizan por duplicado. Cada placa
de ensayo contiene controles para determinar la lisis de diana espontanea, lisis de
efector mas diana espontanea en ausencia de IgG vy lisis total de células diana. La
lisis total de células diana se alcanza mediante la adicion de Triton X-100 al 1% a
las células diana. Se incluyen controles de tipo natural en cada placa de ensayo y
se calcula el promedio de la sefial de ensayo de ADCC. Se resta el valor de fon-
do, obtenido a partir de los controles de lisis espontanea, de cada muestra. Se
resta el valor de fondo, obtenido a partir de la IgG diluida, de cada muestra. Se
convierten los datos de valores de absorbancia en porcentajes de lisis especifica
basandose en los controles de lisis espontanea y total. Se calcula el porcentaje de
lisis especifica a partir de la siguiente ecuacion: porcentaje de lisis especifica =
(A490 experimental - A490 de fondo)/(A490 maxima - A490 de fondo) X 100, en la
que la A490 de fondo es la suma de la A490 obtenida a partir de las células efec-
toras y diana en ausencia de IgG y el fondo de IgG debido a LDH contaminante
presente en los sobrenadantes de IgG en bruto. Se normaliza el porcentaje de la
actividad de variante de Fc con respecto al promedio de los controles de tipo natu-
ral. Se calcula el promedio del porcentaje de la actividad normalizada para placas
de ensayo por duplicado y se calcula la desviacién estandar entre placas de en-

sayo individuales para cada muestra.

vii. Resultados

En las tablas 9 (sustituciones individuales) y 10 (sustituciones combinatorias) a
continuacién se muestra la actividad especifica de ADCC relativa. Los valores de
CDC notificados en la tabla 9 se generan tal como se describe en el ejemplo 2 en
el presente documento y el valor del ensayo de unién a FcRn notificado en la ta-

bla 9 se genera tal como se describe en el ejemplo 3 en el presente documento.
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En las tablas 1 y 2 anteriores se resumen adicionalmente los resultados. Las sus-
tituciones combinatorias que producen un valor de ADCC superior a cualquier
sustitucion individual sola son: 247F,339D; 2471,339D; 2471,339D; 247L,339T; y
2471,339Q. Las sustituciones combinatorias que producen una ADCC inferior al
80% de la ADCC de tipo natural aunque tenian una ADCC superior a la del tipo
natural cuando se sometieron a prueba solas son: 247A,339D; 247Y,339H;
2471,3391; 247T,3391; 247L,339N; 247A,339Q; y 247A,339R. Las sustituciones
combinatorias que producen una ADCC inferior al 10% de la ADCC de tipo natural
aunque tenian una ADCC superior a la del tipo natural cuando se sometieron a
prueba solas son: 2471,3391; 2477,339l; y 247L,339N.

Tabla 9

WT" Posicion y ADCC % de FcRn,pH % de DCD % de n=

variantes’ cVv 6,0 cVv cVv

WT (a,2) 100 100 100
L 235A 87 232 102 11.9 67 79 2
L 235E 80 174 87 162 48 358 2
L 235G 93 303 . 85 212 58 460 2
L 235Q 86 1.8 81 14.4 98 251 2
L 235R 45 105 93 341 110 138 2
L 2358 92 20 85 400 0 2629 2
G 236F 0 9421 88 7.9 0 2833 2
G 236R 0 2287 101 20.6 14 1101 4
G 236Y 8 727 76 100 168 03 2
G 237E 0 892 93 350 3 288 4
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142

G 237K 0 1133 78 128 12 1360 3
G 237N 0 1075 91 16.3 22 315 4
G 237R 0 813 56 60.6 28 105 4
P 238A 0 2058 80 9.6 20 495 4
P 23BE 0 206 76 6.7 24 1010 4
P 238G 0 928 66 6.9 23 1205 4
P 238H 0 489 72 1.4 11 2063 4
P 238l 0 180.4 94 6.4 18 541 4
P 236L 0 374 115 136 34 501 4
P 238V a6 118 102 8.3 67 192 4
P 238W 0 666 87 5.4 23 1034 4
P 238Y 0 340 74 158 16 2888 4
P 244L 77 234 124 9.6 134 60 2
P 245R 62 15.0 188 7.2 42 53 2
P 247A 122 16.2 97 0.3 116 08 2
P 247D 95 234 54 2.8 131 1.1 2
P 247€ 85 103 52 8.7 118 00 2
P 247F 144 188 6 1258.9 71 341 6
P 247G T 82 16 75 4.2 137 09 2
p 247H 145 1.2 35 2524 79 75 6
P 2471 140 229 79 307 22 1983 6
P 247L 144 101 §7 337 0 7227 16
P 247M 127 210 18 1589.0 114 72 6
P 247N 91 37.2 41  38.7 109 40 2
P 247Q 103 8.5 26 294.3 137 3.7 4
P 247R §8 155 72 1.2 127 49 2
P 247S 106 386 81 150 130 26 2
P 2477 128 11.2 75 275 37 348 10
P 247V 120 1358 Na na na na 2
P 247W 102 6.5 0 1314.2 122 05 2
P 247Y 143 8.4 7 na 88 7.1 6
K 248A 100 5.4 15 179.9 102 24 2
K 248F 107 180 0 559.4 202 a0 2
K 248P 103 9.1 34 994 226 13 2
K 248Q 101 0.5 38 893 174 179 2
K 248W 102 9.4 30 545 166 83 2
D 249E 110 6.7 78 224 258 161 4
(v} 249L 73 1.4 15 179.9 214 32 2
D 249M 101 9.6 50 4.5 163 1.2 2
D 249N 94 159 112 140 255 109 4
o 249P 56 4,0 138 21.0 119 02 2
0 249Y 110 8.8 41 283 170 66 2
T 250K 38 271 96 30.1 199 135 6
T 250M 78 110 165 7.4 47 66 4
T 250R 84 0.7 62 340 288 139 4
L 251F 125 6.0 64 476 160 166 10
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143

L 251H 59 116 46 56 67 227 2
L 2511 84 9.8 7 3333 190 188 2
L 251W 95 29 0 na 161 173 2
M 252y 61 5.8 964 279 62 461 4
[ 253A 103 6.1 0 120 81 239 4
S 254A 99  20.1 7 733.0 139 112 4
S 254D 101 14.2 7 1139 74 32 2
S 284E 102 3.8 6 107.9 72 352 2
S 254F 121 112 0 1087.4 206 144 6
s 254G 100 147 7 868 102 61 2
s 254H 108 200 0 743 85 220 4
S 254) 99 25 25 64.3 80 115 4
S 254K 109 148 9 77.2 137 61 2
s 2541 89 9.8 74 126 227 121 6
S 254M 88 1.9 0 2121 248 134 6
s 254N 80 133 8 56 76 346 2
s 254pP 78 177 3 141.4 75 252 2
S 254Q B4 126 9 121.2 74 252 2
) 254R 99 1.3 T4 1282 7 1527 T a8 2
S 2547 54 519 32 347 7% 121 2
s 254V 68 405 31 405 84 44 2
S 254w 98 6.0 0 116.1 188 7.7 6
S 254Y 117 9.4 0 129.1 211 157 6
R 255K 96 35 41 659 276 93 4
R 255N 84 17.7 27 162.7 81 181 2
T 256A 115 165 160 3.0 190 196 2
T 256D 97 5.3 544 10.6 86 232 6
T 256€E 91 129 339 8.4 104 72 6
T 256F 119 3.3 5 435.0 128 266 2
T 256G 85 20.0 162 80 221 245 2
T 256H 103 6.3 26 6.1 91 119 2
T 2561 g3 115 72 a7 157 162 4
T 256K 100 6.7 31 206 92 202 2
T 256L 93 3.9 78 60.5 267 227 4
T 256M 122 174 35 789 200 148 10
T 256N 102 72 229 6.4 86 232 2
T 256P 108 118 180 6.1 260 118 8
T 256Q 100 172 64 142 152 113 4
T 256R 94 8.8 33 600 71 471 2
T 256S 103 53 169 3.1 101 158 2
Y 256V 82 111 114 305 109 110 2
T 256W 96 85 14 845 170 144 4
T 256Y 97 7.2 68 186 127 180 2
P 257A 86 115 319 150 34 537 4
P 2571 54 16.4 1022 145 46 224 6
P 257M 26 110 835  19.1 48 484 4
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257N
287S
257V
2580
260S
262L
264S
265H
265K
265S
265Y
267G
267H
2671
267K
268D
268E
268K
269N
269Q
270A
270G
270K
270M
270N
27117
272H
272K
272L
272N
272R
279A
2790
279F
279G
279H
2791
279K
279L
279M
279N
279Q
279R
2795
2797
279W

28
18
115

110
110

23
47
4

15
49
28

73
70
78

114

81
98
79
101
91
86
107
102
85
105

13.1
20.8
97.9
7.0
5.6
2.9
39.8
118.9
146.2
106.3
76
8.6
48.4
78.0
73.3
7.8
8.3
17.6
74.0
3.6
35.5
102.2
465.5
19.2
1185.2
53.9
13.6
8.9
21.1
7.5
2.1
14.6
12.1
4.8
2.4
28.1
1.6
1.5
3.0
8.3
32.0
28.3
4.8
29.8
15.5
24.8

144

867
184
447
361
124

-
2333

888%288888

2e2R3

157
320
129
110
351
214
367
113
256
173

78
122

181
130
242
265
162

15.7
6.8
41.5
20.5
7.4
151
20.0
36.1
34.3
28.9
B8.8
0.9
16.8
11.8
14.2
32.4
17.8
104
17.0
3.5
6.0
16.5
8.4
52
8.2
20.4
23.0
204
3.9
33.0
3.3
5.0
0.3
14.3
11.6
20.6
13
26.1
13.9
3.5
19.5
8.0
10.7
18.3
6.9
228

62
46
27
110
171

118
71
71

102

106

106
108
127
100
106
100

N

85
139

98
122
110
125

31.4
30.1
143.5
9.6
171

o8&
N ~NOo

46.4
133
215
18.1
4911
37.8
47.1
10.7
8.4
112.7
69.4
82.8
66.5
21.8
462.9
606.9
103.7
89.1
34.8
28.7
3.1
34.6
12
21.2
8.5
10.0
18.0
227
21.0
0.7
5.7
103
50.2
8.1
8.7
16.7
12.8
10.5
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278y
280A
280K
2807
283A
283D
283F
283G
283H
2831
283K
283L
283M
283N
283P
283Q
283R
2838
2837
283w
283Y
285N
286F
288N
288P
202A
292E
292F
292G
2921
292L
2938
293V
301W
304E
307A
307E
307M
311A
311D
311E
311F
311G
3Nl
311K
3L

82
11
137
108
107

74
83
87
106
109
92
112
102
97
95
102
91
103

81
93
107
110
45
114
35
73
94
79
96

73

24
87
88
82
106
111
102

87
80
107

26.8
44.9
47.6
na
2.1
8.4
0.1
3.1
6.1
1.9
5.8
3.1
7.4
3.8
1.9
53
03
1.5
3.2
28
6.7
26
71
8.7
1.1
2.9
21.4
16.4
25
1.5
3.9
7.4
125
105.4
329
4.4
7.9
8.3
2.4
6.0
1.7
6.9
1.9
8.2
13.4
6.7

145

139

120

126
110
168
137

143
246
126

119
136
117
282
143
143
117
142
202
307
162
119

85

IEBRR

101
127
119
101

8.6
501
272
126

02

4.0
38.6

4.4

6.5

56

5.1

1.3
138

74

39

8.0

8.1
1.1
124

21

41
19.8
32.3
132

3.0
67.5
485

76
35.9
236
400
230
180
18.1

8.7
145
34.6
23.7

7.0
222
17.7

75
215

9.6

55

9.2

144
135
192
122

127
135
123
126
133
120
120
135
118
122
144
119
108
159
136
113
108
118
116

74

101
119
106
123

107
49
122
118
81
150
89

78
212
92

170
9

13.2
28.7
335
8.7
17.9
10.3
20.4
85
15.9
12.3
8.0
0.1
24
234
11.8
229
16.7
12.3
11.0
1.3
17.2
21.1
16.1
19.1
15.7
211
32.1
8.3
328
3.7
7.2
0.1
240
3141
11.3
6.5
2.4
6.5
28.3
13.6
0.7
20.7
9.6
11.3
9.3
8.1
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311M
311N
3P
311R
ans
3T
31V
3w
311Y
312P
314F
314l
314V
314W
314Y
315F
315K
315L
315P
3158
316F
316K
317P
37T
318N
318P
318T
318V
326W

328V
329Y
330K

332A
332D
332E
332F
332G
332H
332K
332L
332Mm
332N
332Q
332R

97
115

111
108
104
107
97
70
83

79
87
83
108
112
62
96
54
77
54

123
120
109
116

74

76
53
134
103
100
143
168
97
74
82
12

98
95
99
12

7.2
1.8
8.0
8.5
8.8
10.2
1.7
8.2
3.0
1.4
7.8
13.0
14.0
11.0
13.6
12.8
3.5
6.2
10.2
24.4
26.0
28.8
21.5
10.9
7.2
10.8
5.7
3.4
17.9
13.4
3.2
415
9.3
55
6.1
3.1
10.6
14.5
198
43
114.5
0.9
22
15.3
8.4
135.5

146

387
54
89
14
97

131

558

215

546
42
86
21

51

103
14
7
34

131

145
49

216
75

304

114

101
107
108
121
96
78

108

129
146
127
128

98
114

15.0
10.5
300.5
84.5
10.5
14.0
19.5
2.8
0.3
16.1
412
227
128.8
80.2
81.4
38.3
10.2
10.5
289.1
38.3
72.4
8.9
1.6
4.8
7.5
27.1
56.8
2.2
5.7
19.5
6.3
13.2
514
39.4
27.6
33.7
222
3.4
14
1.1
7.0
26
16.9
16.1
79
7.2

252 163 ®
126 233 2
172 679 4
170 144 2
0 928 2
168 234 2
240 233 4
251 187 4
211 250 2
148 116 2
108 55 2
184 142 4
179 109 4
190 20 4
238 32 4
140 153 2
148 82 2
145 56 2
231 9.1 4
138 04 2
81 100 2
143 86 2
1980 4.7 4
118 40 2
120 70 4
79 170 4
118 105 4
95 15 4
214 9.7 2
7 2062 2
56 139 4
25 903 4
43 239 6
31 366 6
130 50 4
151 115 6
143 9.8 18
148 1.0 4
121 115 2
15¢ 115 2
67 155 2
154 51 2
178 66 2
137 51 4
148 85 6
88 300 2
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i

33z2v
332w
332y
3380
339€
339F
339G
339H
33t
339K

33sM
339N

339R
3398
3397
339w
339Y
341D
341E
341F
341H
3411
341K
341L
341M
341N
341P
341Q
3418
3418
34T
341V
34w
341y
343A
343D
343
343F
343G
343H
343t
343K

96
112
109

81

131
100
104
107
114
136
129

97
115
110
128
117
124
142

92

97

73
24
54

55
83
35
59
59
65

€5
14

75

74
75
78
92
74

4.9
7.5
1.1
16.8
13.1
10.4
0.4
3.3
3.7
23.4
146
24.2
8.7
6.8
6.3
15.8
144
13.0
142
13.4
17.0
6.8
6.9
100.8
9.3
15.5
3.9
24.3
39.8
9.1
47.2
18.7
149
26.6
866.0
171.0
25.8
245
18.6
11.5
34.9
206
29.1
33.8
26.8
37.7

147

100
115
123

75
120

107

1M
146
102

138
156
92
52

LEAI8HRE

79

127
72
78

L3884

110
102
345

10
191
114
232

64.1
5.3
19.5
3.7
12.3
26.4
4.2
24.6
6.5
10.0
30.6
29.0
9.8
7.2
3.5
19.8
13.4
236
6.2
11.4
19.8
37.8
18.1
41.9
63.7
17.2
18.9
19.8
9.7
17.0
9.9
1.0
7.4
12.2
54.0
15.0
8.9
5.2
37.7
7.9
6.4
13.0
14.9
1.2
16.7
26

177
124
147
150
152
183

3
217
118
136

201
104

57
240
138
128
170

243

172
161

245
173
161
171

162
228
166
168
224
176
213
178
184
143
157
157

29
244
159

86
188

16.5
4.5
25.1
9.7
53
20.3
0.1
8.5
0.3
0.5
228
21.0
8.7
8.8
17.5
11.0
2.1

© 22.5
20.2
10.6
21.9
3.8
3.8
14.7
16.0
5.3
26
4.2
1.1
9.5
16.2
7.7
7.5
9.2
10.0
9.6
8.7
14.3
5.9
18.3
17.6
1058 .4
11.1
3.1
10.5
9.1
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148

P 343L 63 17.2 125 38 127 586 2
P 343M 60 35.1 83 137 134 187 4
P 343N 67 89 105 199 196 182 2
P 3430 72 05 442 140 178 30 2
P 343R 94 13 198 10.4 179 99 4
P 3438 84 75 101 143 207 19 6
P 343T 69 4.2 126 16.4 151 44 2
P 343V 70 1.9 77 53 107 120 2
P 343W 48 223 56 6.4 194 179 2
P 343Y 63 99 12 72 270 144 6
Y  373A 56 3.7 33 150 121 287 2
Y 373D 74 177 74 325 227 102 6
Y  373€ 41 236 106 208 151 195 2
Y  373F 76 26 110 127 117 10 2
Y 373G 39 216 38 254 75 337 2
Y  373H 79 342 100 139 169 82 4
Y 373 65 9.0 73 140 154 64 2
Y 373K 76 122 70 29 246 69 6
Y 373 76 214 66 170 189 62 6
Y  373Mm 78 1.2 53 258 115 32 2
Y 373N 64 215 61 233 148 121 2
Y 373Q 63 11.0 55 247 158 177 2
Y  373R 81 205 107 241 221 40 6
Y . 3738 52 37 74 1.9 72 248 2
Y  373T 70 30 82 166 159 57 2
Y 373V 73 241 69 143 15 11 2
Y 373w 77 233 75 185 237 208 6
S  375R 69 109 595 159 166 1.1 2
D  376A 111 182 155 26.7 180 52 2
D  376E 85 123 B2 295 88 135 2
D  376F B4 73 116 126 19 86 2
D 376G 73 31 135 39 164 06 2
D  376H 74 16.1 81 186 118 56 2
D 3vel 100 14,1 144 7.2 101 505 10
D  376L 88 167 78 30 142 32 2
D 37eM 86 216 129 14 91 151 2
D 376N 893 145 94 242 173 149 4
D  376P 85 151 203 129 153 196 6
D 376Q 88 50 116 227 176 199 4
D  376R 95 60 103 123 166 46 2
D  376S 85 214 134 273 209 253 2
D  376T 102 200 160  11.2 224 101 6
D 37ev 112 81 251 150 210 1.3 12
D 376W 53 220 1 1710.9 89 348 2
D 376Y 78 42 53 258 98 399 2
| 377G 107 24 76 288 %2 76 2
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I 377K 17 10.0 167 27.7 90 1.3 4
| 377pP 99 1.3 88 324 245 65 4
A 378D g8 6.6 163 139 19 998 6
A 378N 101 7.1 180 3.0 90 307 2
\ 379N 96 19.5 74 390 204 55 4
v 379Q 113 3.2 8 273 218 4.1 4
v 379S 80 18.4 86 134 137 14 2
v 3797 101 16.6 109 149 237 22 4
E 380A 106 3.2 152 288 139 42 2
E 380D 102 2.1 73 442 78 07 2
E 380N 111 7.7 142 190 138 723 2
E 3808 110 8.5 230 241 131 01 2
E 3807 100 1.2 172 110 115 48 2
E 382A 110 6.0 103 7.8 82 296 2
E 382D 95 0.8 73 257 80 342 2
E 382F 121 13.8 222 166 67 282 6
E 382H 89 17.9 135 28 84 204 2
E 3821 109 6.4 131 6.2 219 54 6
E 382K 96 2.6 183 30.2 92 156 4
E 3821 93 16.5 126 1.1 156 7.7 2
E 382M 88 146 135 8.6 126 203 2
E 382N 99 11 137 5.2 69 45 2
E 382pP 85 16.8 122 220 69 146 2
E 3682Q 105 12.2 162 120 140 193 2
E 382R 104 8.4 165 27 85 30 4
E 3828 a5 2.9 151 100 75 41 2
E 3827 89 10.2 172 5.2 108 300 2
E 3Jsz2v 83 32.5 173 6.2 167 04 2
E as2w 97 10.5 172 5.2 73 19 2
E 382y 105 11.5 188 145 78 33 4
G 385E 108 5.5 98 188 0 15863 2
G 385P 100 3.2 101 232 82 158 2
Q 386K 96 9.5 115 4.8 266 16 4
F 423N 107 85 158 2.1 48 275 2
S 424H 116 29.8 97 7.3 58 93 2
S 424M 91 3.5 60 600 7% 144 2
S 424V 103 9.3 57 354 115 105 4
S 426D 105 243 65 100 318 127 4
S 4261 91 35.3 117 143 193 204 4
Vv 427N 108 5.5 192 59 64 231 2
H 429A 44 81.7 61 114 147 19 2
H 429F 70 11.1 77 165 288 128 4
H 429M 103 0.7 83 122 173 32 2
E 430A 100 8.3 179 6.6 204 7.1 2
E 430D 96 8.2 44 255 190 46 4
E 430F 11 13.0 218 194 203 81 2
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E 430G 97 7.8 131 10.6 252 75 6
€ 430H 91 7.7 192 8.0 227 42 6
E 430! 87 19.3 308 6.6 297 172 6
E 430K 66 9.5 131 12.6 203 16.0 4
E 430L 98 33.3 242 8.7 263 106 6
E 430M 102 16.1 195 8.7 227 46 ©
E 430N 82 24.6 171 13.0 162 22 2
E 430P 103 13.1 86 167 254 235 8
E 430Q 79 8.3 320 128 97 49 8
E 430R 75 7.5 249 6.6 227 79 8
E 4308 B8 30.1 183 3.4 221 185 2
E 430T 62 22.9 137 23.7 249 82 6
E 430V 79 356 281 7.0 276 175 6
E 430W 78 8.3 1 95.0 17 54 2
E 430Y 77 44.5 126 125 231 na 2
A 431H 81 440 151 11.5 236 na 2
A 431K o8 26.6 176 4.4 113 250 2
A 431P 62 12.0 29 138 210 80 2
L 432R 58 23.1 38 15.6 175 133 2
L 4328 58 55.4 70 3.6 124 02 2
N 434F na na 1008 1.4 na na 4
N 434G 105 17.9 358 20.2 26 1289 4
N 434H 90 12.9 855 204 57 91 6
N 434| 81 9.3 6 7254 73 89 2
N 434W 108 6.6 1335 188 138 1.7 2
N 434Y 106 1.7 1615 38.8 291 156 4
Y 436! 119 18.0 194 24.2 35 87 2
Y 436L 112 27.2 172 8.1 90 163 4
Y 4367 20 35.0 115 7.2 48 203 2
Q 438G 93 32.1 98 14.4 68 262 2
Q 438K 99 31.7 169 123 116 430 2
Q 438L 04 32.5 200 14.7 190 55 4
Q 438T 96 37.4 126 85 56 268 2
Q 438W 93 32.5 164 8.2 126 1.7 2
K 439E 103 28.9 94 9.0 83 403 2
K 439H 91 37.3 99 0.9 77 178 2
K 438Q 90 38.2 74 0.9 64 265 2
S 440A 79 42.3 82 20 85 225 2
s 440D 82 18.4 72 4.7 29 94 2
S 440E 104 4.0 73 28 87 3.3 2
S 440F 111 16.1 87 8.2 73 185 2
S 440G 106 1.9 101 8.1 a3 85 2
S 440H 108 2.1 110 2.1 96 183 2
S 4401 121 1.9 96 6.2 86 26 2
S 440K 116 16.7 132 7.8 7 264 4
S 440L 112 6.4 126 22 77 45 4
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S 440M 84 51.0 80 8.2 81 206 2
S 440N 78 34.3 82 254 108 158 2
S 440Q 73 43.1 81 335 132 166 2
S 440R 21 113 88 16.2 85 298 2
S 440T 89 2.1 71 39.0 116 174 2
S 440V 85 113 9 187 110 164 2
S 440W 114 17.6 85 138 132 148 2
S 440Y 109 68 100 142 224 141 16
S 442K 80 51.9 138 4.5 100 111 2

Na = no disponible o no realizado
" Por ejemplo, L235A indica una Fc en el que la leucina presente en el aminoacido
de Fc nimero 235 (segun la numeracion de EU) se ha sustituido por un residuo de

alanina
sometido a prueba en este caso: la region Fc es una Fc de IgG1, el anticuerpo es

un anticuerpo anti-CD20.

Tabla 10 Variantes de combinacion — ADCC

Variante ADCC promedio como | % de |n=
% de wt CcD
Tipo natural | 100 242 |2
247A,339D 71.50| 0.50{ 2
247F,339D 134.95] 2.54] 2
| 247H,339D 118.45{ 8.46] 4
2471,339D 187.21] 20.45| 2
2471.,339D 156.73] 3.30{ 2
247T7,339D 126.46] 4.71] 2
247vY,339D 121.93] 4.58] 2
247A,339H 125.35| 0.60] 2
| 247F ,339H 101.54] 4.53] 2
247H,339H 114.24] 4.91| 2
2471,339H 126.94] 5.22] 2
247L,339H 120.92] 2.44] 2
_2477,330H 97.96| 5.71] 2
247Y,339H 74.75| 2.43 2
R 1
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247A,3391 96.95 3.05| 2
247F,3391 116.53] 5.52| 2
247H,3391 108.27] 2.97| 2
| 2471,339 -4.07|-47.26] 2
24713391 _ 109.7 s.sg 2
2477,3391 5.48] 9.51] 2
247Y,3391 100.84] 9.58 2
247A,339K 86.90 13.51] 2
247F 339K 105.85] 10.11] 2
247H 339K 9759 7.67] 2
| 2471,339K 97.41] 14.39 2
247L,339K 104.36 7.07] 2
2477 339K 83.02 6.07] 2
247Y,339K 95.79 3.69 2
332E 180.96] 0.72] 2
247A,339N 83.60] 9.91] 2
247F,339N 100.36] 8.95 2
247H,339N 86.70] 7.62| 2
2471,339N 119.62 13.07 g_{
247T1,339N 114.38] 4.83| 4
247Y,339N 113.18] 1.50{ 2
332E 187.19 9.53] 2
247A,3390 69.94] 8.45| 2
247F 3390 130.42] 2.35| 2
247H,339Q 138.96] 1.32] 2
2471,339Q 146.44] 2.27] 2
247L,339Q 140.§g, 4.5el 2
2477,3390 119.70 4.03| 2
247Y,3390Q 109.400 2.24] 2
247A,339R 68.57| 8.33 2
247F,339R 114.38] 11.85| 2
247H,339R 105.46] 9.89] 2
2471,339R 124.96 16.31] 2
2471 339R 119.77] 12.03| 2
247T 339R 109.42) 12,17 2
247Y,339R 98.58| 13.09| 2
247L,339T 148.48] 7.08 4
wt = tipo natural
% de CV =

n = nimero de muestras medidas y calculado su promedio
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Tabla 11 Variantes de combinacion con potenciacion de ADCC

Variante de Fc ADCC
CES50 (ng/mi)

Tipo natural 6.8
247L 2.2
330K i
332E 1.5
339T 3.8
2471, 330K 1.5
2471, 332E 0.73
2471, 339T 2.0
330K, 332E 0.73
330K. 339T 20
332E, 339T 1.0
2471, 332E, 339T 0.75
247L, 330K, 332E 0.25
247L, 330K, 339T 1.5
330K, 332E, 339T 0.25
247L, 330K, 332E, 339T 0.25

* Las actividades de ADCC se calcularon a partir de curvas de titulacion

Tabla 12 Variantes de combinacion

Mutacion ADCC % de FcRn6.0 % de CDC % de n=
cv cv Ccv

Tipo natural 100 100 100
247H338D 118 8.5 N/D N/D N/D N/D 4
247L251F330R332E 184 133 50 5.9 43 1.3 2
247L251F376! 77 20.7 61 8.7 124 11.3 2
247L332E 168 7.3 78 49 65 6.2 6
2471L.332E376| 137 8.1 74 8.0 76 4.3 4
247T339N 114 48 N/D N/D N/D N/D 4
251F332E 147 12.4 72 22 196 2.6 6
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251F332E376!1 136 15.9 68 5.0 160 10.9 4
251F376) 114 8.1 66 28 102 9.4 4
256P3111 107 0.2 268 1.2 357 10.0 2

256P314Y332E440Y 146 3.1 86 19.5 190 4.5 2

256P314Y440Y 112 226 79 3.0 226 94 2
256P332E 174 16.3 121 8.2 189 3.9 4

256P332E440Y 184 25.4 117 65 230 10.0 2
256P430Q 109 2.6 150 5.3 354 3.3 4
256P434H 105 1.2 342 3.1 209 2.9 2
256P440Y 169 19.7 122 0.7 247 26.6 2
25713111 82 7.7 409 39 61 6.7 2

25713111434H 48 12.2 553 4.9 75 88 6
2571430Q 26 8.1 304 0.6 85 12.9 4
2571434H 67 7.0 472 6.3 61 14.0 2
268D332E 137 12.4 92 13.7 128 4.1 4
268E332E 178 53 88 2.0 160 4.7 4
272R279L 56 0.2 156 1.2 72 51 2
279A288N 107 3.9 N/D N/D N/D N/D 4

279A288N311T318V 110 9.0 N/D N/D ND N/D 4

279A28BN318N 110 54 N/D N/D N/D N/D 4

279A288N318T 116 5.1 ND N/D N/D N/D 4

279A2B8N318V 118 8.8 ND ND N/D ND 4

279A311T318T 110 79 N/D N/ ND ND 4

28BN311T318T 115 9.9 N/O N/ N/D N/D 4
31173187 107 53 ND N/D N/D N/D 4

J14Y332E440Y 156 54 82 0.9 155 0.0 2
314Y440Y 125 12.7 78 8.5 108 26 2
330K332D 179 2.9 88 8.3 43 0.3 2
330K332E 202 56 94 0.0 42 1.0 2
330R332D 152 6.3 88 6.3 44 1.5 2
330R332E 161 4.3 94 2.1 59 4.0 4
332£3761 132 8.6 102 7.6 193 52 ]
332E376V 139 1.9 132 35 261 8.6 6

332E440Y 203 13.0 94 5.7 159 59 4
343R345D 121 16.0 143 16 n 33 2
376v430Q 92 1.5 212 42 256 12.2 4
376V430R 84 27 188 9.1 19N 1.0 2
376V434H o7 33 382 2 33 95 6.1 4
Tabla 13 Variantes de combinacion
Mutacion FcRn6.0 | % de|n=
cv
Tipo natural 100

154




10

15

20

ES 2426816 T3

2580272R 3828 | 8.2
258D283R a1 | 37
258D286F 4450 | 1.7
258D307E | .237.1 | 4.8
25803111 5220 | 7.0
2580376V 4151 | a3
272R283R a3 | 217
272R286F 3384 | 89
272R311 396.1 | 14.4
272R376V 268.7 | 8.1
279D307€ 5224 | 8.8
__283R307E 4002 | 9.1
283R3111 531.3 | 6.1
283R376V a7as | 11
286F307E 4312 | 38
286F311 4123 | 0.0
286F376V 3489 | 1.5
307E376V 4801 | 43
3111376V 4135 | 39.1

NMNOMNMNRDROPNNPODRONNROANDNPODAONNMNRON

Ejemplo 2 - Caracterizacion de la actividad de CDC de variantes

Este ejemplo describe como se determina la actividad de CDC de diversas regio-

nes Fc variantes.

Este ensayo se lleva a cabo usando complemento humano (Quidel Corp., n.° de
cat. Al 13) con células 15 Ramos (n.° de RA 1) (n.° de registro de ATCC CRL-
1596). Se cultivan células Ramos en medios RPMI1640 de Gibco que contienen
FBS al 10% a 37°C y CO; al 5%. El dia antes del ensayo, se siembran las células
a 1 x 108 células en un matraz T175. Al dia siguiente, se resuspenden las células
hasta 3,57 x 10° células/ml en RPM 11640 sin rojo de fenol que contiene FBS al
1%. Se distribuyen 70 ul de células por pocillo en una placa de fondo plano Costar
3917. Para la curva de titulacion, se prepara IgG con una region Fc variante en
una dilucién en serie de 3 veces en medios RPMI1640. Para el ensayo de explo-
racién de biblioteca de un Unico punto, se normaliza variante de IgG expresada de
manera transitoria en sobrenadante de cultivo a 1 ug/ml en medios de simulacion.
Se anaden treinta microlitros de IgG variante (es decir, concentracion final de 200
ng/ml) y 50 ul de complemento humano (Quidel Corp., n.° de cat. de A113) diluido
1:5 en RPMI 1640 + FBS al 1% a la célula diana y se mezcla bien mediante pipe-

teo suave. Se incuban las placas a 37°C en presencia de CO; al 5% durante 1,5
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horas. Tras la adicion de 15 pl/pocillo de Alamar Blue (Serotec, n.° de cat.
BUF012B) continda la incubacién durante la noche. Después se mide la sefal de
fluorescencia mediante un lector de multidetector EnVision 2100 de PerkinElmer

con excitacion a 560 nm y emisién a 590 nm.

ii. Analisis de datos

Todos los ensayos de un Unico punto se realizan por duplicado. Cada placa de
ensayo contiene controles para lisis de células diana espontaneas mediante com-
plemento humano en ausencia de IgG y lisis maxima de células diana en presen-
cia de Triton X-100 al 1%. Se incluyen tres controles de tipo natural en cada placa
de ensayo y se calcula el promedio de la sefial de ensayo de CDC. Se resta el va-
lor de fondo, obtenido a partir de control de lisis espontanea, de cada muestra. Se
convierten los datos de sefiales de fluorescencia a porcentaje de lisis especifica
basandose en controles de lisis espontanea y maxima. Se calcula el porcentaje de
lisis especifica a partir de la siguiente ecuacién: porcentaje de lisis especifica =
(sefial de fluorescencia experimental — sefial espontanea)/(sefial de lisis maxima —
sefial espontanea) X 100. Entonces se calcula el porcentaje de actividad de va-
riante de Fc con respecto al promedio de tres controles de tipo natural. Se calcula
el promedio de las actividades en porcentaje con respecto a tipo natural para pla-
cas de ensayo por duplicado y se calcula la desviacion estandar entre placas de

ensayo individuales.

Ejemplo 3 - Caracterizacion de la unién a FcRn

Este ejemplo describe ensayos para determinar la uniéon de receptor neonatal de
Fc (FcRn) a IgG con una regién Fc variante.

Se recubre una placa de ELISA de 96 pocillos con fondo en U (Costar) con 50
ul/pocillo de Neutravidin 2 pg/ml (Pierce Biotechnology, n.° de cat. 3 1000) en
tampon carbonato 50 mM (pH 9,3) a 4°C durante la noche. Se retira la NeutraAvi-
din no unida y se lava la placa tres veces con PBST (PBS que contiene Tween 20
al 0,1%). Se aplican cincuenta microlitros de FcRn soluble marcado con biotina a
2,5 pg/ml en PBS por pocillo y se incuban a temperatura ambiente durante 1 h.

Después se afiaden 75 pul de tampén de bloqueo de caseina (Pierce Biotechnolo-
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gy, n.° de cat. 37528) a la placa durante 1 hora. Entonces se lava la placa de ELI-
SA con PBST y se incuba con 50 pl/pocillo de IgG variante. Para la curva de titu-
lacién, se prepara IgG que va a someterse a prueba mediante una dilucién en se-
rie de 3 veces en tampén de union a FcRn (NaP0O4 100 mM, Tween-20 al 0,05%,
opcionalmente a pH diferentes (desde 6,0 hasta 7,4)). Para la seleccién de un
unico punto, se normaliza IgG variante expresada de manera transitoria en sobre-
nadante de cultivo hasta una concentracion final de 50 ng/ml y se ajusta el pH con
tampén de unién a FcRn a 6,0. En las siguientes etapas, se usa tampén de unién
a FcRn a pH correspondiente para lavar la placa y diluir los reactivos. Se lleva a
cabo la reaccién de unién a temperatura ambiente durante 1 h. Tras tres lavados,
se detecta la IgG unida mediante conjugado (Fab’); de cabra anti-Fab humano-
HRP durante 1 h. Se desarrolla actividad HRP en sustrato de HRP de Pierce
(Turbo TMB-ELISA, n.° de cat. 34022) durante 5-30 minutos. Se detiene la reac-
cion mediante adicién de 50 ul de H,SO4 2 M y se lee la absorbancia a 450 nm

con un lector de microplacas VMAX (Molecular Devices).

EJEMPLO 4 — Terapia de seres humanos con variante de Fc I332E an-

ti-CD20

Estudios in vitro y modelos de tumor murinos (Clynes RA, et al. Nat Med. 6:443
(2000)) proporcionan evidencias de que la ADCC desempefia un papel en los
efectos antitumorales de anticuerpos anti-CD20, tales como RITUXAN. Puede tra-
tarse a pacientes humanos con anticuerpos de variante de Fc I1332E anti-CD20 o
RITUXAN, de una manera similar a la dada a conocer en Cartron et al., Blood
99:754 (2002). Por ejemplo, pacientes que presentan enfermedad en estadio Il a
IV segln la clasificaciébn de Ann-Arbor, que tienen al menos un sitio de enferme-
dad medible, y baja carga tumoral segun los criterios de GELF, pueden tratarse
con un total de cuatro dosis de aproximadamente 375 mg/m’ de una variante de
Fc anti-CD20 o con RITUXAN administrados mediante infusion intravenosa (dias
1, 8, 15 y 22). El criterio de valoracion de la eficacia principal es la tasa de res-
puesta objetiva, es decir, la proporciéon de pacientes que alcanzan o bien remision
completa (RC), o bien RC no confirmada (RCnc) o bien respuesta parcial (RP)

segun criterios recientemente propuestos por un comité de expertos internacional.
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La respuesta clinica puede evaluarse en el mes dos (M2). También puede eva-

luarse a los pacientes para determinar la progresiéon a 1 afio (M12).

Pueden compararse las tasas de respuesta objetiva a M2 y M12 para pacientes
tratados con RITUXAN o variante de Fc anti-CD20 de tal manera que puedan
cuantificarse las actividades ADCC mejoradas proporcionadas por una variante de
Fc. Puede repetirse el mismo ejemplo con otras variantes anti-CD20 (véanse, por

ejemplo, las tablas 1-10 en el presente documento).

Adicionalmente, la potencia potenciada de las variantes puede permitir diferentes
vias de administracion, inyecciones menos frecuentes y/o administracion de dosis

menores.

Lista de secuencias
<110> Applied Molecular Evolution (AME)
<120> Regiones Fc variantes
<130> x16877
<140> Documento US 60/643.718
<141> 13-01-2005
<150> Documento US 60/638.442
<151> 23-12-2004
<150> Documento US 60/609.101
<151> 09-10-2004
<150> Documento US 60/604.339
<151> 25-08-2004
<150> Documento US 60/602.953
<151> 19-08-2004
<150> Documento US 60/598.855
<151> 08-04-2004
<160> 36
<170> Patentin version 3.3
<210> 1
<211> 218
<212> PRT
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<213> Homo sapiens
<400> 1

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val
1 S 10

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

20 25
val val val Asp val ser His Glu Asp Pro Glu
35 40
Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys
50 55

Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser
65 70 75

His Gln Asp Trp kgu Asn Gly Lys Glu ;gr Lys

Lys Ala Leu Psg Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
1

Gln Pro Arg Glu Pro GIn val
11

Ser

Met Thr Lys Asn GIn val
130 135

Pro Ser Asp Ile Ala val Glu
145 150

AsSn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
165
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val
180
val phe Ser Cys Ser val Met
195

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
210 215

<210> 2

<211> 217

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 2

105
Tyr Thr

120
Leu Thr
Trp Glu
val Leu
AsSp LysS
185
His Glu
200

Pro Gly

Phe Leu Phe ;;o Pro

val
30

Pro Glu Thr Cys

val Lys Phe Asn Trp
45

Thr LYs Pro Arg Glu
60

val Leu
80

val Leu Thr

Cys Lys val Ser Asn
. 95

Ala Lys Gly

110
Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
125

Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr
Y 140 y i

ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn
155 160

Asp

ser Asp Gly Ser phe Phe
170 175

ser Arg Trp G1n GIn Gly Asn
190
Ala Leu His Asn His Tyr Thr
205

Lys
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Pro Ala Pro Pro gal Ala Gly pro Ser val

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
20 25

val val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu
35 40

val ggp Gly val Glu val gis Asn Ala Lys
5

Gln phe Asn ser Thr Phe Arg val val Ser
65 70

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr LysS
85 90

Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
100 105

Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu Pro
115 120

Thr L;s Asn GIn val ser Leu Thr Cys Leu
130 135

Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu ser Asn
145 150

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser
165 170

Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys ser Ar
180 185 9

Phe Ser Cgs Ser val Met His Glu Ala Leu
195 200

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly LysS
210 215

<210> 3

<211> 218

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 3

160

Phe Leu
Pro Glu
val GlIn
Thr Lys
60
val Leu
75
Cys LyS

ser Lys

Pro Ser
val Lys
140
Gly GIn
1s§
Asp Gly
Trp GIn

HisS Asn

Phe

val

Phe

45

Pro

Thr

val

Thr

Ar

12

Gly

Pro

Ser

GlIn

His
205

Pro
Thr
30

ASn
Arg
val

Ser

Lys
110

Glu
phe
Glu
Phe
Gly
190

Tyr

Pro
15

Cys
Trp
Glu
val
Asn
95

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

175

AsSn

Thr

Lys

val

Tyr

Glu

His

80

Lys

Glin

Met

Pro

ASn

160

Leu

val

Glin
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Pro Ala Pro Glu %eu Leu Gly Gly Pro igr val phe Leu Phe :;o pPro
Lys Pro Lys sgp Thr Leu Met Ile ggr Arg Thr Pro Glu ggl Thr Cys

val val ggl Asp val ser His g&u Asp Pro Glu val E}n phe Lys Trp

Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
50 ) S5 60 _

Glu GIn Phe Asn Ser Thr pPhe Arg val val Ser val Leu Thr val Leu
65 70 75 80

His Gln Asp Trp kgu Asn Gly Lys Glu ;gr Lys Cys Lys val ;gr Asn

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly
100 105 110

GIn pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
115 120 125

mMet Thr Lys Asn Gln val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr
130 135 140

Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Ser Gly GIn Pro Glu Asn
145 150 155 160

Asn Tyr Asn Thr Thr Pro Pro Met Leu Asg Ser Asp Gly Ser phe phe
165 17 175
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn
180 185 190
Ile Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn Arg Phe Thr
195 205

GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
210 215

<210> 4

<211> 218

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 4
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Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
Y 20 25

val val val Asp val ser GIn Glu Asp Pro
35 40

Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn Ala
50 55

Glu GIn Phe Asn Ser Thr Tyr Arg val val
65 70

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
85 90

Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr
100 105

Gln Pro Glu Pro G1In val Iga Thr Leu

Ar

11

Met Thr Lys Asn GIn val Ser Leu Thr Cys
130 135

pro ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser
145 150

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp
165 170

Leu Tyr Ser Arg Leu Thr val Asp Lys Ser
18 155

val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala
195 200

Gln Lxs Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
210 215

<210>5
<211> 215
<212> PRT
<213> Mus sp.
<400> 5

162

val

Thr

Glu

Lys

ser

75

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

155

ser

Arg

Leu

Phe Leu
Pro Glu
val GIn
45

Thr Lys
60

val Leu
Cys Lys

ser Lys

Pro ser
125

val Lys
140

Gly GIn
Asp Gly

Trp Gln

His Asn
205

Phe
val
30

Phe
Pro
Thr
val
Ala
110

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

190

His

Pro
15
Thr
ASn
Arg
val
Ser
95

Lys

Glu
Phe
Glu
Phe
175

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

80

Asn

Gly

Glu
Tyr

AsSn

160

Phe

ASn

Thr
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Thr val Pro Glu gal ser Ser val phe Ile

Asp val Leu Thr Ile Thr Leu Thr Pro Lys
20 25

Asp Ile Ser Lys Asp Asp Pro Glu val Gln
35 40

Asp val Glu val His Thr Ala Gln Thr GIn
50 55

Asn Ser Thr Phe Arg Ser val Ser Glu Leu
65 70

Cys Leu Asn Gly Lys Glu Phe Lys Cys Arg
85 90

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
100 105

Ala Pro GIn val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro
115 120

Asp Lgs val Ser Leu Thr C§s Met Ile Thr
130 135

Ile Thr val Glu Trp GIn Trp Asn Gly Gln
145 ‘ 150

Asn Thr GIn Pro Ile Met Asp Thr Asp Gl
165 17

Lys Leu Asn val Gln Lys Ser Asn Trp Glu
180 185

Cys Ser val teu His Glu Gly Leu His Asn
195 200

Leuv ser His Ser Pro Gly Lys
210 215

<210> 6
<211> 218
<212> PRT
<213> Mus sp.
<400> 6

163

phe Pro
val Thr
phe Ser
Pro Arg
60

Pro Ile
75

val Asn
Thr Lys
Lys Glu

Asp pPhe
140

Pro Ala
155
ser Tyr

Ala Gly

His His

Pro

Cys

Trp

45

Glu

Met

Ser

Gln
125

Phe

Glu

Phe

ASn

Thr
205

Lys
val
30

Phe
Glu
His
Ala
Ar

11

Met

Pro
AsSn
val
Thr

190

Glu

Pro

15

val

val

GIn

GlIn

Ala

95

Pro

Ala

Glu

Tyr

phe

Lys

Lys

val

Asp

Phe

Asp

80

Phe

Lys

Lys

Asp

Lys

160

Ser

Thr

ser
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Pro Ala Pro Asn Leu Leu Gly Gly Pro igr val phe Ile

Lys Ile Lys ggp val Leu Met Ile ggr Leu Ser Pro Ile

val val val Asp val Ser Glu Asp Asp Pro Asp val Gln
35 40 45

Phe val Asn Asn val Glu val His Thr Ala GIn Thr GIn
50 55 60

Glu Asp Tyr Asn Ser Thr Leu Arg val val Ser Ala Leu
65 70 75

His GIn Asp Trp ggt Ser Gly Lys Glu gge Lys Cys Lys

Lys Asp Leu Pro Ala Pro Ile Glu Arg Thr Ile Ser Lys
100 10

Ser val Arg Ala Pro Gln val T{r val Leu Pro Pro Pro

11 120 125

Met Thr Lys Lys GIn val Thr Leu Thr Cys Met val Thr
130 135 140

Pro Glu Asp Ile Tyr val Glu Trp Thr Asn Asn Gly Lys
145 150 155

Asn Tyr Lys Asn Thr Glu Pro val Leu Asp Ser Asp Gly
165 170

Met Tyr Ser Lys Leu Arg val Glu ig; Lys Asn Trp val

180

Ser Tyr Ser Cys Ser val val His Glu Gly Leu His Asn

195 200 205
Thr Lys Ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly Lys

210 215

<210>7
<211> 218
<212> PRT

<213> Mus sp.
<400> 7

164

Phe Pro Pro
15

val Thr Cys
30

Ile Ser Trp
Thr His Arg

Pro Ile Gln
80

val Asn Asn
95

Pro Lys Gly
110

Glu Glu Glu

ASsp Phe Met

Thr Glu Leu

160

Ser Tyr Phe
178

Glu Arg Asn
190

His His Thr



;ro Ala Pro Asn Leu

Asn Ile Lys Asp val

20

val val gg] Asp val

val val

50

Phe Asn Asn

Glu
65

Asp Tyr Asn Ser

G1n Met

85

His Asp Trp

Leu Pro
100

Lys Asp ser

Leu val Arg Ala Pro
11

Ser
130

Leu Arg Lys Asp

Pro

Gly Asp Ile Ser
145

Thr

Asn Tyr Lys Asp
165

Ile Tyr Ser Lys

180

Leu

Ser Phe Ser Cys Asn

195

Lys Lys Thr Ile Ser
1o

<210> 8
<211> 218
<212> PRT
<213> Mus sp.
<400> 8

Glu

Leu

ser

Glu

Thr

70

ser

Pro

Gln

val

val

150

Ala

Asn

val

Arg
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Gly Gly Pro Ser val
Y 10

Ile Ser Leu

25

Met

Glu Asp Pro

40

Asp

val His Thr Ala GIn

55

val val ser

75

Ile Arg

Phe
90

Gly Lys Glu Lys

Arg Thr Ile

10

Ile Glu

val Tyr Thr Leu Pro

Ser Leu

135

Cys

Glu Trp Thr Ser

Pro val Leu

Thr
185

Met Lys ser

His Glu Gly

Arg
200

Ser
215

Pro Gly Lys

165

phe Ile Phe Pro Pro
15

Pro Pro
125

140

Thr Pro Lys
Asp val GIn
45
Thr Gin
60
His Leu

Cys Lys

ser Lys

val val

val Thr Cys
30

Ile ser Trp
Thr HiS Arg
Pro Ile GIn

80
val Asn Asn
95

Pro Lys Gly
110

Ala Glu GlIn

Gly phe Asn

Asn Gly His Thr Glu Glu
155 160
Ser Asp Gly Ser Tyr Phe
195
Lys Trp Glu Lys Thr Asp
190

Leu Lys Asn Tyr Tyr Leu
205



Pro Pro Gly Asn §1e Leu

Lys Pro Lys ggp Ala Leu

val val ggl Asp val ser

Phe g81 ASp Asn LyS Glu

Ala GIn Tyr Asn Ser Thr
65 70

His GIn Asp Trp Met Arg
85

Lys Ala Leu Pro Ala Pro
100

Arg Ala GIn Thr Pro Gln
115

Met Ser Lys Lys Lys val
130

ser Glu Ala 1le Ser val
145 150

Asp Tyr Lys Asn Thr Pro
165

Leu Tyr Ser Leu Thr

Lys
180

Ile Phe Thr Cys Ser val
195

GIn Lys Asn Leu Ser Arg
210

<210>9

<211> 110

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 9

ES 2426816 T3

Gly Gly Pro Ser val
10
Met Ile Ser Leu Thr
25

Glu Asp Asp Pro Asp
40

gg] His Thr Ala Trp

Phe Arg val val Ser
75
Gly Lys Glu Phe Lys
90
Ile Glu Arg Thr Ile
10
val Tyr Thr Ile Pro
120

Ser Leu Thr Cys Leu
135

Glu Trp Glu Arg Asn
155
Pro Ile Leu Asp Ser
170
val Asp Thr Asp Ser
185

val His Glu Ala Leu
200

ser Pro Gly Lys
215

166

Phe Ile

Pro Lys

val His

45

Thr GIn

Ala Leu

Cys Lys

Ser Lys

Pro Pro

125

val Thr
140

Gly Glu

Asp Gly

Trp Leu

His Asn
205

Phe

val

30

val

Pro

Pro

val

Pro

110

Arg

Asn

Leu

Thr

6ln

190

His

Pro Pro
15

Thr Cys
ser Trp
Arg Glu
Ile GIn

80

Asn Asn
95

Lys Gly
Glu GIn
Phe Phe
Glu GIn

160
Tyr Phe
175

Gly Glu

His Thr
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Ala pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
1 5 10 15

Pro Lys Asp ggr Leu Met Ile Ser ggg Thr Pro Glu val ggr Cys val

'va1 val g;p val ser His Glu ﬁgp pro Glu val Lys zge Asn Trp Tyr

val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
50 55 60

GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr val Leu His
65 70 75 80

GIn Asp Trp Leu Aé?n Gly Lys Glu Tyr bgs Cys Lys val ser ggn Lys

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
100 105 110

<210> 10

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Gly GIn Pro Arg Glu pro GIn val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu
1 S 10 15

Glu met Thr lz.gs Asn Gln val ser tz.gu Thr Cys Leu val gzs Gly phe

Tyr Pro Ser Asp 1le Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GlIn Pro Glu
35 40 45

ASn ?gn Tyr Lys Thr Thr ggo Pro val Leu Asp ggr Asp Gly Ser phe

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asb Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
65 70 75 80

Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
8§ 90 95

Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
100 105

<210> 11

<211> 330

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 11

167



Ala Ser
1

ser Thr
Phe Pro
Gly val

S0

Leu Ser
6S

Tyr Ile

Arg val

Pro Ala

Thr

Ser

Glu

35

His

ser

Cys

Glu

Pro

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro
100

Glu

Gly Pro
5
Gly Thr
val Thr
pPhe pPro
val Thr
70
val Asn
85

Lys ser

Leu Leu

ES 2426816 T3

Ser

Ala

val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

ASp

Gly

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

Pro
10

Gly
ASn
Gln
ser
Ser
90

Thr

Ser

168

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Mis

val

Ala Pro
Leu val
Gly 2}&
ggr Gly
Leu Gly
Thr Lys
Thr Cys

Phe Leu

Ser

Lteu

Thr

val

Pro

110

Phe

ser Lys
15

Asp Tyr
Thr Ser
Tyr Ser
Gln Thr

80

ASp LysS
95

Pro Cys

Pro Pro



ES 2426816 T3

115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr teu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys
130 135 140

val val val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 17

Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val ser val Leu Thr val Leu
180 185 190

His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Tyr Cys Lys val Ser Asn
250 ZXS

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220

GIn Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
228 230 235 240

Met Thr Lys Asn GIn val Ser Leu Thr cgs Leu val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255

Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Glg Ser Phe Phe
275 280 28

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln GIn Gly Asn
250 295 308

val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 12

<211> 329

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Ala Sser Thr Lys Gly Pro Ser val phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15
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ser

Phe

Gly

Leu

65

Lys

Pro

Lys

val

145

Glu

His

Lys

GIn

225

Leu

Pro

Thr Ser
Pro Glu
val His
S0

ser ser
Ile Cys
val Glu
Ala Pro

115

Pro Lys
130

val val
val Asp
GIn Tyr
Gln Asp

195

Ala Leu
210
Pro Arg

Thr Lys

ser Asp

ES 2426816 T3

Gly Gly Thr Ala
20

Pro val

Thr pPhe

val val

Asn val
85

Pro Lys
100

Glu Leu

Asp Thr

Asp val

Gly vatl
165

Asn Ser
180

Trp Leu

Pro Ala

Glu Pro

Asn Glin

245

Ile Ala
260

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

ser

150

Glu

Thr

AsSn

Pro

Gln

230

val

val

val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

ser

Glu

Ala

ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Leu

25

Trp

Leu

ser

Pro

Lys

105

Pro

ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
265

Gly
Asn
Gln
ser
50
Thr
ser
Arg
Pro
%
val
Tyr
Thr
Leu
it

ser

170

Cys

ser

ser

ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Leu val
Gly :;a
ggr Gly
Leu Gly
Thr Lys
Thr Cys
phe Leu

125

Pro Glu
140

val Lys
Thr Lys
val Leu
R

ser Lys
220
Pro Ser

val Lys

Gly GIn

Leu

Thr

val

Pro

110

pPhe

val

phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro
270

Asp Tyr

Thr ser

Tyr Ser

Gln Thr
80

Asp Lys
95

Pro Cys

Pro Pro

Thr Cys

Asn Trp
160

Arg Glu
17

val Leu

ser Asn

Lys Gly

Asp Glu
240

Phe Tyr
255 y

Glu Asn
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Asn Tyr L;S Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp G'lg Ser Phe pPhe
275 280 28

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Asn val
290 295 P 300

Phe ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
305 310 315

Lys Ser Leu Ser %gg Ser Pro Gly Lys

<210> 13

<211> 97

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 13
g]u Ile val Leu ;hr GIn Ser Pro Gly Igr Leu Ser Leu Ser

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala ser Ser Ser val Pro
20 25 30

His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

35 40 45
Ala Thr Ser Ala Leu Ala Ser Gly I1le Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

65 70 75

Asp phe Ala val ;gr Tyr Cys GIn Gln ggp Leu Ser Asn Pro

Phe

<210> 14

<211> 111

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Constructo sintético
<400> 14

171

320

Pro Gly

15

Tyr Ile

Ile Tyr

Gly ser

Pro Glu
80

Pro Thr
95
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g'lu val GIn Leu \sla'l Gln Ser
Ser Leu Lys §Ae Ser Cys Lys

Asn Met g;s Trp val Arg Gln

Gly Ala ITe Tyr Pro Leu Thr
50 55

Lys Leu Gln val Thr Ile Ser
65 70

Leu GIn Trp Ser ggr Leu Lys

Ala Arg Ser Thr Tyr val Gly
100

<210> 15

<211> 97

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 15
g]n ITe val Leu ger Glin Ser

Glu Lys val ;gr Met Thr Cys
His Trp l;lste Gln GIn Lys Pro
Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser
50 55
g}y Ser Gly Thr Ser ;Kr Ser

Asp Ala Ala Thr ;gr Tyr Cys

Phe

<210> 16
<211> 111
<212> PRT

Gly Ala

Gly Ser
25

Met Pro

40

Gly Asp

Ala Asp

Ala Ser

Gly Asp
105

Pro Ala

Arg Ala
25

Gly Ser

40

Gly val

Leu Thr

GIn Gln

Glu val
10

Gly Arg
Gly Lys
Thr Ser
Lys Ser

75

Asp Thr
90

Trp Gln

Ile Leu

10

Ser Ser

Ser Pro

Pro val

Ile Ser
75

Trp Thr
90

172

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Phe

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Arg

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Asn

ser

Met

Asp

Ala

val

Pro

45

Phe

val

Asn

Pro Gly Glu
15

Thr Ser Tyr
30

Glu Trp Met
GIn Lys Ser

Thr Ala Tyr
80

Tyr ;gr Cys

val Trp
110

Ser Pro Gly
15

Ser Tyr Ile
30

Trp Ile Tyr
Ser Gly Ser

Glu Ala Glu
80

Pro Pro Thr
95
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<213> Artificial
<220>
<223> Constructo sintético

<400> 16
GIn val GIn Leu GIn GIn Pro Gly Ala Glu Leu val Lys Ala Gly Ala
1 5 10 15

ser val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Asn Met His Trp val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn GIn Lys phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met GIn Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala val Tyr T¥r Cys
85 90 9

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn val Trp
100 10? 110

<210> 17

<211>10

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 17
Arg Ala Ser Ser Ser val Pro Tyr Ile His
1 5 10

<210> 18

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 18
/1x1a Thr ser Ala ls.eu Ala Ser

<210> 19
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<211>9

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 19

g1n Gln Trp Leu ger Asn Pro Pro Thr

<210> 20

<211>10

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 20
Gly Arg Thr phe Thr Ser Tyr Asn Met His
1 5 10

<210> 21

<211> 17

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 21
Ala Ile Tyr Pro lgeu Thr Gly Asp Thr i(e)r Tyr Asn GIn Lys igr Lys
1

Leu

<210> 22

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 22

ier Thr Tyr val cs;'ly Gly Asp Trp GIn ige Asp val
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<210> 23

<211>10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 23

Arg Ala Ser Ser Ser val Ser Tyr Ile His
1 5 10

<210> 24

<211>7

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 24
llﬂa Thr Ser Asn ls.eu Ala ser

<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 25
<1;1n Gln Trp Thr ger Asn Pro Pro Thr

<210> 26

<211> 10

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 26
Gl r Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His
1 y vy 5 y 10
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<210> 27

<211> 17

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 27

llﬂa Ile Tyr Pro fs.:‘ly Asn Gly Asp Thr igr Tyr Asn GIn Lys ;Isue Lys

Gly

<210> 28

<211> 12

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 28

ier Thr Tyr Tyr g‘)y Gly Asp Trp Tyr ;(I;e Asn val

<210> 29

<211> 213

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Constructo sintético
<400> 29

176



Glu Ile val
1

Glu Arg Ala
His Trp Tyr

35
Ala Thr ser
S0

Gly ser Gly
65

Asp phe Ala

Phe Gly Gln

Ser val phe
115

Ala ser val
130

val GIn Trp
145

ser val Thr
Thr Leu Thr
Cys Glu val

195

Asn Arg Gly
218

<210> 30
<211> 642
<212> ADN

ES 2426816 T3

Leu ;hr Gln Ser Pro Gly Ihr Leu Ser Leu

Thr Leu Ser Cys Arg s;a Ser Ser Ser val

GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu
40 45

Ala Leu Ala Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe
55 60

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu
70 75

val Tyr Tyr Cys GIn GIn Trp Leu Ser Asn
85 90

Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr val
100 105

Ser Pro Gly
15

Pro Tyr Ile

Leu Ile Tyr

Ser Gly ser

Glu Pro Glu

80

Pro Pro Thr
95

Ala Ala Pro
110

Ile phe Pro Pro ser Asp Glu GIn Leu L{S Ser Gly Thr
120 125

val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 30

Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys
135 140

val

Gln

165

ser

His

Cys

ASp Asn Ala Leu
150

GIn Gly Leu Ser
200

170

177

GIn ser Gly Asn Ser Gln Glu
155

160

Asp Ser LyS Asp Ser Thr Tyr Ser Leu igg ser
Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr Ala
185 190

Ser pro val Thr Lys Ser phe
205



gaaattgtgt
ctctectgea
caggctccca
ttcagtggca
gattttgcag
accaagctgg
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agctcgeeceg
<210> 31

<211> 451

<212> PRT

tgacgcagtc
gggccagetc
ggctcctcat
gtgggtctgg
tgtattactg
agatcaaacg
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa

tcacaaagag

<213> Artificial

<220>

ES 2426816 T3

tccaggeacc
aagtgtaccg
ctatgccaca
gacagacttc
tcagcagtgg
aactgtggct
aactgcctct
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc

cttcaacagg

<223> Constructo sintético

<400> 31

ctgtctttgt
tacatccact
tccgetctgg
actctcacca
ctgagtaacc
gcaccatctg
gttgtgtgcce
aacgccctec
acctacagec
tacgcctgeg
ggagagtgtt

178

ctccagggga

aagagccacc

ggtaccagca gaaacctggce

cttctggcat
tcagcagact
cacccacttt
tcttcatctt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac

aagtcaccca

ag

cccagacagg
ggagcctgaa
tggccaggag
cccgecatct
cttctatcec
ctcccaggag
cctgacgcetg
tcagggcctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
642
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Glu val Gln Leu ga] GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Glu

Ser Leu Lys §Ae Ser Cys Lys Gly ggr Gly Arg Thr Phe ;hr ser Tyr
0

Asn Met ggs Trp val Arg GlIn 28t Pro Gly Lys Gly kgu Glu Trp Met

Gly Ala Ile Tyr Pro Leu Thr Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Ser
50 55 60

tys Leu GIn val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tar
65 70 75 8

Leu GIn Trp Ser ggr Leu Lys Ala Ser ggp Thr Ala Met Tyr ;¥r Cys

Ala Arg Ser Thr Tyr val Gly Gly Asp Trp GIn Phe Asp val Trp Gly
100 105 110

Lys Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr L{S Gly Pro Ser
115 120 125

val phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
130 135 140

Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr val
145 150 155 160

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala
16 170 175

val Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val val Thr val
180 185 190

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His
195 200 205

Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Lys val Glu Pro Lys Ser Cys
210 215 220

ASp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
225 2§o 235 240

179
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Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lgs Ile Lys Asp Thr Leu Met
245 250 255

Ile ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys val val val Asp val Ser His
260 265 270

Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr val Asp Gly val Glu val
275 280 285

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr
290 295 300

Arg val val Ser val Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly
30 310 315 320

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
325 330 335

Glu Lys Thr Ile Ser Lys GIn Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln val
340 34 350

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln val Ser
355 360 365

Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu
370 375 380

Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
385 390 395 400

val Leu Asp Ser Asp Gly Ser phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val
405 410 415

Asp Lys Ser Arg Trp GIln GIn Gly Asn val pPhe Ser Cys Ser val Met
42 425 430

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440 445

pro Gly Lys
450

<210> 32

<211> 1356

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Constructo sintético
<400> 32

180



gaggtgcage
tcctgtaagg
cccgggaaag
aatcagaagt
ctgcagtgga
tacgtgggeg
tcagccteca
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatctt
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtag
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaacaga
gagctgacca
atcgcegtgg
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga
<210> 33

<211> 451

<212> PRT

tggtgcagtc
gttctggecg
gcctggagtg
cgaaactcca
gcagcctgaa
gtgactggca
ccaagggccc
c€ggcectgagg
caggcgecect
actccctcag
gcaacgtgaa
gtgacaaaac
tcttectett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggetc
ggaacgtctt
gccteteect

<213> Attificial

<220>

ES 2426816 T3

tggagcagag gtgaaaaagc €cggggagtc

tacatttacc
gatgggggct
ggtcaccatc
ggccteggac
gttcgatgtc
atcggtcttc
ctgcctggtce
gaccagcgge
cagcgtggtg
tcacaagccce
tcacacatgc
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcctc
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttccte
ctcatgctcc
gtctccgggt

<223> Constructo sintético

<400> 33

agttacaata
atttatccct
tcagccgaca
accgecatgt
tggggcaagg
ccectggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgecct
agcaacacca
ccaccgtgec
atcaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcetge
gccctcccag
caggtgtaca
tgcetggtea
ccggagaaca
tatagcaagc
gtgatgcatg

aaatga

tgcactgggt
tgacgggtga
agtccatcag
attactgtgc
ggaccacggt
cctectecaa
tcecccgaacc
tcceggetgt
ccagcagett
aggtggacaa
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agcegeggga
accaggactg
cccccatcga
ccctgeeccc
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgea

tctgaagatc
gcgccagatg
tacttecctac
caccgectac
gagatcgact
caccgtctce
gagcacctct
ggtgacggtg
cctacagtcc
gggcacccag
gaaggttgag
actcctgggg
ctcccggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggc
gaaaaccatc
atcccgggac
tcccagegac
cacgectecc
caagagcagg

caaccactac

Glu val GIn Leu val Gin Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15
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Ser Leu LYyS §5e ser Cys Lys Gly ggr Gly Arg Thr Phe gsr Ser Tyr

Asn Met ggs Trp val Arg Gln ?5t Pro Gly Lys Gly kgu Glu Trp Met

Gly Ala Ile Tyr Pro Leu Thr Gly Asp Thr Ser Tgr Asn GIn Lys Ser
S0 SS 6

Lys Leu GIn val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala ggr

Leu GIn Trp Ser ggr Leu Lys Ala Ser S(s)p Thr Ala Met Tyr ] r Cys

Ala Arg ser Thr Tyr val Gly Gly Asp Trp G1ln Phe Asp val Trp Gly
9 100 y 4 10 110

Lys Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr L¥s Gly pPro ser
115 120 125

val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
130 135 140

Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr val
145 150 155 160

ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala
16 170 175

val Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val val Thr val
180 135 190

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His
195 200 205

LYys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Lys val Glu Pro Lys Ser Cys
210 215 220

Asp Lys Thr His Thr Cgs Pro Pro Cys Pro Ala pPro Glu Leu Leu Gl
22 230 235 24

Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Ile Lys Asp Thr Leu Met
245 250 255

Ile ser Arg Thr Pro Glu val Thr C¥s val val val Asp val Ser His
260 265 270

182
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Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr val Asp Gly val Glu val
275 280 285

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr
290 295 300

Arg val val Ser val Leu Thr val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
30 310 315 320

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
3%5 3%0 335

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Asp Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln val
340 345 350

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn val Ser
355 360 365

Leu Thr Cys Leu val Lys G1g phe Tyr Pro Ser Asg Ile Ala val Glu
370 37 38

Trg Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
38 390 395 400

val Leu Asp Ser Asp Gly Ser pPhe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val
405 410 415

Asp Lys ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Met
42 425 430

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440 445

Pro Gly Lys
450

<210> 34

<211> 1356

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 34

gaggtgcagc tggtgcagtc tggagcagag gtgaaaaagc ccggggagtc tctgaagatc
tcctgtaagg gttctggecg tacatttacc agttacaata tgcactgggt gcgccagatg
cccgggaaag gcctggagtg gatggggget atttatccct tgacgggtga tacttcctac

datcagaagt Cgaaactcca ggtcaccatc tcagccgaca agtccatcag caccgcctac

183

60
120
180
240



ctgcagtgga
tacgtgggcg
tcagccteca
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatctt
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagaca
gagctgacca
atcgeegtag
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga
<210> 35

<211> 451

gcagcctgaa
gtgactggca
ccaagggccc
cggccctggg
caggcgcect
actccctcag
gcaacgtgaa
gtgacaaaac
tcttectett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggetc
ggaacgtctt

gcctcteect

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ES 2426816 T3

ggcctcggac
gttcgatgtc
atcggtcttc
ctgecctggtc
gaccagcggce
cagcgtggtg
tcacaagccc
tcacacatgc
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcctc
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttecte
ctcatgctec
gtctccgggt

<223> Constructo sintético

<400> 35

accgccatgt
tggggcaagg
ccectggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgeect
agcaacacca
ccaccgtgece
atcaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctge
gccctcccag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tatagcaagc
gtgatgcatg

aaatga

attactgtgc
ggaccacggt
cctccteccaa
tccccgaacc
tcceggetgt
ccagcagett
aggtggacaa
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgeggga
accaggactg
cccccatcga
cecctgeeccc
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgea

gagatcgact
caccgtctec
gagcacctct
ggtgacggtg
cctacagtcc
gggcacccag
gaaggttgag
actcctgggg
ctcccggacc
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggc
gaaaaccatc
atcccgggac
tcccagegac
cacgectecc
caagagcagg

caaccactac

Glu val GIn Lteu val GIn ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Arg Thr Phe Thr Ser Tyr
20 i y 25 30

Asn Met g;s Trp val Arg Gln Mgt Pro Gly Lys Gly kgu Glu Trp Met
4

Gly g(])a Ile Tyr Pro Leu ;rsw Gly Asp Thr Ser gr Asn GIn Lys Ser

184

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1356



Lys

Leu

Ala

Lys

val

Ala

145

ser

val

Pro

Lys

ASp

225

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Leu

Gln

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

ASp

Asn

290

val

GIn

Trp

ser

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

ser

195

ser

Thr

Ser

Arg

Pro

275

Ala

val

val

ser

Thr

100

Thr

Leu

Cys

ser

Ser

180

ser

AsSn

His

val

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Thr
Ser
85

Tyr
val
Ala
Leu
Gly
ser
Leu
Thr
Thr
Phe
245
Pro
val

Thr

val

Ile

70

Leu

val

Thr

Pro

val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu
310

ES 2426816 T3

ser

Lys

Gly

val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

val

215

Pro

Phe

val

Phe

Pro

295

Thr

Ala

Ala

Gly

ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

280

Arg

val

ASp

Lys

ser
75

Ile Ser Thr Ala

Ser Asp Thr Ala Met

Lys

Tyr

ser

Ser

185

Thr

Lys

cys

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

90

Trp

Ala

ser

GIn

ser

Thr

Phe Asp

Thr Lys
125

Ser Gly
140

Phe Pro Glu Pro

Gly
170
Leu
Tyr
Lys
Pro
Lys
250

val

Tyr

Glu

His

185

155

val

Ser

Ile

val

Ala

235

Pro

val

val

GIn

Gln
315

His Thr
ser val
Cys Asn
205
Glu Pro
220
Pro Glu
Lys Asp
val Asp
ASp Gl
28%
Tyr Asn
300

Asp Trp

Tyr

val

110

Gly

Gly

val

Phe

val

190

val

Lys

Leu

Thr

val

270

val

ser

Leu

Tyr
of

Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
178
Thr
ASn
ser
Leu
Leu
255

Ser

Glu

Asn

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala

val

160

Ala

val

His

Cys

Gly

Met

His

val

Tyr

Gl
32



Lys Glu Tyr

Glu Lys Thr

Thr Leu

Tyr
355

Leu Thr Cys
370

Trp Glu Ser

385

val Leu Asp

Asp Lys Ser

Ala
435

His Glu

Pro Gly Lys
450

<210> 36

ES 2426816 T3

Lys

Ile
340

ser Lys

Pro Pro Ser

Leu val Lys

375

Asn
39

Ser
405

Arg Trp Gln

42 4

Leu His Asn

<211> 1356

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 36

gaggtgcagc
tcctgtaagg
cccgggaaag
aatcagaagt
ctgcagtgga
tacgtgggeg
tcagecteca
gggggcacag
tcgrggaact

tggtgcagtc tggagcagag
gttctggccg tacatttacc
gcctggagtg gatgggggct
cgaaactcca ggtcaccatce
gcagcctgaa ggcctcggac
gtgactggca gttcgatgtc
ccaagggccc atcggtcttc
cggccctggg ctgectggte

caggcgeect gaccagegge

Cys Lys val Ser Asn
325
Ala Lys Gl
343
Arg Asp Glu
360
Gly pPhe Tyr
Gly 613 Pro Glu Asn
Agp Gly Ser Phe Phe
Gln Gly Asn

His Tyr Thr
440

Lys Ala

330

Gln Pro

Leu Thr

Pro Ser

Asn ;gg

Leu Tyr

410

val pPhe

25

Gln Lys

gtgaaaaagc
agttacaata
atttatccct
tcagccgaca
accgccatgt
tggggcaagg
cccctggeac
aaggactact

gtgcacacct

186

Leu Pro Ala Pro Ile

Arg Glu

Pro GIn

335

val

350

Lys Asn
365

Asp Ile
380
Lys Thr

ser Lys

Ser Cys

Gln val

Asp val

The Pro

Leu Thr

Ser val

Ser

Glu

Pro
400

val
415

Met

430

ser Leu
445

ccggggagtc
tgcactgggt
tgacgggtga
agtccatcag
attactgtgc
ggaccacggt
cctectecaa
tccccgaacc

tceccggetgt

Ser Leu

Ser

tctgaagatc
gcgccagatg
tacttcctac
caccgectac
gagatcgact
caccgtctcc
gagcacctct
ggtgacggtg
cctacagtcec

60
120
180
240
300
360
420
480
540



tcaggactct
acctacatct
Cccaaatctt
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagctgacca
atcgacgtgg
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga

actccctcag
gcaacgtgaa
gtgacaaaac
tcttectett
catgcgtggt
acgocgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagec
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggetc
ggaacgtctt

gcctectecct

ES 2426816 T3

cagcgtootg
tcacaagccc
tcacacatgc
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtccte
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttecte
ctcatgctcec

gtctccgaqt

accgtgeect
agcaacacca
ccaccgtgec
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctge
gcccteccag
caggtgtaca
tgcctggtea
ccggagaaca
tatagcaagc
gtgatgcatg

aaatga

187

ccagcagctt
aggtggacaa
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgcggoa
accaggactg
cccccatcga
ccctgececc
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgca

gggcacccag
gaaggttgag
actcctggag
ctceceggacc
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatgge
gaaaaccatc
atcccgggac
tcccagegac
cacgectecc
caagagcagg

caaccactac

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1356
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo anti-CD20 que comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera que consis-
te en SEQ ID NO: 13;

(b) una secuencia de aminoacidos de regién variable de cadena pesada que con-
siste en SEQ ID NO: 14;y

(c) una variante de una region Fc original, en el que la regién Fc original es una
region Fc de IgG1 humanay en el que la regién Fc variante comprende una susti-
tucion de aminoacido seleccionada del grupo que consiste en 2471/339Q y
2471/339D.

2. Anticuerpo anti-CD20 segun la reivindicacién 1, en el que la regién Fc ori-

ginal es una region Fc de IgG1 humana nativa.

3. Anticuerpo anti-CD20 segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el
que la variante de Fc es 2471/339Q.

4. Anticuerpo anti-CD20 segun la reivindicaciéon 1 o la reivindicaciéon 2, en el
que la variante de Fc es 2471/339D.

5. Anticuerpo anti-CD20 segun la reivindicacién 3, que comprende una se-
cuencia de aminoacidos de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO: 29 y una
secuencia de aminoacidos de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 31.

6. Anticuerpo anti-CD20 segun la reivindicacién 5, en el que la cadena ligera
se codifica por una secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NO: 30y
la cadena pesada se codifica por una secuencia de acido nucleico que comprende
SEQ ID NO: 32.
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7. Anticuerpo anti-CD20 segun la reivindicacioén 4, que comprende una se-
cuencia de aminoacidos de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO: 29 y una

secuencia de aminoacidos de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 33.

8. Anticuerpo anti-CD20 segun la reivindicacién 7, en el que la cadena ligera
se codifica por una secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NO: 30 y
la cadena pesada se codifica por una secuencia de acido nucleico que comprende
SEQ ID NO: 34.

9. Composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-CD20 segtin

cualquiera de las reivindicaciones 1-8.

10. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 9, que comprende

ademas un portador farmacéuticamente aceptable.

11. Anticuerpo anti-CD20 segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-8, para

su uso en el tratamiento de linfoma.
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F1G. 3
A. CH2 original (SEQ ID NO:9)

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK

B. CH3 original (SEQ ID NO:10)
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

C. Polipéptido original (alotipo f) (SEQ ID NO:11)

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYYCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

D. Polipéptido original (alotipo a, z) (SEQ ID NO:12)

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKOTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLEQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QONVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
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FIG.4
A. (SEQ ID NO: 13)
EIVLTQSPGT LSLSPGERAT LSCRASSSVP YIHWYQQKPG QAPRLLIYAT
SALASGIPDR FSGSGSGTDF TLTISRLEPE DFAVYYCQQOW LSNPPTF
B. (SEQ ID NO: 14)
EVQLVQSGAE VKKPGESLKI SCKGSGRTFT SYNMHWVRQOM PGKGLEWMGA
IYPLTGDTSY NQKSKLQVTI SADKSISTAY LQWSSLKASD TAMYYCARST
YVGGDWQFDV W
C. LCVR de anti-CD20 (IX) (SEQ ID NO: 15)
QIVLSQSPAI LSASPGEKVT MTCRASSSVS YIHWFQQKPG SSPKPWIYAT
SNLASGVPVR FSGSGSGTSY SLTISRVEAE DAATYYCQOW TSNPPTF
D. HCVR de anti-CD20 (II) (SEQ 1D NO: 16)
QVQLOQPGAE LVKAGASVKM SCKASGYTFT SYNMHWVKQT PGRGLEWIGA
IYPGNGDTSY NQKFKGKATL TADKSSSTAY MOQLSSLTSED SAVYYCARST
YYGGDWYFNV W
E. Anti-Cp20 (I)

LCVR CDR1 (SEQ ID NO: 17): RASSSVPYIH

LCVR CDR2 (SEQ ID NO: 18): ATSALAS

LCVR CDR3 {SEQ ID NO: 19): QQWLSNPPT

HCVR CDR1 (SEQ ID NQO: 20): GRTFTSYNMH

HCVR CDR2 (SEQ ID NO: 21): AIYPLTGDTSYNQKSKL

HCVR CDR3 (SEQ ID NO: 22): STYVGGDWQFDV

Anti-CD20 (II)

LCVR CDR1 (SEQ 1D NO: 23): RASSSVSYIH

LCVR CDR2 (SEQ ID NO: 24): ATSNLAS

LCVR CDR3 (SEQ ID NO: 25): QQWTSNPPT

HCVR CDR1 (SEQ ID NO: 26): GYTFTSYNMH

HCVR CDR2 (SEQ ID NO: 27): AIYPGNGDTSYNQKFKG

HCVR CDR3 (SEQ ID NO: 28): STYYGGDWYFNV
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FIG.5

A.S8EQ ID NO:29: Secuencia de aminoiécidos de la cadena ligera
completa de AME 13s

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASSSVPYIHWYQQKPGQAPRLLIYATSALASGIPDR
FSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQWLSNPPTFGOQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

- La regién constante esta subrayada

B.SEQ ID NO:30: Secuencia de &cido nucleico de la cadena ligera
completa de AME 133

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACC
CTCTCCTGCAGGGCCAGCTCARGTGTACCGTACATCCACTGGTACCAGCAGAAACCTGGC
CAGGCTCCCAGGCTECTECATCTATGCCACATCECGETFCFCEGETTCTGECATCCEAGACAGG
TTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAA
GATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTGGCTGAGTAACCCACCCACTTTTGGCCAGGGG
ACCAAGCTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCT
GATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCC
AGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAG
AGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTG
AGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG
AGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAARCAGGGGAGAGTGTTAG
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FIG. 6

A.SEQ ID NO:31l: Secuencia de aminoicidos de la cadena pesada
complata dea AME 133 (variante 247I/339Q)

EVQLVOSGAEVKKPGESLKISCKGSGRTFTSYNMHWVRQMPGKGLEWMGA1IYPLTGDTSY
NQKSKLQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARSTYVGGDWQFDVWGKGTTVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOS
SGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKIKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKQKGOPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQOGNVFSCSVMHEALENHYTQKSLSLSPGK

- La regién constante estid subrayada; las variantes estén en
negrita

B.SEQ ID NO: 32: Secuencia de #&cido nucleico de la cadena pesada
completa de AME 133 (variante 2471I/339Q)

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCAGAGGTGAAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGAAGATC
TCCTGTAAGGGTTCTGGCCGTACATTTACCAGTTACAATATGCACTGGGTGCGCCAGATG
CCCGGGAAAGGCCTGGAGTGGATGGGGGCTATTTATCCCTTGACGGGTGATACTTCCTAC
AATCAGAAGTCGAAACTCCAGGTCACCATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTAC
CTGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCCATGTATTACTGTGCGAGATCGACT
TACGTGGGCGCTGACTGGCAGTTCGATGTCTGGGGCAAGGGGACCACGGTCACCGTCTCC
TCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCT
GGGBGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGEGTGACGGTG
TCGTGGAACTCAGGCGCCCTCACCAGCGGCETGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCC
TCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAG
ACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTTGAG
CCCARATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAA&!SAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACC
CCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAC
TGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTAC
AACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATC
TCCAAACAGAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAT
GAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGAC
ATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC
GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGG
TGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTAC
ACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTARATGA

- Las variantes estan en negrita y subrayadas
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FIG. 6

C. SEQ ID NO:33: Secuencia de aminoécidos de la cadena pesada
completa de AME 133 (247I/339D)

EVOLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGRTFTSYNMHWVRQMPGKGLEWMGAIYPLTGDTSY
NQKSKLQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARSTYVGGDWQFDVWGKGTTVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOS

——— e e e e e e et et
SGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG

GPSVFLFPPKIKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKDKGQPREPQVYTLPPSRD

ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR

WOOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

. La regidén constante est&d subrayada; las variantes estan en

negrita
D. SEQ ID NO: 34: Secuencia de acido nucleico de la cadena pesada

completa de AME 133 (2471/339D)

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCAGAGGTGAAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGAAGATC
TCCTGTAAGGGTTCTGGCCGTACATTTACCAGTTACAATATGCACTGGGTGCGCCAGATG
CCCGGGAAAGGCCTGGAGTGGATGGGGGCTATTTATCCCTTGACGGGTGATACTTCCTAC
AATCAGAAGTCGAAACTCCAGGTCACCATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTAC
CTGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCCATGTATTACTGTGCGAGATCGACT
TACGTGGGCGGTGACTGCCAGTTCGATCTCTGGGGCAAGGGGACCACGGTCACCGTCTCC
TCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCT
GGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGARCCGGTGACGGTG
TCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCC
TCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAG
ACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTTGAG
CCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAAATCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACC
CCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAC
TGGTACGTGGACGGCCTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTAC
AACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATC
TCCAAAGACAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAC
GAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGAC
ATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC
GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGG
TGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTAC

ACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTARATGA

- Las variantes estian en negrita y subrayadas
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FIG.6

E.8EQ ID NO:35: Secuencia de aminocécidos de la cadena pesada
completa de AME 133 (378D)

EVQLVOSGAEVKKPGESLKISCKGSGRTFTSYNMEWVROMPGKGLEWMGAIYPLTGDTSY
NOKSKLQVTISADKS ISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARSTYVGGDWQFDVWGKGTTVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS
SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY

NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRD

ELTKNQVSLTCLVKGFY PSDIDVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WOOGNVFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK

- La regién constante eatA subrayada; la variante esti en
negrita

F. SEQ ID NO: 36: Secuencia de &cido nucleico de la cadena pesada
~ completa de AME 133 (378D)

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCAGAGGTGAAARAAGCCCGGGGAGTCTCTGAAGATC
TCCTGTAAGGGTTCTGGCCGTACATTTACCAGTTACAATATGCACTGGGTGCGCCAGATG
CCCGGGAAAGGCCTGGAGTGGATGGGGGCTATTTATCCCTTGACGGGTGATACTTCCTAC
AATCAGAAGTCGAAACTCCAGGTCACCATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTAC
CTGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCCATGTATTACTGTGCGAGATCGACT
TACGTGGGCGGTCACTGGCAGTTCGATGTCTGGGGCAAGGGGACCACGGTCACCGTCTCC
TCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCT
GGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTG
TCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCS
TCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAG
ACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTTGAG
CCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACC
CCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAC
TGGTACGTGGACGGCCTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTAC
AACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGARTGGE
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATC
TCCAARAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAC
GAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGAC
ATCGACGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC
GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGG
TGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTAC
ACGCAGAARGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

- La variante estd en negrita y subrayada

197



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos



